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Zusammenfassung — Summary

Der Phosphoraufnahme aus organisch gebundenem Phosphor
(Porg) geht dessen Hydrolyse voraus. Sowochl Mikroben als auch
Pflanzen besitzen Phosphatasen, die fir die Nutzung des P,
wichtig werden, wenn diec B&den niedrige Gehalte an anorgani-
schem Phosphat besitzen. Das konnte ein Grund dafiir sein, daB
Nﬁhrstoffdufnah.mcmodelle in"'denen d’ié' PMobilisieruno durch
Zu medng prognmtlemen. Deshalb sollte die Aktivitit saurer
Phosphatasen (P,,,) an intakien Wurzeln niher untersucht werden.
Folgende Fragen galt es zu beantworten: I. Folgt die Kinetik der

- wurzelgebundenen sauten Phosphatasen (P,.,) der Michaelis-
Menten- anetik‘? H Mit Welchen der vier gepr“ﬁften Linearisier-
Ead[e/Hofstee, E1senthaJ/Comls],1 -Bowden) lassen sich plau31ble
Werte fiir V. und K, ermitteln? IfI. Hat die P-Emihrung einen
EinfluB auf die Kinetik-Parameter? Dazu wurden Zuckerriiben-
pflanzen in Nihrlosungen bei 1 bzw. 100 pM P angezogen.
Die P,-Aktivitit wurde mitiels p-Nitrophenylphosphat (25 bis
15000 UM p-NPP) bei pH 5 an intakten Wurzeln gemessen und die
Viax-Werte pro m Wurzelldnge (WL) berechnet.

Die Kinetik der sauren P,., folgt prinzipiell der Michaelis-
Menten-Kinetik. Die Transformation nach Eadie/Hofstee bzw. die
Auswertung nach Eisenthal u. Cornish-Bowden legt die Existenz
von mindestens zwei Enzymen bzw. Enzymsystemen nahe (P,..1,
P,s.2). Folgende Kinetikparameter wurden ermiittelt:

P,se1: P-arme Pflanzen:

Vinax: 4345 nmol m™ WL min™
P-reiche Pflanzen:
Va7 nmel m ' WL min“, Km: 47-53 UM NPP.

Ps.n: P-arme Pflanzen:

Vinax! 230293 nmol m~' WL min™,
NPP;

P-reiche Pflanzen:

Vinax? 123-171 amol m™' WL min™!, K.,
NPP .

m:'f:§_1~37 u.M NPP;

K 1579-3845 uM

: 30277000 UM

eine geringere Affinitit zu P, und eine gen‘ngere Hydrolyseratc

von P Fiir die P-Ernidhrung; der Pﬂanzen duxfue die P, die

groBere Rolle spielen.

Einleitung

Die Gehalte von Boden an organisch gebundenem
Phoonhor kFoannen heachtlich hach cetn (DAalal 1Q77)

Determination of kinetic parameters of acid
phosphatases in intact sugar beet roots of
variable phosphorus nutrition

Organically bound phosphorus has to be hydrolysed before its P
can be taken up by plants. Both microbes and plant roots possess
phosphatases, which could be of importance especially in soils with
low concentrations of inorganic phosphorus in the soil solution.
This could be the reason why nutrient uptake models underestimate
the P-uptake by plants when P-mobilization by the phosphatases of
roots is not taken into consideration. Therefore the acuv:lty of ac}.gi
phosphatases (P,.) was determined to answer the following
questions: 1) To which extent does the root bound acid phosphatase
(P.s.) follow Michaelis-Menten kinetics? 2) By which of the four
linear transformations of the Michaelis-Menten equation (Line-
weaver/Burk, Hanes, Eadie/Hofstee,. Eisenthal/Cornish-Bowden)

can plausible values of V. and K, be determined? 3) Which

effect has the P nutrition of the plant on these kinetic parameters?
Sugar beet plants were grown in full nuirient solution containing 1
and 100 uM P respectively. The Py, activity of the intact roots was
measured at pH 5 using p-fitrophenylphosphate (25-15000 UM p-
NPP). V..« values were calculated per m root length. Acid
phosphatase activity principally followed Michaelis- Menten
kinetics. Transformations and calculations of ’Vmax and K., after
Eadie/Hofstee and Bisenthal/Cornish-Bowden suggested the exis-
tence of at least two enzyme systems (Pu., Page2). The following
kinetic parameters were found:
Puse1: P deficient plants:
- Vimax: 43-45 nmol m™
P sufficient p}ants
Voe: 7 nmol m™! min™!, . Ky 47-53 uM NPP.
Paea: P deficient plants:
Vinax! 230293 nmiol m™ mi
P sufficient plants: -
Viax: 123-171 nmol m™ mm , Kt 3027-7000 uM NPP.
Thus plants with sufficient P nutrition have a Jower affinity to Py, and
a lower hydrolysis of P, For P nutrition of crops P, might be the
most important -enzyme.
Key words: sugar beet roots / kinetic of acid phosphatase / P nutrition /
phosphatase activity

! min™!, Ko.: 31-37 uM NPP;

K 1579-3845 pM NPP;

Fiir die Pflanzen ist aber in erster Linie der in der
Bodenlosung geldste Phosphor (P) entscheidend, das gilt

fir PO4-P (P);, wie fiir organisch gebundenen Phosphor
Fan) N\ A e~ i A A AlrAawlatAdAA
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1993; Chardon, 1995; Georges, 1998), in Bbden mit
hohen Giillegaben sogar bis 100 UM (Theilen, 1992).
Dabei wird Py, in der Bodenlosung dhnlich gepuffert wie
Py (Seeling, 1993). Das bedeutet, dal auch die P,
Frakiion wichtige Voraussetzungen fiir die P-Aufnahme
durch die Pflanze erfiillt. Tatsdchlich sind die Pflanzen in
der Lage, organische P-Verbindungen wie z.B. Amido-
phosphate und Ethylesterphosphate als unzersetzte Mole-
kiile aufzunehmen und in die Sprosse zu verlagemn (Rimer
et al, 1978). Die Aufnahme solcher P-Verbindungen
erfolgt jedoch anders als bei P; stoffwechselunabhingig
mittels passiver Mechanismen (Romer und Schilling,
1984). So findet eine fiir die Pflanze relevante P-
Aufnahme aus solchen organischen Verbindungen nur bei
hohen Aufienkonzentrationen und hohen Transpirations-
raten statt. Wenn diese P-Verbindungen aber an der
Wurzeloberflache zu P; hydrolysiert werden, kann dieser
P; unabhéngig von der Transpiration der Pflanze auch bei
niedrigen Konzentrationen effektiv aufgenommen werden.
Der Hydrolyseproze8 des P, spielt vermutlich bei
Bedingungen geringer Pi-Konzentrationen in der Bodenlo-
sung eine groBere Rolle als bei hoher P-Versorgung der
Béden, denn bei nicht ausreichender P-Versorgung zeigen
Pflanzenwurzeln erhohte Aktivitdten saurer Phosphatasen
(McLachlan, 1980; Dracup et al., 1984; Beifiner und
Rémer, 1999). AuBerdem nahmen z.B. Zuckerriiben bei
geringer P-Versorgung mehr P aus dem Boden auf, als
mittels P-Aufnahmemodell berechnet wurde (Claassen et
al.,, 1991). Bei hoher P-Versorgung gab es diese Dis-
krepanz nicht. Das kann ein Hinweis sein, daB die
Pflanzen bei P-Mangel verstirkt P, nutzen. Werte fiir
die P ,-Konzentration und dessen Hydrolyserate gehen in
das Modell nicht ein. Kennt man einerseits die P;-
Influxraten von Wurzeln (Claassen et al.,, 1991) und
andererseits Hydrolyseraten der Wurzeln in Abhingigkeit
vom Angebot an P, (Substratkonzentration), so wiren
Abschitzungen iiber das Potential der Wurzeln zur P-
Aufnahme aus P, moglich. Es war deshalb das Ziel der
Untersuchungen, die Kinetik saurer Phosphatasen (pH S)
intakter Zuckerribenwurzeln bei unterschiedlicher P-
Emidhrung (1 bzw. 100 uM) ndber zu untersuchen und
fiir die Gesamtheit der sauren Phosphatasen der intakten
Wurzeln V,,,x- und K,-Werte zu ermitteln. Hierzu wurden
drei lineare Transformationen der Michaelis-Menten-
Kinetik (Lineweaver/Burk, 1934; Hanes, 1932; Eadie,
1942) und die direkte Linearisierung nach Eisenthal und
Cornish-Bowden (1974) verwendet.

Material und Methoden

Anzucht der Pflanzen

Die Anzucht der Zuckerriiben (cv. Reka) erfolgte in Nihrlgsungen in der
Klimakammer unter kontrollierten Bedingungen bei einems Tag-/Nacht-
Rhythmus von 16/8-Stunden, einer Temperatur von 20%15°C und einer
relativen Luftfenchte von 70%, hierbei betrug die photosynthetisch aktive
Strahlung wihrend der Tag-Periode 250 pE m 57!, Das Saatgut wurde
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zunichst in Fliefpapier vorgekeimt, wobei nach ca. 1 Woche einheitlich
entwickelte Pflanzer in NihrlosungsgefiBe iiberfithrt werden konnten.
Die Konzentration an P in der Nihrlosung war mit 1 bzw. 100 uM P
stark differenziert, so daf eine physiologisch unlerschiedliche Reaktion
der Pflanzen erwartet werden konnte. Andere Makro- und Mikronahr-
elemente wurden nach Jungk und Barber (1974) verabreicht. Die
Kultivierong der Pflanzen erfolgte in 3L-GefiBen mit beliifteter
Nahrlosung, die tiglich gewechselt wurde. Die Bestimmung der
Wurzelphosphataseakltivitdl erfolgte 14 Tage nach dem Umsetzen der
Pflanzen in die Nahrldsungsgefdie, wobei 6 Pflanzen pro Gefa8
angezogen wurden.

Bestimmung der SprofB-P-Gehalte

Das bei 105°C getrocknete und gemahlene Pflanzenmaterial (0,5 g)
wurde mittels Sduregemisch (HNOj3;, HClO4, H,SOy4; Vol.-Verhidltnis
7:2:1; 5 ml) aufgeschlossen und die P-Konzentration spektralphotome-
trisch nach Scheffer und Pajenkamp (1952) bestimmt.

Bestimmung der Wurzellinge

An den Wurzeln haftendes Wasser wurde durch zehnminiitiges
Zentrifogieren bei 1200 U min™" mit einer Tischzentrifuge entfernt. Nach
anschlieBender Bestimmung der Wurzelfrischmasse (WFM) konnte die
Wurzellangenmessung mit der Linien-Schaittpunkt-Methode nach New-
man (1966} vorgenommen werden. Hierzu wurden die Wurzelproben in
0,5 cm lange Stiicke zerschnitten und zwei reprisenlative Unterproben
von 0,2 bis 0,5 g WFM entnommen und auf einem Sieb gleichmiBig
verteilt. Anschlieflend erfolgte die Bestimmung der Wurzelldnge, indem
bei 100-maligem zuofilligem Verschieben des Siebes die Schnittpunkte
zwischen den Wurzeln und einer im Okular des Mikroskops befindlichen
Haarlinie gezahlt wurden. Die Wurzellange der Unterprobe konnte dann
nach Einsetzen der gefundenen Werte in die folgende Gleichung
errechnet werden:

Ly=(MN-F-m/(2 n-H

Hierbei ist Ly = Wurzellinge (cm), N = Summe der Schnittpunkte aller
Messungen, F = Fliche des Siebes (cm?), n = Anzahl der Zihlungen
(100), H = Linge der Haarlinie (cm).

Bestimmung der Aktivitit der sauren Wurzelphos-
phatasen

Die Phosphataseakiivitit der Zuckerriibenwurzeln wurde in Anlehnung
an McLachlan (1980) und Seeling (1993) bzw. Juma und Tabatabai
(1988) bestimml. Hierbei diente p-Nitropheanylphosphat in 0,1 M Na-
Citrat-Puffer (pH 5,0) als Enzymsubstrat. Die Aktivititsbestimmung
erfolgte in der Klimakammer unter Temperatur- und Beleuchtungsbedin-
gungen wie bei der Pflanzenanzucht. Mit Aluminiumfolie umwickelte
Erlenmeyerkolben dienten als Versuchsgefifle, deren Volumen bzw.
Fiillungsgrad der GroBe des Wurzelsystems angepaft war. Die Wurzeln
intakter Einzelpflanzen wurden zunichst fiir 10 Minuten in die beliiftete
Substrat-Pufferlosung getaucht, nach Ablauf der Reaktionszeit aus der
Losung entnommen und ein Aliquot von 1 ml] der Substratlosung zom
Abstoppen der Hydrolyse mit 5 ml 0,1 M NaOH versetzt. Durch die
Alkalisierang mit NaOH wird das Reaktionsprodukt Nitrophenol in das
gelb gefarbte Nitrophenol-Anion iberfithrt, das sich spektralphotome-
trisch quantitativ (bei 405 nm) bestimmen 14t.

Um die Substratabhiangigkeit der enzymatischen Aktivitit aufzuzeigen,
wurden Substratkonzentrationen von 25, 50, 100, 300, 500, 2000, 4000,
6000, 8000, 10000 und 15000 pM NPP angeboten. Die Konzentration
war auch in der niedrigsten Stufe so gewihlt, daB das Substrat iiber den
Reaktionszeitraum von 10 Minuten nicht vollstandig hydrolysiert wurde.
Fiir jede Substratkonzentration wurden 6 Wiederholungen angeseizt.
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Kinetische Parameter saurer Phosphatasen

Ermittlung von Kinetikparametern

Enzymkinetische Reaktionen kdnnen mit der von Michaelis und Menten
(1913) entwickelten und als Michaelis-Menten-Gleichung bekannt
gewordenen Beziehung mathematisch beschrieben werden.

Vimax - S
yo YmaS M
Ky + S
Es wird deutlich, dal die Geschwindigkeit (v) der enzymatischen
Reaktion von der Substratkonzentration (S), der maximalen Umsatzrate
(Vmax) Und der Michaelis-Menten-Konstanten (Kj,,)) abhingig ist. Um zu
priifen, inwieweit eine vanierte P-Erndhrung die kinetischen Aktivitits-
parameter der sauren Phosphatase verdndert, wurden die V.- und die
K,-Werte bestimmt. Hierzu wurden 4 verschiedene lineare Trans-
formationen der Michaelis-Menten-Gleichung verwendet (siehe Cornish-
Bowden, 1979 und Lasch, 1987):
Lineweaver/Burk-Diagramm (Lineweaver wnd Burk, 1934)

1 Kn 1 1

v . (%) " Ve (2)
v Venax § Vinax

Hanes-Diagramm (Hanes, 1932)

S A K

= ©)
v anﬂx Vmax

Eadie/Hofstee-Diagramm (Fadie, 1942)
v
v=—Kg,- E + Vinax 4)

Direktes lineares Diagramm (Eisenthal und Cornish-Bowden, 1979)

Y

Viaex = — * K + V. (5)
s

Ergebnisse

Die 14tdgige Anzucht der Pflanzen bei variiertem
P-Angebot fiihrte zu P-Konzentrationen in den P-Mangel-
pflanzen (1 UM P) von 2 mg P - ¢ und bei den P-reich
erndhrten Pflanzen (100 UM P) zu 6 mg P - g™! in der
Sprofitrockenmasse.

Abb. 1 zeigt die Kinetik der Wurzelphosphataseaktivitét
der bei einer P-Konzentration von 1 UM angezogenen
Zuckerritbenpflanzen.

Auch ohne angepafite Funktion (Kurve) ist eine klare
Abhangigkeit der Hydrolyserate (v) vom Substratangebot
(S§) zu erkennen, wobei die Hydrolyserate zunidchst steil
ansteigt und sich schlieflich oberhalb von 7500 pM
Substrat asymptotisch einem Maximalwert (V) nahert.
Die NPP-Hydrolyse beschreibt damit eine Sittigungskurve
im Sinpe der Michaelis-Menten-Kinetik. Allerdings ist
eine betrichtliche Streuung der jeweiligen sechs Einzel-
meBwerte bei den verschiedenen Substratkonzentrations-
stufen erkennbar, was fiir die anschlielende lineare
Transformation von Bedeutung ist.

Nachfolgend werden die einzelnen Transformationen zur
Ermittlung von V., und K, der p-NPP-Hydrolyse
vorgestellt. Auf die ausfiihrliche Darstellung der MeBwerte
der bei 100 uM P angezogenen Pflanzen wird hier
verzichtet. Die Resultate dieser Varianten werden in Tab.
1 besprochen.
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Abbildung 1: Abhingigkeit der Hydrolyserate von der Substratkonzentra-
tion (p-NPP) saurer Phosphatasen intakter Zuckerriibenwurzeln bei
Anzucht in Nihriosung mit 1 pM P.

Figure 1: Rate of hydrolysis as a function of the concentration of
nitrophenylphosphate (NPP) by acid phosphatase of intact sugar beet roots
grown in nutrient solution with 1 uM P.

Die Bestimmung von V., und K, durch die verschie-
denen linearen Transformationen fithrt unter idealen
Bedingungen, dh. keinerlei Streuung der MeBwerte je
Substratkonzentrationsstufe und exakter Lage der Mef-
punkte auf einer hyperbolischen Kennlinie zu dhnlichen
Resultaten. Da jedoch reale MeBwerte in der Regel aus
unterschiedlichen Griinden fehlerbehaftet sind bzw. bei

Tabelle 1: Kalkulierte V.- und K;-Werte saurer Phosphatasen von
intakten Zuckerriibenwurzeln, gewachsen in Nahrlgsungen mit 1 bzw.
100 uM P.

Table 1: Calculated V.- and K,-valies of acid phosphatases of intact
sugar beet roots, grown in nutrient solution with 1 or 100 pM P.

vmax Km
Procedure of transformation nmol m™? root length uM NPP
min~
1uM P

Lineweaver u. Burk 100 122
Hanes 256 1720
Eadie/Hofstee

Phosphatase 1 45 37

Phosphatase 2 230 1579
Eisenthal u. Cornish-Bowden

Phosphatase 1 43 31

Phosphatase 2 293 3845

100 uM P

Lineweaver u. Burk 24 261
Hanes 149 4360
Eadie/Hofstee

Phosphatase | 7 53

Phosphatase 2 123 3027
Eisenthal u. Cornish-Bowden

Phosphatase 1 7 47

Phosphatase 2 171 7000
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Abbildung 2: Lineare Transformation der Michaelis-Menten-Kinetik nach
Lineweaver und Burk fiir die Hydrolyse von p-NPP durch Wurzelphos-
phatasen von Zuckerriibe bei Anzucht in Nahrlésung (1 pM P).

Figure 2: Plot of 1/v against 1/S (Lineweaver-Burk or double reciprocal
plot) of acid phosphatase from intact sugar beet roots grown in nuirient
solution with 1 pM P.
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Abbildung 3: Lineare Transformation der Michaelis-Menten-Kinetik nach
Hanes fir dic Hydrolyse von p-NPP durch Wurzelphosphatasen von
Zuckerriibe bei Anzucht in Nahrlosung (1 pM P).

Figure 3: Plot of S/v against S (Hanes plot) of the acid phosphatase from
the intact sugar beet roots grown in nuatrient solution with 1 uM P.

notwendigen MeBwiederholungen Streuungen auftreten,
fihrt die Anwendung der genannten Transformationen,
wie Abb. 2, 3, 4, 5 und Tab. 1 zeigen, zu unterschied-
lichen Ergebnissen.

Bei der in der Biochemie vielfach verwendeten Trans-
formation nach Lineweaver und Burk (Abb. 2) wird der
reziproke Wert der gemessenen Aktivitit gegen den
reziproken Wert der Substratkonzentration aufgetragen.
Infolge der doppelt reziproken Darstellung der Mefwerte
sind die bei niedriger Substratkonzentration gemessenen
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Hydrolyseraten bestimmend fiir den Verlauf der Regres-
sionsgeraden.

Die Werte fiir K, und V., werden durch Umformung
der Geradengleichung ermittelt, wobei die Steigung von
1,217 den Quotienten aus K, uwnd V., darstellt und der
Ordinatenschnittpunkt von 0,01 sich als reziproker Wert
von V.x ergibt. Wesentlicher Nachteil dieser Methode ist
die unterschiedliche Wichtung der MefBwerte und deren
Streaung bei der Umformung in eine Gerade. Hierbei
zeigen, bedingt durch die doppelt reziproke Darstellung
der Mefwerte, die bei niedriger Substratkonzentration
gemessenen Hydrolyseraten eine deutlich ausgeprigtere
Streuung der transformierten Werte als die bei hoher
Substratkonzentration bestimmten Aktivitdten. Eine aus-
reichend genave Ermittlung von V.. und K, durch die
Transformation nach Lineweaver und Burk ist demzufolge
nur bei einer Wichtung streuender Mefiwerte moglich.
Bei der Linearisierung nach Hanes (Abb. 3) erfolgt die
Auftragung des Quotienten aus Substratkonzentration und
Hydrolyserate gegen die Substratkonzentration. Vorteil
dieses Verfahrens gegeniliber der Linearisierung nach
Lineweaver und Burk ist die homogenere Streuung der
transformierten Mefwerte. Die sich aus der Umformung
der Geradengleichung ergebenden Werte fiir V., von 256
nmol m™' Wurzellinge Minute™ und K, von 1720 uM
vermitteln bereits (sieche Abb. 1) den Eindruck relativ
guter Ubereinstimmung mit den MeBwerten.

Da beide Transformationen im vorliegenden Fall stark
abweichende Resultate liefern, bietet die Linearisierung
nach Eadie, den Angaben von Hofstee (1952) zufolge, die
Méglichkeit, zu erkennen, ob die Abweichungen ursach-
lich auf die unterschiedliche Bewertung streuender
MeBwerte durch die genannten Verfahren zurtickzufiihren
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= $ \ ./ K,:37uMNPP
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Abbildung 4: Lineare Transformation der Michaelis-Menten-Kinetik nach
Eadie/Hofstee fiir die Hydrolyse von p-NPP durch Wurzelphosphatasen
von Zuckerriiben bei Anzucht in Nihrlésung (1 UM P).
Figure 4: Plol of v (rate of hydrolysis of p-NPP m™ rootlength min~")
against v/S (Eadie/Hofstee plot) of acid phosphatase from intact sugar beet
roots grown in nutrient solution with | UM P.
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Abbilduug 5: Lineare Transformation der Michaelis-Menten-Kinetik nach
Eisenthal und Comish-Bowden fiir die Hydrolyse von p-NPP durch
Waurzelphosphatasen von Zuckerriiben bei Anzucht in Nahrlésung (I pM
P).

Figure 5: Direct linear plot of v against K, (Eisenthal and Cormish-
Bowden plot) of the acid phosphatase of intact sugar beel roots grown in
nutrient solution with | uM P.

sind oder ob beziiglich der gemessenen Aktivititen eine
kombinierte Wirkung verschiedener Enzymsysteme ange-
nommen werden kann.

Bet diesem in Abb. 4 dargesteliten Verfahren wird die
gemessene Hydrolyserate dem Quotienten aus Hydro-
lyserate und Substratkonzentration gegeniibergestellt. Die
transformierten Mefwerte lassen sich, bedingt durch ihre
punktuelle Verteilung, nicht durch Anlegen lediglich einer
Regressionsgeraden linearisieren. In diesem Fall ist die
Berechnung von zwei Regressionen zweckmiBig. Hierbei
beschreibt die jeweils negative Steigung der Geraden die
K, und der Ordinatenschnittpunkt V,.,. Auf Grund des
Eadie-Hofstee Diagrammes kann angenommen werden,
dal die gemessenen Hydrolyseraten auf die Wirkung
zweier Enzymsysteme (Phosphatase 1 bzw. 2) zuriickge-
fithrt werden kénnen.

Ein ginzlich anderes Verfahren zur Bestimmung von
Vmax Und K, ist die sogenannte direkte lineare Auftragung
nach FEisenthal und Cornish-Bowden (1974). Bei dieser
Methode wird die Michaelis-Menten-Gleichung in eine
Gleichung umgeformt, die V., als eine Funktion von K,
darstellt (Einzelheiten vgl. Lasch, 1987). Abb. 5 gibt die
eigenen Resultate wieder. Hierbei stellt jeder Mef3wert
bzw. jeder Mittelwert aus 6 Wiederholungen je Substrat-
konzentrationsstufe eine Gerade mit der Steigung v/S, dem
Abszissenschnittpunkt-S und dem Ordinatenschnittpunkt v
dar. Tm vorliegenden Fall wurden die Geraden fiir alle 11
NPP-Substratkonzentrationsstufen konstrujert. Im Idealfall
fehlerfreier Meflwerte liefert der gemeinsame Schnittpunkt
aller Geraden im 1. Quadranten die gesuchten Werte fiir
Km und V.. Da die vorliegenden MeBwerte jedoch
fehlerbehaftet sind, respektive die Schnittpunkte der
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Geraden aufgrund des Auftretens von Isoenzymen weit
streuen (siche Abb. 5), ergeben sich 1m konkreten Fall von
11 Messungen maximal 55 [= n - (n-1)/2] Schnittpunkte.
Die Berechnung der Koordinaten des Schnittpunktes
zweler Geraden erfolgt dabei iiber die Schnittpunktglei-
chung:

Vi

K, 12 = (v, — 1)/(§: - S—z) 6)

Vo = 5= s/~ 2] ©
A7
Die Indizes 1 und 2 stehen hierbei fiir die erste, d.h.
niedrigere NPP-Substratkonzentrationsstufe (S;) und die
daber gemessene Wurzelphosphataseaktivitdt (v() bzw. fiir
die zweite, entsprechend hohere NPP-Substratkonzentra-
tion (S,) und Aktivitit {v,). Die Parameter wurden fiir
Pflanzen beider P-Erndhrungsstufen ermitteit.

Aus dem Schuittpunkt zweier Geraden erhilt man
demzufolge einen spezifischen Werl fiir Vi, und K.
Die beste Schitzung der Parameter V., und K, fir den
gesamten Datensatz ergibt sich aus den Medianen aller
ermittelten Werte von V., bzw. K.

Wie Abb. 5 zeigt, ist jedoch eine deutliche Haufung von
Schnittpunkten im Bereich niedriger (< 100) aber auch
hoher (> 150) Hydrolyseraten zu erkennen. Dies weist
ebenfalls, wie schon die Transformation nach Eadie
gezeigt hat (sieche Abb. 4), auf das Vorhandensein von
zwei Enzymen oder Enzymsystemen hin. Bei separater
Berechnung der enzymkinetischen Parameter fir zwei
Phosphatasen ergibt sich fiir die im niedrigen Substrat-
konzentrationsbereich (bis 300 pM) sehr effektive Phos-
phatase (P,s.,) eine maximale Hydrolyserate (Vy,x) von
43 nmol m™ WL min™" und ein K, -Wert von 31 puM.
Demgegeniiber konnte fiir die zweite Phosphatase (Pase2)
ein Vs von 293 nmol m™' WL min™ und ein K,, von
3845 puM berechnet werden.

Der im 3. Quadranten liegende und somit negative Werte
liefernde Schnittpunkt zwischen der bei einer NPP-
Konzentration von 6000 und 8000 uM gemessenen
Aktivitdt (siehe gestrichelte Geraden) wurde bei der
Bestimmung der entsprechenden Werte fir V,,,, und K,
nicht berilicksichtigt. Diese Vorgehensweise ist nach
Angaben von Lasch (1987) fiir stark fehlerbehaftete
Mefiwerte notwendig.

Die Tab. 1 liefert eine Zusammenfassung der iiber die
genannten Transformationsverfahren ermittelten Werte fiir
Viax tnd K, fiir die bei | ¢M P und bei 100 uM P
angezogenen Pflanzen.

Fir die Werte der bei sehr niedriger P—Konzentratlon
angezogenen Pflanzen fillt auf, dafl sich sowohl mit der
Transformation nach Hanes als auch nach Eadie/Hofstee
(Pase2) sehr #hnliche V..~ und K,-Werte ergeben.
Vergleichbare Resultate wurden auch mit der Trans-
formation nach Eisenthal und Cornish-Bowden fiir P, »



566
350 -
“c 300 .
£
- L]
[ ]
s 250 .
Ay [ H
1S _l . E . Pasez o
© 200 2
£
C
= 150
°© T
T
§ 100 -
o
=4
T 50
O -
| T T LI L LR -1
0 2500 5000 7500 10000 12500 15000

Substratkonzentration (S), pM NPP
Abbildung 6: Kinetik fiic zwei hypothetisch saure Phosphatasen (Pyee;
P.c2) von intakten Zuckerriibenwurzeln, gewachsen in Nihrlésung mit
1 UM P; Kalkulation nach Eadie/Hofstee.
Figure 6: Kinetics assuming two acid phosphatases (P, 15 Pase 2) 0f intact
sugar. beet roots grown in nutrient solution with 1 UM P; calculation after
Eadie/Hofstee.

errechnet. Dies deutet auf die Existenz eines Enzyms bzw.
eines Enzymsystems &hnlichen Verhaltens mit relativ
geringer Substrataffinitit (hoher K, ,-Wert) hin.

Wesentlich erscheint jedoch weiterhin, daB die Trans-
formationen nach Eadie-Hofstee und Eisenthal und
Cornish-Bowden iibereinstimmend die Existenz eines
Enzyms mit sehr hoher Substrataffinitit (P,.;) bei
gleichzeitig niedriger V,.,x nahelegen.

Die variierte P-Erndhrung und der dadurch bedingte
unterschiedliche P-Status der Pflanzen spiegelten sich in
einer ebenso deutlichen Differenzierung der Parameter der
Wurzelphosphatasekinetik wider. Der Vergleich der
berechneten kinetischen Parameter zwischen den Pflanzen
beider P-Stufen zeigt, unabhingig von der gewihlten
Transformation, fiir hoch versorgte Pflanzen 50% hohere
K -Werte bei gleichzeitig niedrigeren V,-Werten. Die
Wurzeln suboptimal ernédhrter Pflanzen wiesen halb so
hohe K,-Werle, d.h. eine ausgepriglere Substrataffinitat
auf. Beachtenswert aber ist, daB die bei niedrigem P-
Angebot gefundenen Relationen in bezug auf die Diffe-
renzen oder Gemeinsamkeiten der V.. und K -Werte
zwischen den Transformationen bei hohem P-Angebot im
wesentlichen die gleichen sind.

Die Abb. 6 zeigt nochmals fiir die P-Mangelpflanzen die
bereits aus Abb. 1 bekannten Aktivitatsmefwerte bei
steigendem Substratangebot. Die beiden Kurven stellen die
nach Anwendung der Eadie/Hofstee-Transformation (siehe
Abb. 4) berechneten Kennlinien fiir 2 Phosphatasen dar.
Es wird deutlich, daB das Aktivititsmaximum von
Phosphatase 1 bereits unter 500 uM NPP erreicht wird,
wihrend das von Phosphatase 2 erst bei 15000 pM NPP

Beifiner und Romer

nahezu erreicht ist. Bei solchen Substratkonzentrationen
steigt die Enzymaktivitit aber nur noch minimal an. Bei
Substratkonzentationen von > 15 mM kann man deshalb
davon ausgehen, daf diese fiir Ermittlungen von Pgg.-
Aktivitditen, z.B. beim Testen variierten pH-Einflusses
(Beifiner und Romer, 1999) nicht begrenzend sind.

Diskussion

Einflufl der Transformationsverfahren auf die Kinetik-
parameter und deren Nutzung

Die Untersuchungen zur Kinetik saurer Wurzelphospha-
tasen an vollstdndig intakten Pflanzen haben gezeigt, daf
die gewidhlte Versuchsmethode die Bestimmung enzymki-
netischer Parameter zuldBt bzw. die Aktivitit der P,eeq,
trotz erkannter Abweichungen von der Ideallinie, im
Grundsatz der Michaelis-Menten-Funktion folgt, wenn
auch die einzelnen Transformationsverfahren z.T. sehr
unterschiedliche Resultate hinstchtlich der kinetischen
Parameterwerte erbrachten.

So lieferte die Linearisierung nach Lineweaver und Burk
(1934) Ergebnisse, die nur wenig an den eigentlichen
MefBdaten orientiert erscheinen. Die Ermittlung von
realistischen Werten fiir die Parameter V., und K, ist
ohne eine rechnerisch sehr aufwendige Wichtung der
streuenden Mefwerte nicht moglich. Das genannte Ver-
fahren wird deshalb, obwohl in der Enzymologie vielfach
angewandt, von Lasch (1987) als am ungiinstigsten
beurteilt. Geht man davon aus, daB die gemessene
Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat durch die Aktivitat
nur einer spezifischen Phosphatase bedingt ist, so liefert
die Linearisierung nach Hanes (1932, Abb. 3), bedingt
durch die homogene Streuung der transformierten
Mefwerte, vermutlich realistische, eng an den MeBwerten
orientierte Resultate. Die Anwendung der Eadie/Hofstee-
Transformation (Fadie, 1942) und der direkten linearen
Transformation nach FEisenthal und Cornish-Bowden
(1974) fithren aber {bereinstimmend zu der Vorstellung,
daB die gemessenen Hydrolyseraten auf die Aktivitit von
mindestens 2 Enzymen bzw. Enzymsystemen zuriickge-
fiuhrt werden konnen, die sich in ihren Kkinetischen
Kennwerten deutlich unterscheiden. Hierbei konnten fiir
das als Phosphatase 1 bezeichnete Enzym iiber beide
Transformationsverfahren sehr ihnliche Werte fiir Vi.x
und K, ermittelt werden (sieche Tab. 1). Hinzu kommt,
daB die nach Lineweaver und Burk (1934) ermittelten
Parameterwerte sehr viel niher an den Werten der
Phosphatase 1 liegen als die nach Hanes (1932) berech-
neten Werte. Ursache hierfiir ist die starke Wichtung der
MeBwerte im Bereich niedriger Konzentrationen bel der
Lineweaver/Burk-Transformation. Dieser ist der fiir die
Pflanze relevante Konzentrationsbereich. Aus diesem
Grund wird die Vorstellung von der Existenz von 2
Enzymsystemen favorisiert und der Phosphatase 1 die
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grofere Bedeutung hinsichtlich der Nutzung organisch
gebundenen Phosphors durch die Pflanze zugesprochen.

Wenn bei der Modellierung der P-Aufnahme der
Pflanzen bei niedrigem P-Niveau die Nutzung des P,
mit einbezogen werden soll, so konnte es sinnvoll sein, die
Kinetikparameter der P, in die Kalkulation einzubezie-
hen, da die P-armen Pflanzen eine hdhere Affinitdt zum
Porg (kleine Kp,-Werte) besitzen als P-reich ernidhrte. Fiir
solche Berechnungen miiBten aber die Konzentrationen an
nutzbarem P, und dessen Pufferung durch die Festphase
ebenfalls ermittelt werden. Daneben ist bekannt geworden,
daB P-arme Pflanzen wie z.B. verschiedene Lupinenarten
(Egle et al., 1999), Spinat und Zuckerriiben (Beiffner und
Réomer, 1998; Keller und Romer, 1998) relativ hohe
Exsudationsraten an organischen Sduren zeigen und diese
sehr effektiv P; (Gerke, 1994) und P, des Bodens
(Beifsner, 1997) mobilisieren kdnnen. Damit ergeben sich
insgesamt fiir die Modellierung neue Primardatenquellen,
die auch schon genutzt werden (Kirk et al., [998; Beifiner
und Romer, 1998).

Einflufl des P-Erniihrungszustandes auf die enzymkine-
tischen Parameterwerte

Die stark abgestufte P-Zufuhr fithrte zu einer deut-
lich unterschiedlichen Wurzelphosphatasckinetik (siche
Tab. 1). So wiesen die bei hohem P-Niveau angezogenen
Pflanzen, unabhingig von der gewihlten Transformation,
deutlich hohere K.,-Werte bei gleichzeitig niedrigeren
Vmax-Werten auf als unter P-Mangel aufgezogene Pflan-
zen. Die Wurzeln suboptimal erndhrter Zuckerriiben
zeigten demzufolge eine stirker ausgeprigte Substrataffi-
nitdt und hohere maximale Hydrolyseraten. Beachtenswert
erscheint jedoch, daB die Transformationen nach Eadie/
Hofstee (Eadie, 1942) und Eisenthal und Cornish-Bowden
(1974) sowohl fiir die bei hohem als auch fiir die bei
niedrigem P-Niveau angezogenen Pflanzen die Existenz
von 2 Phosphatasen nahelegen. Unter Bodenbedingungen
diirften die als Phosphatase 1 bezeichneten Enzyme oder
Enzymsysteme im Hinblick auf die Hydrolyse organischer
P-Verbindungen der Bodenlosung von wesentlicherer
Bedeutung sein; denn in einem relativ P-armen Lo8boden
in Niedersachsen (Seeling, 1993) wurden in der Bodenlo-
sung 4 UM P und in einem mexikanischen Andisol 10 pM
P als organisch gebundener Phosphor gemessen (Georges,
1998). Das sind Konzentrationen, die am ehesten fiir das
Enzymsystem hoher Affinitit relevant sind.

Vergleich mit anderen Kulturpflanzen

Untersuchungen zur Kinetik von Wurzelphosphatasen
wurden u.a. von Seeling (1993) an Sommergerstenpflan-
zen, die bei niedriger P-Konzentration angezogen waren,
durchgefithrt. Die Bestimmung der enzymkinetischen
Parameter K,, und V... erfolgte ebenfalls anhand
verschiedener Transformationsverfahren, die auch zu
entsprechend unterschiedlichen Resultaten fithrten. Fiir
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Sommergerste konnte bei Anwendung der Transformation
nach Lineweaver und Burk ein K,-Wert von 319 uM
ermittelt werden, wihrend mit der Hanes-Transformation
ein K,,-Wert von 1350 M berechnet wurde. Bemerkens-
wert war weiterhin, daB die Transformation nach Eadie/
Hofstee, wie bei Zuckerriibe, zu dem Resultat fiihrte, daf
die an der Wurzeloberfliche gemessene Hydrolyserate auf
die Aktivitat mindestens zweier Enzymsysteme zuriickge-
fiihrt werden konnte. Die fiir Wurzelphosphatasen von
Sommergerste bestimmten K,,-Werte lagen tendenziell anf
gleichem Niveau wie bei Zuckerriibe.

Der Vergleich der fiir wurzelgebundene Phosphatasen
von Zuckerriibe ermittelten kinetischen Parameter mit
weiteren in der Literatur beschriebenen Resultaten ist z.T.
recht schwierig. Fir Komplexe von sauren Phosphatasen
aus Maiswurzeln mit verschiedenen Tonmineralen werden
von Dick und Tabatabai (1987) K,-Werte von ca. 1000
UM genannt. Dracup et al. (1984) konnten fiir wurzelzell-
wandgebundene Phosphatasen von Klee einen K,-Wert
von 700 UM ermitteln. Die Berechnung von K, erfolgte
hierbei jedoch aus den zusammengefalten Daten von bei
hoher und niedriger P-Konzentration der Nihrlosung
angezogenen Pflanzen. Kraus (1989) bestimmte fiir
hochgradig aufgereinigte Phosphatasen aus Wurzeln bzw.
Zellwandfraktionen homogenisierter Wurzeln von Mais
Ky-Werte von 298 bis 578 UM gegeniiber p-NPP.
Demgegeniiber konnten von Juma und Tabatabai (1988)
fir saure Wurzelphosphatasen aus steril bzw. nicht steril
angezogenen Sojabohnen- und Maisgenotypen K,-Werte
zwischen 1430 und 2730 pM ermittelt werden. Fiir die
kinetischen Studien wurde jedoch auch hier homogeni-
siertes Wurzelmaterial verwendet, so daB3 ein Vergleich
mit Phosphatasen, die in den Zellwinden der Rhizodermis
vorliegen, nicht statthaft erscheint. Die eigenen Resultate
lassen sich demnach lediglich mit den von Seeling (1993)
an Sommergerste ermittelten Parametern vergleichen, die
ebenfalls nahelegen, daf die gemessene Phosphataseakti-
vitit durch mehrere Enzyme bzw. Enzymsysteme verur-
sacht wurde.

Mbgliche Unsachen fiir Abweichungen von der idealen
Michaelis-Menten-Kinetik

Die in den eigenen Untersuchungen zur Kinetik saurer
Wurzelphosphatasen beobachteten Abweichungen von der
idealen Michaelis-Menten-Kinetik konnten auch in Versu-
chen von Dracup et al. (1984) und Seeling (1993)
festgestellt werden. Zwei Griinde werden als mogliche
Ursachen angefithrt. So wird einerseits angenomrmen, dafl
die gemessene Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat auf
die Wirkung verschiedener Phosphatasen mit unterschied-
licher Substrataffinitdt zuriickgefiihrt werden kann. Die
Resultate der Eadie/Hofstee-Transformation (Eadie, 1942)
und die Linearisierung nach Eisenthal und Cornish-
Bowden (1974) bestitigen diese Auffassung. Auch Kraus
(1989) konnte in Wurzeln und in Zellwandfraktionen
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homogenisierter Wurzeln von Mais jeweils zwei Phospha-
tasen nachweisen.

Als weitere Ursache fiir die beobachteten Abweichungen
wird eine unterschiedliche Lokalisation des Enzyms an der
Wurzel und eine damit verbundene verdnderte Zuging-
lichkeit durch das Substrat diskutiert (Seeling, 1993). Die
Aktivitit konnte durch die Diffusion des Substrats zu bzw.
des Produkts (Dracup et al., 1984) von den Orten der
Hydrolyse beeinflufft worden sein. Gerade in Anbetracht
der dargelegten Ursachen fiir die erkannten Abweichungen
von der Idealfunktion kann jedoch generell auch fiir die im
wesentlichen wurzelgebundenen Phosphatasen der Zuk-
kerriibe von der Giiltigkeit der Michaelis-Menten-Bezie-
hung ausgegangen werden.

Mit der rdumlichen Zuginglichkeit hat auch die Frage zu
tun, inwieweit die Werte fiir V., und K, die mit NPP als
Substrat ermittelt wurden, auf die P-Ester, die in der
Bodenlosung vorkommen, tibertragbar sind; denn NPP ist
kein natiirlich vorkommendes Substrat. Seine enzymati-
sche Hydrolyse erfolgt sicher durch Phosphatasen die
wenig spezifisch sind. Direkte Vergleichsuntersuchungen
mit chemisch dhnlich gebauten Estern sind uns nicht
bekannt. Wenn die Hydrolyse eines aromatischen Ringes
mit einem Phosphatrest der Michaelis-Menten-Kinetik
folgt, so darf man das auch fiir Molekiile dhnlicher Gestalt
wie Glukose-, Fruktose-, Ribose- oder auch Inositol-
monophosphat erwarten. Mit solchen Verbindungen ist in
der Bodenlésung durchaus zu rechnen (Evans, 1985),
wihrend Myoinositolhexaphosphat auf Grund seiner
starken Bindung an Bodenteilchen kaum in der Bodenls-
sung auftritt (Beifiner, 1997).
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