
Max-Planck-Institut für Molekulare Pflanzenphysiologie 
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Mark Stitt 

 
 
 

DER EINFLUSS DES PRIMÄREN STICKSTOFFSTOFFWECHSELS 
AUF DEN AMINOSÄURE- UND SEKUNDÄRSTOFFWECHSEL IN  

NICOTIANA TABACUM L. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertation 
zur Erlangung des akademischen Grades 

"doctor rerum naturalium" 
(Dr. rer. nat.) 

in der Wissenschaftsdisziplin "Molekulare Pflanzenphysiologie" 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

eingereicht an der 
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der Universität Potsdam 
 
 
 
 

von 
Christina Fritz 

 
 
 
 
 

Potsdam, den 15.05.2006 
 

 





Inhaltsverzeichnis  I 

1 Inhaltsverzeichnis 
 
1 Inhaltsverzeichnis ..............................................................................................................I 
 
2 Abkürzungsverzeichnis................................................................................................... IV 
 
3 Einleitung..........................................................................................................................1 
 

3.1 Die Nitrataufnahme und -assimilation.......................................................................2 
3.2 Die Aminosäurebiosynthese.....................................................................................3 
3.3 Der Aminosäurekatabolismus...................................................................................7 
3.4 Der Shikimatweg als wichtige Verbindungsstelle zwischen Primär- und 

Sekundärstoffwechsel...............................................................................................9 
3.5 Der Sekundärstoffwechsel......................................................................................10 

3.5.1 Die Alkaloide .................................................................................................... 11 
3.5.2 Die Phenylpropanoide...................................................................................... 13 

3.6 Interaktion von Primär- und Sekundärstoffwechsel ................................................16 
3.7 Fragestellungen......................................................................................................17 

 
4 Material und Methoden...................................................................................................18 
 

4.1 Pflanzenmaterial .....................................................................................................18 
4.1.1 Wildtyp .............................................................................................................. 18 
4.1.2 Transformanten ................................................................................................ 18 

 
4.2 Pflanzenanzucht .....................................................................................................19 

4.2.1 Klimakammerbedingungen .............................................................................. 19 
4.2.2 Tabakanzucht ................................................................................................... 19 
4.2.3 Nährlösungen ................................................................................................... 20 
4.2.4 Pflanzenernte ................................................................................................... 21 
4.2.5 Anzucht der Rubisco-antisense Pflanzen (übernommen aus Petra Matt, 

Dissertation 2001) ............................................................................................ 21 
4.2.6 Anzucht mit verschiedenen Lichtstärken (übernommen aus Petra Matt, 

Dissertation 2001) ............................................................................................ 22 
 

4.3 Physiologische und biochemische Methoden.........................................................22 
4.3.1 Extraktionsmethoden ....................................................................................... 22 
4.3.2 Quantifizierung von Metaboliten und anderen Zellinhaltsstoffen .................... 23 
4.3.3 Bestimmung von Enzymaktivitäten .................................................................. 27 
4.3.4 Histologische Färbung von Lignin.................................................................... 28 

 
4.4 Molekularbiologische Methoden .............................................................................29 

4.4.1 Extraktion der Gesamt-RNA ............................................................................ 29 
4.4.2 cDNA Synthese ................................................................................................ 29 
4.4.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ................................................................ 30 
4.4.4 Quantitative RT-PCR ....................................................................................... 30 
4.4.5 Extraktion der mRNA und cDNA-Synthese mit Dynabeads Oligo (dT)25........ 32 
4.4.6 Hybridisierung des Oligonukleotidmikroarrays ................................................ 35 

 
4.5 Statistische Methoden ............................................................................................36 

 



II  Inhaltsverzeichnis   

5 Ergebnisse......................................................................................................................38 
 

5.1 Beschreibung der Pflanzen in Bezug auf ihren Stickstoff- und Kohlenstoffhaushalt ..
 ................................................................................................................................39 

5.1.1 Phänotypische Charakterisierung .................................................................... 40 
5.1.2 Diurnale und genotypisch bedingte Änderungen der Nitratreduktase-Aktivität  

im Blatt.............................................................................................................. 41 
5.1.3 Diurnale und genotypisch bedingte Veränderungen des Nitrat- 
 gehaltes im Blatt............................................................................................... 43 
5.1.4 Genotypisch bedingte Veränderungen der Proteingehalte ............................. 43 
5.1.5 Diurnal und genotypisch bedingte Veränderungen der löslichen Kohlen-

hydrate und Stärke ........................................................................................... 44 
5.1.6 Diurnale und genotypische Veränderung der Chlorophyllgehalte................... 46 

 
5.2 Einfluss des Stickstoffstatus der Pflanzen auf die Aminosäuren ............................47 

 
5.2.1 Diurnale und genotypisch bedingte Veränderung der Aminosäuregehalte .... 48 

5.2.1.1 Die Hauptaminosäuren ...............................................................................48 
5.2.1.2 Die „kleinen“ Aminosäuren..........................................................................52 

5.2.2 Wechselbeziehungen der Aminosäuren in verschiedenen Stickstoff- und 
Kohlenhydratmangelzuständen ....................................................................... 58 

5.2.2.1 Hauptkomponentenanalyse (PCA) .............................................................59 
5.2.2.2 Korrelationsanalysen der Aminosäuren in Stickstoffmangelzuständen ......62 
5.2.2.3 Verhalten der Aminosäuren in Kohlenhydratmangelzuständen..................65 
5.2.2.4 Verhalten der Aminosäuren in Stickstoff- und  Kohlenhydratmangel-

zuständen zusammen.................................................................................67 
5.2.2.5 Verhalten der Aminosäuren in Abhängigkeit des Gesamtaminosäure- 
 gehaltes ..........................................................................................................70 

 
5.3 Identifizierung regulatorischer Interaktionen zwischen Primär- und 

Sekundärstoffwechsel ................................................................................................95 
 

5.3.1 Nikotin............................................................................................................... 95 
5.3.2 Die Phenylpropanoide...................................................................................... 97 

5.3.2.1 Bestimmung ausgewählter Phenylpropanoidmetabolite im Blatt ................97 
5.3.3 Identifizierung der regulatorischen Ebene des Nitrats auf den 

Phenylpropanoidstoffwechsel ........................................................................ 105 
5.3.3.1 Bestimmung von Phenylalanin..................................................................106 
5.3.3.2 Transkriptmessung durch Oligomikroarrays .............................................107 
5.3.3.3 Transkriptmessung durch quantitative RT-PCR .......................................110 

 
6 Diskussion ....................................................................................................................117 
 

6.1 Die Auswirkungen von Kohlenstoff- und Stickstoffstatus auf das Verhalten der 
Aminosäuren in Tabakblättern..................................................................................117 

 
6.1.1 Die absoluten Konzentrationen der meisten Aminosäuren zeigen die gleichen 

diurnalen Muster in Kontrollbedingungen, aber bei der Analyse unter 
Kohlenstoff- bzw. Stickstoffmangelbedingungen zeigen einige Aminosäuren 
individuelle Antworten .................................................................................... 117 

 



Inhaltsverzeichnis  III 

6.1.2 Die individuellen Antworten einiger Aminosäuren auf den Kohlenstoff - und 
Stickstoffstatus der Pflanze, auf überreduzierte Elektronentransportkette, 
Nitrat und Licht ............................................................................................... 119 

6.1.2.1 Individuelle Reaktionen auf Licht ..............................................................119 
6.1.2.2 Individuelle Reaktionen auf reduzierten Stickstoffstatus...........................120 
6.1.2.3 Individuelle Reaktionen auf verringerten Kohlenstoffstatus ......................122 

 
6.1.3 Glutamat zeigt in fast allen Situationen stabile Konzentrationen und Anteile 

am Gesamtaminosäuregehalt........................................................................ 123 
6.1.4 Die Biosynthese der Aminosäuren muss flexibel auf externe Einflüsse 

reagieren können, wie das Beispiel von Phenylalanin zeigt ......................... 124 
6.1.5 Schlussbemerkung und Ausblick ................................................................... 125 

 
6.2 Einfluss von Nitrat auf Nikotin und den Phenylpropanoidstoffwechsel .................125 

 
6.2.1 Nitrat hat keinen regulatorischen Einfluss auf die Nikotinbiosynthese ......... 125 
6.2.2 Stickstoffmangel führt zu einer Stimulation des Phenylpropanoidstoff- 
 wechsels......................................................................................................... 126 
6.2.3 Nitratreduktase reduzierte Transformanten weisen keinen erhöhten 

Phenylpropanoidstoffwechsel auf. Dadurch kann Nitrat als regulatorisches 
Element identifiziert werden ........................................................................... 127 

6.2.4 Die Lignifizierung der nitratverhungerten Wildtypen ist im Stammgewebe 
erheblich erhöht.............................................................................................. 128 

6.2.5 Zellwandgebundene Ferulasäure zeigt in nitratmangelernährten Wildtypen 
keine Änderung, zellwandgebundene p-Coumarsäure dagegen ist signifikant 
erhöht ............................................................................................................. 128 

6.2.6 Transkripte des Shikimatstoffwechsels zeigen keine signifikanten 
Veränderungen innerhalb der Genotypen ..................................................... 129 

6.2.7 Transkripte des Phenylpropanoidstoffwechsels sind in nitratverhungerten 
Wildtypen signifikant erhöht ........................................................................... 130 

6.2.8 Schlussbemerkung und Ausblick ................................................................... 131 
 
7 Zusammenfassung.......................................................................................................132 
 
8 Anhang .........................................................................................................................134 
 

8.1 Absolute Aminosäuregehalte in Pflanzen mit reduzierter Rubisco-Aktivität und 
Pflanzen gewachsen unter suboptimalen Lichtbedingungen (Matt et al., 2002) ......134 

8.1.1 Die Hauptaminosäuren .................................................................................. 134 
8.1.2 Die „kleinen“ Aminosäuren............................................................................. 135 

8.2 Verhältnisanalyse der unter Kapitel 5.2.2.5.2 und 5.2.2.5.3 nicht aufgeführten 
Aminosäuren ............................................................................................................137 

8.2.1 Aminosäuren mit reduziertem Stickstoffstatus .............................................. 137 
8.2.2 Aminosäuren mit reduziertem Kohlenstoffstatus ........................................... 140 

8.3 Tabelle der Expressionsdaten für verschiedene Transkriptionsfaktoren ..............141 
 
9 Literaturverzeichnis ......................................................................................................142 

 



IV  Abkürzungsverzeichnis 

2 Abkürzungsverzeichnis 
 
%   Prozent 
°C   Grad Celsius 
 
A260   Strahlenabsorption bei λ = 260 nm 
Abb.   Abbildung 
ADP   Adenosin-5’-diphosphat 
Ala   Alanin 
Arg   Arginin 
Asn   Asparagin 
Asp   Aspartat 
ATP   Adenosin-5’-triphosphat 
 
BSA   Rinderserumalbumin (englisch) 
bzw.   beziehungsweise 
 
C   Kohlenstoff 
C4H   Zimtsäure-4-Hydroxylase 
cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CGA   Chlorogensäure (englisch) 
Chl   Chlorophyll 
City   Citrullin 
4 Cl   4-Coumerat-CoA-Ligase 
cm   Zentimeter 
CO2   Kohlendioxid 
cv.   Kultivar 

 
DAHPS  3-Desoxy-D-arabinoheptulosonat-7-phosphat-Synthase 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (englisch) 
dNTP   Desoxyribonukleotidtriphosphat 
dT   Desoxythymidin 
DTT   Dithiothreitol 
 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGTA   Ethylenglykol-bis-(β-aminoethyl-)  N,N,N’,N’, - tetraacetat 
 
FAD   Flavin-adenin-dinukleotid 
FG   Frischgewicht 
 
g   Erdbeschleunigung 
g   Gramm 
g/v   Gewicht pro Volumen 
Gaba   γ-Aminobuttersäure 
Gln   Glutamin 

 



Abkürzungsverzeichnis  V 

Glu   Glutamat 
Gly   Glycin 
GOGAT  Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase 
GS   Glutaminsynthetase 
h   Stunde 
HCl   Salzsäure 
Hepes   N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethansulfonsäure) 
His   Histidin 
HPLC   Hochdruckflüssigkeitschromatographie (englisch) 
HQT   Hydroxycinnamoyl-CoA Quinat:Hydroxycinnamoyl Transferase 
 
Ile   Isoleucin 
 
KNO3   Kaliumnitrat 
 
Leu   Leucin 
LKR    Lysinketoglutarat-Reduktase  
Lys   Lysin 
 
M   Molarität 
µE   µmol Photonen bzw. Lichtquanten m-2s-1 
µmol   Mikromol 
Met   Methionin 
mg   Milligramm 
min   Minute 
mm   Millimeter 
mM   Millimolar 
mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (englisch: messenger ribonuleic acid) 
 
N   Stickstoff 
NAD(P)(H)  Nicotinamid-adenin-dinukleotid (-phosphat) (reduziert) 
NAGK   N-Acetyl-Glutamat-Kinase 
NH4

+   Ammonium 
NIA   kodierendes Gen für Nitratreduktase 
nm   Nanometer 
NR    Nitratreduktase 
NRA   Nitratreduktase Aktivität 
 
Orn   Ornithin 
 
PAL   Phenylalanin-Ammonium-Lyase 
PCA   Hauptkomponentenanalyse (englisch) 
PCR   Polymerasekettenreaktion (englisch) 
PEP   Phosphoenolpyruvat 
Phe   Phenylalanin 
PMFS   Phenylmethylsulfonylfluorid 
 

 



VI  Abkürzungsverzeichnis 

rbcS   kodierendes Gen für Rubisco 
RH   relative Luftfeuchte 
RNA   Ribonukleinsäure (englisch) 
rpm   Umdrehungen pro Minute (englisch) 
RT   Reverse Transkriptase 
Rubisco  Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/oxygenase 
 
s, sec   Sekunde 
SDH    Saccharopine-Dehydrogenase  
SDS   Natriumlaurylsulfat 
Ser   Serin 
ShDH   Shikimat-Dehydrogenase 
-sre.   Säure 
SSC   Natriumchlorid-Natriumcitrat 
ssDNA   Einzelstrang Desoxyribonukleinsäure (englisch) 
 
Tab.   Tabelle 
TAL   Tyrosin-Ammonium-Lyase 
TCA   Trichloressigsäure (englisch) 
TE   Tris-EDTA 
Thr   Threonin 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan 
Triton X-100  Polyoxyethylen-(9,10)p-t-octylphenol 
Trp   Tryptophan 
Tween-20  Polyoxyethylen-Sorbitanmonolaureat 
Tyr   Tyrosin 
 
U   Einheit der Enzymaktivität (englisch: unit) 
UV   Ultraviolett 
 
v/v   Volumen pro Volumen 
Val   Valin 
 
WT   Wildtyp 
 
 
 

  

 



Einleitung  1 

3 Einleitung 
 

Viele biochemische Hauptfunktionen des pflanzlichen und tierischen Lebens werden durch 
stickstoffhaltige Biomoleküle ermöglicht. Proteine zum Beispiel stehen im Mittelpunkt jedes 
biologischen Prozesses. Sie agieren als Katalysatoren in allen Stoffwechselprozessen, sie 
transportieren und speichern biologisch relevante Substanzen und koordinieren mechani-
sche Bewegungen. Nukleinsäuren dagegen sind Träger der genetischen Information eines 
Organismus und Aminosäuren sind nicht nur Bausteine aller Proteine, sondern auch Bau-
steine oder Vorläufermoleküle wichtiger Botenstoffe und Stoffwechselintermediate. Wachs-
tum und Entwicklung eines Organismus ist dementsprechend eng an die Verfügbarkeit von 
Stickstoff gebunden.  

Pflanzen als autotrophe Organismen gewinnen ihren Kohlenstoff über die Photosynthese. 
Die Tatsache, dass bis zu 55% des photosynthetisch fixierten Kohlenstoffs in der Stickstoff-
assimilation verwendet wird (Huppe & Turpin, 1994) zeigt, wie eng Kohlenstoff- und 
Stickstoffmetabolismus verknüpft sind. Es hat sich in vielen Arbeiten auf diesem Gebiet her-
ausgestellt, dass eine Kohlenstoffverarmung nicht einfach nur zu einem Anstieg aller stick-
stoffhaltigen Metabolite führt und eine Nitratverarmung keineswegs zu einem Anstieg der 
kohlenstoffhaltigen Metabolite. Vielmehr führt eine Reduzierung der Photosynthese oder 
Kohlenstofffixierung parallel zu einer Verminderung der Kohlenhydrate, organischen Säuren 
und Aminosäuren (Matt et al., 1998, 2002; Klein et al., 2000; Stitt und Krapp, 1999; Geiger et 
al., 1998). Eine Reduktion der Nitratassimilation führt ebenfalls zu einer koordinierten Ver-
minderung aller Aminosäuren, Kohlenhydrate und organischen Säuren (Scheible et al., 1997; 
Matt et al., 2001a, 2001b). Die lange gültige Annahme, dass reduzierter Kohlenstoff bzw. re-
duzierter Stickstoff zu einer reziproken Veränderung des jeweils anderen wichtigen Metabo-
lismus führt, resultiert aus der verallgemeinerten Beschreibung des Kohlenstoff- und 
Stickstoffmetabolismus. Durch Kohlenstoffverarmung erreicht man global betrachtet sehr 
wohl einen Anstieg des Stickstoffgehaltes innerhalb der Pflanze, doch dies resultiert lediglich 
aus einer starken Zunahme an Nitrat. Ebenso erreicht man durch Stickstoffverarmung einen 
Anstieg des Kohlenstoffgehaltes, doch dieser resultiert hauptsächlich aus der starken Zu-
nahme an Stärke. Eine detaillierte Analyse aller primären Pflanzeninhaltsstoffe zeigt jedoch, 
dass sich kohlenstoff- und stickstoffhaltige Metabolite parallel zueinander ändern.  

Für optimales Wachstum und Entwicklung der Pflanze in einer bestimmten Umgebung ge-
hört auch deren Interaktion mit ihrem Lebensraum. Eine Pflanze muss auf Fraß, Krankheit, 
mechanische Verletzung und vom Menschen produzierte Stressfaktoren reagieren können. 
Dafür existiert neben dem Primärstoffwechsel der Sekundärstoffwechsel innerhalb der Pflan-
ze. Inwiefern diese beiden Stoffwechselwege miteinander koordiniert sind, ist weitgehend 
unerforscht. Im Allgemeinen stand der Fluss der primären Ressourcen wie Aminosäuren und 
Kohlenhydrate, aber auch Reduktionsäquivalente in den Sekundärstoffwechsel der Pflanzen 
in der Literatur oft zur Diskussion. Es wurde bisher deutlich, dass die Synthese sekundärer 
Pflanzenstoffe auf der einen Seite zum Überleben der Pflanze erheblich beiträgt, indem da-
durch auf biotische und abiotische Stressfaktoren geantwortet werden kann. Zum anderen ist 
die Synthese energieaufwendig und verbraucht wichtige Primärmetabolite, die für Wachstum, 
Entwicklung und Vermehrung benötigt werden. Es stellt sich die Frage, wie eine Pflanze ö-
konomisch mit der Sekundärstoffsynthese umgeht.  
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Hierzu wurden bisher verschiedene Hypothesen aufgestellt. Lange Zeit wurde die „Optimal 
Defense Hypothesis“  angenommen, die besagt, dass sich die Pflanzen bei Bedarf aus dem 
Pool der Primärmetabolite einfach bedienen. Nach der „Growth-Difference-Balance-
Hypothesis“ (Van Dam et al., 1996) werden Sekundärstoffe bzw. Abwehrstoffe nur unter 
günstigen Wachstumsbedingungen synthetisiert. Im Gegensatz dazu besagt die „Carbon-
Nutrient-Balance“ Hypothese nach Coley et al. (1985), dass sich die Qualität der Sekundär-
stoffe in einer Pflanze nach der Verfügbarkeit der dazu notwendigen Ressource richtet. Doch 
die zahlreichen Untersuchungen zu den einzelnen Hypothesen ergaben äußerst wider-
sprüchliche Ergebnisse (Details dazu siehe Kapitel 3.6).  

 

3.1 Die Nitrataufnahme und -assimilation 
Heterotrophe Lebewesen decken ihren Bedarf an Stickstoff durch die Aufnahme stickstoff-
haltiger organischer Moleküle. Autotrophen Organismen dagegen stehen auch anorganische 
Stickstoffquellen zur Verfügung. Hierfür gibt es zwei verschiedene Möglichkeiten. Zum einen 
können einige wenige Bakterien, darunter die Cyanobakterien, molekularen Stickstoff aus 
der Luft fixieren. Einige Pflanzenspezies machen sich diese Eigenschaft zu Nutze, indem sie 
Symbiosen mit N2-fixierenden Bakterien eingehen und dadurch mit organisch gebundenem 
Stickstoff versorgt werden. Zum anderen stammt etwa 99% des organisch gebundenen 
Stickstoffs der Biosphäre aus der Nitratassimilation (Huppe und Turpin, 1994). Durch den 
Abbau organischer Materie wird gebundener Stickstoff zu Nitrit und letztendlich zu Nitrat oxi-
diert und dem Boden in anorganischer Form zugeführt. Pflanzen nehmen mit Hilfe von drei 
Aufnahmesystemen, jeweils unterschiedlicher Kinetik, über die Wurzel Nitrat auf. Es existiert 
ein niedrigaffines System (LATS) (Tsay et al., 1993; Huang et al., 1996; Lauter et al., 1996; 
Touraine et al., 1997), ein konstitutiv exprimiertes hochaffines System (CHATS) (Trueman et 
al., 1996b; Poa et al., 1998) und ein induzierbares hochaffines System (IHATS) (Aslam et al., 
1992). Der Transport des Nitrats verläuft über Xylembeladung und anschließendem Lang-
streckentransport in das Blatt. 

In den meisten krautigen Pflanzen findet die Nitratreduktion in den Blättern statt. Schlüssel-
enzym dieses zentralen Prozesses ist die Nitratreduktase (NR). Es handelt sich um ein Ho-
modimer (Campell & Kinghorn, 1990; Solomonson & Barber, 1990) mit den Cofaktoren FAD, 
Häm und Molybdän. Nitrat wird zu Nitrit reduziert. Als Elektronendonor dient NADH. Die E-
lektronen werden über die Cofaktoren zum Nitrat transportiert und Nitrit entsteht. Die folgen-
den Schritte der Nitratassimilation finden in den Chloroplasten statt. Nitritreduktase (NiR) ü-
berträgt 6 Elektronen auf Nitrit und Ammonium entsteht. Glutaminsynthetase (GS) bindet das 
Ammonium an Glutamat. Das entstandene Glutamin ist entweder ein Endprodukt der primä-
ren Stickstoffassimilation oder wird über die Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase (GO-
GAT) mit einem Molekül α-Ketoglutarat zu zwei Molekülen Glutamat umgesetzt. Reduziertes 
Ferredoxin dient dabei als Reduktionsmittel.  

Nicotiana tabacum L. besitzt zwei homologe NR-Gene NIA1 und NIA2 (Müller & Mendel, 
1989; Vaucheret et al, 1989). Die Nitratreduktase ist ein außergewöhnlich streng reguliertes 
Enzym. Auf der Ebene der Genexpression wirken Nitrat und lösliche Zucker induzierend. 
Licht und Photosynthese, deren Endprodukte letztendlich die regulatorischen Kohlenhydrate 
sind, wirken indirekt induzierend (Solomonson et al., 1990). Glutamin und andere Aminosäu-
ren dagegen inhibieren die Genexpression der NR. Um eine Akkumulation des Nitrits im 
Dunklen zu verhindern, wird NR durch eine schnelle posttranslationale Inhibierung reguliert. 
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Durch reversible Phosphorylierung des Serinrestes 68 bei Verdunkelung können Magnesiu-
mionen und ein Inhibitorprotein (NIP) aus der Familie der 14-3-3 Proteine (Bachmann et al., 
1996) an das Enzym binden. NR ist dann inaktiviert. Durch Dephosphorylierung spaltet sich 
das NIP ab und NR wird aktiviert. Der Prozess der Phosphorylierung und Dephosphorylie-
rung ist stark lichtreguliert (Spill & Kaiser, 1994; Bachmann et al., 1995; MacKintosh, 1995; 
Huber et al., 2002; Lillo et al., 2004).  

 

3.2 Die Aminosäurebiosynthese  
Aminosäuren gehen direkt oder indirekt aus der primären Nitratassimilation hervor. Sie unter-
teilen sich in die „Hauptaminosäuren“, d.h. die mengenmäßig häufig vorkommenden Amino-
säuren Glutamin, Glutamat, Asparagin, Aspartat, Alanin, Glycin und Serin und die mengen-
mäßig gering vorkommenden „kleinen“ Aminosäuren. Aminosäuren selbst wiederum haben 
zahlreiche Funktionen. Sie sind Bausteine der Proteine, dienen als Vorstufe zahlreicher 
pflanzlicher Sekundärstoffe und sind an der Nukleotidbiosynthese beteiligt. 
Die Kohlenstoffgerüste, welche für die pflanzliche Aminosäurebiosynthese notwendig sind, 
werden von der Glykolyse, der photosynthetischen Kohlenstoffreduktion, dem oxidativen 
Pentosephosphatweg und dem Citratzyklus bereitgestellt. 
Glutamin und Glutamat entstehen während der Reduktion von Nitrit zu Ammonium unter der 
Verwendung von einem Molekül α-Ketoglutarat (Abb. 3.1). 
 
 

 
 
Abb.3.1: Schematische Darstellung über die Biosynthese aller proteinogenen Amino-
säuren (aus Buchanan, Gruissem und Jones 2000) 
 

Aspartat und Alanin entstehen durch den Transfer einer Aminogruppe von Glutamat auf Oxa-
lacetat bzw. Pyruvat (Abb. 3.1). Asparaginsynthetase katalysiert die Übertragung einer Ami-

 



4  Einleitung 

nogruppe von Glutamin auf Aspartat unter Verbrauch von ATP. Glycin und Serin entstehen 
in Blättern hauptsächlich aus der Photorespiration.  
Generell werden die restlichen proteinogenen („kleinen“) Aminosäuren von einer der zentra-
len Aminosäure ausgehend synthetisiert bzw. ein Intermediat des Kohlenstoffmetabolismus 
dient als Vorläufer und Glutamat als Donor der Aminogruppe. Die aromatischen Aminosäu-
ren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan entstehen durch den Shikimatweg aus Erythrose-
4-Phosphat und Phosphoenolpyruvat (Abb. 3.1). Vorläufer von Leucin und Valin ist Pyruvat 
(Abb. 3.1), Arginin entsteht aus Glutamat über Ornithin und Citrullin und Histidin geht aus 
Glutamin hervor (Abb. 3.1). In einem sehr verzweigten Stoffwechselweg, ausgehend von 
Aspartat, entstehen Threonin, Isoleucin, Lysin und Methionin (Abb. 3.1). 
 
Die vorgeschlagenen Stoffwechselwege für die Biosynthese der pflanzlichen Aminosäuren 
sind zum großen Teil von den Biosynthesewegen abgeleitet, die in E. coli und Hefe be-
schrieben wurden. Die Regulation pflanzlicher Aminosäurebiosynthese dagegen ist noch 
weitgehend unbekannt. Auch hier nimmt man an, dass einige Bereiche der Aminosäurebio-
synthese genauso kontrolliert werden, wie es für mikrobielle Organismen bekannt ist. Man 
geht jedoch davon aus, dass die pflanzliche Aminosäurebiosynthese und deren Regulation 
wesentlich komplexer als die der Mikroorganismen ist. 
 
Die Regulation der Aminosäurebiosynthese in Mikroorganismen 
Für die transkriptionelle Regulation der Aminosäurebiosynthese in Mikroorganismen und 
Pilzen wird eine generelle Kontrolle angenommen (Guerzoni, 1972; Schürch et al., 1974, 
Delforge et al., 1975; Wolfner et al. 1975). Gene in mehreren Aminosäurebiosynthesewegen 
werden bei Mangel oder einem gestörten Gleichgewicht einer einzelnen Aminosäure ge-
meinsam aktiviert. Diese Kontrollmechanismen resultieren in einer Aktivierung der Expressi-
on dieser Gene, einem erhöhten Enzymspiegel spezifisch für die Aminosäurebiosynthese 
und einem erhöhten Aminosäurepool. 
Genauere Mechanismen wurden in Untersuchungen an Neurospora crassa und Saccharo-
myces cerevisiae identifiziert. Im ersteren Fall spielt das Gen CPC-1 und im zweiten GCN4 
als wichtige Regulatoren der Aminosäurebiosynthese eine Rolle. Sie kodieren für zwei Poly-
peptide Cpc1p und Gcn4p, die als transkriptionelle Faktoren agieren. Die Synthese von 
Gcn4p wird bei Aminosäuremangel auf Translationsebene reguliert. Aufgrund von Aminosäu-
remangel akkumuliert ungeladene tRNA, diese aktiviert eine Kinase Gcn2p, die den Transla-
tionsapparat so modifiziert, dass die Translation von Gcn4p angeschaltet wird. Gcn4p wie-
derum aktiviert die Transkription von mehr als 30 Genen, die spezifisch für die Aminosäure-
biosynthese sind (Dever et al., 1992; Pain, 1994). Cpc1p agiert auf ähnliche Weise. 
In Cyanobakterien hat das Protein PII, welches in Mikroorganismen eine zentrale Verwal-
tungseinheit des Energie-, Kohlenstoff- und Stickstoffhaushaltes darstellt (Forchhammer, 
2004, Ninfa und Jiang, 2005), einen regulatorischen Effekt auf die globale transkriptionelle 
Aktivierung von NtcA (Paz et al., 2003; Fadi Aldehni et al., 2003) und die Argininbiosynthese 
(Heinrich et al., 2004). In Cyanobakterien ist NtcA ein Transkriptionsaktivator stickstoffregu-
lierter Gene, wie z.B. der Glutaminsynthetaseuntereinheiten (glnA) und Glutaminsynthetase 
III (glnN) (Vega-Palas et al., 1992). Der metabolische Stickstoffstatus der Cyanobakterien 
wird über den Phosphorylierungszustand von PII bzw. dessen Bindung mit α- Ketoglutarat 
und ATP abgeschätzt (Forchhammer et al., 1994) und über Protein-Protein-Interaktion, z.B. 
mit N-acetyl- Glutamat Kinase (NAGK) weitergeleitet (Burillo et al., 2004). Diese produzieren 
in der Zelle eine angemessene Anpassung über Genexpression oder GS-Aktivität (Arconde-

 



Einleitung  5 

guy, 2001; Magasanik, 2000). E. coli dagegen schätzt den Stickstoffstatus über den Gluta-
mingehalt der Zelle ab und gibt die Information über Uridylierung von PII weiter (Arcondeguy 
et al., 2001; Magasanik, 2000). 
 
Posttranslationell konnten komplexe Feedback-Regulationsmechanismen einiger Amino-
säurebiosynthesewege nachgewiesen werden (siehe Lea and Forde, 1994). Das Endprodukt 
eines Stoffwechselweges inhibiert das Enzym, welches den ersten Schritt der eigenen Bio-
synthese katalysiert, kann aber auch die Synthese einer anderen Aminosäure aus der glei-
chen Familie stimulieren. Ein simpler Feedback-Mechanismus wurde z.B. bei der Isoleucin-
synthese in E. coli beschrieben. Isoleucin wird aus Threonin abgeleitet und hemmt bei Ak-
kumulation Threonin-Desaminase (E.C. 4.2.1.16), das Schlüsselenzym dieses Biosynthese-
weges (Eisenstein, 1995). Ein sequentieller Feedback-Mechanismus wurde erstmals für den 
stark verzweigten Biosyntheseweg der aromatischen Aminosäuren bei Bacillus subtilis be-
schrieben. Das Endprodukt jedes Zweiges hemmt den ersten enzymatischen Schritt des vo-
rangegangenen Zweiges. Die aromatischen Aminosäuren hemmen also nicht nur die Enzy-
me ihres gemeinsamen Biosyntheseweges, welcher zu Shikimat, Chorismat und Prephenat 
führt (Nester et al., 1967). Diese Möglichkeit bietet der Zelle die Flexibilität, das Niveau der 
aromatischen Aminosäuren an ihren augenblicklichen Bedarf anzupassen. 
E. coli dagegen bedient sich eines völlig anderen Mechanismus, um die Synthese der aro-
matischen Aminosäuren zu kontrollieren. Ihr Regulationssystem wurde unter dem Namen 
Enzymmultiplizität bekannt und basiert darauf, dass E. coli drei verschiedene Enzyme in den 
frühen Schritten der Shikimatbiosynthese besitzt (DHAPS). Jedes dieser Enzyme ist unter 
allosterischer Kontrolle seines Aminosäureendprodukts (Herrmann, 1995).  
 
Die Regulation der Aminosäurebiosynthese in Pflanzen 
Es gibt einige Hinweise auf die Existenz transkriptioneller Kontrolle der Aminosäurebio-
synthese in Pflanzen. Opaque-2, ein Transkriptionsfaktor der bZIP-Familie (Hartings et al., 
1989, Schmidt et al., 1992), reguliert sowohl die Transkription vieler Gene der Glykolyse und 
von Speicherproteinen im Endosperm vieler Getreidepflanzen, als auch die einiger Gene der 
Aminosäurebiosynthese. Dies geschieht entweder auf direktem oder indirektem Weg (Aze-
vedo et al., 1990; Cord-Neto et al., 1995; Brennecke et al., 1996; Damarval und Le Guilloux, 
1998). Studien mit „high lysine“ Mutanten verschiedener Pflanzenspezies zeigten, dass O-
paque-2 nicht nur eine regulatorische Rolle in der Biosynthese einiger Aminosäuren hat, 
sondern auch in deren Katabolismus. Speziell dahingehend wurde die Biosynthese der aus 
Aspartat hervorgehenden Aminosäuren (Azevedo et al., 1990; Brennecke et al., 1996; Wang 
und Larkins, 2001; Wang et al., 2001) und der Lysinkatabolismus untersucht (Arruda et al., 
2000; Kemper et al., 1999; Lefèvre et al., 2002; s. auch Kapitel 3.3 Aminosäurekatabolismus). 
PII Homologe konnten in Pflanzen eindeutig identifiziert werden (Hsieh et al., 1998; Ferrario-
Mery et al., 2005).  
Die funktionale Rolle von PII in höheren Pflanzen konnte bis heute nicht ganz geklärt werden. 
Das pflanzliche Protein zeigt 54% Übereinstimmung mit PII der Cyanobakterien; auch poten-
tielle Phosphorylierungsstellen wurden gefunden(Smith et al., 2002), wobei die Regulation 
von PII in Pflanzen über Phosphorylierung nicht bewiesen werden konnte (Smith et al., 2004). 
PII in Pflanzen bindet α-Ketoglutarat und ATP (Smith et al., 2002, Smith et al., 2004) und bil-
det einen Proteinkomplex mit N-acetyl-Glutamat Kinase (NAGK) (Sugiyama et al., 2004; 
Chen, 2006), ein Enzym, welches in der Ornithin- bzw. Argininsynthese eine Rolle spielt. 
Ferrario-Mery et al. (2005) konnten in PII-Arabidopsismutanten einen erhöhten C/N – Quo-
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tienten unter Stickstoffmangelbedingungen ermitteln. Dieser kam in den Mutanten wegen 
erhöhter Kohlenhydrat- und erniedrigter Ammonium- und Aminosäurekonzentrationen im 
Vergleich zur Kontrolle zustande. Aufgrund dieser Ergebnisse wird für Pflanzen ebenfalls ei-
ne Funktion von PII in der Ermittlung des Stickstoffstatus angenommen (Hsieh, 1998, Ferra-
rio-Mery et al., 2005). Inwieweit PII hier eine transkriptionelle Rolle in der pflanzlichen Ami-
nosäurebiosynthese spielt bleibt ungeklärt.  
 
Es gibt einige Hinweise darauf, dass die posttranslationelle Kontrolle der pflanzlichen A-
minosäurebiosynthese ebenfalls auf Feedback-Regulationsmechanismen basiert (Shaul and 
Galili, 1993; Lea and Forde 1994; Singh and Shaner, 1995; Morot-Gaudry et al., 2001; Loh-
meier-Vogel et al., 2005). Besonders detailliert untersucht sind die Stoffwechselwege der es-
sentiellen Aminosäuren, um biotechnologische Ansätze zur Verbesserung der Ernährungs-
qualität einiger Nutzpflanzen umzusetzen (Azevedo, 2002; Singh und Shaner, 1995 und Zita-
te daraus; Galili et al. 1994 und siehe Kapitel aromatische Aminosäuren). Die Biosynthese 
der essentiellen Aminosäuren Threonin, Lysin, Methionin und Isoleucin beispielsweise ver-
fügt über mehrere Kontrollstellen, an welchen das Endprodukt sein Initiationsenzym hemmt 
(Abb. 3.2).  
 

  
 

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Feedback-
Kontrollmechanismus der Threonin-, Isoleucin-, Methionin- 
und Lysinbiosynthese (aus Buchanan, Gruissem und Jones, 
2000). 

 
 
Aspartatkinase (AK) wird sowohl von Lysin und Threonin inhibiert, wobei in Pflanzen bisher 
zwei verschiedene Isoformen der AK beschrieben wurden: eine lysinsensitive und eine thre-
oninsensitive Form (Azevedo et al., 1990) (Abb. 3.2). Darüber hinaus wurde für mehrere 
Pflanzenspezies gezeigt, dass die threoninsensitive Form der AK Teil eines bifunktionalen 
Polypeptids ist, welches ebenfalls die threoninsensitive Isoform der Homoserin Dehydroge-
nase (HSDH) enthält (Azevedo et al., 1992b; Wilson et al., 1991; Azevedo und Lea, 2001). 
Betrachtet man die Methioninbiosynthese, wird die Aktivität des Initiationsenzyms Cystathio-
nin-γ-Synthase (CγS) erheblich durch die akkumulierende Menge an Methionin beeinflusst 
(Kim und Leustek, 2000; Hesse et al., 2001) (Abb. 3.2). Für das Schlüsselenzym der Lysin-
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biosynthese Dihydrodipicolinat Synthase (DHDPS) (Galili 1995; Azevedo und Lea, 2001) 
konnte Lysin als Inhibitor der DHDPS-Aktivität identifiziert werden (Azevedo et al., 1997) 
(Abb. 3.2). Threonin-Desaminase (TD) in Pflanzen wird ebenfalls durch sein Endprodukt Iso-
leucin inhibiert (Dougall, 1970; Sharma und Mazumder, 1970; Szamosi et al., 1993; Giova-
nelli et al., 1988; Szamosi et al., 1994; Singh et al., 1995). Ähnliche Kontrollmechanismen 
wurden auch für die Biosynthese von Leucin und Valin (Singh und Shaner, 1995 und Zitate 
daraus) und die der aromatischen Aminosäuren beschrieben (Zitate aus Kapitel 3.4).  
 
Die bisher ungenügend geklärte Koordination der Regulation pflanzlicher Aminosäurebiosyn-
these führt zu der Frage, ob es in pflanzlichen Organismen ebenfalls eine generelle Kontrolle 
der Aminosäurebiosynthese gibt, ähnlich dem Beispiel von Neurospora crassa und Saccha-
romyces cereviciea. Nach dem heutigen Wissensstand ist die Antwort sowohl ja als auch 
nein.  
Radwanski et al. (1995) konnte eine erhöhte Expression von Enzymen der Tryptophan-
synthese bei Verarmung an aromatischen und verzweigten Aminosäuren oder Methionin 
feststellen. Eine Induktion der Expression anderer Aminosäurebiosynthesewege wurde je-
doch nicht nachgewiesen. In Versuchen mit Arabidopsis thaliana wurde die Synthese von 
Histidin mit IRL 1803, einem spezifischen Inhibitor der Imidazol-Glyzerol-Phosphat Dehydra-
tase (IGPD), verhindert. Es kam zu einer Akkumulation von mRNA codierend für 8 Enzyme, 
die in die Biosynthese von aromatischen Aminosäuren, Lysin, Histidin und Purinen involviert 
sind (Guyer et al.1995).  
Für eine koordinierte Aminosäurebiosynthese der „kleinen“ Aminosäuren sprechen auch die 
Experimente von Lea et al. (1988) mit Glycin-Decarboxylase Weizenmutanten, in denen die 
Aminosäuregehalte der „kleinen“ Aminosäuren in den Mutanten die gleichen Korrelationen 
zueinander zeigen wie die der Wildtypen.  
Unterstützend dazu fanden Noctor et al. (2002) einen linearen Zusammenhang der einzelnen 
„kleinen“ Aminosäuren zum Gesamtgehalt aller „kleinen“ Aminosäuren in Blattgeweben von 
Weizen, Gerste und Kartoffel mit unterschiedlicher Photosyntheseaktivität. Zhao et al. (1998) 
dagegen argumentieren, dass eine generelle Kontrolle der proteinogenen Aminosäuren un-
angebracht ist, da Aminosäuren wesentlich weiter reichende Zwecke im pflanzlichen Stoff-
wechsel haben als die Synthese von Proteinen. Untersuchungen der Tryptophanbiosynthese 
ergaben zwar eine Induktion einiger Gene des Tryptophanstoffwechsels, hervorgerufen 
durch Mangel an einigen Aminosäuren, jedoch konnte gezeigt werden, dass dies eher als 
eine generelle Stressantwort zu bewerten ist als eine direkte Antwort auf den Aminosäure-
mangel (Zhao et al., 1998).  
 
 

3.3 Der Aminosäurekatabolismus 
Der Abbau von Aminosäuren ist meist verknüpft mit der Umverteilung von Stickstoffressour-
cen. Für bakterielle und tierische Organismen steht der Aminosäurekatabolismus im Zu-
sammenhang mit der Aufrechterhaltung von Energiezuständen unter Nährstoffmangel, Re-
organisation des aufgenommenen Stickstoffs und Verfügbarkeit essentieller Aminosäuren für 
die Proteinbiosynthese (Christensen et al., 1999). Der pflanzliche Aminosäurekatabolismus 
wurde bisher in samenkeimungsspezifischen Prozessen und bei Blattseneszenz untersucht, 
ist aber wenig verstanden (Van Etten et al., 1967; Beevers 1976). 
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Es existieren generell vier verschiedene Systeme, die den Aminosäurekatabolismus einleiten. 
Das System der Transaminasen überträgt die Aminogruppe der entsprechenden Aminosäure 
auf eine verfügbare Ketosäure. Es entsteht meist Oxalacetat oder Glutamat. Transaminasen 
benötigen dazu Pyridoxalphosphat (PLP), ein Derivat des Vitamin B6, als prosthetische 
Gruppe. Das zweite System der Desamination findet immer im Zusammenspiel mit Transa-
minasen statt. Nur wenige Aminosäuren können desaminiert werden. Als Beispiel einer De-
saminierung kann Glutamin durch Glutamin-Dehydrogenase (GDH) genannt werden. Bei 
dieser Reaktion entsteht α-Ketoglutarat, NH4

+ und NAD(P)H. Durch eine Transaminasereak-
tion entsteht wieder Glutamin und eine α-Ketosäure. Diese kann zur Energiegewinnung, zur 
Glucose- oder Fettsäuresynthese verwendet werden. Die Dehydrierung durch Dehydratasen 
stellt das dritte System zur Einleitung des Aminosäurekatabolismus dar. Ein Beispiel für die-
se Reaktion ist die Dehydrierung von Serin durch Serin-Dehydratase, dessen Produkte Py-
ruvat und NH4

+ sind. Das letzte System des einleitenden Aminosäurekatabolismus stellen die 
Oxidasen von D- und L- Aminosäuren in den Peroxisomen dar. Eine Aminosäure wird durch 
FAD zu einer α-Ketosäure, FADH2 und NH3 oxidiert. FADH2 reagiert mit Sauerstoff und FAD 
ist wieder hergestellt. Das entstandene H2O2 wird durch Katalase zu Wasser und Sauerstoff 
degradiert (Stryer „Biochemie“). 
In all diesen Reaktionen entsteht NH3. Die meisten an Land lebenden tierischen Organismen 
verarbeiten das entstandene NH3 im Harnstoffzyklus und scheiden es aus. 
Eingeleitet wird dieser Zyklus durch die Carbamyl-Phosphat-Synthase, welche durch den 
allosterischen Aktivator N-Acetylglutamat aktiviert wird. N-Acetylglutamat Synthase, welche 
diesen Aktivator synthetisiert, wird wiederum aktiviert, wenn der zelluläre Glutamatgehalt 
hoch ist und somit einen Überschuss an freien Aminosäuren signalisiert. Carbamyl-Phosphat 
wird durch den Zusammenschluss mit Ornithin zu Citrullin metabolisiert. Citrullin wiederum 
reagiert mit Aspartat zu Argininosuccinat. Die folgende Reaktion spaltet Argininosuccinat zu 
Fumarat und Arginin. Arginase lässt Harnstoff und Ornithin entstehen (aus Stryer „Bioche-
mie“).  
Dieser Zyklus wurde auch für Pflanzen beschrieben, spielt dort jedoch eher eine Nebenrolle 
in der Degradierung von Arginin zur Stickstoffmobilisierung während der Samenkeimung 
(Van Etten et al., 1967; Chou und Splittoessner, 1972; Zonia, 1995) und der Synthese von 
Putrescin und Polyaminen (Villanueva und Huang, 1993; Huang und Villanueva, 1992). 
Harnstoff wird durch Urease direkt zu NH3 und Kohlendioxid metabolisiert (Sehgal und Nay-
lor, 1966; Stebbins und Polacco, 1995; Zonia et al., 1995). In der Regel wird in Pflanzen ge-
wonnenes Ammonium durch den GS/GOGAT-Zyklus wieder in die Aminosäurebiosynthese 
eingeschleust oder zur Synthese von Nukleotiden verwendet.  
Ansätze, Kulturpflanzen biotechnologisch zu verändern, um ihre Ernährungsqualität zu 
verbessern, zeigten, dass Aminosäurekatabolismus ein nicht zu vernachlässigender Stoff-
wechselweg ist, um ein optimales Ergebnis zu erzielen. Maissamen z.B. haben niedrige 
Konzentrationen an den essentiellen Aminosäuren Lysin und Threonin. Azevedo und Lea 
(2001) kamen zu dem Ergebnis, dass Lysinüberproduktion und -akkumulation in bestimmten 
Getreidesamen ein kombinatorischer Effekt aus der genetischen Manipulation von Lysinbio-
synthese und Lysindegradierung ist. Unterstützt wird diese Annahme einerseits von der Tat-
sache, dass eine höhere Lysinkonzentration in Leguminosensamen Folge der drastischen 
Reduktion des Lysinabbaus in diesen Zellen ist und dass die Maismutante Opaque-2 den-
selben Effekt zeigt (Azevedo und Lea 2001; Molina et al., 2001). Es stellte sich heraus, dass 
Opaque-2 nicht nur das Gen der lysinsensitiven Aspartatkinase reguliert (Azevedo et al., 
1990; Brennecke et al., 1996), sondern auch transkriptionelle Kontrolle auf die lysindegradie-
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renden Enzyme Lysinketoglutarat-Reduktase (LKR) und Saccharopine-Dehydrogenase 
(SDH) ausübt (Arruda et al. 2000; Lefèvre et al., 2002). Das Beispiel der Opaque-2 Mutante 
zeigt, dass Aminosäurebiosynthese und Aminosäurekatabolismus in einigen speziellen Fäl-
len eng miteinander verknüpft sein können.  
 

3.4 Der Shikimatweg als wichtige Verbindungsstelle zwischen Pri-
mär- und Sekundärstoffwechsel 

Der Shikimatweg wird als Hauptstoffwechselweg für die Biosynthese aromatischer Verbin-
dungen in Bakterien, Pilzen und Pflanzen angesehen (Herrmann, 1995a; Herrmann und 
Weaver, 1999; Schmid und Amrhein, 1995). In Pflanzen gilt er als wichtige Schnittstelle zwi-
schen Primär- und Sekundärstoffwechsel (Jensen, 1985; Herrmann, 1995a). Die aromati-
schen Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan sind die Endprodukte und aus 
ihnen und einigen Intermediaten des Shikimatweges gehen eine ganze Reihe sekundärer 
Pflanzenstoffe hervor (Abb. 3.3). Man geht davon aus, dass unter normalen Bedingungen 
20% des fixierten Kohlenstoffs in den Shikimatweg fließen (Haslam 1993).  
Der Shikimatweg läuft vollständig in den Plastiden ab (Herrmann und Weaver, 1999).  Die 
cDNA’s aller am Shikimatweg beteiligten Gene codieren einen Abschnitt, der im N-
terminalen Bereich des späteren Proteins für den Transport in den Plastiden verantwortlich 
ist. Es sind jedoch auch cytosolische Isoformen für einige Enzyme bekannt, deren Funktion 
aufgrund biochemischer Daten nicht im Bereich der Biosynthese von aromatischen Amino-
säuren angenommen wird (Siehl, 1999). 
 
 

 
Abb. 3.3: Schematische Darstellung des Shikimatweges und der daraus 
resultierenden Sekundärstoffe (aus Buchanan) 

 

Ausgangssubstanzen für den Shikimatweg sind Erythrose-4-Phosphat und Phosphoenolpy-
ruvat aus dem Calvin-Zyklus und der Glykolyse (Jensen 1985). Es entsteht 3-Desoxy-D-
arabinoheptulosonat-7-phosphat (DAHP). Die folgenden sechs enzymatischen Schritte bis 
zur Kondensation zum Chorismat sind allen drei aromatischen Aminosäuren gemein (Herr-
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mann, 1995). Ab hier folgt eine Verzweigung des Shikimatweges. Chorismat kann einerseits 
über das Intermediat Anthranilat zu Tryptophan synthetisiert werden (Radwanski und Last, 
1995) oder andererseits über die Intermediate Prephenat und Arogenat zu Phenylalanin und 
Tyrosin (Schmid und Amrheim, 1995).  

Der Shikimatweg wird über einen komplexen Feedback-Mechanismus reguliert. Da der Shi-
kimatweg ein reich verzweigter Biosyntheseweg ist, inhibiert jedes endgültige Produkt des 
Shikimatweges das Enzym, welches am Anfang seines Verzweigungsweges steht. Choris-
matmutase wird inhibiert durch eine hohe Konzentration von Phenylalanin und Tyrosin, wo-
bei es durch Tryptophan aktiviert wird (Goers und Jensen, 1984b; Connelly, 1984; Kuroski 
und Conn, 1988b; Hertel et. al., 1991b; Benesova und Bode, 1992). Anthranilatsynthase hin-
gegen wird inhibiert durch mikromolare Konzentrationen seines Endproduktes Tryptophan 
(Poulsen und Verpoorte, 1991; Radwanski et al., 1995). Arogenatdehydrogenase, welches 
die Konversion von Arogenat zu Tyrosin katalysiert, wird durch Tyrosin inhibiert, ebenso wird 
Arogenatdehydratase, das finale Enzym im Phenylalaninbiosyntheseweg, durch sein End-
produkt inhibiert und durch Tyrosin aktiviert (Connelly and Conn, 1986; Siehl and Conn, 
1988). Durch diese mehrteilige Kontrolle wird der Fluss der konkurrierenden Stoffwechsel-
wege reguliert (Abb. 3.3) und ermöglicht der Pflanze, die Konzentration der aromatischen 
Aminosäuren ihrem tatsächlichen Bedarf anzupassen.  
Die Notwendigkeit hierzu besteht, weil die aromatischen Aminosäuren nicht nur ihrer Funkti-
on als Proteinbausteine nachkommen, sondern auch eine sehr zentrale Rolle als Vorläufer-
moleküle sekundärer Pflanzenstoffe spielen. Die wohl größte Bedeutung kommt dabei den 
Ligninvorstufen und dem daraus entstehenden Lignin zu. Aber auch wichtige Verteidigungs-
substanzen, ob gegen biotische oder abiotische Stressfaktoren, gehen aus den aromati-
schen Aminosäuren hervor. Diese Annahme wird durch die Tatsache untermauert, dass die 
Expression der zentralen Enzyme des Shikimatweges, wie z.B. die DAHPS durch UV-Licht, 
Verwundung und Pathogenbefall induziert wird (Henstrand, 1992; Dyer et al., 1989; McCue 
und Conn, 1989; Keith et al., 1991; Görlach et al., 1995).  
Der Shikimatweg ist stark mit dem Kohlenstoff-, dem Aminosäure- und damit mit dem Nitrat-
metabolismus, aber auch mit dem Sekundärstoffwechsel vernetzt. In dieser Arbeit ist sein 
Verhalten in unterschiedlichen Nitratumgebungen aufgrund seiner Schnittstellenfunktion zwi-
schen Primär- und Sekundärstoffwechsel ebenfalls von Interesse. 
 

3.5 Der Sekundärstoffwechsel 
Definitionsgemäß sind die Sekundärstoffe der Pflanze an keinem der primären Stoffwechsel-
prozesse wie Photosynthese, Photorespiration, Nährstoffassimilation und Differenzierung 
beteiligt. Primäre Pflanzenstoffe sind im gesamten Pflanzenreich zu finden. Die Sekundär-
stoffe hingegen sind unterschiedlich innerhalb einer bestimmten Spezies, Pflanzenfamilie 
und des gesamten Pflanzenreiches verteilt. Sie beschreiben sehr heterogene chemische 
Strukturen und komplexe Biosynthesewege.  

Pflanzliche Sekundärstoffe agieren als Schutzsubstanzen gegen Fraßfeinde (Hartmann, 
1991) und Pythopathogene. Sie dienen als Lockstoff für bestäubende Organismen oder für 
solche, die den Samen einer Pflanze verbreiten. Sie agieren als Schutz bei abiotischem 
Stress oder erhöhen die Konkurrenzfähigkeit eines Individuum oder einer Population an ei-
nem bestimmten Standort. Sekundäre Pflanzenstoffe tragen erheblich zum Überleben der 
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Pflanze bei und vergrößern deren Fitness in ihrer Umgebung und der Umwelt beträchtlich 
(Taiz und Zeiger, 2000; Buchanan, Gruissem und Jones, 2000).  

Ökonomisch betrachtet spielen sie ebenfalls eine große Rolle. Sekundärstoffe liefern den 
Menschen pflanzliche Fasern, die in der Papierindustrie oder Textilbranche verwendet wer-
den (Baucher et al., 1998 und Zitate daraus). In der Medizin werden sie als heilende Drogen 
eingesetzt (Kutchan, 1995; Tyler, 1994; Scinto et al., 1994) und in der Kosmetikindustrie als 
Duftstoffe (Buchanan, Gruissem und Jones, 2000). In der Nahrungsmittelindustrie gewinnen 
sie neuerdings Bedeutung bei der Herstellung von „functional food“ oder „Nutraceuti-
cals“ (Niggeweg et al., 2004; Barnes und Parasin, 2005 und Zitate daraus). Dieser Begriff 
beschreibt Lebensmittel mit Zusätzen bzw. Extrakte aus Lebensmitteln, denen eine gesund-
heitsfördernde Wirkung nachgesagt wird. Des Weiteren liefern sie Farbstoffe, Öle, Wachse 
und Polymere, die allesamt nachwachsen und Alternativen zu den nicht nachwachsenden 
Rohstoffen darstellen (Buchanan, Gruissem und Jones, 2000).  
Demnach stehen die sekundären Pflanzenstoffe neben der Erforschung ihrer Funktion und 
Biosynthese auch im Zentrum biotechnologischen Interesses. 

Chemisch betrachtet teilen sich die Sekundärstoffe in drei große Gruppen: Terpenoide, Phe-
nylpropanoide und stickstoffhaltige Alkaloide. Terpenoide sind Kohlenstoffketten, die aus C5-
Einheiten (Isoprengrundkörper) hervorgehen. Phosphorylierte C5-Einheiten werden zu vielfäl-
tigen aliphatischen oder zyklischen Substanzen zusammensetzt. Das Phytohormon Gibbe-
rellin, Carotine, Latex und eine große Menge an Duftstoffen gehören dieser Gruppe an. Bis 
heute wurden ca. 25000 verschiedene Terpenoide beschrieben und somit bilden sie die he-
terogenste Gruppe der sekundären Pflanzenstoffe (Gershenzon und Croteau, 1993; McGar-
vey und Croteau, 1995; Cane, 1999). Die ca. 8000 Phenylpropanoide gehen aus den aroma-
tischen Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin hervor und bilden z.B. Ligninvorstufen, Fla-
vonoide und Isoflavonole (Harborne, 1988; Hahlbrock, 1981; Hahlbrock und Scheel, 1989; 
Baucher et al., 1998). Die stickstoffhaltigen Alkaloide mit ca. 12000 Mitgliedern gehen aus 
verschiedenen proteinogenen und nicht proteinogenen Aminosäuren hervor (Southon und 
Buckingham, 1989). Im Fokus dieser Arbeit stehen hauptsächlich Phenylpropanoide und Al-
kaloide. Aus diesem Grund werden diese beiden Gruppen ausführlicher vorgestellt. 

 

3.5.1 Die Alkaloide 
Die ursprüngliche Definition der Alkaloide ist die einer pharmazeutisch wirksamen, stickstoff-
haltigen Substanz pflanzlichen Ursprungs. Wie keine andere Gruppe der Sekundärstoffe 
stehen die Alkaloide im Zentrum medizinischen Interesses. Aus ihr gehen viele Antitussiva, 
Sedativa und Purgativa hervor, allen voran die wohl berühmtesten Sekundärstoffe Morphium 
und Codein. Der physiologische Grund, warum eine Pflanze überhaupt Stickstoff und Ener-
gie in Substanzen investiert, die nicht in die primären Stoffwechselprozesse involviert sind, 
ist die mitunter starke toxische Aktivität der Alkaloide gegenüber Organismen tierischen Ur-
sprungs. Alkaloide dienen der Pflanze als Abschreckungsmittel gegen Fraßfeinde, haben 
unter anderem starke antibiotische Wirkung und helfen bei Infektionen mit phytopathogenen 
Mikroorganismen. Ihre Aktionsmechanismen können sehr vielfältig sein. Sie interagieren mit 
DNA oder RNA und können deren Alkylierung bewirken. Sie können die Neurotransmitter-
funktion von Adrenalin, Dopamin, Serotonin, Gaba und Acetylcholin übernehmen oder deren 
Abbau verhindern. Bekannt sind auch Alkaloide, die Membraninteraktionen im tierischen Or-
ganismus haben oder Ionenkanäle beeinflussen. Sie agieren als Inhibitoren wichtiger Enzy-
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me, wie z.B. Adenylatcyclasen oder Phosphodiesterasen. Da ihr Syntheseort meist nicht 
dem Wirkungsort bzw. Akkumulationsort entspricht, exstieren verschiedene Transportme-
chanismen. Der Langstreckentransport wird sowohl vom Phloem als auch vom Xylem über-
nommen. Hydrophile Alkaloide werden über kurze Strecken über ein Carriersystem mit Pro-
tonen-Antiport transportiert, während die lipophilen Alkaloide meist über kurze Strecken hin-
weg diffundieren. Das toxische Potential der Alkaloide macht eine Kompartimentierung in-
nerhalb der pflanzlichen Zelle erforderlich. Sie werden meistens in der Vakuole gespeichert, 
manchmal auch an Komplexbildner gebunden. Morphin aus Papaver somniferum wird sogar 
in einem speziellem Zelltyp, den Latexvesikeln der Schlafmohnkapsel, gespeichert.  
Synthetisiert werden die Alkaloide aus 6 proteinogenen Aminosäuren und zwei nicht protei-
nogenen Aminosäuren (Abb. 3.4) und kommen in vielen verschiedenen 
 
 

  
 
Abb. 3.4: Schematische Übersicht über die Herkunft der Alkaloidgruppen. 

 
 
Pflanzenfamilien vor. Zu ihnen gehören die Solanaceaen, Papaveraceaen, Scrophularia-
ceaen, Berberidaceaen, Fabaceaen, Boraginaceaen, Ascelapiaceaen, Rubiaceaen und Ra-
nunculaceaen. 
 
Nikotin 
Nikotin ist ein Alkaloid spezifisch für Tabakpflanzen. In der Geschichte der Landwirtschaft ist 
es eines der ersten Insektizide und bis heute eines der effektivsten. 
Nikotin wird hauptsächlich in der Wurzel synthetisiert und über das Xylem zu seinem Wir-
kungsort, den Blättern, transportiert (Dawson, 1942; Baldwin, 1991). Dort agiert es als Gift 
gegen Fraßfeinde. Nikotin wird aus der proteinogenen Aminosäure Arginin oder Ornithin syn-
thetisiert, wobei Arginin wahrscheinlich der bevorzugte Vorläufer ist (Boswell et al., 1993; 
Abb. 3.5). 
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Abb. 3.5: Schematische Übersicht über den Biosyntheseweg von Nikotin 
(aus Wink „Biochemistry of plant secondary metabolism“, 1999). 

 
 
Eine Tabakpflanze baut etwa  5 – 8 % ihrer Stickstoffressourcen in Nikotin ein (Baldwin 
1994). In ungestressten Pflanzen akkumuliert konstitutiv bis zu 0.1 – 1.0 % Nikotin in der 
Blatttrockenmasse (Baldwin, 1999). Bei bestimmten Stimuli wie z.B. Verwundung wird es zu-
sätzlich synthetisiert (Baldwin, 1988; Baldwin und Ohnmeiss, 1993; MacCloud und Baldwin, 
1997; Baldwin et al. 1997). Dabei kann Nikotin bis auf das 10-fache ansteigen. In der indu-
zierten Nikotinbiosynthese spielt das Signalmolekül Jasmonat eine große Rolle, dessen Syn-
these bei Verwundung aktiviert wird. Durch den Phloemstrom wird es zur Wurzel transpor-
tiert, um dort letztendlich die Nikotinbiosynthese anzuschalten (Baldwin et al. 1997; Zhang 
und Baldwin 1997). Alkaloide zählen zu den Abwehrstoffen mit einem hohen „turn-over“ (Co-
ley, 1985; Waller and Nowacki, 1978) deren Synthesekosten hoch sind (Baldwin, 1999) und 
die, nachdem sie ihren Verwendungszweck erfüllt haben, schnell wieder abgebaut werden. 
Verteilungsuntersuchungen ergaben, dass junge Blätter, Stamm und für die Fortpflanzung 
Pflanzenteile verantwortlich die höchsten Nikotingehalte haben, während alte Blätter und 
Wurzeln eher niedrige Gehalte aufweisen (Baldwin und Karb, 1995; Euler und Baldwin, 1996; 
Ohnmeiss et al., 1997). Aufgrund der engen Verknüpfung der Alkaloide bzw. in diesem spe-
ziellen Fall Nikotin zum Stickstoffmetabolismus ist die Frage nach den Konsequenzen für die 
Nikotinbiosynthese bei verändertem Stickstoffstoffwechsel sehr von Interesse.  
 
 
 

3.5.2 Die Phenylpropanoide 
Die Phenylpropanoide haben in pflanzlichen Geweben die unterschiedlichsten Funktionen. 
Als Lignin sind sie eine strukturelle Substanz im sekundären Dickenwachstum der Zellwand 
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und des wasserleitenden Xylems (Vance et al, 1980; Lewis und Yamamoto, 1990). Dem Lig-
nin kommt insofern eine besondere Bedeutung zu, da es neben Zellulose das zweithäufigste 
Biopolymer ist und somit das hauptsächliche Schicksal des fixierten Kohlenstoffs widerspie-
gelt (Bate et al, 1994). Die Anthocyane stellen die größte Gruppe an Farbstoffen im Pflan-
zenreich dar und die restlichen Flavonoide agieren als Verteidigungssubstanzen gegen 
Fraßfeinde, Signalmoleküle, UV-Schutz und Verteidigungsstoffe. Die Coumarine, Furano-
coumarine und Stilbene sind natürlich vorkommende Fungizide und antibakterielle Substan-
zen. Sie verhindern die Samenkeimung und wirken ebenfalls als Abschreckung gegen Pflan-
zenfraß (Buchanan, Gruissem und Jones, 2000).  
Phenylpropanoide sind überall im Pflanzereich vertreten und in allen Pflanzengeweben zu 
finden.  
Die einleitende Synthese dieser heterogenen Gruppe geht von der Desaminierung der Ami-
nosäure Phenylalanin durch das Enzym Phenyalanin-Ammonium-Lyase (PAL) ( ) aus. Es 
entsteht Zimtsäure, ein Intermediat, welches PAL hemmt (Mavandad et al., 1990). Die PAL-
Reaktion wurde durch Produkthemmung und Studien mit PAL-defizienten Pflanzen als der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt identifiziert (Harborne, 1988; Hahlbrock und Scheel, 
1989; Lewis und Yamamoto, 1990; Dixon et al., 1992). Alternativ zur Desaminierung von 
Phenylalanin kann auch die Aminosäure Tyrosin desaminiert werden. Das Enzym Tyrosin-
Ammonium-Lyase (TAL) ( ) synthetisiert direkt p-Coumarsäure. Aber nur wenige Pflanzen-
spezies haben die TAL-Reaktion als hauptsächlich einleitenden enzymatischen Schritt etab-
liert. Die PAL katalysierte Produktion von Zimtsäure ist in den meisten Arten die bevorzugte 
Reaktion. 
In der Regel wird Zimtsäure nicht in der Pflanzenzelle akkumuliert und durch das Enzym 
Zimtsäure-4-Hydroxylase (C4H) ( ) zu p-Coumarsäure hydroxyliert. p-Coumarsäure kann 
nun mehrere Schicksale haben. Erstens kann das Monolignol p-Coumarylalkohol in mehre-
ren Schritten synthetisiert werden. Das Enzym, welches diesen Biosyntheseweg einleitet, ist 
4 Coumarat-CoA Ligase (4 Cl) ( ). Zweitens zweigt von diesem Syntheseweg die Flavo-
noidbiosynthese ab, welche von Chalcon-Synthase (CHS) ( ) eingeleitet wird und drittens 
wird durch eine Hydroxylase ( ) die Biosynthese der Coumarine eingeleitet. Viertens wird 
ebenfalls durch eine Hydroxylase ( ) Kaffeesäure synthetisiert, ein weiteres Intermediat des 
Phenylpropanoidstoffwechsels. Kaffeesäure ist wiederum der Vorläufer zweier weiterer Mo-
nolignolvorstufen und der Chlorogensäure (CGA). Letzteres entsteht durch die Konjugation 
mit Chinasäure aus dem Shikimatweg durch das Enzym Hydroxycinnamoyl-CoA-
Quinat:Hydroxycinnamoyltransferase (HQT) (Dixon und Paiva, 1995). Die Vorläufer der Mo-
nolignole Coniferylalkohol und Sinapylalkohol sind Ferulasäure bzw. Sinapinsäure. Ferula-
säure entsteht aus der Methylierung von Kaffeesäure und Sinapinsäure aus einem zweifa-
chen Schritt bestehend aus Hydroxylierung der Ferulasäure und anschließender Methylie-
rung (Abb. 3.6). Enzyme des eben beschriebenen Abschnitts der Synthese der Phenylpro-
panoidintermediate und Monolignole sind Hydroxylase ( ), CoA Ligasen ( ), O-
Methyltransferasen (OMT) ( ), Cinnamoyl-CoA-Oxidoreduktasen (CCR) ( ) und Cinnamoyl-
Alkohol-Dehydrogenasen (CAD) ( ) (Abb. 3.6).  
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Abb. 3.6: Schematische Übersicht über den Biosyntheseweg der Phenylpropanoide. Dargestellt sind ebenfalls 
die Verzweigungen zu den Flavonoiden, Coumarinen, Stilbenen, Styrylpyronen und Lignin.  Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL),  Tyrosin-Ammonium-Lyase (TAL),  Zimtsäure-4-Hydroxylase (C4H),  Hydroxyla-
sen,  CoA Ligasen, die an der Ligierung von AMP und CoA beteiligt sind,  O-Methyltransferasen (OMT),  
Cinnamoyl-CoA-Oxidoreduktasen (CCR),  Cinnamoyl-Alkohol-Dehydrogenasen (CAD),  Chalcon Synthase 
(CHS),  Chalcon Isomerase,  11 Stilben- Synthase und 12 Styrylpyron Synthase (nach Buchanan, 2000). 

 

Pflanzen erhöhen die Synthese von Phenylpropanoiden oft als Stressantwort, wobei PAL ein 
wichtiger Kontrollpunkt für den Fluss der Kohlenhydrate durch den Phenlypropanoidstoff-
wechsel ist. Die Regulation von PAL stand aus diesem Grund oft im Zentrum der Phenylpro-
panoidforschung. PAL wird neben seiner Produkthemmung durch Zimtsäure (Mavandad et 
al., 1990) auch durch andere pflanzeninterne Faktoren reguliert. Hormone spielen eine Rolle, 
ebenso wie Transkriptionsfaktoren der Myb-Familie (Hauffe et al., 1993; Sablowski et al., 
1994; Tamagnone et al., 1998).  
Inzwischen geht man von einer koordinierten Expression mehrerer Enzyme des Phenylpro-
panoidstoffwechsels aus. Man fand in den koordinierten Genen gemeinsame Sequenzberei-
che in der Promoterregion, die dem Motiv der DNA-bindenden Myb-Transkriptionsfaktoren 
entsprechen (Dixon und Harrison, 1990; Mol et al, 1996; Weisshaar und Jenkins, 1998; Ta-
magnone et al., 1998).  

 



16  Einleitung 

3.6 Interaktion von Primär– und Sekundärstoffwechsel 
Die Synthese von sekundären Pflanzenstoffen benötigt nicht nur Kohlenstoffskelette und 
Stickstoff, sondern ist auch energieintensiv. Bei der Synthese hochreduzierter Terpene bei-
spielsweise werden verhältnismäßig große Mengen an Reduktionsäquivalenten verbraucht 
(Gershenzon, 1994). Dies und die Tatsachen, dass schätzungsweise 20% des fixierten Koh-
lenstoffs in den Shikimatweg fließen (Haslam, 1993), Lignin das zweithäufigste Biopolymer 
ist (Bate et al, 1994) und z.B. eine Tabakpflanze bis zu 5 – 8 % ihrer Stickstoffressourcen in 
das Alkaloid Nikotin einbaut (Baldwin, 1994), führten zur Diskussion verschiedener Hypothe-
sen über die Regulation der Sekundärstoffwechselsynthese und deren Interaktion mit dem 
Primärstoffwechsel. Die „Optimal-Defense“ Theorie (ODT) geht davon aus, dass die Sekun-
därstoffe nach Bedarf synthetisiert werden. Es wird angenommen, dass durch Stressfaktoren, 
z.B. Pythopathogenbefall oder Pflanzenfraß, bestimmte Signale eine auf den Stress abge-
stimmte Abwehrantwort in der Pflanze induzieren (MacKey, 1974; Feeny, 1976; Rhoades 
und Cates, 1976).  Die „Growth-Difference-Balance“ Hypothese (Van Dam et al., 1996) be-
sagt, dass Abwehrstoffe nur unter günstigen Wachstumsbedingungen synthetisiert werden. 
Coley et al. (1985) vertritt mit der „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese die Ansicht, dass 
unter Stickstoffmangelbedingungen die Sekundärstoffwechselbiosynthese kohlenstoffreicher 
Abwehrstoffe begünstigt wird und umgekehrt. Diese Hypothese wird kontrovers diskutiert. 
Einige Arbeiten unterstützen diese Annahme (Bryant et al., 1993; Fajer et al., 1992; Hoeft et 
al., 1996; Gebauer et al., 1998; Wilkens et al., 1996; Tosserams et al., 2001; Cipollini et al, 
2002; Coley et al., 2002; Leser et al, 2005) und andere nicht (Baldwin et al., 1993; Baldwin 
und Ohnmeiss 1994; Cronin und Hay, 1996; Iason und Hester, 1993; Kinney et al., 1997; 
Lynds und Baldwin, 1998; Lamontagne et al., 2000; Close et al., 2003).  

Diese Unstimmigkeiten kommen wahrscheinlich dadurch zustande, dass bei der Untersu-
chung der Sekundärstoffe unter diesen Gesichtspunkten die komplexe Vernetzung des Koh-
lenstoff- und Stickstoffstoffwechsels nicht in Betracht gezogen wurde. Man ging immer davon 
aus, dass der interne Pool kohlenstoff- und stickstoffreicher Metabolite das externe Angebot 
widerspiegelt. Es wurde bereits gezeigt, dass die koordinierte Regulation von Kohlenstoff- 
und Stickstoffmetabolismus eher zu einer parallelen als zu einer wechselseitigen Änderung 
der Metabolite führt, und dass das Kohlenstoff- zu Stickstoffverhältnis eher ein schlechter 
Indikator für den physiologischen Zustand einer Pflanze ist (Scheible, 1997a; Matt et al., 
1998, 2001a, 2001b, 2002; Geiger et al., 1998, 1999; Stitt und Krapp, 1999). Matt et al. 
(2002) konnte zeigen, dass die Modifikation des Kohlenstoffangebots durch geringe Licht-
qualität oder Inhibierung der Rubisco-Aktivität durch antisense rbcS nicht zu der erwarteten 
Verlagerung von kohlenstoffreichen zu stickstoffreichen Sekundärstoffen führte und das ein 
Anstieg des Zucker:Aminosäure-Verhältnisses nicht mit dem Verhältnis der kohlenstoffrei-
chen Sekundärmetabolite (Chlorogensäure und Rutin) zu den stickstoffreichen Sekundärme-
taboliten (Nikotin) korreliert. Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass 
sowohl der interne Aminosäure- als auch der interne Kohlenhydratpool sinkt. Des Weiteren 
zeigt diese Arbeit deutlich, dass die Untersuchung regulatorischer Mechanismen der Sekun-
därstoffwechselbiosynthese und deren Vernetzung mit dem Primärstoffwechsel eine genaue 
Dokumentation des physiologischen Zustandes der Pflanze bedarf. 

Eine Reihe von Untersuchungen, in denen das Verhalten pflanzlicher Sekundärstoffe unter 
Stickstoffmangel analysiert wurde, zeigten eine Akkumulation von Phenylpropanoiden und 
Flavonoiden (Fajer et al., 1992; Bryant et al., 1993; Van De Vijver et al. 1993; Van Der Werf 
et al., 1993; Hakulinen et al., 1998; Gebauer et al., 1998; Cipollini et al., 2002; Lou et al. 
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2004). Es stellt sich hier die Frage, ob das ein indirekter Effekt auf die Akkumulation kohlen-
stoffhaltiger Metabolite ist oder eher eine direkte Antwort auf veränderte Aminosäuregehalte. 
Möglicherweise sind die erhöhten Phenylpropanoidgehalte aber auch eine Anpassung an 
das Stickstoffangebot. Alle Untersuchungen dazu bieten keine Antwort auf diese Fragen, da 
die primären Metabolite nicht genau analysiert wurden und der pflanzliche Stickstoffmangel 
immer in C/N-Verhältnissen Ausdruck fand. In diesem Zusammenhang war es im Laufe der 
vorliegenden Arbeit von Interesse, eine Untersuchung der Sekundärmetabolite unter Stick-
stoffmangel gekoppelt mit einer genauen Dokumentation des Primärstoffwechsels durchzu-
führen.  

 

3.7  Fragestellungen 
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit teilt sich in die Untersuchung der Auswirkung eines 
reduzierten Stickstoffstoffwechsels auf die Koordination der Aminosäurebiosynthese und auf 
die Interaktion dieses manipulierten Stickstoffstoffwechsels mit dem Sekundärstoffwechsel.  

Zur Beeinflussung des Stickstoffstoffwechsels wurden sowohl Tabakwildtyp-Pflanzen unter 
Nitratmangelernährung als auch Transformanten mit moderat und stark reduzierter Nitratre-
duktase-Aktivität verwendet. Letztere erlauben eine Nitratakkumulation unabhängig vom or-
ganischen Stickstoffstatus der Pflanze und ermöglichen nitratgesteuerte Stoffwechselpro-
zesse von denen zu unterscheiden, die durch den Stickstoffstatus der Pflanzen beeinflusst 
werden. 

Zur Untersuchung der Auswirkung des reduzierten Stickstoffstoffwechsels auf die Aminosäu-
rebiosynthese wurden alle proteinogenen Aminosäuren außer Cystein und Prolin zu ver-
schiedenen Tageszeitpunkten in den unterschiedlich ernährten Tabakwildtyppflanzen und 
NIA-Transformanten analysiert. Die diurnale Analyse aller individuellen Aminosäuren in die-
sen Pflanzen in Kombination eines Aminosäuredatensatzes erzeugt von Matt et al. (2002) 
unter kohlenstofflimitierten Bedingungen, sollte verwendet werden, um Änderungen der indi-
viduellen Aminosäuren auf reduzierten Stickstoff- und Kohlenstoffstatus zu untersuchen. Mit 
Hilfe statistischer Analysen der Datensätze sollte die Hypothese nach einer koordinierten 
Biosynthese der Aminosäuren in Pflanzen geprüft werden. 

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen Primär- und Sekundärstoffwechsel sollten Nikotin 
und einige ausgewählte Phenylpropanoide analysiert werden. Die biologische Fragestellung 
diesbezüglich war es, den Einfluss veränderter Nitrat- und Aminosäuregehalte auf das 
Spektrum der Sekundärmetabolite zu untersuchen. 
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4 Material und Methoden 
 

4.1 Pflanzenmaterial 
 

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an verschiedenen Genotypen von Nicotiana taba-
cum L. vorgenommen, die sich in Bezug auf die Nitratreduktaseaktivität unterscheiden. Die 
Genotypen und deren Erzeugung werden im folgenden beschreiben (Scheible 1996, Matt 
1998) 

4.1.1 Wildtyp 
Der Wildtyp enthält ein amphidiploides Genom (2n = 48), auf welchem sich zwei Nitratreduk-
tase Strukturgene (Nia1 und Nia2) auf ungekoppelten Loci befinden. Der Genotyp wird wie 
folgt beschrieben: Nia1/Nia1; Nia2/Nia2, Varietät Gatersleben. 

 

4.1.2 Transformanten 
Es wurden die Transformantenlinien F23xNia30(145) und Nia30(145) mit verminderter 
Nitratreduktaseaktivität (NRA) verwendet. Die Linie F23xNia30(145) besitzt ein funktionelles 
Strukturgen der Nitratreduktase Nia2. Zusätzlich wurde das Nia2 Gen in die Pflanze trans-
formiert. Sie beschreibt folgenden Genotyp: nia1/Nia2 ; nia1/nia2 ; Nia2 und verfügt über ei-
ne messbare NRA von 40% der Wildtype Aktivität.  Die Linie Nia30(145) ist eine homozygote 
Doppelmutante mit zusätzlich transformiertem Nia2 Gen. Sie beschreibt folgenden Genotyp: 
nia1/nia1; nia2/nia2 ; Nia2 und verfügt über eine messbare NRA von 1 – 3% der Wildtyp Ak-
tivität. 

Zur Erzeugung der Transformante wurden amphihaploide Tabak-Zellsuspensionen mit Nitro-
somethyl-Harnstoff mutagenisiert. Eine Selektion auf Chlorat-Resistenz führt zur Isolierung 
von NRA-defizienten Zellinien mit einer Auxothrophie für reduzierten Stickstoff (Müller & Gra-
fe, 1978). Von 16 Zelllinien, die Defekte im NADH-NR-Apoprotein hatten (Nia-Typ), wurden 
nach spontaner Chromosomen-Verdoppelung fertile, amphiploide Pflanzen und Samen er-
halten (Müller 1978, 1983) Bei diesen Pflanzen handelt es sich um homozygote Doppelmut-
anten (Genotyp: nia1/nia1 ; nia2/nia2). Es wurden zwei vollständige NRA-Doppelmutanten 
Nia28 und Nia30 erhalten. Durch Kreuzung der Nia28 Mutante mit dem Wildtyp und intensi-
vem Rückkreuzen der F2 - Generation wurden die homozygote Einzelmutante F23 (Genotyp: 
nia1/nia1 ; Nia2/Nia2) erhalten (Müller,  1983). 

In Blatt-Mesophyll-Protoplasten der Nia30-Doppelmutante wurde mittels Elektroporation ein 
12 kb Genprodukt transformiert, welches die komplette Sequenz (Introns und Exons) des 
Wildtyp nia2-Gens enthält, sowie dessen unmittelbare „upstream“ (5 kb) und 
„downstream“ (2 kb) Regionen enthält. Zur Selektion wurde ein Plasmid mit Aminoglycosid-
Resistenz ko-elektroporiert. Es wurden Pflanzen regeneriert, wobei die Linie Nia30(145) fä-
hig war, mit eigener Wurzel auf Nitrat mit einziger Stickstoffquelle zu wachsen. Es folgt eine 
Kreuzung der homozygoten Einzelmutanten F23 und der Transformante Nia30(145), was zur 
Entstehung des in der Arbeit verwendeten Geotyp F23xNia30(145) (nia1/Nia2 ; nia1/nia2 ; 
Nia2) führte.  
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4.2 Pflanzenanzucht 

4.2.1 Klimakammerbedingungen 
Die Tabak-Genotypen wurden in einer begehbaren Klimakammer des Typs Weiß-
Umwelttechnik (Reiskirchen) angezogen. Die relative Luftfeuchtigkeit betrug 60%, die Tem-
peratur wurde konstant auf 25°C gehalten. Die Lichtbedingungen folgten einem 12 Stunden 
Licht- und Dunkelrhythmus bei 500 µmol Quanten * m-2 * sec-1. 

Folgeexperimente wurden entweder in einer begehbaren Klimakammer des Typs York Refri-
geration (Dänemark) oder im Gewächshaus angezogen. In der Klimakammer betrug die rela-
tive Luftfeuchtigkeit ebenfalls 60%, die Temperatur betrug in den Lichtperioden 25°C und in 
den Dunkelperioden 23°C. Die Lichtbedingungen folgten einem 12 Stunden Licht- und Dun-
kelrhythmus bei 500 µmol Quanten * m-2 * sec-1.  Klimabedingungen im Gewächshaus betru-
gen 16 Stunden Beleuchtung der Stärke 400µmol Quanten * m-2 * sec-1 und die relative Luft-
feuchte betrug konstant 55%. Die Temperatur in den Lichtperioden betrug 25°C und in den 
Dunkelperioden 20°C. 

Hoch CO2 Experimente erfolgten in einer nicht begehbaren Klimakammer (York International, 
Dänemark). Die Lichtstärke betrug ca. 500 µmol Quanten * m-2 * sec-1, die Temperatur 25°C 
und die relative Luftfeuchte 60%. Diese Klimakammer enthielt einen zusätzlichen Gasan-
schluss, durch welchen die CO2-Konzentration der Luft geregelt werden konnte. 

 

4.2.2 Tabakanzucht 
Die Tabaksamen wurden in einem 1,4 l Plastiktopf, gefüllt mit Quarzsand (Korngröße 0,3 – 
0,8 mm und 0,6 – 1,2 mm im Mischverhältnis 1:1), ausgestreut. Der Quarzsand wurde vorher 
mit demineralisiertem Wasser gewaschen und befeuchtet. Um die Luftfeuchtigkeit in den 
Töpfen hochzuhalten, wurden während der Keimungsphase die Töpfe mit Frischhaltefolie  
abgedeckt. Während der ganzen Keimungs- und Wachstumsphase standen die Töpfe in ei-
ner Klimakammer (entweder Typ Weiß-Umwelttechnik oder Typ York Refrigeration). Nach 
dem Auskeimen wurde die Folie entfernt und die Pflanzen mit einer 1mM Nitratlösung alle 
zwei Tage gegossen. Die Nährlösung wurde von Plastikuntersetzern aufgefangen und 
verblieb dort. 

Die Tabaksamen der Folgeexperimente wurden wie folgt sterilisiert. 140 mg Tabaksamen 
wurden mit 1 ml 70% Ethanol für 2 Minuten geschüttelt. Der Ethanol wurde mit Hilfe einer 
Pasteurpipette abgenommen und kurz mit sterilisiertem Wasser gewaschen. Die Samen 
wurden danach 15 Minuten in einer 0,1%igen Hypochloritlösung mit einigen Tropfen 
Tween20 inkubiert. Es erfolgte abermals die Abnahme mit Hilfe einer Pasteurpipette und ei-
ne dreimalige Waschung der Samen mit sterilisiertem Wasser. Die Lagerung des sterilisier-
ten Samen erfolgte in einem Reaktionsgefäß gefüllt mit 0,15%igem und sterilisiertem Selec-
tagar. Die Samen waren bis zu 8 Monaten nach der Sterilisation noch keimungsfähig. 

Zur Keimung der Pflanzen wurden die Samen in 1.4 l Plastiktöpfe gefüllt mit angefeuchteter 
Pflanzenerde überführt. Um die Luftfeuchtigkeit während der Keimungsprozess hoch zu hal-
ten wurden die Samentöpfe in Keimungsbehälter gestellt. Nach Keimung wurde der Deckel 
des Keimungsbehälters entfernt. Während des ganzen Prozesses wurden in den Schalen 
der Keimungsbehälter permanent Leitungswasser, versetzt mit dem Fungizid Proplant, 
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gehalten. Die Pflanzentöpfe standen bis zum Pikieren der Tabakpflanzen in einer Klima-
kammer (York Refrigeration) mit einer Beleuchtung von 160 µmol * m-2 * sec-1.  

Die Versuchspflanzen wurden je nach Genotyp in einem Alter von 14 bis 25 Tagen in Plastik-
töpfe mit 16 cm Durchmesser transferiert. Diese enthielten entweder die oben erwähnte 
Quarzsandmischung oder Pflanzenerde, die je nach Behandlung variierte. Pflanzen, die mit 
ausreichend Nitrat versorgt wurden, erhielten normale Topferde und Pflanzen, die unter Nit-
ratmangel aufwuchsen, erhielten Nullerde. Zur Düngung wurden die Pflanzen alle drei Tage 
mit der entsprechenden Nährlösung gegossen (ausreichende Nitratversorgung: 12 mM KNO3; 
Nitratmangel: 0.2 mM KNO3). Die Versuchspflanzen, die in Quarzsand wuchsen wurden 
einmal am Tag nach 4 Stunden Licht mit 200 ml der entsprechenden Nährlösung gegossen 
(ausreichende Nitratversorgung: 12 mM KNO3; Nitratmangel: 0.2 mM KNO3). 

 

4.2.3 Nährlösungen 
In den verschiedenen Versuchsansätzen wurden die Tabakpflanzen, Wildtypen und Trans-
formanten in unterschiedlichem Nitratangebot (12 und 0.2 mM) kultiviert bzw. mit unter-
schiedlichen Nährlösungen gedüngt.  

 
            Ammoniumnitrat-      Kalimunitrat-Nährlösung 

Gesamt-N mM 12 12 0.2 

NH4NO3 

KNO3 

Mg(NO3)2 

KH2PO4 pH 5.6 

MgSO4 

NaCl 

KCl 

MCl2 

K2SO4 

CaSO4*H2O 

NaFe-EDTA 

Mikronährelement-Lösung 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

g l -1 

mg l -1 

‰ (v/v) 

6 

-- 

-- 

3 

3 

1 

2 

-- 

-- 

0.6 

8 

0.4 

-- 

4 

4 

3 

1 

1 

-- 

-- 

-- 

0.6 

8 

0.4 

-- 

0.133 

0.067 

3 

3.6 

1.3 

1.3 

2.6 

1 

0.6 

8 

0.4 

pH 5.8 - 5.9 

 

Mikronährelement-Lösung: 

150 mM H3BO3, 35 mM MnSO4, 2.5 mM ZnSO4*7 H2O, 1.5 mM CuSO4*5H2O, 1 mM NiCl2, 
0.75 mM HMoO4, 50 µM CoCl2 
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4.2.4 Pflanzenernte 
Alle in Rahmen dieser Arbeit angezogenen Pflanzen wurden im Rosettenstadium geerntet. 
Es erfolgte eine diurnale Ernte, bei welcher alle 4 Stunden eine Blattprobe genommen wurde. 
Alle übrigen Ernten erfolgten in der zweiten Hälfte des Tages nach 8 Stunden Licht. Es wur-
de immer das jüngste vollentwickelte Blatt geerntet. Es wurde bei den Beprobungen im Licht 
darauf geachtet, dass dem Blatt möglichst schnell die Mittelrippe entfernt wurde und so we-
nig Beschattung wie möglich erfolgte. Alle Proben wurden so schnell wie möglich in flüssi-
gem Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverwendung bei –80°C gelagert. 

Aufgrund unterschiedlicher Genotypen und unterschiedlichen Behandlungen variierte die 
Wuchsrate der Pflanzen erheblich. Dementsprechend war das Alter der Pflanzen zum Ernte-
zeitpunkt unterschiedlich. Durch eine Ernte jeweils kurz vor der Internodienstreckung wird 
jedoch angenommen, dass ein vergleichbares physiologisches Alter gewährleistet ist. 

 

4.2.5  Anzucht der Rubisco-antisense Pflanzen (übernommen aus Petra 
Matt, Dissertation 2001) 

Es wurden Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havanna SR1) verwendet, die ei-
nen reduzierten Gehalt an Rubisco (Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/oxygenase) auf-
weisen (Rodermel et al. 1988). Rubisco ist ein multimerer Proteinkomplex bestehend aus 16 
Untereinheiten. Die eine Hälfte der Untereinheiten sind chloroplastidär (große Untereinheit) 
und die andere Hälfte sind nuklear (kleine Untereinheit) kodiert. Expression der antisense- 
DNA Sequenz der kleinen Untereinheit im Tabakgenom reduziert die Akkumulation sowohl 
der mRNA wie auch des Proteins dieser kleinen Untereinheit der Rubisco. Infolgedessen 
wird der Proteingehalt der großen Untereinheiten im Blattgewebe vermindert. Die Reduktion 
des Rubiscogehaltes ist umso größer, je mehr Kopien der anti-rbcS im Genom vorhanden 
sind (Rodermel et al. 1988). Diese transgenen Pflanzen variieren stark in ihrer Biomasse, 
korrelierend mit der Anzahl der antisense Gene. 
Samen von den folgenden drei Pflanzentypen wurden in den Versuchen eingesetzt: 
 

• untransformierte Pflanzen (Wildtyp) 
• selbstbestäubte Pflanzen, die eine Kopie der anti-rbcS im Genom enthalten (ant3); 

Pflanzen aus diesen Samen besitzen somit 0, 1 oder 2 Kopien im Verhältnis 1:2:1 
• selbstbestäubte Pflanzen, die mindestens vier Kopien der anti-rbcS im Genom ent-

halten (ant5); Pflanzen aus diesen Samen besitzen somit bis zu 8 Kopien. 
 
Die Pflanzen wurden in einer Klimakammer (ca. 500 µmol Photonen m-2s-1, 60 % relative 
Luftfeuchte; 12 h Licht/ 25 °C und 12 h Dunkel/ 25 °C) auf mit Wasser angefeuchtetem 
Quarzkristallsand (Dorsilit, Durchmesser 0.3-0.8 mm und 0.6-1.2 mm, 1:1 gemischt) ausge-
sät. Der Saattopf wurde mit Frischhaltefolie abgedeckt. Nach dem Auskeimen wurden die 
Pflanzen mit 12 mM Ammoniumnitrat-Nährlösung (siehe oben) bewässert und langsam an 
die niedrigere Luftfeuchte der Klimakammer gewöhnt. Alle Genotypen wurden 16 Tage nach 
Aussaat in mit Quarzsand gefüllte Töpfe (Durchmesser 8 cm) vereinzelt und von nun an mit 
der jeweiligen Nährlösung (siehe oben) einmal pro Tag bewässert. Die Wildtyp-Pflanzen 
wurden nach 25 Tagen erneut pikiert, der Topfdurchmesser betrug nun 15 cm. Alle Genoty-
pen wurden nach 41 Tagen für die Analyse gleich alter Pflanzen geerntet. Das jüngste, voll 
expandierte Blatt wurde nach Entfernung der Mittelrippe in den jeweiligen 
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Licht- und Dunkelbedingungen geerntet, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weite-
ren Analyse bei –80 °C gelagert. Bei den Genotypen ant3 und ant5 mit geringer Biomasse 
wurden immer die Blätter von 2 Pflanzen vereinigt. 

4.2.6 Anzucht mit verschiedenen Lichtstärken (übernommen aus Petra 
Matt, Dissertation 2001) 

Es wurden Wildtyp-Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havanna SR1) unter den 
gleichen Anzuchtbedingungen wie in Abschnitt 4.2.5 beschrieben, angezogen. Allerdings 
wurden die Pflanzen 10 Tage nach dem ersten Pikieren drei verschiedenen Lichtstärken 
ausgesetzt: ca. 400 µmol Photonen m-2s-1, ca. 150 µmol Photonen m-2s-1 und ca. 80 µmol 
Photonen m-2s-1. Die niedrigen Lichtstärken wurden durch Abschatten mit 3 Lagen Garten-
vlies und einer Kombination aus Gartenvlies und schwarzer Nadelfolie erreicht. Alle Pflanzen 
wurden nach 34 Tagen wie oben beschrieben geerntet. 
 

4.3 Physiologische und biochemische Methoden 
Die Pflanzenproben wurden in einer Retschmühle MM 300 (Retsch, Haan, Deutschland) 
homogenisiert. Die zur Mühle gehörenden Metallgefäße und Retschkugeln wurden in flüssi-
gem Stickstoff vorgekühlt. Das tiefgefrorene Blattmaterial wurde in die Metallgefäße mit je-
weils einer Retschkugel (Durchmesser: 2 cm) überführt und bei einer Frequenz von 
30/Sekunde 45 Minuten homogenisiert. Das erhaltene Pflanzenpuder wurde in vorgekühlten 
15 ml Falcon- oder Eppendorf Schraubdeckelreaktionsgefäße bei -80°C gelagert. 

 

4.3.1 Extraktionsmethoden 
 

• Ethanolische Extraktion 
Ca. 20 mg des homogenisierten Pflanzenmaterials wurden in ein 1.5 ml Eppendorf Schraub-
deckelreaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden nach Zugabe von 250 µl 80% (v/v) E-
thanol mit 3 mM Hepes pH 7.5 für 20 Minuten bei 80°C extrahiert. Nach Zentrifugation  (10 
min; 14000 rpm) wurde der Überstand abgehoben und auf Eis in einer „96 deep 
well“ (Sarsted, Newton) Platte gelagert. Das Sediment wurde erneut mit 150 µl 80% (v/v) E-
thanol mit 3 mM HEPES pH 7.5 extrahiert. Es folgte eine abschließende Extraktion mit 250 µl 
50% (v/v) Ethanol mit 3 mM Hepes pH 7.5. Die von den 3 Extraktionsschritten vereinigten 
Überstände wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Das Sediment wurde 
zur Stärke- und Proteinbestimmung verwendet (siehe unten). 

 

• Trichloressigsäure Extraktion 

Ca. 80 mg des homogenisierten Pflanzenmaterials wurde mit 400 µl einer eisgekühlten 16% 
(g/v) Trichloressigsäure/Diethylether-Mischung versetzt, gut geschüttelt und für 15 – 20 min 
auf Eis inkubiert. Danach wurde auf Eis vorgekühlte 16% Trichloressigsäure/Wasser-Lösung, 
die zusätzlich 5 mM EGTA (zum Komplexieren von Ca2+, welches sonst phosphathaltige 
Verbindungen fällen würde) enthielt, auf das oben genannte Homogenisat gegeben und für 
mindestens 3 Stunden auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 14000 rpm 
und 4°C wurde die wässrige Phase in vorgekühlte 1.5 ml Eppendorf Reaktionsgefäße über-
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führt. Um die Trichloressigsäure auszuschütteln wurden 500 µl in Wasser gesättigter Diethy-
lether auf die wässrige Phase gegeben und gut geschüttelt. Es wurde erneut bei 4°C, 
14000rpm 10 min zentrifugiert. Der Ether wurde abgenommen und verworfen. Dieser 
Waschvorgang wurde 2-mal wiederholt. Abschließend wurde die wässrige Phase durch die 
Zugabe sehr geringer Mengen (0.5 – 5 µl) 5 M KOH/ 1 M Triethanolamin neutralisiert. Die 
Extrakte wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei 
-80°C gelagert. 

 

• Extraktion löslicher und zellwandgebundener Phenole und Nicotin 

Zur Extraktion der löslichen Phenole und des Nikotins wurde ca. 100 mg des homogenisier-
ten Pflanzenmaterials 30 min bei 65°C in 500 µl 100% Methanol bei häufigem Schütteln ext-
rahiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Überstand abgenommen. Das 
Sediment wurde erneut mit 250 µl 100% Methanol 15 min bei 65°C und danach erneut mit 
250 µl 50% Methanol 15 min bei 65°C extrahiert. Die erhaltenen Überstände wurden verei-
nigt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.  

Zur Extraktion der zellwandgebundenen Phenole wurde das aus der oben beschriebenen 
Extraktion erhaltene Sediment mit 400 µl 1 N NaOH aufgenommen, komplett gelöst und bei 
40°C mindestens 12 h inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Über-
stand abgenommen und mit konzentrierter Salzsäure auf pH 1 – 2  angesäuert. Die in Lö-
sung gegangenen Phenole wurden mit einem Volumenanteil Ethylacetat ausgeschüttelt. 
Nach 10 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde die organische Phase abgenommen und 
die wässrige erneut mit Ethylacetat versetzt (siehe oben). Dieser Vorgang wurde noch ein-
mal wiederholt. Die vereinigten Überstände wurden zur Trockenen eingeengt und in 100 µl 
50% Methanol aufgenommen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei –80°C 
zwischengelagert. 

 

4.3.2 Quantifizierung von Metaboliten und anderen Zellinhaltsstoffen 
Das Aliquotieren der Proben fand mit einem Pipettierroboter (Hewlett Packard, Böblingen, 
Deutschland) statt. Alle Proben wurden in 96 well Mikrotiterplatten (Sarsted, Newton) pipet-
tiert. Die Messungen fanden in 96 well Mikrotiterplatten an einem Elisaplatten Photometer 
statt (mit einem Gerät der Marke BioTek, Bad Fridrichshall, Deutschland entweder Typ „Sy-
nergy“ oder Typ „ELX-800 uv). 

 

• Chlorophyll a und b 

Aus dem ethanolischen Extrakt wurden nach vorangegangener 5 minütiger Zentrifugation bei 
14000 rpm in einem Verhältnis 1:2.4 mit 99,8% EtOH (p.a./nicht vergällt) Duplikate jeder 
Probe in 96 well Mikrotiterplatten pipettiert und bei einer Wellenlänge von 645 und 665 nm 
an einem Photometer gemessen. 

Der Chlorophyllgehalt wurde über die erhaltene Extinktion nach folgenden Formeln berech-
net: 

  Chl a = 5.21A665 – 2.07A645 

  Chl b = 9.29A645 – 2.74A665  
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• „Lösliche Zucker“ 

Zur Bestimmung der Gehalte an Glukose, Fruktose und Saccharose wurden die ethanoli-
schen Extrakte einem gekoppelten Enzymtest unterzogen. Der Nachweis erfolgt dadurch, 
dass das zu bestimmende Kohlenhydrat über enzymatische Reaktionen an die Bildung von 
NADPH gekoppelt wurde. Diese Umsetzung wurde bei einer Wellenlänge von 334 nm an 
einem Elisaplatten Photometer ELX-800 uv gemessen. Es wurden jeweils Duplikate jeder 
Probe in eine 96 well Mikrotiterplatte pipettiert. 

Es wurde mit folgendem Testansatz gemessen: 

 100 mM Hepes/KOH, 3 mM MgCl2, pH 7.0 
   60mg/ml ATP 
   36mg/ml NADP 
  0.14 U  Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 

Sukzessive Zugaben von: 

     0.42 U Hexokinase 
     0.7 U Phosphoglucoisomerase 
     80 U  Invertase 

 

• Gesamtprotein 

Das bei der ethanolischen Extraktion verbliebene Sediment wurde mit 400 µl 0.1 M NaOH für 
30 min bei 95°C inkubiert. Es wurde 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert und danach wurden 
Duplikate in eine 96 well Mikrotiterplatte pipettiert und mit einer 1:5 verdünnten Bradford Lö-
sung versetzt. Nach einer 5 minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion 
bei 595 nm bestimmt. Die Kalkulation der Proteingehalte erfolgte über die Steigung einer Ka-
librierungskurve. 

 

• Stärke 

Das für die Gesamtproteinmessung mit NaOH inkubierte Pellet wurden mit 80 µl 0.5 M HCl + 
Essigsäure/NaOH 0.1 M pH 4.9 neutralisiert. Danach wurde ein Aliquot des Sediments mit 
folgendem Degradierungsansatz versetzt über Nacht (ca. 16 h) inkubiert: 

  1,4 U Amyloglucosidase 
  2 U α-Amylase 

Nach Zentrifugation 2 min bei 2000 rcf wurde die im Überstand enthaltene Glucose enzyma-
tisch gemessen (siehe Abschnitt „lösliche Zucker“) 

 

• Nitrat 

Für die Nitratbestimmung (Gebauer et al., 1984) wurden ethanolische Extrakte verwendet. 
Die Auftrennung erfolgte an einer Anionenaustauschsäule auf Silicabasis (Vydac 302 IC) in 
einem isokratischen Lauf bei Raumtemperatur mittels einer HPLC Anlage (Kontron, Eichin-
gen). Das Laufmittel setzte sich wie folgt zusammen: 

 45 mM KH2PO4/HCl,  pH 2.7 
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Die Auftrennung erfolgte bei einer Flussrate von 1.6 ml/min. Die Extrakte wurden bei Bedarf 
verdünnt und in einem auf 4°C vorgekühlten automatischen Probengeber (Autosampler SA 
360, Kontron, Eichingen) gestellt. Die Detektion erfolgte bei 210 nm durch einen UV-Detektor. 
Für die Aufzeichnung und Integration der Signale wurde das Datensystem 450-MT (Kontron, 
Eichingen) eingesetzt. Der Nitratgehalt wurde durch Flächenintegration der erhaltenen Sig-
nale im Vergleich zu einem externen Nitratstandard quantifiziert. 

 

• Individuelle Aminosäuren 

Die Auftrennung der proteinogenen Aminosäuren wurde durch Einsatz der ethanolischen Ex-
traktion unter Verwendung einer HPLC-Anlage (Kontron, Eichingen) vorgenommen. Das 
Prinzip dieses Nachweisverfahrens beruht auf einer fluorometrischen Detektion, indem die 
primäre Aminogruppe der Aminosäuren (mit Ausnahmen von Prolin und Cystein) durch Bin-
dung mit o-Phthalsäuredialdehyd (OPA) in ein fluoreszierendes Derivat umgesetzt wurde. 

Ein Probengeber (Autosampler 465, Kontron, Eichingen) injizierte dazu in 35 µl Extrakt 35µl 
Derivatisierungsreagenz, welches sich wie folgt zusammensetzt: 

  5% (g/v) OPA/Methanol 
  0,8 M Boratpuffer (mit KOH auf pH 10.4 eingestellt) 
  3-Mercaptopropionsäure  
  Verhältnis: 10:90:1 (v/v/v) 

Nach 100 Sekunden bei 4°C wurde 20µl der derivatisierten Probe injiziert. Die Trennung fand 
mit einer Hypersil ODS-Säule (3µl Partikelgröße, 150mm Länge, 4,6mm Durchmesser; 
Knauer GmbH, Berlin) statt. Um Verunreinigungen zu vermeiden, wurde eine kurze Vorsäule 
(gefüllt mit Hypersil ODS, s.o., Säulenlänge: 5 mm; Säulendurchmesser: 2 mm) verwendet. 
Die Laufmittel setzten sich wie folgt zusammen: 

Laufmittel A bestand aus einer Mischung aus 1000ml 12mM Na-Phosphat (pH 6,8; Einstel-
lung mit H3PO4) und 2 ml Tetrahydrofuran. 

Laufmittel B setzte sich aus 250 ml 2mM Na-Phosphat (pH 6,8; Einstellung mit KOH), 175 
ml Methanol  und 110 ml Acetonitril zusammen. 

Für die Auftrennung der Aminosäuren wurde folgender Laufmittelgradient verwendet: 

 

Zeitpunkt Gradient Laufmittel A (%) Laufmittel B (%) 
Minute 0   
Minute 4.3 
Minute 16.25 
Minute 26.3 
Minute 38.3 
Minute 43 
Minute 47 
Minute 52 
Minute 53.5 
Minute 62 

isokratisch  
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 
isokratisch 
linearer Gradient auf 
isokratisch 

95 
95 
85 
50 
40 
30 
0 
0 

95 
95 

5 
5 

15 
50 
60 
70 
100 
100 

5 
5 
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Die vom Fluorimeter (SFM25, Kontron, Eichingen) detektierten Signale (Excitationswellen-
länge = 330nm, Emissionswellenlänge = 450nm) wurden mit dem Datensystem 450-MT 
(Kontron, Eichingen) ausgewertet. 

 

• Ammonium 

Zur Bestimmung der Ammoniumkonzentration wurden die TCA Extrakte verwendet. Das 
Prinzip dieser Messung beruht darauf, dass Glutamindehydrogenase unter Verwendung von 
Ammonium und NADH Glutamin synthetisiert. Man misst die NADH Abnahme bei 340 nm.  

Es wurde folgender Testansatz verwendet: 

150 mM  Tricin pH 8.5 
100 mM  oxo-Glutarat 
    3 mM NADH 
100 mM  ADP (gelöst in 1 M KOH, Inkubation 10 min bei 60°C, Neutralisation mit kon-

zentrierter HCl) 
30 µl  TCA Extrakt 

Start mit Glutamindehydrogenase in Glycerinlösung (12 U) 

Es wurden jeweils Duplikate der Proben in eine Mikrotiterplatte pipettiert und bei 340 nm im 
Elisaplatten Photometer (ELX-800 uv) gemessen. 

 

• Phenylpropanoide und Nikotin 

Die Auftrennung löslicher und zellwandgebundener Phenole sowie Nicotin wurde unter Ver-
wendung einer HPLC-Anlage (Kontron, Eichingen) vorgenommen. Die Messung erfolgte 
durch den Einsatz der methanolischen Extrakte. Um ein möglichst breites Spektrum an se-
kundären Metaboliten analytisch detektieren zu können, wurde ein Diode-Array-Detektor (Bi-
oTek, Bad Friedrichshall, Deutschland)  verwendet. Ein Probengeber (Autosampler 465, 
Kontron, Eichingen) injizierte 20 µl Extrakt. Die Trennung fand mit einer Nucleosil 100 C18 
(3µl Partikelgröße, 100mm Länge, 4 mm Durchmesser; Knauer GmbH, Berlin) statt. Um Ver-
unreinigungen zu vermeiden, wurde eine kurze Vorsäule (gefüllt mit Nucleosil 100, s.o., Säu-
lenlänge: 5 mm; Säulendurchmesser: 2 mm) verwendet. Die Laufmittel setzten sich wie folgt 
zusammen: 

Laufmittel A:  0.25 % (v/v) Phosphorsäure, pH 2.2 (NaOH) 

Laufmittel B: 80 % Acetonitril 
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Für die Auftrennung der Aminosäuren wurde folgender Laufmittelgradient verwendet: 

Zeitpunkt Gradient Laufmittel A (%) Laufmittel B (%) 
Minute 0 – 5   
Minute 5 – 15 
Minute 15 – 20 
Minute 20 – 28 
Minute 28 – 28.3 
Minute 28.3 – 31.3 
Minute 31.3 – 32 
Minute 32 – 40 
 

isokratisch 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 

isokratisch 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 
linearer Gradient auf 

isokratisch 
 

100 
65 
40 
40 
0 
0 

100 
100 

 

0 
35 
60 
60 
100 
100 

0 
0 
 

Der Diode-Array-Detektor maß zu folgenden Zeiten bei folgenden Wellenlängen: 

Zeitpunkt Wellenlänge Metabolit 

Minute 0 – 10.5 
Minute 10.5 – 20 
 
Minute 20 – 27 

260 nm 
325 nm 

 
200 nm 

Nicotin 
Chlorogensäure, Kaffeesäure, p-

Coumarsäure, Sinapinsäure, Ferula-
säure 

Benzoesäure, Salicylsäure, Zimtsäu-
re 

Die detektierten Signale wurden mit Hilfe eines externen Standards identifiziert. Wenn die 
Möglichkeit bestand und das detektierte Signal groß genug war, wurde das vom Detektor 
erzeugte Spektrum mit einer angelegten Spektrumsbibliothek verglichen. Die vom Diode-
Array-Detektor detektierten Signale wurden mit dem Datensystem Kroma3000 (BioTek, Bad 
Friedrichshall, Deutschland) ausgewertet. Die Glaubwürdigkeit dieser HPLC-Methode und 
der Extraktion wurde getestet, indem zum gefrorenen Material vor der Extraktion kleine defi-
nierte Mengen an Nikotin und Phenolen dazugegeben. Die Reproduktivität lag bei 95 – 100% 
für Chlorogensäure, Rutin, Kaffeesäure, Zimtsäure, Benzoesäure, Salicylsäure und Ferula-
säure in beiden Fraktionen und 75% für p-Coumarsäure für die unlösliche Fraktion. 

 

4.3.3 Bestimmung von Enzymaktivitäten 
 

• Nitratreduktase (NR) 

Die Bestimmung der Nitratreduktaseaktivität erfolgte nach MacKintosh (1992) über die Quan-
tifizierung von gebildetem Nitrit mittels einer Farbreaktion in Form einer Azokupplung. Es 
kann zwischen einer maximalen Aktivität und einer Aktivität unter selektiven Bedingungen 
unterschieden werden. Dies wurde durch Variation der Magnesiumkonzentration im Inkuba-
tionsansatz ermöglicht. Unter nicht selektiven Bedingungen (- Mg2+) ist die maximale Aktivität 
messbar, unter selektiven Bedingungen (+ Mg2+) ist die stärker phosphorylierte Form dage-
gen völlig inaktiv (Huber et al., 1992). 

Extraktion 

50 mg des gemörserten und bei -80°C gelagerten Pflanzenmaterials werden mit folgendem 
Extraktionspuffer in einer 1:10 Verdünnung extrahiert. 

 100mM HEPES pH 7,5 (eingestellt mit KOH) 
 5mM Mg-Acetat pH 7,5 
 1mM EDTA 
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 10% (v/v) Glycerin 
 5mM DTT 
 0,5% (v/v) Rinderserumalbumin 
 0,1% Triton X-100 
 0,5mM PMSF 
 20µM FAD 
 25µM Leupeptin 
 5µM Na2MoO4 
 1% (w/v) Poly-vinyl-polypyrrolidon (PVPP) 

DTT, PMSF, FAD und Leupeptin wurden erst kurz vor der Extraktion zu dem Puffer zugege-
ben. Die Extrakte wurden mit einem Rührspatel gründlich gemischt, sofort auf Eis gestellt 
und nach maximal 5 Minuten für die Aktivitätsbestimmung eingesetzt. Für die Messung der 
maximalen und selektiven Aktivität wurden je 825 µl Inkubationspuffer auf 30°C vorgewärmt, 
mit 165 µl Extrakt versetzt und bei 30°C inkubiert. Die Endkonzentration der Inkubationsan-
sätze war wie folgt: 

 

  maximal selektiv Standard 
HEPES-KOH, pH 7.5 
KNO3 
EDTA, pH 7.5 
Magnesiumacetat 
Leupeptin 
FAD 
NADH 
DTT 
Na2MoO4 
Natriumnitrit 

mM 
mM 
mM 
mM 
µM 
µM 
mM 
mM 
µM 
mM 

100 
5 
5 
- 

15 
10 
0.5 
0.5 
5 
- 

100 
5 
- 

10 
15 
10 
0.5 
0.5 
5 
- 

100 
5 
5 
- 

15 
10 
0.5 
0.5 
5 
1 

 

Zu drei Zeitpunkten (z.B. nach 2, 4, 6 min) wurde je ein Inkubationsansatz von 300 µl ent-
nommen und die Reaktion sofort durch Vermischen mit 25 µl 0.6 M Zinkacetat gestoppt. Zur 
Bestimmung der internen Nitratmenge wurde ein 50 µl Extraktaliquot direkt mit 25 µl 0.6 M 
Zinkacetat in 250 µl Inkubationspuffer gestoppt. Als interner Standard wurde eine definierte 
Menge Nitrit (10 mmol/ml) zugegeben, um eventuell im Extrakt vorhandene Konkurrenzsub-
strate für die Azokupplung mit Nitrit nachweisen zu können. Das unverbrauchte NADH in den 
abgestoppten Ansätzen wurde durch eine 15-minütige Dunkelinkubation mit 75 µl 0.25 mM 
Phenazinmethosulfit oxidiert. Anschließend wurden 300 µl 1 % (g/v) Sulfanilamid in 3 N HCl 
und 300 µl 0.02 % N-Naphthyl-ethylendiamin zugegeben. Nach weiteren 20 Minuten wurden 
die Proben zentrifugiert (5 min, 14000 rpm) und die Extinktion des Überstandes bei 540 nm 
photometrisch (Uvikon 930, Kontron) bestimmt. Die Berechnung der Aktivität erfolgte mittels 
linearer Regression. 

 

4.3.4 Histologische Färbung von Lignin 
Die histologischen Präparate zur spezifischen Anfärbung des Lignins stammen aus Stamm-
querschnitten der Wildtyp Pflanzen beider Behandlungen und der Transformanten aller Be-
handlungen. Die Querschnitte wurden jeweils am jüngsten Teil des Stammes vorgenommen. 
Mit einer Rasierklinge wurden per Hand möglichst dünne Stammquerschnitte erzeugt, die auf 
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einen Objektträger transferiert wurden. Dort wurden die Schnitte 5 Minuten mit folgender Lö-
sung angefärbt: 

 25 mg   Phloroglucinol 
 25 ml  Ethanol pur 
 25 ml   37 % HCl 

Die Färbelösung wurde in einer lichtgeschützten Flasche angesetzt. Die Schnitte wurden mit 
bidestilliertem Wasser gewaschen und unmittelbar in einem Lichtmikroskop (Olympus, Ham-
burg, Deutschland) bei 10-, 20- und 40-facher Vergrößerung betrachtet. Die Bilder wurden 
mit einer an das Mikroskop gekoppelten Digitalkamera (Visitron Systems GmbH, Puchen-
heim, Deutschland) erstellt.  

 

4.4 Molekularbiologische Methoden 
Alle nicht aufgeführten molekularbiologischen Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989) 
bzw. Ausubel (1987) durchgeführt. 

4.4.1 Extraktion der Gesamt-RNA 
Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mit ca. 100 mg tiefgefrorenen und gemörserten 
Pflanzenmaterials durch Zugabe von 1 ml TriZol. Der Extrakt wurde gut durchmischt und auf 
Eis gestellt. Danach wurde 200 µl Chloroform zugegeben, erneut gut durchmischt und bei 
Raumtemperatur für 5 Minuten inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation (13000 rpm, 5 min, 
4°C) und die Abnahme des wässrigen Überstandes. Zur Fällung der Nukleinsäuren wurde 
500 µl Isopropanol zugegeben und für 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um 
eine größere Ausbeute an Nukleinsäuren zu erhalten, wurde zum Teil auch über Nacht bei 
4°C gefällt. Durch Zentrifugation (13000 rpm, 5 min, 4°C) wurde das Prezipitat isoliert, der 
Überstand verworfen. Das erhaltene Pellet wurde mit 200 µl 70 % Ethanol gewaschen, es 
sollte sich mindestens einmal von der Wand des Reaktionsgefäßes gelöst haben. Es wurde 
erneut durch Zentrifugation (12000 rpm, 5 min, 4°C) das Prezipitat isoliert. Es war nun 
durchsichtig und  von gelatinöser Erscheinung. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet (ca. 
30 min bis 2 Stunden) und in 50 µl sterilisiertem Wasser suspendiert. Falls es Schwierigkei-
ten beim Suspendieren des Pellets gab, konnte man die extrahierte RNA für maximal 6 Stun-
den bei 4°C inkubieren. Durch die Messung der Extinktion bei 280 nm und 260 nm wurde die 
Menge und Reinheit der erhaltenen RNA bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung wurde 
RNAse Inhibitor zur Probe gegeben und die RNA bei –80°C gelagert. 

 

4.4.2 cDNA Synthese 
Zu der in Abschnitt 4.4.1 extrahierten und in sterilisiertem Wasser resuspendierten RNA 
wurde 1 µl DNAse gegeben, um mögliche Verunreinigungen der Probe mit genomischer 
DNA zu beseitigen. Es wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms 
wurde für 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Es wurde 50 µl sterilisiertes Wasser zugegeben. 
Die RNA wurde mit 100 µl 4 M Lithiumchlorid über Nacht bei 4°C gefällt. Nach einer Zentrifu-
gation (12000 rpm, 5 min, 4°C) wurde das Prezipitat isoliert, der Überstand verworfen. Das 
Pellet wurde mit 200 µl 70 % Ethanol gewaschen, erneut durch Zentrifugation (12000 rpm, 5 
min, 4°C) isoliert und an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in 50 µl sterilisiertem Wasser 
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gelöst. Bei Bedarf wurde die Probe für maximal 6 Stunden bei 4°C inkubiert. Falls es danach 
weiterhin Schwierigkeiten gab das Pellet zu lösen, wurde die Probe für maximal 20 Minuten 
bei 65°C erhitzt und bei Bedarf nach erneuter Zugaben von 50 µl sterilisiertem Wasser ver-
dünnt. Die Quantifizierung und Qualitätsmessung der RNA erfolgte über die Messung der 
Extinktion bei 280 nm und 260 nm. Es wurde RNAse Inhibitor zugegeben (0.3 µl in jede Pro-
be). 

Die cDNA Synthese wurde mit dem Reverse Transkriptase System von Promega (Madison, 
USA) durchgeführt. Es wurden für jeden Ansatz 2 µg RNA eingesetzt. Der Testansatz war 
wie folgt: 

 25 mM  MgCl2 
 10x  Puffer 
 10 mM  dNTP 
 20 U  RNAse Inhibitor 
 15 U  AMV Reverse Transkriptase 
 0.5 µg  Oligo (dT)15 

Das Volumen jedes Ansatzes wurde auf 20 µl mit der entsprechenden Menge extrahierter 
RNA und sterilisiertem Wasser ergänzt. Die Synthese erfolgte in einer PCR Maschine (Ep-
pendorf, Hamburg, Deutschland)  45 Minuten bei 42°C und eine Inaktivierungsphase von 5 
Minuten bei 95°C. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  

 

4.4.3  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Als Templat wurde die synthetisierte cDNA in einer Verdünnung von 1:5 eingesetzt. Die 
Amplifikation erfolgte nach folgendem Ansatz: 

 1 µl   cDNA (1:5) 
 10x  Puffer 
 2 mM  dNTP  
 10 µM  Primer 
 5 U  Taq DNA Polymerase 

Es wurde folgenden PCR – Bedingungen verwendet: 

1. Denaturieren bei 95°C, 2 min 
2. 30 Zyklen Denaturierung: 30 sec bei 95°C 

Primerbindung: 1 min bei 52°C 
Elongation: 2 min bei 72°C 

3. Elongation bei 72°C, 2 min 
4. abkühlen auf 4°C bis weitere Verwendung 

Die erfolgreiche Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese überprüft.  

 

4.4.4 Quantitative RT-PCR 
Zur Detektion einiger Transkripte spezifisch für die Synthese von Phenylpropanoiden und 
spezifisch für den Shikimat Biosyntheseweg wurde quantitative PCR auf Basis von reverser 
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Transkriptase verwendet. Folgende Gene spezifisch für die Synthese von Phenylpropanoi-
den wurden amplifiziert: 

• Phenylalanin Ammonium Lyase Isoform 1 (PAL-1; GI: 21496) 
• 4-Coumerat CoA Ligase Isoform 2 (4Cl-2; GI: 1663723) 
• Hydroxycinamoly-CoA Quinat : Hydroxycinnamoyl Transferase (HQT; GI: 40644898) 

Folgende Gene spezifisch für den Shikimat Biosyntheseweg wurden verwendet: 

• Shikimat Dehydrogenase Isoform 2 (ShDH-2; GI: 46371083) 
• 3-Desoxy-D-Arabinoheptulosonat-7-Phosphat Synthase (DAHPS; GI: 170224) 
•  

Primerspezifität wurde durch Klonen der PCR-Produkte in einem pGEM Vektor (Promega, 
Madison) und anschließender Sequenzierung (AGOWA, Berlin) nachgewiesen. Alle erhalte-
nen Produkte hatten eine 93 – 99 %ige Homologie  zum jeweiligen Gen.   

Um die Effizienz der cDNA-Synthese abzuschätzen, wurde Actin als Kontrollgen verwendet.  

Die RT–PCR wurde in 384iger PCR-Platten mit einem Gene Amp 5700 Sequence Detection 
System (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) durchgeführt. Um die Doppelstrang 
DNA–Synthese zu detektieren,  wurde SYBR® Green verwendet. Ein RT-PCR-Ansatz setzte 
sich wie folgt zusammen:  

5 µl   SYBER® Green 
1 µl   cDNA (unverdünnt)  
4µl   0.5 µM Oligonukleotid 
 

Die Sequenz der verwendeten Oligonukleotide war wie folgt: 

 

Gen Forward Reverse Tm 
ShDH2 GCGGCCCTGCTAGTTACTTT CAAATGGTCGGGCAGAGGAA 50 
PAL1 TCTGAAAGTGCAAGAGCTGGT TGCACAAAATCCAGTAGTAACACC 50 
4CL2 AATCAATCTGGAGAAATTTGCAT CAATGAAAAGCTCGTCGTCA 55 
HQT GTTGTGTTCACAGGCACACC CCACGGATTAAAGCCGATAA 55 

DAHPS TGGTGGTCAGATGCCTGTTA GTTCACGTTGTCTCCCCTGT 55 
Actin TTTCCTGGAATTGCTGATAGGATGA AGCCAAAATAGAACCTCCAATCCAA 50-60 

 

Aufgrund der unterschiedlichen Schmelztemperaturen der aufgeführten Oligonukleotide wur-
den drei verschiedene PCR Ansätze durchgeführt: 

1. 50°C     2 min 
2. 95°C            10 min 
3. 95°C            15 sec          
4. 50, 55°C   1 min        40 Zyklen    
5. 95°C            15 sec 

Die Quantifizierung der Transkripte erfolgte nach Czechowski et al. (2004). 

 

 



32  Material und Methoden 

4.4.5 Extraktion der mRNA und cDNA–Synthese mit Dynabeads Oligo 
(dT)25 

 
Puffer und Lösungen 
Lysispuffer pH 8.0 (HCl) 

 100 mM   Tris 
 500 mM   Lithiumchlorid 
 10 mM   EDTA 
 1%   Lithium Laurylsulfat (LiDS) 

Waschpuffer A; pH 8.0 (HCl) 

 10 mM   Tris 
 150 mM  Lithiumchlorid 
 1 mM   EDTA 
 0.1%   LiDS 
 0.05%   Tween 20 

Waschpuffer B;  pH 8.0 (HCl)  

 10 mM   Tris 
 150 mM  Lithiumchlorid 
 1 mM   EDTA 
 0.05%    Tween 20 

SuperScript II Puffer 

 50 mM   Tris/HCl pH 8.3 
 75 mM   KCl 
 3 mM   MgCl2 

20x SSC 

 3 M   NaCl 
 0.3 M   Natriumcitrat 

35% Guanidinchlorid 

 
Vorbereitung der Dynabeads Oligo (dT)25 
Dynabeads Oligo (dT)25 (Dynal, Hamburg, Deutschland) wurden mindestens 1 Minute lang 
geschüttelt, um anschließend ein Aliquot von 125 µl in ein Eppendorf Reaktionsgefäß zu ü-
berführen. Die dynabeads wurden mit Hilfe eines Magnets von der Flüssigkeit getrennt. Der 
Überstand wurde verworfen und die dynabeads mit Lysispuffer gewaschen und bis zur weite-
ren Verwendung in Lysispuffer aufbewahrt. 
 
Extraktion 
Zu 200 mg tiefgefrorenen und homogenisierten Blattmaterials wurde 1.5 ml Lysispuffer und 3 
kleine Retschmühlen-Metallbälle gegeben und 45 Sekunden bei 25 Hz in einer Retschmühle 
extrahiert. Die Extrakte wurden 5 Minuten bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Während 
dessen wurden die dynabeads mit einem Magnet von der flüssigen Phase separiert. 750 µl 
der Extrakte wurden zu den separierten dynabeads gegeben und mit weiteren 750 µl Ly-
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sispuffer verdünnt. Es wurde genau darauf geachtet, dass keine Gewebeteile pipettiert wur-
den.  
 
Isolierung der mRNA 
Verdünnte Extrakte und dynabeads wurden für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Während der ganzen Zeit wurden die Extrakte langsam gekippt. Die dynabeads wurden mit 
einem Magnet von den Extrakten getrennt. Der Überstand wurde verworfen. Die dynabeads 
wurden mit 1000 µl Wachpuffer A und anschließend mit 500 µl Waschpuffer B gewaschen.  
 
Erststrang Synthese 
Die dynabeads wurden mit 250 µl SuperScript II Puffer gewaschen. Danach wurde zu jeder 
Reaktion 95 µl SuperScript II Mix (Kit Komponenten) gegeben. Der Reaktionsansatz setze 
sich wie folgt zusammen: 
 
 45 µl   H2O (RNase free) 
 20 µl   5x Erststrang Puffer  (SuperScript II Kit, Invitrogen) 
 5 µl  10 mM dNTP 
 10 µl  0.1 M DTT   (SuperScript II Kit, Invitrogen) 
 10 µl  BSA (Roche) 
 5 µl  RNAse OUT   (40U/µl, Invitrogen) 
 
Der Reaktionsansatz wurde für 2 Minuten bei 42°C vorgewärmt, danach wurden je 5 µl SSC 
II (200U/µl) (SuperScript II Kit, Invitrogen, Carslbad, CA, USA) dazugegeben und bei 42°C 1 
Stunde im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Es wurde alle 10 bis 
15 Minuten kurz geschüttelt. 
Nach der Inkubation wurden die dynabeads mit einem Magneten getrennt und der Überstand 
verworfen. Die dynabeads wurden 2 Mal mit 250 µl 1x SuperScript II Puffer + 0.05% Tween 
20 gewaschen. Zur Eluierung der mRNA wurden die dynabeads mit 20 µl 10 mM Tris (pH 8.5) 
bei 95°C für 2 Minuten inkubiert. Sofort nach der Inkubation wurden die dynabeads mit ei-
nem Magneten separiert und der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Es 
wurde darauf geachtet, dass bei diesem Schritt das Reaktionsgemisch heiß war. Dieser Vor-
gang wurde wiederholt. Danach wurden die dynabeads 2-mal mit 250 µl TE (pH 8.5) gewa-
schen.  
 
Qualitätskontrolle der synthetisierten cDNA 
Zur Ermittlung der Qualität der cDNA wurde das 3’/5’-Verhältnis  mittels real time RT-PCR 
ermittelt. Für diesen Zweck wurden oben beschriebene Actin primer (siehe Abschnitt 4.4.4) 
verwendet. Es wurden 2 µl der gut gemischten dynabeads pro PCR-Ansatz verwendet.  Für 
jede Probe wurden 2 Replika durchgeführt. Das 3’/5’-Verhältnis sollte nahe bei 1 liegen.  
 
Zweitstrang Synthese 
In folgendem Reaktionsmix wurde die Zweitstrang Synthese vorgenommen: 
 
 6 µl  dNTP (je 10 mM) 
 4 µl  Hexanukleotidmix (Roche, München) 
 2 µl  Klenow Enzym (2U/µl; Roche, München) 
 28 µl   H2O (autoklaviert) 
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Der Reaktionsansatz wurde für 2.5 Stunden bei 37°C im Thermomixer inkubiert (alle 10 bis 
15 Minuten wurde bei 12500 rpm geschüttelt).  
Nach der Zweitstrang Synthese wurden die dynabeads mit einem Magnet separiert und 2-
mal mit 200 µl 2x SSC gewaschen. Zur Eluierung der cDNA wurde mit 30 µl 10 mM Tris (pH 
8.5) bei 95°C  2 Minuten inkubiert. Sofort nach der Inkubation wurden die dynabeads mit ei-
nem Magneten separiert und der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Dieser 
Vorgang wurde wiederholt. Es wurde darauf geachtet, dass bei diesem Schritt das Reakti-
onsgemisch heiß war. Die dynabeads wurden 2-mal mit 250 µl TE (pH 8.5) gewaschen und 
bis zur weiteren Verwendung in TE mit 0.02% Natriumazid bei 4°C gelagert. 
 
Aufreinigung der cDNA mit einem Qiaquick Purification Kit (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) 
Die Aufreinigung erfolgte gemäß dem vom Hersteller beigefügten Protokoll. Die Eluierung 
der cDNA erfolgte mit 60 µl des folgenden Puffers: 
 
 5 mM   Tris/HCl (pH 8.5) 
 1 mM  EDTA 
 
Der Puffer wurde direkt auf die Membran der Reinigungssäule platziert, 1 Minute bei Raum-
temperatur inkubiert und dann bei 10000 rpm 1 Minute zentrifugiert. Der Eluierungsschritt 
wurde mit dem Durchfluss wiederholt. 
Um vergleichbare Mengen an cDNA bei der Hybridisierung zu verwenden, wurde nach dem 
Aufreinigungsschritt die Konzentration der Einzelstrang DNA (ssDNA) bei einer OD230/260 in 
Photometer gemessen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Ein normaler Ertrag an Einzel-
strang DNA (ssDNA) beträgt ca. 0.7 bis 1.5 µg ssDNA. 
 
Volumenreduktion der Einzelstrang DNA mit einer Microcon YM–30 Säule (A-
micon, Schwalbach, Deutschland) 
Die Reduktion auf ein Volumen von ca. 20 µl Probe erfolgte gemäß dem vom Hersteller bei-
gefügten Protokoll.  
 
Markierung der cDNA mit Fluoreszenzfarbstoff 
Zur Anfärbung der Nukleinsäuren wurde der Ulysis Alexa Fluor 532/647 Nucleic Acid Labe-
ling Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. 
Der Fluoreszenzfarbstoff wurde gemäß dem vom Hersteller beigefügten Protokoll behandelt. 
Es ist wichtig, ab diesem Schritt im Dunkeln zu arbeiten, da die Fluoreszenzfarbstoffe licht-
empfindlich sind.  
Die cDNA Proben wurden für 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Reaktion wurde gestoppt, 
indem die Proben direkt auf Eis gestellt wurden. Erfahrungswerte haben gezeigt, dass dieser 
Denaturierungsschritt zwar nicht notwendig für die Färbung der cDNA ist, die Effizienz der 
Färbung aber um 20 - 40% steigert. 
Die jeweils zu vergleichenden Proben wurden wie folgt behandelt: 
 
 5 µl Ulysis Alexa Fluor 532 Farbstoff zu 20 µl Probe 1 
 5 µl Ulysis Alexa Fluor 647 Farbstoff zu 20 µl Probe 2 
 
Die Proben wurden 15 Minuten bei 80°C inkubiert und danach auf Eis gestellt, um die Reak-
tion zu stoppen. Nun wurden die beiden Proben vereinigt. 
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Aufreinigung der gefärbten cDNA Probe mit einem Qiaquick Purification Kit  
Die Aufreinigung der angefärbten cDNA Proben erfolgte gemäß dem vom Hersteller beige-
fügten Protokoll. Abweichend davon erfolgte ein Waschschritt mit 35% Guanidinhypochlorid 
in wässriger Lösung. Danach wurde 60 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Die folgenden 
Reinigungsschritte sind wieder dem vom Hersteller beigefügten Protokoll zu entnehmen. 
 
Reduzierung des cDNA Probenvolumens mit einer Microcon YM–30 Säule 
Die Volumenreduzierung auf 4 bis 5 µl erfolgte gemäß dem vom Hersteller beigefügten Pro-
tokoll. 
 

4.4.6 Hybridisierung des Oligonukleotidmikroarrays  
Der in dieser Arbeit verwendete Oligomikroarray enthält 1154 aufgedruckte Oligonukleotid-
sequenzen von Transkripten, die eine Rolle im pflanzlichen Sekundärstoffwechsel spielen. 
Diese umfassen relevante Schlüsselenzyme, Transporter und Regulatoren. Entwickelt wurde 
dieser Array von Research International, Cell Cybernetics (Wageningen, Niederlande). Die 
darauf befindlichen Sequenzen sind hauptsächlich aus Tomate, aber einige wenige auch aus 
Kartoffel, Petunie und Arabidopsis. Nicht pflanzliche Gene aus Hefe und das Luziferasegen 
des Glühwürmchens (Lamprohiza splendidula) sind zusätzlich als negative Kontrolle enthal-
ten. Die Größe der Nukleotidsequenzen umfasst mehr als 256 Basenpaare. Der Array ist in 
verschiedene Blocks organisiert und jede Sequenz ist viermal aufgetragen, so dass der Ar-
ray letztendlich 400 verschiedene Gene umfasst. Aufgrund der nahen Verwandtschaft von 
Tomate und Tabak binden viele Tabakgene an ihre Tomatenorthologe (Moore et al., 2005). 

 
Vorhybridisierung des Oligonukleotidmikroarrays 
Der Glasobjektträger mit den aufgetragenen Oligonukleotidsequenzen (bzw. der Oligomikro-
array) wurde in einem 50 ml Falcongefäß mit frisch sterilisiertem Hybridisierungspuffer fol-
gender Zusammensetzung vorhybridisiert: 
 
 0.1%  SDS 
 25%  Formamid 
 5x  SSC 
 10 mg/ml BSA Fraktion V 
 40 mM Na PP (eine Mischung aus Na2HPO4/NaH2PO4) pH 6.8 
 
Die Lösung wurde steril filtriert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
Der Oligomikroarray mit Hybridisierungspuffer wurde für 45 Minuten bei 42°C inkubiert. Da-
nach wurde 3 Minuten mit 2x SSC bei Raumtemperatur gewaschen. Es erfolgte ein weiterer 
Waschschritt mit 0.2x SSC für 3 Minuten bei Raumtemperatur. Getrocknet wurden die Mik-
roarrays durch 3 minütige Zentrifugation bei 1500 rpm. Auf den Oligomikroarray wurde ein 
„Lifter slip“ (VWR, Darmstadt) platziert und bis zur weiteren Verwendung in einer Hybridisie-
rungskammer (Scienion AG, Berlin) bei 42°C gelagert.  
 
Hybridisierung 
Der Hybridisierungspuffer wurde bei 56°C vorgewärmt. Zu den angefärbten cDNA Proben 
wurde 50 µl des vorgewärmten Hybridisierungspuffers und 2.5 µl Liquid block (Amersham 
Bioscience, Little Chalfont, England) gegeben. Es wurde kurz zentrifugiert und der Überstand 
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wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden bei 95°C für 5 Minuten 
denaturiert. Die denaturierten Proben wurden sehr vorsichtig an der Kante der jeweiligen 
Glasobjektträger und „Lifter slip“ (Deckglas für den Mikroarray) pipettiert. Die Probe wurde 
automatisch unter den „Lifter slip“ gezogen, da auf der Unterseite des „Lifter slips“ Platzhalter 
eingeschliffen waren. Von diesem Moment an durfte sich der „Lifter slip“ nicht mehr bewegen. 
Es musste ebenfalls darauf geachtet werden, dass die Befeuchtungskammern in der Hybri-
disierungskammer mit Wasser gefüllt waren.  
Die geschlossenen Hybridisierungskammern wurden über Nacht bei 42°C in einem abge-
dunkelten Wasserbad oder Hybridisierungsofen inkubiert. 
 
Waschen des hybridisierten Oligonukleotidmikroarrays 
Vor den folgenden Waschschritten wurden die Oligomikroarrays für 40 Sekunden an der Luft 
bei Raumtemperatur getrocknet.  
  

Es wurde 1-mal 10 Sekunden mit 2x SSC bei 25°C gewaschen 
 Der Oligomikroarray wurde für 25 Sekunden getrocknet 
 Es wurde 4-mal für 5 Sekunden mit 2x SSC bei 25°C gewaschen 
 Es wurde 5-mal für 5 Sekunden mit 0.5x SSC bei 25°C gewaschen 
 Danach wurde für 25 Sekunden an der Luft getrocknet  
 Es wurde 1-mal ganz kurz in H2O getaucht bei 25°C und durch 3 minütige 

Zentrifugation mit 1500 rpm getrocknet. 
 
Scannen der hybridisierten Oligonukleotidmikroarrays 
Die gewaschenen Oligomikroarrays wurden gleich anschließend mit einem Scanner (Fujifilm, 
Düsseldorf) bei folgenden Wellenlängen gescannt: 
 
 Filter 570nm DF20 bei 100% 
 Filter 635nm DF20 bei 100%  
 
Auswertung 
Die Auswertung und Bearbeitung der gescannten Oligomikroarrays erfolgte mittels der Soft-
ware geneSpotter 2.3.9 (MicroDiscovery, Berlin, Deutschland). Die erhaltenen Signale wur-
den auf zwei verschiedene Arten normalisiert.  
Es erfolgte eine Quantil-Normalisierung. Bei dieser Normalisierungsmethode werden die ei-
gentlichen Signale der Größe nach geordnet. Danach werden alle Signale aller Arrays in ei-
ner Tabelle vereinigt. Die Signale wurden der Größe nach in Ränge sortiert. Es wurde der 
Mittelwert der Signale gleichen Ranges ermittelt. Bei diesem Wert handelt es sich um den 
normalisierten Wert (Bolstad et al., 2003; Degenkolbe et al., 2005). Die normalisierten Daten 
wurden durch die MapMan Software (Thimm et al., 2004) dargestellt. 
 

4.5 Statistische Methoden 
Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde mit Hilfe der statistischen Software statistiXL 
1.5 (Alan Roberts and Philip Withers, 2002 http://www.statistixl.com) erstellt. Alle erstellten 
PCA beziehen sich auf eine Kovarianz Matrix, d.h. die verwendete Matrix der Variablen (A-
minosäuren) besteht aus vergleichbaren Einheiten (oder Variablen, hier: Aminosäuren). Die 
Skalierung des Wertebereichs der Variablen (Aminosäuren) erfolgte über den prozentualen 

 

http://www.statistixl.com/
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Anteil jedes einzelnen Datenpunktes relativ zum Gesamtaminosäuregehalt bzw. Gesamtge-
halt der „kleinen“ Aminosäuren. Diese normalisierten Werte wurden nach Tageszeitpunkt 
und Genotyp gemittelt. Diese Werte wurden in der Software zur Erstellung der PCA einge-
setzt. Zur Kontrolle wurde eine logarithmische Skalierung der gleichen Datensätze vorge-
nommen. Diese normalisierten Werte wurden wiederum in der Software zur Erstellung einer 
PCA verwendet. In beiden Fällen ergab die PCA das gleiche Ergebnis. Die in dieser Arbeit 
gezeigte PCA basiert auf den Werten der ersten Normalisierung. 

Für die Korrelationsanalyse wurden die Aminosäurekonzentrationen aller verwendeter A-
minosäuren verwendet. Dargestellt und diskutiert sind die Pearson Korrelationen der Amino-
säuren. Berechnet wurde der Pearson Korrelationskoeffizient in MS Excel 2003 (Microsoft, 
USA).    

Für die Verhältnisanalyse der Aminosäuredatensätze wurde für jeden Datenpunkt der pro-
zentuale Anteil jeder einzelnen Aminosäure in Bezug auf den entsprechenden Gesamt- bzw. 
Gesamtaminosäuregehalt der „kleinen Aminosäuren“ berechnet. Dieses Verfahren ermög-
licht eine sensitive Visualisierung ganzer Datenpunktwolken, die den einzelnen Genotypen 
zugeordnet werden können und deren Verhalten innerhalb eines kartesischen Koordinaten-
systems Aufschluss darüber gibt, ob eine Aminosäure ihre Gehalte relativ zu den anderen 
ändert oder nicht. Auf diese Weise ist eine Aussage über ein individuelles Verhalten einer 
einzelnen Aminosäure im Verhältnis zu den anderen möglich. 
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5 Ergebnisse  
 

Stickstoff- und Kohlenstoffmetabolismus sind eng miteinander verknüpft (Stitt und Krapp, 
1999; Matt et al., 2001a, 2001b, 2002; Klein et al., 2000; Scheible et al., 1997a; 1997c). Die 
in der CO2-Fixierung gewonnene Energie und die synthetisierten Kohlenstoffgerüste werden 
zu einem beträchtlichen Teil in der Stickstofffixierung und im Stickstoffmetabolismus ver-
braucht. Auf der anderen Seite beträgt der Proteinanteil, der zur photosynthetischen Gewin-
nung von Kohlenstoffen und Energie benötigt wird (Rubisco, Photosysteme), ca. 60% des 
pflanzlichen Gesamtproteins und ist damit abhängig von der Stickstoffassimilation.  

Eingriffe in den primären Stickstoffmetabolismus wurden im Zuge dieser Arbeit auf zweierlei 
Wege vorgenommen. Zum einen wurden Wildtyppflanzen von Nicotiana tabacum cv. Gaters-
leben einer nitratarmen Umgebung ausgesetzt und zum anderen wurden Transformanten mit 
reduzierter Nitratreduktase-Aktivität untersucht, die Stickstoffmangel durch eine reduzierte 
Nitratassimilation erfahren. Eine Reduktion der NR-Aktivität oder der Stickstoffernährung 
zieht eine Veränderung des Kohlenstoffmetabolismus nach sich (Scheible et al., 1997c). Die 
in dieser Arbeit beschriebenen Genotypen wurden aufgrund dieses engen Zusammenspiels 
in Hinblick auf ihren Kohlenstoffstatus ebenfalls untersucht und beschrieben. Die Analyse der 
Genotypen bezüglich des Kohlenstoffmetabolismus beschränkt sich auf Chlorophyll, die lös-
lichen Zucker und Stärke. Eine intensivere Charakterisierung findet sich bei Scheible et al. 
(1997c).  

Da Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus tageszeitlichen Schwankungen unterliegen, fol-
gen diurnale Untersuchungen jeder individuellen Aminosäure aller vorgestellten Genotypen. 
In diesem Kapitel wird deutlich werden, dass die große Mehrzahl der Aminosäuren ver-
gleichbare diurnale Muster zeigen. Daraus folgt die Annahme, dass der Aminosäurestoff-
wechsel koordiniert reguliert wird. Diese Schlussfolgerung wird weiter untersucht mit Hilfe 
statistischer Verfahren, wobei zusätzlich noch ein Aminosäuredatensatz integriert wurde, er-
stellt unter Kohlenstoffmangelbedingungen (Matt et al. 2002). Diese Analyse führt zu einer 
erweiterten und kritischen Betrachtung der aktuell diskutierten Hypothesen zur Regulation 
der Aminosäurebiosynthese.  

Der zweite Teil dieser Arbeit untersucht die Interaktion des Stickstoffstoffwechsels mit dem 
Sekundärstoffwechsel. Die vorangegangene Dokumentation des primären Kohlenstoff- und 
Stickstoffstoffwechsels ermöglicht Aussagen darüber, welche Primärmetabolite eventuell ei-
nen Einfluss auf den Sekundärstoffwechsel haben können. Die Regulation von Stoffwechsel-
vorgängen durch Metabolite ist auch in Pflanzen ein bekannter Mechanismus (Rolland, Moo-
re and Sheen, 2002 und Zitate daraus, Scheible et al., 1997c). Des Weiteren bietet das ex-
perimentelle System die Möglichkeit, durch den Vergleich mit nitratmangelernährten Wildtyp-
pflanzen und der Nitrat akkumulierenden Transformante Nia30(145) Stoffwechselprozesse 
zu identifizieren, die durch Nitrat per se reguliert werden. Nikotin als mengenmäßig wichtigs-
tes Alkaloid in Tabak und Phenylpropanoidmetabolite wurden diurnal analysiert. Die Ergeb-
nisse aus dieser Analyse wurden durch Genexpressionsstudien erweitert. 
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5.1 Beschreibung der Pflanzen in Bezug auf ihren Stickstoff- und 
Kohlenstoffhaushalt 

Die Ergebnisse dieses Kapitels dienen dazu die in Tabelle 5.1 vorgestellten Genotypen phy-
siologisch in Bezug auf ihren Stickstoff- und Kohlenstoffstatus zu charakterisieren. Die Er-
zeugung der Transformanten wurde bereits in Kapitel 4.1.1 und 4.2.1 beschrieben. Aufgrund 
des langsameren Wachstums der Genotypen mit niedriger Stickstoffversorgung oder Nitrat-
assimilation wurden diese Pflanzen zu einem späteren Zeitpunkt geerntet (Tabelle 5.1). Der 
Erntezeitpunkt wurde noch im Rosettenstadium der Pflanzen gewählt, kurz vor der Interno-
dienstreckung. Dies gewährleistet, dass Pflanzen eines ähnlichen physiologischen Alters 
verglichen werden. Die physiologische Charakterisierung aller in dieser Arbeit verwendeten 
Genotypen erfolgte bereits in vorangegangenen Arbeiten (Scheible et al., 1997b, 1997c; Matt 
et al., 1998). Ziel dieses Kapitels ist es, diese einerseits zu bestätigen und andererseits klare 
physiologische Verhaltensmuster der Genotypen als grundlegende Basis für die Kapitel 5.2 
und 5.3 herauszuarbeiten. Die folgenden Untersuchungen sind alle diurnal vorgenommen 
worden, da die primäre Nitratassimilation tageszeitlichen Schwankungen unterliegt (Vauche-
ret et al., 1990; Scheible et al., 1997b). Die verwendeten Genotypen sind in der NR-
Expression verändert. Das Nia-Transkript im Wildtyp ist zu Beginn des Tages hoch und 
nimmt bis zum Ende der Lichtperiode ab. Während der Nacht erholt sich der Transkriptspie-
gel bis zu seinem Maximum am Ende der Nacht. Dieser Verlauf ist in den Transformanten 
nicht vorhanden. Die Transformante F23xNia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 zeigt lediglich 
nach 12 Stunden Licht signifikant reduzierte Transkriptmengen und die nahezu NR-defiziente 
Transformante (Nia30(145)) hat zu jedem Zeitpunkt des Tages eine signifikant höhere Nia-
Transkriptmenge. Scheible et al. (1997b) konnte ebenso zeigen, dass die posttranslationelle 
Regulation der NR (siehe Einleitung) während der Dunkelheit in den verwendeten Transfor-
manten kaum oder gar nicht stattfand und stellte eine Verbindung zwischen dem organi-
schen Stickstoffstatus der Pflanze und der posttranslational regulierten NR-Aktivität her. 
Durch die Punktmutation in der verwendeten Transformanten ist also weder die Transkription 
noch die Proteinsynthese der NR beeinträchtigt, sondern nur deren Aktivität. Im Gegensatz 
dazu ist bei nitratmangelernährten Wildtypen das Nia-Transkript erniedrigt und steigt lediglich 
nach Gabe der Nitratnährlösung etwas an, wobei dies auf eine Induktion von Nitrat zurückzu-
führen ist. Im Verlauf dieses Kapitels wird herausgearbeitet, dass die moderat betroffene 
Transformante F23xNia30(145) im Vergleich zum Wildtyp einen leicht reduzierten Kohlen-
stoff- und Stickstoffstatus hat. Der nitratmangelernährte Wildtyp und die nahezu NR-
defiziente Transformante Nia30(145) beider Nitratbehandlungen haben im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp einen signifikant erniedrigten Kohlenstoff- und Stickstoffstatus, die sich unter-
einander aber vergleichen lassen. In Tabelle 5.1 werden noch einmal alle relevanten Fakten 
der verwendeten Genotypen zusammengefasst. 
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Name Allele NRA 
(%) 

N- 
versorgung 

Alter bei 
Ernte 

Generelle 
Beschreibung 

Wildtyp  
(Gatersleben) Nia1/Nia1;Nia2/Nia2 100 12 mM 

Kaliumnitrat 
6 

Wochen 

Wildtyp mit ausrei-
chender Stickstoff 

versorgung 

Wildtyp  
(Gatersleben) Nia1/Nia1;Nia2/Nia2 100 0.2mM 

Kaliumnitrat 
8.5 

Wochen 
Wildtyp mit 

Stickstoffmangel 

F23xNia30(145) nia1/Nia2;nia1/nia2;Nia2 40 12 mM 
Kaliumnitrat 

6 
Wochen 

Moderat betroffene 
NR-defiziente 

Transformante mit 
ausreichender 

Stickstoffversor-
gung 

 

Nia30(145) nia1/nia1;nia2/nia1;Nia2 5 12 mM 
Kaliumnitrat 

8.5 
Wochen 

Nahezu NR-
defiziente Trans-
formante mit aus-
reichender Stick-
stoffversorgung 

 

Nia30(145) nia1/nia1;nia2/nia1;Nia2 5 0.2mM 
Kaliumnitrat 

15 
Wochen 

Nahezu NR-
defiziente Trans-

formante mit Stick-
stoffmangel 

 
Tabelle 5.1: Zusammenstellung der Genotypen, Allelzusammensetzung, ermittelte Nitratreduktase-Aktivität rela-
tiv zum Wildtyp, die Stickstoffversorgung, das Alter bei der Ernte und die im Text oft verwendete Beschreibung.  

 

5.1.1 Phänotypische Charakterisierung 
Für biochemische und molekularbiologische Untersuchungen wurden die Pflanzen im Roset-
tenstadium geerntet. Die Transformante F23xNia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 unter-
schied sich phänotypisch nicht vom Wildtyp ernährt mit 12 mM KNO3 (Abb. 5.1). Wildtyp und 
F23xNia30(145), beide unter ausreichenden Nitratbedingungen kultiviert, wurden ca. 30 – 34 
Tage nach Aussaat geerntet.  
Der verhungerte Wildtyp zeichnet sich durch langsames und zwergenhaftes Wachstum aus. 
Seine Blätter sind im ausgewachsenen Zustand und zum Zeitpunkt der Ernte, ca. 48 bis 59 
Tage nach Aussaat, durchschnittlich 40% kleiner als beim ausreichend ernährten Wildtyp. 
Die Färbung der Blätter ist hellgrün (Abb. 5.1).  
Die Transformante mit stark reduzierter NR-Aktivität Nia30(145), kultiviert in 12 mM KNO3 
zeigt ein dem verhungerten Wildtyp vergleichbares Erscheinungsbild, gekennzeichnet durch 
langsames und zwergenhaftes Wachstum. Die ausgewachsenen und geernteten Blätter im 
Alter von 59 bis 62 Tage nach Aussaat sind im Durchschnitt 34% kleiner als die des Kon-
trollwildtyps. Die Blätter sind ebenfalls hellgrün und zeichnen sich durch ein eher längliches 
Wachstum aus. Das verhungerte Stadium dieses Genotyps (Nia30(145) gewachsen mit 0.2 
mM KNO3) zeigt das Erscheinungsbild des gut ernährten Genotyps in wesentlich extremeren 
Zügen. Das Wachstum ist noch einmal zusätzlich verlangsamt. Die Blätter sind im ausge-
wachsenen Zustand und zum Zeitpunkt der Ernte, 105 Tage nach Aussaat, 64% kleiner als 
die des Kontrollwildtyps. 
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Abb. 5.1: (v.l.n.r) Dargestellt sind Wildtyp und F23xNia30(145), beide ernährt mit 12 mM KNO3. Beide Genoty-
pen zeigen keine Unterschiede betreffs der Größe und wurden zum Zeitpunkt der Ernte photographiert. Es folgt 
der verhungerte Wildtyp gleichen Alters, nicht jedoch zum Zeitpunkt der Ernte. Rechts außen steht die Transfor-
mante Nia30(145), ernährt mit 12 mM KNO3, ebenfalls gleichen Alters, ebenfalls nicht zum Zeitpunkt der Ernte.  
 
 
 

5.1.2 Diurnale und genotypisch bedingte Änderungen der Nitratredukta-
se-Aktivität  im Blatt 

Die Charakterisierung der Pflanzen bezüglich ihrer Reduktion der Nitratreduktase erfolgte 
über die Aktivitätsmessung dieses Enzyms. Diese Analyse soll auch gleichzeitig als Repro-
duktion der Ergebnisse vorangegangener Arbeiten mit diesen Genotypen unter ähnlichen 
Wachstumsbedingungen dienen (Scheible et al., 1997b, 1997c).  
Die Nitratreduktase des Wildtyps mit ausreichender Nitratversorgung zeigt den charakteristi-
schen Tagesgang (Scheible et al., 1997b). Die Aktivität erreicht ein Maximum nach 4 Stun-
den Licht und fällt dann sukzessive über den Tag hinweg ab. Während der Dunkelperiode 
erfolgt ein weiterer Abfall der Aktivität (Abb. 5.2). Durch paralleles Messen der Nitratredukta-
seaktivität unter selektiven Bedingungen (Huber et al., 1992a; Kaiser und Huber, 1994a), 
konnte der Aktivierungsgrad bestimmt werden (MacKintosh et al., 1995). Die Wildtyp Pflan-
zen zeigen eine deutliche Reduktion des  Aktivitätsgrades von 90% am Ende des Tages auf 
40% während der Nacht (Abb. 5.2). Dies spiegelt die posttranslationelle Regulation durch 
Phosphorylierung des Enzyms wieder. Die phosphorylierte NR bindet in Gegenwart von 
Mg2+-Ionen an ein Inhibitorprotein (NIP). Dadurch wird das Enzym inaktiv (siehe Einleitung).  

Die Transformante mit moderater Reduzierung der NR zeigt eine 3-fach verringerte NR-
Aktivität während der Lichtperiode (Abb. 5.2). Auch der für den Wildtyp charakteristische di-
urnale Verlauf der NR-Aktivität kommt zum Erliegen. Während der Nacht zeigen sich zum 
Kontrollwildtyp vergleichbare Aktivitätswerte (Abb. 5.2). Der Aktivierungsgrad von 80% zeigt, 
dass die Inaktivierung der NR während der Nacht  bei den Transformanten kaum stattfindet. 
Diese Ergebnisse sind eine Bestätigung  vorangegangener Untersuchungen bezüglich der 
Regulation der NR (Scheible et al., 1997c; Matt et al., 1998). Eine Reaktivierung der NR 
während der Dunkelperiode erklärt die ähnliche Biomasseentwicklung der F23xNia30(145) 
(siehe Kapitel 5.1.1, Abb. 5.1).  

Der unter Nitrat-Mangelbedingungen angezogene Wildtyp zeigt im Vergleich zum Kontroll-
wildtyp eine um den Faktor 10 verringerte NR-Aktivität. Der Tagesgang ist im Vergleich zum 
ausreichend ernährten Wildtyp verschoben. Die Pflanzen zeigen ein Maximum der NR-
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Aktivität nach 8 Stunden Licht. Dies ist ein Effekt des Giessens ca. 3 – 3.5 Stunden nach 
Beginn der Lichtperiode (Scheible et al., 1997c). 
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Abb. 5.2: Tagesgang der NR-Aktivität und des NR-
Aktivierungsgrades des jüngsten vollexpandierten Blat-
tes. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dar-
gestellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), 
Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp 
( ) und Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen 
(n=5) der maximalen Aktivität (V max), der Aktivtät unter 
phosphoryliertem Zustand (V sel) und der Aktivierungs-
grad der Nitratreduktase. 

 

Der Aktivierungsgrad der NR präsentiert sich mit 70 – 80% erstaunlich stabil während des 
gesamten Tages. Selbst der signifikante Anstieg der NR-Aktivität nach 8 Stunden Licht, aus-
gelöst durch das Gießereignis, zeigt keinen Effekt auf den Aktivierungsgrad.   

Die stark NR-reduzierten Transformanten Nia30(145) haben in beiden Ernährungszuständen 
jeden diurnalen Rhythmus verloren. Die Aktivitätswerte sind im Vergleich zum nitratmangel 
ernährten Wildtyp, der als Kontrolle angesehen werden kann, um den Faktor 3.75 niedriger. 
Die Aktivierungsgrade der Transformante Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 zeigen wäh-
rend der Lichtperiode und während der Nacht mit 95 – 100% signifikant höhere Werte als der 
mangelernährte Wildtyp. Die mangelernährten Transformanten zeigen Aktivierungsgrade 
zwischen 80 – 90%. Diese sind immer noch höher als die des nitratmangelernährten Wild-
typs. Die Aktivierungsgrade der Transformanten bestätigen Ergebnisse von Scheible et al. 
(1997) und spiegeln den niedrigen Phosphorylierungszustand des Enzyms in diesen Geno-
typen wieder.  
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5.1.3 Diurnale und genotypisch bedingte Veränderungen des Nitratge-
haltes im Blatt 

Die Nitratgehalte zeigen deutlich, dass es bei stärkerer NR-Aktivitätsreduzierung zu einer 
Akkumulation von Nitrat im Blatt kommt.  
Der gut nitratversorgte Wildtyp zeigt eine leichte Anreicherung von Nitrat während der Nacht. 
Die moderat NR-defiziente Transformante F23xNia30(145) mit ebenfalls ausreichender Nit-
ratapplikation zeigt im Vergleich zum Kontrollwildtyp ungefähr doppelt so hohe Nitratgehalte 
(Abb. 5.3(A)). Nia30(145) mit 12 mM KNO3 gewachsen zeigt um den Faktor 5 – 6 höhere Nit-
ratgehalte im Vergleich zum Kontrollwildtyp (Abb. 5.3(A)).  
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 Abb. 5.3: (A) Tagesgänge der Nitratgehalte aller Genotypen des jüngsten vollexpandierten Blattes. 

Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), 
Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 
mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen n = 5. (B) Tagesgänge der 
Nitratgehalte der Genotypen Wildtyp und Nia30(145) in 0.2 mM KNO3 gewachsen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichungen. n = 5.  

 
 
Mit abnehmendem Nitratangebot zeigt sich bei den Genotypen auch eine Abreicherung der 
Nitratgehalte. Der Kontrollwildtyp hat im Vergleich zum verhungerten Wildtyp um den Faktor 
10 höhere Nitratgehalte. Die stark NR-reduzierte Transformante Nia30(145), in 0.2 mM KNO3 

kultiviert, zeigt um den Faktor 5 niedrigere Nitratgehalte (Abb. 5.3(A)) verglichen zum gut er-
nährten Wildtyp. Wenn man hier beide Genotypen gewachsen in 0.2 mM KNO3 vergleicht, 
akkumuliert die Transformante Nitrat im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 5.3(B)).  
 
 

5.1.4 Genotypisch bedingte Veränderungen der Proteingehalte  
Der organisch gebundene Stickstoff ist zum größten Teil in den Proteinen enthalten (Vene-
kamp et al., 1987). Der Gesamtproteingehalt eignet sich aus diesem Grund gut als Indikator 
für den organischen Stickstoffstatus der Pflanze.  
Genotypen mit ausreichender Nitratversorgung zeigen vergleichbare Gesamtproteingehalte 
(Wildtyp in 12mM KNO3 und F23xNia30(145) in 12 mM KNO3). Beide Genotypen haben ei-
nen vergleichbaren Stickstoffstatus (Abb. 5.4). 
Genotypen mit unzureichender Stickstoffversorgung, erreicht durch Nitratmangelernährung 
oder stark reduzierte NR-Aktivität, haben vergleichbare Gesamtproteingehalte untereinander 
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(Abb. 5.4). Im Vergleich zu den gut ernährten Genotypen sind die Gesamtproteingehalte um 
den Faktor 4 reduziert (Abb. 5.4). Die stark reduzierte NR Transformante Nia30(145) zeigt 
keine starke Änderung des Gesamtproteins in Bezug auf die Nitraternährung. In beiden Fäl-
len zeigt sich ein dem verhungertem Wildtyp vergleichbarer Stickstoffstatus (Abb. 5.4). 
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Abb. 5.4: Gesamtproteingehalte aller Genotypen 
im diurnalen Verlauf. Die grauen Bereiche symbo-
lisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen 
in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und Nia30(145) 
(■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung. n = 5. 

 
 
 

5.1.5 Diurnal und genotypisch bedingte Veränderungen der löslichen 
Kohlenhydrate und Stärke 

Die Glukose- und Fruktosegehalte der Kontrollwildtypen (Wildtyp gewachsen mit 12 mM 
KNO3) zeigen einen charakteristischen Tagesgang. Glukose und Fruktose steigen nach 4 
Stunden Licht zu einem Maximum an und fallen dann in der zweiten Hälfte des Tages suk-
zessive ab. In der Nacht fallen die Glukose- und Fruktosegehalte weiter und bleiben niedrig. 
Die Fruktosegehalte zeigen verglichen mit den Glukosegehalten zum Tagesmaximum hin um 
die Hälfte niedrigere Gehalte (Abb. 5.5). Die moderate Transformante F23xNia30(145), ver-
sorgt mit 12mM KNO3, zeigt den gleichen Tagesgang im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Die 
Glukose- und Fruktosegehalte sind jedoch tendenziell niedriger verglichen mit dem Kontroll-
wildtyp. Auch hier sind die Fruktosegehalte zum Tagesmaximum hin verglichen mit den Glu-
kosegehalten um die Hälfte niedriger (Abb. 5.5). Der Wildtyp im verhungerten Zustand zeigt 
ebenfalls die charakteristischen Ausprägungen des Tagesganges der Kontrollpflanzen, je-
doch mit signifikant erniedrigten Glukose- und Fruktosegehalten. Tendenziell können erhöhte 
Glukosegehalte im Vergleich zum Kontrollwildtyp während der Nacht beobachtet werden 
(Abb. 5.5). Die Transformante mit stark erniedrigter NR-Aktivität Nia30(145) zeigt in beiden 
Ernährungszuständen signifikant verringerte Glukose- und Fruktosegehalte, verglichen mit 
dem Kontrollwildtyp. Auch der charakteristische Tagesgang kommt weitgehend zum Erliegen 
(Abb. 5.5).  
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 Abb. 5.5: Gehalte der löslichen Kohlenhydrate und Stärke des jüngsten vollexpandierten 
Blattes. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und 
Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt ist der diurnale Verlauf der Metabo-
lite. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± Standardabweichung von n = 5. 

 

Die Saccharosekonzentrationen steigen im Laufe der Lichtperiode sukzessive an und fallen 
dann im Laufe der Nacht auf ein Minimum. Alle Genotypen zeigen in den verschiedenen Be-
dingungen denselben charakteristischen diurnalen Verlauf. Reduzierte Nitratversorgung und 
verringerte NR-Aktivität führen zu tendenziell niedrigeren Saccharosegehalten während des 
Tages und einer leicht erhöhten Saccharosekonzentration während der Nacht. Die verhun-
gerte Transformante jedoch zeigt im Vergleich zu allen anderen Genotypen signifikant nied-
rigere Saccharosegehalte und der charakteristische Tagesgang kommt zum Erliegen (Abb. 
5.5). 
Die Stärkegehalte des Kontrollwildtyps und der moderat NR-reduzierten Transformante 
F23xNia30(145) mit ausreichender Nitratversorgung unterscheiden sich nicht signifikant und 
zeigen während der Lichtperiode einen sukzessiven Anstieg. Es erfolgt eine Abnahme der 
Stärkegehalte während der Nacht (Abb. 5.5). Der verhungerte Wildtyp dagegen enthält er-
höhte Stärkegehalte, vor allem weil der Abbau der Stärke während der Nacht ausbleibt (Abb. 
5.5). Die gleiche Tendenz, jedoch mit niedrigeren Gehalten, zeigt die Transformante mit 
stark reduzierter NR-Aktivität Nia30(145) in beiden Ernährungszuständen. Der charakteristi-
sche Tagesgang verglichen mit dem Kontrollwildtyp ist tendenziell vorhanden und am Ende 
des Tages zeigt die Nia30(145) ähnliche Stärkegehalte verglichen mit dem Kontrollwildtyp 
(Abb. 5.5).  
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5.1.6 Diurnale und genotypische Veränderung der Chlorophyllgehalte 
Der im Chlorophyll fixierte Stickstoff beträgt lediglich 2% (Scheible, Dissertation, 1996). Chlo-
rophyll a ist in allen Reaktionszentren und Antennenkomplexen zu finden, Chlorophyll b le-
diglich in den Antennenkomplexen (Flachmann, 1997).  
In keinen der untersuchten Genotypen mit ihren jeweiligen Nitratversorgungen ist ein tages-
zeitlich abhängiger Rhythmus zu erkennen. 
Im Vergleich zum Kontrollwildtyp hat die moderat betroffene NRA reduzierte Transformante 
F23xNia30(145) gewachsen mit ausreichend Nitrat, die Tendenz zu verringerten Chlorophyll 
a  Gehalten (Abb. 5.6).  
Der nitratverhungerte Wildtyp zeigt um den Faktor 2.5 niedrigere Chlorophyll a Gehalte im 
Vergleich zum Kontrollwildtyp. Die nahezu NR-defiziente Transformante Nia30(145) mit aus-
reichender Nitratversorgung zeigt eine ähnliche Reduzierung, wobei deren nitratverhungerte 
Variante im Vergleich dazu um den Faktor 6 niedrigere Chlorophyll a Gehalte aufweist (Abb. 
5.6).  
Chlorophyll b Gehalte sind aufgrund der sehr hohen Standardabweichungen innerhalb der 
verschiedenen Genotypen und deren jeweilige Nitratversorgung nicht signifikant unterschied-
lich. Tendenziell zeigt die Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 leicht er-
höhte Chlorophyll b Gehalte im Vergleich zu den anderen Genotypen (Abb. 5.6). 
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Abb. 5.6: Tagesgänge von Chlorophyll a und Chlorophyll b aller Genotypen. Die grauen Be-
reiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) 
( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM 
KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. n = 5.  

 

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass mit abnehmender Stickstoffversorgung und 
mit abnehmender Stickstoffassimilation der Chlorophyll a Gehalt erniedrigt ist. Es darf aller-
dings kein direkter Schluss auf die Photosyntheseleistung der Pflanzen gezogen werden. Es 
liegen keine Assimilationswerte und keine Aktivitätswerte über Rubisco vor. Scheible (Dis-
sertation, 1996) konnte aber zeigen, dass die Assimilation in verhungerten Wildtypen im 
Vergleich zur Kontrolle nur um den Faktor 2 reduziert war. Die Transformanten mit starker 
Reduktion der NR-Aktivität, aber ausreichender Nitratversorgung zeigen im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp jedoch eine 3.6-fache Reduktion der Assimilationsrate. Wahrscheinlich ist der 
Stärkemetabolismus der Nia30(145) dafür verantwortlich (Scheible, 1997c und Abb. 5.5): Die 
Expression der AGPase (agpS2) als geschwindigkeitbestimmender Schritt der Stärkesynthe-
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se wird durch Nitrat  gehemmt. Reduzierte Nitratsassimilation und verringerte Stärkesynthe-
se führen dazu, dass Kohlenstoffgerüste nicht verbraucht werden und die Photosynthese 
Feedback-gehemmt wird (Scheible et al., 1997c). 

 

Fazit 

• Die in dieser Arbeit verwendeten Genotypen lassen sich nach dieser groben Be-
schreibung in Bezug auf ihren physiologischen Stickstoff- und Kohlenstoffhausehalt in 
Gruppen einteilen. 

(1) Die Wildtyppflanzen und die Transformante F23xNia30(145), beide ausreichend 
mit Nitrat versorgt, zeigen in allen bisher gezeigten Parametern ähnliche Tenden-
zen. Obwohl die NR-Aktivität der F23xNia30(145) ca. 40% der Wildtypaktivität be-
trägt, sind die physiologischen Parameter vergleichbar. Wie der Aktivierungsgrad 
gezeigt hat, liegt während der Nacht ein niedrigerer Phosphorylierungszustand 
des Enzyms in den Transformanten vor. Das ist wahrscheinlich ein Kompensie-
rungsprozess, um die während des Tages niedrigere Stickstoffreduzierung aus-
zugleichen und einen vergleichbaren physiologischen Zustand zum Kontrollwild-
typ zu erreichen (Scheible et al., 1997b). 

(2) Der Wildtyp, gewachsen in stickstofflimitierten Bedingungen, und die stark NR re-
duzierte Transformante Nia30(145), gewachsen in 12 mM KNO3, zeigen ebenfalls 
ähnliche physiologische Zustände in den vorgestellten Parametern mit Ausnahme 
des Nitratgehaltes. Diese unterscheiden sich in beiden Genotypen grundlegend 
voneinander. Dem Wildtyp stehen verringerte Nitratressourcen zur Verfügung, 
wohingegen die Transformante ein Problem mit der Assimilation des aufgenom-
menen Nitrats hat. Dies wird im Gegensatz zum schlecht ernährten Wildtyp in den 
Blättern akkumuliert. Auf diese Weise lassen sich Prozesse, die direkt von Nitrat 
reguliert werden gut von denen unterscheiden, in denen entweder der Stickstoff-
status der Pflanze an sich eine Rolle spielt oder Metabolite jenseits der Nitratre-
duktion. 

 
 

5.2 Einfluss des Stickstoffstatus der Pflanzen auf die Aminosäuren 
Aminosäuren werden von den Pflanzen aus der Assimilation anorganischen Stickstoffs ge-
wonnen. Sie sind Bausteine für Proteine und gleichzeitig Vorläufer für eine große Anzahl von 
Pflanzenprodukten, wie z.B. Pigmente, Nukleinsäuren, Struckturmoleküle, Hormone, enzy-
matische Co-Faktoren und Verteidigungsstoffe. Sie stehen somit im Zentrum des Pflanzen-
wachstums und spielen eine entscheidende Rolle, mit welcher Fitness eine Pflanze ihrer 
Umgebung begegnet.  

Die löslichen Aminosäuren kann man in zwei verschiedene Hauptgruppen teilen. Die Haupt-
aminosäuren stellen mengenmäßig den größten Anteil an frei vorliegenden Aminosäuren 
und sind zudem eng mit dem primären Kohlenstoffmetabolismus und der Nitratassimilation 
verbunden. Die Gruppe der „kleinen“ Aminosäuren stellen per definitionem mengenmäßig 
einen geringen Anteil der löslichen Aminosäuren, beinhalten allerdings alle für die menschli-
che Ernährung essentiellen Aminosäuren. Die meisten Biosynthesewege der „kleinen“ Ami-
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nosäuren unterliegen einer starken Rückkoppelungskontrolle durch ihre Endprodukte (siehe 
Einleitung). Eine generelle Kontrolle der verschiedenen Biosynthesewege aller Aminosäuren 
wird oft diskutiert, ist aber nicht bewiesen bzw. identifiziert. Noctor et al. (2002) zeigten eine 
starke Korrelation (r2) der individuellen Aminosäuregehalte der „kleinen“ Aminosäuren zum 
Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Dies deutet auf eine generelle Koordination der 
verschiedenen Biosynthesewege hin. In dieser Arbeit wurde ein großer Datensatz an Amino-
säuregehalten in Tabakblättern erzeugt. Es sind tageszeitliche Schwankungen in Betracht 
gezogen worden. Der Einfluss des Nitratstatus und der Nitratassimilation wurde auf ver-
schiedene Weise manipuliert. Ein bereits bestehender Aminosäuredatensatz aus Tabakblät-
tern unter verschiedenen Kohlenstoff limitierenden Bedingungen konnte auch unter dem o-
ben genannten Gesichtspunkt bearbeitet und mit in die Diskussion eingeschlossen werden. 
Manipuliert wurde die Kohlenstoffumgebung durch niedrige Lichtverhältnisse und durch ver-
minderte Rubisco-Aktivität (Ribulose-1,5-bisphosphat carboxylase/oxygenase) (Petra Matt, 
Dissertation 2001). Diese Datensätze erlauben genaue Untersuchungen in verschiedener 
Hinsicht: Es ist eine genaue diurnale Analyse aller Aminosäuren unter verschiedenen Nitrat-
mangel- und Nitratassimilationssituationen möglich. Der experimentelle Ansatz erlaubt Ami-
nosäuren zu identifizieren, deren Gehalte spezifisch auf Nitrat reagieren. Hypothesen über 
eine generelle Koordination der Aminosäurebiosynthese unter verschiedenen Bedingungen 
können weiter untersucht, gegebenenfalls korrigiert und ergänzt werden.  

 
 

5.2.1 Diurnale und genotypisch bedingte Veränderung der Aminosäure-
gehalte 

 
Die folgenden Aminosäuredaten werden nach biochemisch verwandten Familien gruppiert 
und präsentiert. 
 

5.2.1.1 Die Hauptaminosäuren 
Glutamatgehalte des Wildtyps ernährt mit 12 mM KNO3 sind sehr stabil über den ganzen 
Tag hinweg. Dies ist bei allen dargestellten Genotypen und in den entsprechenden Nitratbe-
handlungen zu sehen. Des Weiteren zeigen sich die Glutamatgehalte auch relativ stabil be-
züglich der Nitratbehandlung. Keine der untersuchten Nitratmangelsituationen führt zu signi-
fikant veränderten Glutamatgehalten in Tabakblättern (Abb. 5.7). Glutamat ist somit eine der 
wenigen Aminosäuren, die weder diurnale Schwankungen noch eine Änderung bezüglich 
des Stickstoffstatus der Pflanzen zeigt. 
 
Glutamingehalte dagegen zeigen im Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 eine 6-fache Zu-
nahme über die Lichtperiode hin bis zum Endes des Tages. Während der Nacht sinkt der 
Spiegel dieser Aminosäure wieder stetig ab bis zu einem Minimum von 1.8 µmol*gFG-1 am 
Ende der Nacht (Abb. 5.7). Der diurnale Verlauf der Glutamingehalte der moderat NR-
reduzierten Transformante F23xNia30(145), gewachsen in 12 mM KNO3, zeigt ebenfalls ei-
nen kontinuierlichen Anstieg über die Lichtperiode hinweg mit einem Maximum am Ende des 
Tages und einem kontinuierlichen Abstieg über die Nacht hinweg mit einem Minimum am 
Ende der Nacht. Die Glutamingehalte der Transformante sind allerdings im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp über den Tag um den Faktor 3 niedriger (Abb. 5.7). Alle Nitratmangelsituatio-
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nen (Wildtyp 0.2 mM KNO3, Nia30(145) 12 und 0.2 mM KNO3) dagegen zeigen signifikant 
erniedrigte Glutamingehalte und keinerlei Tagesgang mehr. Am Ende des Tages sind die 
Glutamingehalte um den Faktor 12 niedriger im Vergleich zum Kontrollwildtyp (Abb. 5.7). 
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bb. 5.7: Tageszeitlicher Verlauf der Gehalte von Aspartat, Asparagin, Glutamat und Glutamin 

 

spartatgehalte des Wildtyps gewachsen mit 12 mM KNO3 zeigen während der Lichtperio-

A
im jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind 
Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) 
und Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardab-
weichung. n = 5. 

 
A
de einen leichten Anstieg bis hin zum Ende des Tages. Während der Nacht steigen die 
Aspartatgehalte schnell an und zeigen nach 8 Stunden Dunkelheit ein Maximum von 
5µmol*gFG-1 und sinken zu Beginn des Tages wieder (Abb. 5.7). Die moderate NR-
reduzierte Transformante F23xNia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 zeigt den gleichen 
charakteristischen Tagesgang im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Auch zeigen die Aspartat-
gehalte dieser Transformante keine signifikante Änderung im Vergleich zum Kontrollwildtyp 
(Abb. 5.7). Der verhungerte Wildtyp zeigt signifikant niedrigere Aspartatgehalte, wobei der 
charakteristische Tagesgang stark abgeschwächt vorhanden ist. Während der Nacht sind die 
Aspartatgehalte der nitratdefizienten Wildtypen durchschnittlich um den Faktor 4 höher als 
während der Lichtperiode. Nach 8 Stunden Licht ist jedoch einen Zunahme der Aspartatge-
halte im verhungerten Wildtyp zu beobachten. Dieser einmalige Anstieg während der Licht-
periode hängt wahrscheinlich mit dem Gießereignis nach ca. 3 – 3.5 Stunden Licht zusam-
men. Das in das System gekommene Nitrat wird sofort in der Nitratassimilation verstoff-
wechselt (Abb. 5.7). Die Aspartatgehalte der stark NR-reduzierten Transformante Nia30(145) 
gewachsen mit 12mM KNO3 sind denen des verhungerten Wildtyps vergleichbar. Der cha-
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rakteristische Tagesgang mit erhöhten Aspartatgehalten während der Nacht bleibt auch ab-
geschwächt erhalten. Die verhungerte Variante dieser Transformante zeigt ebenfalls die 
gleiche Tendenz verglichen mit den beiden anderen Nitratmangelzuständen (Abb. 5.7). 
 
Asparagingehalte des Wildtyps gewachsen in 12 mM KNO3 steigen während der Lichtperi-

eringehalte des Wildtyps gewachsen mit 12mM KNO3 zeigen einen stetigen Anstieg wäh-

ode leicht an und erreichen ein Maximum am Ende des Tages. Während der Nacht bleibt 
Asparagin relativ stabil und fällt erst am Ende der Nacht stark ab (Abb. 5.7). Die moderat 
NR-reduzierte Transformante F23xNia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, zeigt einen ab-
gewandelten diurnalen Verlauf im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Asparagin steigt in den ers-
ten 8 Stunden der Lichtperiode an und fällt in der zweiten Hälfte des Tages ab und bleibt 
während der Nacht stabil. Die Asparagingehalte sind im Vergleich zum Kontrollwildtyp er-
niedrigt, besonders in der zweiten Hälfte des Tages und während der Nacht (Abb. 5.7). Alle 
Nitratmangelsituationen (Wildtyp 0.2 mM KNO3, Nia30(145) 12 und 0.2 mM KNO3) zeigen 
um den Faktor 8 und damit signifikant niedrigere Asparagingehalte im Vergleich zur Kontroll-
situation. Auch der charakteristische Tagesgang kommt zum Erliegen (Abb. 5.7). 
 
S
rend der Lichtperiode bis zu einem Maximum am Ende des Tages. Während der Nacht fallen 
die Seringehalte wieder auf ein Minimum ab (Abb. 5.8). Die moderat NR-reduzierte Trans-
formante F23xNia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, zeigt einen abgewandelten Tages-
gang, indem das Maximum während der Lichtperiode schon nach 8 Stunden Licht erreicht 
wird. Danach folgt ein Abstieg der Seringehalte im Blatt, die während der Nacht dann stabil 
bleiben. Die Seringehalte der Transformante sind lediglich am Ende des Tages um den Fak-
tor 3 signifikant niedriger verglichen mit dem Kontrollwildtyp (Abb. 5.8). Die Pflanzen in den 
Nitratmangelzuständen (Wildtyp 0.2 mM KNO3, Nia30(145) 12 und 0.2 mM KNO3) zeigen 
maximal um den Faktor 10 niedrigere Seringehalte verglichen mit dem Kontrollwildtyp. Der 
verhungerte Wildtyp zeigt nach 8 Stunden Licht wieder einen leichten Anstieg. Dies ist eben-
falls auf das Gießereignis nach ca. 3 – 3.5 Stunden Licht zurückzuführen. Die Transformante 
Nia30(145), gewachsen in 12 mM KNO3 zeigt während der Nacht leicht höhere Seringehalte 
im Vergleich zu den beiden anderen Nitratmangelsituationen (Abb. 5.8).  
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bb. 5.8: Tageszeitlicher Verlauf der Gehalte von Serin und Glycin im jüngsten vollexpandierten 

 

A
Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) 
( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und Nia30(145) (■) gewach-
sen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. n = 5. 
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Glycin arak-
teristischen n Anstieg 

Tagesgang der 
eiden vorangegangenen Aminosäuren. Man beobachtet einen kontinuierlichen Anstieg 

gehalte des Wildtyps gewachsen mit 12 mM KNO3 zeigen einen vergleichbar ch
Tagesgang verglichen mit den Seringehalten. Man beobachtet eine

während des Tages mit einem Maximum am Ende des Tages und einen drastischen Abfall, 
sobald die Nacht beginnt. Die Glycingehalte erreichen am Ende der Nacht ein Minimum (Abb. 
5.8). Die Transformante F23xNia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, zeigt, ähnlich der 
Seringehalte, einen abgewandelten Tagesgang. Das Tagesmaximum wird nach 8 Stunden 
Licht erreicht, danach folgt ein Abfall, der sich während der Nacht fortsetzt und am Ende der 
Nacht das Minimum erreicht. Die Seringehalte sind lediglich am Ende des Tages signifikant 
niedriger verglichen mit der Kontrollsituation, wiederum um den Faktor 3 (Abb. 5.8). Alle Nit-
ratmangelsituationen (Wildtyp 0.2 mM KNO3, Nia30(145) 12 und 0.2 mM KNO3) zeigen er-
heblich niedrigere Glycingehalte, sind untereinander aber vergleichbar. Auch der beobachte-
te Tagesgang des Kontrollwildtyps kommt gänzlich zum Erliegen (Abb. 5.8).  
 
Alaningehalte des Kontrollwildtyps zeigen ebenfalls den charakteristischen 
b
während des Tages mit einem Maximum am Ende des Tages von 3.2 µmol*gFG-1. Es folgt 
während der Nacht ein Abfall der Alaningehalte im Blatt bis auf ein Minimum am Ende der 
Nacht (Abb. 5.9). Die Transformante F23xNia30(145) zeigt auch hier einen leicht abwei-
chenden Tagesgang im Vergleich zur Kontrollsituation. Das Maximum der Alaningehalte ist 
nach 8 Stunden Licht erreicht, gefolgt von einem Abfall in der zweiten Hälfte der Lichtperiode 
und konstanten Alaningehalten während der Nacht (Abb. 5.9).    
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Abb. 5.9: Tageszeitlicher Verlauf der Alaningehal-
te im jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen 
Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind 
Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) 
gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und 
Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte ± Standardabwei-
chung. n = 5. 

  
 

 
Die Gehalte zwische F23xNia30(145) und Kontrollwildtyp sind nicht nennenswert unter-
chiedlich. Ausnahme bildet der Wert nach 12 Stunden Licht, dieser ist um den Faktor 1.5 

n 
s
niedriger im Vergleich zum Kontrollwildtyp (Abb. 5.9). Nitratverhungerter Wildtyp und die na-
hezu NR-defizienten Transformanten Nia30(145) in beiden Ernährungszuständen haben sig-
nifikant niedrigere Alaningehalte. Im Vergleich zum Kontrollwildtyp sind diese maximal um 
den Faktor 30 am Ende des Tages niedriger. Auch der charakteristische Tagesgang, der un-
ter Standardbedingungen zu finden ist, kommt völlig zum Erliegen (Abb. 5.9).  
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5.2.1.2 Die „kleinen“ Aminosäuren 
Die aromatischen Aminosäuren zeigen alle im Wildtyp, gewachsen mit 12 mM KNO3, den 
gleichen charakteristischen Tagesgang. Es erfolgt ein Anstieg der Gehalte über die Lichtpe-
riode bis zu einem Maximum am Ende des Tages. Sobald die Nacht beginnt fallen die Ge-
halte der aromatischen Aminosäuren steil ab (Abb. 5.10). Die moderate NR-reduzierte 
Transformante F23xNia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, zeigt wiederum einen leicht 
verschobenen diurnalen Rhythmus im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Die maximalen Gehalte 
der aromatischen Aminosäuren sind bereits nach 8 Stunden Licht erreicht und fallen in der 
zweiten Hälfte des Tages. Dies setzt sich während der Nacht fort und erreicht ein Minimum 
am Ende der Nacht (Abb. 5.10).  
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Abb. 5.10: Tageszeitlicher Verlauf der Tyrosin-, 
Phenylalanin- und Tryptophangehalte im jüngsten 
vollexpandierten Blatt. Die grauen Bereiche sym-
bolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen 
in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und Nia30(145) 
(■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung. n = 5. 

 
Die Aromaten in den Blättern der Pflanzen gewachsen unter Stickstoffmangel zeigen alle 
signifikant niedrigere Gehalte während des Tages. Sie unterscheiden sich untereinander 
nicht nennenswert. Eine Ausnahme zeigen die Tryptophangehalte des verhungerten Wild-
typs. Diese zeigen zum Teil leicht erhöhte Gehalte im Vergleich zu den Transformanten 
Nia30(145) in beiden Ernährungszuständen (Abb. 5.10). Die allgemeine Betrachtung der a-
romatischen Aminosäuren der Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus zeigt ebenfalls, dass 
jeder charakteristische diurnale Rhythmus zum Erliegen kommt. Wieder zeigen die Tryp-

 



Ergebnisse  53 

tophangehalte des nitratverhungerten Wildtyps eine Ausnahme. Tendenziell ist der Tages-
gang der F23xNia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, zu beobachten (Abb. 5.10).  
 
 
Die im Folgenden dargestellten Aminosäuren Threonin, Methionin, Lysin und Isoleucin 
gehen aus der Aminosäure Aspartat hervor. Der Wildtyp mit ausreichender Nitratversorgung 
zeigt wieder den charakteristischen Tagesgang, der schon bei einigen der vorangegangenen 
Aminosäuren beschrieben wurde. Die Gehalte der entsprechenden Aminosäuren zeigen ei-
nen Anstieg über den Tag hinweg mit einem Maximum am Ende des Tages. Sobald kein 
Licht mehr vorhanden ist, fallen die Werte bis auf ein Minimum am Ende der Nacht (Abb. 
5.11).  
Die moderat betroffene NR-reduzierte Transformante F23xNia30(145) mit ausreichender Nit-
ratversorgung zeigt nur bei den Aminosäuren Threonin und Isoleucin den bisher beschriebe-
nen Tagesgang mit leichter Verschiebung im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Hier wird das 
Tagesmaximum der Konzentrationen der entsprechenden Aminosäure bereits nach 8 Stun-
den Licht erreicht. In der zweiten Hälfte der Nacht erfolgt ein Abfall an Threonin und Isoleucin 
bis auf ein Minimum am Ende der Nacht. Die Threoningehalte der Transformante sind ver-
gleichbar mit denen des Kontrollwildtyps mit Ausnahme des Zeitpunktes nach 8 Stunden 
Licht. Zu diesem Zeitpunkt sind die Threoningehalte der F23xNia30(145) niedriger als im 
Kontrollwildtyp. Isoleucingehalte dieser beiden Genotypen sind aufgrund der hohen Schwan-
kungen vergleichbar (Abb. 5.11).  
Die Methioninkonzentrationen dieses Genotyps zeigen zwar ebenfalls einen verschobenen 
diurnalen Rhythmus, allerdings im Vergleich zu den bereits beschriebenen Aminosäuren 
schon nach 4 Stunden Licht. Danach folgt der Abfall von Methionin über die zweite Tages-
hälfte hinweg. Dieser setzt sich während der Nacht fort. Verglichen mit dem Kontrollwildtyp 
sind die Werte von Methionin lediglich nach 4 und 8 Stunden Licht signifikant niedriger im 
Vergleich zum Wildtyp gewachsen in 12 mM KNO3 (Abb. 5.11). Lysingehalte der 
F23xNia30(145) zeigen keinerlei diurnalen Rhythmus. Tendenziell kann man niedrigere Wer-
te während der Nacht beobachten. Verglichen mit dem Kontrollwildtyp sind die Lysingehalte 
signifikant niedriger nach 4 und 8 Stunden Licht und nach 4 Stunden Dunkelheit (Abb. 5.11). 
Während der Lichtperiode zeigt der verhungerte Wildtyp signifikant niedrigere Konzentratio-
nen aller 4 Aminosäuren. Während der Nacht sind die Gehalte von Threonin und Methionin 
tendenziell niedriger verglichen mit dem Kontrollwildtyp, wobei sie am Ende der Nacht ähnli-
che Werte zeigen. Lysin und Isoleucingehalte dagegen zeigen während der gesamten Dun-
kelperiode vergleichbare Konzentrationen zwischen nitratverhungertem Wildtyp und Wildtyp 
mit ausreichender Nitratversorgung. Die Gehalte all dieser Aminosäuren sind im Nitratman-
gel ernährten Wildtyp während des gesamten Tag/Nachtzyklus hinweg relativ stabil und zei-
gen keinen ausgeprägten diurnalen Rhythmus (Abb. 5.11).  
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Abb. 5.11: Tageszeitlicher Verlauf der Gehalte von Threonin, Methionin, Lysin und Isoleucin im 
jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind 
Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) 
und Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardab-
weichung. n = 5. 
 

 
In den stark betroffenen NR-reduzierten Transformanten Nia30(145) sind in beiden Ernäh-
rungszuständen die Threonin- und Methioningehalte signifikant niedriger verglichen mit dem 
Kontrollwildtyp (Abb. 5.11). Der im Kontrollwildtyp charakteristische Tagesgang kommt hier 
völlig zum Erliegen. Die Threoningehalte der Nia30(145) in beiden Ernährungszuständen 
sind auch im Vergleich zum verhungerten Wildtyp um den Faktor 3 erniedrigt. Methionin da-
gegen zeigt im Vergleich aller Pflanzen in Stickstoffmangelsituationen vergleichbare Kon-
zentrationen (Abb. 5.11). Die Lysingehalte der Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 zei-
gen um den Faktor 4 signifikant höhere Werte im Vergleich zur Nia30(145) gewachsen unter 
Nitratmangelbedingungen (Abb. 5.11). In beiden Situationen kommt der Tagesgang zum Er-
liegen. Die Transformante gewachsen mit 12 mM KNO3 verhält sich dem nitratverhungerten 
Wildtyp vergleichbar. Die Isoleucingehalte von Nia30(145) in beiden Nitratsituationen zeigen 
stabile Werte dieser Aminosäure während des gesamten Tages, wobei die nitratmangeler-
nährte Variante dieser Transformante tendenziell höhere Gehalte an Isoleucin aufweist im 
Vergleich zu Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3. Nia30(145) mit ausreichender Nitrat-
applikation verhält sich im Vergleich zum nitratmangelernährten Wildtyp ähnlich außer am 
Ende der Nacht, hier sind die Gehalte der Transformante um den Faktor 5 höher (Abb. 5.11).  
Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass Isoleucin aus Threonin hervorgeht und das Enzym, 
welches den ersten Schritt dieser Biosynthese katalysiert über eine starke Produkthemmung 
reguliert wird. Das könnte der Grund sein, warum sich diese beiden Aminosäuren sehr ähn-
lich verhalten, zumindest was beide Ernährungszustände des Wildtyps und die Transforman-
te F23xNia30(145) betrifft. Weiter ist interessant zu bemerken, dass alle in diesem Abschnitt 
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beschriebenen Aminosäuren einen unterschiedlichen Tagesgang im Vergleich zu ihrem Vor-
läufer Aspartat zeigen. Bisher zeigten alle beschriebenen Aminosäuren im nitratverhungerten 
Wildtyp eine Reaktion auf das nach ca. 3 – 3.5 Stunden nach Lichtbeginn ausgeführte Gieß-
ereignis. In dieser Aminosäuregruppe ist das nicht der Fall. 
 
Arginin entsteht aus Glutamat über Ornithin und Citrullin. Histidin dagegen geht aus Glu-
tamin hervor. Alle Aminosäuren dieser Familie zeigen, wie bei den anderen Familien der 
„kleinen“ Aminosäuren, den für den Wildtyp mit ausreichender Nitratversorgung charakteris-
tischen Tagesgang: Anstieg des Gehaltes der entsprechenden Aminosäure während der 
Lichtperiode mit einem Maximum am Ende des Tages und einem raschen und kontinuierli-
chen Abstieg in der Dunkelperiode mit einem Minimum am Ende der Nacht (Abb. 5.12).  
F23xNia30(145) mit ausreichender Nitratversorgung zeigt einen verschobenen diurnalen 
Rhythmus mit signifikant niedrigeren Gehalten zumindest während der Lichtperiode im Ver-
gleich zum Kontrollwildtyp. Das Maximum der entsprechenden Aminosäure wird nach 8 
Stunden Licht erreicht, gefolgt von einem Abfall in der zweiten Tageshälfte und konstant 
niedrigen Gehalten während der Nacht (Abb. 5.12). Es kann aufgrund der hohen Standard-
abweichung der Ornithinmessungen für den Zeitpunkt nach 4 Stunden Licht nicht von einer 
Ausnahme zu diesem schon fast schematische verschobenen diurnalen Rhythmus ausge-
gangen werden (Abb. 5.12).  
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Abb. 5.12: Tageszeitlicher Verlauf der Gehalte von Arginin, Histidin, Citrullin und Ornithin im 
jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind 
Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) 
und Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardab-
weichung. n = 5. 
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Alle Pflanzen gewachsen unter Nitratmangelzuständen zeigen deutlich verringerte Gehalte 
der entsprechenden Aminosäure verglichen mit dem Kontrollwildtyp und keinerlei diurnalen 
Rhythmus (Abb. 5.12). Arginin-, Histidin- und Ornithingehalte zeigen keinerlei Unterschiede 
in den Genotypen, deren Nitratversorgung oder Nitratassimilation reduziert ist. Citrullingehal-
te im verhungerten Wildtyp zeigen sich tendenziell erhöht im Vergleich zu den Nia30(145) in 
beiden Ernährungszuständen (Abb. 5.12). 
 
Die hydrophobe Gruppe der „kleinen“ Aminosäuren Valin und Leucin zeigt für den ausrei-
chend ernährten Wildtyp den bereits beschriebenen charakteristischen tageszeitlichen Ver-
lauf. Es ist der Anstieg über den Tag zu beobachten mit einem Maximum am Ende des Ta-
ges, gefolgt von einem raschen Abstieg während der Nacht (Abb. 5.13). Die moderat betrof-
fene NR-reduzierte Transformante F23xNia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, hat den 
leicht verschobenen diurnalen Rhythmus mit einem Maximum nach 8 Stunden Licht, wobei 
die Zeitpunkte nach 4 und 8 Stunden Licht signifikant niedrigere Werte im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp zeigen (Abb. 5.13). 
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bb. 5.13: Tageszeitlicher Verlauf der Gehalte von Valin und Leucin im jüngsten vollexpandier-

 

flanzen in Stickstoffmangelzuständen oder mit stark erniedrigter Nitratassimilation (Wildtyp 

-Aminobuttersäure (Gaba) entsteht durch die Decarboxylierung von Glutamat. Ebenso wie 

A
ten Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) und 
Nia30(145) (■) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabwei-
chung. n = 5. 

 
P
gewachsen mit 0.2 mM KNO3, Nia30(145) gewachsen mit 12 mM und 0.2 mM KNO3) zeigen 
erniedrigte Gehalte beider Aminosäuren im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Lediglich am Ende 
der Nacht zeigen alle Genotypen vergleichbare Gehalte beider Aminosäuren. Der für den 
Kontrollwildtyp charakteristische diurnale Rhythmus kommt auch hier völlig zum Erliegen 
(Abb. 5.13).  
 
у
Glutamat sind die Gehalte von Gaba im Wildtyp mit ausreichender Nitratversorgung relativ 
unabhängig gegenüber tageszeitlichen Schwankungen (Abb. 5.14). Die Gehalte der Trans-
formante F23xNia30(145), ebenfalls mit ausreichender Nitratversorgung, unterscheiden sich 
aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht signifikant vom Kontrollwildtyp (Abb. 5.14). 
Die beiden nitratverhungerten Genotypen, Wildtyp und Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3, 
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zeigen niedrigere Gehalte an Gaba im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Untereinander sind die 
Gehalte vergleichbar, aber aufgrund der hohen Standardabweichungen kann diesbezüglich 
nur eine Tendenz beschreiben werden (Abb. 5.14). Nia30(145) mit ausreichender Nitratver-
sorgung dagegen zeigt tendenziell dem Kontrollwildtyp vergleichbare Gehalte. Aufgrund der 
hohen Standardabweichungen kann auch hier nur von einer Tendenz gesprochen werden 
(Abb. 5.14).  
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Abb. 5.14: Tageszeitlicher Verlauf der Gehalte von Gaba 
im jüngsten vollexpandiertem Blatt. Die grauen Bereiche 
symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 
mM KNO3 und Wildtyp ( ) und Nia30(145) (■) gewachsen 
in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung. n = 5. 
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rin und Glycin zeigen ebenfalls den charakteristischen Tages-
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• 
gung einen charakteristischen Tagesgang: Ein Anstieg während der Lichtperiode der 
entsprechenden Aminosäure mit einem Maximum am Ende des Tages, gefolgt von 
einem raschen Abstieg in der ersten Hälfte der Nacht und einem Minimum am Ende 
der Nacht. 

• Die modera
chender Nitratversorgung zeigt eine Verschiebung des oben beschriebenen diurnalen 
Rhythmus. In der ersten Hälfte des Tages werden die Aminosäuren akkumuliert, wäh-
rend es in der zweiten Hälfte des Tages zu einer Abnahme der Aminosäuren kommt. 
Die Gehalte der entsprechenden Aminosäure bleiben während der Nacht niedrig. 

• Glutamatgehalte sind konstant über den ganzen Tag hinweg und zeigen auch un
den verschiedenen Genotypen und unter den verschiedenen Nitratbehandlungen 
kaum Unterschiede. 

• Glutamin, Alanin, Se
gang, der für die „kleinen“ Aminosäuren beschrieben wurde. Auch die Transformante 
F23xNia30(145) mit ausreichender Nitratversorgung zeigt für diese Aminosäuren den 
für diesen Genotyp charakteristischen Tagesgang mit einer leichten Verschiebung im 
Vergleich zum Wildtyp. 

• Pflanzen gewachsen u
Nitratreduktase-Aktivität zeigen alle signifikant niedrigere Aminosäuregehalte im Ver-
gleich zur Kontrollsituation (Ausnahme Glutamat). Der für die Kontrollwildtypen cha-
rakteristische Tagesgang kommt völlig zum Erliegen.  
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• Nitratmangelernährter Wildtyp und Nia30(145) gewachsen mit 12 mM Kaliumnitrat 
haben vergleichbar niedrige Gehalte der mengenmäßig gering vorkommenden Ami-
nosäuren. 

 
 

5.2.2 Wechselbeziehungen der Aminosäuren in verschiedenen Stick-
stoff- und Kohlenhydratmangelzuständen 

Die bemerkenswert ähnlichen Muster der diurnalen Rhythmen fast aller „kleinen“ Aminosäu-
ren und einiger Hauptaminosäuren im Kontrollzustand (Wildtyp in ausreichender Nitratver-
sorgung und ausreichender Lichtqualität), so wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, 
führen zur Annahme, dass es eine koordinierte Biosynthese dieser Aminosäuren gibt. Noctor 
et al. (2002) nimmt dies auf Grund von sehr guten Korrelationen der individuellen kleinen 
Aminosäuren zum Gesamtgehalt der kleinen Aminosäuren an. Die Analysen wurden mit Kar-
toffel (Solanum tuberosum cv. Desiree), Weizen (Triticum aestium cv. Cannon) und Gerste 
(Hordeum vulgare cv. Maris Mink) unterschiedlicher Photosyntheseleistungen vorgenommen 
und die Korrelationen erwiesen sich als sehr stabil. Zieht man den in dieser Arbeit erzeugten 
Aminosäuredatensatz mit in diese Betrachtung, stellen sich folgende Fragen: 

• Die Existenz einer solchen koordinierten Aminosäurebiosynthese in Pflanzen ist sehr 
umstritten (Zhao et al, 1998). Falls eine solche generelle Kontrolle existiert, ist diese 
auch im Zustand von Stickstoffmangelernährung vorhanden? 

• Gilt die angenommene koordinierte Biosynthese generell für alle („kleinen“) Amino-
säuren oder sind nur die einzelnen biochemisch verwandten Familien davon betroffen? 

• Bietet die ausschließliche Betrachtung über die Korrelationsanalyse von Noctor et al. 
(2002) ausreichend Informationen, um auf eine koordinierte Aminosäurebiosynthese 
schließen zu können? 

Das experimentelle System der vorliegenden Arbeit liefert Daten über verschiedene Tages-
zeitpunkte und unterschiedliche Stickstoffmangelzustände. Eine Kombination dieses Daten-
satzes mit einem weiteren, erzeugt unter verschiedenen Kohlenstoff-limitierenden Bedingun-
gen (Matt et al., 2002), soll die Möglichkeit bieten, die offenen Fragen nicht nur unter dem 
Gesichtspunkt des Nitratstoffwechsels, sondern auch unter dem Gesichtspunkt des Kohlen-
stoffstoffwechsels zu diskutieren. Die Kohlenstofflimitierung wurde durch zwei unterschiedli-
che Ansätze erreicht: Rubisco antisense Tabakpflanzen mit unterschiedlich reduzierter Ru-
bisco-Aktivität und Wildtyp-Tabakpflanzen unter sehr guten bis suboptimalen Lichtverhältnis-
sen. Im ersten Versuchsansatz geht die Reduzierung der Kohlenhydrate einher mit einer 
Überreduzierung der Elektronentransportkette. Hierzu wurden folgende Genotypen verwen-
det (siehe auch Material und Methoden): 

• Rubisco-Aktivität des Wildtyps:    826 ±  32.5 µmol/gFG/h  
• Rubisco-Aktivität 3107 (ant3; Pseudowildtyp):  818 ± 130.3µmol/gFG/h  
• Rubisco-Aktivität 3203mittel (ant3):   334 ±  28.8 µmol/gFG/h  
• Rubisco-Aktivität 3206mittel (ant3):   298 ±  53.8 µmol/gFG/h  
• Rubisco-Aktivität 3206klein (ant3):   251 ±  80.6 µmol/gFG/h  
• Rubisco-Aktivität ant5:      98 ±  11.6 µmol/gFG/h     
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Im zweiten Versuchsansatz wurden Wildtyp Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv.SNN) 
unter verschiedenen Lichtintensitäten angezogen: 400µE, 150µE und 80µE. Die reduzierte 
Photosyntheseleistung in Pflanzen gewachsen unter niedrigen Lichtbedingungen, führte zu 
einer verringerten Synthese an Reduktionsäquivalenten NADPH und ATP und letztendlich zu 
erniedrigten Gehalten der Kohlenhydrate.  
Die Aminosäuren wurden hier nur während eines Tagezeitpunktes analysiert.  
Durch Hauptkomponentenanalyse, Korrelationsanalyse und Verhältnisanalyse soll kritisch zu 
den oben genannten Fragen Bezug genommen werden. 
 
 

5.2.2.1 Hauptkomponentenanalyse (PCA) 
Mit diesem Verfahren versucht man, gemessene Parameter (Variablen; hier: Aminosäuren) 
zu identifizieren, die einen großen Anteil an der Variabilität eines mulitdimensionalen Daten-
satz haben. Die PCA benutzt diese Parameter, um die Datenpunkte entlang einer geringen 
Anzahl von Achsen (Hauptkomponenten) zu trennen. Die Trennung entlang einer Achse wird 
meist durch mehrere gemessene Variablen definiert. Parameter, die eine stark trennende 
Wirkung haben, erhalten einen hohen Eigenwert (loading). Die Betrachtung der Eigenwerte 
zeigt diejenigen Parameter in einer Hauptkomponente an, die die höchste Variabilität und 
den größten Einfluss auf die Trennung von Datenpunkten haben. Ziel dieses Kapitels ist es, 
die Aminosäuren zu identifizieren, die den beiden vorliegenden Datensätzen ihre charakteris-
tische Eigenschaften und deren Varianz verleihen. Im Zusammenhang mit der übergeordne-
ten Fragestellung nach einer koordinierten Aminosäurebiosynthese kann die Interpretation 
der PCA Hinweise liefern, ob bestimmte Aminosäuren zu den Parametern gehören, die aus-
schlaggebend für die Varianz der Datensätze sind. In einem solchen Fall muss neu über-
dacht werden, ob dieser Aminosäure Teil einer koordinierten Biosynthese ist. Von Interesse 
ist ebenfalls die Frage, ob bei einem Vergleich des stickstoffbasierten Datensatzes (siehe 
Kapitel 5.2.1) mit dem kohlenstoffbasierten Datensatz (Matt et al., 2002 und Dissertation 
2001) die gleichen Parameter (Aminosäuren) eigenschaftsbestimmend sind.  

 
 
Hauptkomponentenanalyse des stickstoffbasierten Datensatzes 

Das vorangegangene Kapitel 5.2.1 zeigt unterschiedliche Verhaltensweisen der meisten A-
minosäuren in Bezug auf die verschiedenen Genotypen und/oder die verschiedene Nitrat-
versorgung und/oder die verschiedenen Tageszeitpunkte. Mit Hilfe der Hauptkomponenten-
analyse sollen die Aminosäuren identifiziert werden, die trennend in den genannten Punkten 
agieren. 
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Abb. 5.15: (A) PCA der Aminosäuren aller Genotypen zu allen Zeitpunkten. Dargestellt sind Wildtyppflan-
zen (■/□) und Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) (●/○) und Nia30(145) (▲/∆). Pflanzen ernährt 
mit 12 mM Kaliumnitrat sind dunkelgrün, Wildtyppflanzen ernährt mit 0.2 mM Kaliumnitrat sind hellgrün und 
Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM Kaliumnitrat sind gelb dargestellt. Geschlossene Symbole stellen Tagwerte, 
offene Symbole stellen Nachtwerte dar. (B) Loadings der PCA, d.h. Aminosäuren, deren hoher Eigenwert 
bestimmend für die charakteristische Trennung in (A) ist.  

 
 
Abbildung 5.15A zeigt die Ergebnisse der PCA-Analyse des stickstoffbasierten Datensatzes. 
Die erste Hauptkomponente (PC 1) trennt die Pflanzen nach ihrem Stickstoffstatus entlang 
der x-Achse. Wildtyp und F23xNia30(145) bilden ein Cluster und die Pflanzen mit reduzierter 
Stickstoffversorgung bzw. stark reduzierter Nitratassimilation (Wildtyp und Nia30(145) er-
nährt mit 0.2 mM KNO3 und Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3) bilden das andere Cluster. 
Abbildung 5.15B zeigt die für diese Trennung verantwortlichen Aminosäuren. Trennenden 
Eigenschaften entlang der x-Achse und demnach verantwortlich für eine Unterscheidung be-
züglich des Stickstoffstatus sind Glutamat, Glutamin, Phenylalanin, Isoleucin, Glycin, Gaba 
und Threonin, wobei Glutamat, Glutamin und Phenylalanin die höchste Wertigkeit (loading) 
haben (Abb. 5.15B). Abbildung 5.15A zeigt auch, dass die zweite Hauptkomponente (PC 2) 
eine deutliche Trennung des Datensatzes entlang der y-Achse herbeiführt. Hier findet vor 
allem eine Unterscheidung der Proben statt, die während des Tages oder während der Nacht 
geerntet wurden. Aminosäuren, die für diese Trennung eigenschaftsbestimmend sind, sind 
Aspartat, Phenylalanin, Glutamat, Glycin, Isoleucin und Threonin (Abb. 5.15B). 
   
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass 
 

1. die PCA des stickstoffbasierten Datensatzes Pflanzen bezüglich ihres Stickstoffstatus 
und tageszeitlich abhängiger Faktoren unterscheiden kann. Bestimmend für diese 
Trennungen sind Glutamat, Glutamin, Aspartat, Glycin, Phenylalanin, Isoleucin, 
Threonin und Gaba. 

2. die PCA zeigt ebenfalls eine leichte Trennung innerhalb der Pflanzen, deren Stick-
stoffstatus reduziert ist (Wildtyp, Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 und Nia30(145) 
ernährt mit 12 mM KNO3). Die Trennung findet entlang der x-Achse, also bezüglich 
des Stickstoffstatus statt. Die Transformanten beider KNO3-Behandlungen bilden eine 
Gruppe, die sich leicht vom Nitratmangel ernährten Wildtyp trennt. 

3. Glutamat zeigt in Kapitel 5.2.1 kaum genotypische oder tageszeitlich bedingte Kon-
zentrationsänderungen in den Blättern. Dennoch ist Glutamat ein eigenschaftsbe-
stimmender Faktor. 
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4. die PCA konnte einige kleine Aminosäuren als eigenschaftsbestimmende Faktoren 
identifizieren. Phenylalanin, Isoleucin, Threonin und Gaba trennen sowohl Genotypen 
als auch Tageszeiten. Eine solche Eigenschaft lässt eine Beteiligung dieser Amino-
säuren an einer koordinierten Biosynthese aller kleinen Aminosäuren auch unter 
Stickstoffmangel unwahrscheinlich erscheinen. 

 
Hauptkomponentenanalyse des kohlenstoffbasierten Datensatzes 

Die von Matt et al. (2002 und Dissertation 2001) analysierten Aminosäuregehalte der Blätter 
zeigen eine starke Abhängigkeit bezüglich des Genotyps innerhalb der Rubisco antisense 
Pflanzen und im Vergleich zum Kontrollwildtyp, als auch eine starke Abhängigkeit von der 
Lichtqualität im Vergleich zur Kontrolle. Auch hier sollen mit Hilfe der PCA die Aminosäuren 
identifiziert werden, die einen trennenden Einfluss ausüben. 
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Abb. 5.16: (A) PCA der Aminosäuren Genotypen der Rubisco antisense Pflanze: Wildtyp SR 1 ( ); ant3 
Genotypen 3107 ( ), 3203 ( ), 3206 mittel ( ), 3206 klein ( ) und Genotyp ant5 ( ). Ebenfalls dargestellt 
sind Wildtyp SNN mit 400 µE ( ), Wildtyp SNN mit 150 µE ( ) und Wildtyp SNN mit 80 µE ( ). (B) Loadings 
der PCA, d.h. Aminosäuren, deren hoher Eigenwert bestimmend für die charakteristische Trennung in (A) ist.  

 
 
Die PCA zeigt eine deutliche Trennung der Wildtyp-Genotypen SR 1 und SNN von den anti-
rbcS Pflanzen durch die erste Hauptkomponente (PC 1) entlang der x-Achse. In diesem 
Cluster der Pflanzen mit hohem Kohlenstoffstatus befindet auch der Pseudowildtyp ant3 
(3107), der über eine sehr hohe Rubisco-Aktivität verfügt (Abb. 5.16A). Verantwortlich für 
diese Trennung sind Glutamin, Threonin, Phenylalanin und Glycin (Abb. 5.16B). Die zweite 
Hauptkomponente (PC 2) trennt die anti-rbcS Pflanzen untereinander noch einmal deutlich in 
die ant3 und ant5 Genotypen (Abb. 5.16A). Trennend wirken hier vor allem die Aminosäuren 
Glutamin und Threonin (Abb. 5.16B). Die PC 2 (Abb. 5.16A) zeigt auch eine deutliche Tren-
nung der Tabakpflanzen gewachsen mit unterschiedlicher Lichtqualität entlang der y-Achse. 
Eigenschaftsbestimmende Aminosäuren sind hier Aspartat, Glutamat und Glycin (Abb. 
5.16B). Interessanterweise zeigen diese drei Aminosäuren auch trennende Eigenschaften in 
Bezug auf den Tag/Nacht-Zyklus des stickstoffbasierten Datensatzes. Dort agiert aber auch 
Phenylalanin als eigenschaftsbestimmende Aminosäure. Dies ist in diesem Datensatz nicht 
der Fall. Reagieren Metabolitgehalte auf Licht bzw. Lichtqualität, kann das entweder die Fol-
ge von sich verändernden Gehalten der reduzierten Zucker sein oder von veränderten Licht-
bedingungen direkt. Dieses Ergebnis kann ein Hinweis darauf sein, dass die Gehalte von 
Phenylalanin durch andere Faktoren beeinflusst werden als die der anderen drei Aminosäu-
ren. 
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Zusammenfassend kann gesagt werden: 
 

1. Die PCA des kohlenstoffbasierten Datensatzes trennt die Pflanzen bezüglich ihres 
Genotyps entlang der x-Achse. Hier werden Pflanzen nach ihrer Rubisco-Aktivität ge-
trennt. Bestimmend für diese Trennung sind Glutamin, Threonin, Phenylalanin und 
Glycin. 

2. Die PCA trennt entlang der y-Achse die Pflanzen gewachsen unter suboptimalen 
Lichtbedingungen. Bestimmend für diese Trennung sind Aspartat, Glycin und Gluta-
mat. 

3. Die PCA unterscheidet die Pflanzen mit reduziertem Kohlenstoffstatus bezüglich der 
Qualität der Kohlenstofflimitierung, d.h. Pflanzen mit reduzierter Rubisco-Aktivität und 
Pflanzen gewachsen in Niedriglichtbedingungen bilden zwei verschiedene Cluster 
(Abb. 5.16A). 

4. Die PCA des kohlenstoffbasierten Datensatzes identifiziert zwei „kleine“ Aminosäuren 
als trennende Faktoren. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass Phenylalanin und 
Threonin nicht einer koordinierten Aminosäurebiosynthese unter Kohlenstoffmangel-
bedingungen unterliegen. 

 
Die PCA der Aminosäuren beider Datensätze konnte erfolgreich unterschiedliche Genotypen 
unterscheiden und die dafür hauptverantwortlichen Aminosäuren identifizieren. In beiden Fäl-
len findet man dieselben trennenden Aminosäuren wieder. Glutamin, Glutamat, Aspartat, 
Glycin auf Seite der Hauptaminosäuren; Phenylalanin und Threonin auf Seite der kleinen 
Aminosäuren. 
 
 

5.2.2.2 Korrelationsanalysen der Aminosäuren in Stickstoffmangelzustän-
den 

Mit Hilfe von Korrelationsanalysen soll die Frage diskutiert werden, ob sich Aminosäurekon-
zentrationen zueinander parallel ändern oder nicht. Betrachtet werden die Korrelationen aller 
Aminosäuren sowohl im Normalzustand als auch in allen Stickstoffmangelbedingungen. Eine 
Korrelationsanalyse gibt Hinweise darauf, ob bestimmte Aminosäuren stark miteinander as-
soziiert sind. Dies kann eine koordinierte Biosynthese andeuten. Eine Korrelationsanalyse ist 
ein statistisches Verfahren, um solche Beziehungen aufzudecken, sie gibt jedoch keinerlei 
Aufschluss über die biologische Relevanz. Dies sollte bei der Interpretation der Ergebnisse 
stets bedacht werden. Sehr gute bzw. stark positive Korrelationen sind definiert von einem 
Wert von 0.99 bis 0.89, gute bzw. starke Korrelationen sind definiert von einem Wert von 
0.89 bis 0.69 und moderat positive Korrelationen definiert von 0.69 bis 0.49. Die Werte wer-
den in den folgenden Abbildungen durch verschiedene Farbcodierungen unterschieden (sie-
he Legenden). In den folgenden Datensätzen gibt es keine signifikant negativen Korrelatio-
nen. 
 
 
Korrelationen der Aminosäuren des Wildtyps mit gutem Stickstoffstatus unter 
diurnalen Aspekten 

Tabelle 5.2 zeigt die Ergebnisse der  Korrelationsanalyse der Aminosäuren, die während des 
Tag/Nacht-Zyklus im Wildtyp mit ausreichender Nitratversorgung analysiert wurden. 
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Tabelle 5.2: Pearson Korrelationskoeffizienten aller Aminosäuren des Wildtyps gewachsen mit 12 mM Kaliumnit-
rat untereinander. Die Tabelle unterliegt einer Farbkodierung. Dunkelblau unterlegt sind sehr gute/starke positive 
Korrelationen, türkis unterlegt sind gute/starke positive Korrelationen und hellblau unterlegt sind moderate positi-
ve Korrelationen.  
 
 
Alle „kleinen“ Aminosäuren und die Hauptaminosäuren Glutamin, Glycin, Serin und Alanin 
zeigen sehr gute bis gute Korrelationen zueinander, sie ändern also ihre Konzentrationen 
parallel zueinander. Aspartat, Asparagin, Glutamat und Gaba verhalten sich komplett unab-
hängig zueinander und zu den anderen Aminosäuren. Diese außergewöhnlich guten Korrela-
tionen im Normalzustand können andeuten, dass eine koordinierte Biosynthese der meisten 
Aminosäuren und im Besonderen der kleinen Aminosäuren besteht. Dies spiegelt die ähnli-
chen diurnalen Muster der Aminosäuren wider, die in den Abbildungen 5.7 (Glutamin) bis 
5.13 des Kapitels 5.2.1 beobachtet werden konnten. 
 
 
Korrelationen der Aminosäuren der Genotypen eines reduzierten Stickstoffsta-
tus unter diurnalen Aspekten 

Tabelle 5.3 zeigt die Ergebnisse der Korrelationsanalyse der Aminosäuren des Wildtyps mit 
ausreichender Stickstoffversorgung zu den Genotypen mit Stickstoffmangel oder reduzierter 
Stickstoffassimilation (F23xNia30(145), Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 und Wildtyp 
und Nia30(145) gewachsen mit 0.2 mM KNO3). 
 

 



64  Ergebnisse 

 
 
Tabelle 5.3: Pearson Korrelationskoeffizient aller Aminosäuren in Stickstoffmangelzuständen (F23xNia30(145), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 , Wildtyp und Nia30(145) gewachsen mit 0.2 mM KNO3) und des Wild-
typs mit ausreichender Nitratversorgung (Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3) untereinander. Die Tabelle un-
terliegt einer Farbkodierung. Dunkelblau unterlegt sind sehr gute/starke positive Korrelationen, türkis unterlegt 
sind gute/starke positive Korrelationen und hellblau unterlegt sind moderate positive Korrelationen.  
 
Sobald sich die Tabakpflanzen in einer Situation von Stickstoffmangel befinden, ändern sich 
die sehr guten positiven Korrelationen der kleinen Aminosäuren untereinander zu meist 
schwächeren aber immer noch guten positiven Korrelationen, d.h. sie ändern ihre Konzentra-
tionen immer noch in der gleichen Weise zueinander, jedoch mit wesentlich geringerer Signi-
fikanz. Die Korrelationen von Lysin zu den anderen „kleinen“ Aminosäuren zeigen keine sehr 
guten Korrelationen mehr. Isoleucin zeigt nur noch eine moderate Korrelation zu den ande-
ren „kleinen“ Aminosäuren. Die Korrelationen von Asparagin zu den „kleinen“ Aminosäuren 
verbessern sich sogar in Stickstoffmangelzuständen. In Tabelle 5.2 zeigt Asparagin modera-
te Korrelationen zu den „kleinen“ Aminosäuren, wogegen in Tabelle 5.3 sich hauptsächlich 
gute Korrelationen zeigen. Diesen Trend erkennt man ebenfalls bei Aspartat und Glutamat 
(Tabelle 5.2 und 5.3). Die Korrelationen von Histidin zu Citrullin, Arginin und Glutamin 
verbessern sich ebenfalls, sobald sich der Stickstoffstatus der Pflanzen reduziert. Diese Tat-
sache ist sehr interessant, da Histidin aus Glutamin hervorgeht und die einzige Aminosäure 
ist, für deren Biosynthese eine Koordination mit anderen Aminosäurebiosynthesewegen be-
wiesen werden konnte (Guyer et al. 1995). Chemisch verwandte Aminosäurefamilien zeigen 
unter Stickstoffmangel keine eindeutigen Korrelationen zueinander im Vergleich zu allen an-
deren, wobei dies zum Teil auch nicht zu erwarten war. Betrachtet man die Familie der aro-
matischen Aminosäuren zeigt sich, dass Phenylalanin und Tyrosin sehr gut miteinander kor-
relieren, nicht aber mit Tryptophan. Dies gilt sowohl für den Kontrollzustand (Wildtyp ge-
wachsen mit 12 mM KNO3), als auch in Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus. In der Ein-
leitung Kapitel 3.4 wurde gezeigt, dass diese beiden Synthesewege miteinander konkurrie-
ren. Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse stellen diesbezüglich eine Bestätigung dar. 
Im Zusammenhang mit der übergeordneten Fragestellung nach einer koordinierten Amino-
säurebiosynthese zeigt die Korrelationsanalyse der Aminosäuren in Pflanzen mit reduziertem 
Stickstoffstatus, dass eine eventuell vorhandene generelle Biosynthese unter Stickstoffman-
gelbedingungen nicht stabil ist. 
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5.2.2.3 Verhalten der Aminosäuren in Kohlenhydratmangelzuständen 
Mit Hilfe der Korrelationsanalyse soll auch hier die Frage diskutiert werden, ob die „klei-
nen“ Aminosäuren ihre Konzerntrationen sowohl im Normalzustand, als auch unter Kohlen-
hydratmangel parallel ändern.  

 
Korrelationen der Aminosäuren der Wildtypen mit sehr guten Kohlenstoffsta-
tus 

In diesem Experiment wurden zwei verschiedene Wildtypen verwendet. Der genetische Hin-
tergrund der anti-rbcS Mutanten stammt aus dem untransformierter Wildtyp Nicotiana taba-
cum L. cv. Petit Havana SR1 und die Kohlenstofflimitierung über reduzierte Lichtstärke wur-
de mit dem Wildtyp Nicotiana tabacum L. cv. SNN durchgeführt. Durch eine PCA-Analyse 
wurde sichergestellt, dass die Wildtypen miteinander vergleichbar sind. Es konnte in dieser 
Analyse keine Trennung zwischen SR1 und SNN festgestellt werden (PCA-Daten nicht ge-
zeigt). 

Tabelle 5.4 zeigt die Korrelationen aller individuellen Aminosäuren beider Wildtypen unter-
einander. Es zeigt sich, dass Pflanzen mit gutem Kohlenstoffstatus die Verhältnisse der 
meisten „kleinen“ Aminosäuren in gleicher Weise zueinander ändern (Tabelle 5.4). Histidin, 
Citrullin und Gaba zeigen keine besonders guten Korrelationen zu den anderen Aminosäu-
ren. Lysin zeigt lediglich gute Korrelationen sowohl zu Asparagin und Arginin als auch zu den 
nächsten Mitgliedern der Aspartatfamilie Threonin und Isoleucin, nicht aber zu Methionin. 
Während Lysin, Threonin und Isoleucin die gleichen Enzyme dieses Biosyntheseweges über 
einen Feedback-Regulationsmechanismus inhibieren, verfügt Methionin über einen weiteren 
und separaten Regulationsmechanismus, indem es die Cystathioninsynthase inhibiert (siehe 
Einleitung). Andere chemisch verwandte Aminosäurefamilien zeigen keine auffälligen Korre-
lationen zueinander.  
 

 
Tabelle 5.4: Pearson Korrelationskoeffizienten aller Aminosäuren der Wildtypen SR1 und SNN mit gutem Koh-
lenstoffstatus untereinander. Die Tabelle unterliegt einer Farbkodierung. Dunkelblau unterlegt sind sehr gu-
te/starke positive Korrelationen, türkis unterlegt sind gute/starke positive Korrelationen und hellblau unterlegt 
sind moderate positive Korrelationen.  
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Ein Vergleich der Korrelationsanalyse des Normalzustandes des vorangegangenen Kapitels 
5.2.2.2 bestätigt die sehr guten positiven Korrelationen der meisten kleinen Aminosäuren zu-
einander. Abweichungen zeigt z.B. Glutamin. Während der Wildtyp Gatersleben des Kapitels 
5.2.2.2 sehr gute positive Korrelationen zu den meisten anderen Aminosäuren zeigt, finden 
wir in den Wildtypen SR 1 und SNN lediglich gute Korrelationen wieder. Asparagin dagegen 
zeigt im Wildtyp Gatersleben hauptsächlich gute Korrelationen, die sich in den Wildtypen SR 
1 und SNN zum Teil zu sehr guten Korrelationen ändern. Maßgeblicher Unterschied zwi-
schen diesen beiden Datensätzen ist die diurnale Analyse der Aminosäuren des Wildtyp Ga-
tersleben und die Betrachtung lediglich eines Tageszeitpunktes der beiden anderen Wildty-
pen SR1 und SNN. Es besteht die Möglichkeit, dass dadurch eine nicht 100%ige Reprodu-
zierbarkeit der in Kapitel 5.2.2.2 Tabelle 5.2 dargestellten Korrelationen zustande kommt.  
Es kann ausgeschlossen werden, dass diese geringfügigen Unterschiede auf Grund der un-
terschiedlichen Wildtypen zustande kommt, da der Wildtyp Gatersleben in oben genannte 
PCA-Analyse miteinbezogen wurde und alle Wildtypen (Gatersleben, SR1 und SNN) nicht 
signifikant voneinander getrennt werden konnten (siehe oben, PCA-Analyse nicht gezeigt). 
Die leichten Unterschiede sind wahrscheinlich Ergebnis der biologischen Variabilität der Pro-
ben. 
Ausgehend von der Ergebnisse dieser Korrelationsanalyse kann die Aussage des vorange-
gangenen Kapitels, dass es eine koordinierte Biosynthese der „kleinen“ Aminosäuren unter 
optimalen Bedingungen existiert, bestätigt werden.  
 
 
Korrelationen der Aminosäuren der Pflanzen mit reduziertem Kohlenstoffstatus 

Tabelle 5.5 zeigt die Korrelationen aller individuellen Aminosäuren des Wildtyps SR1, der 
Rubisco antisense Genotypen, des Wildtyps SNN unter optimalen (400µE) und suboptimalen 
Lichtbedingungen (150 und 80µE). 

Die Analyse zeigt deutlich, dass sich in Kohlenhydratmangelzuständen die Korrelationen vie-
ler Aminosäuren untereinander verschlechtern. In den meisten Fällen ändern sich sehr guten 
Korrelationen zu guten Korrelationen (Tabelle 5.4 und 5.5). Tryptophan z.B. zeigt keinerlei 
Korrelation zu irgendeiner anderen Aminosäure. Die Korrelationen von Lysin und Histidin zu 
den anderen Aminosäuren dagegen verbessern sich im Kohlenhydratmangelzustand (Tabel-
le 5.5). Interessanterweise zeigt auch hier Histidin unter Kohlenhydratmangelbedingungen 
verbesserte Korrelationen zu Glutamin, seiner Vorläuferaminosäure. Der gleiche Trend konn-
te schon bei Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus beobachtet werden (Kapitel 5.2.2.2 
Tabelle 5.3). Generell kann festgestellt werden, dass unter Kohlenhydratmangelzuständen 
die Aminosäuren ihre Konzentrationen mit weit geringerer Signifikanz auf die gleiche Weise 
zueinander ändern.  
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Tabelle 5.5: Pearson Korrelationskoeffizienten aller Aminosäuren des Wildtyps SR1 und der Rubisco antisense 
Pflanzen sowie des Wildtyps SNN gewachsen mit 400µE und gewachsen unter suboptimalen Lichtbedingungen 
(150µE und 80µE). Die Tabelle unterliegt einer Farbkodierung. Dunkelblau unterlegt sind sehr gute/starke positi-
ve Korrelationen, türkis unterlegt sind gute/starke positive Korrelationen und hellblau unterlegt sind moderate 
positive Korrelationen 
 
 
 
Im Zusammenhang zur übergeordneten Fragestellung nach einer koordinierten Aminosäure-
biosynthese zeigt die Korrelationsanalyse der Aminosäuren in Pflanzen mit reduziertem Koh-
lenstoffstatus, dass eine eventuell koordinierte Biosynthese unter Kohlenstoffmangelbedin-
gungen nicht stabil ist. 
 
 

5.2.2.4 Verhalten der Aminosäuren in Stickstoff– und Kohlenhydratman-
gelzuständen zusammen 

Um einerseits den Vergleich der beiden Datensätze aus Kapitel 5.2.2.2 und 5.2.2.3 leichter 
zu machen und andererseits weiterhin die Fragestellung, ob es eine stabile koordinierte A-
minosäurebiosynthese gibt, diskutieren zu können, wurden beide Datensätze kombiniert. 
Tabelle 5.6 zeigt die Korrelationen der Aminosäuren aller Wildtypen (Gatersleben, SR 1 und 
SNN), der Rubisco antisense Pflanzen, der Pflanzen gewachsen unter suboptimalen Licht-
bedingungen (150 und 80 µE), der Nitratmangel ernährten Wildtypen (Gatersleben), der 
Transformanten mit moderat reduzierter Nitratreduktase Aktivität (F23xNia30(145)) und der 
Transformante mit stark reduzierter Nitratreduktase Aktivität in beiden Ernährungszuständen 
(Nia30(145) gewachsen mit 12 und 0.2 mM KNO3). Da die Analyse der Aminosäuren des 
kohlenstoffbasierten Datensatzes in der zweiten Hälfte der Lichtperiode stattfand, wurde aus 
dem stickstoffbasierten Datensatz in diese Korrelationsanalyse nur die Aminosäuren eines 
vergleichbaren Tageszeitpunktes mit einbezogen. 
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Tabelle 5.6: Pearson Korrelationskoeffizienten aller Aminosäuren aller Genotypen des kohlenstoffbasierten Da-
tensatzes aus Kapitel 5.2.2.3 und aller Genotypen des stickstoffbasierten Datensatzes zu einem vergleichbaren 
Tageszeitpunkt aus Kapitel 5.2.2.2. Die Tabelle unterliegt einer Farbkodierung. Dunkelblau unterlegt sind sehr 
gute/starke positive Korrelationen, türkis unterlegt sind gute/starke positive Korrelationen und hellblau unterlegt 
sind moderate positive Korrelationen 
 
 
Allgemein gesehen zeigt die Tabelle 5.6 wenig sehr gute Korrelationen. Phenylalanin z.B. 
zeigt sehr gute Korrelationen zu Glycin, Serin, Alanin und Tyrosin. Es besteht hier also die 
Möglichkeit, dass die Biosynthese dieser Aminosäuren über einen ähnlichen Regulationsme-
chanismus gesteuert wird. Methionin aus der Aspartatfamilie zeigt auffällig gute Korrelatio-
nen zu Alanin, Valin und Leucin, d.h. Aminosäuren, die aus Pyruvat hervorgehen. Zu den 
anderen Mitgliedern der Aspartatfamilie zeigt Methionin lediglich Korrelationen um 0.72. Leu-
cin und Alanin zeigen eine sehr gute Korrelation zueinander. Dies zeigt sich auch in Kohlen-
hydratmangelbedingungen (Tab. 5.5) und in Stickstoffmangelbedingungen (Tab. 5.3). Es 
scheint, dass die Verhältnisse dieser beiden Aminosäuren, die beide aus Pyruvat hervorge-
hen, meistens stabil sind. Tyrosin zeigt in allen experimentellen Gruppen und Genotypen 
stets eine sehr gute Korrelation zu seinem Familienmitglied Phenylalanin. Wie oben bereits 
spekuliert, kann dieses außergewöhnlich stabile Verhältnis zwischen Tyrosin und Phenylala-
nin daher rühren, dass ihre Biosynthese koordiniert abläuft bzw. über die gleichen Regulati-
onsmechanismen abläuft. Beide Aminosäuren werden im ersten Schritt über das Enzym 
Chorismatmutase synthetisiert und beide haben starke inhibierende Wirkung auf dieses En-
zym (siehe Einleitung).  Phenylalanin ist in den meisten Pflanzenspezies Ausgangsprodukt 
des Phenylpropanoidstoffwechsels. In manchen monokotylen Spezies dient auch Tyrosin 
über die Desaminierung durch TAL (Tyrosin-Ammonium-Lyase) zu p-Coumarsäure dazu. 
20% des fixierten Kohlenstoffs fließen in den Shikimatweg und von dort fließt Kohlenstoff in 
den Phenylpropanoidstoffwechsel, aus welchem die Ligninvorstufen hervorgehen. Lignin 
kommt z.B. in den Leitgeweben vor und stellt neben Zellulose das am häufigsten vorkom-
mende Biopolymer dar (Bate et al. 1994). Diese Tatsache könnte ein weiteres Indiz sein, wa-
rum diese beiden Aminosäuren eventuell einer streng koordinierten Biosynthese unterliegen.  
 
Die Hauptaminosäuren zeigen ein heterogenes Verhalten zu den anderen Aminosäuren. 
Asparagin, Serin, Glycin und Alanin zeigen eher gute Korrelationen zu allen anderen Amino-
säuren. Glutamat und Aspartat dagegen zeigen sich in den meisten Fällen unabhängig. Glu-
tamin z.B. zeigt keinerlei Korrelation zu den aromatischen Aminosäuren und zu Glutamat. 
Dies ist konstant für alle gezeigten Korrelationsanalysen (Tab. 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 und 5.6). Er-
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staunlicherweise zeigen Glutamin und Glutamat nur in den Stickstoffmangelbedingungen ei-
ne moderate positive Korrelation zueinander (Tab. 5.3).  
 
Die sehr guten Korrelationen der „kleinen“ Aminosäuren unter Kontrollbedingungen (Tab. 5.2 
und Tab. 5.4) sind nicht stabil sobald die Pflanzen unter Mangelbedingungen wachsen. Auch 
zeigen die einzelnen Aminosäurefamilien keine besonders auffällige Korrelation untereinan-
der. Threonin z.B. zeigt keine durchgängig gute Korrelation zu Methionin, Lysin oder Isoleu-
cin; Histidin, Citrullin und Arginin ebenfalls. Tryptophan zeigt auch keine besonders auffälli-
gen Korrelationen zu den anderen aromatischen Aminosäuren. Dies könnte die Folge kon-
kurrierender Biosynthesewege sein (siehe oben). 
In allen vorgestellten Versuchbedingungen sind es oft die gleichen kleinen Aminosäuren, de-
ren Korrelationen selten sehr gut und meist nur moderat zu den anderen Aminosäuren sind. 
Das sind vor allem Isoleucin, Histidin, Citrullin, Arginin, Tryptophan und Gaba. 
Valin, Leucin, Methionin und Tyrosin dagegen zeigen immer wieder die besten Korrelationen 
zu den anderen „kleinen“ Aminosäuren. 
 
 

FAZIT 

• Die Hauptkomponentenanalyse der Aminosäuren trennt Genotypen, Mangelbedin-
gungen und tageszeitliche Änderungen voneinander. Unter den Aminosäuren, die ei-
nen eigenschaftsbestimmenden Einfluss haben sind auch die kleinen Aminosäuren 
Phenylalanin und Threonin sowohl für Stickstoff- und Kohlenstoffmangelbedingungen. 
Isoleucin hat einen trennenden Einfluss im stickstoffbasierten Datensatz. Trennende 
Eigenschaften besitzen auch die Hauptaminosäuren Glutamat, Glutamin, Aspartat 
und Glycin. 

• Die Korrelationsanalyse der diurnalen Änderungen von Aminosäuren unter Normal-
bedingungen zeigt sehr gute bis gute positive Korrelationen aller kleinen Aminosäu-
ren untereinander und von Glutamin, Glycin, Serin und Alanin.  

• Unter Stickstoff- und Kohlenstoffmangelbedingungen verschlechtern sich diese stabi-
len Korrelationen signifikant.  

• Es gibt jedoch immer wiederkehrende Muster. Besonders schlechte Korrelationen zu 
den anderen Aminosäuren zeigen in allen Mangelbedingungen Tryptophan, Gaba, 
Isoleucin, Lysin und Citrullin. Sie verhalten sich zwar im Vergleich zwischen Nitrat- 
und Kohlenstoffmangel leicht unterschiedlich, zeigen aber insgesamt betrachtet in 
keinem Mangelzustand besonders gute Korrelationen. 

• Methionin, Tyrosin und Phenylalanin zeigen in allen Mangelzuständen die besten 
Korrelationen zu den anderen Aminosäuren. 

• Glutamat zeigt sich in den meisten Fällen unabhängig zu allen anderen Aminosäuren. 

• Die Hauptkomponentenanalyse und die Korrelationsanalyse geben widersprüchliche 
Hinweise. Das zeigt das Beispiel Phenylalanin. Während die PCA-Analyse Phenyla-
lanin als trennenden Faktor identifiziert und damit andeutet, dass diese Aminosäure 
keiner generellen Kontrolle unterliegt, zeigt Phenylalanin in der Korrelationsanalyse 
generell eher gute Korrelationen zu allen anderen Aminosäuren und insbesondere zu 
Tyrosin. Das wiederum deutet an, dass Phenylalanin mit der Biosynthese anderer 

 



70  Ergebnisse 

Aminosäuren koordiniert ist. Doch wie einleitend schon festgestellt, ist die Korrelati-
onsanalyse eine statistische Methode, die lediglich Hinweise über starke Assoziatio-
nen gibt aber nichts über eine biologische Relevanz aussagt. 

 
 

5.2.2.5 Verhalten der Aminosäuren in Abhängigkeit des Gesamtamino-
säuregehaltes 

Mit Hilfe einer Verhältnisanalyse jeder einzelnen individuellen Aminosäure zum Gesamtami-
nosäuregehalt bzw. zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren sollen individuelle Verhal-
tensweisen oder wiederkehrende Muster einer einzelnen Aminosäure identifiziert werden. 
Die Verhältnisanalyse eignet sich besonders gut um aufzuzeigen, ob eine Aminosäure über 
alle Behandlungen hinweg ein stabiles Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt hat oder 
sich unabhängig zu den anderen Aminosäuren verhält. Wenn das Verhältnis einer individuel-
len Aminosäure konstant zum Gesamtaminosäuregehalt ist, zeigt die Darstellung eine hori-
zontale Linie. Wenn sich der Anteil ändert, steigt oder fällt diese Linie. Dies ermöglicht eine 
sehr sensitive Visualisierung bezüglich Veränderungen einer speziellen Aminosäure relativ 
zu den anderen und kann Aufschluss im Zusammenhang mit der übergeordneten Fragestel-
lung nach einer koordinierten Aminosäurebiosynthese geben. Außerdem kann ein unabhän-
giges Verhalten einer bestimmten Aminosäure einer spezifischen Ursache, wie z.B. tages-
zeitliche Abhängigkeiten, zugeordnet werden. Aus auflösungstechnischen Gründen werden 
die prozentualen Anteile der „kleinen“ Aminosäuren im Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren berechnet und dargestellt. Die folgenden Kapitel diskutieren nur die 
Aminosäuren, die abweichende Effekte im Bezug zum Kontrollwildtyp  zeigen und kein stabi-
les Verhalten entlang der Ordinatenachse. 

Zuerst wird auf diurnale Effekte eingegangen, da diese in den dargestellten Graphen dieses 
Kapitels eine Streuung verursachen, die in der nachfolgenden Verhältnisanalyse des stick-
stoffbasierten Datensatzes dann nicht näher geklärt werden muss. Der Verhältnisanalyse 
des stickstoffbasierten Datensatzes folgt dann die des kohlenstoffbasierten Datensatzes. 

 
 

5.2.2.5.1 Diurnale Effekte 
Die diurnale Analyse des stickstoffbasierten Datensatzes ermöglicht, über die Verhältnisana-
lyse tageszeitlich abhängige Regulationen einer bestimmten Aminosäurebiosynthese zu i-
dentifizieren. Zur vereinfachten Darstellung wurden keine Unterscheidungen nach Genoty-
pen vorgenommen, sondern lediglich Tag- und Nachtmessungen unterschieden. Werte, die 
in den Tagproben gemessen wurden, sind schwarz dargestellt und Werte, die in den Nacht-
proben gemessen wurden, weiß. Unterschiedliche Aminosäuregehalte bezüglich des diurna-
len Rhythmus können auf regulierende Zucker zurückzuführen sein oder auf Effekte, die 
durch Licht direkt beeinflusst werden. Aufgrund des gewählten Zeitfensters von 4 Stunden 
kann mit dem stickstoffbasierten Datensatz nicht geklärt werden, welche dieser beiden Mög-
lichkeiten eine regulatorische Rolle spielt. Reaktionen auf Lichtverhältnisse direkt sind meist 
kurzfristig zu beobachten, Ereignisse basierend auf veränderte Kohlenhydratgehalte sind 
meist längerfristig zu beobachten. Die Ergebnisse dieses Kapitels können somit nur mit in 
der Literatur beschriebenen Ergebnissen verglichen und diskutiert werden. Es wird voraus-
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blickend darauf hingewiesen, dass die Graphen, die in diesem Abschnitt dargestellt sind zum 
Teil noch einmal im folgenden Kapitel 5.2.2.5.2 mit einer farblichen Unterscheidung der Ge-
notypen gezeigt werden. 

Der Anteil an Aspartat im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt zeigt eine klare Reakti-
on auf Licht. Während der Nacht sind die prozentualen Anteile an Aspartat um den Faktor 3 
höher verglichen mit den Anteilen dieser Aminosäure während des Tages (Abb. 5.17). Eine 
tageszeitlich abhängige Aspartatsynthese zeigten auch schon die absoluten Aspartatgehalte 
auf. Diese waren während der Nacht in den Kontrollwildtypen signifikant höher als während 
des Tages. In Kapitel 5.2.2.1 konnte mittels PCA des stickstoffbasierten Aminosäuredaten-
satzes Aspartat als trennende Aminosäure in Bezug auf tageszeitlich abhängige Faktoren 
identifiziert werden (siehe Abb. 5.15). Die PCA des kohlenstoffbasierten Aminosäuredaten-
satzes identifiziert Aspartat als trennende Aminosäure in Bezug auf Pflanzen, die in subopti-
malen Lichtbedingungen gewachsen sind (siehe Abb. 5.16).  
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Abb. 5.17: Prozentualer Anteil von Aspartat im 
Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. 
Aufgetragen sind die Messwerte aller Genotypen. 
Wildtyp Gatersleben gewachsen in 12 und in 0.2 
mM KNO3, F23xNia30(145) gewachsen mit 12 
mM KNO3 und Nia30(145) gewachsen mit 12 
und 0.2 mM KNO3. Schwarz dargestellt sind die 
Tagwerte (■) und weiß die Nachtwerte (□).  
 
 

 
 
Der Anteil an Glycin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt ist eindeutig während des 
Tages höher (Abb. 5.18). Dieses Ergebnis wird auch durch die PCA-Analyse beider Daten-
sätze bekräftigt. Im stickstoffbasierten Datensatz trägt Glycin dazu bei, Proben voneinander 
zu trennen, die entweder am Tag oder während der Nacht geerntet wurden (Abb. 5.15A und 
B). Im kohlenstoffbasierten Datensatz trägt Glycin dazu bei, Proben zu unterscheiden, die 
entweder bei optimaler oder suboptimaler Lichtqualität geerntet wurden (Abb. 5.17A und B). 
Für dieses Ergebnis gibt es zwei verschiedene Erklärungsmöglichkeiten: Für die Glycin-
synthese gibt es in Pflanzen zwei Wege. Man unterscheidet den glykolytischen und den pho-
torespiratorischen Weg, wobei der zweitere der bevorzugte ist und die erhöhten Glycinanteile 
während des Tages bestätigen eine lichtabhängige bzw. die photorespiratorische Synthese. 
Eine andere Möglichkeit ergibt sich, wenn man in Betracht zieht, dass die Serinanteile stabil 
über den gesamten Tag hinweg sind (Daten siehe Anhang). Glycinkatabolismus während der 
Nacht könnte dazu dienen, die Serinanteile stabil zu halten. Sinha und Cossins lieferten be-
reits 1964 Hinweise darauf, dass der Bedarf an Glycin in nichtphotosynthetischen Geweben 
dazu dient, Serin zu produzieren. 
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Abb. 5.18: Prozentualer Anteil von Glycin im 
Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Aufgetra-
gen sind die Messwerte aller Genotypen. Wildtyp 
Gatersleben gewachsen in 12 und in 0.2 mM KNO3, 
F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 und 
Nia30(145) gewachsen mit 12 und 0.2 mM KNO3. 
Schwarz dargestellt sind die Tagwerte (■) und weiß 
die Nachtwerte (□).  
 
 
 

 
Der Anteil an Alanin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt ist während des Tages 
durchschnittlich um den Faktor 2 höher im Vergleich zur Nacht (Abb. 5.19). Auch bei der A-
laninbiosynthese kann davon ausgegangen werden, dass entweder eine Lichtregulation 
stattfindet oder eine Regulation durch reduzierende Kohlenhydrate. Eine Korrelationsanalyse 
zwischen Alanin und den reduzierten Kohlenhydrate ergab eine moderat positive Korrelation 
von 0.63. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass niedrige Konzentrationen der Kohlenhyd-
rate während der Nacht in Zusammenhang mit den reduzierten Alaninanteilen stehen. 
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Abb. 5.19: Prozentualer Anteil von Alanin im 
Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. 
Aufgetragen sind die Messwerte aller Genotypen. 
Wildtyp Gatersleben gewachsen in 12 und in 0.2 
mM KNO3, F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3 und Nia30(145) gewachsen mit 12 und 0.2 
mM KNO3. Schwarz dargestellt sind die Tagwerte (■) 
und weiß die Nachtwerte (□).  
 
 

 
Die einzige „kleine“ Aminosäure, die eine eindeutige Reaktion auf den Tag/Nacht-Zyklus 
zeigt, ist Phenylalanin. Der Anteil an Phenylalanin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren ist während des Tages durchschnittlich um den Faktor 3 höher als 
während der Nacht (Abb. 5.20). Abbildung 5.20 zeigt entlang der y-Achse deutlich zwei 
Cluster. Die oberen Datenpunkte gehören zu Genotypen mit hohem, die unteren Datenpunk-
te zu Genotypen mit niedrigem Stickstoffstatus. Dieses Ergebnis wird ausführlicher in Kapitel 
5.2.2.5.2 beschrieben. 
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Abb. 5.20: Prozentualer Anteil von Phenylalanin im 
Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren. Aufgetragen sind die 
Messwerte aller Genotypen. Wildtyp Gatersleben 
gewachsen in 12 und in 0.2 mM KNO3, 
F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 und 
Nia30(145) gewachsen mit 12 und 0.2 mM KNO3. 
Schwarz dargestellt sind die Tagwerte (■) und weiß 
die Nachtwerte (□).  
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Die PCA des stickstoffbasierten Aminosäuredatensatzes identifizierte Phenylalanin als eine 
eigenschaftsbestimmende Aminosäure im Bezug auf tagezeitlich abhängige Faktoren (siehe 
Kapitel 5.2.2.1, Abb. 5.15). Interessanterweise trägt Phenylalanin in der PCA des kohlen-
stoffbasierten Datensatzes – im Gegensatz zu Aspartat und Glycin – nicht dazu bei, dass 
Pflanzen gewachsen mit unterschiedlicher Lichtqualität voneinander unterschieden werden 
können. Vielmehr trägt Phenylalanin dazu bei, dass die Genotypen unterschiedlicher Rubis-
co-Aktivität voneinander getrennt werden (siehe Kapitel 5.2.2.1, Abb. 5.16).   
 
 
Die bisher dargestellte Verhältnisanalyse konnte keine signifikanten Änderungen des Anteils 
an Asparagin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt bezüglich der Tag- und Nacht-
werte (siehe Kapitel 5.2.2.5.2) zeigen. Es gab allerdings Schwankungen in den Nachtwerten. 
Daher wurden die prozentualen Anteile von Asparagin gemittelt und in Bezug auf die Tages-
zeitpunkte dargestellt. In Abbildung 5.21 ist deutlich zu sehen, dass der Anteil an Asparagin 
im Kontrollwildtyp während der Nacht von durchschnittlich 0.03% auf durchschnittlich 0.05% 
am Ende der Nacht steigt. Tendenziell kann dieser Anstieg auch in der moderaten NR-
reduzierten Transformante F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 verfolgt werden. In 
den Pflanzen mit niedrigem Stickstoff- bzw. Kohlenstoffstatus dagegen ist das nicht mehr zu 
beobachten. Kapitel 5.2.2.5.3 (Verhältnisanalyse Kohlenhydratmangel) zeigt, dass die Antei-
le von Asparagin bei Kohlenhydratmangel steigen. Stärke und Zucker sinken im Laufe der 
Nacht. Die Zunahme der Asparaginanteile des Kontrollwildtyps im Laufe Nacht könnte auf 
diesen Faktor zurückzuführen sein. Die moderat betroffene Transformante F23xNia30(145) 
zeigt eine ähnliche Antwort; diese bleibt bei den Pflanzen mit niedrigen Stickstoffstatus aus. 
Man kann allerdings beobachten, dass der Asparaginanteil des verhungerten Wildtyps nach 
der Nitratapplikation von 0.01% auf 0.02% ansteigt. Diese Ergebnisse können ein Hinweis 
darauf sein, dass Asparaginsynthese vom Stickstoff- und Kohlenstoffstatus der Pflanzen ab-
hängig ist und damit nur indirekt von Licht. 

 
 

Abb. 5.21: Prozentualer Anteil von Aspa-
ragin im Verhältnis zum Gesamtaminosäu-
regehalt. Aufgetragen sind die gemittelten 
Messwerte ± Standardabweichung aller 
Genotypen gegen die entsprechende Ta-
geszeit (n = 5). Die grauen Bereiche sym-
bolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wild-
typ gewachsen mit 12 mM KNO3 (blau), 
F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3 (pink), Wildtyp gewachsen mit 0.2 
mM KNO3 (grün), Nia30(145) gewachsen 
in 12 mM KNO3 (gelb) und mit 0.2 mM 
KNO3 (orange).  
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Anteile von Glutamin, Aspartat, Gly-
cin, Alanin und Phenylalanin abhängig von der Tageszeit im Verhältnis zu den anderen Ami-
nosäuren ändern und Hinweise darauf liefern, dass die Regulation ihrer Biosynthese abhän-
gig von Tag/Nacht-Zyklus ist, während Asparagin eine tageszeitliche Antwort zeigt, die eher 
auf eine Steuerung des Kohlenstoff- und Stickstoffstatus der Pflanze hindeutet.  
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5.2.2.5.2  Individuelle Antworten der Aminosäuren auf niedrigen Stickstoffstatus 
oder auf Nitrat 

In diesem Kapitel kommt es zur Identifizierung von Aminosäuren, die eine Antwort auf einen 
reduzierten Stickstoffstatus der Pflanzen oder auf Nitrat selbst zeigen und ihr Verhältnis in 
Abhängigkeit des Gesamtaminosäuregehalts bzw. des Gesamtgehaltes der „kleinen“ Amino-
säuren verändern. Das experimentelle System des stickstoffbasierten Aminosäuredatensat-
zes erlaubt durch den Vergleich des nitratmangelernährten Wildtyps und der Nitrat akkumu-
lierenden Transformante (Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3) die Identifizierung nitratge-
steuerter Effekte. Der Effekt wird weiterhin betätigt, wenn die nitratmangelernährte Transfor-
mante (Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3) ein dem verhungerten Wildtyp ähnliches Ver-
halten zeigt. Nitrat kann auf zwei unterschiedliche Arten agieren: Zum einen kann es einen 
Einfluss auf die Biosynthese der entsprechenden Aminosäure haben oder es kann deren 
Verbrauch für andere Stoffwechselprozesse (siehe Einleitung) entweder inhibieren oder sti-
mulieren.  
Im folgenden Kapitel wird die Unterscheidung zwischen Proben, die während des Tages und 
während der Nacht geerntet wurden beibehalten. Eine Streuung bezüglich des diurnalen Ef-
fektes kann so von einer Streuung unterschieden werden, die durch biologische Varianz der 
Proben, hervorgerufen durch die verwendeten Genotypen, oder technische Varianz der Ana-
lyse zustande gekommen ist. Zur Vereinfachung für den Betrachter wird in Tabelle 5.7 eine 
kurze Zusammenstellung der in diesem Kapitel verwendeten Symbole dargestellt. 
 
 
 

Genotyp Stickstoffangebot Tag Nacht 
Wildtyp (Gatersle-

ben) 12 mM KNO3  □ 
Wildtyp (Gatersle-

ben) 0.2 mM KNO3  □ 
F23xNia30(145) 12mM KNO3  ○ 

Nia30(145) 12 mM KNO3 ▲ ∆ 
Nia30(145) 0.2 mM KNO3 ▲ ∆ 

  
Tabelle 5.7: Zusammenstellung der in diesem Kapitel verwendeten Symbole 

 
 
 
 
Die Hauptaminosäuren 
Der Anteil an Glutamat im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt steigt bei verringertem 
Stickstoffstatus der Pflanzen. Der prozentuale Anteil steigt von ca. 20% auf 35 – 55 % an 
(Abb. 5.22). Mehrere Gründe können dieses Phänomen erklären.  

1. Der prozentuale Anteil an Glutamat erhöht sich auf Grund erhöhter Proteindegradie-
rung in Pflanzen mit Stickstoffmangel. 

2. Die Glutamatbiosynthese bleibt unter Stickstoffmangelbedingungen auf hohem Ni-
veau, jedoch die Biosynthese der anderen Aminosäuren nimmt ab. Es kommt zu ei-
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ner Verringerung des Gesamtaminosäuregehaltes und zu einem erhöhten Anteil an 
Glutamat.   

Die stabilen absoluten Glutamatkonzentrationen aller Genotypen und Tageszeitpunkte in 
Kapitel 5.2.1.1 in Kombination mit den verringerten Proteinkonzentrationen in Kapitel 5.1.4 
unterstützen Punkt 2. Es kann jedoch keine Aussage darüber getroffen werden, welche der 
oben genannten Punkte Gültigkeit hat. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 5.22: Prozentualer Anteil an Glutamat im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyppflanzen wer-
den symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transfor-
mante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole 
Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Be-
handlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wild-
typ gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). 
Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Geno-
typen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
 
Der Anteil an Glutamin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt sinkt stark in Pflanzen 
mit verringertem Stickstoffstatus. Während der gut ernährte Wildtyp durchschnittlich 25% 
Glutamin in Abhängigkeit zum Gesamtaminosäuregehalt hat, sinkt der der moderat betroffe-
nen Transformante F23xNia30(145) bereits auf durchschnittlich 13%. Der Anteil von Gluta-
min im nitratverhungerten Wildtyp beträgt nur noch durchschnittlich 5% und sinkt noch ein-
mal in beiden Ernährungszuständen der Nia30(145) auf durchschnittlich 2% ab (Abb. 5.23). 
Alle Genotypen zeigen eine große Streuung. Das kann ein Hinweis darauf sein, dass Gluta-
mingehalte innerhalb der Pflanze schnell auf äußere Einflüsse reagieren. Auch die PCA 
konnte Glutamin als eine der Aminosäuren identifizieren, die dazu beiträgt die Genotypen 
und experimentellen Gruppen voneinander zu trennen (Abb. 5.15).  
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Abb. 5.23: Prozentualer Anteil an Glutamin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyppflanzen wer-
den symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transfor-
mante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole 
Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Be-
handlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wild-
typ gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). 
Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Geno-
typen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
Der Anteil an Asparagin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt verändert sich nur ge-
ringfügig in den Genotypen mit reduziertem Stickstoffstatus (Abb. 5.24A). Das ist ein eher 
unerwartetes Ergebnis, da Asparagin eine stickstoffreiche Aminosäure ist. Nia30(145) ge-
wachsen mit 12 mM KNO3 hat jedoch einen signifikant niedrigeren prozentualen Asparagi-
nanteil an den Gesamtaminosäuren im Vergleich zum nitratdefizienten Wildtyp. Dieser Effekt 
ist teilweise rückläufig in den nitratverhungerten Pflanzen der Transformante Nia30(145) 
(Abb. 5.24B). Dieses Ergebnis deutet an, dass hohe Nitratgehalte entweder die Asparagin-
synthese inhibieren oder den Verbrauch von Asparagin stimulieren.  
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Abb. 5.24: Prozentualer Anteil an Asparagin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyppflanzen wer-
den symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transfor-
mante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole 
Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Be-
handlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wild-
typ gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). 
Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Geno-
typen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
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Der Anteil an Glycin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt sinkt in Pflanzen mit stark 
erniedrigtem Stickstoffstatus (Abb. 5.25A). Der Glycinanteil des gut ernährten Wildtyps und 
der moderat betroffenen Transformante F23xNia30(145) beträgt während des Tages durch-
schnittlich 17.5%. Der Anteil der stark betroffenen Transformante Nia30(145) gewachsen mit 
hohem Nitratangebot sinkt auf durchschnittlich 5% ab. Die Glycinanteile des nitratverhunger-
ten Wildtyps und der stark betroffenen Transformante Nia30(145) in Nitratmangelbedingun-
gen steigen im Vergleich zur Nitrat akkumulierenden Transformante (Nia30(145) gewachsen 
mit 12 mM KNO3) von 5% auf durchschnittlich 9% während des Tages an (Abb. 5.25B). Dies 
deutet darauf hin, dass die Glycinbiosynthese aufgrund hoher Nitratgehalte in den Blättern 
reduziert sein kann oder dass der Verbrauch an Glycin stimuliert wird. Abbildung 5.25A und 
B zeigen die bereits in Kapitel 5.2.2.5.1 dargestellten diurnalen Effekte der Glycinanteile. 
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Abb. 5.25: Prozentualer Anteil an Glycin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyppflanzen werden 
symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transformante 
Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole Werte 
während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Behandlungen. 
Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen 
mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind 
alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Genotypen gewachsen 
unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 
12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
 
Der Anteil an Alanin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt sinkt in den Pflanzen mit 
reduziertem Stickstoffstatus (Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 und Wildtyp und 
Nia30(145) gewachsen mit 0.2 mM KNO3) durchschnittlich um den Faktor 2 (Abb. 5.26A). 
Die Alaninanteile im verhungerten Wildtyp sind im Vergleich zur Transformante Nia30(145) 
mit ausreichendem Nitratangebot deutlich niedriger (Abb. 5.26B). Dieser Effekt ist in der nit-
ratverhungerten Variante dieser Transformante umgekehrt. Die Alaninanteile gleichen hier 
denen des nitratverhungerten Wildtyps. Dies kann als Hinweis angesehen werden, dass ho-
he Nitratgehalte einen Einfluss auf die Alaninbiosynthese oder deren Verbrauch haben kön-
nen. Abbildung 5.26B zeigt auch, dass die diurnalen Effekte, die in den Pflanzen mit hohem 
Stickstoffstatus vorhanden sind, in Pflanzen mit niedrigem Stickstoffstatus nicht beobachtet 
werden können. Die diurnalen Effekte scheinen innerhalb der Genotypen nicht konsistent zu 
sein.  
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Abb. 5.26: Prozentualer Anteil an Alanin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyppflanzen werden 
symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transformante 
Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole Werte 
während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Behandlungen. 
Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen 
mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind 
alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Genotypen gewachsen 
unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 
12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
 
Die „kleinen“ Aminosäuren 

Der Anteil an Phenylalanin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren 
sinkt in Pflanzen mit verringertem Stickstoffstatus (Abb. 5.27A). Der prozentuale Anteil wäh-
rend des Tages von durchschnittlich 20% in Pflanzen mit ausreichender Stickstoffversorgung 
(Wildtyp und F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3) sinkt auf ca. 15 % während des 
Tages in den Nitrat akkumulierenden Transformanten ab (Nia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3) (Abb. 5.27A). Die Phenylalaninanteile im nitratverhungerten Wildtyp sinken noch ein-
mal um den Faktor 3 im Vergleich zu oben genannter Transformante (Abb. 5.27B). Diese 
Abnahme ist teilweise ebenfalls bei der nitratverhungerten Nia30(145) Transformante zu be-
obachten. Dies ist ein Hinweis auf einen nitratspezifische Stimulation auf die Phenylalaninbi-
osynthese bzw. auf einen inhibierenden Effekt von hohen Nitratgehalten auf den Verbrauch 
von Phenylalanin in anderen Stoffwechselprozessen. Abbildung 5.27A und B zeigen eben-
falls die diurnalen Unterschiede der Phenylalaninanteile, die in Kapitel 5.2.2.5.1 beschreiben 
wurden und die große Streuung der Werte entlang der y-Achse erklären. Die individuellen 
Reaktionen der Phenylalaninanteile in Bezug auf Stickstoffstatus, Nitrat und den Tag/Nacht-
Zyklus können den hohen Eigenwert dieser Aminosäure in der PCA-Analyse in Kapitel 
5.2.2.1 erklären. Interessanterweise zeigen die Anteile der anderen beiden aromatischen 
Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan keine Veränderungen relativ zu den anderen „klei-
nen“ Aminosäuren, weder in Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus noch bezüglich tages-
zeitlich abhängiger Faktoren (Daten siehe Anhang).  
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Abb. 5.27: Prozentualer Anteil an Phenylalanin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. 
Wildtyppflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) 
und die der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages 
dar, offene Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nit-
ratspezifischen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 
mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 
0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im 
Bereich der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kalium-
nitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
Der Anteil an Lysin relativ zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Animosäuren steigt in Pflanzen 
mit verringertem Stickstoffstatus. Im Vergleich zu Kontrollwildtyp und F23xNia30(145) steigt 
der prozentuale Anteil von ca. 3% auf durchschnittlich 8% an (Abb. 5.28A). Eine verringerte 
Proteinbiosynthese in Pflanzen mit verringertem Stickstoffstatus bei gleich bleibender Lysin-
biosynthese oder eine erhöhte Proteindegradierung könnten Gründe hierfür sein.  
Kontrollwildtyp und F23xNia30(145) zeigen kaum eine Streuung entlang der y-Achse. Dage-
gen zeigen die Genotypen mit reduziertem Stickstoffstatus erhebliche Streuungen entlang 
dieser Achse (Abb. 5.28A und B), die nicht auf tageszeitlich abhängige Faktoren zurückzu-
führen sind. Dies könnte entweder ein Hinweis auf zunehmende biologische Varianz dieser 
Proben sein bzw. auf instabile Lysinbiosynthese in diesen Pflanzen. Eine weitere mögliche 
Erklärung für die hohe Variabilität dieser Datenpunkte ist die Tatsache, dass sich die Lysin-
konzentrationen in den Blättern der Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus am Quantifizie-
rungs-Limit befanden.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.28: Prozentualer Anteil an Lysin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wildtyp-
pflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die 
der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offe-
ne Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifi-
schen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 
( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM 
KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich 
der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
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Der Anteil an Arginin relativ zum Gesamtgehalt der „keinen“ Aminosäuren sinkt in Pflanzen 
mit verringertem Stickstoffstatus. Der prozentuale Anteil sinkt von durchschnittlich 8% auf 
durchschnittlich 1.5% (Abb. 5.29A und B).  
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Abb. 5.29: Prozentualer Anteil an Arginin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wildtyp-
pflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die 
der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offe-
ne Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifi-
schen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 
( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM 
KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich 
der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
Alle Genotypen zeigen jedoch eine große Streuung entlang der y-Achse, die nicht auf diurna-
le Effekte zurückzuführen ist und die absoluten Arginingehalte sind niedrig in diesen Proben. 
Auch hier kann dies einerseits als Hinweis interpretiert werden, dass die biologische Varianz 
aller Proben hoch ist und somit Einflüsse physiologischer oder externer Natur einen Effekt 
auf die Biosynthese von Arginin haben, oder dass dies andererseits auf technische Varianz 
zurückzuführen ist.  
 
 
Der Anteil an Citrullin relativ zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren sinkt nicht gene-
rell in allen Genotypen mit reduziertem Stickstoffstatus (Abb. 5.30A). Der nitratverhungerte 
Wildtyp zeigt vergleichbare Citrullinanteile zu Genotypen mit ausreichender Stickstoffversor-
gung (Wildtyp und F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3). Die Anteile der Transfor-
mante Nia30(145) beider Ernährungszustände sinken und führen zur Annahme, dass sich 
die Citrullinanteile relativ zu den anderen Aminosäuren in einigen Pflanzen mit niedrigem 
Stickstoffstatus verändern (Abb. 5.30B). Alle Genotypen mit unzureichender Stickstoffver-
sorgung zeigen eine große Streuung entlang der y-Achse, die nicht auf diurnale Verände-
rungen zurückzuführen ist. Entweder ist diese Streuung ein Ausdruck biologischer Varianz 
dieser Proben oder wiederum ein Hinweis darauf, dass die technische Analyse mit abneh-
mendem Aminosäuregehalt in den Blättern erschwert wird. 
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Abb. 5.30: Prozentualer Anteil an Citrullin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wildtyp-
pflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die 
der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offe-
ne Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifi-
schen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 
( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM 
KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich 
der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
Der Anteil von Histidin relativ zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren sinkt tenden-
ziell in Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus (Abb. 5.31A). Die Nitrat akkumulierende 
Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 zeigt dies – mit kaum messbaren 
Werten – am deutlichsten im Vergleich zum nitratverhungerten Wildtyp. Teilweise ist dieser 
Effekt in der nitratdefizienten Transformante (Nia30(145) gewachsen mit 0.2 mM KNO3) rück-
läufig. Dies könnte ein Hinweis darauf liefern, dass Nitrat einen inhibierenden Effekt auf die 
Histidinbiosynthese hat oder den Verbrauch von Histidin für andere Stoffwechselprozesse 
stimuliert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.31: Prozentualer Anteil an Histidin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wildtyp-
pflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die 
der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offe-
ne Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifi-
schen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 
( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM 
KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich 
der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
 

A                                                                       Citrullin

0

3

6

9

0 1 2 3 4 5 6 7
Gesamtgehalt der "kleinen" Aminosäuren [µmol/gFG]

%
 C

it
B

0

2

4

6

8

10

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Gesamtgehalt der "kleinen" Aminosäuren [µmol/gFG]

15

12

A                                                                                    Histidin

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7

Gesamtgehalt der "kleinen" Aminosäuren [µmol/gFG]

%
 H

is

B

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Gesamtgehalt der "kleinen" Aminosäuren [µmol/gFG]



82  Ergebnisse 

Der Anteil an Threonin am Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren steigt im Wildtyp mit 
unzureichender Nitratapplikation auf durchschnittlich 35% an im Vergleich zu den anderen 
Genotypen mit ausreichender Nitratversorgung (Wildtyp und F23xNia30(145) gewachsen mit 
12 mM KNO3) an (Abb. 5.32A). Die Threoninanteile in der Nitrat akkumulierenden Transfor-
mante Nia30(145) dagegen sinken (Abb. 5.32B). Dieser Effekt ist in der nitratverhungerten 
Variante dieser Transformante (Nia30(145) gewachsen mit 0.2 mM KNO3) nur schwach rück-
läufig (Abb. 5.32B). Tendenziell kann daraus geschlossen werden, dass hohe Nitratgehalte 
einen inhibierenden Effekt auf die Threoninbiosynthese haben oder den Verbrauch an Thre-
onin stimulieren.  
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Abb. 5.32: Prozentualer Anteil an Threonin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wild-
typpflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und 
die der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Tages dar, 
offene Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspe-
zifischen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 
mM KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Be-
reich der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnit-
rat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
 
 
Die Anteile an Leucin relativ zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren sind im nitrat-
verhungerten Wildtyp leicht erhöht im Vergleich zu den Genotypen mit ausreichender Stick-
stoffversorgung (Wildtyp und F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3) (Abb. 5.33A). 
Die Nitrat akkumulierende Transformante Nia30(145) zeigt im Vergleich zum Nitrat defizien-
ten Wildtyp leicht erniedrigte Anteile. Dieser Effekt ist teilweise rückläufig in der nitratverhun-
gerten Variante dieser Transformante (Abb. 5.33B). Auch hier kann auf Grund der schwa-
chen Antworten nur tendenziell davon ausgegangen werden, dass hohe Nitratgehalte in den 
Blättern inhibierend auf die Leucinbiosynthese wirken oder den Verbrauch an Leucin in an-
deren Stoffwechselprozessen stimulieren.  
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Abb. 5.33: Prozentualer Anteil an Leucin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wild-
typpflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) 
und die der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während des Ta-
ges dar, offene Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den verschiede-
nen nitratspezifischen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewach-
sen mit 12 mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM 
KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergröße-
rung der Abbildung (A) im Bereich der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp 
gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat 
(▲). 

 
 
  
Der Anteil an Isoleucin relativ zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren ist in den 
Nia30(145) mit unzureichender Nitratapplikation durchschnittlich 22.5% (Abb. 5.34A). Kon-
trollwildtyp und F23xNia30(145) zeigen beide mit einem Isoleucinanteil von durchschnittlich 
3% signifikant niedrige Gehalte im Vergleich zur nitratverhungerten Nia30(145) (Abb. 5.34A). 
Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 und nitratverhungerter Wildtyp haben durchschnitt-
lich 8% Isoleucinanteil (Abb. 5.34B). Es besteht die Möglichkeit, dass die erhöhten Isoleucin-
anteile in Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus im Vergleich zum Normalzustand dadurch 
zustande kommen, dass in diesen Pflanzen vermehrt Protein degradiert wird. Zu einem er-
höhten Anteil an Isoleucin kann es auch kommen, wenn es in diesen Pflanzen bei gleich 
bleibender Isoleucinbiosynthese zu einer verringerten Proteinbiosynthese bzw. Biosynthese 
der anderen Aminosäuren kommt (siehe absolute Konzentrationen in Kapitel 5.2.1.2 Abb. 
5.11)  Der auffällig erhöhte Anteil dieser Aminosäure in den nitratverhungerten Transforman-
ten könnte aus einem kombinatorischen Effekt beider genannten Möglichkeiten entstehen. 
Nitratspezifische Effekte können hier nicht von denen des allgemein reduzierten Stickstoff-
status unterschieden werden. Interessanterweise hat die PCA-Analyse Isoleucin als Amino-
säure identifiziert, die Genotypen mit reduziertem Stickstoffstatus von Genotypen mit ausrei-
chendem Stickstoffstatus trennt. 
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Abb. 5.34: Prozentualer Anteil an Isoleucin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. 
Wildtyppflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante F23xNia30(145) durch 
(●/○) und die der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole stellen Werte während 
des Tages dar, offene Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle Genotypen in den ver-
schiedenen nitratspezifischen Behandlungen. Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) 
gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) gewachsen in 12 
mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) zeigt eine Vergrö-
ßerung der Abbildung (A) im Bereich der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbedingungen. Wild-
typ gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnit-
rat (▲). 

 
 

5.2.2.5.3  Individuelle Antworten der Aminosäuren auf einen reduzierten Kohlen-
stoffstatus 

Vorangegangene Arbeiten mit Tabakpflanzen (Matt et al. 2002 und Dissertation 2001) zeig-
ten, dass eine Verminderung der Kohlenhydrate zu einer Verringerung der individuellen Ami-
nosäuregehalte führte. Es wurden zwei unterschiedliche Versuchsansätze gewählt: Die Ver-
ringerung der Kohlenhydratmenge zum einen durch reduzierte Lichtverhältnisse und zum 
anderen durch verringerte Rubisco Aktivität. Beide Versuchsansätze führen zu verringerten 
Aminosäuregehalten aus den gleichen Gründen, einerseits die verringerte Kohlenhydrat-
assimilation und andererseits und ergänzend dazu eine verringerte Nitratassimilation durch 
reduzierte NR-Aktivität und eine reduzierte Menge an Vorläuferaminosäuren. Beide Kohlen-
stofflimitierungen haben, wie in Matt et al. (2002) gezeigt, jedoch unterschiedliche physiolo-
gische Auswirkungen. Während eine Verringerung der Rubisco-Aktivität in rbcS-antisense 
Pflanzen eine Überreduzierung der Elektronentransportkette hervorruft und gleichermaßen 
zu einer Verringerung der Kohlenhydratgehalte, der Aminosäuren, von α-Ketoglutarat und 
der GOGAT-Aktivität führt, hat eine Verringerung der Lichtstärke reduzierte Gehalte an Re-
duktionsäquivalenten ATP und NADPH, Kohlenhydraten und Aminosäuren zur Folge. Im Zu-
sammenhang mit der Verhältnisanalyse ist es interessant, spezifische Effekte dieser beiden 
verschiedenen Kohlenstofflimitierungen zu unterscheiden und Tendenzen in Bezug auf die 
übergeordnete Fragestellung nach einer koordinierten Biosynthese der Aminosäuren her-
auszuarbeiten. Unterschiedliche Antworten in der Verhältnisanalyse können demnach z.B. 
Hinweise über eine regulatorische Rolle von α-Ketoglutarat geben. 

Allgemein ist in diesem Kapitel zu beachten, dass weniger Datenpunkte vorhanden sind im 
Vergleich zum stickstoffbasierten Datensatz und die Ergebnisse daher zum Teil nur Trends 
andeuten. Der Verwendung zweier Kontrollwildtypen (SR1 und SNN) ist als unkritisch zu be-
trachten, da die Ergebnisse der absoluten Aminosäurekonzentrationen in den Blättern dieser 
beiden Wildtypen sich gleichen (siehe Anhang) und in der PCA-Analyse nicht getrennt wer-
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den (siehe Kapitel 5.2.2.1). Wie im vorangegangenen Kapitel werden zuerst die Hauptami-
nosäuren dargestellt und danach die „kleinen“. Zur Vereinfachung für den Betrachter wird in 
Tabelle 5.8 eine kurze Zusammenstellung der in diesem Kapitel verwendeten Symbole dar-
gestellt. 

 
Genotyp Rubisco- Aktivität Symbol Genotyp  Lichtstärke Symbol 

Wildtyp (SR1) 826µmol/gFG/h   Wildtyp SNN 400 µE  
3104 (ant3) 818µmol/gFG/h   Wildtyp SNN 150 µE  
3203 (ant3)  334µmol/gFG/h   Wildtyp SNN 80 µE  

3206m (ant3) 298µmol/gFG/h   
3206k (ant3) 251µmol/gFG/h   

ant5 98µmo/gFG/h   
 
Tabelle 5.8: Zusammenstellung der in Kapitel 5.2.2.5.3 verwendeten Symbole 

 
Die Hauptaminosäuren 

Der Anteil an Glutamat im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt ändert sich in unter-
schiedlicher Weise, je nachdem wie die Kohlenstofflimitierung herbeigeführt wird. Eine Koh-
lenstofflimitierung hervorgerufen durch verringerte Rubisco-Aktivität bewirkt eine Reduzie-
rung des Anteils dieser Aminosäure im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyp-
pflanzen und Transformante mit moderater Rubisco Verringerung haben durchschnittlich 8% 
Glutamat, während der prozentuale Anteil in den stark betroffenen Transformanten auf 
durchschnittlich 3% herabsinkt (Abb. 5.35). 

Der Anteil an Glutamat im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt in Pflanzen angezogen 
unter verschiedenen Lichtqualitäten zeigt dagegen eine Erhöhung um den Faktor 2 in Pflan-
zen gewachsen in niedrigen Lichtverhältnissen. Der prozentuale Anteil an Glutamat steigt 
sukzessive mit fallender Lichtqualität (Abb. 5.35) 
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Abb. 5.35: Prozentualer Anteil an Gluta-
mat im Verhältnis zum Gesamt-
aminosäuregehalt. ( ) symbolisieren 
Daten des Versuches unterschiedlicher 
Wildtypen gewachsen unter unter-
schiedlichen Lichtqualitäten. Dargestellt 
sind Wildtyp (SNN) gewachsen mit 
400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 80µE ( ). ( ) 
symbolisieren die Daten aus der 
Charakterisierung der rbcS-antisense 
Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR 1) 
( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 
3206k ( ) und ant5      ( ). 

 

Dieses unterschiedliche Ergebnis in Bezug auf Kohlenstoff limitierende Bedingungen gibt 
einen Hinweis darauf, dass die Biosynthese von Glutamat anscheinend eng an die Gehalte 
von α-Ketoglutarat gekoppelt ist (siehe Diskussion Kapitel 6.1.2.3). Die Gehalte dieser orga-
nischen Säure sind in den rbcS-anitsense Pflanzen signifikant erniedrigt im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp, in den Pflanzen gewachsen unter suboptimalen Lichtbedingungen jedoch 
nicht (Matt et al., 2002) 
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Der Anteil an Glutamin relativ zum Gesamtaminosäuregehalt steigt um den Faktor 2 in allen 
Genotypen mit stark verringerter Rubisco-Aktivität (Abb. 5.36). Dagegen zeigen sich keine 
signifikanten Änderungen des Glutaminanteils im Versuch mit verringerter Lichtstärke. Inte-
ressanterweise steigen die Glutaminanteile, während die Glutamatanteile der anti-rbcS 
Pflanze fallen und die GOGAT-Aktivität in diesen Pflanzen ebenfalls erniedrigt ist (Matt et al. 
2002). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass es bei sinkenden Glutamatanteilen gekop-
pelt mit reduzierter α-Ketoglutaratkonzentration und GOGAT-Aktivität zur Erhöhung der Glu-
taminanteile kommt. 

 Glutamin

0

10

20

30

40

50

60

70

0 10 20 30 40 50

Gesamtaminosäuren [µmol/gFG]

%
 G

ln

Abb. 5.36: Prozentualer Anteil an Gluta-
min im Verhältnis zum Gesamtaminosäu-
regehalt. ( ) symbolisieren Daten des 
Versuches unterschiedlicher Wildtypen 
gewachsen unter unterschiedlichen 
Lichtqualitäten. Dargestellt sind Wildtyp 
(SNN) gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp 
(SNN) gewachsen mit 150µE ( ) und Wild-
typ (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). ( ) 
symbolisieren die Daten aus der Charak-
terisierung der rbcS-antisense Pflanzen. 
Dargestellt sind Wildtyp (SR 1) ( ), 3104 
( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) und 
ant5 ( ). 

 

 

Der Anteil an Asparagin relativ zum Gesamtaminosäuregehalt steigt tendenziell in Pflanzen 
mit reduziertem Kohlenhydratstatus durch verringerte Rubisco-Aktivität an. Eine deutliche 
Zunahme ist nur in den Genotypen mit der geringsten Rubisco-Aktivität (ant5) zu sehen (Abb. 
5.37). Die Asparaginanteile zeigen in Pflanzen gewachsen mit suboptimaler Lichtstärke e-
benfalls nur einen leichten Anstieg (Abb. 5.37). Die Datenpunkte der beiden Versuche liegen 
jedoch übereinander. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Asparaginbiosynthese di-
rekt oder indirekt durch den Kohlenhydratstatus der Pflanzen beeinflusst werden kann, zumal 
bereits im vorangegangen Kapitel eine Zunahme der Asparaginanteile am Ende der Nacht, 
wenn Kohlenhydrate niedrig sind, beobachtet wurde.  
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Abb. 5.37: Prozentualer Anteil an Aspara-
gin im Verhältnis zum Gesamtamino-
säuregehalt. ( ) symbolisieren Daten des 
Versuches unterschiedlicher Wildtypen 
gewachsen unter unterschiedlichen 
Lichtqualitäten. Dargestellt sind Wildtyp 
(SNN) gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp 
(SNN) gewachsen mit 150µE ( ) und 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). ( ) 
symbolisieren die Daten aus der Charakte-
risierung der rbcS-antisense Pflanzen. 
Dargestellt sind Wildtyp (SR 1) ( ), 3104 
( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) und 
ant5 ( ). 
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Der Anteil an Aspartat am Gesamtaminosäuregehalt steigt sukzessive mit Verringerung der 
Lichtstärke. In Pflanzen gewachsen mit ausreichender Lichtstärke hat Aspartat durchschnitt-
lich einen prozentualen Anteil von 7%. Pflanzen gewachsen mit 150 µE zeigen durchschnitt-
lich einen prozentualen Anteil von 17% und Tabakpflanzen gewachsen mit sehr stark redu-
zierter Lichtstärke zeigen einen prozentualen Anteil von durchschnittlich 27% (Abb. 5.38). In 
Pflanzen mit reduzierter Rubisco-Aktivität ändern sich die Aspartatanteile relativ zu den an-
deren Aminosäuren nicht (Abb. 5.38). Interessanterweise zeigen die Aspartatanteile des koh-
lenstoff- und stickstoffbasierten Datensatzes ähnliche Ergebnisse. Aspartatanteile des stick-
stoffbasierten Datensatzes zeigen einen deutlichen Anstieg während der Nacht (siehe Abb. 
5.17 Kapitel 5.2.2.5.1) und die PCA-Analyse konnte Aspartat als Aminosäure identifizieren, 
die trennende Eigenschaften in Bezug auf die Proben hat, die während des Tages oder wäh-
rend der Nacht geerntet wurden. Diese Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass die Biosyn-
these von Aspartat direkt oder indirekt durch Licht beeinflusst werden könnte. 
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Abb. 5.38: Prozentualer Anteil an Aspartat 
im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. 
( ) symbolisieren Daten des Versuches 
unterschiedlicher Wildtypen gewachsen unter 
unterschiedlichen Lichtqualitäten. Dargestellt 
sind Wildtyp (SNN) gewachsen mit 400µE 
( ), Wildtyp (SNN) gewachsen mit 150µE ( ) 
und Wildtyp (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). 
( ) symbolisieren die Daten aus der 
Charakterisierung der rbcS-antisense 
Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR 1) ( ), 
3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) 
und ant5 ( ). 
 
 

Der Anteil an Glycin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt sinkt sukzessive mit stei-
gender Kohlenstofflimitierung in beiden Versuchsansätzen. Der Anteil des Wildtyps und der 
Transformante 3107 mit ähnlicher Rubisco-Aktivität liegt bei ca. 17%, in der Transformante 
ant5 mit sehr geringer Rubisco-Aktivität bei 3% (Abb. 5.39). Pflanzen mit ausreichender 
Lichtstärke zeigen ca. 20% Glycin relativ zu den anderen Aminosäuren und Pflanzen ge-
wachsen bei 80 µE verfügen nur noch über ca. 4% Glycin am Gesamtaminosäuregehalt 
(Abb. 5.39). Eine Reduktion des Kohlenstoffstatus der Pflanzen scheint demnach eine Aus-
wirkung auf die Glycinbiosynthese zu haben. Unterstützend dazu konnte in Kapitel 5.2.2.3.1 
gezeigt werden, dass die Glycinanteile während der Nacht, also in einem Kohlenstoff limitie-
renden Zustand,  sinken.  

 

Abb. 5.39: Prozentualer Anteil an Glycin  
im Verhältnis zum Gesamtaminosäurege-
halt. ( ) symbolisieren Daten des Versu-
ches unterschiedlicher Wildtypen gewach-
sen unter unterschiedlichen Lichtqualitäten. 
Dargestellt sind Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) gewach-
sen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren die 
Daten aus der Charakterisierung der rbcS-
antisense Pflanzen. Dargestellt sind Wild-
typ (SR 1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m 
( ), 3206k ( ) und ant5 ( ). 
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Der Anteil an Serin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt fällt um durchschnittlich den 
Faktor 3 in Pflanzen mit stark reduzierter Rubisco-Aktivität (ant5) und zeigt keine signifikan-
ten Änderungen im Versuch mit reduzierter Lichtstärke (Abb. 5.40).  
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Abb. 5.40: Prozentualer Anteil an Serin im 
Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. 
( ) symbolisieren Daten des Versuches 
unterschiedlicher Wildtypen gewachsen 
unter unterschiedlichen Lichtqualitäten. 
Dargestellt sind Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 80µE ( ). ( ) 
symbolisieren die Daten aus der Charak-
terisierung der rbcS-antisense Pflanzen. 
Dargestellt sind Wildtyp (SR 1) ( ), 3104 
( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) und 
ant5 ( ). 

 
 

Der Anteil an Alanin im Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt zeigt einen sukzessiven 
Abfall mit zunehmender Verringerung der Rubisco-Aktivität. Während die Wildtypen und die 
Pflanzen mit kaum reduzierter Rubisco-Aktivität einen prozentualen Alaninanteil von 14% 
haben, sinkt dieser in Pflanzen mit stärkerer Reduzierung der Rubisco-Aktivität (ant3) auf 8%. 
Pflanzen mit sehr starker Reduzierung der Rubisco-Aktivität (ant5) haben nur noch einen 
prozentualen Anteil von 4% (Abb. 5.41). Suboptimale Lichtbedingungen führen ebenfalls zu 
einer Abnahme der Alaninanteile im Verhältnis zu den anderen Aminosäuren (Abb. 5.41). 
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Abb. 5.41: Prozentualer Anteil an Alanin im 
Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt. 
( ) symbolisieren Daten des Versuches 
unterschiedlicher Wildtypen gewachsen 
unter unterschiedlichen Lichtqualitäten. 
Dargestellt sind Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren 
die Daten aus der Charakterisierung der 
rbcS-antisense Pflanzen. Dargestellt sind 
Wildtyp (SR 1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 
3206m ( ), 3206k ( ) und ant5 ( ). 

 
 
Die „kleinen“ Aminosäuren 

Die Anteile der aromatischen Aminosäuren relativ zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Amino-
säuren zeigen bei der gesamten Gruppe einen gleichen Trend. Mit zunehmender 
Kohlenstofflimitierung aufgrund verringerter Rubisco-Aktivität (Abb. 5.42 bis 5.44) sinken die 
Anteile der aromatischen Aminosäuren. Ebenfalls sinken die Anteile bei 
Kohlenstofflimitierung durch reduzierte Lichtstärke (Abb. 5.42 bis 5.44).  
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Phenylalanin zeigt dieses Verhalten am deutlichsten. Genotypen mit signifikant niedriger 
Rubisco-Aktivität haben um den Faktor 5 niedrigere Anteile (Abb. 5.42). Bei verringerter 
Lichtqualität sinkt der Phenylalaninanteil sukzessive bis maximal um den Faktor 2 (Abb. 
5.42).  
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Abb. 5.42: Prozentualer Anteil an Phenyl-
alanin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren. ( ) symbolisieren 
Daten des Versuches unterschiedlicher 
Wildtypen gewachsen unter unterschied-
lichen Lichtqualitäten. Dargestellt sind 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 400µE ( ), 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 150µE ( ) und 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). ( ) 
symbolisieren die Daten aus der 
Charakterisierung der rbcS-antisense 
Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR1) ( ), 
3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) 
und ant5 ( ). 

 

 

Tyrosinanteile verringern sich um den Faktor 2.7 in den Genotypen mit geringer Rubisco-
Aktivität (3203, 3206 mittel und klein, ant5)  (Abb. 5.43) und sinken um den Faktor 3 in Pflan-
zen gewachsen mit verringerter Lichtstärke im Vergleich zu Pflanzen gewachsen mit hoher 
Lichtstärke (Abb. 5.43). 
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Abb. 5.43: Prozentualer Anteil an Tyrosin im 
Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren. ( ) symbolisieren 
Daten des Versuches unterschiedlicher 
Wildtypen gewachsen unter unterschiedlichen 
Lichtqualitäten. Dargestellt sind Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren 
die Daten aus der Charakterisierung der rbcS-
antisense Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp 
(SR1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 
3206k ( ) und ant5 ( ). 

 

Tryptophananteile verringern sich in Genotypen mit signifikant reduzierter Rubisco-Aktivität 
(3203; 3206 mittel, 3206 klein und ant5) durchschnittlich um den Faktor 4 im Vergleich zu 
Genotypen mit ausreichender Rubisco-Aktivität (Wildtyp und 3104) (Abb. 5.44). Der Tryp-
tophananteil sinkt sukzessive mit verringerter Lichtstärke. Während Pflanzen gewachsen mit 
400 µE durchschnittlich einen Anteil von 1.5% haben, ist der der Pflanzen gewachsen mit 
150 µE nur noch durchschnittlich bei 0.8% und der der Pflanzen gewachsen mit 80 µE bei 
einem Minimum von 0.4% (Abb. 5.44). 
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Abb. 5.44: Prozentualer Anteil an Tryptophan 
im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „klei-
nen“ Aminosäuren. ( ) symbolisieren Daten 
des Versuches unterschiedlicher Wildtypen 
gewachsen unter unterschiedlichen Lichtquali-
täten. Dargestellt sind Wildtyp (SNN) gewach-
sen mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) gewachsen 
mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren die Daten aus 
der Charakterisierung der rbcS-antisense 
Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR1) ( ), 
3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) und 
ant5 ( ). 

 

Zusammenfassend kann man für die Gruppe der aromatischen Aminosäuren sagen, dass 
eine Kohlenstofflimitierung im Allgemeinen auf die Biosynthese aller Mitglieder dieser Familie 
den gleichen Effekt hat. Interessanterweise zeigen sich die Phenylalaninanteile im Verhältnis 
zu den anderen „kleinen“ Aminosäuren in den anti-rbcS Pflanzen stärker reduziert als durch 
eine Kohlenstofflimitierung hervorgerufen durch Wachstum unter suboptimalen Lichtbedin-
gungen. 

 
Von den „kleinen“ Aminosäuren zeigen drei Mitglieder der Aspartatfamilie, Threonin, Methi-
onin und Lysin, eine spezifische Änderung auf Kohlenstofflimitierung.  
Der Anteil an Threonin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren zeigt 
einen leichten Anstieg mit zunehmender Reduzierung der Rubisco-Aktivität. ant5 Genotypen 
zeigen mit dem Faktor 2.3 den höchsten Anstieg des prozentualen Anteils an Threonin im 
Vergleich zum Normalzustand (Abb. 5.45). Ein geringer Anstieg der Threoninanteile ist auch 
bei Kohlenstofflimitierung durch reduzierte Lichtstärke zu beobachten.  
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Abb. 5.45: Prozentualer Anteil an Threonin im 
Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Ami-
nosäuren. ( ) symbolisieren Daten des Versuches 
unterschiedlicher Wildtypen gewachsen unter 
unterschiedlichen Lichtqualitäten. Dargestellt sind 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp 
(SNN) gewachsen mit 150µE ( ) und Wildtyp 
(SNN) gewachsen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren 
die Daten aus der Charakterisierung der rbcS-
antisense Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR1) 
( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) 
und ant5 ( ). 

 

Der Anteil an Methionin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren dage-
gen zeigt ein leichtes Absinken der Anteile um den Faktor 3.5 in den Genotypen 3206 klein 
und ant5 (Abb. 5.46).  
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Abb. 5.46: Prozentualer Anteil an Methionin im 
Verhältnis zum Gesamtgehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren. ( ) symbolisieren 
Daten des Versuches unterschiedlicher 
Wildtypen gewachsen unter unterschiedlichen 
Lichtqualitäten. Dargestellt sind Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren die 
Daten aus der Charakterisierung der rbcS-
antisense Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp 
(SR1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 
3206k ( ) und ant5 ( ). 

 
 

 

Der Anteil an Lysin im Verhältnis zum Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren zeigt wie im 
Falle von Methionin einen leichten Aufwärtstrend in Pflanzen mit reduzierter Rubisco-Aktivität 
(Abb. 5.47).  
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Abb. 5.47: Prozentualer Anteil an Lysin im 
Verhältnis zum Gesamtaminosäuregehalt der 
„kleinen“ Aminosäuren. ( ) symbolisieren Daten 
des Versuches unterschiedlicher Wildtypen 
gewachsen unter unterschiedlichen Licht-
qualitäten. Dargestellt sind Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) 
gewachsen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren die 
Daten aus der Charakterisierung der rbcS-
antisense Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR1) 
( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) 
und ant5 ( ). 

 

Es kann jedoch bei keinem der Mitglieder der Aspartatfamilie zwischen einer spezifischen 
Antwort auf eine der beiden Kohlenstofflimitierungen unterschieden werden, da in allen Fäl-
len nur schwache Antworten zu beobachten sind. Interessanterweise zeigt Isoleucin verhält-
nismäßig stabile Anteile in allen Pflanzen mit reduziertem Kohlenstoffstatus (siehe Anhang). 

 

5.2.2.5.4 Zusammenstellung der Ergebnisse aus Kapitel 5.2.2.5.2 und 5.2.2.5.3 
Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse der beiden vorangegangenen Kapitel noch 
einmal zusammenfassend dargestellt werden. Es erfolgt eine tabellarische Zusammenstel-
lung der Ergebnisse der Verhältnisanalyse aller Aminosäuren. Die Aminosäuren, die nicht in 
den beiden vorangegangenen Kapiteln dargestellt wurden, können im Anhang eingesehen 
werden. In der Regel zeigen sie keine bzw. keine eindeutige Reaktion auf reduzierten Koh-
lenstoff- und Stickstoffstatus der Pflanzen. Die Veränderungen der Anteile der individuellen 
Aminosäure werden in der Tabelle über Pfeile dargestellt. Sinkende Anteile werden symboli-
siert über einen nach untern gerichteten Pfeil, steigende Anteile über einen aufwärts zeigen-
den Pfeil. Gestrichelte Pfeile deuten Trends und keine deutlichen Antworten an. Für diese 
Aminosäuren konnten keine eindeutigen Aussagen aufgrund zu geringer Anzahl an Daten-
punkten oder hoher Variabilität getroffen werden (siehe Anhang). 
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Effekt hervor-
gerufen durch 

reduzierten 
Stickstoffstatus 

Effekt her-
vorgerufen 
durch Nitrat 

Effekt hervor-
gerufen durch 
Niedrig-Licht 

Effekt hervor-
gerufen durch 

reduzierte 
Rubisco-
Aktivität 

Diurnaler 
Effekt 

(Nacht) 

Andere Beo-
bachtung 

Gln     -  - - 

Glu   -  -  - - 

Asn  -      
 (nur 

WT 12 
mM 

KNO3) 

(ant5) 

Asp  - -   -  - 

Gly        - 

Ser  - -  -  - - 

Ala        - 

Thr       (ant5) - - 

Met  - -    (ant5) - - 

Ile   -  - - -  in NIA 
0.2mM KNO3 

Lys   -  -  - - 

Arg     -  (ant5) - - 

Cit   (Nia) -  -  (ant5) - - 

His     -  (ant3) - - 

Val  - -  -  (ant3) - - 

Leu     -  (ant3) - - 

Phe        - 

Tyr  - -    - - 

Trp  - -    - - 

 
Tabelle 5.8: Zusammenstellung der individuellen Antworten aller Aminosäuren auf einen reduzierten Kohlenstoff- 
und Stickstoffstatus. Dargestellt werden die Antworten durch Pfeile. Ein aufwärts zeigender Pfeil ( ) symbolisiert 
steigende Anteil im Verhältnis zu den anderen Aminosäuren bzw. den anderen „kleinen“ Aminosäuren und ein 
nach unten gerichteter Pfeil ( ) sinkende Anteile der entsprechenden Aminosäure. Ein gestrichelter aufwärts zei-
gender Pfeil ( ) deutet einen Trend steigender Anteile der entsprechenden Aminosäure an, ein fallender gestrichel-
ter Pfeil ( ) den Trend fallender Anteile der entsprechenden Aminosäure.  
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Glutamat zeigt generell steigende Anteile bei reduziertem Kohlenstoff- und Stickstoffstatus. 
Dies resultiert wahrscheinlich aus den relativ stabilen absoluten Konzentrationen in allen 
Genotypen, während die Gesamtaminosäuren in Genotypen mit reduziertem Kohlenstoff- 
bzw. Stickstoffstatus fallen. Lediglich in den anti-rbcS Pflanzen sinkt der Glutamatanteil. 

Glutamin zeigt generell sinkende Anteile bei reduziertem Stickstoffstatus. In den anti-rbcS 
Genotypen steigen die Glutaminanteile. 

Aspartat zeigt relativ stabile Anteile bei reduziertem Stickstoffstatus. Die Anteile steigen a-
ber bei Kohlenstoffmangel hervorgerufen durch niedrige Lichtstärke und während der Nacht. 

Asparagin deutet sinkende Anteile hervorgerufen durch einen nitratspezifischen Effekt an. 
Tendenziell steigen die Asparaginanteile bei reduziertem Kohlenstoffstatus, deutlich jedoch 
nur in extremen Bedingungen. In Pflanzen gewachsen unter ausreichender Stickstoffversor-
gung zeigen die Asparaginanteil diurnale Schwankungen. 

Glycin zeigt generell fallende Anteile in Pflanzen mit reduziertem Kohlenstoff- und Stickstoff-
status. Dabei deutet sich eine nitratspezifische Abnahme an und eine eindeutige Antwort auf 
diurnale Rhythmen. Serinanteile zeigen sich in fast allen Bedingungen im Vergleich zu den 
Glycinanteilen erstaunlich stabil. 

Alanin zeigt tendenziell fallende Anteile in Pflanzen mit reduziertem Kohlenstoff- und Stick-
stoffstatus. Es deutet sich ein nitratspezifischer Effekt an. Die diurnale Antwort der Alaninan-
teile ist nur in Genotypen mit ausreichendem Stickstoffstatus konsistent. 

Die aromatischen Aminosäuren zeigen fallende Anteile bei reduziertem Kohlenstoffstatus. 
Phenylalanin zeigt als einzige Aminosäure dieser Familie reduzierte Anteile als Antwort auf 
einen reduzierten Stickstoffstatus und deutet einen nitratspezifischen Effekt auf die Biosyn-
these an. Phenylalaninanteile zeigen auch eine klaren individuelle Antwort auf den diurnalen 
Rhythmus mit einer Abnahme während der Nacht. 

Jede einzelne Aminosäure der Aspartatfamilie zeigt ihre individuelle Reaktion auf reduzier-
ten Kohlenstoff- oder Stickstoffstatus der Pflanzen. Threoninanteile steigen tendenziell rela-
tiv zu den anderen „kleinen“ Aminosäuren, wenn diese durch reduzierten Kohlenstoff- und 
Stickstoffstatus fallen und deuten einen nitratspezifischen Effekt auf die Biosynthese an. 
Methionin hat stabile Anteile in Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus und tendenziell 
sinkende Anteile bei Kohlenstoffmangel. Isoleucin zeigt steigende Anteile bei niedrigem 
Stickstoffstatus, besonders in den nitratverhungerten Nia30(145). Dies ist wahrscheinlich ei-
ne Folge der nicht signifikant erniedrigten absoluten Konzentrationen dieser Aminosäuren in 
den Genotypen, deren Gesamtaminosäuregehalt aufgrund eines reduzierten Stickstoffstatus 
fällt. Lysinanteile steigen bei reduziertem Stickstoffstatus und zeigen diesen Trend auch 
tendenziell in Pflanzen mit reduziertem Kohlenstoffstatus. 

Arginin, Citrullin und Histidin weisen generell sinkende Anteile in Genotypen mit reduzier-
tem Stickstoffstatus auf. Die sinkenden Anteile von Histidin deuten einen nitratspezifischen 
Effekt an. 

Leucinanteile sinken bei hohen Nitratgehalten und deutet eine nitratspezifische Antwort an. 
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FAZIT 

• Die Verhältnisanalyse dieses sehr komplexen Datensatzes bietet im Falle der vorlie-
genden Arbeit die Möglichkeit, individuelles Verhalten einer speziellen Aminosäure in 
verschiedenen Bedingungen zu beschreiben. Das Abweichen von einem Normzu-
stand kann Auskunft darüber geben, welche Einflüsse für diese Abweichung verant-
wortlich sind.  

• Es hat sich gezeigt, dass einige Aminosäuren sehr individuell auf einen Abfall des 
Gesamtaminosäuregehaltes reagieren, der entweder durch Reduzierung des Stick-
stoff- oder Kohlenstoffstatus hervorgerufen wurde.  

• Innerhalb dieser unterschiedlichen Antworten auf reduzierten Stickstoff- bzw. Kohle-
stoffstatus können individuelle Reaktionen nitratspezifischen und lichtspezifischen Ef-
fekten und dem Energiestatus der Thylakoidmembran zugeordnet werden. 

• Aminosäuren, die aufgrund ihres gemeinsamen Vorläufermoleküls oder ähnlicher 
Biosynthesewege zu einer Aminosäurefamilie zusammengefasst werden, zeigen ge-
nerell keine ähnliche Antwort auf Stickstoff- oder Kohlenstoffmangel. Besonders deut-
lich konnte das in der Aspartatfamilie und den aromatischen Aminosäuren gezeigt 
werden.  

• Die stickstoffreichen Aminosäuren Arginin, Histidin, Tryptophan, Glutamin und Aspa-
ragin zeigen fallende Anteile in Genotypen mit reduziertem Stickstoffstatus. Lysin 
zeigt in diesen Genotypen steigende Anteile. Das führt zu der Annahme, dass deren 
Biosynthese oder deren Verbrauch bei Stickstoffmangel individuell reguliert wird.  

• Aspartat-, Asparagin-, Glycin-, Alanin- und Phenylalaninanteile zeigen deutliche diur-
nale Effekte. Die Unterscheidung der Daten in Tages- und Nachtproben lieferte kei-
nen Aufschluss darüber, ob die Antworten der genannten Aminosäuren direkt oder 
indirekt durch Licht beeinflusst werden. Es deutet sich jedoch an, dass die steigenden 
Asparaginanteile während der Nacht auf die tageszeitliche Abnahme der Kohlen-
hydrate zurückzuführen ist. 

• In Bezug auf die übergeordnete Fragestellung nach einer generell koordinierten Bio-
synthese der Aminosäuren zeigen die Ergebnisse der Verhältnisanalyse, dass einige 
Aminosäuren unter Mangelbedingungen ein verändertes Verhalten zum Normalzu-
stand zeigen. Dies konnte für viele Hauptaminosäuren und für einige „kleine“ Amino-
säuren gezeigt werden und lässt die Schlussfolgerung zu, dass deren Biosynthese 
unabhängig zu der der anderen Aminosäuren abläuft. Eine koordinierte Biosynthese 
trifft vielleicht für die Aminosäuren zu, die unter Mangelbedingungen keine Abwei-
chung vom Normalzustand zeigen. Die Verhältnisanalyse bestätigt die Ergebnisse 
der Hauptkomponentenanalyse (PCA). Alle Aminosäuren, die in der PCA-Analyse ei-
nen hohen Eigenwert haben, zeigen in der Verhältnisanalyse in Mangelzuständen 
Abweichungen vom Normalzustand. 

• Die Korrelationsanalyse gibt Hinweise darauf, dass sehr gute Korrelationen innerhalb 
aller kleinen Aminosäuren unter Normalbedingungen sich in Mangelzuständen signi-
fikant verschlechtern. Die daraus gezogene Vermutung, dass sich in Mangelzustän-
den mögliche assoziierte Biosynthesewege innerhalb kleinen Aminosäuren unabhän-
gig voneinander verhalten, konnte mit der Verhältnisanalyse bestärkt werden. 
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5.3 Identifizierung regulatorischer Interaktionen zwischen Primär– 
und Sekundärstoffwechsel 

Ein maßgebliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, regulatorische Interaktionen zwischen 
Primär- und Sekundärstoffwechsel der Pflanzen zu identifizieren. Viele Stoffwechselwege 
pflanzlicher Sekundärstoffe sind gut untersucht in Hinblick auf Funktion, Biosynthese und 
Regulation. Da lange angenommen wurde, dass sich eine Pflanze bei Bedarf aus dem Vorrat 
der Primärmetabolite bedient, um Sekundärstoffe zu synthetisieren, wurde wenig über eine 
mögliche Funktion der Primärmetabolite für die Regulation des Sekundärstoffwechsels 
nachgedacht. Die „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese von Coley et al. (1985) setzte sich 
als erste Hypothese mit dem Zusammenspiel zwischen Primar- und Sekundärstoffwechsel 
auseinander und besagt, dass bei Kohlenstoffverarmung vorzugsweise stickstoffreiche Se-
kundärmetabolite synthetisiert werden und umgekehrt. Die zahlreichen Untersuchungen zur 
Überprüfung dieser Hypothese liefern sowohl bestätigende als auch widerlegende Ergebnis-
se (siehe Einleitung). Wie einleitend beschrieben, resultiert die kontroverse Diskussion um 
die „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese wahrscheinlich aus der ungenügenden Dokumen-
tation des Primärstoffwechsels sowohl in Kontroll-,  als auch in Mangelbedingungen. Matt et 
al. (2002) beschrieb bereits die Änderungen des Alkaloids Nikotin und des Phenylpropanoids 
Chlorogensäure in kohlenstofflimitierten Tabakpflanzen. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente sollen dazu dienen, einen Einfluss des 
Stickstoffstoffwechsels auf den Sekundärstoffwechsel nachzuweisen. Tabakpflanzen (Nicoti-
ana tabacum L. cv Gatersleben) mit unterschiedlicher Nitratversorgung wurden mit Nitratre-
duktase reduzierten Transformanten verglichen. Die genaue Dokumentation des Primär-
stoffwechsels fand bereit in Kapitel 5.1 und 5.2 statt. Die in den folgenden Kapiteln vorge-
stellten Analysen wurden in den gleichen Pflanzen durchgeführt, die in Kapitel 5.1 und 5.2 
charakterisiert wurden. Das experimentelle System bietet die Möglichkeit Prozesse zu identi-
fizieren, die entweder vom Stickstoffstatus der Pflanze abhängen oder von Nitrat an sich re-
guliert werden, da Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 große Mengen an Nitrat akkumuliert 
(siehe Abb. 5.3). 

Die im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit durchgeführte Weiterentwicklung einer HPLC-
Methode ermöglichte eine Analyse von Phenylpropanoidintermediaten, der Endprodukte des 
Phenylpropanoidstoffwechsels Chlorogensäure und Rutin, sowie des Alkaloids Nikotin. Mik-
roarray Technik und quantitative RT-PCR ermöglichten Untersuchungen auf transkriptionel-
ler Ebene.  

 
 

5.3.1 Nikotin 
Im folgenden Kapitel werden die Konsequenzen einer veränderten Stickstoffversorgung für 
das Alkaloid Nikotin untersucht. Nikotin gilt als konstitutiv vorhandener Abwehrstoff in Ta-
bakpflanzen, dessen Synthese bei Verwundung jedoch auf ein Vielfaches ansteigt (siehe 
Einleitung Kapitel 3.4.1). Diskutiert werden Nikotindaten aus den jüngsten vollexpandierten 
Blättern, da diese einem natürlichen Wirkungsort des Nikotins entsprechen. 
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Abb. 5.48: Tagesgang von Nikotin im jüngsten 
vollexpandierten Blatt. Die grauen Bereiche sym-
bolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen 
mit 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) gewachsen mit 
0.2 mM KNO3. Dargestellt sind Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung. n = 5. Die Analyse von Nikotin 
und der Primärmetabolite vorgestellt in Kapitel 5.1 
und 5.2 fand in den gleichen Proben statt. 

 

Die Nikotingehalte aller dargestellten Genotypen sind über den gesamten Tag relativ kon-
stant. Man sieht jedoch einen Zusammenhang zwischen Nitratversorgung und Nikotingehal-
ten in den Blättern. Während der gut nitratversorgte Wildtyp einen durchschnittlichen Niko-
tingehalt von 2.75 µmol*gFG-1 zeigt, sind die der moderat NR reduzierten Transformante 
F23xNia30(145) leicht, aber signifikant reduziert. Genotypen mit einem drastisch reduzierten 
Stickstoffstatus (nitratverhungerter Wildtyp und Nia30(145)), zeigen beide gegenüber dem 
Kontrollwildtyp eine 3.6 -fache Reduktion der Nikotingehalte (Abb. 5.48). Der Vergleich des 
nitratverhungerten Wildtyps und der Transformante Nia30(145) zeigt keinen Unterschied der 
Nikotingehalte im Blatt.  

Die Nikotinbiosynthese findet in der Wurzel statt und wird über den Xylemstrom in die Blätter 
transportiert (siehe Einleitung). Abbildung 5.49 zeigt die Gehalte der beiden Vorläufermeta-
bolite von Nikotin Arginin und Ornithin in der Wurzel. Keine der beiden Aminosäuren gemes-
sen in der Wurzel zeigt einen ausgeprägten Tagesgang (Daten nicht gezeigt, siehe ebenfalls 
Scheible et al., 1997), aus diesem Grund werden die Gehalte als Mittel über den gesamten 
Tag dargestellt. Der Arginingehalt des Kontrollwildtyps ist im Vergleich zum verhungerten 
Wildtyp und der Transformante Nia30(145), gewachsen mit 12 mM KNO3, höher (Abb. 5.49). 
Im Vergleich zur moderat betroffenen Transformante F23xNia30(145), ebenfalls gewachsen 
mit 12 mM KNO3, zeigen sich die Arginingehalte des Kontrollwildtyp sogar erniedrigt (Abb. 
5.49).  

Die Ornithingehalte des Kontrollwildtyps, der moderat betroffenen Transformante 
F23xNia30(145) und der stark NR-defizienten Transformante Nia30(145), alle gewachsen 
mit 12 mM KNO3, zeigen ähnliche Werte (Abb.5.49). Lediglich die Gehalte des nitratver-
hungerten Wildtyps sind signifikant niedriger im Vergleich zum Kontrollwildtyp und der ande-
ren Genotypen (Abb. 5.49).  
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Abb. 5.49: Tagesgänge der Arginin- und Ornithingehalte in der Wurzel des Wildtyps (schwarz), 
F23xNia30(145) (dunkelgrau), Nia30(145) (hellgrau) gewachsen mit 12 mM KNO3 und Wildtyp (weiss) 
gewachsen mit 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung.  (n = 30 – 42). 

 

Die Reduktion der Nikotingehalte in den Blättern ist in den Pflanzen mit reduziertem Stick-
stoffstatus wesentlich größer als die Reduktion der Vorläufermetabolite Arginin und Ornithin 
in der Wurzel. Dies gilt besonders für die Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3. Die Transformante F23xNia30(145) zeigt sogar tendenziell erhöhte Gehalte dieser 
beiden Aminosäuren. Das Ergebnis zeigt, dass die Abnahme von Nikotin nicht nur auf eine 
verringerte Konzentration der unmittelbaren Vorläufer zurückzuführen ist und deutet an, dass 
Pflanzen im Falle eines Stickstoffmangels Arginin und Ornithin bevorzugt in andere Stoff-
wechselprozesse neben der Nikotinbiosynthese einbindet.  

 
 

5.3.2 Die Phenylpropanoide 
Die zweite große Gruppe der Sekundärstoffe, die im Verlauf dieser Arbeit untersucht wurde, 
ist die Gruppe der Phenylpropanoide. Ein großer Teil des fixierten Kohlenstoffs fließt in diese 
heterogene Sekundärstofffamilie. Ein direkter Zusammenhang dieser Gruppe mit der Stick-
stoffassimilation besteht in der Tatsache, dass der Vorläufer die proteinogene, aromatische 
Aminosäure Phenylalanin ist, deren Biosynthese im vorangegangenen Kapitel eine Abhän-
gigkeit vom Stickstoff- und Kohlenstoffstatus der Pflanze zeigte. Manche Spezies verwenden 
alternativ Tyrosin. Phenylalanin wird durch das Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) 
desaminiert und in Zimtsäure überführt. Das dadurch freigesetzte Ammonium geht umge-
hend durch den GOGAT/GS-Zyklus wieder in die Assimilation des Stickstoffs ein.  

Durch die vorgenommenen Manipulationen des Stickstoffstoffwechsels sollten Metabolite 
und Prozesse identifiziert werden, die einen direkten Einfluss auf den Stoffwechselweg der 
Phenylpropanoide haben. 

 

5.3.2.1 Bestimmung ausgewählter Phenylpropanoidmetabolite im Blatt 
Gemessen wurden Intermediate des Phenylpropanoidstoffwechsels und die Endprodukte 
Chlorogensäure und Rutin. Lignifizierung wurde durch histologische Färbung der Stamm-
querschnitte untersucht. 
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Die Intermediate  

Kaffeesäure entsteht durch die Hydroxylierung von p-Coumarsäure am Benzolring und stellt 
einen Vorläufer von Chlorogensäure (CGA) und der Monolignole dar. Die Analyse der Kaf-
feesäuregehalte im Blatt ergib durchschnittlich einen 5-fachen Anstieg dieses Phenylpropan-
Intermediats im verhungerten Wildtyp und der moderat betroffenen Transformante 
F23xNia30(145) im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Gut ernährter Wildtyp und Nia30(145) zei-
gen vergleichbare Gehalte (Abb. 5.50). Ein diurnaler Rhythmus der Kaffeesäuregehalte ist 
bei keinem der untersuchten Genotypen zu beobachten.  
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Abb. 5.50: Tagesgang der Kaffeesäuregehalte im 
jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen Berei-
che symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wild-
typ ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) ge-
wachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) gewach-
sen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwer-
te ± Standardabweichung. n = 5. Die Analyse von 
Kaffeesäure und der in Kapitel 5.1 und 5.2 vorge-
stellten Primärmetabolite fand in den gleichen Pro-
ben statt. 

 
 

p-Coumarsäure entsteht durch die Hydroxylierung der Zimtsäure oder direkt durch die Des-
aminierung der proteinogenen Aminosäure Tyrosin durch das Enzym Tyrosin-Ammonium-
Lyase (TAL). Bei p-Coumarsäure verzweigt sich der Phenylpropanstoffwechsel. Zum einen 
ist p-Coumarsäure Vorläufer der Kaffeesäure und der Monolignole und zum anderen steht es 
nach seiner Aktivierung dem Flavonoidstoffwechsel zur Verfügung. Es ist ebenso Vorläufer-
molekül der Coumarine, Stilbene und der Styrylpyrone. Frei vorliegende p-Coumarsäure ist 
im Blattgewebe in unseren Analysen nicht nachweisbar. Hauptsächlich ist p-Coumarsäure in 
der Zellwand und in lignifizierten Geweben gebunden (Jung und Ralph, 1990; Jung und 
Deetz, 1993). Dementsprechend konnte in der Analyse der Blattgewebe p-Coumarsäure nur 
in der unlöslichen Fraktion nachgewiesen werden.  
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Abb. 5.51A: Tagesgang der p-Coumarsäure-
gehalte im jüngsten vollexpandierten Blatt. Die 
grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Darge-
stellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), 
Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und 
Wildtyp ( ) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Darge-
stellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. n 
= 5. Die Analyse von p-Coumarsäure und der in 
Kapitel 5.1 und 5.2 vorgestellten Primärmetabolite 
fand in den gleichen Proben statt. 
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Hier zeichnet sich ebenfalls ein eindeutiges Bild ab. p-Coumarsäuregehalte im verhungerten 
Wildtyp zeigen einen 5-fachen Anstieg im Vergleich zum Kontrollwildtyp und der anderen 
Genotypen (Abb. 5.51A). Wildtyp und Nia30(145), beide mit ausreichender Nitratversorgung, 
zeigen wieder ähnliche Gehalte (Abb. 5.51B). Die moderat betroffene NR-Transformante 
F23xNia30(145) zeigt tendenziell höhere Gehalte. Aufgrund der Standardabweichung kann 
hier jedoch nicht von einem signifikanten Anstieg gesprochen werden (Abb. 5.51B). 
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Abb. 5.51B: Tagesgang der p-Coumarsäure-
gehalte im jüngsten vollexpandierten Blatt.  Vergrö-
ßerung der Abb. 5.51A im Bereich von 0 bis 12 
nmol*gFG-1. Die grauen Bereiche symbolisieren die 
Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 
12 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung. n = 5. Die Analyse von p-
Coumarsäure und der in Kapitel 5.1 und 5.2 vorge-
stellten Primärmetabolite fand in den gleichen Pro-
ben statt. 
 

 
 
p-Coumarsäure zeigt bei keinem der vorgestellten Genotypen einen ausgeprägten Tages-
gang. Man sieht beim Kontrollwildtyp, F23xNia30(145) und der Nia30(145) einen leichten 
Anstieg in der ersten Hälfte des Tages und einen darauf folgenden Abstieg in der zweiten 
Hälfte des Tages, welcher über die Dunkelperioden hin anhält. Der verhungerte Wildtyp hin-
gegen zeigt diesen tendenziellen diurnalen Rhythmus nicht (Abb. 5.51A und B). 
 
Ferulasäure entsteht durch die Hydroxylierung der Kaffeesäure und ist ebenfalls ein Vorläu-
fer der Monolignole. In Tabakpflanzen stellt sie den Hauptteil der zellwandgebundenen Phe-
nole dar (Baucher et al., 1998). Die vorliegende Analyse konnte Ferulasäure sowohl in der 
löslichen als auch in der unlöslichen Fraktion nachweisen, wobei nur die Ferulasäuregehalte 
der unlöslichen Fraktion der zellwandgebundenen Ferulasäure zugeordnet werden kann.  
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Abb. 5.52A: Tagesgang der Ferulasäuregehalte in 
der unlöslichen Fraktion im jüngsten vollexpandier-
ten Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die 
Nacht. Dargestellt sind Wildtyp ( ), 
F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 
12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) gewachsen in 0.2 
mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung. n = 5. Die Analyse von Ferulasäu-
re und der in Kapitel 5.1 und 5.2 vorgestellten Pri-
märmetabolite fand in den gleichen Proben statt. 
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Die Wildtyppflanzen mit unterschiedlicher Nitratversorgung zeigen in der unlöslichen Fraktion 
ähnliche Ferulasäuregehalte. Die NR-defiziente Transformante Nia30(145) mit genügender 
Nitratversorgung zeigt zu diesen keinen nennenswerten Unterschied. Die moderat betroffe-
nen Transformante F23xNia30(145) zeigt tendenziell erhöhte Ferulasäuregehalte (Abb. 
5.52A).  
 
Die lösliche Fraktion der Ferulasäure zeichnet ein umgekehrtes Bild zu den bisherigen Er-
gebnissen. Der verhungerte Wildtyp hat 10-fach niedrigere Ferulasäuregehalte im Vergleich 
zum Kontrollwildtyp und den anderen beiden Genotypen (Abb. 5.52B). Erniedrigte frei vorlie-
gende Ferulasäure im verhungerten Wildtyp könnte ein Hinweis darauf sein, dass bei diesen 
Pflanzen die Ferulasäure vermehrt in Monolignole umgewandelt wird und somit verstärkt an 
der Lignifizierung der sekundären Zellwand im Stammleitgewebe beteiligt ist. Dies setzt al-
lerdings einen Transport frei vorliegender Ferulasäure oder den Transport bereits syntheti-
sierter Monolignole voraus. 
Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 hat tendenziell niedrigere Ferulasäuregehalte im 
Vergleich zum Kontrollwildtyp (Abb. 5.52B). Diese Tendenz konnte in einem unabhängigen 
Gewächshausexperiment bestätigt werden (siehe Tabelle 5.9 am Ende diese Kapitels). Die 
moderat betroffene Transformante F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 zeigt kei-
nerlei Unterschied im Vergleich zum Kontrollwildtyp (Abb. 5.52B). Dies konnte ebenfalls in 
einem unabhängigen Gewächshausexperiment bestätigt werden (siehe Tabelle 5.9 am Ende 
diese Kapitels). Weder frei vorliegende, noch zellwandgebundene Ferulasäure zeigen einen 
ausgeprägten Tagesgang (Abb. 5.52A und B). 
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Abb. 5.52B: Tagesgang der Ferulasäuregehalte in 
der löslichen Fraktion im jüngsten vollexpandierten 
Blatt. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. 
Dargestellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), 
Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und 
Wildtyp ( ) gewachsen in 0.2 mM KNO3. Darge-
stellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. n 
= 5. Die Analyse von Ferulasäure und der in Kapitel 
5.1 und 5.2 vorgestellten Primärmetabolite fand in 
den gleichen Proben statt. 
 

 
 
Benzoesäure entsteht durch Decarboxylierung der Zimtsäure. In Tabakpflanzen ist es der 
Vorläufer von Salicylsäure (Yalpani, 1993). Ebenso wie Salicylsäure wird es aufgrund seiner 
mikrobiellen Eigenschaften als Abwehrstoff der Pflanze diskutiert (Raskin, 1992; Klessig und 
Malamy, 1994; Hommond-Kosack und Jones, 1995). Benzoesäure und auch Salicylsäure 
sind keine Phenylpropanoide. Benzoesäure wird dennoch in diesem Kapitel vorgestellt, da 
es ein Intermediat der Salicylsäuresynthese ist und aus dem Phenylpropanoidstoffwechsel 
hervorgeht. Es ist interessant zu erfahren, ob sich Metabolite, die direkt aus den Phenylpro-
panoidstoffwechsel hervorgehen und deren Biosynthese abhängig von diesem ist, ein ähnli-
ches Verhalten in den vorgestellten Genotypen zeigen, wie die Intermediate bzw. auch die 
Endprodukte der Phenylpropanoide.  
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Abb. 5.53: Tagesgang der Benzoesäuregehalte im 
jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen Berei-
che symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wild-
typ ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) ge-
wachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) gewach-
sen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwer-
te ± Standardabweichung. n = 5. Die Analyse von 
Benzoesäure und der in Kapitel 5.1 und 5.2 vorge-
stellten Primärmetabolite fand in den gleichen Pro-
ben statt. 
 

 
 
Wildtyp, F23xNia30(145) und Nia30(145) versorgt mit 12 mM KNO3 zeigen alle vergleichbare 
Benzoesäuregehalte im Blatt. Der verhungerte Wildtyp zeigt im Vergleich zu den anderen 
Genotypen einen 1.8-fachen Anstieg der Gehalte an Benzoesäure im Blatt (Abb. 5.53). Die-
ser tendenzielle Anstieg von Benzoesäure deutet an, dass sich der bei den Phenylpro-
panoidintermediaten gefundene Trend auch in Metaboliten zeigt, die von diesem Stoffwech-
selweg abzweigen. Es ist kein deutlich ausgeprägter Tagesgang ersichtlich (Abb. 5.53). Sali-
cylsäure lieferte mit der verwendeten Analysemethode keine zuverlässigen Ergebnisse (Da-
ten nicht gezeigt). 
 
 
Die Endprodukte 

Chlorogensäure (CGA) entsteht durch den Zusammenschluss von Kaffeesäure und China-
säure durch das Enzym Hydroxycinnamoyl-CoA Quinat:Hydroxycinnamoyl Transferase 
(HQT). In Solanaceaen ist CGA mengenmäßig das häufigste auftretende lösliche Phenylpro-
panoid. Chlorogensäure agiert in Pflanzenzellen als Antioxidans (Rice-Evans, 1997; Daniels, 
1967) und schützt sie unter anderem gegen Lipidperoxidation (Tamagnone et al., 1998). Bei-
spielsweise neigen Pflanzen mit reduzierter CGA-Akkumulation zu beschleunigtem Zelltod in 
ausgewachsenen Blättern und zu signifikant erhöhten Gehalten an oxidierten Lipidmalondi-
aldehyden (Tamagnone et al., 1998), einem Indikator für Membranschäden. 
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Abb. 5.54: Tagesgang der Chlorogensäuregehalte 
im jüngsten vollexpandierten Blatt. Die grauen Be-
reiche symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind 
Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) 
gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) ge-
wachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mit-
telwerte ± Standardabweichung. n = 5. Die Analyse 
von Chlorogensäure und der in Kapitel 5.1 und 5.2 
vorgestellten Primärmetabolite fand in den gleichen 
Proben statt. 
 

 

 



102  Ergebnisse 

Die gezeigten CGA-Gehalte spiegeln das Bild der Phenylpropanoidintermediate wieder. Der 
nitratmangelernährte Wildtyp zeigt im Vergleich zum Kontrollwildtyp und der beiden anderen 
Genotypen mit herabgesetztem Stickstoffstatus 3-fach erhöhte CGA-Gehalte (Abb. 5.54). Ein 
ausgeprägter Tagesgang der CGA-Gehalte im Blatt kann nicht festgestellt werden. Tenden-
ziell erhöhen sich die CGA-Werte zum Ende des Tages hin und fallen während der Dunkel-
periode wieder ab. Dies kann man beim Wildtyp, F23xNia30(145) und der Nia30(145), alle 
gewachsen mit 12 mM KNO3, beobachten. Der verhungerte Wildtyp dagegen zeigt eine ent-
gegengesetzte Tendenz. CGA steigt in der ersten Hälfte des Tages an, fällt in der zweiten 
Hälfte ab, um dann während der Dunkelperiode wieder leicht anzusteigen und dann am En-
de der Nacht  auf ein Minimum abzusinken (Abb.  5.54). 
 
Rutin ist biochemisch gesehen ein glykolisiertes Quercitin, also ein Flavonoid und wurde in 
mehreren Pflanzenspezies nachgewiesen. Es agiert ebenfalls wie Chlorogensäure als Antio-
xidans und schützt die Pflanzenzelle vor allem vor Lipidperoxidation.  
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Abb. 5.55A: Tagesgang der Rutingehalte im jüngs-
ten vollexpandierten Blatt. Die grauen Bereiche 
symbolisieren die Nacht. Dargestellt sind Wildtyp 
( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewach-
sen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) gewachsen in 
0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung. n = 5. Die Analyse von Rutin 
und der in Kapitel 5.1 und 5.2 vorgestellten Primär-
metabolite fand in den gleichen Proben statt. 
 

 
Rutingehalte der Blätter im verhungerten Wildtyp zeigen im Vergleich zum Kontrollwildtyp 
und der F23xNia30(145), beide gewachsen mit 12 mM KNO3, einen Anstieg um den Faktor 7 
(Abb. 5.55A und B). Wesentlich drastischer ist der Unterschied zwischen dem verhungerten 
Wildtyp und der nahezu NR-defizienten Transformante Nia30(145). In diesem Fall hat der 
verhungerte Wildtyp um den Faktor 17 erhöhte Rutingehalte (Abb. 5.55A und B).  
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Abb. 5.55B: Tagesgangs der Rutingehalte im 
jüngsten vollexpandierten Blatt. Vergrößerung der 
Abb. 5.55A im Bereich von 0 bis 300 nmol*gFG-1. 
Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Dar-
gestellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), 
Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. 
n = 5. Die Analyse von Rutin und der in Kapitel 5.1 
und 5.2 vorgestellten Primärmetabolite fand in den 
gleichen Proben statt. 
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Abb. 5.55B zeigt deutlich, dass auch hier alle Genotypen nur einen tendenziellen und keinen 
speziell ausgeprägten diurnalen Rhythmus haben. Rutin steigt beim Wildtyp und der 
F23xNia30(145) nach 4 Stunden Licht an und sinkt während der zweiten Hälfte des Tages 
ab und ändert sich nicht mehr während der Dunkelperiode (Abb. 5.55B). Nia30(145) zeigt 
keinerlei tendenzielle Änderungen der Rutingehalte während des gesamten Tages. Der Wild-
typ, gewachsen mit 0.2 mM KNO3, hat im Vergleich zum oben beschriebenen, tendenziellen 
Tagesgang ein verschobenes Tagesmaximum, welches nach 8 Stunden Licht beobachtet 
werden kann. Danach sinkt der Rutingehalt und verbleibt dort auch während der Dunkelperi-
ode (Abb. 5.55A).  
 
 

Zur Bestätigung aller Ergebnisse wurde ein Folgeexperiment im Gewächshaus durchgeführt, 
in welchem die Pflanzen auf Erde wuchsen. Nitratmangel wurde durch wachsen der Pflanze 
auf Erde gewährleistet, die keine Stickstoffquelle enthielt. Die Pflanzen wurden alle 3 Tage 
mit einer Nährlösung gegossen, die Nitrat als einzige Stickstoffquelle enthielt (siehe Kapitel 
4.2.3 in Material und Methoden). Aufgrund der Tatsache, dass in den gemessenen Phe-
nylpropanoiden kein auffälliger Tagesgang zu beobachten war, fand die Ernte dieses Expe-
rimentes nur zu einem Zeitpunkt in der zweiten Hälfte des Tages statt. Die Ergebnisse in Ta-
belle 5.9 zeigen, dass fast alle bisher beschriebenen Ergebnisse bestätigt werden konnten, 
obwohl die Gehalte allgemein betrachtet zwischen diese beiden Experimenten variieren. 
Chlorogensäure zeigt nur noch eine 2-fache Erhöhung. Der nitratverhungerte Wildtyp zeigt 
keine erhöhten Benzoesäuregehalte verglichen mit der Kontrolle und den anderen Genoty-
pen. Rutin dagegen ist leicht erhöht in Pflanzen, die im Gewächshaus gewachsen sind. Die 
erhöhten Kaffeesäuregehalte im Blatt der moderat betroffenen Transformante 
F23xNia30(145) konnten ebenfalls bestätigt werden, jedoch lediglich um den Faktor 2. Diese 
Varianzen sind wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Wachstumsbedingungen beider Ex-
perimente zurückzuführen, z.B. sind die Lichtverhältnissen und die Intensität des UV-Lichts 
im Gewächshaus niedriger. 

 
 

Genotyp N  Nikotin CGA Kaf-
feesre. Rutin 

p-
Coumarsre. 

(unlsl.) 

Feru-
lasre. 
(lsl.) 

Feru-
lasre. 
(unlsl.) 

Benzoesre. 

WT (Gat.) 12mM  1.0±0.2 0.7±0.1 3.2±0.6 32.6±3.5 5.5±1 83±10 0.5±0.08 12±1.5 

WT (Gat.) 0.2mM  0.6±0.1 1.6±0.2 37.1±4 982±257 32±3.6 38±5 0.7±0.1 13±1 

F23xNia30(145) 12mM 0.8±0.1 0.7±0.1 6.2±1.5 53±13 5±1.6 81±13 0.5±0.2 13±0.7 

Nia30(145) 12mM  0.2±0.1 0.3±0.02 2.8±0.3 16±7 4.7±1 41±19 0.4±0.04 12±1.4 

 
Tabelle 5.9: Zusammenstellung aller Werte des Nachfolgeexperimentes im Gewächshaus. Die Pflanzen wuchsen 
auf Erde. Genotypen mit Nitratmangel wuchsen auf Nullerde, die keinerlei Stickstoffquelle enthielt. Die Pflanze 
wurden alle 3 Tage mit entsprechender Nährlösung, die lediglich Kaliumnitrat enthielt, gegossen. Die Angabe für 
Nikotin und Chlorogensäure sind in µmol*gFG-1, die Angabe der restlichen Phenylpropanoidintermediate oder 
Endprodukte sind in nmol*gFG-1. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen von biologischen Replika-
ten (n = 5). Abkürzungen: WT = Wildtyp; Gat. = Gatersleben; N = Stickstoff; CGA = Chlorgensäure; unlsl. = unlös-
lich; lsl = löslich; Kaffeesre. = Kaffeesäure; p-Coumarsre. = p-Coumarsäure; Ferulasre. = Ferulasäure; Benzoesre. 
= Benzoesäure 
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Der Einfluss von Nitrat auf die Lignifizierung des Stammgewebes 

Ligninvorstufen, die so genannten Monolignole, gehen aus der Reduktion der Intermediate 
des Phenylpropanstoffwechsels p-Coumar-, Ferula-, und Sinapinsäure hervor (Whetten und 
Sederoff, 1995; Boudet, 1998). Um die Auswirkungen dieser unter Nitratmangelernährung 
veränderten Intermediate auf die Lignifizierung des Stammgewebes zu untersuchen, wurden 
histologische Färbungen durchgeführt. Um ein physiologisch ähnliches Alter der sehr unter-
schiedlich wachsenden Pflanzen zu gewährleisten, wurden die Querschnitte an Pflanzen 
durchgeführt, die sich kurz vor der Blüte befanden. Um eine Variabilität der Lignifizierung 
aufgrund unterschiedlichen physiologischen Alters noch weiter einzugrenzen, wurden nur 
Schnitte des jüngsten Stammabschnittes verglichen. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.56: Spezifische Färbung des Lignins im Stammgewebe mit Phloroglucinol/HCl. Aus den jüngsten Stamm-
abschnitten wurden von Hand mit einer Rasierklinge dünne Schnitte angefertigt. Nach Behandlung mit Phloroglu-
cinol/HCl-Lösung (5 Minuten Inkubationszeit), wurden die angefärbten Schnitte unter einem Lichtmikroskop un-
tersucht. (A) Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3. A1 = 20- fache Vergrößerung, A2 = 40- fache Vergrößerung. 
(B) F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3; 20-fache Vergrößerung. (C) Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM 
KNO3. C1 = 20- fache Vergrößerung, C2 = 40- fache Vergrößerung. (D) Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3. 
D1 = 20- fache Vergrößerung, D2 = 40- fache Vergrößerung. Abkürzungen: P = Parenchymzellen; SC = Skleren-
chym; X = Xylemgefäß. Von jedem Genotyp wurden 5 – 7 Replikate angefertigt mit jeweils dem gleichen Ergebnis 
(Daten nicht gezeigt). 

 

Die Lignifizierung des Leitgewebes des Wildtyps, der F23xNia30(145) und der Nia30(145), 
alle gewachsen mit 12 mM KNO3, zeigen ein ähnliches sekundäres Dickenwachstum bzw. 
Lignifizierung der Xylemelemente, spezieller der Tracheen. Der verhungerte Wildtyp dage-
gen zeigt sehr starke Lignifizierung des Xylemgewebes und des Phloemsklerenchyms in 
vergleichbaren Abschnitten des Stammes (Abb. 5.56).  
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Fazit 

• Fast alle Intermediate des Phenylpropanoidstoffwechsels zeigen erhöhte Gehalte in 
den Blattzellen des nitratmangelernährten Wildtyps im Vergleich zu allen anderen 
Genotypen mit ausreichender Nitratapplikation. Ausnahme ist Ferulasäure der lösli-
chen Fraktion. Diese zeigt wesentlich niedrigere Gehalte in den Blattzellen des nitrat-
verhungerten Wildtyps im Vergleich zu den anderen Genotypen mit ausreichender 
Nitratapplikation. Eine weitere Ausnahme bildet die in der Zellwand gebundene Feru-
lasäure. Diese zeigt keinerlei Unterschied im Vergleich der untersuchten Genotypen 
und der verschiedenen Nitratbedingungen. Auch Benzoesäure, ein Intermediat der 
Salicylsäurebiosynthese, zeigt nur tendenziell erhöhte Gehalte in den Blattzellen des 
nitratverhungerten Wildtyps im Vergleich zu den anderen Genotypen mit ausreichen-
der Nitratapplikation. 

• Wichtige und mengenmäßig häufig vorkommende Endprodukte des Phenylpropa-
noidstoffwechsels in Tabakpflanzen, wie die vorgestellte Chlorogensäure und das 
Flavonoid Rutin, zeigen signifikant erhöhte Gehalte in nitratmangelernährten Wildty-
pen im Vergleich zu den anderen Genotypen mit ausreichender Nitratapplikation. 

• Ausgeprägte diurnale Rhythmen sind bei keinem der untersuchten Metabolite zu er-
kennen.  

• Die Lignifizierung des Leitgewebes ist in vergleichbaren Stammabschnitten in nitrat-
mangelernährten Wildtypen wesentlich höher im Vergleich zu den Genotypen mit 
ausreichender Nitratapplikation. 

• Die moderat NR-reduzierte Transformante F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3 hat signifikant erhöhte Kaffeesäuregehalte im Vergleich zum Kontrollwildtyp. 
Ansonsten zeigt dieser Genotyp ein dem Kontrollwildtyp vergleichbares Verhalten. 

• Der Vergleich der Phenylpropanoidmetabolite des nitratverhungerten Wildtyps und 
der Nitrat akkumulierenden Transformante Nia30(145) geben einen starken Hinweis 
darauf, dass Nitrat einen regulatorischen Einfluss auf die Phenylpropanoidbiosynthe-
se hat. Alle Effekte bezüglich der vorgestellten Metabolite des Phenylpropanoidstoff-
wechsel, die im nitratverhungerten Wildtyp beobachtet werden konnten, sind in den 
Genotypen Nia30(145) mit stark reduzierter NR-Aktivität unterdrückt. Diese Genoty-
pen zeigen ein dem Kontrollwildtyp ähnliches Verhalten. Da der organische Kohlen-
stoff- und Stickstoffstatus des nitratverhungerten Wildtyps und der NIA-Transformante 
vergleichbar ist und es in den Nia30(145) zu einer Nitratakkumulation kommt, kann 
der oben genannte Schluss gezogen werden. 

 
  

5.3.3 Identifizierung der regulatorischen Ebene des Nitrats auf den Phe-
nylpropanoidstoffwechsel 

Die im vorangegangenen Kapitel vorgestellten Metabolite des Phenylpropanoidstoffwechsels 
zeigen deutlich, dass ein hoher Nitratspiegel in der Zelle eine Abnahme der Phenylpro-
panoidintermediate, dessen Endprodukte und der Lignifizierung des Stammleitgewebes zur 
Folge hat. Nitrat spielt demnach eine regulatorische Rolle im Phenylpropanoidstoffwechsel. 
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In diesem Kapitel wird die Identifizierung möglicher regulatorischer Ebenen des Nitrats un-
tersucht. Nitrat kann auf unterschiedliche Weise einen Einfluss ausüben.  

Denkbar ist  

• ein direkter Einfluss auf die Verfügbarkeit der Vorläufermoleküle Phenylalanin und 
Tyrosin, aus deren Desaminierung durch die PAL bzw. TAL Zimtsäure bzw. p-
Coumarsäure entsteht. Es ist allgemein akzeptiert, dass diese Desaminierung der 
Vorläufermoleküle der geschwindigkeitsbestimmende und regulatorische Schritt in 
der Phenylpropanoidbiosynthese ist (siehe Einleitung).  

• der Einfluss von Nitrat auf die Transkription der für den Phenylpropanoidstoffwechsel 
verantwortlichen Gene direkt oder auf die entsprechenden Transkriptionsfaktoren. 
Des Weiteren könnte Nitrat eine Rolle bei einer möglichen posttranslationalen Regu-
lation der geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme PAL und TAL innehaben.  

 

5.3.3.1 Bestimmung von Phenylalanin  
Phenylalanin ist von beiden möglichen Synthesewegen im Phenylpropanoidstoffwechsel in 
den meisten Spezies der bevorzugte Vorläufer. Dies gilt auch für Tabak. 
Die Phenylalaningehalte im Blatt aller Genotypen zeigen folgendes Bild, welches in Kapitel 
5.2 Abbildung 5.57A bereits genau beschrieben wurde: 
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Abb. 5.57A und B: (A) Tagesgang von Phenylalanin im jüngsten vollexpandierten Blatt. (B) Vergröße-
rung von (A) im Bereich von 0 bis 0.2 µmol*gFG-1. Die grauen Bereiche symbolisieren die Nacht. Darge-
stellt sind Wildtyp ( ), F23xNia30(145) ( ), Nia30(145) ( ) gewachsen in 12 mM KNO3 und Wildtyp ( ) 
gewachsen in 0.2 mM KNO3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. n = 5. 

 
 
Im Zusammenhang mit der oben genannten Fragestellung, ob Nitrat einen Einfluss auf die 
Biosynthese des Vorläufermoleküls Phenylalanin und damit indirekt Einfluss auf die Phe-
nylpropanoidbiosynthese hat, zeigt Abbildung 5.57A deutlich, dass die Phenylalaningehalte 
der Blätter des Wildtyps, gewachsen mit 12 mM KNO3, höher sind als die des nitratverhun-
gerten Wildtyps zu fast allen Tageszeitpunkten. Die Phenylpropanoidgehalte im nitratver-
hungerten Wildtyp sind jedoch höher verglichen mit dem Wildtyp gewachsen mit hoher Nit-
ratapplikation. 
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Abbildung 5.57B zeigt, dass die Phenylalaningehalte der stark NR-defizienten Transformante 
Nia30(145) im Vergleich zum nitratverhungerten Wildtyp nicht erniedrigt sind. Die Phenylpro-
panoide der Nia30(145) sind es jedoch. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass ei-
ne Veränderung in der Verfügbarkeit von Phenylalanin nicht für die Verringerung der Phe-
nylpropanoide verantwortlich ist. 

 
 

5.3.3.2 Transkriptmessung durch Oligomikroarrays 
Zur Überprüfung der oben genannten Annahme, ob Nitrat einen Einfluss auf die Expression 
von Genen des Phenylpropanoidstoffwechsels hat, wurde zunächst eine Mikroarray-Analyse 
durchgeführt, um eine Übersicht über die Expression von 400 Genen hauptsächlich aus dem 
Sekundärstoffwechsel zu erhalten. In einer Hybridisierung wurde Wildtyp ernährt mit 12 mM 
KNO3 verglichen mit Wildtyp ernährt mit 0.2 mM KNO3. In einer weiteren Hybridisierung wur-
de Wildtyp ernährt mit 12 mM KNO3 verglichen mit der Nitrat akkumulierenden Transforman-
te Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3. Die Blattproben wurden aus jeweils 5 verschiedenen 
Pflanzen zusammengestellt. Um einen möglichen repressiven Effekt von Nitrat soweit wie 
möglich auszuschließen, wurde Blattmaterial kurz nach der täglichen Nitratapplikation, also 
nach 4 Stunden Licht geerntet. Die nach der Hybridisierung erhaltenen Expressionssignale 
wurden einer Quantil-Normalisierung unterzogen. Änderungen der Genexpressionen wurden 
relativ zur Kontrollpflanze (Wildtyp ernährt mit 12 mM KNO3) dargestellt. Die Ergebnisse 
technischer Replikate wurden gemittelt und in eine log2 Skala überführt. Die Expressionsda-
ten auf Basis der log2 Skala wurden durch die MapMan Software (Thimm et al., 2004; Usa-
del et al, 2005; http://gabi.rzpd.de/projects/MapMan) dargestellt. Jedes farbcodierte Recht-
eck in Abbildung 5.58A und Abbildung 5.58B symbolisiert ein Oligonukleotid codierend für 
ein Gen auf dem Array. Die Rechtecke bzw. Transkriptsignale sind, entsprechend ihrer Funk-
tion, in einer Stoffwechselkarte angeordnet. Weiß bedeutet, dass die Expression sich nicht 
ändert, rot stellt eine verringerte Expression dar und blau einen Anstieg der Expression im 
Vergleich zum Kontrollwildtyp. Zur farbcodierten Darstellung in der MapMan-Software wurde 
eine Skala von 1.5 gewählt. Signale um 1.5 auf der logarithmischen Skala (entspricht einer 
mehr als 3-fachen Änderung im Vergleich zur Kontrolle) sind gesättigt und Signale mit einen 
Wert von 0.3 sind optisch nicht mehr von denen zu unterscheiden, die keine Änderung auf-
weisen (also einen Wert von 0 auf der Skala haben und als weiß dargestellt werden). 

 

Änderungen der Transkripte des Phenylpropanoidstoffwechsels spezifisch 
hervorgerufen durch Nitrat 

Der verhungerte Wildtyp zeigt gegenüber dem Kontrollwildtyp bei einigen Transkripten des 
Phenylpropanoidstoffwechsels eindeutige Erhöhungen. Bei den mit blau gekennzeichneten 
Transkripten handelt es sich um Signale der Transkripte von PAL (AW219744, BE462826, 
TC84666, TC84677), C4H (TC93956) und 4Cl (AW031547) (Abb. 5.58A). Ein genauer Ho-
mologieabgleich in der Arabidopsisdatenbank ergab, dass es sich bei den Signalen für PAL 
wahrscheinlich um die beiden in Tabak bekannten Isoformen PAL-1 und PAL-2 (Nagai et al., 
1994; Pellegrini et al., 1994) handelt. Bei dem Signal für 4CL ergaben die Homologiestudien, 
dass es sich wahrscheinlich um die Isoform 2 aus Tabak handelt. Eine Erniedrigung gegen-
über dem Wildtyp zeigt ein Transkript aus dem Flavonoidstoffwechsels, das Homologien zu 
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einer putativen Anthocyanidin-3-glucoside Rhamnosyltransferase aus Arabidopsis thaliana 
(BE462756) hat.  
Des Weiteren können leichte Erhöhungen zweier Transkripte des Isoprenoidstoffwechsels 
beobachtet werden. Es handelt sich hierbei um eine Karotinoid-Dioxygenase (TC86454) und 
ein Transkript mit Homologien zu einer Phytoen-Dehydrogenase (TC90536). Eine putative 
Terpensynthase (AW617523) und eine ß-Karotenhydroxylase (TC85496) zeigen leicht er-
niedrigte Expression im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Transketolase (BE096424) aus dem 
oxidativen Pentosephosphatweg bzw. aus dem Calvinzyklus hat ebenfalls im Vergleich zum 
gut ernährten Wildtyp eine reduzierte Expression. Die Glycin-Dehydrogenase (TC85196) aus 
dem Aminosäurekatabolismus dagegen zeigt eine induzierte Expression im nitratverhunger-
ten Wildtyp. Die Hybridisierung des Mikorarrays ergab keine Änderungen der Transkripte, 
deren Gene dem Shikimatweg bzw. der Biosynthese der aromatischen Aminosäuren zuge-
ordnet sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.58: Transkriptprofile der Versuchspflanzen hergestellt mit einen Oligomikroarray mit 1154 Gensequenzen, 
die speziell dem Phenylpropanoidstoffwechsel und verwandten Prozessen zugeordnet sind. Ausgewählt wurden 
die Gensequenzen durch eine spezifische „BLAST“ -Suche in den momentan zur Verfügung stehenden Gendaten-
banken (NCBI, TIGR, TAIR, Arabidopsisdatenbank). (A) Dargestellt sind die Änderungen der Transkription des 
nitratverhungerten Wildtyps im Vergleich zum Kontrollwildtyp auf einer Stoffwechselkarte. (B) Dargestellt sind die 
Änderungen der Transkription der nahezu NRA-defizienten Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM 
KNO3 im Vergleich zum Kontrollwildtyp auf einer Stoffwechselkarte. Jedes Gen stellt ein Rechteck dar, welches 
bezüglich seiner Funktion in der Stoffwechselkarte angeordnet ist. Weiss bedeutet keinerlei veränderte Expression, 
Rot eine verringerte Expression und Blau eine induzierte Expression. Die Orginaldaten wurden auf einer log2 Skala 
mit Hilfe der MapMan-Software dargestellt. Es wurde innerhalb der MapMan-Software eine Skala mit dem Wert 1.5 
gewählt. Daraus ergibt sich oben dargestellte Farbcodierung. 
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Die stark NR-reduzierte Transformante Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 zeigt keinerlei 
signifikante Änderungen der Transkripte bezüglich des Phenylpropanoidstoffwechsels im 
Vergleich zum Kontrollwildtyp (Abb. 5.58B). Lediglich das Transkript mit Homologien zu einer 
putativen Anthocyanidin-3-glycosid Rhamnosyltransferase aus Arabidopsis thaliana 
(BE462756)(Abb. 5.58B) zeigt eine Erniedrigung. Eine verringerte Expression wurde auch im 
nitratverhungerten Wildtyp beobachtet. 

 
 
Änderungen der Transkriptmengen von Transkriptionsfaktoren 

Die sekundären Biosynthesewege der Pflanze werden stark durch Transkriptionsfaktoren 
reguliert (Grotewold, 2005; Martin, 1997). Es stellt sich die Frage, ob der regulatorische Ein-
fluss von Nitrat auf den Phenylpropanoidstoffwechsel eventuell über Transkriptionsfaktoren 
geleitet wird. Ein besonderer Fokus bezüglich dieser Frage wird auf die Myb Proteine gelegt. 
Es ist bekannt, dass Myb Proteine einen wichtigen regulatorischen Einfluss auf den Phe-
nylpropanoidstoffwechsel haben (Urao et al., 1993; Sablowski et al., 1994; Solano et al., 
1995; Campell et al., 1995; Martin, 1997; Tamagnone et al., 1998). Der in dieser Arbeit ver-
wendete Mirkoarray enthält eine Anzahl verschiedener Sequenzen für Transkriptionsfaktor-
gene, die möglicherweise einen regulatorischen Einfluss auf die Phenylpropanoidbiosynthe-
se haben.  

Die Veränderungen der Signale bezüglich der Transkriptionsfaktoren sind sehr schwach, so 
dass keine aussagekräftige Schlussfolgerung gezogen werden kann. Nichtsdestotrotz deu-
ten die Ergebnisse an, dass einige Myb-Gene und Transkriptionsfaktorgene, die stressindu-
ziert sind, in den nitratverhungerten Wildtypen leicht erhöhte Expression im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp (Wildtyp ernährt mit 12 mM KNO3) haben. Darunter befindet sich auch die 
Sequenz eines MYB-Transkriptionsfaktors, der Homologien zum Transkriptionsfaktor MYB4 
in Arabidospsis thaliana und Pinus taedea hat und dort die Expression einiger Gene hochre-
guliert, die für die Lignifizierung der Gewebe verantwortlich sind (Patzlaff et al., 2003).  

Obwohl auch die Nitrat akkumulierenden NIA-Transformante tendenziell leicht induzierte und 
reprimierte Signale bezüglich der Sequenzen für MYB-Transkriptionsfaktorgene zeigt, unter-
scheiden sich diese von denen, die im nitratverhungerten Wildtyp gefunden werden. Nur ein 
Signal, welches hohe Homologie zu Cpm7 oder CpMyb10 aus Caterostigma plantagineum 
hat, einem Transkriptionsfaktor, der bei Dehydration induziert wird (Bartels, 1996), ist in der 
NIA-Transformante tendenziell erniedrigt während es im nitratverhungerten Wildtyp tenden-
ziell erhöht ist. Tabelle 8.1 im Anhang zeigt eine kurze Zusammenstellung der Expressions-
daten beiden Genotypen.  

Abschließend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse in diesem Anschnitt keine Aussage 
darüber zulassen, ob Nitrat entweder einen induzierenden oder reprimierenden Effekt auf 
Transkriptionsfaktoren hat, die relevant für die Regulation des Phenylpropanoidstoffwechsels 
sind. Zum einen zeigen die erhaltenen schwachen Signale meist Homologien zu Transkripti-
onsfaktoren, deren Funktion bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt ist, zum anderen sind 
die erhaltenen Signale nicht aussagekräftig. Möglicherweise ist in diesem Fall die Ge-
nexpressionsanalyse über Mikroarray-Technik nicht sensitiv genug, da Transkriptionsfakto-
ren in der Regel sehr schwach exprimiert sind, oder der verwendete Mikroarray enthält nicht 
die relevanten Sequenzen. Die Frage, ob Nitrat selbst auf die Expression der relevanten Ge-
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ne für den Phenylpropanoidstoffwechsel wirkt oder indirekt über Transkriptionsfaktoren agiert, 
bleibt offen. 

 
 

5.3.3.3 Transkriptmessung durch quantitative RT-PCR 
Die Expressionsdaten aus Kapitel 5.3.3.2 lassen den Schluss zu, dass Nitrat möglicherweise 
eine Auswirkung auf Transkripte des Phenylpropanoidstoffwechsels hat. Zur Bestätigung 
dieser Ergebnisse erfolgten Genexpressionsanalysen über quantitative RT-PCR. Es standen 
Primer für Isoform PAL-1 (Phenylalanin-Ammonium-Lyase), für die Isoform 4Cl-2 (4-
Coumerat-CoA-Ligase) und HQT (Hydroxycinnamoyl-CoA Quinat:Hydroxycinnamoyl Trans-
ferase) zur Verfügung. Stellvertretend für den primären Stoffwechsel wurden Transkripte des 
Shikimatstoffwechsels gemessen. Hier standen Primer für Shikimatdehydrogenase (ShDH-2) 
und die 3-Desoxy-D-arabinoheptulosonat-7-phosphat Synthase (DAHPS) zur Verfügung. Die 
Analyse über quantitative RT-PCR ermöglichte eine technische Bestätigung der Mikroarray-
Analyse, da für beide Methoden die gleichen Blattproben benutzt wurden. Des Weiteren soll-
ten auf diesem Weg die Ergebnisse aus Kapitel 5.3.3.2 in biologischen Replikaten bestätigt 
werden. Die Genexpressionsanalyse über quantitative RT-PCR fand zu 6 verschiedenen 
Zeitpunkten des Tages statt. Zu jedem Tageszeitpunkt wurden zwei verschiedene Individuen 
analysiert (n = 2), deren Ergebnis wiederum aus zwei technischen Replikaten zustande ge-
kommen ist. Ausnahme ist die Genexpressionsanalyse von HQT, dieses Transkript wurde zu 
jedem Zeitpunkt nur in einem Individuum gemessen, dessen Ergebnis sich wiederum aus 
zwei technischen Replikaten zusammensetzt. 

 
Diurnale und genotypisch bedingte Änderungen der  Transkripte des Shikimat-
biosyntheseweges im Blatt  
Zur Genexpressionsanalyse des Shikimatweges standen die Primer für Transkripte der 
DAHPS und ShDH-2 zur Verfügung. Das Produkt von DAHPS ist das erste Enzym im Shiki-
matweg und katalysiert die Kondensation von Erythrose-4-Phosphat und Phosphoenolpyru-
vat zu 3-Desoxy-D-arabinoheptulosonat-7-phosphat. Das Produkt von ShDH-2 katalysiert im 
Shikimatbiosyntheseweg den Schritt von 3-Dehydroshikimat zu Shikimat unter NADPH 
Verbrauch. 

Eine tagezeitlich bedingte Schwankung der Transkripte von DAHPS kann man nur tenden-
ziell feststellen. Betrachtet man nur den Wildtyp ernährt mit 12 mM KNO3, ist eine Zunahme 
der Transkripte nach 4 Stunden Licht zu beobachten. Danach sinkt der Transkriptspiegel bis 
auf ein Minimum am Ende des Tages. Während der Nacht wiederum steigt der 
Transkriptspiegel und sinkt in der zweiten Hälfte der Nacht wieder auf ein Minimum zurück. 
Diese tageszeitliche Schwankung spiegelt sich in den anderen Genotypen wieder (Abb. 
5.59).  
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 Abb. 5.59: Tagesgang der Transkripte von DAHPS. Die dunkelgrau unterlegten Bereiche 

symbolisieren die Nacht, der hell unterlegte Bereich symbolisiert den Tag. Dargestellt sind 
die Transkripte des Wildtyps ernährt mit 12 mM KNO3 (■), F23xNia30(145) ernährt mit 12 
mM KNO3 (■), des Wildtyps ernährt mit 0.2 mM KNO3 (□), Nia30(145) ernährt mit 12 mM 
KNO3 (■) und Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 (    ). Angegeben sind Mittelwerte ± 
SD biologischer Replikate (n = 2).  

 

Die Transkripte der DAHPS zeigen im Vergleich der einzelnen Genotypen untereinander 
keine signifikanten Unterschiede, weder als Antwort auf Nitratmangelernährung noch als 
Antwort auf stark reduzierte NR-Aktivität (Abb. 5.59). Lediglich die Transkripte der DAHPS im 
Genotyp Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 zeigen während der Lichtperiode tendenziell 
niedrigere Expressionswerte im Vergleich zu allen anderen Genotypen. 

 

  

Tageszeitliche Schwankungen der Transkripte für ShDH-2 sind ebenfalls nur tendenziell zu 
beobachten. Wildtyp, F23xNia30(145) und Nia30(145), alle ernährt mit 12 mM KNO3, zeigen 
tendenziell höhere Expressionslevel während der Nacht. Transkripte des Wildtyps und der 
Nia30(145), beide ernährt mit 0.2 mM KNO3, haben dagegen nach 4 Stunden Licht ein Ma-
ximum. Die Transkriptspiegel dieser beiden Genotypen sinken in der zweiten Hälfte des Ta-
ges wieder ab und steigen – wie die der anderen Genotypen –  während der Dunkelperiode 
wieder an (Abb. 5.60).  
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Abb. 5.60: Tagesgang der Transkripte von ShDH-2. Die dunkelgrau unterlegten Bereiche 
symbolisieren die Nacht, der hell unterlegte Bereich symbolisiert den Tag. Dargestellt sind 
die Transkripte des Wildtyps ernährt mit 12 mM KNO3 (■), F23xNia30(145) ernährt mit 12 
mM KNO3 (■), des Wildtyps ernährt mit 0.2 mM KNO3 (□), Nia30(145) ernährt mit 12 mM 
KNO3 (■) und Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 (    ). Angegeben sind Mittelwerte ± SD 
biologischer Replikate (n = 2).  

 
 
In Tabak sind derzeit zwei Isoformen für ShDH beschrieben (Ding und Sonnewald, 2004, 
2005; „primary acession number“ für ShDH-1: Q6PUF9 und ShDH 2: Q6PUG0). In der vor-
liegenden Arbeit standen Primer für die Isoform 2 zur Verfügung. Die Transkripte der ShDH-
2 zeigen im Vergleich der Genotypen untereinander keinen signifikanten Unterschied, weder 
als Antwort auf Nitratmangelernährung noch als Antwort auf stark reduzierte NR-Aktivität 
(Abb. 5.60). Der verhungerte Wildtyp zeigt nach 4 Stunden Licht tendenziell erhöhte 
Transkriptwerte im Vergleich zum Kontrollwildtyp und die moderat betroffene Transformante 
F23xNia30(145) zeigt nach 8 Stunden Licht erhöhte Transkriptgehalte. Aufgrund der hohen 
Standardabweichung ist diese Erhöhung nicht signifikant.  

 
 
Diurnal und genotypisch bedingte Änderungen der Transkripte des Phenylpro-
panoidstoffwechsels im Blatt 

Zurzeit sind zwei Isoformen für PAL in Tabak beschrieben (Nagai et al., 1994; Pellegrini et al., 
1994). Für die folgende Genexpressionsanalyse standen Primer für die PAL-1 zur Verfügung. 
Die PAL-1 Transkripte des Kontrollwildtyps sinken im Laufe des Tages und während der ers-
ten Hälfte der Nacht. Am Ende der Nacht steigen die Transkripte wieder an (Abb. 5.61). Die-
se Ergebnisse stehen im Einklang mit Genexpressionsanalysen aus diurnalen Experimenten 
von Arabidopsis thaliana (O.E. Bläsing, persönliche Mitteilung). Die anderen Genotypen zei-
gen vergleichbare diurnale Schwankungen, wenn sie mit 12 mM KNO3 gewachsen sind. 
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Abb. 5.61: Tagesgang der Transkripte von PAL-1. Die dunkelgrau unterlegten Bereiche 
symbolisieren die Nacht, der hell unterlegte Bereich symbolisiert den Tag. Dargestellt sind 
die Transkripte des Wildtyps ernährt mit 12 mM KNO3 (■), F23xNia30(145) ernährt mit 12 
mM KNO3 (■), des Wildtyps ernährt mit 0.2 mM KNO3 (□), Nia30(145) ernährt mit 12 mM 
KNO3 (■) und Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 (    ). Angegeben sind Mittelwerte ± SD 
biologischer Replikate (n = 2).  

   
 
Der nitratverhungerte Wildtyp zeigt zu fast allen Tageszeitpunkten signifikant höhere 
Transkriptspiegel von PAL-1 im Vergleich zum Kontrollwildtyp und der Transformante 
Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 (Abb. 5.61). Besonders drastisch ist die 8-fache Erhö-
hung der PAL-1 Transkripte nach 4 Stunden Licht, gefolgt von einem ebenso drastischen 
Absinken nach 8 Stunden Licht. Nichtsdestotrotz bleiben die PAL-1 Transkripte des nitrat-
verhungerten Wildtyps zu allen Tageszeitpunkten höher. Eine mögliche Erklärung für diesen 
immensen Abfall könnte das Gießereignis nach ca. 3 bis 3.5 Stunden Licht sein. Zu diesem 
Zeitpunkt nehmen die Pflanzen Nitrat auf. Wang et al. (2004) und Scheible et al. (2004) 
konnten zeigen, dass nitratsensitive Transkripte mit einiger Zeitverzögerung auf Nitratzugabe 
reagieren. In Nitratfütterungsversuchen mit nitratverhungerten Arabidopsis Keimlingen erfolg-
te erst drei Stunden nach Nitratzugabe eine Erniedrigung des PAL-1 Transkriptes 
(At2g37040) und eines weiteren Gens, welches als PAL Isoform (At3g10340) annotiert ist 
(Scheible et al., 2004). 
Der drastische Anstieg der PAL-1 Transkripte des nitratverhungerten Wildtyps zu Beginn der 
Lichtperiode könnte ein lichtabhängiger Effekt sein. Es ist bekannt, dass PAL-Transkripte 
nach UV-Licht Behandlung der Pflanzen steigen (Lois et al., 1989). In Kapitel 5.1.6 Abbil-
dung 5.6 konnte gezeigt werden, dass der verhungerte Wildtyp reduzierte Chlorophyllgehalte 
gegenüber dem Kontrollwildtyp hat. Der Beginn der Lichtperiode könnte demnach zu oxidati-
vem Stress in den nitratverhungerten Pflanzen führen und eine Induktion des PAL Transkrip-
tes bewirken. Der repressive Effekt von Nitrat auf PAL-1, ausgelöst durch die Nitratapplika-
tion nach 3 – 3.5 Stunden Licht führt dann zu der drastischen Reduktion des Transkripte 
nach 8 Stunden.  
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Bisher wurden zwei Isoformen der 4Cl in Tabak beschrieben (Lee und Douglas, 1996). Für 
Untersuchungen in dieser Arbeit lagen Primer der Isoform 2 vor.  
Ein ausgeprägter diurnaler Rhythmus der Transkripte kann in keinem der Genotypen beo-
bachtet werden (Abb. 5.62). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Genexpressionsanaly-
sen aus diurnalen Experimenten von Arabidopsis thaliana. Transkripte der Gene aller 4 Iso-
formen in Arabidopsis zeigen lediglich sehr leichte Oszillationen (O.E. Bläsing, persönliche 
Mitteilung). 
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Abb. 5.62: Tagesgang der Transkripte von 4Cl-2. Die dunkelgrau unterlegten Bereiche sym-
bolisieren die Nacht, der hell unterlegte Bereich symbolisiert den Tag. Dargestellt sind die 
Transkripte des Wildtyps ernährt mit 12 mM KNO3 (■), F23xNia30(145) ernährt mit 12 mM 
KNO3 (■), des Wildtyps ernährt mit 0.2 mM KNO3 (□), Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 
(■) und Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 (    ). Angegeben sind Mittelwerte ± SD biolo-
gischer Replikate (n = 2).  

   
 
Transkripte der 4Cl- 2  zeigen signifikant erhöhte Transkriptspiegel in den Blättern des nitrat-
verhungerten Wildtyps im Vergleich zum Kontrollwildtyp und der Nitrat akkumulierenden 
Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 (Abb.5.62). 
Wie im Fall von PAL-1 zeigen auch die Transkripte von 4Cl-2 in den nitratverhungerten Wild-
typen eine Reaktion auf das Gießereignis mit 0.2 mM KNO3 nach ca. 3 – 3.5 Stunden Licht, 
die jedoch geringer ausfällt. Der Transkriptspiegel nach 8 Stunden Licht ist im Vergleich zum 
Zeitpunkt nach 4 Stunden Licht leicht erniedrigt. In den Nitratfütterungsversuchen nitratver-
hungerter Arabidopsis Keimlinge von Scheible et al. (2004) sanken die Transkripte aller 4 
Isoformen von 4Cl drei Stunden nach Nitratzugabe.  
Die moderat betroffene NR-defiziente Transformante F23xNia30(145) zeigt zu einigen Zeit-
punkten gegenüber dem Kontrollwildtyp leicht erhöhte Transkripte für 4Cl-2. In diesen Pflan-
zen konnten im Vergleich zum Kontrollwildtyp in Kapitel 5.3.2.1 leicht erhöhte Kaffeesäure-
gehalte in den Blättern nachgewiesen werden. Kaffeesäure ist ein Vorläufer der Ligninvorstu-
fen und die 4-Coumerat:CoA Ligase (4Cl) katalysiert im Biosyntheseweg der Ligninvorstufen 
den Zusammenschluss der Hydroxyzimtaldehyde mit dem Coenzym A. Eine erhöhte Lignifi-
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zierung dieser Genotypen konnte in jungen Stammabschnitten im Vergleich zum Kontroll-
wildtyp nicht festgestellt werden (siehe Abbildung 5.56). Stammabschnitte an der Basis die-
ser Genotypen zeigten jedoch tendenziell stärker lignifizierte Bereiche im Vergleich zum 
Kontrollwildtyp (Daten nicht gezeigt). 
Die Transformante Nia30(145) im nitratverhungerten Zustand zeigt ebenfalls, verglichen mit 
dem Kontrollwildtyp und der Nitrat akkumulierenden Transformante (Nia30(145) gewachsen 
mit 12 mM KNO3) signifikant höhere Transkriptspiegel. Die Transkripte für 4Cl-2 sinken auch 
in diesen Pflanzen ca. 5 – 4.5 Stunden nach Nitratzugabe. 
 
Die Transkripte von HQT des Kontrollwildtyps sinken während der Nacht. Dies zeigt sich e-
benfalls in allen anderen Genotypen und in der nitratverhungerten NIA-Transformante nur 
tendenziell (Abb. 5.63). 
In den Blättern der nitratverhungerten Wildtypen sind die Transkripte von HQT zu allen Zeit-
punkten signifikant höher als in den Kontrollwildtypen, den Nia30(145) ernährt mit 12 mM 
KNO3 und den anderen Genotypen (Abb. 5.63). In diesen Pflanzen scheint die Nitratzugabe 
nach ca. 3 – 3.5 Stunden Licht keinen reduzierenden Einfluss 4.5 – 5 Stunden später zu ha-
ben. Sie sinken aber ca. 8.5 – 9 Stunden nach Nitratzugabe (Abb. 5.63).  
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Abb. 5.63: Tagesgang der Transkripte von HQT. Die dunkelgrau unterlegten Bereiche sym-
bolisieren die Nacht, der hell unterlegte Bereich symbolisiert den Tag. Dargestellt sind die 
Transkripte des Wildtyps ernährt mit 12 mM KNO3 (■), F23xNia30(145) ernährt mit 12 mM 
KNO3 (■), des Wildtyps ernährt mit 0.2 mM KNO3 (□), Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3 
(■) und Nia30(145) ernährt mit 0.2 mM KNO3 (    ). Angegeben sind Mittelwerte ± SD biolo-
gischer Replikate (n = 2).  

 
 
Die Transkripte der verhungerten Transformante Nia30(145) sind ebenfalls zu allen Zeit-
punkten im Vergleich zu den Kontrollen (Wildtyp und Nia30(145) ernährt mit 12 mM KNO3) 
erhöht (Abb. 5.63). Im Gegensatz zu den Transkripten des verhungerten Wildtyps sinken sie 
bereits 4.5 – 5 Stunden nach Nitratzugabe. 
Erstaunlicherweise sind die Transkripte der moderat betroffenen NR-defizienten Transfor-
mante F23xNia30(145) zu einigen Zeitpunkten, bevorzugt gegen Ende des Tages und wäh-
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rend der Nacht, im Vergleich zum Kontrollwildtyp leicht erhöht (Abb. 5.63), obwohl die CGA-
Gehalte der Blätter keinerlei Unterschied zu den Kontrollwildtypen zeigen (siehe Abbildung 
5.54).  
 
 

FAZIT 

• Der nitratverhungerte Wildtyp zeigt im Vergleich zum Kontrollwildtyp signifikant erhöh-
te Transkripte für PAL, 4Cl und HQT. Dies konnte sowohl durch Mikroarray-
Hybridisierung als auch über quantitative RT-PCR gezeigt werden.  

• Diese Zunahme bleibt in der Nitrat akkumulierenden Transformante Nia30(145), ge-
wachsen mit 12 mM KNO3, aus. Eine Zunahme konnte beobachtet werden, wenn die 
Transformante unter Stickstoffmangelbedingungen angezogen wird. 

• Die Transkripte für PAL, 4Cl und HQT zeigen in der Nitrat akkumulierenden NIA-
Transformante dem Kontrollwildtyp vergleichbare Expressionen. 

• Tageszeitliche Schwankungen der Transkripte des Phenylpropanoidstoffwechsels 
des Kontrollwildtyps sind im Einklang mit Ergebnissen aus diurnalen Genexpressions-
analysen in Arabidopsis thaliana. 

• Die zwei Gene des Shikimatbiosyntheseweges DAHPS und ShDH sind weder vom 
Nitratgehalt der Blätter noch vom Stickstoffstausstatus der Pflanzen betroffen. Sie 
scheinen relativ unempfindlich auf Stickstoffverarmung zu reagieren. In Nitratver-
hungerungsexperimenten mit Arabidopsis thaliana zeigten Transkripte der ShDH e-
benfalls keine Änderung (O.E. Bläsing persönliche Mitteilung). 

• Aus all diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass niedri-
ge Nitratgehalte in den Blättern einen induzierenden Effekt auf die Expression von 
Genen haben, die spezifisch für den Phenylpropanoidstoffwechsel sind.  

• Es bleibt allerdings die Frage offen, ob die korrespondierenden Enzyme der in die-
sem Kapitel vorgestellten Transkripte in vivo auch tatsächlich erhöhte Aktivitäten ha-
ben. 

• Die Frage, ob Nitrat seinen regulatorischen Effekt über Transkriptionsfaktoren ausübt, 
bleibt durch diesen Versuchsansatz offen.  
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6 Diskussion 
 

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Auswirkungen eines verringerten Stickstoffstoffwech-
sels auf den Aminosäurestoffwechsel und den Sekundärstoffwechsel von Tabak. Zwei unter-
schiedliche Ansätze wurden gewählt, um den Stickstoffstoffwechsel zu beeinflussen. Auf 
physiologischer Ebene wurden Wildtyppflanzen unter Nitratmangelbedingungen angezogen, 
und auf genetischer Ebene wurden Nitratreduktase defiziente Transformanten mit unter-
schiedlich starker Reduktion der NR-Aktivität, sowohl unter ausreichender Stickstoffernähr-
ung als auch unter Stickstoffmangel angezogen. Dieses experimentelle System bot zum ei-
nen die Möglichkeit, die Auswirkung des Stickstoffstatus auf primäre und sekundäre Stoff-
wechselwege zu untersuchen. Zum anderen konnte durch den Vergleich von Pflanzen mit 
internem Nitratmangel (Wildtyp ernährt mit 0.2 mM Kaliumnitrat) und Nitrat akkumulierenden 
Transformanten (Nia30(145) ernährt mit 12 mM Kaliumnitrat) Prozesse identifiziert werden, 
die direkt durch Nitrat beeinflusst werden. Aus zweierlei Gründen wurde eine vollständige 
Dokumentation durch diurnale Analyse der wichtigsten Primärmetabolite vorgenommen: So-
wohl der Kohlenstoff-, als auch der Stickstoffmetabolismus unterliegen tageszeitlichen 
Schwankungen. Unter Mangelzuständen ändern sich kohlenstoff- und stickstoffhaltige Pri-
märmetabolite parallel statt wechselseitig (siehe Einleitung).  

Von zentraler Bedeutung den Aminosäurestoffwechsel betreffend war eine erweiterte und 
umfangreichere Betrachtung der Hypothese nach einer koordinierten Kontrolle der Amino-
säurebiosynthese in Pflanzen. Zu diesem Zweck wurde der erstellte Datensatz mit einem 
bereits bestehenden Aminosäuredatensatz (Matt et al., 2002), analysiert unter Kohlenstoff-
mangelbedingungen, kombiniert. 

Des Weiteren war es Ziel dieser Arbeit, die Interaktion des primären Stickstoffstoffwechsels 
und des Sekundärstoffwechsels zu untersuchen und regulatorische Elemente zu identifizie-
ren. Matt et al. (2002) konnte zeigen, dass eine Reduktion des Kohlenstoffstoffwechsels 
nicht zu der erwarteten Verlagerung von kohlenstoffreichen zu stickstoffreichen Sekundär-
metaboliten führte (siehe „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese nach Coley et al., 1986). 
Grund für diese, auch schon öfter in der Literatur beschriebene Unstimmigkeit ist die verein-
fachte Beschreibung des physiologischen Zustandes der Pflanze im Allgemeinen (siehe Ein-
leitung). Stickstoffmangel führt bei vielen Pflanzenspezies zu erhöhtem Phenylpropanoidge-
halt. Das in der vorliegenden Arbeit benutzte experimentelle System erlaubte die Identifizie-
rung von Nitrat als wahrscheinlichen Inhibitor des Phenylpropanoidstoffwechsels. 

 

6.1 Die Auswirkungen von Kohlenstoff– und Stickstoffstatus auf 
das Verhalten der Aminosäuren in Tabakblättern 

6.1.1 Die absoluten Konzentrationen der meisten Aminosäuren zeigen 
die gleichen diurnalen Muster in Kontrollbedingungen, aber bei der 
Analyse unter Kohlenstoff- bzw. Stickstoffmangelbedingungen zei-
gen einige Aminosäuren individuelle Antworten 

Die diurnalen Rhythmen der Aminosäuren in Kontrollbedingungen zeigen, dass die absolu-
ten Konzentrationen der meisten Aminosäuren großen Änderungen in einem immer wieder-
kehrenden Muster unterliegen, das koordiniert erscheint. Es erfolgt meist eine Zunahme der 
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absoluten Konzentration über die Lichtperiode hinweg und ein Absinken während der Nacht. 
Dieses Ergebnis unterstützt die Daten von Noctor et al. (2002), in deren Studien sich die Ge-
halte der meisten „kleinen“ Aminosäuren von Kartoffel-, Gerste- und Weizenpflanzen mit un-
terschiedlicher Photosyntheseaktivität linear zum Gesamtaminosäuregehalt der „kleinen“ A-
minosäuren ändern. Daraus wurde schlussfolgernd von einer koordinierten Biosynthese aller 
„kleinen“ Aminosäuren ausgegangen. Eine Reduktion des Kohlenstoffstoffwechsels, entwe-
der durch verringerte Lichtqualität oder Reduzierung der Rubisco-Aktivität, und eine Redukti-
on des Stickstoffstoffwechsels, entweder durch Nitratmangel oder reduzierte Nitratreduktase-
Aktivität, führen zur Abnahme der absoluten Konzentrationen der Aminosäuren und zum Er-
liegen der diurnalen Rhythmen. Dies kann zweierlei Gründe haben: Zum einen kann Amino-
säurekatabolismus zu einer Reduktion der Gehalte führen. Dies ist nach dem bisherigen 
Wissensstand über Aminosäurekatabolismus in Pflanzen unwahrscheinlich. Der Abbau von 
Aminosäuren wurde bisher nur in seneszenten Blättern und bei der Samenkeimung be-
schreiben, nicht jedoch in jungen „source“ Blättern (Van Etten et al., 1967; Beevers 1976). 
Es ist wesentlich wahrscheinlicher, dass eine generelle Verringerung der Aminosäurebiosyn-
these in den kohlenstoff- und stickstoffreduzierten Pflanzen der Grund für diese Verschie-
bungen sein könnte. Eine generell koordinierte Aminosäurebiosynthese sollte dann auch in 
Mangelsituationen auftreten, so wie Noctor et al. (2002) das für Pflanzen mit unterschiedli-
chen Photosynthesekapazitäten beschrieben haben. Die genaue Analyse der in dieser Arbeit 
vorliegenden Aminosäuredaten mittels Hauptkomponentenanalyse, Korrelationsanalyse und 
Verhältnisanalyse zeigen aber deutlich, dass eine generelle Koordination der Aminosäure-
biosynthese nicht als allgemeingültig angenommen werden kann. 

Auf sehr allgemeine Weise konnte mittels der Hauptkomponentenanalyse gezeigt werden, 
dass nicht nur Genotypen, sondern auch die Qualität der Kohlenstoff- bzw. Stickstoffreduzie-
rung voneinander unterschieden werden. Weiterhin konnte sogar unterschieden werden, ob 
Proben während des Tages oder der Nacht geerntet wurden. Diese Trennung setzt voraus, 
dass Aminosäuren existieren die den Datensätzen Variabilität verleihen und als solche konn-
ten Glutamin, Glutamat, Aspartat, Glycin, Alanin und auch die „kleinen“ Aminosäuren Threo-
nin, Isoleucin und Phenylalanin identifiziert werden. 

Eine Korrelationsanalyse zwischen jeder individuellen Aminosäure zeigte, dass die meisten 
„kleinen“ Aminosäuren unter Normal- bzw. Kontrollbedingungen sehr gute Korrelationen zu-
einander haben. Dies spiegelt das gleiche Verhaltensmuster der diurnalen Rhythmen in einer 
statistischen Größe wider und kann als Bestätigung der These von Noctor et al. (2002) an-
gesehen werden. Jedoch verschlechtern sich die Korrelationskoeffizienten sobald eine Re-
duktion innerhalb des Primärstoffwechsels vorgenommen wurde. Dieses Ergebnis unter-
stützte die These von Noctor et al. (2002) nicht mehr, in deren Untersuchungen ebenfalls 
Pflanzen mit unterschiedlichem Kohlenstoffstatus eingeschlossen wurden (siehe oben). Das 
vorliegende Ergebnis, zusammen betrachtet mit dem Ergebnis der Hauptkomponentenana-
lyse, zeigt deutlich, dass die Diskrepanz beider Untersuchungen zum einen wahrscheinlich 
durch die Tatsache erklärt werden kann, dass einzelne Aminosäuren sehr individuelle Ver-
haltensmuster in bestimmten Situationen haben, und dass der Datensatz von Noctor et al. 
(2002) möglicherweise zuwenig Stoffwechsel verändernde Faktoren beinhaltet.  

Um detailliertere Aussagen zu ermöglichen, wurde eine Verhältnisanalyse durchgeführt. 
Hierbei wurde der Anteil jeder Aminosäure am Gesamtaminosäuregehalt bzw. am Gesamt-
aminosäuregehalt der „kleinen“ Aminosäuren kalkuliert und in Abhängigkeit zu diesem dar-
gestellt. Auf diese Weise konnte nicht nur festgestellt werden, ob sich eine Aminosäure indi-
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viduell im Vergleich zu den anderen verhält, sondern auch ob sie auf reduzierte Stickstoffbe-
dingungen, reduzierte Kohlenstoffbedingungen, spezifisch auf Nitrat, eine überreduzierte E-
lektronentransportkette oder auf Tag/Nacht-Unterschiede reagiert. Diese sehr detaillierte Be-
trachtung ausgewählter Aminosäuren in der Verhältnisanalyse unterstützt die Vermutung, 
dass eine koordinierte Aminosäurebiosynthese aller Aminosäuren in Pflanzen nicht generell 
angenommen werden kann. Glutamat beispielsweise ist auffallend stabil unter beinahe allen 
Konditionen. Phenylalanin zeigt in jeder Situation eine individuelle Antwort. Isoleucin- und 
Lysinanteile steigen unter reduzierten Stickstoffbedingungen, während Glutamin-, Glycin-, 
Alanin-, Arginin- und Histidinanteile fallen. Unter reduzierten Kohlenstoffbedingungen fallen 
die Anteile aller aromatischen Aminosäuren und die von Alanin und Glycin, während Gluta-
min- und Aspartatanteile steigen. Interessanterweise haben einige der genannten Aminosäu-
ren, wie z.B. Glutamat, Glutamin, Aspartat, Glycin, Phenylalanin und Isoleucin einen hohen 
trennenden Charakter in der Hauptkomponentenanalyse. Im folgenden Kapitel werden die 
individuellen Antworten einiger Aminosäuren in Bezug auf die jeweiligen Stoffwechsel verän-
dernden Parameter diskutiert. 

 

6.1.2 Die individuellen Antworten einiger Aminosäuren auf den Kohlen-
stoff- und Stickstoffstatus der Pflanze, auf überreduzierte Elektro-
nentransportkette, Nitrat und Licht 

 

6.1.2.1 Individuelle Reaktionen auf Licht 
Individuelle Reaktionen der Aminosäuren auf Licht oder Dunkelheit können zwei verschiede 
Ursachen haben: Entweder spielt Licht direkt eine regulatorische Rolle oder die Aminosäure-
konzentrationen reagieren auf steigende bzw. fallende Konzentrationen der Zucker. Die Ver-
hältnisanalyse hat gezeigt, dass Aspartat-, Glycin-, und Phenylalaninanteile individuell in al-
len Genotypen auf Licht reagieren. Alanin- und Asparaginanteile zeigen diese individuelle 
Änderung nur in den Pflanzen mit ausreichendem Stickstoffstatus. Da in allen Fällen ein rela-
tiv weites Zeitfenster zur Probennahme gewählt wurde (alle 4 Stunden), lässt sich der kurz-
fristige regulatorische Effekt von Licht nicht von dem langfristigen der reduzierenden Kohlen-
hydrate eindeutig unterscheiden.  

Aufschluss darüber gaben Untersuchungen mit Arabidopsis thaliana, deren Blätter zuerst 2 
Stunden belichtet, danach wieder verdunkelt wurden. Proben wurden alle 15 Minuten ge-
nommen, um so ein enges Zeitfenster zu gewährleisten (Janneke Hendriks, persönliche 
Kommunikation). Es zeigte sich, dass die Phenylalaningehalte nach 15 Minuten Licht um den 
Faktor 2 stiegen. In dieser Zeit sind noch keine ausgeprägten Konzentrationsänderungen der 
reduzierenden Zucker zu beobachten. Fütterungsversuche mit Redoxäquivalenten führten 
ebenfalls zu einem zweifachen Anstieg der Phenylalaningehalte (Janneke Hendriks, persön-
liche Kommunikation). Henstrand et al. (1992) konnte eine Lichtregulation der DAHP 
Synthase in vitro nachweisen. Diese Ergebnisse führen zu der Annahme, dass eine regulato-
rische Rolle der reduzierenden Zucker auf die Phenylalaninbiosynthese unwahrscheinlich ist, 
und dass dieser Biosyntheseweg vielmehr redox vermittelt beeinflusst wird. 

Aspartat zeigte in diesen Experimenten keine schnellen Änderungen auf Illumination bzw. 
Verdunkelung. Dies führt zu der Annahme, dass die reduzierenden Zucker möglicherweise 
auf die Aspartatsynthese Einfluss haben können. Diese Aminosäure wird aus einem Molekül 
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Glutamat und einem Molekül Oxalacetat über das Enzym Aspartat-Aminotransferase (AspAT) 
synthetisiert. Über eine licht-  bzw. zuckerabhängige Regulation dieses Enzyms ist kaum et-
was bekannt. Wadsworth et al. (1993) konnte 5 Isoformen von AspAT aus Sojabohne isolie-
ren. Einige dieser Isoformen waren lichtunabhängig vorhanden, andere konnten nur im Dun-
keln identifiziert werden. Aus Arabidopsis ist bekannt, dass der diurnale Rhythmus keinerlei 
Effekt auf die AspAT-Aktivität hat (Gibon et al., 2004). Die Frage, ob die Synthese auf 
transkriptioneller oder posttranslationaler Ebene reguliert wird bleibt offen. 

In der Literatur wird auch die Regulation von Asparagin in diesem Zusammenhang kontro-
vers diskutiert. Asparagin wird durch Asparaginsynthetase (AS) aus Aspartat und Glutamin 
synthetisiert. Frühe Arbeiten von Urquhart und Joy (1981) konnten hohe Asparagingehalte in 
Erbsenblättern während der Nacht nachweisen. Tsai und Coruzzi (1990) identifizierten er-
gänzend dazu in Erbse zwei AS kodierende Gene. Eines davon wird konstitutiv exprimiert, 
während die Expression des anderen Gens durch Licht gehemmt wird. Dies konnte auch für 
verschiedene Tabakspezies gezeigt werden (Tsai und Coruzzi, 1991). Es wird auch die Be-
teiligung eines Phytochroms (Tsai und Coruzzi, 1991; Lam et al., 1994) diskutiert. Drei Gene 
konnten bisher in Arabidopsis identifiziert werden (Lam et al., 1994). Eines davon, ASN1, 
wird durch Licht und exogene Saccharoseapplikation gehemmt. Die exogene Applikation von 
Glutamin, Asparagin und Glutamat konnte diesen Effekt rückgängig machen. Die Autoren 
schlossen daraus, dass die Expression von ASN1 einerseits durch Licht und das organi-
schen Stickstoff/Kohlenstoffverhältnis reguliert wird. Ein hohes Stickstoff/Kohlenstoffver-
hältnis hat eine Induktion der ASN1 Expression zur Folge, wohingegen ein niedriges Ver-
hältnis bzw. Photosyntheseaktivität oder Stickstoffmangel eine Hemmung der ASN1 Expres-
sion zur Folge hätte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützen unter Kontrollbe-
dingungen alle aufgeführten Thesen. Während der Nacht, wenn die Pflanze Kohlenstoffman-
gel erfährt, steigen die Asparaginanteile relativ zu den anderen Aminosäuren. Dies ist auch 
in den absoluten Konzentrationen zu sehen. Die Asparaginanteile steigen besonders deutlich 
in den ant5 Genotypen, also Pflanzen mit extrem reduzierter CO2-Fixierung. Da diese Pflan-
zen unter ausreichender Stickstoffversorgung wuchsen, ist ein hohes Stick-
stoff/Kohlenstoffverhältnis anzunehmen. Es kann abschließend keine endgültige Aussage 
über die diurnalen Regulationsmechanismen getroffen werden. Es ist allerdings wahrschein-
lich, dass die diurnalen Veränderungen von Asparagin eher auf tageszeitliche Änderungen 
von Zuckern als auf eine direkte Wirkung von Licht zurückzuführen ist. 

 

6.1.2.2 Individuelle Reaktionen auf reduzierten Stickstoffstatus 
Die Verhältnisanalyse hat gezeigt, dass einige Aminosäuren ein individuelles Verhalten auf 
einen reduzierten Stickstoffstatus der Pflanzen zeigen und somit die Schlussfolgerung nahe 
legen, dass Stickstoffmangel generell einen Einfluss auf die Biosynthese der reagierenden 
Aminosäuren hat. Man kann aufgrund des experimentellen Systems die unterschiedlichen 
Reaktionen verschiedenen Ereignissen zuordnen.  

Erstens, die Anteile einer Aminosäure verändern sich relativ zu den anderen Aminosäuren 
generell als Antwort auf reduzierten organischen Stickstoff. Glutamat zeigt deutlich erhöhte 
Anteile in allen stickstoffreduzierten Genotypen, was wahrscheinlich darauf zurückzuführen 
ist, dass Glutamatgehalte eher konstant sind während die der anderen Aminosäuren sinken. 
Weitere Gründe für dieses Ergebnis werden ausführlich in Kapitel 6.1.3 dargelegt.  
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Zweitens, Unterschiede zwischen Nitrat akkumulierenden NIA-Transformanten und nitrat-
mangelernährten Wildtypen erlauben nitratspezifische Effekte zu identifizieren, wobei die An-
teile der entsprechenden Aminosäure in den NIA-Transformanten im Vergleich zum nitratde-
fizienten Wildtyp entweder fallen oder steigen. Glutamin, Threonin, Leucin und Arginin zei-
gen tendenziell verringerte Anteile in den NIA-Transformanten im Vergleich zum nitratman-
gelernährten Wildtyp. Asparagin, Glycin und Histidin zeigen dies deutlich. Der Grund dieses 
Verhaltens konnte im Verlauf dieser Arbeit nicht geklärt werden. Eine mögliche Erklärung 
wäre die Tatsache, dass Nitrat normalerweise die Synthese und den Gebrauch von Glutamin 
und anderen Aminosäuren für die Proteinbiosynthese begünstigt, das dies jedoch in den 
NIA-Transformanten auf Grund der reduzierten Nitratassimilation blockiert ist und generell zu 
einem Ungleichgewicht im Aminosäureprofil führt.  

Phenylalanin- und Alaninanteile zeigen spezifische Reaktionen auf niedrige Nitratgehalte in 
den Blättern. In beiden Fällen steigen die Anteile in der Nitrat akkumulierenden NIA-
Transformante im Vergleich zum nitratmangelernährten Wildtyp. Dieser Effekt war in den nit-
ratverhungerten NIA-Transformanten nicht zu beobachten und deutet darauf hin, dass Nitrat 
die Synthese dieser beiden Aminosäuren stimuliert. Das Ergebnis für Phenylalanin deckt 
sich mit dem Ergebnis bezüglich der inhibierenden Wirkung von akkumulierendem Nitrat auf 
den Phenylpropanoidstoffwechsel bzw. den wahrscheinlich verringerten Verbrauch Phenyla-
lanins in den NIA-Transformanten für diesen und scheint zumindest an Hand der beschränk-
ten Expressionsanalyse nicht auf transkriptionelle Regulation der Gene des Shikimatweges 
zurückzuführen sein. (siehe unten Kapitel 6.2.6) 

Nicht ausreichend geklärt werden konnten die deutlich erhöhten Isoleucinanteile und nicht 
signifikant erniedrigten Isoleucingehalte in den nitratverhungerten NIA-Transformanten. Lea 
et al. (2006) konnte eine Zunahme der Isoleucingehalte in Blätter von Mutanten mit deregu-
lierter Nitratreduktase auf transkriptioneller und post-translationaler Ebene von Nicotiana 
plumbaginafolia beobachten. Der Aktivitätsgrad der NR in diesen Mutanten betrug 80% wäh-
rend des gesamten Tag/Nacht-Zyklus und die Nitratgehalte waren ebenfalls im Vergleich 
zum Wildtyp erniedrigt. Dies bestätigt die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit. Diaz et al. 
(2005) konnte im metabolischen Profil seneszenter Arabidopsisblätter Isoleucin als Senes-
zenzmarker identifizieren. In allen untersuchten Fällen ging Seneszenz auch mit Erhöhung 
von Arginin, Leucin und Gaba im Besonderen einher. Diese Aminosäureerhöhungen konnten 
im vorliegenden Datensatz nicht festgestellt werden, so dass die Tatsache, dass Isoleucin in 
den nitratverhungerten NIA-Transformanten als Seneszenzmarker agiert, unwahrscheinlich 
ist. Gegen beginnende Seneszenz in diesen Pflanzen spricht auch die Tatsache, dass bei 
der Wahl des Erntezeitpunktes bei allen Genotypen darauf geachtet wurde, ein vergleichba-
res physiologisches Alter der Blätter zu gewährleisten. Eine weitere mögliche Erklärung für 
diese erhöhten Anteile könnte die Tatsache sein, dass Isoleucin eine stark hydrophobe Ami-
nosäure ist und das höchste C/N-Verhältnis (7:1) hat. Möglicherweise werden in Pflanzen mit 
reduziertem Stickstoffstatus bevorzugt Proteine abgebaut, die hydrophobe Bereiche haben 
um Isoleucin zu Kohlenstoffgerüsten und Ammonium, welches durch GS/GOGAT-Zyklus 
wieder in die Stickstoffassimilation zurückgeführt wird, zu degradieren. Dies könnte in der 
nitratverhungerten NIA-Transfromante verstärkt stattfinden oder der mögliche Degradie-
rungsprozess von Isoleucin ist in diesen Genotypen weniger stark ausgeprägt. Um dieses 
Phänomen zu klären, sind weitere Untersuchungen notwendig. 

Ein unerwartetes Ergebnis stellen die unterschiedlichen Reaktionen stickstoffreicher Amino-
säuren dar. Es wäre zu erwarten gewesen, dass die Anteile dieser Aminosäuren relativ zu 
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den anderen in Stickstoffmangelbedingungen sinken. Die Anteile von Arginin, Histidin und 
Glutamin tun dies auch. Asparagin dagegen zeigt in den nitratverhungerten Wildtypen ver-
gleichbare Anteile zu Pflanzen mit ausreichendem Stickstoffstatus. Die Anteile dieser Amino-
säure sinken lediglich in NIA-Transformanten und Lysinanteile steigen in allen Genotypen mit 
reduziertem Stickstoffstatus relativ zu den anderen Aminosäuren. Lysingehalte in pflanzli-
chen Samen werden durch  Lysinsynthese (DHPS) und Lysinkatabolismus (LKR/SDH) regu-
liert (siehe Einleitung). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass es in jungen Arabidopsis 
LKR/SDH „knockout“ Mutanten mit konstitutiv exprimierter bakterieller DHPS zu erhöhten 
Lysingehalten auch in vegetativen Geweben kommt (Zuh und Galili, 2004). Die Autoren 
schlossen daraus, dass Lysinkatabolismus in wachsenden Geweben vorhanden sein kann 
und auch dort an der Regulation der Lysingehalte beteiligt ist. Expressionsstudien für 
LKR/SDH in jungen Arabidopsispflanzen ergaben eine reduzierte Expression dieser Gene 
und reduzierte Proteingehalte unter Stickstoffmangel (Stepansky und Galili, 2003; Stapansky, 
2004). Die steigenden Lysinanteile relativ zu anderen Aminosäuren in Genotypen mit redu-
ziertem Stickstoffstatus können also eine Folge von reduziertem Lysinkatabolismus sein. 
Obwohl bereits erwähnt wurde, dass Aminosäurekatabolismus für die sich verändernden An-
teile einiger Aminosäuren unter Mangelbedingungen nicht in Frage kommt, scheint Lysinka-
tabolismus diesbezüglich eine Ausnahme zu sein. Stepansky et al. (2006) konnte in bioin-
formatischen Studien zeigen, dass die Expression von LKR/SDH in Arabidopsis thaliana 
nicht mit der Expression anderer katabolischer Gene korreliert und somit auch unter anderen 
Konditionen agiert. Obwohl es für Pflanzen nicht bewiesen ist, konnte in Prokaryoten gezeigt 
werden, dass Lysin die Produkte der Gene seiner eigenen Biosynthese durch RNA-Bindung 
selbst reguliert (Rodionov et al. 2003; Sudarsan et al., 2003). Solch eine Regulation in Pflan-
zen würde diesen ungewöhnlichen Kontrollmechanismus von Synthese gekoppelt mit Kata-
bolismus von Lysin teilweise erklären.  

 

6.1.2.3 Individuelle Reaktionen auf verringerten Kohlenstoffstatus 
Einige Aminosäuren zeigen individuelle Reaktionen auf Kohlenhydratmangelzustände, wobei 
die Reaktionen durchaus von der Qualität des Kohlenhydratmangelzustandes abhängig sind. 
Am auffälligsten ist die unterschiedliche Reaktion der Anteile an Glutamat auf Kohlenstoff-
mangel im Verhältnis zum Gesamtaminosäureanteil. Während der Glutamatanteil unter Nied-
riglichtbedingungen tendenziell leicht ansteigt, fällt er in den Pflanzen mit reduzierter Rubis-
co-Aktivität ab. Im Ergebnisteil Kapitel 5.2.2.5.3 wurde bereits beschrieben, dass antisense 
rbcS Pflanzen im Vergleich zu den unter suboptimalen Lichtverhältnissen gewachsenen 
Pflanzen erniedrigte α-Ketoglutaratgehalte haben. Matt et al. (2002) stellte eine Verbindung 
zwischen erniedrigten Glutamatgehalten und ebenfalls erniedrigten α-Ketoglutaratgehalten 
her. Unterstützt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass dieser Effekt rückgängig ge-
macht werden kann durch eine kurze Wachstumsperiode (4 Stunden) der anti-rbcS Genoty-
pen unter Niedriglichtbedingungen (Mark Stitt und Regina Feil, persönliche Kommunikation). 
Dutilleul et al (2003, 2005) liefern ergänzende Hinweise darauf, dass die Gehalte von α-
Ketoglutaratgehalte und Glutamat mit veränderten Redoxzuständen vernetzt sind. In cms 
Mutanten von Nicotiana sylvestris wurde der Elektronenfluss durch Manipulation am mito-
chondrialen Komplex I unterbrochen. Diese veränderten Redoxzustände führen ebenfalls zu 
einer Reduktion von α-Ketoglutarat und Glutamat, während Glutamin ansteigt. Die Ergebnis-
se der Analysen dieser Arbeit unterstützen die Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen 
dem Redoxstatus, dem Gehalt an α-Ketoglutarat und dessen Konsequenzen auf den Anteil 
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an Glutamat und Glutamin, zumal die Glutaminanteile in den Rubisco-antisense Pflanzen 
ansteigen. 

Auch die aromatischen Aminosäuren zeigen alle die gleiche auffällige Reaktion: Sie fallen 
bei verringertem Kohlenstoffstatus ab, ohne dabei einen Unterschied zu zeigen, ob der ver-
ringerte Kohlenstoffstatus durch suboptimale Lichtqualität oder reduzierte Rubisco-Aktivität 
verursacht wurde. Diese Tatsache spricht für einen reduzierten Kohlenstofffluss durch den 
Shikimatweg bei verringertem Kohlenhydratstatus, zumal Matt et al. (2002) in beiden Kohlen-
hydratmangelzuständen verringerte absolute Gehalte aller aromatischen Aminosäuren beo-
bachten konnte (siehe Anhang) und zusätzlich dazu verringerte Gehalte des Phenylpropa-
noids Chlorogensäure in den Blättern. Einen weiteren Hinweis darauf, dass Pflanzen unter 
Kohlenstoff limitierenden Bedingungen möglicherweise den Kohlenstofffluss in Richtung Shi-
kimatweg verringern, liefern tageszeitabhängige Untersuchungen in Arabidopsisblättern. Es 
konnte gezeigt werden, dass das Intermediat Shikimat zu Beginn des Tages ansteigt und im 
Laufe der Nacht, in welcher die Pflanze Kohlenhydratmangel durchläuft, abfällt (Janneke 
Hendriks, persönliche Kommunikation). Ergänzend dazu stellte Gibon et al. (2004) abneh-
mende Shikimatdehydrogenase-Aktivität durch verlängerte Nacht in Arabidopsisblättern fest. 

Die abnehmenden Anteile von Glycin und Serin in beiden Kohlenhydratmangelzuständen 
sind wahrscheinlich auf verringerte Flüsse in die Photorespiration zurückzuführen. Die Zu-
nahme der Aspartatanteile bei verringerter Lichtqualität deckt sich mit der Zunahme dieser 
Aminosäure während der Nacht sowohl in absoluter Konzentration als auch als Anteil am 
Gesamtaminosäuregehalt. In allen Fällen sind jedoch klärende Untersuchungen notwendig, 
um Gründe für das individuelle Verhalten der vorgestellten Aminosäuren näher zu analysie-
ren. 

 

6.1.3 Glutamat zeigt in fast allen Situationen stabile Konzentrationen und 
Anteile am Gesamtaminosäuregehalt 

Eines der erstaunlichsten Ergebnisse der Aminosäureanalyse der vorliegenden Arbeit ist, 
dass Glutamatgehalte und -anteile keine diurnalen Schwankungen aufzeigen und relativ sta-
bil auf Nitratmangelzustände und auf Niedriglichtbedingungen reagieren. Glutamat schwankt 
auch in den Untersuchungen von Noctor et al. (2002) weit weniger als alle anderen Amino-
säuren. Glutamat ist eines der zentralen Metabolite in der Nitrat- und Ammoniumassimilation 
und dient in vielen Aminosäurebiosynthesen als Aminogruppendonor. Es gibt ebenso Hin-
weise darauf, dass Glutamat am Recycling von Ammonium beteiligt ist, welches während der 
Photorespiration entsteht (Coshigano et al., 1998; Stitt and Krapp, 1999; Novitskaya et al., 
2002). Dies setzt einen hohen Fluss durch diesen Stoffwechselweg voraus. Unser Ergebnis 
führt zu der Annahme, dass Änderungen im Glutamatpool strikt reguliert sein müssen, wie 
bereites Hsieh et al. (1998) annimmt. Unterstützt wird diese Vermutung durch Aminosäure-
fütterungsversuche an Tabakblättern (Müller, Dissertation 2001): Während die Fütterungen 
aller anderen Aminosäuren zu drastischen Anstiegen derselben führen, ändern sich die in-
ternen Glutamatgehalte bei Glutamatfütterung nur leicht.  

In tierischen Organismen dient die Konzentration an frei vorliegendem Glutamat als Signal 
für Überschuss an freien Aminosäuren entweder aus Proteinabbau oder Nahrungsaufnahme, 
und als Folge wird Aminosäurekatabolismus eingeleitet. Initiationsschritt ist die Aktivität von 
Carbamyl-Phosphat Synthase und der Synthese ihres allosterischen Aktivators N-

 



124  Diskussion 

Acetylglutamat durch N-Acetylglutamat Synthase. Letzteres Enzym wird durch den Gehalt an 
freiem Glutamat aktiviert. Regulation und Mechanismen des pflanzlichen Aminosäurekatabo-
lismus sind weitgehend unbekannt. PII ein Einheit, die in Mikroorganismen den Stickstoffsta-
tus abschätzt (Forchhammer et al., 1994), konnte auch in Pflanzen identifiziert werden 
(Hsieh et al., 1998; Ferrario-Mery et al., 2005), ebenso die Protein-Protein Interaktion von PII 
mit N-Acetylglutamat Kinase, einem Enzym, welches in der Arginin- und Ornithinbiosynthese 
eine einleitende Rolle spielt (Sugiyama et al., 2004; Chen, 2006). Eine mögliche Beteiligung 
von frei vorliegendem Glutamat an der Initiation von Aminosäurekatabolismus in Pflanzen 
könnte ein weiterer Grund für die stabil gehaltenen Konzentrationen dieser Aminosäure sein. 
Um diese Behauptung zu verifizieren, bedarf es jedoch klärender Experimente. 

 

6.1.4 Die Biosynthese der Aminosäuren muss flexibel auf externe Ein-
flüsse reagieren können, wie das Beispiel von Phenylalanin zeigt 

Abschließend kann festgehalten werden, dass die Hypothese einer koordinierten Aminosäu-
rebiosynthese – nach dem Modell von E. coli oder Hefe – von Noctor et al. (2002) in einigen 
Fällen zutrifft. Die absoluten Konzentrationen der „kleinen“ zeigen während diurnaler Rhyth-
men unter Kontrollbedingungen auffallend stabile Muster. Die Hauptkomponentenanalyse 
identifiziert Aminosäuren, die kaum trennende Eigenschaften besitzen. Die Korrelationsana-
lyse zeigt unter Kontrollbedingungen extrem stabile Korrelationen der meisten „kleinen“ Ami-
nosäuren, selbst über tageszeitliche Schwankungen hinweg. Und die Verhältnisanalyse zeigt 
für Serin, Methionin, Leucin, Valin, Tryptophan, Tyrosin und Asparagin tendenziell stabile 
Anteile in allen Stickstoffmangelbedingungen und Leucin und Valin zeigen dies ebenfalls in 
allen Kohlenstoffmangelbedingungen. 

Obwohl die Analyse beider Aminosäuredatensätze Aminosäuren identifiziert hat, deren Ge-
halte eventuell einer koordinierten Biosynthese unterliegen, konnte auch gezeigt werden, 
dass die These von Noctor et al (2002) nicht generell angenommen werden kann. Da die 
Aussagen dieser früheren Veröffentlichung lediglich auf Korrelationsanalysen basieren, ist es 
wichtig festzuhalten, dass Korrelationsanalysen immer nur Beziehungen beschreiben, aber 
keine Aussagen über die biologische Relevanz treffen. Die in der vorliegenden Arbeit aufge-
zeigten Ergebnisse und deren Diskussion zeigen deutlich, dass diese These erweitert wer-
den muss. Pflanzen sind komplexe biologische Systeme, die flexibel auf sich verändernde 
Umweltparameter reagieren müssen. Zhao et al. (1998) argumentierte bereits in diese Rich-
tung. Aminosäuren sind nicht nur an der Proteinbiosynthese beteiligt, sondern einige dienen 
in Pflanzen auch zur Synthese von sekundären Pflanzenstoffen, Hormonen, Nukleinsäuren 
und sind zentrale Einheit in der primären Stickstoffassimilation.  

Das Beispiel Phenylalanin zeigt sehr deutlich, dass Pflanzen sehr individuell diesbezüglich 
auf gegebene Umweltparameter reagieren. Diese aromatische Aminosäure zeigt in fast allen 
Manipulationen eine individuelle Antwort. Die Analyse der Phenylalaninanteile zeigt eine Ab-
hängigkeit zu Licht, Nitratgehalt und zum organischen Kohlenstoffstatus. Dieser wahrschein-
lich sehr komplexe Regulationsmechanismus dieser Aminosäure ist möglicherweise Folge 
der Tatsache, dass Phenylalanin Vorläufermetabolit der Phenylpropanoide ist. Aus dieser 
Gruppe der Sekundärstoffe gehen nicht nur Flavonoide, Isoflavone und Anthocyane hervor, 
sondern auch Lignin, welches neben Zellulose das häufigste Biopolymer ist (siehe Einlei-
tung). Die in dieser Arbeit vorliegende Analyse der Phenylpropanoide in Pflanzen mit redu-
ziertem Stickstoffstatus unterstützt die Annahme nach einer individuellen Regulation der 
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Phenylalaninbiosynthese und zeigt, dass diese wesentlich sinnvoller ist, als die Gehalte in 
Abhängigkeit der anderen Aminosäuren anzupassen.  

 

6.1.5 Schlussbemerkung und Ausblick 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass die Gehalte der Aminosäuren 
klare generelle Tendenzen zeigen, wenn der Kohlenstoff- oder Stickstoffstatus reduziert wird. 
Die meisten fallen entweder als Antwort auf verringerten Kohlenstoff oder Stickstoff. Die Ana-
lysen haben jedoch gezeigt, dass die Synthese einiger individueller Aminosäuren unabhän-
gig von der Synthese anderer Aminsäuren reguliert wird. Zwei Beispiele sind Glutamat, wel-
ches erstaunlich stabil in allen physiologischen Zuständen der Pflanze ist, und Phenylalanin, 
welches sowohl lichtabhängige Reaktionen zeigt als auch individuelle Antworten auf redu-
zierten Kohlenstoffstatus, Stickstoffstatus und Nitrat gibt. Gerade im Falle von Phenylalanin 
wäre es interessant mehr über den regulatorischen Einfluss von Nitrat zu erfahren. Denkbar 
wäre die Verwendung des vorliegenden experimentellen Systems mit gezielter Genexpres-
sionsanalyse von Genen, die für die Phenylalaninbiosynthese relevant sind, gekoppelt mit 
Enzymaktivitätsmessungen, der dazu korrespondierenden Proteine. Ähnliche Versuche sind 
prinzipiell für alle Aminosäuren vorstellbar, die in dieser Arbeit in Zusammenhang mit einer 
nitratspezifischen Antwort gebracht wurden. 

 

 

6.2 Einfluss von Nitrat auf Nikotin und den Phenylpropanoidstoff-
wechsel 

 

6.2.1 Nitrat hat keinen regulatorischen Einfluss auf die Nikotinbiosyn-
these 

Die in dieser Arbeit untersuchten Genotypen bzw. Nährstoffbedingungen verhalten sich in 
Bezug auf die Nikotingehalte gemäß der „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese. Eine suk-
zessive Erniedrigung des Stickstoffstatus der Pflanzen hatte ebenfalls ein sukzessives Ab-
sinken der Nikotingehalte in den Blättern zur Folge. Während die moderat betroffene NR – 
reduzierte Transformante F23xNia30(145) mit ausreichender Nitratversorgung leicht ernied-
rigte Nikotingehalte aufweist, sind die Gehalte des Alkaloids in den Pflanzen mit einem dras-
tischen Stickstoffproblem signifikant erniedrigt. Bereits in vorangegangenen Arbeiten konnte 
auch der allgemeine Kohlenstoff- und Stickstoffstatus der Tabakpflanzen als Ursache für er-
niedrigte Nikotingehalte der Blätter erkannt werden (Matt, 2001).  

Eine ausführliche Analyse des primären Kohlenstoff- und Stickstoffstatus der Pflanze konnte 
jedoch nicht zur Identifizierung regulatorischer Elemente führen. Durch die Analyse der Vor-
läufermetabolite Arginin und Ornithin in den Wurzeln wird deutlich, dass die Abnahme von 
Nikotin in Pflanzen mit reduziertem Stickstoffstatus nicht ausschließlich an die Abnahme sei-
ner unmittelbaren Vorläufermoleküle gebunden ist. Die Gehalte dieser beiden Aminosäuren 
sind in der Transformante F23xNia30(145) im Vergleich zum Kontrollwildtyp sogar tenden-
ziell erhöht und die Transformante Nia30(145) weist bei signifikant niedrigeren Nikotingehal-
ten in den Blättern ähnliche Ornithingehalte in den Wurzeln im Vergleich zum Kontrollwildtyp 
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auf und nur tendenziell niedrigere Argininkonzentrationen. Es ist anzunehmen, dass die ver-
ringerte Nikotinakkumulation durch einen gehemmten Stickstoffmetabolismus bedingt ist. Nit-
rat selbst übernimmt keine regulatorische Rolle, da der nitratverhungerte Wildtyp und die Nit-
rat akkumulierende NIA-Transformante in den Blättern vergleichbar niedrige Nikotingehalte 
haben. Sollten Primärmetabolite an der Regulation der Nikotinbiosynthese beteiligt sein, so 
sind diese jenseits der Nitratreduktion zu suchen. 

 

6.2.2 Stickstoffmangel führt zu einer Stimulation des Phenylpropa-
noidstoffwechsels 

Es ist weitgehend bekannt, dass Pflanzen, die in stickstoffarmer Umgebung wachsen einen 
erhöhten Phenylpropanoidstoffwechsel haben. Fajer et al. (1992) konnten dieses Phänomen 
in Plantago lanceolata nachweisen, Hakulinen et al. (1998) in Salix myrsinifolia und Gebauer 
et al. (1998) in Pinus taeda. Ähnliche Ergebnisse wurden in den vorliegenden Versuchen ge-
funden. Die Lignifizierung zeigt sich in den unter Nitratmangel angezogenen Wildtyppflanzen 
wesentlich weiter fortgeschritten als im Vergleich zum Kontrollwildtyp. Chlorogensäure, die 
auch von Aerts und Baumann (1994) als alternative Speichersubstanz für Ligninvorstufen 
diskutiert wird, zeigt ebenfalls in den unter Nitratmangel angezogenen Wildtyppflanzen 4- 
fach höhere Werte im Vergleich zum Kontrollwildtyp (siehe Kapitel 5.3.2.1). Ein ähnliches 
Verhalten zeigen auch die Rutingehalte. 

In den Versuchen von Gebauer et al. (1998) konnten Korrelationen zwischen erhöhten Phe-
nylpropanoiden und nicht strukturellen Kohlenhydraten festgestellt werden, wobei diese Ver-
suche mit unterschiedlicher Nitratverfügbarkeit immer an erhöhten CO2-Gehalt gekoppelt wa-
ren. Im Gegensatz dazu schlägt Lambers et al. (1993) eine Regulation des Phenylpropa-
noidstoffwechsels ausgehend von der Verfügbarkeit des Vorläufermetabolits Phenylalanin 
vor und dessen Bedarf innerhalb der Proteinbiosynthese. Diese Schlussfolgerung spiegelt 
sich in der Hypothese von Margna et al. 1977 wider. Es wird hier postuliert, dass Pflanzen 
mit ausreichender Nitratverfügbarkeit schnell wachsen und Phenylalanin hauptsächlich zur 
Proteinbiosynthese benötigt wird. Befinden sich Pflanzen in Umständen, in welchen Wachs-
tum und Proteinbiosynthese limitiert sind, steht Phenylalanin für die Phenylpropanoidbio-
synthese zur Verfügung. 

Diese Veröffentlichungen stehen in Einklang mit der „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese 
von Coley et al. (1985). Limitierte Stickstoffverfügbarkeit führt bei Pflanzen zu verlangsam-
tem Wachstum und zu Blättern mit einer verlängerten Lebensdauer. In einer solchen Situati-
on tendieren Pflanzen dazu, mehr Energie in Verteidigungsstrategien zu investieren, bevor-
zugt in die Sekundärstoffe mit einem niedrigen Stickstoffgehalt und einem niedrigem „turn-
over“. Sekundärstoffe, die diese Voraussetzungen erfüllen sind meist struktureller Natur oder 
erfüllen neben ihrer Verteidigungsfunktion auch eine Speicherfunktion.  

Es liegen Hinweise vor, dass die Verfügbarkeit des Vorläufermetabolits einen direkten Ein-
fluss auf die Biosynthese der Phenylpropanoide hat. Henkes et al. (2000) fand in Nicotiana 
tabacum antisense-Pflanzen mit verringerter Transketolase Aktivität sowohl reduzierte Ge-
halte aller aromatischen Aminosäuren als auch reduzierte Phenylpropanoidgehalte. Matt et 
al. (2002) fand ebenfalls in Tabakpflanzen mit verringerter Rubisco-Aktivität oder gewachsen 
unter suboptimalen Lichtbedingungen, sowohl reduzierte Gehalte aller aromatischen Amino-
säuren, als auch reduzierte Gehalte von Chlorogensäure.  
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Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse machen jedoch deutlich, dass die Vorläuferme-
tabolite Phenylalanin und Tyrosin keinen direkten regulatorischen Einfluss auf den Phe-
nylpropanoidstoffwechsel haben. Beide aromatischen Aminosäuren sind in den nitratverhun-
gerten Wildtypen und den Nitrat akkumulierenden Transformanten Nia30(145) zu allen Ta-
geszeiten im Vergleich zum Kontrollwildtyp signifikant erniedrigt (siehe Kapitel 5.3.3.1). Doch 
die Phenylpropanoidgehalte der nitratverhungerten Wildtypen sind im Vergleich dieser bei-
den Genotypen und im Vergleich zum Kontrollwildtyp signifikant erhöht.  

Eine Unterstützung der These, dass der Fluss von Phenylalanin in Richtung Proteinbiosyn-
these oder Phenylpropanoidsynthese vom Nitratstatus der Pflanze diktiert wird, kann auch 
mit unserem experimentellen Ansatz nicht gegeben werden, obwohl die Proteingehalte in 
den nitratverhungerten Wildtypen signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrolle sind (siehe 
Kapitel 5.1.4). Zur abschließenden Klärung wären dazu Fluss-Studien mit radioaktiv markier-
tem Phenylalanin notwendig.  

Ein stimulierender Einfluss akkumulierender Kohlenhydrate auf die Phenylpropanoidbio-
synthese kann auch ausgeschlossen werden. Nitratdefiziente Wildtypen akkumulieren über-
schüssige Kohlenhydrate als Stärke. Die löslichen Zucker Glukose, Fruktose und Saccharo-
se sind im Vergleich zum Kontrollwildtyp zu allen Tageszeiten signifikant erniedrigt (siehe 
Kapitel 5.1.5). 

 

6.2.3 Nitratreduktase reduzierte Transformanten weisen keinen erhöhten 
Phenylpropanoidstoffwechsel auf. Dadurch kann Nitrat als regula-
torisches Element identifiziert werden 

Nitrat akkumulierende NR-defiziente Transformanten weisen im Gegensatz zu nitratmangel-
ernährten Wildtypen keine erhöhten Phenylpropanoidkonzentrationen in den Blättern auf. 
Trotz vergleichbarem Kohlenstoff- und Stickstoffstatus zu den nitratverhungerten Wildtypen 
haben die nahezu NR-defizienten Transformanten Nia30(145) gewachsen mit 12 mM Kali-
umnitrat keine erhöhten Phenylpropanoidgehalte in den Blättern. Da das experimentelle Sys-
tem der vorliegenden Arbeit bei beiden Nitratverarmungen eine physiologische Steuerung 
des allgemeinen Stickstoffstatus der Pflanze von einer Steuerung des Nitrats per se unter-
scheidet, identifiziert dieses Ergebnis Nitrat als mögliches regulatorisches Element in der 
Phenylpropanoidbiosynthese. Ein niedriger Nitratgehalt innerhalb der Blätter hat einen hohen 
Gehalt an Phenylpropanoidintermediaten und den Endprodukten Chlorogensäure und Rutin 
zur Folge.  

Ausnahme hierbei bilden die Kaffeesäuregehalte der F23xNia30(145) ernährt mit 12 mM Ka-
liumnitrat. Dieses Ergebnis konnte nicht ausreichend erklärt werden. Kaffeesäure ist ein 
wichtiges Intermediat in der Synthese der Ligninvorstufen Coniferyl- und Sinapoylalkohol und 
des Intermediats Ferulasäure. Zellwandgebundene Ferulasäure ist in diesen Pflanzen im 
Vergleich zu den anderen Genotypen erhöht. Es könnte über eine leicht erhöhte phenolische 
Vernetzung der (sekundären) Zellwand in diesen Transformanten spekuliert werden.  
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6.2.4 Die Lignifizierung der nitratverhungerten Wildtypen ist im Stamm-
gewebe erheblich erhöht 

Der colorimetrische Test zum Nachweis der Lignifizierung des Stammgewebes ergab bei 
den nitratverhungerten Wildtypen eine erhöhte Lignifizierung vergleichbarer Stammabschnit-
te. Ein quantitativer Ligninnachweis wurde nicht erbracht. In Henkes et al. (2000) lieferte die 
quantitative und colorimetrische Nachweismethode vergleichbare Ergebnisse. Das Resultat 
zeigt deutlich, dass ein erhöhter Phenylpropanoidstoffwechsel zum Teil zur erhöhten Lignifi-
zierung des Stammgewebes beiträgt. Lignin ist als eines der hauptsächlichen Endprodukte in 
diesen Pflanzen zu betrachten. In seiner Funktion als strukturelles Element ist dieses Ergeb-
nis ebenfalls eine Bestätigung der „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese, in welcher ausge-
arbeitet wird, dass Pflanzen unter einem Nährstoffmangel dazu neigen, Sekundärstoffe mit 
einem niedrigen „turn-over“ zu synthetisieren, wobei diese meist struktureller Natur sind.  
Transgene Tabakpflanzen mit einer erhöhten PAL-Aktivität wiesen ebenfalls erhöhte Lignifi-
zierung des Stammgewebes auf. Die Komposition des Lignins bzw. die Anteile an G- und S-
Einheiten allerdings änderte sich nicht (Howels et al., 1996; Sewalt et al., 1997). Die signifi-
kant niedrigeren Gehalte frei gelöster Ferulasäure in den Pflanzen der vorliegenden Arbeit 
sind demnach eher eine Folge des Nitratmangelstatus, als der erhöhten Transkription von 
PAL. Es muss jedoch an dieser Stelle festgehalten werden, dass eine erhöhte Transkription 
eines Gens nichts über die tatsächliche Aktivität des korrespondieren Enzyms aussagt. Ligni-
fizierung des Gewebes stellt einen Schutz der Pflanzen gegen Phytopathogene und Fraß-
feinde dar und gewährleistet ebenfalls mehr Stabilität des Stammes. Nitratmangelernährte 
Wildtypen haben eine wesentlich längere Wachstumsperiode, um letztendlich die Reproduk-
tionsphase zu erreichen. Eine erhöhte Lignifizierung gewährleistet demnach diesen Pflanzen 
eine angemessene Verteidigung unter Mangelbedingungen und bestätigt in diesem Sinne 
die „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese. 
 

6.2.5 Zellwandgebundene Ferulasäure zeigt in nitratmangelernährten 
Wildtypen keine Änderung, zellwandgebundene p-Coumarsäure 
dagegen ist signifikant erhöht 

Primäre und sekundäre Zellwand sind über Ether- und Esterbindungen stark mit den pheno-
lischen Substanzen Ferulasäure und p-Coumarsäure vernetzt. Ferulasäure bildet Diether- 
oder Diesterbrücken zwischen Polysacchariden untereinander oder zwischen Polysacchari-
den und Lignin. Ferulasäureverknüpfungen innerhalb der Zellwand stabilisieren diese, setzen 
damit aber gleichzeitig ihre Kapazität zur Streckung herunter (Baucher et al., 1998 und Zitate 
darin). Man findet sie aus diesem Grund hauptsächlich in sekundärer Zellwand und Gewe-
ben, die sich nicht mehr in der Phase des exponentiellen Zellwachstums befinden. Die zell-
wandgebundenen Ferulasäuregehalte der Blätter aller Genotypen unterscheiden sich im 
Vergleich nicht signifikant voneinander. Nitratmangel scheint keine Auswirkung auf die Einla-
gerung der Ferulasäure in die Zellwand zu haben. Zellwachstum unter Nitratmangel wird in-
tensiv untersucht. Es gibt demnach mehrere Hinweise, die die geringe Zellgröße im Zusam-
menhang mit Nitratmangel erklärt. Radin & Boyer (1982) machen einen geringeren Turgor 
innerhalb der Zellen nitratmangelernährter Pflanzen für die verringerte Zellgröße verantwort-
lich. MacAdam, Nelson & Sharp (1992) stellten eine Verbindung zwischen der Herabsetzung 
des Zellwachstums und einem Anstieg von Zellwandkomponenten verknüpfender Peroxida-
sen her, die signifikant zur Inflexibilität der Zellwand beitragen. Die in dieser Arbeit ermittel-
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ten Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass Ferulasäureverbindungen innerhalb der Zell-
wand unter Nitratmangel keine Rolle in der Verkürzung der Blatt- und Zellentwicklung spielen. 
 
Die Funktion zellwandgebundener p-Coumarsäure ist bisher nicht besonders gut verstanden. 
Kleine Anteile findet man im frühen Stadium der primären Zellwand mit Arabinoglucanen ver-
estert. In der sekundären Zellwand bildet p-Coumarsäure zusammen mit Ferulasäure die 
Verbindung zwischen Strukturproteinen der Zellwand und den Polysacchariden. p-
Coumarsäure wird während der Entwicklung der sekundären Zellwand zu geringen Teilen an 
Polysaccharide verestert und zu wesentlich größeren Teilen an Lignin (Jung und Ralph, 
1990; Jung und Deetz, 1993), scheint aber im Vergleich zu Ferluasäure an keinen Verknüp-
fungen innerhalb der Zellwand beteiligt zu sein (Lam et al., 1992). Mehrere Autoren konnten 
einen Zusammenhang zwischen steigender Anzahl an Esterbindungen mit p-Coumarsäure 
innerhalb der Zellwand und der Herabsetzung ihrer Verdaubarkeit feststellen (Hartley et al., 
1972; Akin, 1982; Burritt et al., 1984). Del Rio et al. (2004) wies eine hemmende Wirkung der 
p-Coumarsäure auf Enzyme nach, die nach einer Pilzpenetration der Pflanzengewebe vom 
Phytopathogen zum Zellwand- und Ligninverdau freigesetzt werden. Kontrovers dazu zeigte 
Scobbie et al. (1993), dass die mit Lignin veresterte p-Coumarsäure der sekundären Zell-
wand eher ein Indikator für deren Lignifizierung ist, als dass sie Einfluss auf die Verdaubar-
keit bzw. Abbau der Zellwand durch fremde Organismen hat. Die signifikant erhöhten zell-
wandgebundenen p-Coumarsäuregehalte in nitratmangelernährten Tabakpflanzen in den 
vorliegenden Versuchen unterstützen beide oben beschriebenen Schlussfolgerungen. Agiert 
p-Coumarsäure als Abwehrsubstanz gegen Phytopathogenen oder Fraßfeinde, würde dieses 
Ergebnis ebenfalls die „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese unterstützen. Ist zellwandge-
bundene p-Coumarsäure als Indikator für die Lignifizierung der sekundären Zellwand zu ver-
stehen, steht dieses Ergebnis in Einklang mit der erhöhten Lignifizierung der nitratmangeler-
nährten Wildtypen. 
 

6.2.6 Transkripte des Shikimatstoffwechsels zeigen keine signifikanten 
Veränderungen innerhalb der Genotypen 

Weder die Transkripte für DAHPS noch für ShDH-2 zeigen signifikante Unterschiede im Ver-
gleich aller Genotypen. Die Expression dieser Transkripte scheint völlig unabhängig vom 
Stickstoff- bzw. Nitratstatus der Pflanze zu reagieren. Bisher bekannte transkriptionelle Re-
gulatoren sind stressbezogen. Elicitoren, Licht und Verwundung haben eine generell erhöhte 
Transkription aller der bis dato isolierten cDNAs des Shikimatweges zur Folge (Schmid und 
Amrhein 1995 und Zitate daraus). Die Tatsache, dass 20% des fixierten Kohlenstoffs in den 
Shikimatbiosyntheseweg fließen und dass die Vorläufermetabolite Erythrose-4-Phosphat und 
Phosphoenolpyruvat (PEP) aus dem Pentosephosphatweg bzw. aus der Glykolyse stammen, 
lässt eine starke Verknüpfung des Shikimatweges mit dem Kohlenstoffmetabolismus an-
nehmen.  

In E. coli konnte gezeigt werden, dass ein Ausschalten des Csr (Carbon storage regulator) 
eine Erhöhung des Ausgangsproduktes PEP zur Folge hat und in einem erhöhte DAHP- und 
Phenylalaningehalt resultiert, ebenso wie in eine signifikant höhere DAHPS-Aktivität (Tatarko 
et al., 2001). Den gleichen Effekt hat die Überexpression von Transketolase in E. coli (Tatar-
ko et al., 2001). In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass Hefe DHAPS und Cho-
rismat-Synthase codierende Gene GCN4-kontrollierte Elemente in ihren Promotorregionen 
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haben. Bei niedrigen Gehalten einer einzelnen Aminosäure kommt es bei Genen mit GCN4-
Bindungsstellen zu einer Repression ihrer Expression (siehe Einleitung). 

Über transkriptionelle Regulatoren im Dialog des Kohlenstoffmetabolismus mit dem Shiki-
matweg ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nichts bekannt. Eine Reduzierung der Transketolase in 
Nicotiana tabacum dagegen hat signifikant niedrigere Gehalte an aromatischen Aminosäuren 
zur Folge (Henkes et al., 2000). Gibon et al. (2004) konnte bei Arabidopsispflanzen unter 
kohlenstofflimitierten Bedingungen, hervorgerufen durch verlängerte Nacht, eine Erniedri-
gung der ShDH-Aktivität nachweisen, aber keine konstante Erniedrigung des ShDH-
Transkripts At3g06350. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen zum einen, dass zumin-
dest manche Gene des Shikimatweges nicht vom Stickstoffstatus der Tabakpflanzen beein-
flusst werden, und dass eine Aminosäureverarmung im Einzelnen und im Gesamten eben-
falls keine Auswirkung auf die analysierten Transkripte des Shikimatweges hat. 

 
 

6.2.7 Transkripte des Phenylpropanoidstoffwechsels sind in nitratver-
hungerten Wildtypen signifikant erhöht 

Die Erstellung von Transkriptionsprofilen einiger Transkripte der Genfamilien PAL, 4Cl und 
HQT durch quantitative RT-PCR zeigen eine signifikant erhöhte Expression in den nitratver-
hungerten Wildtypen. Dieser Anstieg ist weder in den Nia30(145) noch in den 
F23xNia30(145), beide ernährt mit 12 mM Kaliumnitrat, zu finden. Die Hybridisierung eines 
Tomaten-Oligomikroarrays, der speziell Gene des Sekundärstoffwechsels und einige aus-
gewählte des Primärstoffwechsels enthält, bestätigt die Induktion spezifischer Gene des 
Phenylpropanoidstoffwechsels in nitratverhungerten Wildtypen und das Ausbleiben dieser 
Induktion in der NIA-reduzierten Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM Kaliumnit-
rat. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass Transkripte des Phenylpropanoidstoffwechsels 
spezifisch durch niedrigen Nitratgehalt induziert werden können. Interessanterweise sind die 
PAL Transkripte der nitratmangelernährten Nia30(145) über den gesamten Tagesgang hin-
weg nicht signifikant erhöht. 4Cl-2 und HQT dagegen sind eindeutig induziert in diesen 
Pflanzen. Obwohl die nitratverhungerten Transformanten niedrige Nitratgehalte haben, sind 
diese immer noch signifikant höher im Vergleich zu den gleich ernährten Wildtypen. Es be-
steht die Möglichkeit, dass PAL als Schlüsselenzym des Phenylpropanoidstoffwechsels we-
sentlich sensitiver auf Nitratgehalte reagiert als die Gene der nach geordneten Enzyme.  

Arabidopsiskeimlinge unter Stickstoffmangel zeigen ebenfalls Induktion vieler Gene des 
Phenylpropanoid- und Flavonoidstoffwechsels (Scheible et al., 2004). Die Zugabe von Kali-
umnitrat zu den nitratverhungerten Keimlingen hatte eine signifikante Reduktion dieser 
Transkripte erst nach 3 Stunden zur Folge (Scheible er al., 2004). Wang et al. (2004) identifi-
zierten Gene, die direkt auf Nitrat reagieren, indem Unterschiede der Genexpression von nit-
ratverhungerten Arabidopsis Wildtyppflanzen und NIA Doppelmutanten zwei Stunden nach 
Nitratzugabe verglichen wurden. Es wurden jedoch keine signifikanten Änderungen in der 
Expression von PAL und 4CL festgestellt. Bestätigend dazu konnte Scheible et al. (2004) 
zeigen, dass viele der von Wang et al. (2004) nitratgesteuerten Gene schon bereits nach 30 
Minuten Nitratzugabe eine signifikante Expressionsänderung aufwiesen. Gene, die dem 
Phenylpropanoidstoffwechsel zugeordnet sind, zeigen diese Änderungen jedoch erst nach 3 
Stunden (Scheible et al., 2004). Es besteht die Möglichkeit, dass diese Gengruppe des Se-
kundärstoffwechsels verzögert antwortet, um adäquat auf Änderungen des Primärstoffwech-
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sels zu reagieren. Des Weiteren könnten Gene des Phenylpropanoidstoffwechsels eine hö-
here Transkriptstabilität aufweisen, so dass es zu diesen verzögerten Reaktionen kommt. 
Auch pflanzenspezifische Unterschiede können hier eine Rolle spielen. Arabidopsis und Ta-
bak haben sehr verschiedene Spektren den Sekundärstoffwechsel betreffend. Unterschied-
lich ausgeprägte Regulationsmöglichkeiten diesbezüglich können in Betracht gezogen wer-
den. Zellwandgebundene Ferulasäure z.B. bleibt bei nitratverhungerten Tabakwildtyp-
Pflanzen unverändert, wohingegen sie unter Nitratmangelbedingungen in Arabidopsiskeim-
lingen steigt (Scheible et al., 2004). 

 

6.2.8 Schlussbemerkung und Ausblick 
Änderungen des Stickstoffstatus führen zu der erwarteten Verlagerung von stickstoffreichen 
zu kohlenstoffreichen Sekundärmetaboliten, ganz wie es die „Carbon-Nutrient-
Balance“ Hypothese voraussagt. Das Ergebnis bestätigt die Schlussfolgerungen, die Matt et 
al. (2002) aus vorangegangenen Studien gemacht hat, in denen der Kohlenstoffstatus redu-
ziert wurde. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Verlagerungen 
nicht aufgrund der Änderungen der Vorläufermetabolite stattfindet. Im Falle der Phenylpro-
panoide wurde deutlich, dass Änderungen der Nitratgehalte einen direkten Einfluss auf deren 
Biosynthese haben. Durch noch ungeklärte Mechanismen wirkt Nitrat auf die Genexpression 
relevanter Gene des Phenylpropanoidstoffwechsels. Zur Klärung dieser Mechanismen wäre 
eine gezielte Genexpressionsanalyse einiger Transkriptionsfaktorgene, die in Solanaceaen 
wahrscheinlich eine regulatorische Rolle bezüglich des Phenylpropanoidstoffwechsels spie-
len, denkbar. Enzymaktivitätsmessungen einiger Schlüsselenzyme des Phenylpropanstoff-
wechsels würden zeigen, ob der erhöhten Expression einiger Gene auch erhöhte Enzymak-
tivitäten folgen.  
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7 Zusammenfassung 
Es ist bekannt, dass Änderungen im Kohlenstoff- bzw. Stickstoffstaus der Pflanzen zu einer 
parallelen statt reziproken Änderung der kohlenstoff- und stickstoffhaltigen Primärmetabolite 
führen. Unter diesem Gesichtspunkt wurden in der vorliegenden Arbeit der Aminosäurestoff-
wechsel und der Sekundärstoffwechsel unter reduzierten Stickstoffbedingungen untersucht. 
Zur Beeinflussung des Stickstoffstoffwechsels wurden nitratmangelernährte Tabakwildtyp-
pflanzen und Genotypen mit unterschiedlich stark reduzierter Nitratreduktase-Aktivität ver-
wendet. Dieses experimentelle System erlaubt zusätzlich durch den Vergleich Nitrat defizien-
ter Wildtyppflanzen mit Nitrat akkumulierenden NIA-Transformanten Prozesse zu identifizie-
ren, die durch Nitrat gesteuert werden. Die Analysen der Primär- und Sekundärmetabolite 
wurde in allen Genotypen diurnal durchgeführt, um auch tageszeitlich abhängige Prozesse 
zu identifizieren.  

Die Analyse der absoluten Gehalte aller individuellen Aminosäuren enthüllte bei den meisten 
erstaunlich stabile diurnale Muster mit einem Anstieg während des Tages und einem Abfall 
in der Nacht in Wildtyppflanzen gewachsen mit ausreichend Nitrat. Dieses Ergebnis legt die 
Schlussfolgerung nahe, dass die Biosynthese der Aminosäuren koordiniert abläuft. In Pflan-
zen mit reduziertem Stickstoffstatus haben diese diurnalen Muster jedoch keinen Bestand. 
Die Kombination des erzeugten stickstoffbasierten Aminosäuredatensatz in Kombination mit 
einem bereits erzeugten Aminosäuredatensatz unter kohlenstofflimitierten Bedingungen von 
Matt et al. (2002) führte durch Hauptkomponentenanalyse (PCA) und Korrelationsanalyse zu 
dem Ergebnis, dass die Hypothese nach einer koordinierten Aminosäurebiosynthese nicht 
allgemeine Gültigkeit hat. Die PCA identifizierte Glutamin, Glutamat, Aspartat, Glycin, Pheny-
lalanin und Threonin als Faktoren, die den Datensätzen ihre charakteristische Eigenschaft 
und deren Varianz verleihen. Die Korrelationsanalyse zeigte, dass die sehr guten Korrelatio-
nen der individuellen Aminosäuren untereinander in reduzierten Stickstoff- und Kohlenstoff-
bedingungen sich verschlechtern. Das Verhältnis einer einzelnen Aminosäure relativ zu den 
anderen führte zur Identifizierung einiger Aminosäuren, die individuelle Antworten auf Stick-
stoff- und/oder Kohlenstoffstatus zeigen, und/oder speziell auf Nitrat, Licht und/oder den E-
nergiestatus der Thylakoidmembran. Glutamat beispielsweise verhält sich in den meisten 
Situationen stabil, Phenylalanin dagegen zeigt in jeder physiologischen Situation eine indivi-
duelle Antwort. Die Ergebnisse dieser Arbeit führen zu einer Erweiterung der Hypothese ei-
ner koordinierten Synthese der Aminosäuren dahingehend, dass diese nicht generell für alle 
Aminosäuren angenommen werden kann. Es gibt einige Aminosäuren deren, Anteile sich 
situationsbedingt anpassen. 

Die Reduktion des Stickstoffstatus in nitratmangelernährten Tabakwildtyppflanzen führte zu 
der, nach der „Carbon-Nutrient-Balance“ Hypothese erwarteten Verlagerung der kohlenstoff-
reichen Phenylpropanoide und des stickstoffreichen Nikotins. Die Erhöhung der Phenylpro-
panoidgehalte war nicht in der Nitrat akkumulierenden NIA-Transformante zu beobachten 
und somit konnte Nitrat als regulatorisches Element identifiziert werden. Ein Einfluss der Vor-
läufermetabolite konnte ausgeschlossen werden, da sowohl nitratmangelernährter Wildtyp 
als auch die Nitrat akkumulierende NIA-Transformante ähnliche Gehalte dieser aufwiesen. 
Genexpressionsanalysen über Mikroarray-Hybridisierung und quantitative RT-PCR zeigten, 
dass Nitrat durch noch nicht geklärte Mechanismen Einfluss auf die Expression einiger Gene 
nimmt, die dem Phenylpropanoidstoffwechsels zugeordnet sind. 
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Summary 
It is known that changes in carbon and nitrogen status of a plant lead to parallel rather than 
reciprocal changes of carbon and nitrogen containing primary metabolites. Based on this 
finding the influence of carbon and nitrogen status on the amino acid profile as well as on 
secondary metabolism was investigated in tobacco. Manipulations of the nitrogen status 
were carried out in two ways: Tobacco wild type plants were cultivated in nitrogen-replete 
and nitrogen starved conditions; in addition nitrate accumulating transformants with reduced 
nitrate reductase (NIA) activity were used. The comparison of the nitrate starved wild type 
and the nitrate accumulating NIA-transformant allows to distinguish processes which were 
driven by the nitrogen status of a plant or by nitrate itself. Due to the fact that most primary 
metabolites have diurnal changes the analysis of primary and secondary metabolites were 
done at six different time points per day in order to identify diurnal processes.  

Analysis of the absolute levels of individual amino acids under normal nitrogen supply condi-
tions reveals characteristic diurnal patterns for the majority of amino acids with an increase 
during the day and a decrease during the night. This result indicates that amino acid biosyn-
thesis might be coordinated. However these diurnal patterns are no longer stable in plants 
with reduced nitrogen status; furthermore absolute levels of individual amino acids differed 
over a wide range of concentrations. The hypothesis of a coordinated regulation of amino 
acid metabolism was further tested by combining this dataset with an amino acid dataset 
produced under carbon limited conditions (Matt et al., 2002) and applying Principal Compo-
nent Analysis (PCA) and correlation analysis. Glutamine, glutamate, aspartate, glycine, 
phenylalanine and threonine were responsible for the clear separation of the different geno-
types and experimental conditions in the PCA plot. The data from the correlation analysis 
show that most of the minor amino acids have very good correlations under carbon and ni-
trogen sufficient conditions. These correlations became weaker with decreasing carbon and 
nitrogen status of the plants. These results clearly indicate that a coordinated biosynthesis of 
amino acids is not a general phenomenon. Comparing the levels of each individual amino 
acid to the total amino acid pool revealed specific answers of a particular amino acid to car-
bon and/or nitrogen status, to nitrate and/or light and to energy status of the thylakoid mem-
brane. Glutamate for instance is remarkably stable in most of the conditions and phenyla-
lanine shows an individual response in every situation. From these results it was concluded 
that the hypothesis of a coordinated biosynthesis of amino acids might be true for some 
amino acids, but clearly needs to be extended because some amino acids adjust their levels 
in an individual fashion depending on the external conditions.  

The reduction of nitrogen status of nitrate starved wild type plants leads to a shift from car-
bon-rich phenylpropanoids to nitrogen-rich nicotine as predicted by the “carbon-nutrient-
balance hypothesis”. Increased phenylpropanoids were not observed in nitrate accumulating 
NIA-transformants. Therefore nitrate could be identified as a regulatory element in phenyl-
propanoid metabolism. A regulatory influence of precursors could be excluded since nitrate 
starved wild type and NIA-transformant had similar levels. Genexpression analysis via mi-
croarry hybridisation and quantitative RT-PCR shows that nitrate acts a transcriptional regu-
lator of genes involved in phenylpropanoid metabolism. The elucidation of this regulatory role 
of nitrate requires further investigation. 
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8 Anhang 
 

8.1 Absolute Aminosäuregehalte in Pflanzen mit reduzierter Rubis-
co-Aktivität und Pflanzen gewachsen unter suboptimalen 
Lichtbedingungen (Matt et al., 2002) 

8.1.1 Die Hauptaminosäuren 
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Abb. 8.1: Absolute Gehalte der Hauptaminosäuren in Blättern der Tabakpflanzen mit reduziertem Kohlenhyd-
ratstatus. Links sind dargestellt die Aminosäuregehalte der Untersuchung von Pflanzen mit unterschiedlich re-
duzierter Rubisco-Aktivität: Wildtyp (SR1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) und ant5 ( ). Rechts 
sind dargestellt die Aminosäuregehalte der Untersuchung von Wildtypen (SNN) gewachsen mit unterschiedli-
cher Lichtqualität: Wildtyp (SNN) gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen mit 150µE ( ) und 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). 
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Abb. 8.2: Absolute Gehalte der kleinen Aminosäuren in Blättern der Tabakpflanzen mit reduziertem Kohlen-
hydratstatus. Links sind dargestellt die Aminosäuregehalte der Untersuchung von Pflanzen mit unterschiedlich 
reduzierter Rubisco-Aktivität: Wildtyp (SR1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 3206m ( ), 3206k ( ) und ant5 ( ). 
Rechts sind dargestellt die Aminosäuregehalte der Untersuchung von Wildtypen (SNN) gewachsen mit unter-
schiedlicher Lichtqualität: Wildtyp (SNN) gewachsen mit 400µE ( ), Wildtyp (SNN) gewachsen mit 150µE ( ) 
und Wildtyp (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). 

 
 
 
 

8.2 Verhältnisanalyse der unter Kapitel 5.2.2.5.2 und 5.2.2.5.3 nicht 
aufgeführten Aminosäuren 

 

8.2.1 Aminosäuren mit reduziertem Stickstoffstatus 
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Abb. 8.3: Prozentualer Anteil aller nicht in Kapitel 5.2.2.5.2 aufgeführten Aminosäuren im Verhältnis zum 
Gesamtaminosäuregehalt. Wildtyppflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der Transformante 
F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlossene Symbole 
stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufgetragen sind alle 
Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Behandlungen.  Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3 
( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 ( ), Nia30(145) 
gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen Messwerte. (B) 
zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Genotypen gewachsen unter Stickstoffmangelbe-
dingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 12 mM  (▲) und 0.2 
mM Kaliumnitrat (▲). 
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Abb. 8.4: Prozentualer Anteil aller nicht in Kapitel 5.3.2.5.2 aufgeführten Aminosäuren im Verhältnis zum 
Gesamtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. Wildtyppflanzen werden symbolisiert durch (■/□), die Pflanzen der 
Transformante F23xNia30(145) durch (●/○) und die der Transformante Nia30(145) durch (▲/∆). Geschlos-
sene Symbole stellen Werte während des Tages dar, offene Symbole Werte während der Nacht. (A) Aufge-
tragen sind alle Genotypen in den verschiedenen nitratspezifischen Behandlungen.  Wildtyp gewachsen mit 
12 mM KNO3 ( ), F23xNia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 ( ), Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM KNO3 
( ), Nia30(145) gewachsen in 12 mM KNO3 (▲) und mit 0.2 mM KNO3 (▲). Dargestellt sind alle einzelnen 
Messwerte. (B) zeigt eine Vergrößerung der Abbildung (A) im Bereich der Genotypen gewachsen unter 
Stickstoffmangelbedingungen. Wildtyp gewachsen mit 0.2 mM Kaliumnitrat ( ), Nia30(145) gewachsen mit 
12 mM  (▲) und 0.2 mM Kaliumnitrat (▲). 
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8.2.2 Aminosäuren mit reduziertem Kohlenstoffstatus 
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Abb. 8.5: Prozentualer Anteil aller nicht in Kapitel 5.2.2.5.3 aufgeführten Aminosäuren im Verhältnis zum Ge-
samtgehalt der „kleinen“ Aminosäuren. ( ) symbolisieren Daten des Versuches unterschiedlicher Wildtypen 
gewachsen unter unterschiedlichen Lichtqualitäten. Dargestellt sind Wildtyp (SNN) gewachsen mit 400µE ( ), 
Wildtyp (SNN) gewachsen mit 150µE ( ) und Wildtyp (SNN) gewachsen mit 80µE ( ). ( ) symbolisieren die 
Daten  aus dem Versuche der rbcS-antisense Pflanzen. Dargestellt sind Wildtyp (SR1) ( ), 3104 ( ), 3203 ( ), 
3206m ( ), 3206k ( ) und ant5 ( ). 

 



Anhang  141 

8.3 Tabelle der Expressionsdaten für verschiedene Transkriptions-
faktoren 

Gencode Beschreibung und Be-
merkung 

Wildtyp 0.2mM 
KNO3  

Nia30(145) 
12mM KNO3  

AI489878 

Myb-verwandtes Protein Ph2: 
Homologien zu LBM2 bzw. 

Myb15 aus Nicotiana tabacum 
und Myb14 von Arabidopsis 

thaliana (Stracke et al., 2001; 
Teoh et al., 2003). 

 

1.39 - 

BG129925 

MYB Homolog: Homologien zu 
Myb17 aus Arabidopsis; Funkti-

on unbekannt 
 

1.33 - 

BE459188 

Dehydration induziertes myb-
verwandtes Protein Cpm7: (Bar-

tels, 1996; Villalobos et al., 
2004); Homologien zu Myb78 

aus Arabidopsis thaliana 
 

1.31 0.82 

AI487919 

MYB ähnliches Protein: Homo-
logien zu AtMYB74 und At-

MYB102 in Arabidopsis thaliana  
induziert bei Trockenstress 

(Kranz et al., 1998) 

1.26 - 

TC93497 

MYB: Homologien zu MYB4 in 
Arabidospsis thaliana und Pinus 

taedea Lignifizierung der Ge-
webe (Patzlaff et al., 2003) 

 

1.25 - 

AW624217 MYB ähnlicher Transkriptions-
faktor 0.84 - 

NP000313_X98308 Myb-verwandter Transkriptions-
faktor THM18 0.83 - 

TC86215 MYB 0.80 - 
NP000001_X99134 MYB Transkriptionsfaktor 0.80 - 

TC85536 Unbekanntes Protein [Arabi-
dopsis thaliana] - 1.60  

BE441064 MYB27 Protein ähnlich - 1.59  

AW224733 Vorläufer der Polyphenoloxi-
dase  - 1.42  

AW442364 MYB - 1.38  

AI773565 MYB-Familien Transkriptions-
faktor - 1.29  

TC92861 Putativer myb-verwandter Tran-
skriptionsfaktor - 0.82  

AW651186 AtMYB84; MYB - 0.81  

TC86181 bHLH Transkriptionsfaktor 
JAF13 [Petunia] - 0.80  

BG125481 Putativer Transkriptionsfaktor 
MYB124 - 0.79  

AW033578 MYC Transkriptionsfaktor 
MYC7E - 0.77  

Tabelle 8.1: Zusammenfassung aller Oligonukleotide, die Gene eines Transkriptionsfaktors präsentieren. Die 
Tabelle gibt Auskunft über den Gencode, die Beschreibung des Gens und die x-fache Veränderung des nitratver-
hungerten Wildtyps und der Transformante Nia30(145) gewachsen mit 12 mM KNO3 im Vergleich zur Kontrolle 
(Wildtyp gewachsen mit 12 mM KNO3).  
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