KURZAUFSATZ

Wie gelangt Eisen in die Pflanze?

Dorothee Staiger*

@ D)

Obwohl Eisen das vierthédufigste Element in der Erdrinde
ist, steht es wegen der geringen Wasserloslichkeit fiir die
pflanzliche Erndhrung kaum unmittelbar bereit. Pflanzen
benotigen deshalb einen aktiven Mechanismus, um
Eisenionen aus dem Erdboden aufzunehmen. Sie bedie-
nen sich dazu verschiedener chemischer Strategien. Diese
Mechanismen sind in den letzten Jahrzehnten physiolo-
gisch gut charakterisiert worden, doch erst in jlingster
Zeit gelang durch den Einsatz molekulargenetischer
Methoden ein Durchbruch bei der Identifizierung der
beteiligten Proteine. Als Anwendungsmoglichkeiten er-
geben sich eine gezielte Manipulation der Eisenaufnah-
me in die Pflanze sowie die Phytoremediation. )

\_

1. Einleitung

1.1. Bedeutung des Eisens fiir den pflanzlichen
Stoffwechsel

Bereits 1882 erkannte der Pflanzenphysiologe Julius von
Sachs die Bedeutung des Eisens fiir die pflanzliche Ernidh-
rung. Er experimentierte mit Hydrokulturen, indem er die
Wurzeln der Versuchspflanzen in eisenfreie Néhrlosungen
eintauchte. Dabei beobachtete von Sachs: ,Die ... neuen
Blitter bleiben vollig weil3, erzeugen also kein Chlorophyll...
Das ist nun der Beweis, da3 unserem Néahrstoffgemenge noch
etwas gefehlt hat: ... dal die Erkrankung unserer Pflanzen,
die sogenannte Chlorose, von Eisenmangel herriihrt... <[
Damit wurde zum ersten Mal festgestellt, dass Eisen fiir die
Biosynthese von Chlorophyll notwendig ist.

Die Bedeutung des Eisens fiir den Stoffwechsel liegt vor
allem in seiner Fihigkeit, die stabilen Ionen Fe! und Fe'! zu
bilden. Entsprechend sind Eisenionen an den meisten Redox-
reaktionen der Elektronentransportketten von Photosynthese
und Atmung beteiligt, durch die Energie aus der Ubertragung
von Elektronen zur Gewinnung von ATP, der ,,Energiewih-
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rung” der Zelle, genutzt wird. Eisen ist auch an der symbio-
tischen Fixierung von Luftstickstoff in den Wurzelknollchen
der Leguminosen beteiligt: Die Untereinheiten des Enzyms
Nitrogenase, das N, zu NH; reduziert, und das Leghédmoglo-
bin, das fiir die Bindung von Sauerstoff in den Wurzelknoll-
chen verantwortlich ist, enthalten Eisen.

1.2. Schidigungen durch Eisen

Eine Limitierung der zelluliren FEisenkonzentration ist
erforderlich, da Eisenionen Ein-Elektronen-Uberginge kata-
lysieren und damit die Bildung toxischer Sauerstoffspezies
fordern. Als Zwischenstufe bei der Reduktion von moleku-
larem Sauerstoff zu Wasser in der Zelle treten Superoxid-
anionen auf, welche Fe'' zu Fe' reduzieren (Schema 1). Fe!l-
Ionen katalysieren ihrerseits die Zersetzung von H,O, zu

Reduktion von Fe!l durch Superoxidanionen

0, + Fell _p 0, +Fel

Fenton-Reaktion

Fe! + H,0, —p Fe + OH +-OH

Summe: Haber-Weiss-Reaktion
‘0, +H,0, —» OH+OH +0,

Schema 1. Toxizitdt von Eisenionen in der Zelle. Die Haber-Weiss-Reak-
tion ist die Summe der Reduktion von Fe"-Ionen durch Superoxidanionen
und der Fenton-Reaktion, der durch Fe'-Tonen katalysierten Zersetzung
von H,0, zu hochreaktiven Hydroxylradikalen.

Hydroxylradikalen (Fenton-Reaktion), die hochreaktiv sind
und Bestandteile der Zelle wie DNA und Lipide schédigen.
Ein Uberschuss an reaktiven Sauerstoffspezies fiihrt zu einer
verstdrkten Schiadigung der Zellbestandteile. Diesen Zustand
bezeichnet man als oxidativen Stress.>3 In Mutanten der
Erbse, die wesentlich mehr Eisen als iiblich akkumulieren,
kommt es sogar zum Absterben von Zellen und damit zur
Bildung von nekrotischen Lisionen in den Bléttern. Diese
Situation entspricht der einer Erbkrankheit des Menschen,
bei der eine erhohte Eisenaufnahme zu einem erhohten
Leberkrebsrisiko fiihrt.
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Wie wird die Pflanze die Geister, die sie rief, wieder los?
Zum einen dient ein antioxidatives System als Schutz, das
Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid zerstort, bevor sie
in Kontakt mit Eisen gelangen. Ironischerweise sind Eisen
und Hamgruppen essentielle Cofaktoren der Enzyme Per-
oxidase und Katalase, die den Abbau von H,0O, katalysieren.
Zum anderen wird {iiberschiissiges Eisen unschédlich ge-
macht, indem es in einem multimeren Protein, Ferritin,
gespeichert wird, das bis zu 4500 Eisenionen aufnehmen
kann.?

1.3. Aufnahme von Eisen

Ein weiterer Punkt zur Regulation des Eisengehalts der
Pflanze ist die kontrollierte Aufnahme von Eisen. Obwohl
Eisen am Aufbau der Erdrinde als vierthdufigstes Element
mit iber 3 % beteiligt ist, ist es fiir die pflanzliche Erndhrung
nur schwer verfiigbar. Eisen kommt primir in Silicaten vor.
Durch Verwitterung werden Eisenionen freigesetzt und in
Form von schwerlosliche Eisenoxiden wie Goethit (a-
FeOOH) und Himatit (a-Fe,O;) abgelagert, die meist
hydratisiert sind. Freie Eisenionen liegen bei neutralem pH-
Wert in einer Konzentration von etwa 10-"7m vor.! Die
geringe Loslichkeit im Boden reicht nicht fiir die Versorgung
der Wurzeln mit Eisen aus. Deshalb benotigen Pflanzen einen
aktiven Mechanismus, um Eisen aus den Eisen(IIl)-oxidhy-
draten freizusetzen und verfiigbar zu machen.

Einen Eiseniiberschuss findet man hochstens auf iiber-
fluteten, schlecht durchliifteten Boden mit reduzierenden
Bedingungen wie Reisbdden. Dort liegen Fe!-Ionen vor, die
wesentlich besser 16slich sind als Fe-Ionen und von der
Pflanze direkt aufgenommen werden. Eine iibermifBige
Akkumulation von Eisen unter diesen Bedingungen 16st das
bekannte Braunungs-Phinomen (,,bronzing*) der Reispflan-
zen als Folge von oxidativem Stress aus. !

Pflanzen haben im Lauf der Evolution drei chemische
Mechanismen zur Aufnahme von Eisen entwickelt: Solubili-
sation von FEisen durch Abgabe von Protonen von der
Wurzeloberfliche, Reduktion und Chelatbildung.B 3! Obwohl
diese Mechanismen in den letzten Jahrzehnten physiologisch
gut charakterisiert wurden und eine Reihe von Mutanten mit
Defekten in der Eisenaufnahme bekannt waren, gelang erst in
jungster Zeit durch den Einsatz molekulargenetischer und
gentechnischer Methoden ein Durchbruch bei der Identifizie-
rung und biochemischen Charakterisierung der beteiligten
Proteine.

2. Strategie I: Eisen wird durch Reduktion
verfiigbar

Die meisten Pflanzen, mit Ausnahme der Griser, aktivie-
ren bei Eisenmangel einen Katalog von Mafinahmen. Man
spricht hier von der Strategie I im Unterschied zur Strategie II
der Griser, die im Anschluss diskutiert wird.!
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2.1. Elemente der Strategie I

Strategie I: Pflanzen scheiden Protonen von der Wurzel-
oberfldche ab, sodass der pH-Wert des Bodens in unmittel-
barer Umgebung der Wurzel, der Rhizosphire, absinkt.
Wahrscheinlich wird dazu eine protonenpumpende ATPase
aktiviert, ein Enzym, das unter Einsatz von ATP als Energie-
quelle Protonen durch die Zellmembran nach auf3en schleust.
Die Ansduerung des Bodens fithrt zur Dissoziation der
[Fe(OH);]-Komplexe: Verringert sich der pH-Wert um 1,
steigt die Loslichkeit von Fe™ um das Tausendfache.[)

Ferner findet an der Wurzeloberfliche eine vermehrte
NADH-abhingige Reduktion von Fe!! statt. Das dabei
entstehende Fel ist bei neutralem pH-Wert etwa 10'°-mal
16slicher als Fe und dient als Substrat fiir ein Fe!-spezifi-
sches Aufnahmesystem.[”l Zusitzlich vergroBern die Pflanzen
die fiir die Eisenaufnahme zur Verfiigung stehende Ober-
flaiche durch eine verstirkte Bildung von Wurzelhaaren
(Fortsdtze der duBeren Zellschicht). Die einzelnen Elemente
der Strategie I sind in Abbildung 1 zusammengefasst. Bisher
ist der Sensor, der die Eisenkonzentration in der Pflanze
misst, nicht bekannt.

Rhizodermis der Pflanze Rhizosphare (Boden)

T
Cytoplasma | Zell-
membran Wurzelhaare
ATP
2\
He
ase

ADP + P

NADH K Fe'-Chelatkomplex

NAD" k; Fe' + Chelatbildner

Fe" Tr Fe"

Abbildung 1. Elemente der Strategie I (in Anlehnung an Lit. [5]). Gezeigt
ist die duBerste Zellschicht der Wurzel, die Rhizodermis, und die unmittel-
bare Umgebung des Bodens, die Rhizosphire. Alle Pflanzen mit Aus-
nahme der Gréser reagieren auf Eisenmangel mit der Ansduerung der
Rhizosphire, der vermehrten Reduktion von chelatgebundenen Fe an
der Wurzeloberfldche durch eine NADH-abhdngige Reduktase R und der
Aufnahme von Fe!! iiber spezifische, induzierte Aufnahmesysteme Tr.
Ferner wird die Oberfliche durch zusitzliche Bildung von Wurzelhaaren
vergrofert.

2.2. Identifizierung der Fe-Chelat-Reduktase mithilfe
eines genetischen Ansatzes bei der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana

Eine Identifizierung von Komponenten dieses Eisenauf-
nahmesystems gelang kiirzlich mithilfe eines genetischen
Ansatzes bei der Modellpflanze Ackerschmalwand (Arabi-
dopsis thaliana, Abbildung 2). Arabidopsis ist ein unschein-
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Abbildung 2. Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) ist eine kleine
Pflanze aus der Familie der Kreuzbliitler, die sich als Modellpflanze der
Pflanzenmolekularbiologen etabliert hat.®l Der Balken entspricht 5 cm.

bares Unkraut aus der Familie der Kreuzbliitler, das wegen
seiner kurzen Generationszeit von einigen Wochen und seines
kleinen Genoms, dessen Sequenz vollsténdig bekannt ist, zum
Modellsystem der Pflanzenmolekularbiologen wurde.!

Arabidopsis folgt der Strategie I und erhoht bei Eisen-
mangel die NADH-abhingige Fe-Reduktase-Aktivitdt an
der Wurzeloberflache. Guerinot et al. suchten nach Mutan-
ten, in denen bei Eisenmangel diese Fe'-Reduktase-Aktivitét
nicht erhoht ist.’] Sie behandelten dazu Samen von Arabi-
dopsis mit dem Mutagen EMS (Ethylmethansulfonat), das
Basen im Erbgut zufallsméBig modifiziert. Fiihrt eine solche
Punktmutation zum Austausch einer essentiellen Aminosédure
eines Proteins, kommt es zu Ausfallserscheinungen in der
Pflanze. Unter den Nachkommen der mutagenisierten Pflan-
zen suchten die Forscher nach Individuen, bei denen diese
Behandlung mit EMS zu einer Stérung der Eisenreduktion
gefiihrt hat. Sie bedienten sich dazu eines colorimetrischen
Tests: Fe"-Ionen bilden mit dem Farbstoff Ferrozin einen
Komplex, der bei 562 nm photometrisch nachgewiesen wer-
den kann.

Dabei wurden die drei Mutanten frdI-1, frd1-2 und frdI-3
(frd =ferric reductase deficient) identifiziert. Bei diesen
Mutanten ist die Fe-Reduktaseaktivitit bei Eisenmangel
im Gegensatz zu der beim Wildtyp nicht induziert.! Ge-
netische Tests zeigten, dass alle drei Mutationen denselben
Genort betrafen.

Bei der Identifizierung des Gens, das in diesen Mutanten
defekt ist, profitierten die Forscher von Experimenten in
einem anderen Labor. Dort war versucht worden, die Fe!!-
Chelat-Reduktase mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion
wegen Homologien zu Fe"-Chelat-Reduktasen aus Hefe zu
klonieren. Bei dieser Technik wurden chemisch synthetisierte
Oligonucleotide, die aus konservierten Bereichen der ge-
wiinschten Sequenz abgeleitet wurden, als Startmolekiile fiir
eine enzymatische Amplifikation aus dem Arabidopsis-Ge-
nom eingesetzt.['%
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Tatsédchlich konnte ein Teil eines Arabidopsis-Gens ampli-
fiziert werden, das die vermeintliche Reduktase kodiert. Das
vorausgesagte Protein ist unter anderem homolog zu der
NADPH-Oxidase aus Phagozyten beim Menschen. Dieses
Enzym katalysiert die Reduktion von O, zu O,~, wobei ein
Elektron durch die Zellmembran geschleust und auf O,
iibertragen wird. Das Arabidopsis-Protein hat hydrophobe
Bereiche, die fiir eine Lokalisierung in der Membran spre-
chen. Auf der cytosolischen Seite befinden sich Anheftungs-
stellen fiir die Elektronendonoren NADH und den Cofaktor
FAD (Abbildung 3). In dem Bereich des Molekiils, der
innerhalb der Membran liegt, befinden sich Bindungsstellen
fiir Hamgruppen, liber die die Elektronen aus der Zelle
transportiert werden.[!'%]

Fe'-Chelatkomplex ——® Fal'+Chelatbildner
auiien
{Rhizosphére)

Cytoplasma- ﬁ
membran ‘f__.d

innen ‘

{Cytoplasma)

‘o

Abbildung 3. Schematischer Aufbau der Fe-Chelat-Reduktase (modifi-
ziert nach Lit. [10]). Auf der cytosolischen Seite befinden sich Anheftungs-
stellen fiir den Elektronendonor NADH und den Cofaktor FAD. In dem
Bereich des Molekiils, der innerhalb der Membran liegt, befinden sich
Histidine (offene Kreise), die als Bindungsstellen fiir die Himgruppen
dienen.

Steht dieses Protein tatsidchlich im Zusammenhang mit dem
Defekt in den frd-Mutanten? Bei einer Transformation des
intakten Fe-Reduktase-Gens aus Wildtyp-Pflanzen in die
frdI-Mutanten werden diese wieder in die Lage versetzt, Fe'!
zu Fe' zu reduzieren. Dariiber hinaus finden sich in den
Reduktase-Genen der drei Mutanten Punktmutationen. So-
mit ist eindeutig gezeigt, dass die frd-Mutationen die Reduk-
tase betreffen, die an der Wurzeloberfliche Fe'-Ionen
reduziert.['"]

2.3. Identifizierung von Komponenten des
Eisenaufnahmesystems durch funktionelle
Komplementation in Hefe

Wie gelangt das Fe', das durch diese Reduktion entsteht,
letztlich in die Zelle? Zur Identifizierung von Proteinen, die
den Eisentransport bewerkstelligen, wurde die Technik der
funktionellen Komplementation in Hefe eingesetzt (Abbil-
dung 4). Dabei wurde eine Hefemutante verwendet, bei der
zwei Fell-Transportsysteme defekt sind. Diese Hefe wichst in
einem Medium mit geringem Eisengehalt schlecht und bildet
nur kleine Kolonien.'l In die Mutante wurde eine Vielzahl
von Arabidopsis-Genen eingefiihrt. Kolonien, die danach
besser wachsen und einen grofSeren Durchmesser haben,
sollten ein Arabidopsis-Protein exprimieren, das die Fe'-
Aufnahme vermittelt.
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@ Hefemutante mit Defekt im
Fe" Aufnahmesystem

Hefekolonie, die ein Gen
fir ein Eisentransportprotein
aus Arabidopsis exprimigrt

Abbildung 4. Identifizierung eines Eisentransportproteins aus Arabidop-
sis thaliana durch funktionelle Komplementation in Hefe. Eine Hefemu-
tante, in der zwei Fe'l-Transportsysteme defekt sind, bildet auf Medium mit
geringem Eisengehalt kleine Kolonien. Mutanten, die nach dem Einfiihren
von Arabidopsis-Genen ein Protein zur Fe''-Aufnahme exprimieren, bilden
groBe Kolonien.!'!]

Auf diese Weise wurde das erste Arabidopsis-Gen fiir ein
putatives Eisentransportprotein IRT1 (IRT =iron regulated
transporter) isoliert.''l Die abgeleitete Aminosiuresequenz
lasst auf ein Membranprotein mit acht Transmembrandoma-
nen schlieBen. Die Sequenz zeigt keine Homologie zu den
Eisentransportproteinen aus der Hefe oder dem Bakterium
Escherichia coli. Es handelt sich um den Prototyp einer neuen
Klasse von Transportproteinen.

Die Transporteigenschaften von IRT1 wurden nach hete-
rologer Expression in Hefe getestet. Die Untersuchung der
Aufnahme von radioaktiven Eisenionen in Anwesenheit oder
Abwesenheit von Ascorbat als Reduktionsmittel zeigte, dass
Fel-Ionen das bevorzugte Substrat sind. Somit konnte das
Protein physiologisch tatsdchlich fiir die Aufnahme von Fe!!
verantwortlich sein.'!l Oft werden unter Eisenmangelbedin-
gungen auch andere, zum Teil toxische Ionen, zusammen mit
Eisen vermehrt in die Pflanze aufgenommen. Zum Kliren der
Frage, ob IRT1 weitere Ionen transportieren kann, wurden
verschiedene Ubergangsmetalle auf ihre Fihigkeit getestet,
die Aufnahme von radioaktiven Eisenionen zu inhibieren.['!
Ein zehnfacher Uberschuss von Cd" inhibiert die Fe'-
Aufnahme, wihrend Mn!" und Zn" die Aktivitit von IRT1
erst inhibieren, wenn sie in etwa hundertfachem Uberschuss
vorliegen. IRT1 transportiert also auch Mangan, Zink und
toxische Metalle wie Cadmium in die Pflanze.

Durch gezielte Mutagenese im IRT1-Protein konnte die
Bedeutung einzelner Aminoséduren fiir die Aufnahme be-
stimmt werden.'”l Ein Austausch von drei Histidinresten
sowie eines Glutaminsdurerests gegen Alaninreste verhindert
die Aufnahme aller Ionen. Diese ausgetauschten Aminosiu-
ren binden vermutlich wahrend des Transports das Substrat.
Die Mutation von Glutamat 103 eliminiert die Fiahigkeit, Zink
zu transportieren, beeinflusst aber die Aufnahme von Eisen,
Mangan und Cadmium nicht. Die Mutation von Aspartat 100
eliminiert die Fahigkeit, Eisen und Mangan zu transportieren.
Die Mutation von Aspartat136 eliminiert ebenfalls die
Fihigkeit, Eisen und Mangan zu transportieren und schrankt
die Aufnahme von Cadmium stark ein — es wird fast
ausschlieBlich Zink transportiert.

Damit ist ein erster Schritt fiir eine gezielte Anderung des
Metallprofils eines Transportproteins getan, das Ionen aus
dem Boden in die Pflanze schleust. Ein solches modifiziertes
Transportprotein konnte letztlich dazu verwendet werden,
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den Mineralgehalt von Pflanzen zu manipulieren, sodass
letztere spezifisch Kationen wie Eisen akkumulieren, aber
toxische Kationen wie Cadmium nicht.

Interessanterweise wurde kiirzlich ein weiteres Eisentrans-
portprotein, IRT2, bei Arabidopsis identifiziert, das mit IRT1
verwandt ist.'¥l Im Test mit der Hefemutante fiihrt es zur
Aufnahme von Eisen und Zink, nicht aber von Mangan und
Cadmium. Die Expression des IRT2-Gens in den duflersten
Zellschichten der Wurzel sowie den Wurzelhaaren deutet
darauf hin, dass IRT2 an der Aufnahme von Eisen aus dem
Boden beteiligt ist.["’]

3. Strategie II: Eisen wird durch Chelatbildung
verfiighar

Griser, z.B. Gerste, Mais und Hafer, verfolgen die Strate-
gie II. Sie basiert auf dem Prinzip der Chelatbildung. Hierbei
wird die Neigung des Eisens genutzt, koordinative Bindungen
einzugehen und Komplexe zu bilden. Bei Eisenmangel
werden von den Pflanzen Chelatbildner mit sechs Donor-
stellen synthetisiert und freigesetzt, die Fe"" aus den schwer-
loslichen Komplexen im Boden herauslosen und binden
konnen.? 3 Diese Chelatbildner werden als Phytosiderophore
bezeichnet, in Anlehnung an die Eisenaufnahmesysteme von
Mikroorganismen, welche als Siderophore bezeichnete Eisen-
chelatbildner freisetzen.'! Die Komplexe des Eisen mit den
Phytosiderophoren werden {iiber spezielle Transportsysteme
in die Wurzelzellen aufgenommen (Abbildung 5).[")

Rhizodermis der Pilanze Rhizosphare (Boden)

r
Cytoplasma | Zell-
membran

Met

i
NA

PSs — \— Phytosiderophore

Phyto- ) .
sidero- Fe"-Phytosidaro-
phoren- phoren-Komplax
Komplex

Abbildung 5. Elemente der Strategie Il (in Anlehnung an Lit. [S]).
Gezeigt ist die duBerste Zellschicht der Wurzel, die Rhizodermis, und die
unmittelbare Umgebung des Bodens, die Rhizosphire. Die Griser
reagieren auf Eisenmangel mit einer vermehrten Synthese von Phytoside-
rophoren (PS), die von Methionin ausgeht und die nichtproteinogene
Aminosdure Nicotianamin (NA) als Zwischenstufe hat. Die Phytosidero-
phore werden in die Rhizosphire freigesetzt und binden dort Fe. Die
Fe-Phytosiderophoren-Komplexe werden iiber spezifische Transportpro-
teine in die Zellen der Wurzeloberfldche aufgenommen.

Die Menge der freigesetzten Phytosiderophore korreliert
mit der Toleranz einer Pflanze gegeniiber Eisenmangel.
Gerste zeigt eine hohe Resistenz gegen Eisenmangel, wih-
rend Reispflanzen, die sehr wenig Phytosiderophore freiset-
zen, sehr empfindlich auf Eisenmangel reagieren (Abbil-
dung 6).55 1]
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Freisetzung von Phytosidero-
phoren (relative Einheiten)

Gerste Hafer Mais Hirse Reis

Zunehmende Empfindlichkeit gegeniiber Eisenmangel

Abbildung 6. Korrelation zwischen Freisetzung von Phytosiderophoren
und der Toleranz einer Pflanze gegeniiber Eisenmangel (modifiziert nach
Lit. [5]). Schwarzer Balken: Anzucht ohne Eisen; grauer Balken: Anzucht
mit Eisen. Gerste zeigt eine hohe Resistenz gegen Eisenmangel, wihrend
Reispflanzen, die sehr wenig Phytosiderophore freisetzen, sehr empfind-
lich auf Eisenmangel reagieren.

3.1. Biosyntheseweg der Phytosiderophore

Phytosiderophore werden gebildet, wenn in der Zelle zu
wenig Eisen vorliegt. In diesem Fall werden die Biosynthe-
seenzyme aktiviert. Die Biosynthese (Schema2) geht von
Methionin aus, das zunichst unter Aufwendung von ATP zu

COOH ¢O0 COO” COOH
S A sam 23 NH
—_— —_— +
HSC, NH2 NH 2
Methionin Nicotianamin
¢O0 COO~ COOH
NAAT
— *NH “NH, o —
3"-Ketosaure
00 COO/'\ACOOH GO0 COO"  COOH
+NMNH2 OH — N *NMH
OH

2' - Desoxymugineinsaure

Schema 2. Biosynthese der Phytosiderophore (nach Lit. [17-19]).
SAM = S-Adenosylmethionin; NAS =Nicotianaminsynthase; NAAT=
Nicotianaminaminotransferase.

Mugineinsaure

S-Adenosylmethionin umgesetzt wird.'* '8! Durch Polymeri-
sierung von drei Molekiilen S-Adenosylmethionin mittels
Nicotianaminsynthase entsteht die Aminosdure Nicotiana-
min. Die Nicotianaminsynthase konnte aus Gerste isoliert
und anschlieBend kloniert werden. Es handelt sich dabei um
ein neuartiges Protein."”] Nicotianamin wird durch eine von
Nicotianaminaminotransferase katalysierte Transaminierung
in die Ketoform umgewandelt und diese zu 2'-Desoxymugi-
neinsdure reduziert.?’! Mithilfe der sechs funktionellen Grup-
pen konnen Fe-Ionen als Chelatkomplexe gebunden wer-
den. Aus 2'-Desoxymugineinsdure entstehen durch Einfiihren
weiterer Hydroxygruppen speziesspezifische Mugineinsédure-
derivate, die kollektiv als Phytosiderophore bezeichnet wer-
den.”!! Die zusitzlichen Hydroxygruppen kénnen die Stabili-
tit der Fe''-Chelatkomplexe erhohen.?

Nicotianamin konnte in allen untersuchten Pflanzen nach-
gewiesen werden. Beispielsweise gibt es unter den Pflanzen,
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die die Strategie I verfolgen, eine Mutante der Tomaten, die
Eisenmangelsymptome zeigt, weil sie kein Nicotianamin
synthetisieren kann. Man nimmt an, dass Nicotianamin bei
diesen Pflanzen eine Rolle beim Transport von Eisenionen
spielt. Die Mutation ist hier auf einen Defekt der Nicotian-
aminsynthase zuriickzufiihren.”’l Dagegen kommen die nach-
folgenden Reaktionen nur in Getreidepflanzen vor. Der
Aminogruppentransfer durch die Nicotianaminaminotransfe-
rase ist also der entscheidende Schritt, der Griaser von den
anderen Pflanzen unterscheidet.

3.2. Identifizierung des Aufnahmesystems fiir die Fe"'-
Phytosiderophor-Chelatkomplexe

Wihrend Pflanzen, die die Strategie I verfolgen, Fe' zum
wesentlich besser 16slichen Fe!' reduzieren und dieses iiber
spezielle Transportproteine wie IRT1 aufnehmen, nehmen
Pflanzen die die Strategie II verfolgen, Fe'' in Form von
Komplexen mit den Phytosiderophoren auf.P! Kiirzlich gelang
die Identifizierung eines speziellen Aufnahmesystems fiir die
Fe-Phytosiderophore mithilfe der Yellow-Stripe-Mutante
beim Mais, deren Blitter gelb gestreift erscheinen: Die
Chlorophyllsynthese ist beeintrédchtigt, da die Mutante keine
Fe!''Phytosiderophore aufnehmen kann und deshalb unter
Eisenmangel leidet.”! Die Mutation ist durch Insertion des
Transposons Ac (Ac = Aktivator) in ein fiir die Eisenaufnah-
me essentielles Gen verursacht. Transposone sind DNA-
Sequenzen, die ihre Position im Genom veridndern konnen.
Mit eben diesem Transposon als Sonde konnten die Forscher
das betroffene Gen isolieren. Es kodiert ein Protein mit 12
Transmembrandoménen. Um seine Rolle bei der Eisenauf-
nahme zu untersuchen, verwendeten die Forscher die bereits
erwihnte Hefemutante, die kein Eisen aufnehmen und daher
bei Eisenmangel nicht wachsen kann. Bringt man in dieser
Hefemutante das YS7-Gen aus Mais zur Expression, kann die
Mutante in Fe-2'-Desoxymugineinsdure wachsen. Dies
spricht dafiir, dass YS1 ein Transportprotein fiir die Fe!!-
Siderophore kodiert.’!

4. Zusammenfassung und Ausblick

Pflanzen und Griser, die die Strategie II verfolgen, reagie-
ren auf Eisenmangel mit der Synthese von Phytosideropho-
ren, die als sechszdhnige Liganden Fe! komplexieren. Fel!l-
Phytosiderophore werden durch spezifische Transportsyste-
me aufgenommen.™ Alle anderen Pflanzen pumpen ver-
mehrt Protonen in den Boden, um Fe''-Ionen freizusetzen,
die als Substrat fiir die Fe™-Chelat-Reduktase dienen. Das
Produkt Fe wird iiber ein Transportsystem wie IRT1 aus
Arabidopsis in die Wurzelzellen aufgenommen.'!l Diese
Strategie I wird durch den hohen pH-Wert in kalkhaltigen
Boden wegen der geringen Loslichkeit von Fe! stark er-
schwert. Dagegen ist die Aufnahme der Eisen-Phytosidero-
phor-Komplexe viel weniger vom pH-Wert abhéngig. Deshalb
konnen viele Graser auf kalkhaltigem Boden gedeihen, aus
dem Pflanzen, die die Strategie I verfolgen, nur wenig Eisen
aufnehmen konnen.
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Welche Folgerungen ergeben sich aus diesem Fortschritt
beim Verstdndnis der Eisenaufnahme in die Pflanze fiir die
menschliche Erndhrung? Unter den ernidhrungsbedingten
Mangelerscheinungen steht der Eisenmangel an erster Stel-
le.?’I Da ein GroBteil der Bevolkerung den Eisenbedarf iiber
pflanzliche Nahrung deckt, konnte ein gezieltes Erhohen des
Eisengehalts von Nutzpflanzen dem Eisenmangel abhelfen.
Eine Voraussetzung fiir eine Manipulation des Eisengehalts ist
ein Gesamtbild iiber die Verteilung des Eisens in der Pflanze.

Aufzukldren bleiben noch die Details der Transportmecha-
nismen, die Eisenionen in der Pflanze und innerhalb der Zelle
auf die einzelnen Organellen verteilen. Der Regulations-
mechanismus zum Ein- und Ausschalten derjenigen Gene, die
an der Aufnahme, Verteilung und Speicherung des Eisens
beteiligt sind, ist ebenfalls unbekannt.

Eine Erhohung des Eisengehalts in einer Form, die letztlich
fiir die menschliche Erndhrung niitzlich ist, setzt eine Eisen-
akkumulation in den Pflanzenorganen voraus, die der Erndh-
rung dienen. Will man die Aufnahme von Eisen steigern,
indem man in transgenen Pflanzen mehr Transportproteine
exprimiert, muss gleichzeitig die Aufnahme von unerwiinsch-
ten Ionen wie Cd" vermieden werden. Ein anderer Prozess,
bei dem die Aufnahme toxischer Metallionen erwiinscht ist,
ist die so genannte Phytoremediation, die Reinigung metall-
verseuchter Boden und Gewisser mithilfe metallakkumulie-
render Pflanzen.’! In diesem Fall sollen die Pflanzen die
Metalle nach der Aufnahme in die Wurzeln nicht weiter in
den Spross transportieren, um die Menge der zu entsorgenden
Pflanzenmasse gering zu halten. Ansatzpunkte fiir beide
Anwendungen liefern die in diesem Beitrag beschriebenen
Experimente mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana.

Mein Dank gebiihrt Dr. Hans-Martin Fischer, Dr. Marcel
Bucher und Prof. Nikolaus Amrhein fiir zahlreiche Dis-
kussionen, Stephan Lange und Christoph Lippuner fiir die
kritische Durchsicht des Manuskripts und Dr. Dieter Rubli fiir
seine Hilfe bei der Fertigstellung der Abbildungen.
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