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evolutionare anpassung ans
schattendasein

von Julia Rausenberger, Eberhard Schéfer, Jens Timmer, Andreas Hiltbrunner und Christian Fleck

Zur Wahrnehmung von Licht haben Menschen und
Tiere in den Sinneszellen der Retina lichtempfindli-
che Proteine. Analog hierzu besitzen auch Pflanzen
solche Proteine, sogenannte Photorezeptoren, um
Verénderungen ihrer Lichtumgebung zu perzipieren.
Phytochrome sind Photorezeptoren, die durch
Rotlicht aktiviert werden und somit den Rot-Anteil
des Lichts optimal detektieren kdnnen. Pflanzen
verwenden aber auch fir die Wahrnehmung von
dunkelrotem Licht Phytochrome, obwohl diese
aufgrund ihrer photophysikalischen Eigenschaften
schlecht daflir geeignet sind. Durch die Kombina-
tion experimenteller Ansatze und mathematischer
Modellierung haben wir eine Erklarung fir dieses
seit langem bekannte Paradoxon gefunden (Rau-
senberger et al., 2011).

Photorezeptoren helfen, eine addquate Entwick-
lungsstrategie zu wahlen

Licht beeinflusst den Lebenszyklus einer Pflanze auf vielfiltige
Weise. Uber den Prozess der Photosynthese gewinnen Pflan-

zen aus Licht die fiir das Uberleben notwendige Energie. Im
Gegensatz zu Tieren, die bei widrigen Verhéltnissen einfach
wegziehen und einen besseren Ort suchen kénnen, sind Pflanzen
ortsgebunden und miissen sich an die am Standort der Keimung
herrschenden Bedingungen anpassen. Verschiedene Aspekte der
Lichtumgebung wie die Tagesldnge, die Richtung, aus der das
Licht kommt oder dessen spektrale Zusammensetzung, liefern
Pflanzen wichtige Informationen iiber ihre Umwelt. Kiirzer wer-
dende Tage veranlassen Pflanzen zum Beispiel, sich auf den her-
annahenden Winter vorzubereiten, oder iiber eine Verdnderung
des Lichtspektrums kénnen Pflanzen Konkurrenten erkennen,
bevor diese zu einer existenziellen Gefahr werden.

Zur Wahrnehmung von Licht verwenden Pflanzen verschiedene
lichtempfindliche Proteine, sogenannte Photorezeptoren. Mit
der Familie der Phytochrome, der Cryptochrome und der Photo-
tropine besitzen Pflanzen die Moglichkeit, wichtige Parameter
ihrer Umgebung zu erfassen. Fiir die Absorption von Licht sind

alle drei Photorezeptor-Familien auf Chromophore angewiesen.
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Phytochrome enthalten Phytochromobilin, ein lineares Tetra-
pyrrol, als Chromophor (Abb. 1a), wihrend Cryptrochrome und
Phototropine Flavin-basierte Chromophore haben (Abb. 1b).
Schon sehr junge Keimlinge wihlen lichtabhingig zwischen zwei
Entwicklungsstrategien (Abb. 1c): In Abwesenheit von Licht wer-
den die begrenzten Vorrite an Speicherstoffen fiir ein erhdhtes
Streckungswachstum eingesetzt, um nach der Keimung im Bo-
den ans Licht zu gelangen, so dass Photosynthese und somit ein
photoautotrophes (gr. photos = Licht, gr. autotroph =, sich selbst
ernihrend*) Wachstum der kleinen Pflanze méglich wird. Diese
Strategie wird als Skotomorphogenese bezeichnet. Sobald Licht
vorhanden ist, wird auf die zweite Entwicklungsstrategie, die so-
genannte Photomorphogenese, umgestellt, bei der ein vermehr-
tes Blattwachstum und die Optimierung des Photosynthese-Pro-
zesses im Vordergrund stehen. Die Entwicklung eines Keimlings
kann damit - wohlgemerkt bei gleichem genetischem Hinter-
grund - je nach Umwelt- und Lichtbedingungen sehr unter-
schiedlich sein. Mit dem im Laufe der Erdgeschichte immer dich-
ter werdenden Pflanzenbewuchs wurde eine weitere pflanzliche
Eigenschaft wichtig, die Fihigkeit im Schatten anderer Pflanzen
iiberleben zu kénnen. Unter einer dichten Vegetationsdecke ist
der Dunkelrot-Anteil im Licht stark erhoht, da die blauen und
roten Farbanteile des Sonnenlichts durch das Chlorophyll in den
Bldttern der beschattenden Pflanzen herausgefiltert werden. Un-
ter diesen Bedingungen ist die Wahrnehmung von dunkelrotem
Licht unabdingbar, um nach der Keimung den Ubergang von der
Skoto- zur Photomorphogenese und damit das photoautotrophe

Wachstum zu erméglichen.

Phytochrome absorbieren maximal stark im Rot-
lichtbereich, kdnnen aber eine maximale Wirkung im
Dunkelrotlicht erreichen

Im Rot- und Dunkelrotlichtbereich (625-740 nm) erfolgt die
Wahrnehmung der Lichtqualitit und -quantitit {iber das photo-
reversible Phytochrom-System. Ein Phytochrom besteht dabei

aus einer Proteinkomponente und einem lichtabsorbierenden
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Erforschen die Lichtwahrnehmung bei Pflanzen: v...n.r. Christian Fleck, Florian Wiist, Eberhard Schéfer, Julia Rausenberger, Andreas Hiltbrunner und Jens Timmer
(Bild: Christian Fleck).

Bestandteil, dem Chromophor. Dieses Chromophor, das Phyto-
chromobilin und mit ihm die Phytochrommolekiile existieren in
zwei spektroskopisch unterscheidbaren Formen, der Pr- und der
Pfr-Form (Abb. 1a und 1d). Die Pfr-Form gilt als die physiologisch
aktive Form, wihrend die Pr-Form inaktiv ist. Durch Absorpti-
on von Licht kénnen die beiden Formen ineinander iiberfiihrt
werden, wobei die Ubergangsrate von der Pr- zur Pfr-Form im
Rotlicht am gréRten ist, wihrend die Ubergangsrate von der Pfr-
zur Pr-Form im dunkelroten Licht maximal ist (Abb. 1d). Daraus
ergibt sich, dass im Rotlicht 85% der Phytochrom-Molekiile in
der physiologisch aktiven Pfr-Form vorliegen, wogegen der Pfr-
Anteil im dunkelroten Licht nur 3% betrigt. Entsprechend wiirde
man erwarten, dass Phytochrom-abhingige Antworten durch
Rotlicht aktiviert und durch dunkelrotes Licht inaktiviert wer-
den, d. h. dass sich Phytochrome wie ,,Lichtschalter* verhalten,

die durch Rotlicht an- und durch dunkelrotes Licht ausgeschal-

ten werden.

In Pflanzen gibt es verschiedene Typen von Phytochromen, die
sich beziiglich der photophysikalischen Eigenschaften kaum
unterscheiden. Die beiden wichtigsten Phytochrome sind das
Phytochrom A und das Phytochrom B. Phytochrom B verhilt
sich, wie man es fiir ein Phytochrom erwarten wiirde: Seine Wir-
kung ist am gréRten im Rotlicht, wo auch der Pfr-Anteil maximal
ist. Im Gegensatz dazu hat sich gezeigt, dass die Wirkung von
Phytochrom A im dunkelroten Licht maximal ist. Phytochrom A
ist derjenige Photorezeptor, der Pflanzen das Uberleben unter
einer dichten Vegetationsdecke erméglicht, indem es den Uber-
gang zu photoautotrophem Wachstum in dunkelrotem Licht

stimuliert. Das Paradoxon, dass die Wirkung von Phytochrom A

Abbildung 1:

a) Struktur von Phytochromobilin, einem linearen Tetrapyrrol, in der Pr- und der Pfr-Form (Unterschiede in rot). In Phytochromen ist Phytochromobilin kovalent

an ein Cystein (Cys) gebunden (Quelle: http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Phytochrom&oldid=92061197).

b) Cryptochrome und Phototropine, beides Blaulicht-Rezeptoren in Pflanzen, enthalten im Gegensatz zu Phytochromen ein Flavin-basiertes Chromophor.

Cryptochrome haben ein FAD (gesamte Struktur), wahrend Phototropine ein FMN haben (schwarz) (Quelle: http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavin-

Adenin-Dinukleotid&oldid=92551360).

c) Skotomorphogenese vs. Photomorphogenese: Keimlinge, die im Dunkeln gewachsen sind (links), nutzen ihre Reserven fur erhdhtes Streckenwachstum,

wohingegen im Licht gewachsene Keimlinge (rechts) durch vermehrtes Blattwachstum eine Optimierung der Photosynthese anstreben

(Quelle: J. Rausenberger, A. Hiltbrunner).

d) Das photoreversible Phytochromsystem — die Pr-Form wird durch Einfluss von rotem Licht in die physiologisch aktive Pfr-Form GberfUhrt, welche durch

dunkelrotes Licht wieder in die Pr-Form zurlickgeht. Unter Rotlichtbestrahlung liegen etwa 85% Phytochrom in der Pfr-Form vor, wohingegen es nur ca. 3%

im Dunkelrotlicht sind ( Quelle: J. Rausenberger, A. Hiltorunner).



Abbildung 2: Keimlinge der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana), die 4 Tage in Dunkelrot-Licht gewachsen sind. Die Keimlinge in der Mitte enthalten geringere,
diejenigen ganz rechts héhere Mengen des Proteins FHY1 als in Wildtyp-Keimlingen vorhanden ist (links) (Bild: A. Hiltorunner).

im dunkelroten Licht am gréten ist, obwohl unter diesen Licht-
bedingungen nur 3% der gesamten Phytochrom A-Menge in der
aktiven Pfr-Form vorliegen, hat die Pflanzenforschung seit iiber
50 Jahren beschiftigt. Eine {iberzeugende Antwort fiir dieses Pha-
nomen, das auch als ,,Hochintensitétsreaktion* (High Irradiance
Response = HIR) bezeichnet wird, konnte aber in all der Zeit nicht

gefunden werden.

Erste mathematische Analysen dieses Problems fithrten Schifer
1975 zu einem zyklischen Reaktionsschema, welches die bis dato
bekannte Kinetik des Phytochroms deuten konnte. Obwohl dieses
Model ein wichtiger Schritt in Richtung eines Verstindnisses der
HIR darstellte, blieb der eigentliche Mechanismus auf zelluldrer

und molekularer Ebene aber unverstanden.

Es folgten weitere Untersuchungen in der Modellpflanze Arabi-
dopsis thaliana, die das einfache Bild von Phytochrom als ,,Licht-
schalter” grundlegend dnderten: Am Beginn stand die Entde-
ckung, dass Phytochrome im Dunkeln im Cytosol der Zelle lokali-
siert sind und erst nach Aktivierung durch Licht, d. h. nach Uber-
gang in die aktive Pfr-Form, in den Zellkern transportiert werden
(Kircher et al. 1999, 2002; Yamaguchi et al. 1999). Dann folgte

die Entdeckung, dass fiir den Kerntransport von Phytochrom A
die beiden Helferproteine FHY1 und FHL benétigt werden (Hilt-
brunner et al., 2006; Genoud et al., 2008). Die Proteine FHY1/FHL
interagieren spezifisch mit der Pfr-Form von Phytochrom A,
16sen sich aber von diesem nach dessen Ubergang in die Pr-Form.
Uberraschenderweise ist die Menge FHY1/FHL weit geringer als
die von ihnen in den Kern transportierte Menge Phytochrom A.
Deshalb wurde postuliert, dass diese nach getaner Arbeit wieder
aus dem Zellkern zuriick ins Cytosol transportiert werden, so dass
sie fiir mehrere Transportzyklen zur Verfiigung stehen. Pflan-
zen, die erhShte Mengen FHY1 enthalten, zeigen eine verstirkte
Hemmung des Streckungswachstums im dunkelroten Licht, wéih-
rend diese geringer ist, wenn die FHY1-Menge reduziert ist (Abb. 2).
Dieser experimentelle Befund ist in Ubereinstimmung mit der
Annahme, dass die Menge von FHY1/FHL limitierend ist fiir den

Kerntransport und die Wirkung von Phytochrom A.

Ein Problem vieler bisheriger Losungsansitze zur HIR war, dass sie

das Phytochrom-System mit einem einfachen ,,Lichtschalter“-Modell
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erkldren wollten und die eigentliche Dynamik des Photorezeptors
sowie dessen Kerntransport und die Interaktion mit anderen Protei-
nen unberiicksichtigt lieBen. Ein erfolgreicher theoretischer Ansatz
musste daher zusétzlich zu der spezifischen Phytochrom-Dynamik
sowohl den lichtabhingigen Kerntransport als auch die spezielle
Dynamik von FHY1/FHL beriicksichtigen. Genau in dieser Betrach-
tungsweise lag die Chance, das ungeldste Problem der HIR ent-

schliisseln und auf molekularer Ebene erkliren zu kénnen (Abb. 3a).

Enge Kombination von Experiment und Theorie ent-
schlusselt die kontraintuitive Hochintensitatsreaktion
In Labor-Experimenten mit transgenen Arabidopsis-Pflanzen
konnten wir zeigen, dass sich die fiir den Kerntransport von
Phytochrom A benétigten Helferproteine FHY1/FHL im Zellkern
von diesem 18sen und zuriick in das Cytosol wandern, um dort fiir
den weiteren Transport zur Verfiigung zu stehen. Dariiber hinaus
konnten wir eine mutierte Form von Phytochrom A identifizieren,
die konstitutiv in der physiologisch aktiven Pfr-Form vorlag und
deshalb permanent FHY1/FHL bindet. Uberraschenderweise war
die Wirkung dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp aber nicht
erhdht, sondern deutlich verringert. Weitere Experimente zeigten,
dass diese Mutante einen reduzierten Kerntransport aufwies. Auf-
bauend auf diesen experimentellen Befunden stellten wir ein ma-
thematisches Reaktionsmodell fiir die Wirkung von Phytochrom
A auf. Ziel war es, herauszufinden, ob dieses Modell die HIR wider-
spiegelt und welche Reaktionen in diesem Netzwerk grundlegend

sind, damit Phytochrom A im dunkelroten Licht wirksam ist.

Auf Grund der Fiille der freien Parameter, die experimentell
nicht bestimmt werden konnten, wahlten wir einen qualitativen
Ansatz, der sich von folgender Frage leiten lieB: Gibt es Kombina-
tionen von Parametern, bei denen das aufgestellte Reaktionsmo-
dell (Abb. 3b) alle Bedingungen erfiillt, die zuvor aufgrund expe-
rimenteller Beobachtungen definiert wurden? Ein systematisches
Testen von 1.000.000 Parameterkombinationen ergab etwa 6.000
Kombinationen, die simtliche die vordefinierten Bedingungen
erfiillten. Obwohl eine maximale Wirkung im dunkelroten Licht
nicht zu den Bedingungen gehdorte, nach denen die 6.000 Para-

meterkombination selektiert wurden, resultieren fast alle dieser
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Kombinationen in einem Wirkungsmaximum im dunkelroten
Licht - und nicht im Rotbereich des Lichtspektrums, wie man
aufgrund der photophysikalischen Eigenschaften von Phytochro-
men erwarten wiirde. Die maximale Wirkung im dunkelroten
Licht - die entscheidende Eigenschaft der HIR - ist damit eine
intrinsische Eigenschaft des in Abb. 3b gezeigten Reaktionsmo-
dells. Verstanden war die HIR mit diesen Computersimulationen
jedoch noch nicht. Denn obwohl das mathematische Reaktions-
netzwerk die gewiinschte Eigenschaft zeigte, war unklar, welches
die Schliisselkomponenten sind und wie diese miteinander ver-
kniipft sein miissen, um das Wirkungsmaximum aus dem Rotlicht
ins dunkelrote Licht zu verschieben. Um dies herauszufinden,
wechselten wir zu einer abstrakten Betrachtungsweise des Pro-
blems, die von der Synthetischen Biologie inspiriert wurde, und
entwarfen theoretische Netzwerke mit Phytochromen. Wenn

wir mit dem kleinstméoglichen Netzwerk beginnen und dieses
durch systematisches Hinzufiigen immer weiterer Komponenten
ergidnzen wiirden, miissten wir irgendwann das einfachste Netz-

werk finden, welches das erforderliche Wirkungsmaximum im

dunkelroten Licht zeigt. Dieses kleinste Netzwerk, das wir auch

als ,, HIR-Modul“ bezeichneten, miisste sich dann als Untereinheit
im Phytochrom A-Reaktionsnetzwerk von Abb. 3b wiederfinden
lassen. Interessanterweise zeigte bereits ein lineares Netzwerk
mit drei Zustidnden das fiir die HIR geforderte Wirkungsmaxi-
mum bei einer Wellenldnge von 720 nm, d. h. im dunkelroten
Licht. Die mathematische Analyse dieses Netzwerks brachte eine
iiberraschend einfache Erkenntnis: Zwei gegenldufige Photokon-
versionszyklen (d. h. Pr—Pfr und Pfr—Pr) in Kombination mit
einem System, in dem kontinuierlich Synthese und Abbau statt-
findet, das also nicht im Gleichgewicht ist, sind die lang gesuch-
ten essenziellen Netzwerkelemente. Diese Schliisselkomponenten
konnten im Weiteren im in Abb. 3b gezeigten, umfangreicheren
Phytochrom A-Reaktionsnetzwerk als strukturelles Element
identifiziert werden. In Laborexperimenten konnten wir aufler-
dem nachweisen, dass in der Pflanze die fiir den Kerntransport
von Phytochrom A verantwortlichen Proteine, FHY1 und FHL, die
zwei gegeneinander geschalteten Phytochrom A-Photokonversi-

onszyklen miteinander koppeln (Abb. 3b).

Abbildung 3:

a) Ein bisher ungeléstes Phanomen: Wie kann ein
Photorezeptor, dessen maximale Absorption im
Rotlichtbereich liegt, eine maximale Wirkung in
dunkelrotem Licht erreichen?

b) Hauptbestandteile des HIR-Moduls: Zwei gegen-
laufige Photokonversionszyklen sowie nuklearer
Transport

(Quelle: A. Hiltbrunner, modifiziert nach Rausenberger

et al., Cell 2011).




Modellrechnungen zeigen, dass mehrere HIR-Module, die in Se-
rie geschaltet sind, zu einer Verengung des Wirkungsspektrums
von Phytochrom A fithren, und dass man mit vier HIR-Modulen
ein Wirkungsspektrum erhilt, das maximale Ubereinstimmung
zeigt mit einem experimentell bestimmten Wirkungsspektrum
fiir Phytochrom A. Aus 6kologischer Sicht macht eine solche
Verengung des Wirkungsspektrums durchaus Sinn, da dies der
Pflanze erlaubt, Antworten auf dunkelrotes Licht viel priziser
von solchen auf Rotlicht zu trennen, die von Phytochrom B ver-
mittelt werden. Laborexperimente bestitigen, dass es tatsichlich
mehrere HIR-Module in der Pflanze geben muss. In zukiinftigen
Studien wollen wir diese durch die Modellrechnung vorhergesag-

ten HIR-Module experimentell identifizieren.

Frithere Erkldrungsversuche fiir die HIR kamen zum Schluss, dass
weder die Pr- noch die Pfr-Form fiir die Perzeption von dunkel-
rotem Licht durch Phytochrom A verantwortlich seien, sondern
eine ,,unbekannte, intermediire Form“. Unser Ansatz zeigt
jedoch, dass sehr wohl die Pfr-Form fiir die Signaltransduktion
ausreicht - vorausgesetzt, es werden zuvor zwei gegeneinander
geschaltete Konversionszyklen durchlaufen. Unser Ansatz liefert
damit eine mechanistische Erklarung, wie die HIR - und damit
die Wahrnehmung von dunkelrotem Licht - auf molekularer und
zelluldrer Ebene funktionieren kann. Fiir die Wahrnehmung von
dunkelrotem Licht haben Pflanzen im Laufe der Evolution also
nicht einen v6llig neuen Photorezeptor entwickelt. Vielmehr
verwenden sie einen Photorezeptor, der eigentlich optimal ist,
um Rotlicht zu detektieren und integrieren diesen in ein Netz-
werk. Dieses Netzwerk erzielt als Ganzes eine maximale Wirkung
im dunkelroten Licht und erméglicht Pflanzen so das Uberleben

unter einer dichten Vegetationsdecke.
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