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Hintergrund

AtDUR3 wurde bereits in homologen Systemen als sekundéar aktiver H*- Harnstoff-Cotransporter identifiziert (Liu et al., 2003). Eine
physiologische Charakterisierung des Transporters in planta wurde bisher jedoch nicht durchgefiihrt. Diese Untersuchung dient daher
der Ermittlung des Beitrages von AtDUR3 zur Harnstoffaufnahme in Wurzel, als auch seiner Funktion wahrend der Seneszenz, wenn
vermehrt Harnstoff gebildet wird.

Ergebniss

Deletion von AtDURS verursacht AtDURS3 ist in Plasmamembran lokalisiert AtDUR3-Promotor Aktivitat in aul3eren
achstumsstérungen bei Harnstoffernahrun Wurzelzellen
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(b) atdur3-1 und atdur3-3 (3d-N) unter N-Mangel. () Auftrennung mikrosomaler Membranen
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(@) Position der T-DNA-Insertion. (b) RNA Ge‘b'ma"a'yse der gesamt Wurzel RNA 4 Wochen wurden 3 Tage unter N-Mangel gesetzt. Nachweis der Proteine durch Antikorper gegen

alter Pflanzen, -N entspricht 3 Tagen N-Mangel. (c) Wachstumstest unter sterilen Bedingungen AtDUR3, AtAHA2 (Plasmamembran H*-ATPase) und AtDET3 (Untereinheit endosomaler H*- T 1
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mit Ammoniumnitrat oder Harnstoff als einziger N-Quelle ATPase). (d) Immunlokalisation von AtDUR3 in Wurzelhaaren unter N-Mangel in Col-0 (A und Xy |§m th: Wurze\haaﬁe BAss
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RNA Gelblotanalyse der Gesamt-RNA aus Wurzeln 6 Wochen alter hydroponisch Hamstoff

angezogener Arabidopsispflanzen. Diese wurden auf 2mM Ammoniumnitrat (+N) angezogen Konzentrationsabhangige Aufnahme von *N-markiertem Harnstoff in Wurzeln. Pflanzen der Linien
und dann fiir 4 Tage unter N-Mangel kultiviert (-N). -N Pflanzen wurden anschlieRend fur 3- 6 Wochen alte hydroponisch angezogene Pflanzen wurden auf 2 mM Ammoniumnitrat (+N) Col-0, atdur3-1 und atdur3-3 wurden auf 2 mM Ammoniumnitrat angezogen und nach 38 Tagen
24h auf 2 mM NH,", NO; oder 1 mM Hamstoff (mit Ureaseinhibitor PPD) umgesetzt. Die angezogen und dann fir 4 Tage unter N-Mangel gesetzt (-N).-N-Pflanzen wurden fiir 4 Tage auf N-Mangel gesetzt. Hamstoffaufnahme wurde bei einer Aussenkonzentration von (a)
kodierende Sequenz von AtDUR3 wurde als Sonde benutzt. Ethidiumbromid gefarbte RNA anschlieRend fiir 3h auf unterschiedlichen Harnstoffkonzentrationen (mit Ureaseinhibitor PPD) 3 bis 200pM bzw. (b) 200 bis 1200 uM gemessen. Punkte reprasentieren Mittelwerte + SD, n= 10.
(EtBr) diente als Ladekontrolle. umgeseizt,

Harnstoffkonzentration und AtDURS3 tragt zu erhéhten Harnstoff- Harnstoffaufnahme und gewinnung als
Genexpression von AtDUR3 in konzentrationen in seneszenten Blattern Hauptfunktionen von AtDURS3 in Pflanzen
seneszenten Blattern bei und lokalisiert dort nah an den oy
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(a) Harnstoffkonzentrationen in Bléttern in Abhangigkeit des Pflanzen- bzw. Blattalters. () Harnstoffkonzentration 6 Wochen alter Wildtyp- (Col-0) und atdur3-1-Pflanzen in . §
Pflanzen-material wurde freundlicherweise von U. Zentgraf, ZMBP Tubingen, zur Verfigung Abhéngigkeit des Blattalters (n=10, +/-SD, p<0.001). (b) GUS-Expression in seneszentem Modell der Aufnahme und internen Bildung von Harnstoff. AQP Aquaporine, M Mitochondrium, TIP
gestellt. (b) Gen-expression von AtDUR3, AtAMT1;1 and AtTIP2;3 in denselben Proben wie Blatt einer mit AtDUR3-promoter:GUS-Konstrukt transformierten Pflanze. Tonoplast Intrinsic Protein

unter (a).
Fazit

AtDURS3 vermittelt den hochaffinen Transport von Harnstoff Gber die Plasmamembran in auf3eren Wurzelzellen mit einem K, von
4uM. Damit ermdglicht er die direkte Aneignung von Harnstoff in Konzentrationsbereichen, wie sie haufig in der Bodenlésung
vorzufinden sind (Gaudin et al.,1987). Der vermehrte Proteinabbau in seneszenten Blattern fuhrt zu erhdhten zellularen
Harnstoffkonzentrationen, an denen AtbDUR3 vermutlich Uber Rickgewinnung aus dem Apoplasten Anteil tragt. Die Lokalisation von
AtDURS in ,Source*“-Blattern nah am Leitbiindel deutet auf eine Rolle in der N-Remobilisation hin.
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