Studien zum Aminosiuremetabolismus von Tabakpflanzen mit Hilfe von ’N:
Methyljasmonat steigert den metabolischen Fluss von Serin und Glycin
sowie den Blattexport des Stickstoffs
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Einleitung: Jasmonate (JA’s) werden mit der natiirli-
chen Pflanzenabwehr und in diesem Zusammenhang
mit der Zellwandzusammensetzung in Verbindung ge-
bracht. JA’s steigern den ektopischen Anteil an Lignin,
wihrend sie den Zelluloseanteil verringern.' Bislang ist
wenig {iber den Mechanismus dieser Regulation be-
kannt. Der Positronenemitter °N stellt, einen idealen
Kandidaten dar, um Studien am Aminosduremetabo-
lismus von Pflanzen durchzufiihren. *N in Form von
gasformigem Ammoniak, wurde der Pflanze appliziert
und der Stickstoff durch die Glutaminsynthetase fixiert
und somit in den Aminosiurestoffwechsel der Pflanze
eingeschleust. AnschlieBende Detektion der Radioakti-
vititsverteilung an ausgewéhlten Positionen der Pflan-
ze oder in Kombination mit HPLC-Methoden ermog-
lichte Aussagen {iber den Transport des Stickstoffs so-
wie liber das Profil der in planta synthetisierten Ami-
nosauren.

Experimentelles: Verwendet wurden 8 Wochen alte
Nicotiana tabacum L. (cv Samsun) die im 16/8 Licht-
zyklus (Intensitit: 400 pmol m™ s) aufgezogen wur-
den. "NO; wurde am Zyklotron iiber die '°O(p,a)*N
Kernreaktion erhalten und mit Devarda’s Reagenz zum
Ammoniak reduziert. Das Gas wurde in eine, die Ziel-
region (photosyntheseaktives Blatt) umfassende,
Kammer geleitet. Die Exportmenge aus der Zielregion
und die Transportmengen zum Apex und in die Wur-
zeln wurden mit Hilfe von Nal(Li)-Szintillatoren ge-
messen und iiber 120 min bilanziert. Alternativ wurde
nach 20 Minuten eine definierte Menge an Pflanzenma-
terial extrahiert, mit o-Phtaldialdehyd (OPA) derivati-
siert und mit Hilfe der HPLC analysiert. (Gradient
100%, 0,01 M Phosphatpuffer t = 0 min bis 80 % Me-
OH nach 30 min; Phenomenex Ultremex” Cig 10p 100
x 4,60 mm, 1,5 ml/min) Innerhalb von 60 min wurden
22 Aminosduren getrennt detektiert. Die Detektion er-
folgte iiber einen Nal(Li)-Szintilator mit nachgeschal-
tetem UV-Detektor bei 340 nm.

S0000

“N-Amino Acids

40000

20000

T —T T T
5} 1000 2000

Abb. 1: exemplarisches Chromatogramm der '*N-markierten
Aminoséduren

Ergebnisse und Diskussion: Methyljasmonat steigert
den Blattexport von Stickstoffhaltigen Molekiilen zu
Wurzeln und Apex wobei dem Apex ein groBBerer Anteil
zukommt. Es beeinflusst nicht die Glutaminsynthetase-
Aktivitit aber steigert signifikant den metabolischen
Fluss der Aminoséuren Glycin und Serin. Bei der Bio-
synthese von Lignin werden Monolignine mit Hilfe der
Kaffeesdure ortho-Methyl Transferase (COMT) methy-
liert, wobei als Methyldonoren die Aminosduren Serin
und Glycin eine iibergeordnete Rolle spielen. Deren an-
steigender metabolischer Fluss bei steigender Nachfrage
von Lignin fiir die Zellwandsynthese 14sst darauf schlie-
Ben, dass die COMT ein zentrales Schliisselenzym im
Mechanismus der durch JA’s hervorgerufenen Abwehr-
reaktion ist.
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Abb. 2: relative Verdnderung des Aminosduregehalts

Zusammenfassung: Die Verwendung von "“N-
Ammoniak zur Analyse von Transportdynamik, Vertei-
lung und Metabolismus des Stickstoffs in Pflanzen ist ein
niitzliches Werkzeug um ein tieferes Verstdndnis der
komplexen Abwehrprozesse die durch JA’s hervorgeru-
fen werden zu erhalten. In dieser Studie konnten die aus
der Stickstoffassimilation resultierenden Aminosaurepro-
file ein mogliches Schliisselenzym fiir den von JA’s in-
duzierten Abwehrmechanismus von Tabakpflanzen auf-
zeigen. Weitere Studien beziiglich der COMT-Aktivitt
im Zusammenhang mit der Behandlung von Pflanzen mit
Methyljasmonat belegen dieses Ergebnis.”
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