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1 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die Phosphoraneignung der Kartoffel ist gering, es existieren jedoch genotypische
Unterschiede. Die mikro-RNAs miR399 und miR827 spielen eine wichtige Rolle im P-
Signaling. Im Anschubprojekt wurde untersucht, ob sich Kartoffel-Genotypen mit
unterschiedlichen P-Aneignungseffizienzen in der Expression der mikro-RNAs unterscheiden
und ob diese mikro-RNAs eine Rolle bei der P-Aneignung der Kartoffel spielen. Dazu wurden
zwei Kartoffel-Genotypen mit unterschiedlicher P-Aneignungseffizienz mit und ohne
Phosphatzufuhr angezogen. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Expression der mikro-
RNAs miR399 und miR827 in Blattern und Wurzeln sowie die wurzelassoziierte
Phosphataseaktivitat gemessen. Die Phosphataseaktivitdt war ohne Phosphatzufuhr zum
ersten Messzeitpunkt nach zwei Wochen signifikant erhéht, die mikro-RNA-Expression in
den Wurzeln nach drei Wochen. In den Blattern wurde keine durch P-Mangel ausgeloste
Erhohung der Expressionslevel festgestellt. Ein starkes lokales Signal fiir eine Steigerung der
Phosphataseaktivitat (Phosphormangel an den Wurzeln) kdnnte hier das systemische Signal
(erhohte mikro-RNA-Expression) Gberdeckt haben. Ein direkter Zusammenhang zwischen
mikro-RNA-Expression und Phosphataseaktivitdt konnte nicht nachgewiesen werden.
Unterschiede zwischen Genotypen mit unterschiedlichen Phosphor-Aneignungseffizienzen

wurden nicht gefunden.

2 Einleitung und Ziele des Projektes

Die P-Aneignungseffizienz der Kartoffel (Solanum tuberosum) ist im Vergleich zu anderen
Feldfriichten niedrig, das heil3t, ihr Vermogen, Phosphor aus dem Boden aufzunehmen, ist
gering und ihr Diingeranspruch dementsprechend hoch (Rosen et al. 2014).
Kartoffelgenotypen mit unterschiedlichen P-Aneignungseffizienzen wurden in einem
vorherigen P-Campus-Projekt identifiziert. Intraspezifische Unterschiede in der P-
Aneignungseffizienz kdnnen dazu genutzt werden, die molekulare Basis der P-Aneignung der
Kartoffel und mogliche Signalwege fiir eine erhdhte P-Aneignung zu untersuchen.

Mikro RNAs (miRNAs) spielen eine essenzielle Rolle in den P-Signalwegen. Vor allem miR399
wird in P-Mangel-Geweben hoch exprimiert. In Arabidopsis wird sie zu den Wurzeln
transportiert, wo sie PHOSPHATE 2 ausschaltet (Lin et al. 2008). Die daraus resultierende
erhohte Expression von Phosphattransportern fiihrt zu einer erhohten P-
Aufnahmekapazitit. In der Tomate fiihrte eine Uberexpression von Arabidopsis miR399 zu
einer erhéhten Phosphatase-Aktivitat und Protonenausscheidung der Wurzeln, was zu einer
erhohten P-Aufnahme aus dem Boden zur Folge hatte (Gao et al. 2010). Auch Arabidopsis
miR827 wirkt als positiver Regulator der Phosphattransporter-Expression unter P-Mangel

durch den Abbau von NITROGEN LIMITATION ADAPTATION (Lin et al. 2013), wahrend die
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moglichen direkten Ziele von miR827 in Gerste (Hackenberg et al. 2013) und in Reis (Lin et al.
2010) auf eine komplexere Regulation hinweisen. Sowohl miR399 als auch miR827 wurden in
der Kartoffel gefunden (Zhang et al. 2013), aber bisher ist nichts liber ihre Rolle in Reaktion
auf P-Mangel in dieser Art bekannt.

Im Anschubprojekt sollten in Vorbereitung auf einen groReren Projektantrag folgende
Fragen beantwortet werden: Unterscheiden sich die Expressionslevel von miR399 und
miR827, wenn Kartoffelgenotypen mit unterschiedlicher P-Aneignungseffizienz unter P-
Mangel wachsen? Welches ist der optimale Zeitpunkt fir Genexpressionsanalysen in
Kartoffeln bei P-Mangel? Konnte die Expression der mikro-RNAs eine Rolle in der P-

Aneignung Uiber Phosphatasen spielen?

3 Material und Methoden

3.1 Pflanzenanzucht, Ernte und P-Bestimmung

Die Kartoffel-Genotypen Amsel und Russet Burbank wurden in den Grof8 Liisewitzer
Kartoffel-Sortimenten des IPK in vitro in 2 MS-Medium propagiert. Nach etwa drei Wochen
Wachstum wurden die bewurzelten Pflanzen in 3 |-Topfe so in autoklavierten Sand gepflanzt,
dass etwa 1/3 des Sprosses unterirdisch war, und weiter im Gewachshaus kultiviert (20°C,
12/12 h Licht/Dunkel). Die Pflanzen wurden jeden zweiten Tag mit einer Ndhrlosung
gegossen, die entweder 0,5 mM P enthielt oder nicht (5 mM KNOs, 5 mM Ca(NOs),x4H,0, 2
MM MgS04x7H,0, 0,1 mM FeSOQ4x7H-0, 50,3 uM KCl, 25,07 uM H3BOs3, 2,01 uM MnSQO4xH,0,
2,02 uM ZnS04x7H-,0, 0,52 uM CuSO4x5H,0 und 0,50 uM Na;MoQ4x2H,0, 0,5 mM KH,PO4
oder KCl mit pH 5,8). Einmal pro Woche wurden die Topfe mit entionisiertem Wasser
geflutet, um eine Konzentration von nicht gebrauchten Nahrstoffen zu verhindern. Die
Pflanzenhdhe wurde von der Sandoberflache bis zum jlingsten Blatt (> 2 cm Lange)
wochentlich gemessen. Vier Pflanzen wurden pro P-Stufe und Ernte (eine, zwei, drei und
sechs Wochen nach der Pflanzung) in Blatter, Wurzeln, Spross (ober- und unterirdischer Teil)
und — wenn vorhanden — Knollen geteilt. Ein etwa 3 cm langes reprasentatives Stiick Wurzel
wurde bis zur Messung der sauren Phosphataseaktivitat in der jeweiligen Nahrlosung (mit
oder ohne P, max. 3 h) aufbewahrt (Woche 2, 3 und 6). Die verbleibenden Wurzeln wurden
insgesamt (Wochen 1 bis 3) oder teilweise (Endernte) in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C bis zur Extraktion der RNA aufbewahrt, ebenso die Blatter insgesamt (Woche
1) oder nur die drei jingsten Blatter. Bei der Endernte wurden sowohl von den restlichen
Wurzeln als auch von den anderen Pflanzenteilen nach der Trocknung bei 60°C fiir eine
Woche Trockenmassen und die P-Konzentrationen bestimmt.

Zur P-Bestimmung wurden die trockenen Proben fiir 4 h bei 105°C getrocknet und fiir 5 h bei
550°C im Muffelofen verascht. Gesamt-P wurde mit Salzsdure (25%) nach Page et al. (1982)
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extrahiert und mit Optischer Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-

OES, Optima 8300, Perkin Elmer, USA) bei einer Wellenlange von 214 nm bestimmt.

3.2 Messung der Phosphataseaktivitat

Fiir die Messung der wurzelassoziierten sauren Phosphataseaktivitat wurden die
Wourzelstiicke in Natrium-Acetatpuffer (50 mM, pH 5,5) gewaschen und trocken getupft.
AnschlieBend wurden sie fir 1 h in 4,5 ml Natrium-Acetatpuffer (50 mM, pH 5,5) mit 600 pl
para-Nitrophenylphosphat (0,1 %) bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Reaktion wurde mit
0,9 ml NaOH (0,4 M) gestoppt und das durch Phosphataseaktivitdt entstandene para-
Nitrophenol in der Losung photometrisch bei einer Wellenldange von 410 nm mit drei
technischen Replikaten gemessen (Specord 40, Analytik Jena). Die Frischmasse des
Wurzelstiicks wurde bestimmt und Phosphataseaktivitat als entstandenes para-Nitrophenol

pro Gramm Wurzel und Stunde gegen eine Standardkurve mit para-Nitrophenol berechnet.

3.3 Messung der mikro RNA Expression

Gesamt-RNA wurde aus 50-100 mg gefrorenem Blatt- und Wurzelgewebe extrahiert. Das
Probenmaterial wurde in 1 ml peqGold TriFast™ (Peglab, VWR Company) nach
Herstellerinfomationen mit Precelly© Evolution (Bertin Technologies) homogenisiert.
Gesamt-RNA wurde mittels Nanodropmessung (Thermo Fisher Scientific, USA) und die
Qualitat mittels Agarosegel-Elektrophorese bestimmt. Um genomische DNA zu entfernen,
wurden 1 ug der Gesamt-RNA mit DNase | behandelt (RNase-frei, Thermo Fisher Scientific,
USA). cDNA wurde von 0,4 pug RNA transkribiert (RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Dafir wurden 4 pmol stem-loop-
Primer (5-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGGGC-3’ und 5'-
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGTTTG-3’) und 20 pmol
oligo(dT)-Primer pro 20 pl Reaktion genutzt. Quantitative Real-Time-PCR fiir reife miRNA
399a-f und miR827 (3p-Stamm, nach miRbase) und EF1-a (Referenz-Gen) wurde mit zwei
technischen Replikaten in 96 well-Platten durchgefiihrt (CFX96™ Real-Time System, BioRad
Laboratories, USA). Das Reaktionsvolumen beinhaltete 10 pul Maxima SYBR Green gPCR
Mastermix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 0,6 pul von jeweils dem Vorwarts-
und Rickwarts-Primer (10 uM, flir EF1-a 5’-CACTTCCCACATTGCTGTAAAG-3’ und 5’-
CTTCAAGAACTTAGGCTCCTTC-3’, fiir miR399 5'-AGAGGTGCCAAAGGAGAGC-3’ bzw. fir
miR827 5’-GCCGCCTTAGATGAACATCAA-3’ als Vorwarts-Primer und 5’-
CAGTGCAGGGTCCGAGG-3’ als universeller Riickwarts-Primer), 3,8 ul Nuklease-freies DEPC-
behandeltes Wasser (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) und 5 pl cDNA-L6sung (1:10 verdiinnt).
Das Programm bestand aus einer initialen Denaturierung bei 95°C (3 min), 40 (fur EF1-a)

oder 45 (fiir miR399 und miR827) Zyklen bei 95°C fiir 10 s, 57°C fiir 30 s und 72°C fiir 60 s.
3
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Eine finale Schmelzkurvenanalyse von 57°C bis 95°C mit 57°C fiir 30 s und 0,5°C pro 5 s
steigendem Temperaturgradienten wurde fir die Kontrolle der Primerspezifitdat genutzt. Um
die Primereffizienz zu berechnen, wurden die Originaldaten in LinRegPCR version 2017.0
(Ruijter et al. 2009) geladen. Die mittlere Effizienz fir jedes Primerpaar wurde Uber alle
Proben pro Gen nach Grundliniensubtraktion berechnet. Cg-Werte wurden mit einer
Fluoreszenzschwelle von 180.3 berechnet. Relative Werte fiir jede Probe wurden gegen EF1-

a als Referenzgen ermittelt.

3.4 Statistische Analysen

R (Version 3.3.2, R Core Team 2016) wurde fiir alle statistischen Analysen genutzt. Original-
oder transformierte Daten wurden fir zweifaktorielle ANOVA und Tukey’s HSD als Posthoc-
Test verwendet. Residuen wurden visuell auf Normalverteilung und Varianzhomogenitat
Uberprift und Originaldaten bei Bedarf logarithmiert. Mittelwerte wurden als signifikant

verschieden angesehen, wenn der p-Wert unter 0,05 lag.

4 Ergebnisse

Amsel und Russet Burbank als effizienter und nicht-effizienter Genotyp waren ohne
Phosphatgaben nach sechs Wochen Wachstum in Sand signifikant kleiner (p < 0,001, Abb.
1A). Amsel hatte geringfligig hohere Trockenmassen beim Wachstum ohne P als Russet
Burbank (Abb. 1B). Die Wurzel-Phosphataseaktivitdat war ab der ersten Probennahme zwei
Wochen nach Pflanzung bis zur letzten Probenahme signifikant unterschiedlich zwischen den
beiden P-Stufen (p < 0,005), jedoch nicht verschieden zwischen den beiden Genotypen (p >
0,05). Die Phosphataseaktivitat der Pflanzen mit Phosphat verringerte sich leicht von Woche
2 zu Woche 6 von 3,5 mg pNP (g Wurzel)™ h™* zu 2,2 mg pNP (g Wurzel)™ h}, wahrend sie bei
Pflanzen ohne Phosphatzufuhr konstant bei etwa 6 mg pNP (g Wurzel)* h™! lag (Abb. 1C). Die
Expression der reifen miR399 in den Wurzeln war nach ein und zwei Wochen Wachstum in
Sand bei allen Pflanzen gering und unterschied sich nach drei Wochen signifikant zwischen
den Pflanzen mit und ohne Phosphatdiingung (p < 0,001) (Abb. 1D).
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Abb. 1: (A) In vitro propagierte Kartoffelgenotypen in Sand, bewassert mit Nahrlésung mit
oder ohne Phosphat und (B) Pflanzentrockenmasse nach sechs Wochen (MW # SD, n=4); (C)
saure Phosphataseaktivitat an den Wurzen (MW, n=3) und (D) miR399 Expression relativ zu
EFla Expression (MW, n=3). Verschiedene Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede
pro Pflanzenteil (ober- oder unterirdisch) bzw. Zeitpunkt (ANOVA und Tukey’s HSD, p<0,05);
ns: nicht signifikant.

Die Expression der mikro RNA 827 in Wurzeln folgte einem dhnlichen Muster mit weniger
starken Unterschieden im Zeitverlauf und zwischen den P-Stufen (Abb. 2B). Die Expression in
Blattern zeigte kein eindeutiges Muster oder Unterschiede zwischen Genotypen oder P-
Stufen (Abb. 2C und 2D). Die Phosphoraufnahme und Verteilung in der Pflanze (Abb. 2A)
folgte weitgehend der Biomasseverteilung (Abb. 1B) mit mehr Phosphor in den schon
gebildeten Knollen von Amsel und mehr Phosphor in der oberirdischen Biomasse bei Russet
Burbank bei Wachstum mit Phosphat. Beim Wachstum ohne Phosphat unterschied sich die
P-Aufnahme nicht signifikant zwischen den beiden Genotypen (Abb. 2A).
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Abb. 2: (A) P-Aufnahme in mg pro Pflanze von in vitro propagierten Kartoffelgenotypen in
Sand, bewdssert mit Nahrlosung mit oder ohne Phosphat fiir sechs Wochen (MW + SD, n=4);
(B) mikro-RNA-Expression relativ zu EF1a von miR827 in Wurzeln, (C) miR399 in Blattern und
(D) miR827 in Blattern (MW, n=3). Verschiedene Buchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede pro Pflanzenteil bzw. Zeitpunkt (ANOVA und Tukeys HSD, p<0,05); ns: nicht
signifikant.

5 Diskussion

Die wurzelassoziierte saure Phosphataseaktivitdt war in Pflanzen ohne Phosphatdiingung
erhoht bevor die miR399-Expression in Wurzeln sich erhohte und stieg nicht weiter an. Auch
Zimmermann et al. (2004) hatten erhohte sekretierte Phosphataseaktivitat an
Kartoffelwurzeln des Genotyps Désirée bei Phosphormangel gefunden. In Arabidopsis wird
die Aktivitat der Phosphatase mit dem groRten Anteil an wurzelassoziierter Aktivitat
(AtPAP10) vor allem durch lokale Signale, d.h. Phosphatmangel an der Wurzel, kontrolliert
und ist unabhangig vom P-Status der gesamten Pflanze. Die Transkription stieg dabei bereits
zwei Stunden nach dem Transfer der Pflanzen auf Medium mit geringem P-Gehalt (Zhang et
al. 2014). Transgene Tomaten, die Arabidopsis miR399d (iberexprimierten, hatten eine
hohere sekretierte Phosphataseaktivitat als Wildtypen in Nahrldsung mit und ohne Phosphat

(Gao et al. 2010). In unserem Versuch konnte ein starkes lokales Signal ein spateres

6



LEIBNIZ-
WISSENSCHAFTSCAMPUS

< PHOSPHORFORSCHUNG
ROSTOCK

systemisches Signal maskiert haben. Ein Vergleich von zwei Genotypen in dieser Studie
zeigte keine Unterschiede in Phosphataseaktivitat und miR399 Expression. In Mais zeigte
sich, dass P-Mangel-tolerante Genotypen hohere (Gaume et al. 2001; Jiang et al. 2017) oder
friihere (Du et al. 2016) Wurzel-Phosphataseaktivitat unter P-Mangel hatten als sensitive
Genotypen. Die in vorherigen Versuchen als P-effizient und ineffizient klassifizierten
Genotypen Amsel und Russet Burbank zeigten in diesem Versuch jedoch auch keine
signifikanten Unterschiede in Gesamtbiomasse und -P-Aufnahme und dementsprechend in
ihrer P-Effizienz. Die Hochregulierung der Expression von miR827 in P-Mangel-Geweben
einiger Pflanzen ist bekannt (Chiou and Lin 2011). In dieser Studie zeigte sich in Wurzeln und
Blattern eine Expression ahnlich der zu miR399. Fiir beide mikro-RNAs zeigte sich jedoch

keine Hochregulierung in den Blattern der Kartoffel in der P-Mangelvariante.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass sich die mikro-RNA-Expression in den Wurzeln
zwar nach drei Wochen Phosphormangel erhohte, es liel8 sich jedoch kein funktionaler
Zusammenhang zur Phosphataseaktivitdt nachweisen, da diese bereits vorher angestiegen

war.
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