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2. Zusammenfassung

Die Eisenhomoostase ist fundamental fur ern&dhrecbsische Eigenschaften von
Nahrungsmittelpflanzen wie den Eisengehalt. InMedellpflanzeArabidopsis thaliana
werden die 4 basischen Helix-Loop-Helix (bHLH) GeBEILH38/39/100101 durch
Eisenmangel verstarkt exprimiert, wahréBHLH3839 zusatzlich Jasmonat- (JA) und
Salizylsaure- (SA) abhangig reagieren. Sie indendyei Eisenmangel mit dem bHLH
Transkriptionsfaktor FIT die Eisen(lll)reduktaSRO2und den Eisentransporté&T1

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung derkionen dieser 4 bHLH Gene in der
Eisenhomoostase ilsrabidopsis thalianaund die Erforschung systemischer Signale zur
Regulation der Homoostase. Es wurde getestet,eblaiimone JA und SA als mégliche
Signale der Eisenmangelantwort dienen. Die Stueigte, dass JA dIERO2undIRT1
Genexpression negativ reguliert. Es wurde festiestiass JA nicht als systemisches
Signal der ausreichenden Eisenversorgung agiert.

Um die bHLH Funktionen zu untersuchen, wurde eiH&H Dreifachmutante3xbhih
sowie einebHLH39 Uberexpressionslinie, detailliert charakterisiebie Ergebnisse
zeigen, dass die 4 Gene dieser Gruppe redundamt simd positiv auf die
Eisenmangelantwort wirken, so deBsILH38 alleine in der3xbhlh Mutante zur deren
Aufrechterhaltung ausreicht. Eine Mikroarrayanalgee3xbhlh Mutante gibt Hinweise
darauf, dass die 4 Gene mdglicherweise einen Kpate zwischen Stresssignalen und

den Zielgenen der Eisenhomoostase bilden.



Zusammenfassung

Summary

The iron homeostasis is fundamental for dietanystiat crop plants such as iron content.
In the model planArabidopsis thalianathe 4 basic Helix-Loop-Helix (bHLH) genes
BHLH38/39/100101 are up regulated under iron deficiency, whe@e& H3839 react

in addition jasmonate- (JA) and salicylic acid- (Sdeependent. Under iron deficiency
they induce together with the bHLH transcriptiontéa FIT the ferric chelate reductase
FRO2and the iron transport&RT1

The goal of the project was the investigation ofctions of this 4 bHLH gends the
iron homeostasis ofArabidopsis thalianaand the elucidation of systemic signals
regulating the homeostasis. It was tested if threnboes SA and JA serve as signals for
the iron deficiency response. The study showed JAategulates th&RO2 andIRT1
gene expression in a negative manner. The roléAoivds not found to be related to
systemic signaling of Fe sufficiency responses.

To evaluate the bHLH gene functions, a bHittple mutant plant 3xbhlh and a
bHLH39 over-expression line were characterized in detdihe results suggest
redundancy for the 4 genes of this group, whichehpwositive effects on the iron
deficiency response, so tHBHLH38 is sufficient for maintenance of the iron defiagn
response in th8xbhlh mutant. However, a comparative microarray studyhef3xbhlh
mutant indicates that this 4 genes may be a namat ponnecting stress signals and iron

homeostasis.



3. Einleitung

3.1 Eisen: Ein zentrales Element fiir alle Organismen

Eisen ist ein essentielles Spurenelement fir flestle&bensformen auf der Erde. Die
Fahigkeit in den stabilen Oxidationsformen Fe(hduFe(lll) aufzutreten, gibt Eisen als
Katalysator vieler biologischer Redoxreaktionendamentale Bedeutung. Als Teil der
Elektronentransferketten in Mitochondrien und Cbpdasten sowie der DNA-,
Hormon- und Lipidbiosynthese ist es zentraler Bediwl fast aller lebenden
Organismen (Balk und Lobréaux, 2005; Marschner519Pa Eisen die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies und Hydroxylradikalerder Fenton Reaktion katalysiert,
die das Potential haben Biomolekile zu beschéadigiegt Eisen in biologischen
Geweben gewdhnlich nie als freies Element, sondexist an Chelatoren gebunden vor
(Fenton, 1894; Hell und Stephan, 2003).

Sowie ein Uberschuss an Eisen toxisch wirken kamat, auch ein Mangel des
Spurenelements negative Folgen. Eisenmangelzustahden unabhangig von der Art
des Organismus zu Leistungseinbuf3en. In Pflanrehdse Folgen je nach Schweregrad
Blattchlorosen aufgrund geringerer Chloroplasteabhzund damit verbunden
verminderter Photosyntheseaktivitdt. Dadurch werlifiéachstum und Biomasse der
Pflanze beeintrachtigt.

Im menschlichen Korper sind die Folgen einer Anadrailgemein der Verfall der
korperlichen und mentalen Leistungsfahigkeit, deeRiunter anderem als Kofaktor des
Hams am Sauerstofftransport beteiligt ist. Zu Hisangel kommt es haufig dann, wenn
vorwiegend hypokalorische vegetarische Kost gemossérd, wie es in vielen
Drittweltlandern aufgrund der schlechten Ernahrsiigation der Fall ist. Allerdings
sind Risikogruppen fir Eisenmangel nicht nur aufder der Dritten Welt beschrankt,
allgemein haben z.B. Kinder im Wachstum und Frawéhrend Schwangerschaft und
Menstruation einen erhohten Eisenbedarf und kondadurch schneller an einer
Unterversorgung erkranken. Da insgesamt ein Viedel Weltbevolkerung an
Eisenmangelanamie leidet gibt es zahlreiche Bastigdn Nahrungsmittelpflanzen mit
verwertbarem Eisen anzureichern. Dabei wird durcimddng, Kreuzung und Einsatz
gentechnischer Methoden versucht Nahrungsmittelpéia zu kultivieren, die mehr und

besser verwertbares Eisen enthalten. Als Grundsaggher Bemihungen ist es daher
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unbedingt notwendig die molekularen MechanismenElsenhomoostase in Pflanzen

noch genauer zu erforschen.

3.2 Der Weg des Eisens in und innerhalb der Pflanze

3.2.1  Freisetzung und Aufnahme von Eisen aus dem Boden

Eisen kommt zwar mengenmaliig in allen Béden auszadt vor, es liegt dort allerdings
hauptséachlich in oxidierter Fe(lll) Form vor. Diédlichkeit dieser oxidierten Form ist
besonders im neutralen oder basischen Milieu setingy daher ist Fe(lll) fur Pflanzen
schwer zugéanglich (Marschner, 1995). Freie Feldihen sind bei pH 7 in der wassrigen
Umgebung des Bodens auf Konzentrationen von etwd M limitiert, wahrend
Pflanzen fiir optimales Wachstum eigentlici® M benétigen (Hell und Stephan, 2003).
Da mehr als ein Viertel aller Boden alkalisch sihdben Pflanzen morphologische und
physiologische Anpassungen entwickelt um Eisen &ufnahme aus dem Boden
freizusetzen. So wird die Morphologie der Wurzelatiusubapikale Verdickung und die
vermehrte Bildung von Wurzelhaaren angepasst uiiezeloberflache und damit die
Aufnahmeflache zu erhéhen (Marschner, 1995). Plogieche Anpassungen hdéherer
Pflanzen an Eisenmangelsituationen sind die beidliechanismen Strategie | und
Strategie Il (R6mheld und Marschner, 1986). Diatstyie | basiert dabei auf Reduktion
von Eisen, wahrend bei Strategie Il das Eisen d@bhklatierung aufgenommen wird
(R6mheld und Marschner, 1986). Beide Strategierdarein den folgenden Abschnitten

naher beschrieben:

3.2.1.1 Eisenaufnahmestrategie |

Die Strategie wird von allen Dikotyledonen und dgmgen Monokotyledonen
angewandt, die nicht zur Familie der Graser gehoigiese Pflanzen sauern das
umgebende Substrat bei Eisenmangel an, um diechésiit des Metalls zu erhéhen,
anschlie3end wird Eisen reduziert und aufgenomrmeder Modellpflanze Arabidopsis
ist dieser Vorgang weitestgehend erforscht: Zuenst der Boden um die Wurzel durch
die H-ATPase AHA2 (ARABIDOPSIS HATPASE?2) protoniert (Palmgren, 2001;
Santi und Schmidt, 2009) (Abb. 1). Dadurch werdefllf§ und andere Metallkationen
aus Chelaten herausgel6st und kénnen von der plasmaranstandigen Eisenreduktase
FRO2 (FERRIC REDUCTASE OXIDASE2) im subapikalen &eh der

-10 -
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Wurzelepidermis zu Fe(ll) reduziert werden (Compnadt al., 2003; Robinson et al.,
1999). Man nimmt an, dass diese Reduktion der Eg@men der limitierende Schritt
der Eisenaufnahmestrategie | ist (Grusak et aBp1L9AnschlieRend kann das reduzierte
Fe(ll) vom divalenten Metalltransporter IRT1 (IRON REGULATED
TRANSPORTER1) aufgenommen werden, der auch andezavertige Metallkationen
transportiert (Eide et al., 1996; Vert et al., 20@as eigentliche Eisenmangelsignal, das
diese Mechanismen in Gang setzt ist bisher unbékaie transkriptionelle Induktion
der GeneFRO2 und IRT1 bei Eisenmangel erfolgt allerdings tber den bHLH
Transkriptionsfaktor FIT im Komplex mit bHLH Protein der Gruppe Ib (Yuan et al.,
2008). Die H-ATPaseAHA2 wird bei Eisenmangel ebenfalls verstarkt expritidazu

ist FIT notwendig, allerdings alleine nicht aushaind (Santi und Schmidt, 2009; lvanov
et al.,, 2011). Daher ist es mdglich, dass FIT immigtex mit bHLH Proteinen der
Gruppe Ib auch dieAHA2 Expression reguliert. Eine detaillierte Beschreiputer
Regulation der Eisenaufnahmestrategie |, auch Eiaagelantwort genannt, durch die
Familie der bHLH Transkriptionsfaktoren befindethsunter Abschnitt 3.2.4.1.

-11 -
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@ Losung von Felll

Reduktion zu Fell

@ Aufnahme von Fell

Wurzelepidermiszelle Rhizosphare

Abb. 1: Eisenaufnahmestrategie | inArabidopsis thaliana

Ein unbekanntes Eisenmangelsignal (gelber Pfaiiatt bei Eisenknappheit die Zellen der
Wurzelepidermis. Dort wird das Signal in den Kergitergeleitet und induziert die Transkription und
Translation von FIT und der bHLH Ib Transkriptioakforen. FIT interagiert dann wahrscheinlich mihde
bHLH IbTranskriptionsfaktoren BHLH38 und BHLH39 umeinem Heterokomplex die Transkription
der H+-ATPaseAHA?2, der Eisen(lll)-ReduktagdeRO2und des Fell-TransporteliRT1 zu induzieren. Die
H'-ATPase protoniert dann die Rhizosphare, wodur¢HIFgelost wird. Fe(lll) wird von der
Eisenreduktase FRO2 zu Fe(ll) reduziert und vonliRlifgenommen. Adaptiert von lvanov et al., 2011.

3.2.1.2 Eisenaufnahmestrategie Il

Die auf Chelatierung des Eisens basierende Steategird von allen monokotyledonen
Grasern wie z.B. MaisZea mayp Gerste Klordum vulgarg und Weizen Triticum
aestivum angewandt. Um schwerltsliche Formen wie Eisentwide zu l6sen,
sekretieren die monokotyledonen Graser niedrignubéek organische Chelatoren, die
Phytosiderophore (PS) genannt werden und Fe(lfigldén kbnnen. Die PS werden aus
Methionin uber die Zwischenstufe Nikotianamin (N@gbildet und gehoren zur Familie
der Mugineinsauren (MS) (Takagi, 1976; Takagi et B984; Mori, 1999). Sie sind in
der Lage Fe(lll) und andere Metallkationen zu kawmren und werden als Fe(lll)-PS
Komplexe Uber YS1 (YELLOW STRIPEL) in die Wurzekdgimis aufgenommen
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(Curie et al., 2001). Allerdings ist die Einteilung Strategie | und Il nicht ohne
Ausnahmen. Trotz der Einteilung zu den StrategiBfldnzen ist Reis nicht allein auf
diesen Mechanismus angewiesen. Bei Eisenmangetigrén Reispflanzen sowohl die
Aufnahme von Fe(lll)-MS Komplexen, als auch die #atime von Fe(ll) tber OsIRT1
einem Homolog des ArabidopsisgdRI 1 (Ishimaru et al., 2006).

Die Regulation der Strategie 1l in Reis lauft vethoh Ober den
eisenmangelinduzierbaren bHLH TranskriptionsfakistiRO2(RICE IRON_RELATED
TRANSCRIPTION FACTOR2OsbHLHO056) und die konstitutiv exprimierten
Transkriptionsfaktore®sIDEF1(IDE BINDING FACTORYLundOsIDEF2ab. OsIRO2
induziert bei Eisenmangel Gene der PS-Synthese derd Fe(lll)-PS Transporter
OsYSL150go et al., 2007ynd wird selbst von OsIDEFL1 positiv reguliert (Kghahi et
al., 2009; Kobayashi et al.,2000QsIDEF1 und OsIDEF2 reagieren auf Eisenmangel
und erkennen die regulatorischen Elemente OsIDERON DEFICIENCY-
RESPONSIVE ELEMENTL1) und OsIDEZ2, die zur eisenméspgzifischen Induktion
von Genen dienen, die die Eisenaufnahme erh6heaifashi et al., 2003; Kobayashi et
al., 2004; Kobayashi et al., 2007; Ogo et al, 2008rabhangig von der Strategie werden
nach der Eisenaufnahme in die  Wurzelepidermis  pams und

Speicherungsmechanismen aktiv.

3.2.2  Eisentransport zwischen Pflanzenorganen und auf Zelarem

Level

3.2.2.1 vaskularer Transport von Eisen

Nach dem aktiven Transport des Eisens in den Swnpler Wurzelepidermiszellen
kann das Eisen frei durch den Symplasten oder Astgrh der Epidermis und des
Kortex diffundieren. Ab der Endodermis ist danngauhd des Casparystreifens nur
noch ein symplastischer Transport méglich (Marschh@895). Da ein grof3er Teil des
aufgenommenen Eisens in photosynthetisch aktivemveBe, das heild3t in den
Chloroplasten, bendétigt wird (Terry und Abadia, @p8nuss Eisen uber langere
Strecken zu den Blattern transportiert werden. Ndh Passieren der Endodermis wird
Eisen daher aktiv in das Xylem geladen und mit deamspirationsstrom in den Spross
transportiert. Wie genau Eisen in das Xylem undruBbelatoren zum Bedarfsort
transportiert wird und in welcher Art ein Transpatis dem Xylem stattfindet, ist
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allerdings unklar. Man nimmt an, dass Eisen in Feam Fe(lll)-Zitrat Komplexen Uber
den Transporter FRD3 (FERRIC REDUCTASE DEFECTIVE8) MATE (Multidrug
And Toxin Efflux) Familie ins Xylem geladen werdemd Uber die Vaskulatur voll
ausgebildete Pflanzenorgane erreicht (Rogers uretitid, 2002; Green und Rogers,
2004; Durrett et al., 2007). Da der Transpiratitnoss im Xylem sich entwickelnder
Organe wie Sprossapex, Wurzelspitze und Samerdialggr zum Eisentransport noch
unzureichend ist, nimmt man an, dass Eisen dorh @ber das Phloem transportiert
wird. Das Be- und Entladen des Phloems lauft mbgheeise Uber den
eisenmangelinduzierbaren OLIGOPEPTIDE TRANSPORTERBT3) ab (Stacey et
al., 2008), dessen Funktion besonders wichtig fér\éersorgung der Samen zu sein
scheint, daopt3-1 KO Mutanten einen embryolethalen Phanotyp besi(3tacey et al.,
2002). Um im Phloemsaft mit einem pH von >7 da®iian der Ausfallung zu hindern,
muss es allerdings an Chelatoren gebunden werdeiKahdidat fir die Komplexierung
des Eisens im Phloem wird das, in Arabidopsis, &4dtikotianaminsynthasen (AtNAS1,
AINAS2, AtNAS3, AtNAS4) gebildete Nikotianamin arggdhen, da es in allen Geweben
vorkommt und bei einem neutralen bis schwach ak&hén pH stabile Komplexe mit
Fe(ll) ausbildet (von Wiren et al., 1999). Es wadgenommen, dass im Spross Fe(ll)-
Nikotianaminkomplexe Uber Transporter der YELLOWRIFE-LIKE (YSL) Familie
transportiert werden (Curie et al., 2009; Klattealet 2009). Diese Annahme beruht auf
der Entdeckung von Sequenzibereinstimmungen zwisatben YSL Genen in
Arabidopsis und dem Gen YELLOW STRIPE1l (ZmYS1) adais, das fur einen
Transporter von PS-Fe(lll) Chelaten codiert (Cwgieal.,, 2001; Roberts et al., 2004;
Schaaf et al., 2004). Obwohl ein Beweis fir diesecrie fehlt, weisen bisherige
Ergebnisse darauf hin, dass YSL Transporter eindeRion Langstrecken- und
intrazellularen Transport von Fe-NA Komplexen spiel

Nach der Verteilung Uber die Vaskulatur erreichs daisen die Zielorgane. Am
Bedarfsort wird Eisen dann in die Zellen transgottiund dort in die jeweiligen

Organellen weiterverteilt.

3.2.2.2 Intrazellularer Eisentransport und Speicherung

Uber den Transport und die Speicherung von Eisewrivalb von Pflanzenzellen
besitzen wir nur teilweise Kenntnis, es ist abehmseheinlich, dass die Vakuolen eine
Rolle als Speicherort spielen. Der Speicherungkneigabe von Eisen aus der Vakuole

liegt wahrscheinlich ein Import/Export Mechanismiber die Transporter VIT1
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(VACUOLAR IRON TRANSPORTER1) und NRAMP3 bzw. NRAMRMNATURAL
RESISTANCE-ASSOCIATED MACROPHAGE PROTEIN 3/4) zugde. Der
Transporter VIT1 importiert Fe(ll) in die Vakuol&Ki(n et al., 2006), wéahrend bei
Eisenmangel NRAMP3 und NRAMP4 Eisen aus der Vakealeortieren (Thomine et
al., 2003; Lanquar et al.,, 2005). Neben den Vakuoleird auch Eisen in
unterschiedlichen Plastiden der Pflanze gespei¢®exdkback, 1982). Dort kann Eisen
durch Eisenspeicherproteine, sogenannte Ferrigel@inden werden (Briat et al., 2010).
Ferritine besitzen die Fahigkeit bis zu 4500 Eisem& zu speichern (Briat et al., 2010).
In Arabidopsis sind 4 Ferritine bekannt (FER1- FER® in einzelnen Geweben und
Organen unterschiedlich exprimiert werden (Petitakt 2001). Die Expression der
Ferritine wird induziert durch Faktoren wie hohesdtikonzentrationen in der Pflanze,
oxidativer Stress oder wahrend der Blattseneszamt hei Befall durch manche
Pathogene (Boughammoura et al., 2007; Briat e@L0; Murgia et al., 2007). Kirzlich
konnte zudem noch gezeigt werden, dass die Eiseitsiase in Arabidopsis Uber die
Ferritine mit der inneren Uhr der Pflanze in Verhing steht, da der Regulator der
inneren Uhr TIC (TIME FOR COFFEE) reprimierendedkie auf disFER1Expression
hat (Duc et al., 2009).

Wie die vakuolaren Transporter VIT1 und NRAMP3/gukert werden ist bisher nicht
vollstandig geklart. In den folgenden Abschnittemdwsowohl auf die Regulation der
Eisenaufnahme in die Pflanze (siehe 3.2.4.1), alshaauf die Regulation der
Eisenverteilung innerhalb der Pflanze (siehe 322.dingegangen, an denen malf3geblich

bHLH Transkriptionsfaktoren beteiligt sind.

3.2.3 Die Familie der bHLH Proteine in Pflanzen

Basische  Helix-Loop-Helix  (bHLH) Proteine sind eineKlasse von

Transkriptionsfaktoren mit hoch konservierter bHUIBbmane. Erstmals wurde das
Motiv in Transkriptionsfaktoren der Muskelentwichklyivon Mausen entdeckt (Murre et
al., 1989), kommt aber in vielen eukaryotischenadigmen vor. Speziell in Pflanzen
sind die bHLH Proteine die zweithaufigste Gruppen vbranskriptionsfaktoren und
dienen dort als Regulatoren der Physiologie, detabdismus und der Entwicklung
(Feller et al., 2011). Man nimmt an, dass die bHLtdnskriptionsfaktoren sich in der

Pflanzenwelt kurz vor oder nach der Entstehung etsten Landpflanzen verbreitet
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haben, da bHLH Proteine sowohl in SamenpflanzenAradidopsis thalianaindOryza
sativg als auch in den ersten Landpflanzen Uberhaupt kéhfig vertreten sind,
wahrend sie in Grin- und Rotalgen wesentlich werzgdlenmafig vorkommen (Pires
und Dolan, 2010b). In der ModellpflanZeabidopsis thalianakennt man 158 bHLH
Proteine von denen sich 146 in eine von 26 Untaliameinteilen lassen (Pires und
Dolan, 2010a).

Allen gemeinsam ist die etwa 50-60 AminosaurenéapigLH Domane. Sie besteht aus
10-15 meist basischen Aminosauren am N-terminateeEbasische Domane), gefolgt
von zwei aliphatischem-Helices (Helix-Loop-Helix Region) von insgesamtvat 40
Aminosauren Lange, die durch einen Loop variablnge getrennt sind (Toledo-Ortiz
et al., 2003; Pires und Dolan, 2010a; Feller et28l11) (Abb. 2). Die doppelte Helix am
C-terminalen Ende dient zur Dimerisierung (Murreakt 1989; Ferre-D'Amare et al.,
1994), wobei Homodimere und auch Heterodimere mideeen bHLH Proteinen
ausgebildet werden konnen, um eine DNA Bindung Udbier basische Region zu
ermdglichen (Ma et al., 1994; Shimizu et al., 199@nes, 2004). Die Bindung an die
DNA kann Uber ein konserviertes DNA Sequenzmotigtéleend aus 6 Nukleotiden
ablaufen, das E-Box (5-CANNTG-3’) genannt wird. #mngig von den Basen 3 und 4
der Konsensussequenz existieren unterschiedlicBexEMotive, von denen eines der
haufigsten die sogenannte G-Box (5-CACGTG-3’Y&bledo-Ortiz et al., 2003).
Reguliert werden durch die bHLH Transkriptionsfaktoin Pflanzen z.B. Vorgénge wie
die Lichtwahrnehmung tber PHYTOCHROME INTERACTIN@ETORS (PIF) oder
die Regulation abiotischer Faktoren wie die Eisembostase (Ling et al, 2002;
Colangelo und Guerinot, 2004; Jakoby et al., 200@#n et al., 2005; Wang et al., 2007,
Lau und Deng, 2010; Long et al., 2010)
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Abb. 2: Struktur und Funktionsweise der bHLH Doméne

bHLH Doménen sind etwa 50-60 Aminoséuren lang. kneBh des N-Terminus sind 10-15 meist
basischen Aminosauren lokalisiert (basische Domayaplgt von zwei aliphatischernHelices (Helix-
Loop-Helix Region) von insgesamt etwa 40 Aminosaurange, die durch einen Loop variabler Ladnge
getrennt sind. Die doppelte Helix am C-terminaled&dient zur Dimerisierung (Murre et al., 1989)
wobei Homodimere und auch Heterodimere mit andbkirH Proteinen ausgebildet werden kdnnen, um
eine DNA Bindung Uber die basische Region zu eribgh. Die meist positive Ladung der basischen
Domane vereinfacht die Bindung an das negativ geladRiickgrat der DNA.

3.2.4  Die Rolle der bHLH Proteine in der Regulation der
Eisenhomdostase irabidopsisthaliana

Der Eisenhaushalt von Pflanzen umfasst die Eiseaaufe aus dem Substrat, den
Transport innerhalb der Pflanze zu Bedarfsorten diacEisenspeicherung. Jeder dieser
Teilbereiche wird bedarfsabhangig reguliert, um gierfekte Konzentration des
Elements zur richtigen Zeit am richtigen Ort zu §évleisten. In diesen

Regulationsprozessen spielen einige bHLH Transknpfaktoren eine wichtige Rolle.

3.2.4.1 DbHLH Proteine in der Eisenaufnahme

Dem Weg des Eisens in die Pflanze folgend, wird hieerst der Einfluss der bHLH
Proteine auf die Eisenaufnahme beschrieben undichsten Abschnitt ihre Rolle in der
Regulation des Transports innerhalb der Pflanzeabletet. Die Aufnahme bei

-17 -



Einleitung

Eisenmangel in Dikotyledonen wird durch den bHLHafdskriptionsfaktor FER in
Tomaten und sein Ortholog BHLHO029, auch bekannt=#ls in Arabidopsis reguliert
(Colangelo und Guerinot, 2004; Jakoby et al., 200dan et al., 2005; Bauer et al.,
2004).FIT ist notwendig fur die Induktion voRRO2undIRT1bei Eisenmangel und ist
damit ein zentraler Aktivator der Eisenaufnahmelé&@gelo und Guerinot, 2004; Jakoby
et al., 2004). Bei Abwesenheit vdAT in der fit Mutante ist eine Aktivierung der
Strategie | nicht mehr mdglich und fuhrt zu reduze Eisengehalt und starken
Chlorosen (Colangelo und Guerinot, 2004; Jakokat.e004; Yuan et al., 2005). In der
fit Mutante ist bei Eisenmangel nicht nur die Anzabl BRO2 Transkripte stark
vermindert, auch zeigt die Reduktase wesentlicingere Aktivitat als im WT (Jakoby
et al., 2004; Yuan et al., 2005). ORT1 Expression ist ebenfalls vermindert, allerdings
gibt es Mutanten widitl-1, die IRT1 bei Eisenmangel noch abgeschwéacht induzieren
kénnen, allerdings ist ifit Mutanten kein IRT1 Protein detektierbar (Colangetal
Guerinot, 2004). Daher ist es moglich, dé831 und FRO2 unterschiedlich vorFIT
reguliert werden (Colangelo und Guerinot, 2004;ri¢hat al., 2006). Wie dagegen FIT
selbst reguliert wird und in welcher Form Eisennmedram FIT signalisiert wird, ist nicht
ganz klar. Allerdings konnte bei konstitutiver Ubpression vorFIT in Arabidopsis
eine ektopische Expression in Blattern festgesteditden, die nur unter Eisenmangel
eine starkere~RO2 und IRT1 Expression hervorrief (Jakoby et al., 2004). Dsese
Ergebnis fuhrte zu der Frage, BbI' posttranskriptionell reguliert wird. Kirzlich gas
Untersuchungen, die diese Annahme unterstutzeemngezeigt wurde, dass FIT unter
Eisenmangel bestandigem Abbau und Neusynthesenarfen ist (Meiser et al., 2011,
Sivitz et al., 2011). Da FIT Fusionsproteine insgiie Experimenten bei der Behandlung
mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid kaudetektiert werden konnten, die
Behandlung mit dem Proteasominhibitor MG132 abergenaue Gegenteil zeigte, ist es
wahrscheinlich, dass der FIT Abbau tber den 263eBsom erfolgt (Lingam et al.,
2011; Sivitz et al., 2011; Meiser et al., 2011)egar Mechanismus soll mdglicherweise
dazu dienen ,verbrauchtes* FIT Protein von den Rxtomen der Zielgene zu entfernen
und gegen neusynthetisiertes aktives FIT zu emsetzut Lingam et al. 2011 wird die
Stabilitat von FIT in  Anwesenheit der Transkripsfektoren ETYLENE
INSENSITIVE3 (EIN3) und ETYLENE INSENSITIVE3-LIKE 1 (EIL1) des
Ethylensignalwegs erhoht. Die EIN3/EIL1 Transkmptiwird bei Eisenmangel induziert
(Garcia et al.,, 2010). Ethylen gilt allgemein alsy®hormon, das einen positiven
Einfluss auf die Eisenmangelantwort hat (siehe aBi¢hl) (Romera und Alcantara,
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1994; Lucena et al., 2006; Waters et al., 2007)EInklang mit diesen Beobachtungen
wurde dann auch ein Ruckgang der FIT ProteinmeergBé&handlung von WT Pflanzen
mit dem Ethylensyntheseinhibitor AVG oder in @&m3/eill Doppelmutante beobachtet,
so dass angenommen wird, dass die von Lingam 20al publizierte Interaktion von
FIT mit EIN3/EIL1 den Abbau verhindert (Lingam ét, 2011).

Man nahm an, dass FIT aber zumindest noch mit einderen Gruppe von Proteinen
interagiert, da in Wurzeln von FIT Uberexpressioish FRO2 und IRT1 bei
ausreichender Eisenversorgung nur auf WT Niveauimgrt werden (Colangelo und
Guerinot, 2004; Jakoby et al., 2004; Yuan et &Q3). Es erschien daher mdglich, dass
andere bei Eisenmangel exprimierte bHLH Translongfaktoren wie die der
Unterfamilie Ib mit FIT einen Komplex bilden, umediExpression voRrRO2undIRT1
bei Eisenmangel zu induzieren (Colangelo und Gogrz004). Daher wurde 2008 von
Yuan et al. die Aufgabe der Ib bHLH Transkripticaigbren innerhalb der Wurzel von
Arabidopsispflanzen untersucht. Tatsachlich kondte Interaktion von FIT mit
AtbHLH38 und AtbHLH39 sowie sich selbst in einemFBi Assay in Arabidopsis
Protoplasten beobachtet werden (Yuan et al., 20D8hn wurde die induzierende
Wirkung eines FIT/bHLH38 bzw. bHLH39 Heterokomplexe auch in
Arabidopsispflanzen mittels einer Ko-Uberexpressier Komplexpartner FIT und
bHLH38 bzw. bHLH39 getestet (Yuan et al., 2008)ts@ahlich wurde in diesen Linien
ein eisenunabhéngig hoher Expressionslevel FRO2 und IRT1 und ein erhohter
Eisengehalt im Spross festgestellt und damit dieeofie untermauert, dass bei
Eisenmangel im WT bHLH38 und bHLH39 mit FIT zusanmmedie Gene der
Eisenaufnahme induzieren (Yuan et al., 2008). Ditsstehenden Heterokomplexe aus
FIT und bHLH38 bzw. bHLH39 regulieren bei Eisenmaindie Expression VORRO2
undIRT1und damit zwei der wichtigsten Eisenaufnahmeg&unif et al., 2008). Damit
kommt den bHLH Transkriptionsfaktoren eine zentialdle in der Eisenaufnahme in

Arabidopsis thalianau.

3.2.4.2 Regulation des Eisentransports irArabidopsis thaliana durch

Proteine der bHLH Familie
Betrachtet man die Rolle der bHLH Proteine in demgiation des Eisentransports
innerhalb der Pflanze, scheint ein weiteres SystasnbHLH Transkriptionsfaktoren die
interne Mobilisierung in der Wurzel und den Transpa den Spross zu regulieren.

Einer der zentralen Faktoren der Regulation kddeteeisenmangelinduzierbare bHLH
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Transkriptionsfaktor POPEYE (PYE) sein. Seine digakbei Eisenmangel reprimierten
Ziele, die im Zentralzylinder exprimiert werdennai das Nikotianaminsynthasegen
NAS4und das eisenmangelinduzierbare Eisenreduktadelg@3 aus der FRO Familie
(Long et al., 2010). PYE ist mutmallich ein negatiiRegulator dieser Gene, der bei
Eisenmangel in der gesamten Wurzel exprimiert wader eine besonders starke
Induktion im Bereich des Perizykels zeigt (Longkt 2010). Knock-out Mutantenlinien
des Genspye-) induzieren die ebenfalls im Bereich des Zentdalzgrs exprimierten
Gene des Eisenlangstreckentranspéi®D3 und OPT3 (Green und Rogers, 2004;
Stacey et al., 2008) sowie der vakuolare Eisenp@msr NRAMP4 (Lanquar et al.,
2005) und zeigen unter Eisenmangel vermindertesz&fuund Wurzelhaarwachstum
(Long et al., 2010). Daher stellen die Autoren Higothese auf, dass PYE aufgrund
seiner Lokalisierung und Zielgene zur Koordinater komplexen transkriptionellen
Anpassungen beitragt, die zur Eisenmangelantwdweralig sind (Long et al., 2010).
KO Mutanten des TranskriptionsfaktoRRYE (pye-) zeigen zudem einen erhohten
Eisengehalt, aber eine schwachere Toleranz gegemlitenmangel. Diese auliert sich
durch eine extrem starke Chlorose nach mehrtagigsenmangel. Es wird spekuliert,
dass Eisen in der Mutante durch Deregulation Né&%4nicht richtig verteilt wird und
daher trotz hoher Konzentrationen des ElementsnEmeht in die Bedarfsorte der
Blatter gelangt. Trotzdem weist die Mutante einbwsichere Eisenmangelantwort auf
als der WT, interessanterweise sind eisenmangdieda Gene wie z.BBHLH39 und
BHLH101 (Wang et al., 2007) unabhéangig von der Eisenvgusay starker exprimiert
als im WT (Long et al., 2010). Aufgrund dieser Haise wird angenommen, dass PYE
eine Rolle in der Eisentransportregulation von d&furzel zu den griinen
Pflanzenorganen spielt, wobei PYE direkt Gene deeriverteilung wiNAS4reguliert,
aber auch Einfluss auf Transkriptionsfaktorgene Eilsenhomdostase hat (Long et al.,
2010). Da das Phloem und Xylem umgebende Geweb®@elsykels bei Eisenmangel
sehr stark transkriptionell aktiv ist, wird spelaunti dass dort der Status des Eisens in der
Pflanze mit dem &ufReren Eisenpool abgeglichen (iindneny et al., 2008; Long et al.,
2010). Zu diesem Zweck interagiert PYE vermutliocht den bei Eisenmangel
induzierten bHLH Transkriptionsfaktoren IAA LEUCINRESISTANT3 (ILR3) und
bHLH115 (Dinneny et al., 2008; Long et al.,, 201MR3 und bHLH115 wiederum
interagieren mit einer putativen E3 Ligase, gen®@RUTUS (BTS), die Domanen zur
Metall und DNA Bindung besitzt und ein PYE ahnlishéxpressionsmuster zeigt. In
partiellenbts Mutanten dieBTS bei Eisenmangel nicht mehr induzieren, zeigt sieh
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Eisenmangel ein zpye-1Mutanten gegensatzlicher Phanotyp mit langerenzélarund
groReren grineren Sprossen (Long et al.,, 2010)eDaird angenommen, dagss-1
Pflanzen Uber eine erhdhte EisenmangeltoleranZigenf und der Transkriptionsfaktor
BTS gegensatzliche Funktionen zu PYE besitzt undatme auf die Gene der
Eisenaufnahme wirkt (Long et al., 2010). Die Autorespekulieren, dass die
Interaktionen zwischen PYE, ILR3, bHLH115 und BTSur zRegulation der
Eisenhomoostase bei Eisenmangel beitragen. Dalben YE und BTS aufgrund ihrer
gegensatzlichen Funktionen die Eisenhomoostasmén stabilen Balance halten (Long
et al., 2010). Genaueres uber diesen MechanisnaislienFunktion der einzelnen Gene

ist bisher allerdings nicht bekannt.

3.25 Die bHLH Unterfamilie Ib im Kontext der Eisenhomobogase

Eine der 26 bHLH Unterfamilien in Pflanzen findet dieser Arbeit besondere
Beachtung. Es handelt sich dabei um die bHLH Uateitie Ib. Ausgehend von der
Nomenklatur von Heim et al. im Jahr 2003 wurde digerfamilie Ib von Pires und
Dolan 2010 in zwei neue Untergruppen, mit Named)llihd 1b(2), aufgeteilt. Bei der
Einteilung der Gene in Unterfamilien wurde die Lardger Gene sowie der Proteine, die
Anzahl der Introns mit konservierter Position unig dage der bHLH Domanen
berticksichtigt (Heim et al., 2003) und durch Pitesl Dolan im Jahr 2010 nach
neuesten phylogenetischen Gesichtspunkten Ubetetrleires und Dolan, 2010a). Hier
soll die Untergruppe Ib(2) naher betrachtet werdgie. beinhaltet 6 Gene a@ryza
sativaund 12 Gene auArabidopsis thalianadie aufgrund ihrer &hnlichen Struktur in
einer Gruppe zusammengefasst werden (Tabelle &)GeneAtbHLH038, AtbHLHO039,
AtbHLH100, AtbHLH101 und OsbHLH56bilden aufgrund ihrer Induzierbarkeit durch
Eisenmangel eine eigene funktionelle Gruppe indertdar Unterfamilie 1b(2) (Wang et
al., 2007; Vorwieger et al., 2007; Ogo et al., 20as einzige aus Reis stammende
eisenmangelinduzierbare Gen dieser GrupgbHLHO056,auchOsIRO2genannt, zeigt
starke Ahnlichkeit zZulBHLH38/39/100und 101 aus Arabidopsis (Zheng et al., 2010).
OsIRO2 reguliert die Expression der Nikotianaminsynthaseg®©sNAS1/2/3 des
Nikotianamin-aminotransferasegei®@sNAAT] des Deoxymugineinsduresynthasegens
OsDMAS1und desy' S1ahnlichen Eisenphytosiderophortransporterg@ssSL15ositiv
(Ogo et al., 2007). INOsIRO2 Uberexpressionslinien konnte gezeigt werden, dass

sowohl die Expression der PS-Synthasegene erhtjhalss auch die Expression des
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Fe(ll)-MS  Transportergens OsYSL15 ohne eine verstarkte Eisenaufnahme
hervorzurufen (Ogo et al., 2007). Das zeigt ans dies Eisenaufnahme in Reis durch ein
Netzwerk von weiteren Faktoren reguliert wird. $elcTranskriptionsfaktoren sind
IDEF1 und IDEF2, die an eisenmangelabhéngige Elean@DE1 und IDE2) binden und
dadurch eine Vielzahl von Eisenhomoostasegenenieegiu (Kobayashi et al., 2003;
Kobayashi et al., 2007; Ogo et al, 2008). Untereagh wird auch OsIRO2 von IDEF1
positiv beeinflusst und induziert seinerseits diear genannten Gene der Strategie | und
maoglicherweise auch andere Transkriptionsfaktokabéyashi et al., 2007).

Fir die 4 aus Arabidopsis stammenden Gene (Tabeflenmt man wegen starker DNA
Sequenzibereinstimmungen und wahrscheinlich daneitboundenen redundanten
Funktionen an, das8HLH38 und BHLH39 sowie BHLH39 und BHLH100 durch
Duplikationsereignisse auseinander hervorgegangeh(kleim et al., 2003). Uber die
Funktion dieser 4 Gene ist manches bekannt, atigsdsind viele Teilaspekte nicht
vollstéandig verstanden. Die 4 Transkriptionsfakiosend in Wurzeln im Bereich der
Wurzelhaarzone und in Blattern schwach exprimikrg Expression in beiden Geweben
wird erst durch Eisenmangel verstéarkt induzierhedarfolgt die Induktion unabhangig
von FIT (Wang et al.,, 2007). Welches Signal beieBmangel zur Induktion fihrt ist
nicht bekannt. Die Anwesenheit bei Eisenmangel imra#l- und Blattgewebe deutet
allerdings auf eine komplexe Funktion im Zusammeghder Eisenhomdostase hin.
Bisher konnte nur fir bHLH38 und bHLH39 gezeigt da, dass sie bei Eisenmangel
Heterokomplexe mit FIT bilden um die Expression W02 und IRT1 zu induzieren
(Yuan et al.,, 2008). In Hefe wurde zusatzlich ggzedass die aus der Interaktion
entstehenden Komplexd-RO2 bzw. IRT1 Promotor-GUS Fusionen induzieren,
allerdings war eine héherdRT1 Promotor vermittelte GUS Aktivitat in denjenigen
Hefezellen festgestellt worden, dbHLH39stattAtbHLH38exprimierten (Yuan et al.,
2008). In der Tat akkumulierten Pflanzen @&itbHLH39 Uberexprimierten auch mehr
Eisen alsAtbHLH38 Uberexpressionslinien, weshalb die Autoren spekigh, dass
BHLH39 zusatzliche Funktionen in der Kontrolle dieiT 1 Expression haben kénnte und
zu diesem Zweck mit einem weiteren unbekannten dfakinen Heterokomplex
ausbildet, da Homodimere von bHLH38 oder bHLH3%higeobachtet wurden (Yuan
et al., 2008).

Fur bHLH100 und bHLH101 wurde eine Interaktion FIiT noch nicht gezeigt, ist aber
wahrscheinlich, daBHLH038, BHLH039, BHLH10Qund BHLH101 stark redundant

erscheinen, wenn man in Betracht zieht, dass Em#ehten keinen Phanotyp besitzen
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und keinerlei Symptome von Eisenmangel zeigen (Watrag., 2007). Ungeklart bleibt
allerdings die Funktion der 4 bHLHs bei Eisenmarigeden Blattern, da Interaktionen
mit FIT unwahrscheinlich sind, weil FIT auf3erhaller dWurzel nur sehr schwach
exprimiert wird (Wang et al., 2007). Daher kbnn#&HLHO038, BHLH039, BHLH100
und BHLH101 weitere Funktionen im Zusammenhang der Eisenhotagesesitzen,
die Uber die Eisenaufnahmeregulation zusammenHifdit hinausgehen. Wang et al.
stellten 2007 dazu die Hypothese auf, dass diggélds moglicherweise auf generelle
Stresssignale antworten, die durch Eisenmangel esistgwerden. Aufgrund ihrer
Expression in der Nahe der Vaskulatur in Blattend ¥Vurzeln kdnnte es sich um ein
vaskulares systemisches Signal handeln. ZumindeBtHLH038und BHLHO39konnte
gezeigt werden, dass sie auf Ethylen und NO reagi@Barcia et al., 2010; Lucena et
al., 2006), sowie auf die systemisch wirkenden &gtmone Salizylat und Jasmonat
(Kang et al, 2003). Siwurden 2003 daher zusatzlidRG2und ORG3benannt QBP3
RESPONSIVE GENEda sie als direktes Ziel des salizylsaureindbzaieen Dof (DNA
binding with one finger) Transkriptionsfaktors OBHRABF-BINDIN PROTEIN 3)
angesehen werden (Kang et al., 2003). Zuerst weirte Koexpression vo®BP3 und
BHLHO038 bzw. BHLH039in OBP3Uberexpressionslinien mit konstitutivem und auch
mit induzierbarem Promotor gezeigt. Dann stelltenrfest, dass die Expressionslevel
von BHLH38 und BHLH39in OBP3KO Linien reduziert sind (Kang et al., 2003), was
darauf hindeutete, dassOBP3 als positiver Regulator fungiert. Fuar den
TranskriptionsfaktolOBP3wurde spater postuliert, dass er Funktionen im ¢diyom
und Cryptochromsignalweg zur Regulation der Hypgleddbngation und
Kotyledonenexpansion tbernimmt (Ward et al., 2005).

Bei Tests mit Jasmonat und Salizylat, wurde die II&RAszierbarkeit vonBHLH38
BHLH39 und OBP3 Transkripten in Arabidopsis Wurzeln festgestelltdueine
Verringerung derBHLH38 und BHLH39 Transkriptzahlen unter Einfluss von JA
beobachte(Kang et al., 2003; Kang and Singh, 2000). Inwieféasmonat und Salizylat
die Eisenmangelantwort Ub&HLH38 und BHLH39 beeinflussen ist bisher allerdings
nicht erforscht.
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Genname Genlokus
Tair/TIGR
AtbHLHO036 AT5G51780
AtbHLHO38 AT3G56970
AtbHLHO039 AT3G56980
AtbHLHO55 AT1G12540
AtbHLH100 AT1G41240
AtbHLH101 AT5G04150
AtbHLH118 AT4G25400
AtbHLH120 AT5G51790
AtbHLH125 AT1G62975
AtbHLH126 AT4G25410
AtbHLH160 AT1G71200
AtbHLH162 AT4G20970
OsbHLHO056 LOC _0s01g72370
OsbHLH147 LOC_0s029g34370
OsbHLH168 LOC _0s01g01840
OsbHLH169 LOC_0s01g01870
OsbHLH170 LOC_0s01g33400
OsbHLH172 LOC_0s02g13670

Tabelle 1: Gennamen und zugehoriger Genlokus der bEH Unterfamilie 1b(2)

18 Mitglieder der bHLH Unterfamilie 1b(4gweils 12 GenausArabidopsis thalianaind 6 Gene aus

Oryzasativa, adaptiert von Pires und Dolan, 2010

3.3 Das Netzwerk der Stresshormone

3.3.1 Die Steuerung der Eisenaufnahme durch hormonelle &nale

Es ist bisher nicht klar ob die Eisenaufnahme leztigokal von der Wurzel oder durch
Langstreckensignale reguliert wird. Experimente Wharzeltrennungssystem, bei dem
nur eine Wurzelhélfte bei ausreichender Eisenvgusay Kkultiviert wird, zeigen
allerdings dass die Induktion der Eisenmangelartimater anderen Wurzelhélfte, die in
Eisenmangelmedium angezogen wurde, inhibiert wivar{g et al., 2007; Vert, Briat et
al., 2003). Das deutet darauf hin, dass Langstresiggeale existieren die den Eisenstatus
in einem Teil der Wurzel an entfernte Pflanzentaielden. Um das Signal zu
identifizieren, das in Pflanzen die Eisenmangelantweguliert, wurde in den letzten

Jahren eine grol3e Anzahl von Untersuchungen mitoRbymonen im Kontext der
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Eisenhomdostase durchgefihrt. Es konnte gezeigtemedass Hormone wie Cytokinin
reprimierende Effekte auf die Eisenaufnahme habeirend Auxin, Ethylen und das
Signalmolekil NO positiv wirken (Chen et al., 201®arcia et al., 2010; Garcia et al.,
2011; Lingam et al.,, 2011; Meiser et al., 2011).fgkund ihrer Wirkung auf die

Genexpression voBHLH38 und BHLH39 werden Salizylat (SA) und Jasmonat (JA) in
dieser Arbeit im Kontext der Eisenhomoostase naheersucht. Daher soll in den
folgenden Abschnitten speziell auf deren Netzweekegegangen werden, um sie
genauer zu charakterisieren. Die Betrachtung gade&rwerke ist zum Verstandnis der
Hormonwirkung extrem wichtig, da die Signalmolekiigeht nur eine Vielzahl von

Prozessen in der Pflanze modulieren, sondern siaheid auch abhangig von
Konzentration, Reihenfolge des Auftretens und Whdgort gegenseitig unterschiedlich

beeinflussen.

3.3.2 Salizylat

Allgemein spielt SA zusammen mit den Hormonen Jasnh@A) und Ethylen (ET) eine
zentrale Rolle in der Resistenz von Pflanzen gdggthogene oder Herbivoren (Dong,
1998; Leon-Reyes et al., 2010; Spoel et al., 2603erse, Leon-Reyes, Van der Ent und
Van Wees, 2009), reguliert allerdings auch eind2did von Antworten auf abiotischen
Stressfaktoren wie zum Beispiel extrem hohe odednge Temperaturen, Salzstress
und oxidativer Stress (Miura und Ohta, 2010; Ladkie und Knight, 2002; Larkindale
et al., 2005; Gunes et al.,, 2007). Ein Derivat &alizylsdure, das sogenannte
Methylsalizylat, ist ein wichtiges Langstreckensiimolekdl in der systemisch
erworbenen Abwehr von Tabak und Arabidopsis (Shulek al., 1997; Rivas-San
Vicente und Plasencia, 2011). Damit verbundenirs der wichtigsten Aufgaben von
SA die Vermittlung von Resistenzen gegen biotroftethogene, wahrend JA/ET
Signalwege gegen nekrotrophe Krankheitserregev akid und meist antagonistisch zu
SA wirken (Glazebrook, 2005; Shah, 2003). SA fuhei bder pflanzlichen
Pathogenabwehr nicht nur zur Aktivierung von Abvgsmen, sondern ist auch zur
hypersensitiven Zelltodantwort notwendig (Halimaét 2006). Diese Immunantwort ist
eine Form des programmierten Zelltods am InfekbohgHofius et al., 2009),
hervorgerufen durch reaktive Sauerstoffspezies! der Immunantwort ist es das
Pathogen vom Rest der Pflanze zu isolieren undweeiere Ausbreitung zu verhindern
(Pieterse et al., 2009). SA ist sowohl fur die Bgdnerkennung, als auch fur die
Ausbildung einer lokalen wie auch systemischen ®esz in der ganzen Pflanze
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notwendig (Grant und Lamb, 2006). Die Akkumulatimm SA kann durch Infektion mit
verschiedensten Pathogenen oder auch nur durchn@leng mit Pathogenelicitoren
hervorgerufen werden, aber auch Stressbedingunigyamek zu einer Akkumulation von
SA fuhren. Schon das aul3erliche Zufiihren von SA 8deAnaloga ist ausreichend um
Resistenzen in der Pflanze auszubilden (Goérlachl.et1996; Lawton et al.,, 1996).
Transgene Pflanzen, die die bakterielle SA Hydrasgl nahG tragen, die SA zu
inaktivem Katechol umsetzt, kbnnen SA nicht akkuereh und unterliegen dadurch
starken Einschrankungen der Pathogenabwehr (Duwadt Dong, 2004). In WT
Pflanzen wird durch lokale Infektionen mit Pathogendie systemisch erworbene
Resistenz (SAR) induziert, indem ein lokales Sighaich die Vaskulatur wandert um
Abwehrreaktionen auch in weiter entfernten, nicetabenen Geweben hervorzurufen
(Pieterse, Leon-Reyes, Van der Ent und Van Wed39)2@ie SAR flhrt im befallenen
Gewebe dann zur hypersensitiven Zelltodantwort,géigen ein ganzes Spektrum von
Pathogenen wirksam ist (Ryals et al., 1995). Dauktion der SAR wird von einer SA
Akkumulation begleitet (Malamy et al., 1990; Metxaet al., 1990) und ruft die
Aktivierung bestimmter zur Abwehr benétigter Genervor (Ward et al., 1991).
Darunter befinden sich auch die so genannten PBidgeanesis-related) Gene (Van
Loon und Van Strien, 1999). Einige der PR Protdiasitzen antimikrobielle Aktivitat.
Ist der SA Weg gestort, kann die Aktivierung die€ane nicht erfolgen. Der SA-Weg
besteht insgesamt aus drei Teilen: der SA Bioswethder SA-Akkumulation und der
SA-Signaltransduktion (Lu, 2009). Die SA Biosynthdst nicht vollstandig bekannt,
allerdings weil3 man von eine8iD2 (SA INDUCTION DEFICIENT 2uch bekannt als
ISOCHORISMATE SNTHASE1 abhéngigen und einemSID2 unabhangigen
Biosyntheseweg (Lu, 2009). Da SA eine aromatischerbMdung ist, wird bei
pathogeninduzierter SA Biosynthese Chorismat aus &hikimatweg vonSID2 zu
Isochorismat umgesetaid2 Mutanten zeigen reduzierte SA Akkumulation und deldu
bedingt eine erhdhte Pathogenanfalligkeit (Lu, 20N@wrath und Métraux, 1999;
Wildermuth et al., 2001).

Die SA Akkumulation ist ebenfalls noch nicht vodlatig aufgeklart, viele Faktoren
spielen hier eine Rolle. Klar ist, dass EDS1 (ENHXED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 1) einen zentralen Stellenwert emmt (Wiermer et al., 2005).
EDS1 ist wahrscheinlich eine Lipase die Resistergaggen Pathogene vermittelt (Aarts
et al., 1998; Parker et al.,, 1996) und deren Seggnakhrscheinlich Uber das
lipaseéhnliche Protein PAD4 (PHYTOALEXIN-DEFICIENY4zw. alternativ Gber
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SAG101 (SENESCENCE ASSOCIATED GENE101) weitergeteiterden (Lu, 2009).
Sowohl EDS1 und PAD4 als auch SAG101 sind posifRegulatoren der SA-
Signaltransduktion (Lu, 2009).

Die eigentliche Signaltransduktion des SA Signasarkauf unterschiedlichen Wegen
erfolgen, von denen noch nicht alle bekannt simdeiEder gut untersuchten Signalwege
benotigtNPR1L(NONEXPRESSOR OF PR GENE&Ich bekannt alsliM1). Die nprl
Mutante akkumuliert SA nach Pathogenbefall in ndem&onzentration, kann aber die
PR Gene nicht auf dem Level des WT exprimieren und SR nicht ausbilden
(Pieterse und Van Loon, 2004). NPR1 interagiert deh hierarchisch unterhalb
gelegenen Proteinen der NIMIN (NIM1-INTERACTINGI)GA und WRKY Familien,
welche dann wiederum Abwehrgene beeinflussen (QO92

Der SA Signalweg uUberschneidet sich bei der Patmageehr mit dem JA- und ET-
Signalweg, wobei die finale Abwehrreaktion stark/ata beeinflusst wird in welcher
zeitlichen Abfolge und Zusammensetzung die dreinktore ausgeschittet werden
(Leon-Reyes et al., 2009). So kann z.B. BR1 Genexpression, die SA induzierbar ist
dosisabhangig durch zusatzliches Ethylen verstéekden (De Vos et al., 2006).
Speziell die teilweise antagonistische teilweispesgetische Wirkung von SA und JA
war Gegenstand vieler Untersuchungen. Viele StudesrPathogenabwehr zeigen, dass
endogen akkumulierendes SA antagonistisch auf haadige Signale wirkt, wobei SA
abhangige Abwehrreaktionen Prioritdt Uber JA-Abwedchanismen haben, wofir
NPR1essentiell ist (Koornneef und Pieterse, 2008; SEpnd Dong, 2008). Allerdings
kann beim Zusammentreffen verschiedener Angreifierselben Zeit der JA-Signalweg
dann Prioritat Uber den SA Weg gewinnen, wenn Jsamumen mit ET induziert wird
(Leon-Reyes et al., 2009). Physiologisch habenhsoKreuzreaktionen den Sinn ein
flexibles System zu schaffen, dass es der Pflanzedglicht auf wechselnde
Bedingungen oder Angreifer zu reagieren und dabeerdie und Ressourcen zu
schonen. Dass solche Uberschneidungen der Hornmwerke auch fiir abiotische
Stressreaktionen zutreffend sein kénnen ist wabistbh, da SA beispielsweise an
Prozessen wie Hitzetoleranz mit ET zusammenwirldrindale und Knight, 2002).
Solche Zusammenspiele von Signalmolekilnetzwerkem slaher auch fur die
Regulation der Eisenhoméostase in Pflanzen denkioar konnten dort auch als

Langstreckensignale fungieren.
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Stress
; abiotisch/biotisch k

SA-Biosynthese

Abb. 3: Modell des Stressnetzwerks der Phytohormon8A,JA und ET in Arabidopsis thaliana
Abiotische und biotische Stressfaktoren kdnnerBiasynthese der Phytohormone SA, JA und Ethylen
fuhren(SA) SA wird tber SID2 oder SID unabhéngige Wege gehildDS1 und PAD4 sind zur SA
Akkumulation notwendig und funktionieren als pogtiRegulatoren. Das Phytohormon SA induziert die
Zielgene wiePR1iber NPR1 und Regulatoren der NIMIN, TGA und WRRKamilien, die auch Einfluss
auf JA abhangige Zielgene hab&) Die JA Biosynthese lauft Uber Lipoxygenasen aB,aldive JA-

lle wird Uber JAR1 gebildet und fuhrt zum COI1-S@#Fmittelten Abbau der negativen JAZ Regulatoren.
Dadurch wir die Repression von MYC2 aufgehoben ihdielgene wiePDF1.2werden transkribiert.

Die Zielgene aktivieren haufig wieder JAZ um diggative Regulation wiederherzustell¢gT) Ethylen
kann JA Zielgenen Prioritat Gber SA Antworten veteih, wenn JA und ET gemeinsam auftreten. Auch
PDF1.2ist ethylenabhangig reguliert, erreicht aber §eanskriptionsmaximum bei gemeinsamem
Auftreten von JA und ET. Ebenso wird ®&1Expression dosisabhangig von ET verstarkt. (Dadéo
ist eine modifizierte Darstellung von Lu, 2009; Waeack, 2007; Leon-Reyes et al., 2009 und Chini et
al., 2009.)
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3.3.3 Jasmonat

Jasmonat ist ein lipidbasierendes Hormon, das lemBén zahlreiche Derivate besitzt,
wie z.B. Methyljasmonat (MeJA). Die Jasmonate difithlieder der Oxylipinfamilie,
die in Pflanzen als biotische und abiotische Ssigaale agieren und auch Einfluss auf
Wachstum und Entwicklung haben (Wasternack, 2007).

Der erste Schritt der JA Biosynthese startet mitereiUmsetzung der dreifach
ungesattigtena-Linolensédure aus der Chloroplastenmembran durgboxXyigenasen
(LOX) und endet in den Peroxisomen mit der Bildwmg (+)-7-iso-JA (Wasternack,
2007; Fonseca et al., 2009). Da dieses Molekll saktabil ist, wird es schnell zum
stabileren (-)-JA umgesetzt, dass allgemein alsdaat bekannt ist. Dieses wird in eine
Vielzahl biologisch aktiver Derivate umgesetzt (Feca et al., 2009). Bei der
Derivatisierung spielt speziell die Konjugation v mit Aminosauren eine Rolle, die
durch die Jasmonataminosynthetase JAR1 (JASMONAHSI®TANT1) umgesetzt
wird und fur die Wirksamkeit des Hormons notwendig (Fonseca et al., 2009). Das
Derivat JA-L-lle wird allgemein als die molekulairtisame Form des Signalmolekils
beschrieben (Fonseca et al., 2009).

Jasmonate spielen eine Rolle in vielen Entwicklpnggessen wie Wurzelwachstum,
Fruchtreifung, Seneszenz und Fertilitat, vermitteher auch Stressantworten (Fonseca
et al., Solano, 2009; Browse, 2009). Die von JA irfkessten abiotischen
Stressantworten umfassen unter anderem Anpasswargdmockenheit, UV-Strahlung
und Ozon (Browse, 2009). Bei Anpassungen auf loloéis Stressfaktoren wie
nekrotrophe Pathogene oder Insektenbefall wirkesmdaate im Abwehrnetzwerk
haufig synergetisch mit ET und antagonistisch zu (8&ymond und Farmer, 1998;
Farmer et al., 2003; Leon-Reyes et al., 2009; LiReyes et al., 2010).

Speziell bei der induzierten systemischen Resis{iS2) spielen JA und ET regulierte
Signalwege eine wichtige Rolle. Die ISR wird typieoweise durch nicht pathogene
Rhizobakterien an den Wurzeln der Pflanze ausgéRisterse et al., 2009). Durch JA
und ET regulierte Signalwege werden dann Langséregsignale durch die Vaskulatur in
die Ubererdischen Pflanzenteile ausgesandt unceriiiaur Ausbildung systemischer
Immunitat in der ganzen Pflanze (Pieterse et 8092 Vergleichbare Abwehrreaktionen
wie im Fall der SAR (siehe 3.3.2) werden aber @asin aktiv, wenn die Pflanze danach

tatsachlich von einem Pathogen angegriffen wirdt@®se et al., 2009). Die ISR verleiht
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vielen Pflanzenspezies Immunitat gegen eine Vi¢lzabn Oomyceten, Pilzen,
Bakterien, Viren und herbivoren Insekten (Pozd.eQ08).

Den ersten physiologischen Effekt der Jasmonatdeekte man 1981 (Dathe et al.) mit
der Beobachtung, dass das Wurzelwachstum von Kegeti unter dem Einfluss von
Jasmonat stark inhibiert war. Daher kdnnen jasmosetsitive Mutanten wie z.B.
jarl-1 undcoil-1 (coronatine insensitivel}Idadurch identifiziert werden, dass sie bei
Jasmonatbehandlung Wurzelwachstum zeigen, das mbieéhandelten WT Pflanzen
vergleichbar ist (Feys et al., 1994). eil-1 Mutante zeigt mannliche Sterilitat und
Defekte in der Aktivierung JA abhéngiger Gene (Fetysl., 1994).

COI1 ist ein fur den JA Signalweg essentielles Kk-Btrotein das mit 4 weiteren
Interaktionspartnern den sogenannten SCF-COI1 (SXJBLIN-F-box) Komplex
bildet, der als E3 Ubiquitinligase agiert (Yan ét 2009). Diese JA abhangige E3
Ubiquitinligase markiert negative JA RegulatoreAZ JJASMONATE ZIM-DOMAIN)
Gene genannt, zum Abbau durch den 26S Proteasonsd€a et al., 2009). Diese
entlassen nach ihrer Degradation MYC2/JIN1 eineiHbH ranskriptionsaktivator der
dann an Promotoren JA regulierter Gene die Traps@én in Gang setzen kann (Fonseca
et al., 2009). Die Zielgene aktivieren zur Wiedeshalung der negativen Regulation
haufig die JAZ Regulatoren (Wasternack, 2007). Il#assisches JA Markergen ist das
PLANT DEFENSIN1.ZPDF1.2. Die Regulation dieses Gens wird durch JA, ET und
SA beeinflusst (Wasternack, 200PDF1.2wird JA und ET abhangig induziert und bei
Kombination beider Hormone zeigt es seine stafkgression (Penninckx et al., 1998).
SA induzierte Gene wie der TranskriptionsfakféRKY 70dagegen haben negative oder
im Fall der der TranskriptionsfaktorelGA2,5,6positive Wirkung auf die Expression
des Gens (Wasternack, 2007).
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3.4 Vorarbeiten

341 Effekte von Jasmonat auf die IRT1 Promotoraktivitat
(Maurer et al., 2011)

Diese Vorarbeiten (Abschnitt 3.4.1 und 3.4.2) ward®n Sabine Miuller im Rahmen
einer Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Petra Bauer durchgefihrt.

Um zu testen ob Jasmonat die Eisenaufnahme besshflnd damit ein Kandidat fir ein
systemisches Eisensignal in Pflanzen darstelltdendie Wirkung des Phytohormons
auf die Regulation von Eisenaufnahmegenen getgd®T.1::GUSTests zeigten einen
Ruckgang deftRT1 Promotoraktivitat unter Einfluss von Jasmonat,bindagig von der
Eisenversorgung. Die Ergebnisse deuten darauf kiass JA die Gene der

Eisenmangelantwort negativ beeinflussen kann.

3.4.2  Auswirkungen des Lipoxygenaseinhibitors Ibuprofen af die
Eisenmangelantwort (Maurer et al., 2011)

In friheren Experimenten (Wang et al., 2007; Vé&tat und Curie, 2003) konnte
gezeigt werden, dass im Wurzeltrennungssystem g shaterial und Methoden) die
Induktion von FRO2 und IRT1 in der —Fe Wurzelhalfte unterdriickt wurde. Dieser
inhibitorische Effekt geht moglicherweise auf eystemisches Signal zurlck, bei dem
es sich um Jasmonat handeln kénnte. Zuerst wurd®ionversuchen der inhibitorische
Effekt in der —Fe Wurzelhalfte im Wurzeltrennungdsyn bestatigt. Dartber hinaus
zeigen Ergebnisse von Vorversuche mit Ibuprofemerai Inhibitor der Lipoxygenasen
die zur Jasmonatbiosynthese bendtigt werden (Stlsetial.,, 1991; Zhuet al., 2006),
einen generellen Anstieg der ExpressionslevelEagmnmaufnahmegene und geben damit
einen weiteren Hinweis darauf, dass es sich beiidaritorischen Signal um Jasmonat
handeln konnte.

Diese Vorergebnisse wurden als Basis genutzt uailidatere Genexpressionsanalysen
im  Wurzeltrennungssystem mit JA Mutanten und Eisemfostasemutanten

durchzufthren.
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3.4.3  Kreuzung von bHLH Einzelmutanten zur Kultivierung v on
homozygoten bHLH Mehrfachmutanten

Um die Funktionen der Untergruppe 1b(2) bHLH Tramstkonsfaktoren zu untersuchen
wurde aufgrund der vermuteten Redundanz der GemeKrdBuzung einer moglichst
hochgradigen Mutante angestrebt. BldLH38 und BHLH39 vermutlich Ergebnis einer
Tandemduplikation sind, liegen sie auf Chromosoim Bandem zusammen, so dass ein
Crossing-over zwischen den Genen sehr unwahrsatteist (Vorwieger et al., 2007).
Das heildt, die Kreuzung vomHLH38 und BHLH39 Einzelmutanten zu einer
BHLH38BHLH39 Doppelmutante zur Generierung von Drei- oder \dehniutanten
ware aufgrund der Vielzahl von zu untersuchendedanén ein sehr langwieriges
Projekt. Die Dreifachmutanten, die durch Kreuzungerhalb weniger Generationen
gezuchtet werden kdnnen, sind DreifachmutanterentivederBHLH38 oderBHLH39
als letztem aktivem Gen der Untergruppe Ib(2). DaBHLH39 Funktionen in der
Regulation vonRT1 vermutet werden, die flBHLH38 nicht gezeigt werden konnten
(Yuan et al, 2008), wurden deshalb im Vorfeld diesArbeit mogliche
Dreifachmutanten durch Kreuzen der homozygoten TABhzelmutanterbHLHO39-

1, bHLH100-1undbHLH101-1erzeugt (Prof. Dr. Petra Bauer, nicht vertffehtjcum
nur die putativ geringeren Funktionen MaiALH38in der Pflanze aktiv zu belassen. Das
bereits erstellte Saatgut wurde im Rahmen dieskeiAmit dem Ziel genotypisiert, eine
BHLHO039/BHLH100/BHLH10Dreifachmutante zu finden und diese als Ausgangdpu

fur weitere Arbeiten zu nutzen.
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4. Ziele dieser Arbeit

bHLH Transkriptionsfaktoren Utbernehmen eine Vielzatichtiger regulatorischer
Aufgaben in Eukaryoten und besitzen durch ihre ¢t mit anderen bHLH Proteinen
Dimere zu bilden ein breites Spektrum an Funktiorigpeziell in der Eisenaufnahme
von Pflanzen nehmen bHLH Transkriptionsfaktoren MEIT eine zentrale Rolle in der
Regulation der Eisenaufnahme ein. Da die vier bHRrBiteine der Untergruppe Ib(2) in
Arabidopsis durch Eisenmangel in Blattern und Wimrzaduziert werden, allerdings
nur zwei von ihnen in Wurzeln mit dem zentralen Watpr AtFIT interagieren um
Gene der Eisenaufnahme zu induzieren, ist es wadirdich, dass sie weitere Gene im
Zusammenhang der Eisenhomo6ostase unabhéngig vonrdgidlieren. Da sie bei
Eisenmangel nicht nur im Wurzel- sondern auch irattBewebe aktiv sind, ware es
maoglich, dass diese Transkriptionsfaktoren Langk#esignale der Eisenhomdostase
verarbeiten. Daher ist es zum Verstandnis der Bm®bostase notwendig die
Funktionen dieser Gengruppe zu erforschen. Ein dietes Projekts war es daher
Funktionen der vier bHLH Ib(2) Proteine in der Riagjon der Eisenaufnahme und der
Eisenhomdoostase vadxrabidopsis thalianau finden.

Eine weitere Fragestellung des Projekts ist, duwrefiche Mechanismen Eisenmangel
oder ausreichende Eisenversorgung zur Induktion . bzRepression von
Transkriptionsfaktoren der Eisenhoméostase wie ElB.oder der 1b(2) bHLHs und der
Gene der Eisenaufnahme fuhrt. Obwohl die Eisenauafieain Pflanzen seit Jahrzehnten
wissenschaftlich untersucht wird, ist es bishernigelungen, genau zu ergrinden
welche Signale Eisenmangel bzw. ausreichende HEssongung in der Pflanze
anzeigen. Daher wurde in diesem Projekt getesketi®@ Phytohormone Salizylat und
Jasmonat, die als systemische Langstreckensignalsbwehr- und Stressreaktionen
agieren und Einfluss auf die Transkription zweie{2) bHLH Transkriptionsfaktoren

haben, die Eisenmangelantwort beeinflussen.

Die konkreten Ziele dieser Arbeit lauten daher:

4.1 Verifikation und detaillierte Charakterisierung ein er bHLH Dreifachmutante

zur Untersuchung der Genfunktionen inArabidopsisthaliana

Um die Funktionen der vier Untergruppe Ib(2) bHLHrafiskriptionsfaktoren
untersuchen zu kdnnen mussten homozy@i€ H39/100/101dreifach KO Mutanten
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aus segregierenden Dreifachmutantenlinien gefunderden. Genexpressionsstudien
sollten  durchgefuhrt werden, um den vollstindigénock out der Gene auf
Transkriptebene zu Uberprifen. Als néchstes seiite selektierteBHLH39/100/101
dreifach KO Mutante detaillierten physiologischemadysen im Vergleich zum WT
unterzogen werden. Mit Metallgehaltsmessungen uakkkalarbiologischen Methoden
wie Genexpressionsstudien von Eisenmarkergenen esowi
Eisenreduktaseaktivitaitsmessungen sollte Uberpvéfden, ob das Fehlen der bHLH
Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die Eisenaumabkegulation in der Wurzel und die
Eisenhomoostase in Blattern hat. Die Analysenesottudem zeigen, ob die bHLH Ib(2)
Transkriptionsfaktoren &ahnliche Funktionen besitzeamd das Vorhandensein von
bHLH38 bei Eisenmangel zur Erhaltung der Eisenhastas® ausreichend ist.

Um die Funktionen der bHLH IB(2) Gene in einem weh Kontext betrachten zu
konnen und die gewonnenen Expressionsdaten zutigestasollten die Transkriptome
der BHLH39/100/101 dreifach KO Mutante und des WT in einem
Genexpressionsmikroarray verglichen werden. In @enexpressionsstudie wurde die
Mutante dem WT bei Eisenmangel gegenubergestelébeD sollten differentiell
exprimierte Gene gefunden werden, die im Zusamnrendar Eisenhomoostase stehen
und mogliche Ziele der bHLH Ib(2) Transkriptionsfatlen darstellen, die deren

Funktionen erklaren.

4.2 Untersuchung des Einflusses von Salizylat auf dieigenhomdostase im WT, der

3xbhlh Mutante und in SA-Netzwerkmutanten

Da BHLH38/39 Ziele des salizylsaureinduzierbaren Transkriptiakifrs OBP3 sind
und selbst durch Salizylat induziert werden konngwilte Uberprift werden ob die
Eisenmangelantwort im WT durch Salizylat positiveinflusst wird. Mit den SA-
Netzwerkmutanten nprl, NahG und sid2 sollten diese Ergebnisse im
Mutantenhintergrund bestatigt werden. Im Vergleigtzu sollte in deBxbhlh Mutante
ebenfalls der Einfluss von Salizylat auf die Eisdnahme getestet werden, um zu
Uberprifen ob das Fehlen der bHLHs in der Mutant&aterschieden in der Regulation
von Eisenmarkergenen als Antwort auf die Salizghtimdlung fuhrt. Die
Untersuchungen sollten zeigen ob SA als Eisensign&rabidopsis fungiert und ob
BHLH39 BHLH100und BHLH101 dazu notwendig sind. Zur Untersuchung der bHLH
Ib(2) Funktionen im physiologischen Zusammenhang &alizylatstressnetzwerks

sollten in dem zuvor beschriebenen Genexpressitkmgarray aul3erdem die
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Transkriptome von WT undxbhlh bei Eisenmangel unter Einfluss von Salizylat
miteinander verglichen werden. Die Genexpressiaalgaa sollte durch das Auffinden
differentiell exprimierter Gene Aufschluss Uber diinktionen der bHLH Ib(2)

Transkriptionsfaktoren im Salizylatstressnetzwergben. Die identifizierten Gene
sollten in dieser Analyse mit besonderem Augennaefkmogliche Zusammenhange mit

der Eisenhomoostase betrachtet werden.

4.3 Bestatigung und Untersuchung einer Uberexpressiotisie zur individuellen

Charakterisierung der Aufgaben desBHLH39 in der Eisenhomgostase

BHLH39 sollte im Hinblick auf die Eisenhomoostase vivo charakterisiert werden.
Dazu wurde eirBxHA-BHLH39 Uberexpressionskonstrukt unter der Kontrolle vaiz
CaMV 35S Promotoren erstellt (Dipl. Biol. Anna KilmZusammenarbeit mit Dr. rer.
nat. Johannes Meiser, unveroffentlichte Daten) umd Arabidopsispflanzen
transformiert. Im Rahmen dieses Projekts sollten Rflanzen bis zur Homozygotie in
der dritten Generation selektiert und vermehrt werd Anhand von
Genexpressionsanalysen und Proteindetektierbarkelite eine Linie ausgewahlt
werden. Die Uberexpressionslinie sollte anschlidRemolekularphysiologischen
Analysen im Vergleich zum WT unterzogen werden. Mietallgehaltsmessungen
Genexpressionsstudien von Eisenmarkergenen sosamteiduktaseaktivitatsmessungen
sollte gezeigt werden ob dBHLH39 Uberexpression zu einer veranderten Transkription
und Aktivitat von Eisenhomoostasegenen fihrt.

4.4Untersuchung der posttranslationalen Regulation vorlbHLH39 bei Eisenmangel

und durch hormonelle Signale

Um zu verstehen wie die posttranslationale Regaiaton bHLH39 ablauft und dadurch
die Regulation der Eisenmangelantwort beeinflusst, sollten
Proteinregulationsexperimente unter ausreichendsenkersorgung und Eisenmangel
durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen solleégen, ob die Uberexpression von
BHLH39 zu einer konstanten Anwesenheit des Proteins fiihdt ob die Translation
eisenabhangig ist. AuRerdem sollte das Protein bhaAgigkeit der Eisenversorgung
untersucht werden.

Zur Erforschung hormoneller Signale, die die Eisangelantwort modulieren, sollte der
Einfluss von Ethylen und Salizylat bei Eisenmangsad ausreichender Eisenversorgung

auf die Regulation des bHLH39 Proteins untersucétden. Da gezeigt wurde, dass
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Ethylen und Ethylenvorlaufer wie AminocyclopropaiCarbonsaure (ACC) die FIT
Stabilitat beeinflussen (Lingam et al., 2011), teoietestet werden ob Ethylenvorlaufer
oder Ethylensyntheseinhibitoren abhangig vom Eis¢ns Einfluss auf das bHLH39
Protein haben. Gleiches sollte fur Salizylat, desseduzierende Wirkung auf
bHLH38/39 bisher nur fir deren Transkripte gezeigirde, getestet werden. Diese
Experimente sollten zeigen ob Ethylen oder Saltzgees bHLH39 Protein beeinflussen
und ob Uber eine solche Wirkung auf bHLH39 pringiipidie Eisenmangelantwort

beeinflusst werden konnte.

4.5Untersuchung der Rolle des Phytohormons Jasmonat ideer Regulation der

Eisenaufnahmemaschinerie

In Vorexperimenten mipIRT1::GUSPflanzen war bei Eisenmangel unter Einfluss von
Jasmonat ein Rickgang der Promotoraktivitat zipéeloten. Um zu testen ob Jasmonat
die Eisenaufnahme generell negativ beeinflusst dadit ein Kandidat fur ein
systemisches Eisensignal fiur ausreichende Eisesrgensg in Pflanzen darstellt, sollte
der Effekt des Phytohormons und seines Inhibitbrgolofen auf die Expression der
zentralen Gene der Eisenaufnahme untersucht weBllenvVersuche sollten zeigen ob
nebenlRT1auch die Expression weiterer Gene der Eisenmangeandurch Jasmonat
reprimiert wird und ob Ibuprofen diesen Effekt viedern kann. Versuche mit den KO
Mutantenfit und jarl-1 sollten weiterhin Aufschluss dartber geben ob atigartete
Jasmonatwirkung auch auftreten kann wenn die Eiaagelantwort bzw. Teile des
Jasmonatsignalwegs gestort sind. Mit Analysen imraaltrennungssystem sollte
schlie3lich gezeigt werden, ob das Signal fur aclsemde Eisenversorgung, welches die
Gene der Eisenaufnahme im WT herunter reguliertctdubuprofen unterbunden
werden kann, bzw. in der jasmonatinsensitiven Meteoil-1 iberhaupt stattfindet. Die
Wurzeltrennungsanalysen sollten bestéatigen, ob iek $ei Jasmonat um ein
systemisches Pflanzensignal handelt, dass die maaagelantwort bei ausreichender

Eisenversorgung unterdrickt.
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51 Material

Allgemeine Laboreinrichtungen, verwendete Maschifabeitsgerate und Chemikalien
entsprachen den in der Molekularbiologie Ublicharfodderungen und sind hier nicht
gesondert aufgefthrt. Im Folgenden sind die spernidVlaterialien aufgelistet, welche

fur die Durchfiihrung der Arbeit im Speziellen wetieh waren.

5.1.1 Pflanzen

» Arabidopsis thaliand&kotyp Columbia (Col-0) wurde als Wildtyp verwehde
Saatgutnummer P132 (AG Prof. Dr. Petra Bauer)

* pIRT1::GUS Samen wurden von C.Curie zur Verfugung gestelr(\ét al., 2002).

» co0il-1 Samen wurden im European Arabidopsis Stock Cemtier der Nummer
NASC N9721 bestellt. Die Mutante enthalt @11 Gen einen G zu A
Basenaustausch an der Position 1401 vom Startaagrder zu dem Stopcodon
W497STOP fuhrt. Der Phanotyp wurde tber eimevitro Jasmonat-
Wurzelwachstumsassay verifiziert (Staswick et20Q2).

e jarl-1 Samen wurden im European Arabidopsis Stock Cemiier der Nummer
NASC N8072 bestellt. Die Mutation ist EMS basieremd beruht auf einem
Phenylalanin zu Serin-101 Austausch im JAR1 Profeer Phanotyp wurde tber
einenin vitro Jasmonat-Wurzelwachstumsassay verifiziert (Stasetial., 2002).

« 3xHA-BHLH39 Uberexpressionspflanzen der Linien JIM73-5, IM73M677-10 und
JM78-5 wurden von Dr. Johannes Meiser und Dipl.l.Banna Kihn in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Petra Bauer kultivienhd fir diese Arbeit zur
Verfugung gestellt. Zur Erstellung des Konstruktsrade BHLH39 cDNA mittels
Gatewayklonierung in  den pALLIGATOR2 Vektor _ (httwvw.isv.cnrs-
gif.fr/jg/alligator/vectors.html) integriert.

* nprl-1 homozygoteKO Mutanten wurden im European Arabidopsis Stockit(e
unter der Nummer N3726 bestellt (Cao et al., 1997 Mutation ist EMS

basierendDer Phanotyp wurde Uber die fehlendB1 Expression als Antwort auf
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Salizylatbehandlung (5.2.5) in 6 Tage alten Pflanzen Vergleich zum WT

verifiziert.

* nahG KO Mutanten wurden von F. Ausubel zu Verfligung eitstDer Phanotyp

wurde Uber die fehlend@R1Expression als Antwort auf Salizylatbehandlun@ ..

in 6 Tage alten Pflanzen im Vergleich zum WT veidit (Ferrari et al., 2003).

e sid2-2 KO Mutanten wurden von F. Ausubel zu Verfligungteiés(Ferrari et al.,
2003).

5.1.1.1 Arabidopsis T-DNA Insertionslinien:

5.1.2

bHLHO038-1 KO Mutanten wurden im European Arabidopsis Stoekt@® unter
der Nummer SALK_ 020183 bestellt. Homozygote T-DN#sdrtionspflanzen

wurden per genomischer PCR verifiziert.

bHLHO039-1 KO Mutanten wurden im European Arabidopsis Stockt@eunter
der Nummer SALK 025676 bestellt. Homozygote T-DN#sdrtionspflanzen

wurden per genomischer PCR verifiziert.

bHLHO0100-1 KO Mutanten wurden im European Arabidopsis Stocktfgeunter
der Nummer SALK 074568 bestellt. Homozygote T-DN#sdrtionspflanzen

wurden per genomischer PCR verifiziert.

bHLHO0101-1 KO Mutanten wurden im European Arabidopsis Stocktfgeunter
der Nummer SALK_ 011245 bestellt. Homozygote T-DN#sdrtionspflanzen

wurden per genomischer PCR verifiziert.

fit-3 (GK-108C10-012313) KO Mutanten, in dieser Arbititbenannt, wurden
Uber ihre starke Blattchlorose verifiziert (Jakayal., 2004).

Bakterienstamme

Zur Vermehrung von Gatewayvektoren ohne Insertion:

» E. coli, ccdB one shot survival T1-Phage resistente Zéllentrogen)
F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recAhd 39 D (ara- leu) 7697
galU galK rpsL (StrR ) endAl nupG tonA::Ptrc -ccdA
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Zur Vermehrung von Gatewayvektoren mit Insertion:

* E. coliINVaF’ (Invitrogen) F* endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+)p&#44 thi-1
gyrA96 relAle80lacZ_M15 (lacZYAargF) U16®- Agrobacterium tumefaciens:
C58C1; GV2260/pGV2260

Zur stabilen Transformation von Arabidopsispflanzen
» Agrobacterium tumefaciens: C58C1; GV2260/pGV2260

5.1.3

Vektoren

» Gatewayfahige  Vektoren zur Erstellung von Eintritts und

Zielvektorkonstrukten:

Detaillierte Informationen tber gatewaykompatiblektoren sind unter folgender

Adresse im Internet zugéanglich:
http://botserv1.uzh.ch/home/grossnik/curtisvechaiéix_2.html

pDONR207 (Gatewayklonierungssystem, Invitrogen):

Grole: 5,5 kb

Gatewayeintrittsvektor mit Gatewaykassette und Plzw.b P2
Verbindungsstellen

Insertionskontrolleccdb Selbstmordgen

Transformationskontrolle in Bakterien: Gm

PALLIGATOR?2

Grol3e: 11 kb

bindrer Gatewayzielvektor mit Gatewaykassette und Bzw. B2
Verbindungsstellen

Insertionskontrolleccdb Selbstmordgen

Transformationskontrolle in Bakterien: Spc

Transformationskontrolle in Pflanzen: GFP Fluoregzanter Kontrolle des

samenspezifischen Promotors At2s3
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pMDC32 (Curtis und Grossniklaus, 2003)

- Grole: 11,7 kb

— binarer Gatewayzielvektor mit Gatewaykassette und Bzw. B2
Verbindungsstellen

— Insertionskontrolleccdb Selbstmordgen

— Transformationskontrolle in Bakterien: K&an

— Transformationskontrolle in Pflanzen: Hygromytin

PAGRIKOLA-CATMA3a49950

- GroRe: 9,5 kb

— binarer Gateway hairpin RNA Vektor mit Gatewaykédigsend B1 bzw. B2
Verbindungsstellen

— bereits bei Lieferung mBHLH38 spezifischer hairpin RNA (188bp)

— Transformationskontrolle in Bakterien: NepKarf®

— Transformationskontrolle in Pflanzen: Bdsta

- erworben tber BCCM/LMBP

- weitere Informationen unter:

http://www.catma.org/database/simple.php?catma_ AENIA3a49950

* nicht-gatewayfahige Vektoren als Template zur Hergtllung spezifischer hairpin
RNA Vektoren:

PRS300

- GroRe: 3,3 kb

— hairpin RNA Vektor bereits bei Lieferung mit MIR3d $pezifischer hairpin
RNA (404bp)

— Transformationskontrolle in Bakterien: Affp

— erworben Uber Prof. Detlef Weigel (weigel@tuebinggrg.de)

— weitere Informationen unter: http://www.addgene/22846/
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5.1.4  Oligonukleotide

5.1.4.1 Genotypisierungsprimer

Gen/T-DNA Primer Name Sequenz

BHLH38 BHLH38 LP  5-AGACACAAATGGGATCAAGTTG-3
(At3g56970) BHLH38 RP 5-AAGGGTTAACTCGGTGTTCTTC-3'
BHLH39 BHLH39 LP  5-GGAGGTCAACAAATAAATAAAATGC-3
(At3956980) BHLH39 RP 5-ACTTCAAGCTTCGAGAAACCG-3’
BHLH100 BHLH100 LP 5-TTGTGGTAGAAAAATGTAATTGC-3
(At2g41240) BHLH100 RP 5-TCAGTTTATGTTACTTGGGACCG-3
BHLH101 BHLH101 LP 5-TATGATTGGCGTAATCCCAAG-3’
(At5g04150) BHLH101 RP 5-TTTCCTACTTCATCCCATCAAAG-3’
SALK T-DNA Salk LBb1 5-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3"
HA-Tag attB1-HA3 5 -GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA

GGCTCCATGGCATACCCATACGACGT-3

5.1.4.2 Primer flr quantitative Real Time Reverse Transkriptase PCR

Gen (AGI Code) Primer Name Sequenz

BHLH38 bHLHO38F 5-AGCAGCAACCAAAGGCG-3'
(At3g56970) bHLHO38R 5
CCACTTGAAGATGCAAAGTGTAG-
3
BHLH39 bHLHO39F 5-GACGGTTTCTCGAAGCTTG-3’
(At3g56980) bHLHO39R 5-GGTGGCTGCTTAACGTAACAT-3'
BHLH100 5-AAGTCAGAGGAAGGGGTTACA-
bHLH100F
(At2g41240) 3
5.
bHLH100R GATGCATAGAGTAAAAGAGTCGCT
-3’
BHLH101 bHLH101F 5-CAGCTGAGAAACAAAGCAATG-
(At5g04150)

bHLH101R 5-CAGTCTCACTTTGCAATCTCC-3
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FIT AtFRU-c-5' (1392) 5-GGAGAAGGTGTTGCTCCATC-3'
(At2g28160) AtFRU-c-3' (1483) 5-TCCGGAGAAGGAGAGCTTAG-3’
FRO2 AtFRO2-c-5’ (1806) 5-CTTGGTCATCTCCGTGAGC-3'
(At1g01580) AtFRO2-c-3' (1927) 5-AAGATGTTGGAGATGGACGG-3'
IRT1 AtIRT1-c-5' (1523) 5-AAGCTTTGATCACGGTTGG-3
(At4g19690) AtIRT1-c-3' (1622) 5-TTAGGTCCCATGAACTCCG-3
EF1B-alphafur AtEF-gen-5' (2522) 5-TCCGAACAATACCAGAACTACG-
genomische DNA

(At5g19510) AtEF-gen 3’ (2726) 5-CCGGGACATATGGAGGTAAG-3'
EF1B-alphafir AtEF-c-5’ (2125) 5-ACTTGTACCAGTTGGTTATGGG-
cDNA

(At5g19510) AtEF-c-3’ (2251) 5-CTGGATGTACTCGTTGTTAGGC-
UBP6 AtUBP6-c-5' (975) 5-GAAAGTGGATTACCCGCTG-3'
(Atlg51710) AtUBP6-c-3’ (1066) S5-CTCTAAGTTTCTGGCGAGGAG-3’
YSL1 YSL1-RT-(2429)-5° 5-TTTAGCTTCATAGGA
(AT4G24120) TCAGTCAA-3

YSL1-RT-(2552)-3° S5-GTCTTGTTCAGAAGT
CTACCTGTT-3

FER1 5'RT FER1 5-ACGCACTCTCGTCTTTCACC-3
(AT5G01600) 3'RT FER1 5-GAAAGGCTGGAACACGACTC-3
PR1 Std 5-PR-1 (76) 5-AGCTCTTGTAGGTGCTCTTG-3’
(AT2G14610) Std 3'-PR-1 (610) 5-ACATCCTGCATATGATGCTC-3
Standard
Amplifikation
PR1 gRT-PCR 5'PR1 5-AAGTCAGTGAGACTCGGATG-3'
(AT2G14610) (379)
gRT-PCR 3'PR1 5-GTATGGCTTCTCGTTCACAT-3
(483)
PDF1.2 Std 5’PDF1.2 (55)  5-AAGTTTGCTTCCATCATCAC-3’
(AT5G44420) Std 3’PDF1.2 (510) 5-ATTGTAACAACAACGGGAAA-3'
Standard

Amplifikation
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PDF1.2 gRT-PCR 5-CCATCATCACCCTTATCTTC-3
(AT5G44420) 5'PDF1.2 (65)
gRT-PCR 5-TGTCCCACTTGGCTTCT-3
3'PDF1.2 (165)
OBP3 OBP3-STD %’ 5-ATCACCACCGACTTCTCAGG
(AT3G55370) OBP3-STD 3 5-AGATTGCACCAATCCGGTAG-3
Standard
Amplifikation
OBP3 OBP3-RT &’ 5-TCGCCCAAGTTACTCAAACC-3'
(AT3G55370) OBP3-RT 3 5-GCTGAGCTTGTTGTGATGGA-3’

5.1.4.3 Primer zur Erstellung der BHLH38 miRNA

Produkt Primer Sequenz
Name
microRNA I miR-s 5-GATAGTTAAACGAGTTTTCGCAT
TCTCTCTTTTGTATCC-3’

Il miR-a 5-GAATGCGAAAACTCGTTTAACTA
TCAAAGAGAATCAATGA-3’
microRNA* Il miR*s 5-GAATACGAAAACTCGATTAAC
TCACAGGTCGTGATATG-3
IV miR*a 5-GAAAGTTAATCGAGTTTTCATA
TCTACATATATATTCCT-3

attB1- A 5'-
MIiRNA- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC
attB2 CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC-3’
B 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG-3’

Rot markiert sind gewollte Mispaarungen mit der Kompémtarsequenz. Fett markiert
sind die Rekombinationssequenzen fur das Gatewagklingssystem.
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5.1.5  Antikorper

5.1.5.1 Anti-HA

* Primarer Antikorper:

Monoklonaler Ratten Anti-HA Antikorper, Klon 3F1Roche

» Sekundéarer Antikorper:

Anti-Ratte 1gG Antikdrper meerrettichperoxidasegaelt, Sigma-Aldrich

5.1.6  Enzyme und Kits

Anwendung Name Hersteller
2-D Quant Kit Amersham
Proteinquantifikation Roti Quant universal Roth
RevertAid First Strand cDNA Fermentas
cDNA Synthese o
Synthesis Kit
DNase | Verdau DNase |, RNase-free Fermentas
RNA Isolation Spectrum Plant Total RNA Kit Sigma-Aldrich
(QRT-PCR)
RNA Isolation RNeasy Plant Mini Prep Kit Qiagen
(Mikroarray)
Standard PCR JumpStartREDTaq Ready Mix Sigma-Aidric
Real time gRT-PCR Premix ExTaq TaKaRa
Klonierung Phusion DNA Polymerase Finnzymes
(Insert Amplifikation)
BP Reaktion Gateway BP clonase Il Enzyme Mix Invitrogen
(Gateway Klonierung)
LR Reaktion Gateway LR clonase Il Enzyme Mix Invitrogen

(Gateway Klonierung)
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5.1.7  Gerate

Digitale Spiegelreflex Kamera Canon
Pflanzenzuchtschrank Percival CU 3624
Sterilbank fur Pflanzenbiologie Heraeus HeraSafelRS
UV-Plattenspektrophotometer Tecan Safire2
Zentrifuge Heraeus Multifuge

PCR Cycler

real time gPCR Cycler Bio-Rad MyIQ Cycler

5.1.8 Software

Bildbearbeitung GIMP 2
Datenbank:

http://www.arabidopsis.org Tair

Erstellung von Diagrammen Sigma Plot 11
Mikroarrayauswertung NIA Array Analysis

http://Igsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/

Micro RNA Design WMD3, WEB MicroRNA Designer

http://wmd3.weigelworld.org/cgi-
bin/webapp.cgi?page=Home;project=stdm
md

Venn Plot Erstellung Venn Selector
http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/ntools_venn_selector.cgi

Textverarbeitung Word, MS Office 2003
Erstellung von Modellen und SchaubilderrPowerPoint, MS Office 2003

Statistische Auswertung http://www.graphpad.com/quickcalcs/index
.cfm
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519 Pflanzenmedien

Medium fur Hoagland Agarplatten (1x Hoagland)
Makronéhrstoffe:

0,75 mM MgSQ

0,5 mM KH,POy

1,25 mM KNG

1,5 mM Ca(NQ);

Mikronéhrstoffe

50 uM KCL

50 uM HBO,

10 pM MnSQ

2 UM ZnSQ

1,5 uM CuSQ

0,075 uM (NH)sM07024
Eisen:

10 uM FeNaEDTA

1,% Saccharose,
0,8% Pflanzenagar
Einstellung von pH 6,0 mit 0,1 M KOH und 0,1 M HCL
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52 Methoden

5.2.1 Pflanzenbiologische Techniken

5.2.1.1 Pflanzenzucht

Samensterilisation

Zur sterilen Aufzucht deArabidopsis thalian@flanzen im Pflanzenschrank wurden die
Samen fur 9 Minuten in 6%igem NaHOCI mit 0,1%igeniton-X-100 sterilisiert. Die
Samen wurden nach 4 Waschschritten mit aqua dedd,5 ml 0,1 % Pflanzenagar

aufgenommen und fir 3 Tage zur Stratifikation B&C-gelagert.

Anzucht auf Agarplatten

Die bereits sterilisierten Samen wurden mit einpefe auf Agarplatten tbertragen und
mit einem zuvor abgeflammten Spatel gleichmal3ig Reihen a 12 Samen verteilt. Die
Platten wurden mit Parafilm verschlossen und vaftikum Licht bei einer
Lichtintensitat von 72% (entspricht 1x@hol x m-2 x s-1) und 21°C bzw. 19°C und 16 h
Licht/8 h Dunkelheit (Langtagbedingungen) im Pflanzuchtschrank kultiviert.

Anzucht auf Erde

Die Erde besteht aus einem Gemisch von Vermikuld Worferde im Verhaltnis 1:3
(Klassmann Substrat 2). Das Substrat wurde UbentNses 80°C Hitze behandelt und in
Plastiktopfe gefullt. Die Samen wurden mit einemzdpield auf die vorher befeuchtete

Erde aufgetragen und zum Wachstum im Pflanzenatrauch platziert.

5.2.1.2 Wurzeltrennungssystem

Fur das Wurzeltrennungssystem wurden die Pflanzet4d auf Hoaglandagarmedium
mit 100 uM FeNaEDTA kultiviert und dann die Wurzzlcm unter dem Hypokotyl
entfernt. Zwei Wochen spater wurden die Pflanzeh dweigeteilte Petrischalen
transferiert und die Wurzeln dabei auf zwei Kammaufgeteilt, wahrend der Spross in
der dritten Kammer platziert wurde. Die Kammern mdiégn Wurzeln enthielten
Hoaglandagarmedium mit entweder 100 uM Fe/ 100 |@eMH~+), O uM Fe/ O uM Fe (-
/-) oder 100 uM/ O uM (+/ fur die 100 uM Seitefiif die 0 uM Seite). Das eisenarme 0
MM Fe Medium enthielt zusatzlich immer 50 uM Femomm Spuren von Eisen zu

komplexieren. Nach drei Tagen wurden die Pflanzetysiert
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5.2.2 RNA Analysen

5.2.2.1 Quantitative Real-Time Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Momentan ist eine der genauesten Methoden zum tetmitder Genexpression die
guantitative Real-Time Reverse Transkriptase PCheofetisch ist es damit mdglich
sogar ein einziges Transkript nachzuweisen. In ediedrbeit wurden die
Expressionsanalysen in Ubereinstimmung mit demoRatit fiir quantitative qRT-PCR
durchgefuhrt (Klatte und Bauer, 2008). Es handeh &ier um eine Real-Time qPCR

Methode die SYBR green zur Detektion verwendet.

Primererstellung

Zur Erstellung der Primer wurde das Programm DN&rSerwendet und so eingestellt,
dass die Primer eine Lage von 17-23 bp haben umeheGC-Gehalt von 40-60 %
besitzen. Die Tm wurde zwischen 54°C und 56°C géw&las Amplikon wurde auf

eine Lange zwischen 80 und 300 bp festgelegt umdhdeine BLAST Suche dessen
Einmaligkeit bestatigt. Primer wurden Uber Metab&ls HPLC gereinigter 100 uM

Ansatz bezogen.

Standardherstellung

Die Produktion der Standard cDNA erfordert ein exds Primerpaar, welches etwa 1 kb
der zu untersuchenden Gensequenz und die 80 bisBRMhge Zielsequenz einschliel3t.
Zur Herstellung von Standard cDNA wurde ein 350-3%® langes Fragment des
gewahlten Gens mittels dreier 25 pul PCR Reaktian#r80-35 Zyklen amplifiziert. Als
Template diente cDNA. Die Produkte wurden in eing#h Agarosegel aufgetrennt,
ausgeschnitten und die DNA mit dem innuPREP Getdkiibns Kit von Analytik Jena
reisoliert. Die PCR Fragmente wurden photometrigoantifiziert und auf ihre Gute
untersucht (Bonasera, Alberti und Sacchetti, 20019. Menge an PCR Produkt wurde
nochmals in einer Gelelektrophorese in einem 1 AdgArosegel mittels Massenstandard
Uberprift. Die molekulare Masse (g/mol) des PCRIBkts (Mbcr) wurde mit dem Web
basierenden Programm OligoAnalyzer bestimmt
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligafyzer/default.aspx). Die
molekulare Masse von 1MMolekiilen des Produkts (M) wurde durch Division der
molekulare Masse des PCR Produkts durch die Avogati Ny (6,023 x 16% und

anschlieBender Multiplikation mit bkalkuliert.
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Mo’ = (Mpcr/ Na) x 10'%)

Um die Konzentration von 2Molekiilen pro 10 pl in der Standardlésung einsteku

konnen, wurde das kalkulierte Gewicht durch diedagfich ermittelte Konzentration
(ng/ul) an PCR Produkt geteilt und mit dem finaolumen der Standardibsung
multipliziert. Dann wurde die Losung zum finalen I[Wimen aufgefullt. Ein Stock mit
10° Molekiilen per 1Qu des Produkts wurde angelegt und Verdiinnungen1@nic,

10°, 1¢f, 10° und 16 Molekiilen pro 10 pl wurden erstellt. 30 pl jederdannungsstufe
wurden in PCR Reaktionsgefal3e aliquotiert, eingefround bei Bedarf zur qPCR

verwendet.

Ermittlung der optimalen Primerkonzentration

Mit einer Primermatrix wurden die optimalen Primamkentrationen fur jedes Paar
ermittelt. Dazu wurden gPCR Reaktionen mit Primadantrationen von 50 bis 300 nM
durchgefuhrt und die Konzentration mit der hochdi#iivienz ausgewahlt. Die Primer

die in dieser Arbeit fur die qPCR Analyse erstellirden (5'PR1, 3‘PR1 5'PDF1.2,

5'PDF1.2) zeigen eine optimale Effizienz wenn sle 45 pM Losung zur qPCR

verwendet werden. SYBR green wird zur Ermittlung digtimalen Primerkonzentration

und zur gPCR Messung als 1:400 verdunnte Losurgesetzt.

Primermatrixansatz:

10 pl 2x Takara Premix

0,1 ul SYBR green

1 pl standard 1910 pl

11,1 pl Gesamtvolumen

RNA Isolation und cDNA Synthese

100 mg Pflanzenmaterial wurde direkt nach der Emtiiissigem N tiefgefroren und
gemorsert.  Mit dem Spectrum Total RNA Kit von Sag#lrich wurde nach
Herstellerangaben die totale RNA extrahiert und DKéntaminationen durch einen
DNA Verdau entfernt. Die RNA Konzentration und Giiterde photometrisch bestimmt
und dann 1 pg der RNA zur cDNA Synthese eingesbietfertige cDNA (20 pl) wurde

anschlieRend 1:10 verdinnt.
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gPCR Messung

Vor Gebrauch wurde die cDNA erneut 1:10 verdiunnd atiquotiert. Zur Messung
wurde 10,2 pl Mastermix mit 9,8 pl cDNA oder StamtlacDNA mittels einer
Multikanalpipette in einer 96 Well Platte gemiscimd diese mit ICycleriQTM Optical
Tape versiegelt. Jede Probe wurde als technischgdikBt pipettiert. Die qPCR
Messung erfolgte in einem Bio-Rad MyIQ Cycler.

Mastermix fiir gPCR:

10 pl 2x Takara Premix
0,2 pl Primer 5° (Konzentration abhangig von zusanitteltem Optimum)
0,2 ul Primer 3" (Konzentration abhangig von zusanitteltem Optimum)

0,1 ul SYBR green

10,5 ul Gesamtvolumen

Tabelle 2: Thermoprofil fir Standard qFCR

erste Denaturierung 95°C| 3 min } x1
Denaturierung 95 °C 10s A
: x4
Annealing 58°C | 18s > 0
Elongation 72 °C 18 s )
Finale Elongation 72 °C 7 min )
60 °C - _ x1
Schmelzkurvenanalyse 8 min 20 s
95 °C >
Abkuhlphase 12°C | OO
J
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Datenaufbereitung

Mit dem Biorad 1Q5 Programm wurden die Messwertgiemannte Ct (threshold cycle)
Werte, der technischen Duplikate jeder Probe uddgeéStandards auf Gleichformigkeit
Uberpruft und im Falle von Abweichungen > 1 Ct ader Berechnung der
Expressionswerte entfernt. Anschliel3end wurde dia Cycler errechnete Effizienz der
gPCR uberprift und sichergestellt, dass eine Efizizwischen 85% und 110% erreicht
wurde. Eine geringere Effizienz deutet auf PCRbdrende Substanzen hin und macht
eine Wiederholung der kompletten Messung notwendig. die Spezifitat der PCR zu
Uberprufen wurde die Schmelzkurve des Experimeatsrcauf Zusatzamplifikate hin
untersucht, da diese die Quantifizierung verfaladki@anen. Dann wurden die absoluten
Expressionswerte (SQ mean) und zugehoérige Probeamam Microsoft Excel
exportiert. Von diesen Werten wurden sowohl die regpionsdaten (SQ mean) der
Wasserkontrolle subtrahiert, als auch die der gésadmn DNA.

Dann wurde der Normalisierungsfaktor bestimmt. Damwurde der absolute
Expressionswert der Kontrollprobe, meist WT Wurzdte, durch den absoluten
Expressionswert der Kontrollgene jeder Probe detdis Kontrollgene wurden dazu
EFc und UBP6 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE6 verwendet. Dieser
Normalisierungsfaktor wurde dann mit den Expressi@rten aller Proben bei jedem
gemessenen Gen multipliziert. Expressionsmittekvarhd die Standardabweichung
wurden schlieBlich aus den biologischen Replikatemechnet und in einem

Balkendiagramm dargestellt.

5.2.2.2 Expressionsanalyse mittels Mikroarray

RNA Extraktion und Chip Hybridisierung

In dieser Arbeit wurde der one-color Agilent Genegsionschip V4 (4x44K) fuar
Arabidopsis thalianaverwendet, der 26283 Gene enthalt. Die totale REk&raktion
wurde nach Protokoll mit einem RNeasy Plant MiregPKit von Quiagen aus ganzen 6d
alten Keimlingen durchgefuhrt. Die RNA wurde engsgrend dem Protokoll einem
DNase | Verdau unterzogen und wenigstens 1upg tBfdA pro Probe wurden
anschlie3end zur ATLAS Biolabs GmlHriedrichstrale 147, 10117 Berlin) Gberstellt.
Dort wurde die Biotin markierte cRNA erstellt, dizhip Hybridisierung durchgefihrt

und die Chip Daten ausgelesen.
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Datenanalyse

Nach Anleitung des Chip Herstellers wurden die Egpionswerte mit dem 75%-Wert
normalisiert, indem alle Werte fir detektierte Silgn (gProcessedSignal) durch ihre
entsprechenden 75% Werte (gPercentileintensityBsecSignal) geteilt wurden
(http://www.chem.agilent.com/Library/usermanual$iiRiiG4140-90041_One-
Color_Tecan.pdf). Dann wurden diese Rohdaten mmitahline Software NIA Array
Analysis (http://lgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/indéwml) erneut normalisiert und auf
differentiell regulierte Gene im Vergleich zum WThtarsucht, wobei ein fold-change
Wert von 2,0 festgelegt wurde. Der Normalisierung MIA Array liegt eine nicht
parametrische Analyse zugrunde, die verschiedenst®uantile der
Genexpressionswahrscheinlichkeitsverteilung gletiisDazu werden die Daten zuerst
log-transformiert, dann werden pro Spalte 15 Quarkierechnet, die die Ratio 1/30,
3/30...29/30 besitzen. Danach werden 15 Zielquardiée Durchschnitt aller Spalten
kalkuliert. Darauf erfolgt eine Transformation d2aten mit einer stiickweisen linearen
Funktion, die die aktuellen Quantile in jeder Spah Zielquantile konvertiert. Alle
Daten uUber der hochsten Quantile werden basienehdes linearen Funktion zwischen
den beiden hochsten Quantilen transformiert. SBhdle werden alle Daten mit der
Exponentialfunktion wieder zurticktransformiert. Dgtatistische Analyse der NIA
Plattform basiert auf der ANalysis Of VAriance (AN@). Die statistische Signifikanz
wurde nach der False Discovery Methode (FDR) eethitDie normalisierten Rohdaten
sind unter http://lgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/ mdem User Login: Gast* und dem
Password: Arabidopsis” verfigbar. Der dort abgelegte Datensatz tragt Mamen
.FelixMaurerRohdaten3xbHLH“. Zur Analyse wurden dehde Einstellungen
verwendet: error model “max (average, actual)”portion of highest variance values to
be removed before variance averaging “0.01”, degoédreedom for the Bayesian error
model “10”, Benjamini and Hochberg False discovetg (FDR) threshold “0.05”, zero

mutations.
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5.2.3

DNA Analysen

5.2.3.1 Genotypisierungs PCR

Zur Genotypisierung von bHLH Einzel- und Mehrfachaemien wurden die unter 5.1.4.1

aufgefuhrten Primer verwendet. Die Amplifikationsd&/T Allels wurde mit dem RP

und LP Primer des zu untersuchenden Gens durchgeflibd T-DNA Insertion wurde

mit dem Salk LBb1l Primer in Verbindung mit dem Rinfer des zu untersuchenden

Gens amplifiziert (Tabelle 3). Der Mastermix wulideP CR-GefalRen vorgelegt und pro

Reaktion wurde 0,5 pl der zu untersuchenden DNAegagen. Das Thermoprofil der

Genotypisierungs PCR ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 3: Primerkombinationen und PCR-Produktgrés®&n zur Genotypisierungs PCR

\1*4

Produktname Primer 5° Primer 3 Produktgrosse
BHLH38 WT BHLH38 LP BHLH38 RP 1025 bp
BHLH38 TDNA Salk LBb1 BHLH38 RP 736 bp
BHLH39 WT BHLH39 LP BHLH39 RP 1021 bp
BHLH39 TDNA Salk LBb1 BHLH39 RP 711 bp
BHLH100 WT BHLH100 LP BHLH100 RP 1025 bp
BHLH100 TDNA | Salk LBbl BHLH100 RP 693 bp
BHLH101 WT BHLH101 LP BHLH101 RP 1023 bp
BHLH101 TDNA | Salk LBbl BHLH101 RP 654 bp

Mastermix fir Genotypisierungs PCR:

6,25 pl JumpStartREDTaq Ready Mix

0,5 ul Primer 5°
0,5 ul Primer 3°

4,25 ul HO

11,5 pul Gesamtvolumen + 0,5 pul DNA jeweils
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Tabelle 4: Thermoprofil fir Genotypisierungs PCR

erste Denaturierung 94°C 3 min } X 1

_ N
Denaturierung 94°C 20s
Annealing 64°C -1°C pro Zyklus 20s >X 8
Elongation 72°C 1 min

J

_ N
Denaturierung 94°C 20s
Annealing 57°C 20s >X 30
Elongation 72°C 1 min )
Finale Elongation 72°C 7 min }X 1
Abkuhlphase 12 °C o0

5.2.4  Proteinanalysen

5.2.4.1 Western Blot

Wurzel und Blatter wurden zur Proteinextraktion rgeht geerntet gewogen und
gemorsert. Abhangig von der Menge des Pflanzenmaktenurde 2x Laemmli Puffer

zur Extraktion zugegeben. Die Extraktion erfolgtgen 10000 x g fur 5 Minuten bei
4°C. Gleiche Mengen des Proteinextraktiiberstandsiemubei 95°C fur 5 Minuten

denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in 12% SDSyRorylamidgelen. Dann wurden
die Proben unter elektrischer Spannung auf eineodgtlulosemembran (Schleier &
Schuell) geblottet, Ponceau S gefarbt und zur Lgskontrolle fotografiert.

Die Membran wurde mittels SNAP ID System (Merck{iibre) mit dem primaren

hoch affinen monoklonalen Ratten Anti-HA Antikorp@r1000) und dem sekundaren
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Anti-Ratte IgG  meerrettichperoxidasegekoppelten il&mper (1:10000) nach
Herstellerangaben inkubiert und anschlieRend gedveasc

Die Detektion erfolgte mit ECL Chemiluminiszenzreagien (GE Health Care) durch
Inkubation mit einem Film nach Herstellerangabeden Dunkelkammer. Anschlie3end

wurde der Film entwickelt.

5.2.4.2 Reduktaseassay

Um die raumliche Lokalisierung und Stérke der Eiedoktaseaktivitat mittels
Agarfarbung zu untersuchen, wurden Pflanzen fua®dlxHoaglandagar mit 0/50 uM
FeNaEDTA angezogen und dann auf 0,7% AgarplatteénOrbi mM FeNaEDTA, 0,5
mM CaSO4 und 0,25 mM Ferrozin Uberfihrt. Das vomrdzen komplexierte Fe(ll)
zeigt aufgrund seiner Violettfarbung die Wurzeloggn mit Eisenreduktaseaktivitat an.
Die Pflanzen wurden fir 30 Minuten im Dunkeln inieb und das Ergebnis

fotographisch festgehalten (Schmidt et al., 2000).

5.2.5 Pharmakologische und hormonelle Analysen

Cycloheximid

Um die Proteintranslation zu unterbinden wurden afdén fir 6d auf
Hoaglandagarplatten angezogen und dann in flissigaglandagarmedium mit 50 uM
Cycloheximid (Sigma Aldrich) (50 mM Stock geldst BMSO) Uberfihrt und fur 1h
inkubiert. Die ganzen Keimlinge wurden entwedereklirgeerntet oder die Wurzeln
wurden gewaschen und die Keimlinge fir 3h auf frieséloaglandagarplatten tberfuhrt

und dann geerntet.

Ibuprofen
10 uM Ibuprofen (10 mM Stock in 70% Ethanol) wurderangezeigten Versuchen dem
Hoaglandmedium zugesetzt und die Pflanzen entspneicter Angaben des jeweiligen

Experiments darauf kultiviert.

Jasmonat, Methyljasmonat
100 pM Jasmonat (100 mM Stock in 70% Ethanol) dd€r uM Methyljasmonat (100

mM Stock in 70% Ethanol) wurden in angezeigten Wehen dem Hoaglandmedium
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zugesetzt und die Pflanzen entsprechend der Angidseeweiligen Experiments darauf

kultiviert.

Salizylat
100 uM Salizylat (Stock 200 mM in 70% Ethanol) weiid angezeigten Versuchen dem
Hoaglandmedium zugesetzt. Zu behandelnde Pflanzeardew fiir 6h auf dem

salizylathaltigen Medium kultiviert.

ACC
10 uM 1-Aminocyclopropan-1-Karbonsaure (Sigma-Addji wurde zur Behandlung
dem Hoaglandagarmedium zugesetzt und die zu behwteh Pflanzen wurden auf

diesem Medium ausgekeimt und fir 6d kultiviert.

AVG
10 puM Aminoethoxyvinylglycin (Sigma-Aldrich) wurdezur Behandlung dem
Hoaglandagarmedium zugesetzt und die zu behandelflenzen wurden auf diesem

Medium ausgekeimt und fur 6d kultiviert.

5.2.6  Methoden der analytischen Chemie

5.2.6.1 Metallmessung

Die oberirdischen Pflanzenteile wurden geerntetertblacht bei Raumtemperatur
getrocknet und anschlielend 1 Tag bei 120°C inkubid®as getrocknete
Pflanzenmaterial wurde dann in einem Achatmorsefemem Puder zermahlen. Die
Metallgehalte des zerkleinerten Pflanzenmaterialgden schlie3lich per Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectroscopy (GF-AAS) lmibniz Institut fir Neue

Materialien (INM, Saarbrtcken) bestimmit.

5.2.7 Molekularbiologische Techniken

Standardmethoden der Molekularbiologie wie Agaregagktrophorese,
Plasmidpraparation aug&.coli und DNA Praparation aus Pflanzengewebe wurden
entsprechend dem allgemein anerkannten Nachschéaigeolecular Cloning: A
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Laboratory Manual (Sambrook, Fritsch und Mania®isgd edition, 1989) durchgefiihrt
oder wenn ein Kit verwendet wurde folgte das Proliokden vom Hersteller

mitgelieferten Angaben.

5.2.7.1 Gatewayklonierung

Zur Herstellung de8BHLH38 miRNA exprimierenden Vektors pMDC32 (siehe auch
5.2.7.2) und des pALLIGATORBHLH39 wurde das Gatewayklonierungssystem nach
Anleitung des Herstellers (Invitrogen) verwendeg(iki, Depicker und Hilson, 2007).
Dazu wurden die Konstrukte BAHLH38mIiRNA; BHLH39 per PCR mit
Gatewayrekombinationsstellen versehen und jeweitsner BP Reaktion in den Vektor
pDONR207 ligiert. Anschlie3end wurde jedes der éeidonstrukte BHLH38-miRNA;
BHLH39 vom pDONR207 Vektor mittels LR Reaktion in denv@ligen Zielvektor
(PMDC32; pALLIGATOR?2) Ubertragen.

5.2.7.2 Klonierungsstrategie zur Erstellung eineBHLH38 miRNA

exprimierenden Vektors

Das Protokoll wurde von Rebecca Schwab (MPI fumkskiungsbiologie, Tuebingen)
adaptiert.

MiRNAs fuihren in Pflanzen zur Spaltung ihrer ZieRMA gegeniber Position 10 und
11 der miRNA und damit zu ihrem Abbau (Llave ef 2002). Mit der Modifikation von
Arabidopsis miRNA Vorlaufern kann ein solcher Abbauf einzelne Gene gerichtet
werden um ihre Expression zu verhindern (Schwath.eP006). Das Internet basierende
Programm  WMD microRNA  Designer  (http://wmd3.weigehid.org/cgi-
bin/webapp.cgi?page=Home;project=stdwmd) vereirifda Auswahl einer effizienten
mMIiRNA fiir jedes beliebige Zielgen (Schwab et aDP@). Im Folgenden wir erlautert
wie der WMD Designer dazu verwendet wurde @it H38 miRNA zu erstellen und in

Arabidopsis thalianaur Expression zu bringen.

Mithilfe des Programms WMD microRNA Designer wurdef Grundlage der TAIR
BHLH38 cDNA (912 bp) eine 21 bp lange miRNA Sequenz adhahrer
Hybridisierungsenergie und Lokalisierung in der |ZiemRNA, sowie
Mispaarungspositionen  ausgewahlt. Die zu erstelendmiRNA  (5-
TAGTTAAACGAGTTTTCGCAT-3') ist komplementar zuBHLH38 cDNA in der
Néhe des Stop Codons am 3' Ende des Gens (797bp7bp8 wobei sie eine
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Mispaarung an Position 18 tragt (rot markiert),dds die Wahrscheinlichkeit mindert,
dass die miRNA als Primer fir RNA abhangige RNA yAwrasen dient und zu
sekundar RNAI Effekten fuhrt (Schwab et al., 2006).

Zur PCR Amplifikation dieser miRNA wurden 2 Oligddaotidsequenzen (I und II)
mittels WMD microRNA Designer generiert und zweiitgee Olinukleotidsequenzen
dienten dazu in der spateren RNA Sequenz eineniegerdmiRNA komplementaren
Abschnitt (miRNA*) zu schaffen, der die Ruckfaltudgr RNA ermdéglicht (11l und 1V,
siehe auch 5.1.4.3). Diese 4 Olinukleotide wurdeiiberlappenden PCR Reaktionen (a
bis d) dazu verwendet die artifizielle miIRNA unde@le reverskomplementare miRNA*
durch gerichtete PCR Mutagenese aus der artigzielmicroRNA miR319a zu
amplifizieren (Abb. 4 Teilbild 1). Als Template die der Vektor pRS300, der die
microRNA miR319a enthélt. Die Amplifikation folgteden in Abb. 4 Teilbild 2
aufgefuhrten PCR Reaktionen (Schwab et al., 2dD&). Olinukleotiden A und B waren
zusatzlich Gatewayrekombinationsenden angeflgt evgrdim die fertigeBHLH38
mMiRNA nach erfolgreicher PCR Reaktion (d) per BR¥R®n in den gatewayfahigen
Vektor pDONR207 zu ligieren. Abschlieend wurde deDONR207 Vektor
(http://www.lablife.org/p?a=vdb_view&id=g2.d7DVgHWIRioVcDoYgxKOfpBlk-) in
einer LR-Reaktion mit dem binaren Zielvektor pMDC32
(http://botservl.uzh.ch/home/grossnik/curtisve@iiDC32.pdf) zur Reaktion gebracht
und dieser mittelsAgrobacterium tumefaciensStamm GV2260 (enthélt Plasmid
pGV2260) in Arabidopsis thaliana Pflanzen (Ecotyp Col-0) mit dem
Mutantenhintergrun@xbhihtransformiert. Die Pflanzentransformation erfolgéeh der
Methode von Clough und Bent, 1998. Die transgereame® wurden anschlielend auf
% MS (Murashige und Skoog) Agarplatten mit 1% $acose und 15 pg/mli

Hygromycin selektiert und bis zur Homozygotie weitgmehrt.
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Abb. 4: Amplifikation einer miRNA mittels gerichtet er Mutagenese

(1) In Gberlappenden PCR Reaktionen (a)-(d) wurdelen Oligonukleotidprimern I-1V die native

mMiRNA und deren komplementare miRNA* durch artifite BHLH38 spezifische Sequenzen ersetzt. Die
Primer A und B basieren auf der pRS300 Plasmidserjweelches die native miRNA enthélt und tragen
gleichzeitig die GatewayrekombinationssequenzerkEif2 vollstandiger miRNA Vorlaufer wurde durch
Kombination der PCR Produkte aus (a), (b) undr{®iner PCR Reaktion mit den Primern A und B

erhalten. Teilweise lbernommen von Schwab et @062
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6. Ergebnisse

6.1 Verifizierung und Charakterisierung der 3xbhlh
Mutante zur Untersuchung der Genfunktionen in

Arabidopsis thaliana

6.1.1  Kreuzung von bHLH Einfachmutanten zur Erhaltung einer
homozygoten3xbhlh Mutante

Um die Funktionen voBHLH38, BHLH39, BHLH10Qnd BHLH101 zu untersuchen
wurde aufgrund ihrer vermuteten Redundanz die Kregz einer T-DNA
Dreifachmutante miBHLH38 als letztem aktivem Gen der Untergruppe angestrebt
Dazu wurden im Vorfeld mdgliche DreifachmutantematiuKreuzen von homozygoten
bHLHO039-1 bHLH100-1undbHLH101-1T-DNA Einzelmutanten erzeugt und folgende
putative Mehrfachmutantenlinien erhalten: P248-R248-5, P245-1, P246-1, P245-5,
P246-3 und P246-4 (Prof. Dr. Petra Bauer, nicht6ffentlicht). Um eine
BHLH39/100/101Dreifachmutante zu finden, wurden die zuvor gekreuautativen
Mehrfachmutantenlinien per PCR auf das VorkommenTd®NA Insertion bzw. des
WT Allels der GenéBHLH38, BHLH39, BHLH10@nd BHLH101 hin untersucht. Ziel
der Genotypisierung war es Dreifachmutanten zuefindie furBHLH39, BHLH10Qund
BHLH101 homozygot die T-DNA Insertion tragen und kein ftiokelles WT Allel
mehr besitzen. Die putativen Mehrfachmutanten waherth Kreuzung homozygoter
BHLH100/101Doppelmutanten mit homozygotéhlh39Mutanten erzeugt worden und
diese Kreuzung wurde durch Selbstung in die F2 glrtn Daher war flur jedes der drei
ausgeschalteten bHLH Gene im Genotyp eine Merkragslung von 1:2:1 zu
erwarten, was einem Viertel homozygoter Pflanzetspeicht, wenn nur ein einzelnes
Gen betrachtet wird. Das Zusammentreffen von doendzygoten Merkmalen dagegen
in einer Pflanze war theoretisch nur in jeder 6Gdskflanze gegeben. Um eine
BHLH39/100/101Dreifachmutante zu finden wurden daher 75 Pflanden putativen
Mehrfachmutanten in der F2 Generation angezogenterUmsgesamt 600 PCR
Reaktionen zur Genotypisierung (siehe Tabelle 3)Hiezelpflanzen wurde schlie3lich
genau eine homozygo®HLH39/100/101KO Mutante identifiziert undxbhlh (FM35
aka P248-5) benannt. Die Gelelektrophorese der RCR erifikation der Mutante zeigt
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jeweils eine Bande fur die T-DNA spezifischen Pripzare furBHLH39, BHLH100
und BHLH101 in den erwarteten Produktgrossen von 711 bp, go8rd 654 bp und
keine Banden fur die WT Allele der drei Gene (Abh. Dadurch wird das Ausschalten
der bHLH Gene durch T-DNA Insertion auf DNA Eberestétigt. Die Banden in der
Positivkontrolle fur die WT Allele stimmen mit demwarteten Produktgrof3en von 1021
bp, 1025 bp und 1023 bp Uberein und zeigen damikdirekte Amplifikation der WT
Allele in dieser PCR (siehe auch Tabelle 3). DisifR&kontrolle fir die T-DNA zeigt
das gleiche Bandenmuster wie die untersuchte LEMS85 und bestatigt damit die
korrekte Amplifikation der T-DNA Insertion in diessBCR

WT Allel T-DNA WT Allel T-DNA
Insertion +K +K
38 100 101 3@ 100 11 39 100 101 39 100 101
1000 Epg . . - — -
— S, T -

500 Bp —"

Abb. 5: Verifikation der Homozygotie fur die T-DNA Insertionen bHLH039-1, bHLH100-1 und
bHLH101-1 in der Linie FM35 (3xbhlh)

Die Pflanzen wurden fiir 3 Wochen auf Hoaglandagdmame mit 50 pM FeNa-EDTA angezogen, dann
jeweils ein Blatt geerntet, die DNA isoliert undsahlieend zur PCR verwendet. Zur Amplifikation des
WT Allels wurden jeweils genspezifische 5’ und 3irRer eingesetzt, zur Amplifikation der T-DNA
Insertion wurde der LBb1 als 5’Primer und der geasiische als 3'Primer verwendet. Als WT +K wurde
Col-0 DNA eingesetzt, als T-DNA +K wurde DNA derrhozygoten EinzelmutantdsHLH039-],
bHLH100-1undbHLH101-1verwendet.
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6.1.2  Untersuchung phénotypischer Merkmale in Abhangigketi der
Eisenversorgung

Nach der Genotypisierung wurde die Mutante zur Sgmoeluktion vermehrt und
anschlielend unter verschiedenen Wachstumsbediaguaggezogen um mdgliche
Phanotypen zu untersuchen. Es wurde festgestalls die3xbhlh Mutante unter +Fe
Bedingungen  keinen  Phanotyp  zeigt. Beim  Auskeimenirekd auf
Eisenmangelbedingungen allerdings zeigt sich nachis510 Tagen eine schwere
Chlorose, bei der die jungeren Rosettenblattegheil bis gelblich gefarbt sind und die
starker betroffenen &lteren Blatter gelblich bist faeil gefarbt sind (Abb. 6 A). Um die
Chlorosestarke in Mutante und WT vergleichen zunleinerfolgte eine Bonitierung der
Blattchlorose auf einer Skala von 1 bis 5, wobeiein Dunkelgriinton einer gesunden
Pflanze entspricht und 5 einer so starken Chlordass die Blatter nur noch Gelb- und
Weildtone zeigen (Abb. 6 B). Die Untersuchung zeilgtss nach 10 Tagen WT und
Mutante bei +Fe mit Werten unter 1,5 keine Chlormsigen und dass beide Genotypen
im Vergleich zu +Fe Bedingungen eine signifikantddtose beim Auskeimen auf —Fe
Medium entwickeln. Vergleicht man WT und Mutante -bEe zeigt sich eine signifikant
starkere Chlorose in d8xbhlhMutante. Da der Phanotyp dé&bhlh Mutante nur nach
langanhaltendem Eisenmangel sichtbar wird, ware mgglich, dass zwar nicht
Eisenaufnahme oder Transport in der Mutante gestirti, aber bei langerem
Eisenmangel Stressreaktionen ausgeldst werdeim dieser Mutante durch das Fehlen
der bHLH Transkriptionsfaktoren zu einer phanotgpen Veranderung fuhren. Um die
Mutante n&her zu charakterisieren wurden daher indchsten  Schritt

Expressionsanalysen durchgefihrt.
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A

WT
3xbhlh
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Abb. 6: Phanotyp und Bonitierung der auf Hoaglandagrmedium gewachsene3xbhlh Mutante im
Vergleich zum WT

3xbhlhund WT Pflanzen wurden bei Langtagbedingunged @ifage auf +Fe (50 uM FeNa-EDTA) und
—Fe (0 uM FeNa-EDTA) kultiviert (A). Der GrolRenméddsentspricht 5mm. Anschlieend erfolgte eine
Bonitierung der Blattchlorose der WT uBdbhlhPflanzen auf einer Skala von 1 bis 5 (B). Dabei
entspricht 1 dem Dunkelgriinton einer gesunden Pdlah reprasentiert griin mit leichten Gelbanteigen,
steht fur eine gelbgriine Farbe einer sichtbareor@sé, 4 entspricht einer durchgehenden Gelbfégrbun
mit leichten Grunanteilen und 5 einer so starkelof@ise, dass die Blatter nur noch Gelb- und Wa&to
zeigen. Die angezeigten Werte sind Mittelwerte #tdivertsabweichung, n=12. Statistisch signifikante
Unterschiede innerhalb eines Genotyps sind mitneife&@ gekennzeichnet, statistisch signifikante
Unterschiede zwischen WT uBdbhlhbei gleicher Eisenversorgung sind mit einem “bRegenzeichnet

(wenn gilt p<0.05, gepruft per T-Test fur unabh@egbtichproben).
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Dazu wurde zuerst tberpruft ob dgbhlh Mutante auch tatsachlich keine Transkripte
der ausgeschalteten Gene mehr produzieren kanmviendas verbliebenBHLH38 im
Mutantenhintergrund bei +Fe bzw. —Fe reagiert. Hsde eine Expressionsanalyse mit
14 Tage alterBxbhlh Mutanten und WT Pflanzen, die fir 3 weitere Tage-H-e oder
+Fe angezogen worden waren, durchgefuhrt. Die Espe vonBHLH38, 39, 10Qnd
101 wurde in Wurzeln (Abb. 7 A) und Blattern (Abb. 7 Biittels quantitativer Real-
Time PCR (gRT-PCR) untersucht. Die Analyse zalgss bei +Fe sowohl in Wurzeln
(A) als auch in Blattern (B) in WT un8xbhlh Mutante kaum Expression der Gene zu
messen ist, auller fUBHLH38 dass in Wurzeln der Mutante signifikant starker
exprimiert ist als im WT. Bei —Fe werden die Tramskonsfaktoren im WT wie
erwartet in beiden Geweben induziert, dabei idterden Fallen in deBxbhlh Mutante
nahezu keine Expression fBHLH39, BHLH100undBHLH101zu messen und bestatigt
damit die Ausschaltung der Gene auf TranskriptebBie Induktion vonBHLH38 als
Antwort auf den Eisenmangel findet auch in der Mtgain beiden Geweben statt, ist
allerdings signifikant starker als im WT. Mdglichazise wirdBHLH38 in der Mutante
bei —Fe starker induziert, um die vermutlich teilsee redundanten Funktionen der
fehlenden bHLH Transkriptionsfaktoren zu (dbernehmeénsgesamt zeigen die
Ergebnisse klar, dass in der MutaBidLH39, BHLH100und BHLH101 ausgeschaltet
sind und im Folgenden sollen weitere Studien klarelh die Genexpression von

Eisenhomdostasegenen in der Mutante verandert ist.
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Abb. 7: Expressionsanalyse der dreifach T-DNA Inséionslinie bHLH039-1, bHLH100-1 und

bHLH101-1 14 Tage alt@xbhlhMutanten und WT Pflanzen wurden fir 3 Tage bei
Eisenmangelbedingungen (0 uM FeNa-EDTA) und acisegider Eisenversorgung (50 pM FeNa-EDTA)
angezogen. Die Expression vBRILH38, 39, 10@nd 101wurde in Wurzeln (A) und Blattern (B) mittels
guantitativer Real-Time Reverse Transkriptase-P@iersucht. Die absolute Expression wurde gegen die
Kontrolle normalisiert, so wie in “Material und Metden” beschrieben. Die angezeigten Werte sind
Mittelwerte + Mittelwertsabweichung, n=4. Statistissignifikante Unterschiede sind mit einem “a”
gekennzeichnet (wenn gilt p<0.05, geprift per TtTésunabhangige Stichproben), dazu wurden jeweils
Werte der Mutante mit Werten des WT derselben Bpdig verglichen.
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6.1.3  Genexpressionsstudien der EisenmangelmarkergeédT,
FRO2 und IRT1 in Wurzeln und FRO3, YSL1 und FER1 in
Blattern der 3xbhlh Mutante

Mittels gRT-PCR sollte Uberprift werden ob @ebhlh Mutante durch das Fehlen von
BHLH39/100/101eine Beeintrachtigung der Eisenmangelantwortgéiie FRO2 und
IRT1 zeigt (Abb. 8A). Die Ergebnisse kdnnen Aufschldartber geben, ob die
fehlenden Transkriptionsfaktoren essentiell fur Bisenmangelantwort sind oder ob
zumindest bHLH38/39, fur die man annimmt, dassrsie=IT im HeterokompleXrRO2
undIRT1regulieren, derartig redundant sind, dass bedat®nwesenheit von bHLH38
ausreicht um die putativen Zielgene bei Eisenmamgeahduzieren (Yuan et al., 2008;
Wang et al., 2007). Gleichzeitig wurde die Mutaateh dazu verwendet Erkenntnisse
Uber die zusatzlichen Funktionen der bHLH Tranglaisfaktoren 1b(2) im Blatt zu
erlangen, die die induzierte Expression im WT bdte —erklaren, da dieser
Themenkomplex bisher ganzlich unerforscht ist undneise tber die Funktion im Blatt
vielleicht den Phanotyp der Mutante erklaren konri@azu wurde die Genexpression
von Genen untersucht, die fiir die*F€helatreduktase"RO3 der mitochondrialen
Membran, den transmembranen Eisen-Nikotianamin Spanrter YSL1 und das
Chloroplasten lokalisierte EisenspeicherproteiiR1 kodieren (Abb. 8B). Dazu wurden
3xbhlhMutanten und WT Pflanzen fir 14 Tage bei +Fe angea, dann fir 3 Tage auf
+Fe bzw. —Fe Uberfuhrt und schliel3lich die Wurzg@bb. 8A) und Blatter (Abb. 8B)
zur Expressionsanalyse verwendet. In WT Wurzelrd $il, FRO2 und IRT1 als
Antwort auf den Eisenmangel signifikant induzieAbb. 8A), ebenso wie in der
Mutante. Die eisenmangelvermittelte Induktion dreger Gene ist also auch in der
Mutante voll funktionsfahig und zeigt damit, dassenmgstens BHLH38/39
wahrscheinlich redundante Funktionen besitzen. [Bit&n des WT sindvSL1 und
FER1erwartungsgemal bei —Fe schwacher exprimiertealsfe, wahrenéFRO3leicht
induziert wird. In der Mutante zeigen diese Genelidhe Transkriptzahlen, allerdings
ist FER1 bei +Fe signifikant schwacher exprimiert als im WWas auf eine geringere
Eisenmenge in den Blattern hindeuten kénnte. D#st,hembglicherweise ist zwar die
Eisenaufnahme nicht betroffen, das Eisen wird afregrhalb der Pflanze nicht wie im
WT zu den Blattern transportiert. Insgesamt siethé so extremen Abweichungen von
den WT Expressionsmustern der Eisenhomdostasegerekennen, die direkt auf das
Fehlen vorBHLH39/100/101zurtickzufihren sind. Die Eisenmangelantwort in Véinz
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ist noch funktionell und auch in Blattern ist bisf alie Eisenspeicherung durétR1
keine gravierende Abweichung vom WT erkennbar, @lbssgilt, wenn die Pflanzen 10
Tage unter +Fe bzw. —Fe Bedingungen angezogen wusdedass der Phanotyp sichtbar
war (Daten nicht dargestellt). Um die durch Expi@ssanalysen erhaltenen Ergebnisse
Uber die Eisenaufnahmegene in da&xbhlh abzusichern, wurde zusatzlich die
Eisenkonzentration und Eisenreduktion in der Mwamitersucht (Abb. 9 und Abb. 10).
Geht man davon aus, dass bHLH38/39 Fiit zur Induktion vonFRO2 und IRT1
notwendig sind, werden zumindest die Funktionendsgi Eisenmangelantwort in der
Mutante mutmaldlich von bHLH3&bernommen. Um weitere Aussagen Uber die
Funktion der bHLH Ib(2) Transkriptionsfaktoren maohzu kdnnen wurde daher
geplant auchBHLH38 in der 3xbhlh Mutante auszuschalten. Dazu wurde die
Kultivierung einer vollstandigeBHLH38/39/100/10Mutante mittels RNA Interferenz
angestrebt (siehe Absatz 6.1.6). Da3lbhlhMutante allerdings einen Phé&notyp besitzt
der bei langanhaltendem Eisenmangel vermutlichtd&tcessreaktionen hervorgerufen
wird, kann die3xbhlh Mutante dazu verwendet werden Funktionen der bHEE2)
Untergruppe in eisenmangelvermittelten Stressamémnozu untersuchen. Daher wurde
die 3xbhlh Mutante als wichtiges Werkzeug zur Erforschung der
Transkriptionsfaktorgruppe vollstandig charaktensi Zu diesem Zweck wurden die
gewonnen Expressionsdaten in den nachsten beideohAitten mit dem Eisengehalt
und der Reduktaseaktivitat der Mutante verglichém auf3erdem die mdgliche Rolle
der vier bHLH Ib(2) Transkriptionsfaktoren in Stsastworten zu untersuchen, wurde
aufgrund der Induzierbarkeit voBHLH38/39 durch Salizylat die Mutante im
Zusammenhang des Salizylatstressnetzwerks untér&iehe Abschnitt 6.1.8.).
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Abb. 8: Expressionsanalyse von eisenregulierten Gen in Wurzeln und Blattern der dreifach T-

DNA Insertionslinie bHLH039-1, bHLH100-1 und bHLH101-1.

14 Tage alt&xbhlhMutanten und WT Pflanzen wurden fur 3 Tage auf Heradpgarplatten bei
Eisenmangelbedingungen (0 uM FeNa-EDTA) und acisegider Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTA)
angezogen. Die Expression vBiT, FRO2, IRT1n Wurzeln (A) und=RO3, FER1, YSLih Blattern (B)
wurde mittels quantitativer Real-Time Reverse Tkapsase-PCR untersucht. Die absolute Expression
wurde gegen die Kontrolle normalisiert, so wie ldterial und Methoden” beschrieben. Die angezeigten
Werte sind Mittelwerte + Mittelwertsabweichung, nStatistisch signifikante Unterschiede zwischee +F
und —Fe Bedingungen eines Genotyps sind mit eire@rgékennzeichnet, statistisch signifikante
Unterschiede zwischen der Mutante und dem WT ke¢igér Bedingung sind mit einem “b” markiert

(wenn gilt p<0.05, gepruft per T-Test fur unabh@egbtichproben).
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6.1.4 Messung des Eisengehalts in dé&xbhlh Mutante

Als Mal3 fur die Eisenaufnahme in die Pflanze wiidrhdie Fe Konzentration in
getrockneten Blattern untersucht. Damit soll Ubi#tpwerden ob die WT &ahnliche
Expression voiRT1in der3xbhlhMutante auch zu einer wildtypischen Eisenaufnahme
gefihrt hat. Dazu wurden WT undxbhlh Pflanzen fir 2 Wochen auf
Hoaglandagarplatten mit ausreichender Eisenveragrgngezogen und dann fir 3 Tage
bei genligender Eisenversorgung oder Eisenmangtneiltiviert. Nach der Ernte der
Blatter wurden das Pflanzenmaterial getrocknet, dgeert und zur AAS Messung
verwendet (Abb. 9). Bei +Fe und —Fe Bedingungemezeisich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Mutante und WT, wie erwastghalten beide Linien bei +Fe
mehr Eisen als bei —Fe (Abb. 9). Das Ergebnis bgstdie WT &hnlichelRT1
Expression in deBxbhlh Mutante (Abb. 8A) und verstarkt die Annahme, ddss
Mutante wenigstens in der Eisenaufnahme, durchretlandanten Funktionen der 1b(2)
bHLH Transkriptionsfaktoren, nicht beeintrachtigt.iUm diese Annahme weiter zu
Uberprifen wurde auch die FRO2 Aktivitat gemesgdab( 10).

140
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120 - T 3 3xbhih

100 -
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0 |-
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Abb. 9: Eisengehalt in Blattern von WT und3xbhlh Pflanzen

Die Pflanzen wurden fiir 2 Wochen auf Hoaglandagédtigah mit ausreichender Eisenversorgung
(50uM Fe) angezogen und dann fiir 3 Tage bei geniggetisenversorgung (50uM FeNa-EDTA) oder
Eisenmangel (OuM FeNa-EDTA) weiter kultiviert. Nadér Ernte der Blatter wurden das
Pflanzenmaterial getrocknet, gemdorsert und zur A& Messung verwendet. Die angezeigten Werte

sind Mittelwerte + Mittelwertsabweichung, n=4. Esnkiten keine statistisch signifikanten Unterschiede
festgestellt werden.
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6.1.5 Test der Reduktaseaktivitat in der3xbhlh Mutante

Um die Eisenmangelantwort in d8xbhlh vollstandig zu charakterisieren wurde auch
die Eisenreduktaseaktivitat untersucht. Dazu wurdéh und 3xbhlh Pflanzen fir 2
Wochen auf Hoaglandagarplatten mit ausreichendsenersorgung angezogen und
dann fur 3 Tage bei genugender Eisenversorgungidenmangel weiter kultiviert und
anschlie3end die Eisen(lll)chelat-Reduktaseaktiyatiotometrisch bestimmt (Abb. 10).
In beiden Pflanzenlinien ist die Reduktaseaktivitdti —Fe im Vergleich zu +Fe
induziert. Dabei ist im WT unter beiden Bedingungi® Reduktaseaktivitat starker als
in der Mutante, allerdings sind die Unterschiedehnistatistisch signifikant. Die
Ergebnisse bestatigen die Genexpressionsdate®R@2 (Abb. 8A). Fasst man die
Erkenntnisse aus der Genexpression Wb FRO2und IRT1 sowie die Metallmessung
und den Reduktaseassay zusammen, kann sehr wahlisbhelavon ausgegangen
werden, dass die Eisenaufnahme der Mutante nicwiegend beeintrachtigt ist. Der
Phanotyp ist daher eher durch das Fehlen der bHLlBhnhsKriptionsfaktoren in
Stressreaktionen als Antwort auf Eisenmangel zudesk. Daher ist zumindest zur
Untersuchung der Rolle der bHLH Ib(2) Gruppe in Bexenaufnahme eine vollstandige
KO Mutante notwendig (siehe 6.1.6).

. WT

400 7 | = 3xbhin

300 -

200 -

100 - i
0 ’J_‘

+Fe -Fe

Eisenreduktaseaktivitat
[umol Fe2*/ g Wurzel/ h]

Abb. 10: Eisen(lll)chelat-Reduktaseaktivitatstest nit WT und 3xbhlh Wurzeln

Die Pflanzen wurden fir 2 Wochen auf Hoaglandagdtigrh mit ausreichender Eisenversorgung
(50uM Fe) angezogen und dann fiir 3 Tage bei geniggetisenversorgung (50uM FeNa-EDTA) oder
Eisenmangel (OuM FeNa-EDTA) weiter kultiviert ursahlieRend die Eisen(lIl)chelat-
Reduktaseaktivitat photometrisch bestimmt. Die aeggen Werte sind Mittelwerte +

Mittelwertsabweichung, n=5. Es konnten keine diatik signifikanten Unterschiede festgestellt warde
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6.1.6  Kultivierung einer 4xbhlh Mutante mittels RNA Interferenz
mit dem Ziel einer vollstandigen 1b(2) bHLH Nullmutante

Aufgrund der vermuteten redundanten Funktionen dér Ib(2) bHLH
Transkriptionsfaktoren (Abb. 8, vergleiche auch \Waeat al., 2007) ist es zur
Untersuchung dieser Faktoren notwendig eine voitstie Nullmutante zu generieren.
Zum Erreichen dieses Ziels sollte in @Geibhlh Mutante da8HLH38 Gen mittels RNA
Interferenz posttranskriptionell ausgeschaltet werdDazu wurde eine artifizielle
mMIiRNA durch gerichtete PCR Mutagenese aus dem eratmikroRNA Vorlaufer
miR319a amplifiziert, die sich dann gegeBHLH38 richtet. miR319a reguliert
natlrlicherweise TCP Transkriptionsfaktoren, die das Blattwachstum eine wichtige
Rolle spielen (Nath et al.,, 2003; Palatnik et aD03) und wurde bereits mehrmals
erfolgreich durch PCR Mutagenese verandert und Zwsschalten verschiedenster
Transkripte verwendet (Liu et al., 2009; Schwalalet2006; Warthmann et al., 2008).
Als Template fir die Gberlappende PCR MutageneseAruplifikation der miRNA
wurde hier das pRS300 Plasmid verwendet, welches esiesprechenden Vorlaufer
enthalt (Schwab et al., 2006). Nach Fertigstelldes Konstruktes wurdeBxbhih
Mutanten transformiert, dann wurden die T1 SamenHygromycin selektiert (siehe
5.2.7.2) und 20 positive Pflanzen genotypisiertdém T2 Generation fand erneut eine
Hygromycinselektion und eine Genotypisierung stais der 11 positive unabhangige
Linien hervorgingen. Bis zur Reinerbigkeit konntanabhangige Linien selektiert und
per PCR genotypisiert werden. Bereits in der TQteeidie Pflanze FM172 stark
retardiertes Blatt und Wurzelwachstum, krause 8pa#titen und eine sehr ausgepragte
Chlorose, die nach Transfer auf Erde innerhalb 2«38 Tagen reversibel war (Abb. 11).
Insgesamt zeigte die Pflanze einen zwergenhafteohg/wahrend alle weiteren Linien
phanotypisch unaufféllig waren.
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WT FM172

Abb. 11: Phanotyp der putativendxbhlh Mutante nach 5 Wochen Wachstum auf Erde im Verglah
zum WT

4xbhlhund WT Pflanzen wurden bei Langtagbedingungens fidfochen auf Erde kultiviert. Die Pflanze
FM172 zeigtim Vergleich zum WT stark retardierBatt und Langenwachstum, sowie krause

Blattspreiten. Der GréRenstandard entspricht 1cm.

Um bereits in der T2 zu Uberprifen ob die amiRNAdieser und in einigen anderen
Linien zu einer Degradation d&HLH38 mRNA gefiihrt hat, wurden die Pflanzen
FM162, FM163, FM164, FM172, FM178, FM180, FM182, B8, FM194, FM196 und
der WT fir 14 Tage auf +Fe angezogen und dann fliraGe auf +Fe bzw. —Fe
umgesetzt. Dann wurde die Halfte der Wurzel jedmRe als eine Probe geerntet und
die Pflanzen zur Samenproduktion auf Erde umgedeietExpression voRrIT, FRO2,
IRT1 und BHLH38 wurde in Wurzeln mittels quantitativer Reverse Biaiption-PCR
untersucht. Die Expressionsanalyse zeigt fur dl@nPen aul3er fir FM172 und FM196
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ahnliche Expressionsmuster der vier Gene (Abb. kP)er Pflanze FM172 ist die
BHLH38 Expression im Vergleich zum WT um 62% verringeiterdings zeigt sich
kein Effekt auf die moéglichen ZielgedRO2und IRT oder den zentralen Regulator der
EisenmangelantworFIT. Mdglicherweise reicht hier die Menge an vorhareen
BHLH38 aus um die Eisenmangelantwort zu gewahrleistem Filanze FM196 dagegen
zeigt reduzierte Transkriptwerte flFIT, FRO2 und IRT ohne dass dieBHLH38
Expression stark vom WT abweicht. Insgesamt mussliesen Ergebnissen beachtet
werden, dass nicht mit biologischen Replikaten lgeiget werden konnte, da alle
Pflanzen aufgrund der Segregation noch Individuanstdllen, das heil3t einzelne
Pflanzen sind und daher Fehlerbalken sowie einestisahe Auswertung nicht moglich
waren (Abb. 12). Eine Untersuchung mit Replikatelites nach der Vermehrung in der
T3 durchgefuhrt werden, allerdings zeigten die fifém in dieser Generation keinen
Phanotyp mehr und eine Verminderung B&tLH38 Expression war auch nicht mehr
messbar (Daten nicht gezeigt). Eine Erklarung kérsdin, dass die Expression der
amiRNA in der T3 unterdriickt wurde und daher Phgmoind Expressionswerte wieder
WT Niveau zeigten. Da die Technik der amiRNA In¢eehz trotz des
molekularbiologischen Aufwands zukunftsweisend usid sie hier, wenn auch nur
kurzzeitig, zum Erfolg gefuhrt hat, sollte mit meten amiRNAs gegeBHLH38 eine
dauerhafte Degradation d&HLH38 mRNA erreicht werden konnen. Fir weitere
Versuche wurde auf di@xbhlh Mutante zurlickgegriffen. Um die Rolle der bHLH
Transkriptionsfaktoren in der Eisenmangelantwonv.bim SA-Stressnetzwerk in der
vorhandenen3xbhlh Mutante detaillierter untersuchen zu kénnen, wudden eine
weitere Technik herangezogen. Da die gRT-PCR Egmesanalyse zwar eine sehr
genaue Messung des Expressionsstatus zuldsstrimhier Rind Standards fir jedes Gen
aber einzeln entworfen werden mussen, wurde zutebga Expressionsanalyse ein

Mikroarray Experiment durchgefihrt (6.1.7).
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Abb. 12: Expressionsanalyse zur Uberpriifung deBHLH38 amiRNA Effizienz in T2 Pflanzen der
3xbhlh Mutante

PutativedxbhlhMutanten der T2 Generation und WT Pflanzen wurfde” Tage auf

Hoaglandagarplatten bei ausreichender Eisenversgr(hip uM FeNa-EDTA) angezogen und dann fur 3
Tage auf Eisenmangelbedingungen (0 uM FeNa-EDT &} adsreichende Eisenversorgung (50 uM
FeNa-EDTA) umgesetzt. Die Expression \Fit, FRO2, IRTlund BHLH38wurde in Wurzeln mittels
guantitativer Real-Time Reverse Transkriptase-P@iersucht. Die absolute Expression wurde gegen die

Kontrolle normalisiert, so wie in “Material und Metden” beschrieben. n=1.
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6.1.7 Genomweite Genexpressionsstudie déhlh Dreifachmutante
im Vergleich zum WT mittels Mikroarray Chip

Um einen allgemeinen Uberblick tber die Verandeemnm der3xbhlh Mutante auf
Expressionslevel zu erhalten, wurden die Mutanted uder WT in einem
Mikroarrayexperiment verglichen. Die Rolle der vie(2) bHLH Transkriptionsfaktoren
in der Eisenmangelantwort sollte dabei untersuctritden. Mit der Mikroarrayanalyse
sollte endgultig geklart werden ob, wie bereits ctlurdie vorangegangenen
Expressionsdaten und Eisen- sowie Reduktaseakswigssungen fir die
Eisenaufnahme gezeigt, die Anwesenheit BHLH38 ausreichend ist um auch die
Eisenhomdostase aufrecht zu erhalten. Zusatzlittesalurch mogliche Deregulation
von bHLH Zielgenen in der Mikroarrayanalyse Hinveeisiber mdgliche weitere
Funktionen der bHLH Transkriptionsfaktoren 1Ib(2) imler Peripherie der
Eisenhomdbostase gesammelt werden, die Aufschluss dén Phanotyp der Mutante
geben kénnen. Aufgrund der Expression der vier)Ib{2LH Transkriptionsfaktoren in
Blattern und Wurzeln ist es mdglich, dass diese n3kaptionsfaktoren
Langstreckensignale der Eisenhomoostase verarbelan BHLH38/39 Ziele des
salizylsaureinduzierbaren Transkriptionsfakt@BP3 sind und selbst durch Salizylat
induziert werden koénnen, ist ein mdglicher Kandidat ein solches Signal das
Phytohormon Salizylat. Daher wurden fir das Mikragexperiment3xbhlh und WT
Pflanzen fir 6 Tage auf —Fe angezogen, dann filuBdgn auf Eisenmangelagar +SA
(100 uM) oder ohne SA uberfuhrt und anschlieRersd ganzer Keimling geerntet.
Dieses Anzuchtsystem hat den Vorteil, dass dienPéa als ganzer Keimling geerntet
werden konnen und ermdglicht damit einen Uberblidker das Blatt- und
Wurzeltranskriptom in einer einzigen Probe. Der rti#dige Eisenmangel stellt in
diesem Versuchsaufbau sicher, dass die Eisenmagela aktiv ist und eine 6
stindige Inkubation mit SA hat sich als wirkung$eaZeitspanne zur Induktion SA
abhangiger Gene wiBR1 herausgestellt (Johnson et al., 2003) und fuhehflils zur
Induktion vonBHLH38/39 (Kang et al., 2003; Kang und Singh, 2000). Die dai#
erfolgte dreimal in drei aufeinanderfolgenden Wathen biologische Replikate zu
erhalten (Abb. 13). Die von der Firma Atlas Biolalgemessenen Rohdaten
(gProcessedSignal) wurden zuerst mit dem 75%-Warnalisiert (siehe 5.2.2.2) und
mit der online Software NIA Array Analysis
(http://lgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/index.html) exat normalisiert (siehe 5.2.2.2).

-75 -



Ergebnisse

Dann wurden differentiell regulierte Gene im Vergtezum WT gesucht, wobei ein
fold-change Wert von 2,0 festgelegt wurde. Aus aliefntersuchung gehen 4
Vergleiche hervor3xbhlh—Fe gegen WT —F&xbhlh—-Fe +SA gegen WT —Fe +SA,
3xbhlh —Fe gegerBxbhlh —Fe +SA, WT —Fe gegen WT —Fe +SA), die einers#igs

Rolle der 4 TF der Untergruppe Ib(2) in der Eisenbostase untersuchen und
andererseits den Zusammenhang mit dem Salizylséizmeerk herstellen. Im folgenden
Abschnitt sollen zuerst nur die Ergebnisse im utetiaren Zusammenhang der
Eisenhomdostase ohne Einfluss der Salizyls&xbhlh—Fe gegen WT —Fe) betrachtet
werden und dann im Abschnitt (Abb. 13) auf die Meémrayergebnisse mit dem

Stresshormon eingegangen werden.

A B
R1 R2 R3
~ Anzucht
-Fe |
Ernte
WT |
RNA Extraktion
-Fe l
+SA - .
Hybridisierung des Agilent V4
\~ Mikroarraychip
- mit den Proben
-Fe ?g ?75 ?75 l
Datenanalyse
und
3xbhlh Selektion
differentiell exprimierter Gene
-Fe mittels NIA Array tool
+SA

—

Abb. 13: Darstellung des experimentellen Arbeitsalaiufs

A) Planung des Mikroarray Experiments mit 3 biologest Replikaten (R1 bis R3). WT uBdbhlh
Keimlinge wurden bei —Fe angezogen, dann mit SANI) behandelt und anschlielend zur
Verwendung im Mikroarray geerntd&) Ablaufschema des Mikroarrays von der Anzucht his z

Datenanalyse.
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6.1.7.1 Differentiell regulierte Eisenmarker in der 3xbhlh Mutante im

Vergleich zum WT

Um die Mutante auf Transkriptebene zu charakteasiewurde per Mikroarrayanalyse
mit einem Agilent V4 Chip getestet ob andere Eisark@rgene, als die bereits
getesteten (Abb. 8), in déxbhlh Mutante bei —Fe dereguliert sind. Damit sollte
einerseits bestatigt werden, dass 3kbhlh Mutante nicht unter einer Deregulation der
Eisenaufnahme leidet und andererseits Uberpriftdever ob weitere Gene der
Eisenhomoostase veradnderte Expressionsmuster zdigggesamt wurden 121 Gene
gefunden, die bei Eisenmangel in der Mutante andagsliert sind als im WT, davon
sind 75 in der Mutante im Vergleich zum WT hochiegti und 46 herunter reguliert
(siehe Anhang@xbhlh-Fe gegen WT —Fe). Diese 121 Gene wurden mit eiisée von
221 stabilen Eisenmarkergenen verglichen (A), idiglieser Arbeitsgruppe in einem
weiteren Mikroarrayexperiment mittels Affymetrixghi  mit denselben
Wachstumsparametern als WT Kontrolle erstellt wordar (WT +Fe gegen WT —Fe),
um dieein3eill Mutante zu charakterisieren (Lingam et al., 20Bdyer und Blondet,
2011). Die Schnittmenge aus beiden Listen entHaltRWT eisenabhangig exprimierte
Gene, die bei Eisenmangel in der Mutante deredudied (B). Die Differenzmenge der
Gene, die nur bei Eisenmangel in der Mutante diffgell reguliert sind, enthalt 100
Gene, wahrend die Differenzmenge des WT 200 Gerfassin(A). Die Teilmenge der
21 Gene, die in deBxbhlh gegeniber dem WT herunter reguliert (graugrin reepk
sind, enthalt sowohl 4 Gene die im WT bei —Fe inelizZgrin markiert) werden, als
auch 6 Gene, die im WT normalerweise nur untereactsender Eisenversorgung starker
exprimiert (blau markiert) werden (B). Die Abbildyrzeigt, das$21M12.13, NYC1,
T9J22.17, T28M21.8, T1B8.1td CHL die bei +Fe im WT induziert sind, in der
Mutante bei —Fe herunter reguliert werden, allegdistarker als das im WT bei —Fe der
Fall ist. Im WT ist die Repression von z.BHL fiur die Pflanze sinnvoll, da das
Lipocalin CHL im Thylakoidlumen gegen reaktive Semieffspezies wirkt, um
Membranlipide vor Peroxidationsreaktionen zu sobfitzund dessen Aktivitat
wahrscheinlich auch eher dann bendtigt wird, weinnhéheres Eisenangebot auch zur
vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspefidst (Levesque-Tremblay et al.,
2009). Ein weiteres Gen auf der List&8M21.8ist in der Lipocalin Mutanteil
differentiell exprimiert (Charron et al.,, 2008). €8e Saurephosphatasier HAD
(Haloacid Dehalogenase) Familie ist wahrscheinbtienfalls im Zusammenhang mit
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oxidativen Stress in der Signaltransduktion aktiad uzeigt in der 3xbhlh bei
Eisenmangel eine schwachere Expression als im Vil s€hwachere Expression beider
Gene bei —Fe in der Mutante kénnte bedeuten, dias$ldtante weniger oxidativen
Stress verspurt. Zieht man diese Hypothese in B&irést der geringere oxidative Stress
allerdings nicht auf Unterschiede im Eisengehaltickzufiihren, da keine signifikanten
Unterschiede zwischen Mutante und WT bestehen (ABph. Der durch Fe
hervorgerufene oxidative Stress hangt allerdingchawon Eisentransport und
Speicherform ab und mdglicherweise bestehen hi¢erschiede zwischen Mutante und
WT.
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100 Gene 21 Gene 200 Gene

B

Die 21 Gene der Schnittmenge sind in 3xbhlh
hochreguliert bzw. in 3xbhlh herunterreguliert und
zeigen Induktion bei +Fe im WT bzw. bei -Fe im WT.

Genlokus Genname

3xbhlh l
gegeniiber
WT

3xbhlh1
gegeniiber
WT

Abb. 14: Venn Diagramm und Vergleich zu zweifach degulierten Genen in der3xbhlh bei -Fe

Das Venn Diagramm zeigt Gemeinsamkeiten und Urtiexde der differentiell regulierten Gene in der
3xbhlhbei Eisenmangel im Vergleich zum WT zu diejeni@amen die im WT eisenreguliert sind (A).
Die Tabelle zeigt die 21 Gene der Schnittmengevées Diagramms, die bei —Fe in dbhlhMutante
im Vergleich zum WTherunter regulieroderhoch reguliersind und deren Induktion beFe im WT
bzw.bei —Fe im WT(B).
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Die in der Mutante herunter regulierten Gene (graagnarkiert), die im WT bei —Fe
induziert werden (grin markiert) sind zum Studiuen bHLH Genfunktionen besonders
interessant. Da die fehlenden bHLHs als positivguRgoren der Eisenmangelantwort
gelten (Yuan et al., 2008) gibt diese Gengruppe sghifiss dartiber welche
eisenmangelexprimierten Gene in der Mutante bei rieat mehr auf WT Niveau
induziert werden und daher direkt oder indirekt @iijig von den Ib(2) bHLHs sein
kénnten. Unter den 4 Genen der Gruppe #il.H39 und BHLH100 und bestétigen
damit erneut den Knock out in der MutarB#iLH101ist in der Gruppe nicht vertreten,
da es zwar in der Mutante ausgeschaltet ist, abaNT nicht so stark exprimiert war,
dass die statistische Auswertung eine AufnahmeesedGruppe zulief3. Von den beiden
weiteren Gene dieser Gruppe At4g3194YP82C4 und At3g07720 NILP3.17) ist
bekannt, dass sie durch Eisenmangel induziert wef@elangelo und Guerinot, 2004;
Buckhout et al., 2009; Ivanov et al., 2011). Mutiicd3spielen diese Gene eine Rolle in
der Eisenhomdostase der Pflanze, wobei die genanktién noch aufgeklart werden
muss.

Die Gene der Schnittmenge (A,B und Anhabhlh-Fe gegen WT —Fé WT +Fe
gegen WT -Fe Schnittmenge), die in @xbhlhgegeniiber dem WT hochreguliert sind,
enthalt die 11 folgenden GenE3L12.12, LHY, COL2, F2G1.9, GBSS1, T15J14.6,
F12F1.10 UNE10, T2E22.34CCA1 und GPX7 die im WT bei —Fe induziert werden
(B). Drei dieser Gene, der TransmembrantranspdgetATE (Multidrug And Toxic
compound Extrusion) Familie3L12.12und die beiden unbekannten ProteiribJ14.6
und T2E22.34sind nicht nur in deBxbhlh dereguliert, sie zeigen auch in einer Studie
Uber dieEthylensignaldoppelmutantin3/eill eine signifikant schwéchere Expression
als im WT (Lingam et al.,, 2011). Ein Gen, das m#r dEisenhomoostase in
Zusammenhang gebracht wird und das in 8ebhlh Mutante bei —Fe signifikant
induziert wird, istF12F1.10.Obwohl das Protein und seine Funktion unbekamd si
wurde das Protein in Blattern als eisenmangelirattibeschrieben (lvanov et al., 2011).
In Koexpressionsnetzwerkstudien mittels ATTED Oalfdoftware wurde gezeigt, dass
das Gen mit Schwefelassimilations und Schwefelmlgegen bei Eisenmangel
koexprimiert ist (lvanov et al., 2011). Daher kaman annehmen, dass Eisenmangel
auch die Schwefelhomoostase in der Pflanze besstflund umgekehrt, da viele
schwefelmangelinduzierte Gene durch das ethylemapparegulierte EIN3 reguliert
werden (Maruyama-Nakashita et al., 2006), dass enickIT interagiert (Lingam et al.,
2011).
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Zwei weitere hoch regulierte Gene dieser Gruipd® undCCA1(CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED ) codieren fir MYB Transkriptionsfaktoren, dien Morgenkreislauf
der inneren Uhr bilderCCA1lfunktioniert in der inneren Uhr synergetisch initY. Die
innere Uhr kontrolliert allgemein viele Stoffwechsend Entwicklungsvorgdnge sowie
auch die Physiologie der Pflanze in Abhéngigkeit dageszeit, die anhand der
Photorezeptoren wahrgenommen wird. Unter diese ridbbat fallen auch Gene der
Eisenhomdostase, wie bereits 2003 von Vert et idlden Entdeckung aufgezeigt wurde,
dassIRT1undFRO2 Transkripte bei ausreichender Eisenversorgungfsgerwahrend
des Tages akkumulieren. Ob @xbhlhMutante tatsachlich unter einer Deregulation der
inneren Uhr leidet, kann ohne genauere Untersudmimgdiesem Zusammenhang nicht
eindeutig geklart werden, ausschliel3en kann mamdatigs einen Unterschied der auf
die Erntezeitpunkte der Proben fur die Mikroarratgse zuriickgeht, da hier exakt zur
selben Uhrzeit geerntet wurde. Insgesamt sindkdie-Fe in der Mutante, signifikant
starker exprimierten Gene eine heterogene Grupeezéligt, dass keine klassischen
Eisenaufnahme, Speicherung oder Transportgener iBxtddlhinduziert sind, allerdings
signifikante Unterschiede zum WT bestehen, die lises auf bisher unerforschte
Aspekte der Eisenhomdostase und der Funktion deHsHeben kdnnen.

Die 3xbhlhDifferenzmenge (A und Anharxbhlh-Fe gegen WT —F8& WT +Fe gegen
WT -Fe Differenzmenge) enthalt 100 Gene. Daruntdindet sichTIC (TIME FOR
COFFE), von dem man annimmt, dass es im WT eine Rolle fi&r zbntralen
tageszeitlichen Oszillationen der inneren Uhr, sdeam Morgen, spielt (Mas, 2005),
aber auch Bedeutung in der Eisenhomoostase hatrepidmiert bei —Fe Bedingungen
Gene, die bei hohen Eisenkonzentrationen aktiv ereravie z.B.FER1, wobei Licht-
und Dunkelzyklen bendtigt werden (Duc et al., 2008)gemein wird angenommen,
dass Pflanzen solange sie keinem Eisenlberangehsigesetzt sind, die
Eisenhomoostase teilweise durch die innere Uhrliexgn. Interessanterweise nimmt
TIC dabei unabhangig von der Eisenversorgung keinemfluss auf die
Eisenaufnahmegend&kT1 und FROZ2 was intic Mutanten bestatigt wurde, die einen
chlorotischen Phanotyp besitzen, der durch duRerlimigabe von Eisen gerettet werden
kann (Duc et al., 2009).

Ein weiteres Gen der Differenzmang€OBL6 (COBRA-LIKE PROTEIN 6
PRECURSORYas bei Eisenmangel in der Mutante differentiedjuteert ist, codiert fur
eine putative Phytochelatinsynthase. Das Gen istlan Mutante bei Eisenmangel

schwacher exprimiert als im WT, wobei es nicht&m 8chnittmenge vorkommt, weil es
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im WT in jenem Mikroarrayexperiment zur Erstelludgr Eisenmarkergenliste nicht
eisenreguliert war. Im fur diese Arbeit durchgeféhrArray zeigt es allerdings eine
Deregulation bei —Fe in d8xbhlhMutante und ist ebenfalls in Mikroarrayexperimente
anderer Forscher in Keimlingswurzeln nach 48h bz#2h Eisenmangel stark induziert
(siehe www.genevestigator.com, Long TA et al./ BgnPN, Experiment ID: AT-

00286.GEQ). Daher wir im Folgenden fir die hier ahgrefiihrten Versuche davon
ausgegangen, da€OBL6in Keimlingen im spaten Verlauf des Eisenmangetiiniert

wird. COBL6und die zuvor beschriebenen Ged¥P82C4und MLP3.17sind bei —Fe

auch in deffit Mutante reprimiert (Colangelo und Guerinot, 200#)sgesamt bestatigen
die Ergebnisse, dass di8xbhlh Mutante nicht unter einer Deregulation der
Eisenaufnahme leidet, aber es konnte gezeigt weddsea vor allem Gene mit bisher
unerforschter Funktion in der Eisenhomdostase, daich in anderen

Eisenhomdostasemutanten dereguliert sind, ver@andegpressionsmuster zeigen. Die
Erforschung dieser Gene bietet die Madglichkeit dieitestgehend unbekannten

Funktionen der bHLH Untergruppe 1b(2) Transkripstaktoren zu entschlisseln.

6.1.8  Genexpressionsstudien der Eisenhomoostase im Konteles
Salizylsaurenetzwerks im WT und der3xbhlh Mutante

Da BHLH38/39 als Ziele des salizylsaureinduzierbaren Transkmgfaktors OBP3
gelten und selbst durch SA induzierbar sind (Kand 8ingh, 2000; Kang et al., 2003),
wéhrend das teilweise zu SA antagonistisch wirkeile(Doherty und Selvendrant,
1988; Pena-Cortes et al., 19902 und IRT1 stark negativ reguliert (siehe 7.12 und
Maurer et al., 2011), sollte Uberprift werden ole disenmangelantwort im WT
maoglicherweise Ube®BP3undBHLH38bzw. BHLH39von SA moduliert wird und das
Fehlen vorBHLH39in der Mutante Einfluss darauf hat. Dazu wur@&bhlh Mutanten
und WT Pflanzen fur 6 Tage bei +Fe und —Fe angeragd anschlieend fir 6 Stunden
auf +Fe oder -Fe Hoaglandagarplatten jeweils md ohne Salizylat Uberfihrt und
anschlieBend per gRT-PCR untersucht (Abb. 15).digirAnalyse wurden im Rahmen
dieser Arbeit spezielle Primer und Standards R&-1 (PATHOGENESIS-RELATED
GENJ), dass allgemein als Markergen fir die SA Behamglldient und furOBP3
erstellt. FUrOBP3 und BHLH38 soll gezeigt werden, ob durch SA Behandlung in dem

hier verwendeten Anzuchtsystem die bereits pubtzigerstarkte Expression erreicht
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werden kann und ob diese Reaktion von der Eiseorgarag abhangig ist (Kang und
Singh, 2000; Kang et al., 2003). Anschlie3end wutdan getestet, ob die putativen
Zielgene vorBHLH38/39namlichFRO2 und IRT1 sowie FIT auf SA reagieren und ob
die Reaktion in Mutante und WT unterschiedlich alisf (Abb. 16). Die
Expressionsanalyse fiAR-1, OBP3undBHLH38 ergab, dass in WT und Mutarfak-1
wie erwartet nur unter Einfluss von SA exprimierirdv(Abb. 15). Damit wird die
erfolgreiche Behandlung mit SA bestatigt. Im WT slassich fir PR1 eine
eisenmangelabhangige starkere Expression bei +&feen, die in der Mutante nicht
zu erkennen ist. Vergleicht man dRR-1 Expression in Mutante und WT, ist die
Expression in der Mutante bei beiden Eisenbedingargignifikant schwéacher. Dieser
Effekt wurde bei 5 von 7 durchgefihrten Experimanbeobachtet. Ein solcher Effekt
kénnte damit zusammenhangen, dass in der Mutamiergjee Stresssignale dereguliert
sind, die mit dem SA Netzwerk in Zusammenhang steks ware maoglich, dass die
Anwesenheit von bHLH38/39 positive Effekte auf &#sregulierte Stressnetzwerk hat.
OBP3zeigt im WT eine eisenmangelabhangige Induktiash ishin Mutante und WT bei
+Fe und —Fe durch SA induzierbar (Abb. 15). Inteaes ist, ob di®@HLH38 Expression
mit diesen Werten korreliert, was ein Hinweis darasire, dass SA UbedDBP3 als
positives Signal wirkt und damit auch Einfluss alié Eisenmangelantwort haben
konnte. DieBHLH38 Expressiorzeigt mit und ohne Zugabe von SA in WT und Mutante
bei -Fe eine Induktion (Abb. 15). Das heil3t, diseBimangelsignalisierung scheint durch
SA sowohl im WT als auch in der Mutante nicht b&éichtigt. DaBHLH38 im WT bei
+Fe durch SA induziert wird, bestatigen sich aughwbn Kang und Singh 2000 und
Kang et al. 2003 publizierte SA abhangige Induzetbit vonBHLH38 die nur unter
+Fe Bedingungen im WT untersucht wurde. Wenn aughifant, ist dieser Stimulus
dennoch wesentlich schwacher als die Induktion Udes bisher unbekannte
Eisenmangelsignal, was erklaren konnte warum baisammentreffen beider Signale
(+SA —Fe) im WT dieBHLH38 Expression zwar starker ist als ohne SA, allemsling
keinen signifikanten Unterschied ausmacht. In dartavite lasst sich dagegen eine
signifikante SA vermittelteBHLH38 Induktion nur unter Eisenmangel messen,
maoglicherweise deshalb, weil in der Mutante berdies Grundexpression im Vergleich
zum WT verandert ist (vergleiche Abb. 7AB und Al@8). Ausgehend von den WT
Ergebnissen fuBHLH38 lasst sich nur fur +Fe Bedingungen schlie3en, dassh eine
SA vermittelte starkereOBP3 Transkription auch die Expression des bHLH
Transkriptionsfaktors erhdht wird. Um den Effekf die Eisenmangelantwort zu testen
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wurde die Expression vaAlT, FRO2undIRT1 unter Einfluss von SA untersucht (Abb.
16).
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Abb. 15: Expressionsanalyse der GeneHLH38, OBP3 und PR1 in der 3xbhlh Mutante unter

Einfluss von Salizylat

3xbhlhMutanten und WT Pflanzen wurden fiir 6 Tage aufdkmadagarplatten bei
Eisenmangelbedingungen (0 uM FeNa-EDTA) und aciseeider Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTA)
angezogen und anschlieBend fiir 6 Stunden auf 0@MafEDTA oder 50 uM FeNa-EDTA
Hoaglandagarplatten jeweils mit und ohne Salizfd@0pM) Uberfuhrt. Die Expression v&iHLH38
OBP3undPR1wurde mittels quantitativer Real-Time Reverse Tkapsase-PCR untersucht. Die
absolute Expression wurde gegen die Kontrolle nbsieé, so wie in “Material und Methoden”
beschrieben. Die angezeigten Werte sind Mittelweméittelwertsabweichung, n=2. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen +Fe und —Fe mBgdigen eines Genotyps sind mit “a”, zwischen der
Mutante und dem WT bei gleicher Bedingung sind“iitund zwischen +SA und —SA Bedingungen
eines Genotyps bei gleicher Eisenversorgung simdahgekennzeichnet (wenn gilt p<0.05, geprift per

T-Test flr unabhangige Stichproben).

Es sollte geklart werden, ob die zentralen Eisemga@mtwortgend&IT, FRO2undIRT1
durch SA induzierbar sind und ob in der Mutantegawid der fehlenden bHLH

Transkriptionsfaktoren eine andere Reaktion bedeackerden kann, die Aufschluss
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Uber die Rolle der bHLH Proteine in der Eisenmaagwlort bzw. im SA-
Stressnetzwerk gibt (Abb. 16). Alle drei Gene zrigewohl| bei Behandlung mit SA, als
auch ohne, im WT und der Mutante die Eisenmangektidn. Es lasst sich allerdings
keine starkere Induktion der SA-behandelten im Y&ech zu den unbehandelten Proben
ausmachen und generell zeigt keiner der verglianéierte signifikante Unterschiede
zwischen Mutante und WT und legt damit die Vermgtunah, dass SA die
Eisenmangelantwort auf Transkriptlevel nicht bdesdt. Um diese These zu
untermauern wurde im nachsten Abschnitt in SA-Netkwmutanten untersucht ob die
Eisenmangelgene FIT, FRO2 und IRT1 sowie BHLH38 und BHLH39

Expressionsunterschiede zum WT aufzeigen.
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Abb. 16: Expressionsanalyse der EisenmangelantwortgeFI T, FRO2 und IRT1 in der 3xbhlh

Mutante unter Einfluss von Salizylat

3xbhlhMutanten und WT Pflanzen wurden fiir 6 Tage aufdfmadagarplatten bei
Eisenmangelbedingungen (0 pM FeNa-EDTA) und auseeider Eisenversorgung (50 pM FeNa-EDTA)
angezogen und anschlieBend fur 6 Stunden auf 0@MAfEDTA oder 50 uM FeNa-EDTA
Hoaglandagarplatten jeweils mit Salizylat (100uMzéichnet als “+SA” ) bzw. ohne Uberfihrt. Die
Expression voirlT, FRO2und IRT1wurde mittels quantitativer Real-Time Reverse Tkapsase-PCR
untersucht. Die absolute Expression wurde gegeidntrolle normalisiert, so wie in “Material und
Methoden” beschrieben. Die angezeigten Werte siitttMerte + Mittelwertsabweichung, n=2.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen tiif@ —Fe Bedingungen eines Genotyps sind mit “a” und
zwischen +SA und —SA Bedingungen eines Genotypglb&her Eisenversorgung sind mit “c”
gekennzeichnet (wenn gilt p<0.05, geprift per TtTié@asunabhdngige Stichproben). Es konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischenMetante und dem WT bei gleicher Bedingung

festgestellt werden.

6.1.8.1 Genexpressionsstudien von Eisenhomoéostasegenen an&GA-

Netzwerkmutantennprl, NahG undsid2 im Vergleich zum WT

Um die Schlussfolgerung aus den vorangegangenerritxgnten (siehe 6.1.8) zu
unterstitzen und zu priufen, ob das Salizylatnetzwetlie Induktion der
Eisenmangelantwort auf Transkriptlevel tatsachhatht beeinflusst, wurde mit den SA-
Netzwerkmutantemprl, NahG undsid2 getestet ob die Eisenmangelgdd@, FRO2
und IRT1 sowie BHLH38 und BHLH39 Expressionsunterschiede zum WT aufzeigen.
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Die Mutanten wurden so ausgewahlt, dass in jedetaMe ein anderer Teil des
Salizylatnetzwerks betroffen ist. Bid2 Pflanzen ist die Biosynthese betroffen, da die
Umsetzung von Chorismat aus dem Shikimatweg zuhtstgmat fehlt (Lu, 2009;
Nawrath und Métraux, 1999; Wildermuth et al., 2Q043hrend in NahG Pflanzen die
bakterielle SA Hydroxylase nahG SA zu inaktiveméhiol umsetzt, wodurch SA nicht
akkumulieren kann (Durrant und Dong, 2004). In dgorl Mutante ist die
Signaltransduktion zur Aktivierung der PR Gene esairankt (Pieterse und Van Loon,
2004). Die Ergebnisse der GenexpressionsanalysserdMutanten im Vergleich zum
WT zeigen das8HLH38/39in allen SA Mutanten bei Eisenmangel eine Indukiier
Transkription auf WT Niveau zeigen (Abb. 17A). Vieight man die Expressionswerte
der Mutanten mit denen des WT bei gleicher Bediggénnen fuBHLH38/39keine
signifikanten Unterschiede zum WT festgestellt veerd Daher ist ein vollstandig
intaktes SA Netzwerk zumindest fur die eisenmarigglagige Induktion der beiden
Gene wahrscheinlich nicht notwendig.

Die GeneFRO2 und IRT1 der Eisenmangelantwort zeigen in allen SA Mutamveés
auch im WT bei Eisenmangel eine signifikante Steigg der Transkripte, wahrend FIT
ebenfalls induziert wird, allerdings ist diese Hrhig weder im WT noch in den
Mutanten signifikant (Abb. 17B). Vergleicht man dipressionswerte der Mutanten
mit denen des WT bei gleicher Bedingung, kann GuiRT1in dernprl Mutante ein
Unterschied festgestellt werden. Dort ist R 1 Expression bei +Fe signifikant hoher
als im WT. Allerdings ist eine starke Deregulatoter Eisenaufnahme unwahrscheinlich,
da kein anderes Gen der Eisenmangelantwort betrstfieeint.

Insgesamt kann aus den Ergebnissen mit den SA kéumaeschlossen werden, dass die
Induktion der EisenmangelantwortgeR®O2 und IRT1, tber BHLH38/39 zusammen
mit FIT nicht von einem intakten SA Netzwerk abh@nigt. Das bestatigt, dass SA die
Eisenmangelantwort auf Transkriptlevel nicht bdesdgt. Da aber aufgrund der
reduzierterPR1 Expression bei Eisenmangel in @bhlh Mutante Hinweise bestehen
(Abb. 15), dass die bHLHs noch weitere bisher uabake Funktionen besitzen, die
uber die Eisenmangelantwort hinausgehen und mitsamletzwerk in Zusammenhang
stehen, wurde zusatzlich eine weitere Technik zmtetsuchung dieser Thematik
herangezogen. Da die gqRT-PCR Expressionsanalyseermeasehr genaue Messung des
Expressionsstatus zulasst, die Primer und StandAindsiedes Gen aber einzeln
entworfen werden missen, wurde zur breiteren Egmesanalyse ein Mikroarray

Experiment durchgefuihrt dessen Ablauf und Aufbaueit® in Abschnitt 6.1.7
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beschrieben wurde und dessen Ergebnisse in Absc¢htiB.2 bis 6.1.8.4 dargestellt

werden.
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Abb. 17: Expressionsanalyse der EisenmangelgeBé&lLH38, BHLH39, FIT, FRO2 und IRT1 in
Mutanten mit verandertem Salizylatnetzwerk

nprl, NahGundsid2 Mutanten sowie WT Pflanzen wurden fur 11 TageHadglandagarplatten bei
Eisenmangelbedingungen (0 pM FeNa-EDTA) und auseeider Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTA)
angezogen und anschlieBend das Wurzelmaterialtgeédbie Expression voBHLH38, BHLH39(A) und
FIT, FRO2undIRT1(B) wurde mittels quantitativer Real-Time Reverse Tkapsase-PCR untersucht.
Die absolute Expression wurde gegen die Kontralemalisiert, so wie in “Material und Methoden”
beschrieben. Die angezeigten Werte sind Mittelwemtittelwertsabweichung, n=2. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen +Fe und —Fe Bgdigen eines Genotyps sind mit “a” und
Unterschiede zwischen Mutanten und WT bei glei@etingung sind mit “b” gekennzeichnet (wenn gilt

p<0.05, geprift per T-Test fur unabhéngige Stichpn).
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6.1.8.2 Untersuchung differentiell exprimierter Eisenmangegene in der
3xbhlh Mutante im Vergleich zum WT bei Eisenmangel unter

Einfluss von SA

Um zu Uberprifen ob die bHLH Untergruppe Ib(2) Efée auf das SA regulierte
Stressnetzwerk hat und in d&rbhlh dadurchdie Expressionsmuster, der durch SA
geregelten Gene, Unterschiede zum WT aufzeigen,devudie Mutante auf
Transkriptebene per Mikroarrayanalyse charaktetiggiehe auch 6.1.7 und Abb. 13).
Dazu wurden die 4 Vergleicl8bhlh—Fe gegen WT —F&xbhlh—Fe +SA gegen WT —
Fe +SA, 3xbhlh —Fe geger8xbhlh —-Fe +SA und WT —-Fe gegen WT —-Fe +SA zur
Analyse herangezogen. Zuerst wurden die 121 Géméed Eisenmangel in der Mutante
anders reguliert sind als im WT (siehe Anh&xphlh -Fe gegen WT —Fe) in einem
Venn Diagramm den 3900 Genen gegenibergestellind/T bei Eisenmangel und
durch SA reguliert werden (Abb. 18A). So konneneegsutative Zielgene der bHLHs
die im WT SA reguliert sind gefunden werden. Did@dttmenge enthélt 49 Gene (Abb.
18B, Anhang3xbhlh-Fe gegen WT -F& WT -Fe gegen WT —Fe +SA). Die enthaltenen
Gene sind gleichzeitig bei Eisenmangel in 8gbhlh Mutante dereguliert und stehen
durch ihre salizylsaureabhangige Regulation im WTt oem SA Netzwerk in
Zusammenhang. Die Gene der Schnittmenge sind aighédog ihrer Regulation in die
Gruppen | bis IV eingeteilt (Abb. 18B). Die Genea @&hnittmenge, die in d&xbhilh
gegeniber dem WT herunter reguliert (graugrin reddksind, enthalt sowohl 6 Gene
die im WT bei —Fe induziert (blau markiert) werd@ruppe 1), als auch 11 Gene, die im
WT salizylsaureabhangig induziert (rot markiert) rdan (Gruppe II). In Gruppe |
befindet sich auchF21M12.13 (weil3 markiert), ein Aspartyl Protease Homolog mit
Endopeptidasefunktion, das bereits in der Schnitgeein Abb. 14 enthalten war, das
hei3t, es handelt sich um ein gleichzeitig Eised &A reguliertes Gen, dass in der
Mutante differentiell exprimiert wird. Das Gen wird der Zellwand exprimiert, eine
Rolle im Salizylsaurenetzwerk oder der Eisenhonmasesist nicht bekannt. Eines der 6
Gene die im WT bei —Fe induziert werden heil3C und ist ein Regulator im
Zusammenhang der inneren Uhr, dessen mdgliche Bedglereits erlautert wurde
(siehe auch Absatz 6.1.7.1). Insgesamt gibt Grupkeine neuen Hinweise auf die
Funktion der bHLHs im Salizylsdurenetzwerk.

Besonders interessant sind dagegen die Gene depé&rl, die in der Mutante

reprimiert sind und im WT salizylsaureabhangig fegti (rot markiert) werden (Abb.
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18B), da hier abgelesen werden kann, ob die febleriHLHs mdglicherweise, wie
durch die reduziert®®R1 Expression vermutet, einen Effekt auf SA regulieGene
haben kénnenDie Gruppe umfasst die 11 GeW¢RKY70, T11J7.5, MTE17.16, PR5,
T4C9.130, F5F19.18, ARK1, tA32559 37@hnlich zu p-Glukosidase &ahnlichem
Protein AT3G6014Q) BP653910 (Ahnlichkeit mit Homolog zu Ferredoxin-1
Chloroplasten Vorlaufey)NP230685und T1B8.13welches bereits in der Schnittmenge
in Abb. 14 enthalten war. An dieser Gruppe lassh sablesen, dass Gene im
Zusammenhang des SA Netzwerks in der Mutante beiddfeguliert sind. Dabei ist
besonders die genauere Betrachtung des Transkgfdidors WRKY70 und des
Abwehrproteins PR5 von Interesse. WRKY70 ist ein negativer Regulator der
Blattseneszenz, der durch reprimieren von bestimn84, JA und ET abhéngigen
Abwehrgenen die Blattreifung verzogert (Ulker et, &007) und selbst durch SA
verstarkt exprimiert wird, wahrend ET und JA beinse transkriptionellen Regulation
wahrscheinlich keine Rolle spielen (Li et al., 20Q4ker et al., 2007). AuRerdem wird
angenommen, das&/RKY70mdglicherweise als Koaktivator der GeRR1, PR2 und
PR5der systemisch erworbenen Abwehr fungiert, debbgnhwird umPR1maximal zu
exprimieren, allerdings ist der genaue Mechanishisiser unbekannt (Li et al., 2004)..
Als Koaktivator konnte eine allgemein schwécheregrésgsion vonWRKY70in der
3xbhlh eine Veranderung des internen SA Netzwerks bedeutie mutmallich die
geringere Expression vorPR1 in den gRT-PCR Experimenten unBR5 im
Mikroarrayexperiment erklart. Das reprimieR&5ist wie PR1auch ein Abwehrprotein,
das durch verschiedene Pathogene und Stressresktaktiviert wird und antifungale
Wirkung besitzt. Da keine weiteren SA reguliertean® in dieser Gruppe betroffen sind,
kann man entweder annehmen, dass nur dieser $pekatlaspekt der Seneszenz und
Pathogengene von den bHLHs positiv reguliert werdeler dass durch starke
Redundanz weitere Funktionen in dbhlh durch die Anwesenheit des verbliebenen
bHLHs intakt sind. Eine generelle Veranderung defernen Salizylsaurelevels ist
wahrscheinlich auszuschlieen, da die Expressiteisdauf keine Deregulation der
Salizylsaurebiosynthesegene hindeuten und die Arxthoffener Zielgene in diesem
Fall wesentlich grél3er ware.

Die Gene der Schnittmenge, die in @bhlh gegentiber dem WT hochreguliert (pink
markiert) sind und im WT salizylsdureabhangig reggtiwird, enthalten sowohl 5 Gene
die im WT bei —Fe induziert (blau markiert) werd&ruppe V), als auch 27 Gene, die
im WT salizylsaureabhangig induziert (rot markientgrden (Gruppe lll, siehe Abb.
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18B). In Gruppe llI fallen zwei funktionelle Untetgppen auf. Die eine Gruppe enthalt
die Abwehrgene AT4G08875, das fur ein defensingheB Protein kodiert und
AT1G50180, das Pathogenabwehrprotein mit NB-ARCk{dltid bindend an Apafl, R
Proteine und CED4) Doméne (Martin et al., 2003 Bndere Gruppe enthalt Gene der
inneren Uhr oder solche, die von ihr abhangig ieguverden. Zwei dieser GehdlY
und CCAY dieden Morgenkreislauf der inneren Uhr bilden, warenelis zuvor als in
der 3xbhlhinduziert beschrieben worden (siehe Absatz 6.1umil sind aufgrund ihrer
Regulation durch SA im WT auch hier in der Schnéiige enthalten. Interessant ist,
dass noch weitere Gene im Zusammenhang der inkdmem der3xbhlhinduziert sind.
Bei den Genen handelt es sich wviH, COL1und CGAL. Fir das zirkadian regulierte
CGALl (CYTOKININ RESPONSIVE GATA FACTORadch bekannt al$SATA23
dessen Transkriptionsmaximum vier Stunden vor ddnektiven Dammerung liegt,
konnte in einer Expressionsstudie von ManfieldleR@07 gezeigt werden, dass es mit
CCA1, LHY, COL1, COL2, HYimdHYH koexprimiert wird und bestatigt damit die hier
erhaltenen Ergebnisse. Die Induktion dieser Gerden3xbhlhkdnnte ein Hinweis auf
eine Deregulation der Zyklen der inneren Uhr salg, allerdings fur die bHLH
Untergruppe Ib(2) keine Hinweise auf zyklische Egsionsmuster bestehen ist die
putative Rolle dieser Gene in der inneren Uhr unkiesgesamt konnte die Analyse der
Schnittmenge der Vergleich&xbhlh —Fe gegen WT —Fe mit WT —Fe gegen WT —Fe
+SA aulRerdem zeigen, dass die BHLHs sehr wahrdaeikinfluss auf die SA
abhéangigen Stress- und Abwehrg@d®KY70und PR5 nehmen, die sich regulatorisch
unterhalb vonNPR1 befinden und fugt sich damit auch in die Theorie, elass die
reduziertePR1 Expression bei —Fe +SA in dé&xbhlh Mutante auf das Fehlen der

bHLHs zuriickzufihren ist.
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Genlokus Genname

A B AT1G09750 F2IM12.13

3xbhlh -Fe
gegen

WT -Fe
AT2G33830 TIBS8.13

72 Gene 49 Gene

Y

3xbhih{
gegeniiber
WT

3xbhiht
gegeniiber

WT

Die 49 Gene der Schnittmenge sind in

3xbhlh verglichen mit dem WT

hochreguliert bzw. in 3xbhlh verglichen

mit dem WT herunterreguliert und —
zeigen Induktion bei -Fe im WT im

Vergleich zu -Fe +SA im WT bzw.

werden induziert bei -Fe +SA im WT im
Vergleich zu -Fe im WT.

AT1G01060

AT2G21640

AT2G04050 F3L12.12

AT2G46830 CCAl

AT1G12030 FI2F1.10

Abb. 18: Venn Diagramm zu zweifach deregulierten Geen in 3xbhlh —Fe gegen WT—Fe und WT
—Fe gegen WT-Fe +SA

Das Venn Diagramm zeigt Gemeinsamkeiten und Urtierde der differentiell regulierten Gene in der
3xbhlhbei Eisenmangel im Vergleich zum WT zu denjeniGemen die im WT bei —Fe +SA reguliert
sind (A). Die Tabelle zeigt die 49 Gene der Schméthige des Venn Diagramms aus A, die in3kdxhlh
Mutante im Vergleich zum Wherunter regulieroderhoch reguliersind und deren Induktion béie im
WT bzw. bei-Fe +SA im WT Abhangig von ihrer Regulation sind die Gene m@ruppen | bis IV
eingeteilt.(B). Von diesen Genen sind diejenigen 7, die andafer Schnittmenge in Abb. 14 zu finden

sind, weil¥ markiert.
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6.1.8.3 Untersuchung differentiell regulierter Gene in der3xbhlh Mutant

bei Eisenmangel unter Einfluss von SA

Um mdgliche Effekte der bHLH Untergruppe Ib(2) alas SA regulierte Stressnetzwerk
weiter zu untersuchen, sollten die zuvor gewonnékrddrraydaten, der im WT durch
Eisenmangel und SA beeinflussten Gene mit den in 3ddhlh Mutante durch
Eisenmangel und SA beeinflussten Genen verglicherden. Dazu wurden zuerst die
121 Gene, die bei Eisenmangel in der Mutante anggpsliert sind als im WT (siehe
Anhang 3xbhlh -Fe gegen WT —Fe) in einem Venn Diagramm den 3&&®en
gegenibergestellt, die in d8kbhlh Mutante bei Eisenmangel und durch SA reguliert
werden (Abb. 19A). Die Schnittmenge enthélt 46 Ggiab. 19B, Anhan@xbhlh-Fe
gegen WT -FeN 3xbhlh -Fe gegen3xbhlh —Fe +SA). Die enthaltenen Gene sind
gleichzeitig bei Eisenmangel in d8xbhlh Mutante dereguliert und stehen durch ihre
salizylsdureabhangige Regulation mit dem SA NetkwerZusammenhang. Um spater
einen Vergleich mit denen im WT durch SA regulierdenen zu erméglichen und zu
untersuchen ob es Gene gibt, die in der MutantehdBA anders reguliert werden als im
WT, wurden die Gene die bereits in der Schnittmeing@bb. 18 enthalten waren in
Abb. 19B durch blaue Lettern hervorgehoben. Eingléch der Regulation dieser
hervorgehobenen Gene die jeweils in Mutante und-Wé& +SA Analyse vorkommen,
wird in Abb. 20 dargestellt. Alle Gene in schwarZaehrift zeigen in der Mutante
differentiell regulierte Gene im Zusammenhang voniseBmangel und
salizylsdurevermittelten Reaktionen, die nicht keren der WT Analyse in Abb. 18
vorkommen. Im Folgenden sollen zuerst diese nemugekommenen Gene besprochen
werden. Die Gene der Schnittmenge sind abhéngighren Regulation in die Gruppen |
bis IV eingeteilt (Abb. 19B). Die Gene der Schnigimye, die bei —Fe in d&xbhlh
gegeniber dem WT herunter reguliert (graugrin reapksind, enthalt sowohl 2 Gene,
die in der3xbhlh Mutante bei —Fe im Vergleich zu —Fe +SA Bedingungatuziert
(orange markiert) werden (Gruppe 1), als auch 13eGalie in der3xbhlh Mutante
salizylsdureabhangig induziert (grau markiert) vear@Gruppe I1).

In Gruppe | befinden sich die bereits in Abb. 18hamdenen GenAT3G21460und
AT1G09750(blau markiert). Diese Gene werden durch Eisenmlang der Mutante
induziert, allerdings signifikant schwacher als Wil. Ein Zusammenhang mit der

Eisenhomoostase ist fir diese Gene bisher niclatrisgk
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Die Gene der Gruppe Il sind bei Eisenmangel inMetante schwacher exprimiert als
im WT, werden aber gleichzeitig in der Mutante uriEnfluss von SA induziert. Die
Gruppe umfasst die 10 bereits aus Abb. 18 bekanGteme WRKY70, PR5, ARK1,
T1B8.13, T4C9.130, F5F19.18, tA32559 3702, NP2308B3G30660 AT5G55450
und die 3 GeneAV562266 AT1G28190 und AT4G06746. Fur keines der neu
hinzugekommenen Gene ist eine Verbindung zur Em@adlostase bekannt.

Die Gene der Schnittmenge, die in @gbhlhMutante gegentiber dem WT hochreguliert
(pink markiert) sind enthalten sowohl 19 Gene, the der 3xbhlh Mutante bei
Eisenmangelbedingungen im Vergleich zu —Fe +SA iBgdigen induziert sind (orange
markiert) (Gruppe 1V), als auch 12 Gene, die in d8kbhlh Mutante
salizylsdureabhangig induziert (grau markiert) veaerfGruppe lll, siehe Abb. 19B).
Gruppe IV umfasst die bereits in Abb. 18 gezeigBeme AT3G21670, AT3G46300,
TC311090, AT4G26150, AT5G48490 (blau markiert) sowiie Gene AT5G37990,
AT1G77100, AT2G46800, AT3G02380, AT5G66740, AT5GAER7 AT5G38000,
AT5G37940, AT5G50270, AT2G01520, AT5G37970, AT2GAB0AT1G55960 und
AT1G02820. Die Genexpression dieser Gruppe ist a@r 8xbhlh Mutante bei
Eisenmangel im Vergleich zum WT induziert, schelatch SA speziell in der Mutante
aber negativ beeinflusst zu werden.

In Gruppe Il befinden sich diejenigen Gene, digén3xbhlhMutante bei Eisenmangel
gegenuber dem WT hochreguliert (pink markiert) sumd die gleichzeitig in der
Mutante durch SA induziert werden (grau markie@&juppe Il umfasst ausschliellich
die bereits in Abb. 18 gezeigten Gene AT3G54520,5@74640, AT3G28890,
AT1G50180, AT4G12735, AT2G41730, AT2G47520, AT2G206 AT2G04050,
AT5G55150, AT3G58150 und AT4G37030 (blau markiert).

In den Vennanalysen im WT (WT —Fe 8gbhlh—FenN WT —Fe gg WT —Fe +SA, siehe
Abb. 18) und deBxbhlhMutante (WT —Fe g@xbhlh—FeNn 3xbhlh—Fe gg 3xbhlh—Fe
+SA, siehe Abb. 19) scheinen die bHLHs und SA gsegttiche Einflisse auf die
Gruppen | und 1l zu haben, da die Gene der Grupgerch SA reprimiert zu werden
scheinen, wahrend die bHLHs mdglicherweise positi’ deren Transkription wirken,
Gruppe lll zeigt eine umgekehrte Regulation in dier bHLHs negativ und SA positiv
auf die Genexpression wirkt (Abb. 19).

Die Gruppen Il und IV die Gene enthalten, die nelénfalls im WT durch SA reguliert
waren zeigen dagegen ein Regulation, die jeweilSAiund die bHLHs gleich gerichtet
ist. Das heifl3t fir Gruppe Il scheint die Regulatidie sowohl von SA und als auch den
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bHLHs ausgeht, positiv zu sein. Auf die Gene in fpei IV haben SA wie auch die
bHLHSs einen negativen Effekt.

Genlokus Genname
AT3G21460
ATIG09750  F2IMI2.13 } |
AT5G55450  MTEI7.16 )
AT2G30660 T11J7.5
AT1G75040 PR5
AT1G65790 ARKI
AT2G33830 T1B8.13
£ AT4G12290 T4C9.130
WT -Fe xbhlh -Fe +SA S| ATIGS2120  F5FI9.48 | -
wT TA32559_3702 I |
NP230685
AT3G56400 WRKY70
AV562266
AT1G28190
AT4G06746 RAP2.9
AT3G54520  TI4E10.90
AT5G24640  KI8P6.18
AT3G28890 RLP43
AT1G50180 FI1413.19
AT4G12735
AT2G41730 T1IA7.17
AT2G47520 ERF71 | | |
AT2G21640 F2GL.9
AT2G04050  F3LI2.12
AT5G55150  MCO15.10
AT3G58150  F9D24.60
AT4G37030 AP22.73

A

3xbhih -Fe 3xbhih -Fe
gegen gegen

75 Gene CENe O 3777 Gene

|

Die 46 Gene der Schnittmenge sind in

der 3xbhlh Mutante verglichen mit dem PO AT3G21670  MII2323 )
WT hochreguliert bzw. in 3xbhlh (RO AT3G46300  FISLI5.20
Mutante verglichen mit dem WT wT TC311090
herunterreguliert und zeigen Induktion ALEEAEED CGAl

AT5G48490 MJE7.13
AT1G02820

AT5G37990

AT1G77100

AT2G46800 CDF1
AT3G02380 coL2 r I V
AT5G66740

AT5G42760

AT5G38000

AT5G37940

AT5G50270

AT2G01520 MLP328
AT5G37970

AT2G15020

AT1G55960

bei Mutante im
Vergleich zu -Fe +SA in der 3xbhlh
Mutante bzw. werden induziert bei

Mutante im Vergleich
zu -Fe in der 3xbhlh Mutante.

Abb. 19: Venn Diagramm zu zweifach deregulierten Geen in 3xbhlh —Fe gegen WT—Fe un@xbhlh
—Fe gegers8xbhlh -Fe +SA

Das Venn Diagramm zeigt Gemeinsamkeiten und Urtierde der differentiell regulierten Gene in der
3xbhlhbei Eisenmangel im Vergleich zum WT zu denjeniGemen die in de3xbhlhMutante bei —Fe

+SA reguliert sind (A). Die Tabelle zeigt die 46r@eder Schnittmenge des Venn Diagramms aus A, die
in der3xbhlhMutante im Vergleich zum Wierunter regulieroderhoch reguliersind und deren

Induktion bei Mutante im Vergleich zu —Fe +SA in dé&xbhlhMutante bzw. die

Induktion der Gene beiFe +SA in deBxbhlhMutante im Vergleich zu —Fe in d@kbhlhMutante.
Abhéngig von ihrer Regulation sind die Gene in@reippen | bis IV eingeteil{B). Von diesen Genen

sind diejenigen 29 Gene, die auch in der Schnitgaén Abb. 18 zu finden sind, blau markiert.
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6.1.8.4 Vergleich der Analysen eisenmangel- und SA-induzibarer Gene
in WT und 3xbhlh Mutante

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Regul&iA abhéngiger Gene in WT
und 3xbhlh Mutante herauszustellen, wurden in dieser Analyse id den zwei
vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Vergleiotohlh—Fe gegen WT —F@
WT —Fe gegen WT —Fe +SA (siehe Abb. 18) @rdhih—Fe gegen WT —F@ WT —Fe
gegen WT -Fe +SA (siehe Abb. 19) einander in ein®®nn Diagramm
gegenubergestellt (Abb. 20A). Die 29 Gene, die éidén Schnittmengen vorhanden
waren, werden hier im Bezug darauf verglichen, mbii®@ WT oder deBxbhlhMutante
entweder durch -Fe oder durch —Fe +SA Bedingungetuziert werden. Dadurch
kénnen Ruckschlisse darauf gezogen werden, obHliel$ diese Gene regulieren und
welcher Art die Regulation ist.

Die Gene der Gruppe | werden in WT uBxbhlhMutante durch Eisenmangel induziert,
wahrend die Gene der Gruppe Il salizylsdureabhéingiggziert werden. Beide Gruppen
sind in der3xbhlhMutante bei —Fe schwacher exprimiert als im Wagrin markiert)
(Abb. 20B). Bei der Gruppeneinteilung zeigen sieink Unterschiede innerhalb dieser
Schnittmengengene zwischen WT BxbhlhMutante. Gleiches gilt fir die Gene, die in
der Mutante bei —Fe starker exprimiert sind aldNffi (pink markiert), die sich ebenfalls
in SA induzierbare Gene (Gruppe Ill) und —Fe inddzare Gene (Gruppe V) einteilen
lassen. Die gleichférmige Regulation in beiden Ggmen zeigt an, dass das Fehlen der
bHLH Transkriptionsfaktoren in der Mutante zwar einer signifikant verdnderten
Expression dieser Gene bei —Fe gefluhrt hat, diedieggende Transkriptionsregulation
bei —Fe +SA allerdings scheinbar ohne die 3 feldanodHLHs der Untergruppe Ib(2)
ablaufen kann oder alternativ kbnnte man davon ehesy dass das verbleibende
BHLH38die Funktionen der anderen bHLHs Gibernommen hat.

Bestatigt wird diese Hypothese fir alle bis aufén&durch den Vergleich der WT —Fe
+SA mit den3xbhlh—Fe +SA Werten fur alle Gene dieser Tabelle. Nerb@iden Gene
At39g21460 und Atl1g52120 zeigen einen signifikantetsthiedlichen fold-change
zwischen WT und Mutante beim direkten Verglekbhlh —Fe +SA gegen WT —Fe
+SA. Beide Gene sind im WT signifikant starker ewpert als in der Mutante
(At3g21460 fold-change = 3,128; At1g52120 fold-opar= 2,673). At3921460 aus
Gruppe | codiert fur ein Glutatredoxin, Atlg5212QsaGruppe Il stammt aus der
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Proteinfamilie der mannosebindenden Lektine. Alldeaen Gene scheinen nur bei —Fe
nicht aber unter Einfluss von SA abhéngig von d€g)IbHLHs.

Die Schnittmenge aller signifikant unterschiedlidgulierte Gene der beiden Venn
Vergleiche WT —Fe gegeBxbhlh—FenN WT —Fe gg WT —Fe +SA un8xbhlh—-Fen
3xbhlh—-Fe gg83xbhlh—Fe +SA sind in Abb. 21 dargestelit.
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A

3xbhlh —Fe gg 3xbhlh —Fe gg
WT -Fe WT —Fe
n n
WT —Fe gg 3xbhlh —-Fe gg
WT -Fe +SA 3xbhlh —Fe +SA

20 Gene 29 Gene 17 Gene

Regulation Genlokus Genname Regulation
WT 3xbhlh

—Fe +SA -Fe +SA

\f

\ M

\f

-1V

Abb. 20: Venn Diagramm zum Vergleich SA regulierterGene in3xbhlh und WT

Das Venn Diagramm zeigt Gemeinsamkeiten und Urtiede der differentiell regulierten Gene aus dem
Vergleich3xbhlh—Fe gegen WT —-F@ WT —Fe gegen WT —Fe +SA (siehe Abb. 18) mit desngléich
3xbhlh—Fe gegen WT —H& WT —Fe gegen WT —Fe +SA (siehe Abb. 19) (A). Dabelle zeigt die 29
Gene der Schnittmenge des Venn Diagramms aus An dier3xbhlhMutante bei —Fe im Vergleich zum
WT herunter regulieroderhoch reguliersind und deren Induktion beire im WToder

im Vergleich zu —Fe +SA Bedingungen. Im Vergleich-Fe Bedingungen wird die Induktion der Gene
bei —Fe +SA im WThzw.-Fe +SA in deBxbhlhMutante angezeigt. Abhéngig von ihrer Regulatiod s
die Gene wie in Abb. 18 und Abb. 19 in die Gruppéis IV eingeteilt.(B).
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Um den Vergleich aus dieser Analyse zu komplettiexalte in der folgenden Analyse
untersucht werden welche und wieviele Gene in detakte bei —Fe und unter Einfluss
von SA tatsachlich signifikant anders reguliertdsals im WT (Abb. 21). Dazu wurden
36 bei —Fe +SA in deBxbhlh Mutante differentiell zum WT regulierte Gene gefan
und mit den 121 Genen in einem Venn Diagramm wvehigh, die in deBxbhlhMutante
bei —Fe dereguliert sind (siehe Anha®phlh-Fe gegen WT —Fe). Die Schnittmenge
enthalt 20 gleichzeitig bei Eisenmangel und beemmsangel unter Einfluss von SA in
der 3xbhlh Mutante differentiell exprimierte Gene (Abb. 21B)ie Differenzmenge der
Gene, die nur bei Eisenmangel unter Einfluss von i®Ader Mutante differentiell
reguliert sind, enthédlt 16 Gene wahrend die Diffieraenge von WT un@xbhlh
Mutante bei Eisenmangel 101 Gene umfasst (Abb. 21A)

Vergleicht man nun die Anzahl der in der Mutante-Be deregulierten Gene mit denen
der —Fe +SA Bedingung, sind mit insgesamt 36 Gevesentlich weniger Gene in der
Mutante bei —Fe +SA unterschiedlich zum WT regules bei Eisenmangel alleine
(Abb. 22A, B). Betrachtet man nur diejenigen Geie ausschliel3lich in einer der
beiden Mengen nicht aber in der Schnittmenge vorkem betragt der prozentuale
Anteil deregulierter Gene, die nur durch —Fe reguliverden 74% (Abb. 22B). Nur 12%
der in der3xbhlh differentiell zum WT regulierten Gene dieses Veighs sind SA
abhangig, wahrend 14% durch beide Bedingungenieggulerden (Abb. 22B).

Die 12 Gene der Schnittmenge, die bei Eisenmamgdéer3xbhlh gegeniber dem WT
herunter reguliert (graugrin markiert) sind, zeiggaichzeitig alle eine signifikant
starkere Expression im WT bei —Fe +SA als in detavite bei —Fe +SA (rot markiert,
Abb. 21B). Die Gruppe umfasst die Gene At3g214650P82C4 At3g54730, SADHU5-
1, At4g04601, At1g52120BHLH39 At4g04223, At3g07720, At5g4550@QQS und
COBLG Darunter befinden sich die bereits in Abschnitt.B.1 als in der3xbhlh
Mutante bei Eisenmangel differentiell reguliert ciderisierten Gen€OBL6 (COBRA-
LIKE PROTEIN 6 PRECURSOR, CYP82C4, BHLHB® At3g07720. Das zeigt an,
dass diese Gene in d@xbhlh Mutante sowohl bei —Fe als auch bei -Fe +SA
Bedingungen unterschiedlich zum WT exprimiert werd@ie zuvor in Abschnitt 6.1.7.1
nicht in der Schnittmenge befindlichen Gene At3@14At3g54730, SADHU5-1,
At4g04601, At1g52120, At4g04223 und At5g45500 simdglicherweise im WT
speziell eisenmangel- und salizylsaureinduziertaeideren Regulation Uber die 1b (2)

bHLHs ablauft, was in deBxbhlh Mutante zu einer veranderten Genexpression fuhrt.
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Allerdings sind die Funktionen dieser Gene bis daf Glutatredoxin At3g21460
(Rouhier, Couturier und Jacquot, 2006) bisher uabek

Die 8 Gene der Schnittmenge, die bei —Fe in 8gbhlh gegeniber dem WT
hochreguliert (pink markiert) sind, zeigen gleichigealle eine signifikant starkere
Expression in deBxbhlhbei —Fe +SA als im WT (grau markiert, Abb. 21B)e Bruppe
umfasst die Gene AT3G56700, AT5G53230, AT3G285701@32900, AT2G41280,
AT5G52940, AT2G03230 und AT2G41250. Darunter bedingich das bereits in
Abschnitt 6.1.7.1 als in deBxbhlh Mutante bei Eisenmangel differentiell reguliert
charakterisierte Gen AT1G32900.

Die 16 Gene der Differenzmenge reprasentieren rdgge in der Mutante differentiell
exprimierten Gene, die hauptséchlich SA abhangiglrert werden, da alle in WT und
3xbhlh Mutante unterschiedlich eisenabhangig regulier®ane von der Menge
subtrahiert wurden. Folgende Gene sind in der BEffemenge enthalten: AT1G68765,
BT025685, AT5G07530, AT3G45060, AT1G48325, AT2G3BBBAT5G45105,
DR381543, AT5G38005, AT1G53635, AT2G20720, AT1G4B93AT1G54950,
AT1G73603, AT4G39675 und AT1G21850.
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A B

o > SA
3xbhlh -Fe ¢ +98 regulierte

gegen gege Gene
WT -Fe

101 Gene 20 Gene

Schnittmenge SA
und —Fe regulierter

Gene
—Fe

regulierte
Gene

C Die 20 Gene der Schnittmenge sind in 3xbhlh
hochreguliert bzw. in 3xbhlh herunterreguliert und
zeigen Induktion bei —Fe +SA im WT bzw. bei

Genlokus Genname

3xbhih)
gegentiber
WT

3xbhiht
gegentiber

Abb. 21: Zweifach deregulierte Gene in deBxbhlh bei —Fe und —Fe +SA im Vergleich zum WT

Das Venn Diagramm zeigt Gemeinsamkeiten und Urttezde der differentiell regulierten Gene in der
3xbhlhbei Eisenmangel im Vergleich zum WT zu diejeni@amen, die im WT bzw. d&xbhlhMutante
bei —Fe +SA im Vergleich zum jeweils anderen Gepatigrker exprimiert sind (A). Verteilung der inrde
3xbhlhMutante differentiell unterschiedlich zum WT reigulen Gene aus A (B). Die Tabelle zeigt die 20
Gene der Schnittmenge des Venn Diagramms, die Beir-der3xbhlh Mutante im Vergleich zum WT
herunter regulieroderhochreguliertsind und deren Induktion beire +SA im WTbzw. bei—Fe +SA in
der3xbhlhMutante im Vergleich zum jeweils anderen Gend@jp
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6.2 Verifizierung und Charakterisierung einer 3xHA-

BHLH39 Uberexpressionslinie

6.2.1  Verifikation des 3xHA-BHLH39 Konstruktes auf Transkript-
und Proteinebene in unabhéngigemrabidopsis thaliana Linien

Bei Eisenmangel bilden die TranskriptionsfaktorddLBbi38 bzw. bHLH39 mit FIT
einem zentralen bHLH Transkriptionsfaktor der Elsmmoostase (Colangelo und
Guerinot, 2004; Jakoby et al., 2004; Yuan et &I0% Bauer et al., 2007) Heterodimere
in Arabidopsiswurzeln aus, die die Expression deefaufnahmegeneRO2und IRT1
induzieren (Yuan et al., 2008). Bei UntersuchungenBHLH39 Uberexpressionslinien
in Arabidopsis thalianavurden dann zwar keinerlei Phé&notypen festgesth#tFRO?2
und IRT1 Expression war aber im Gegensatz zum WT auch Beiirduziert und der
Eisengehalt der Uberexpressionspflanzen auf Norewdilim war signifikant erhoht
(Yuan et al., 2008; Jakoby et al., 2004; Meisegrlet 2011) Dagegen waren bei der
Uberexpression vonFIT in Wurzeln keine phanotypischen Veranderungen oder
Unterschiede in der Genexpression oder Aktivitah \WRO2 und IRT1 beobachtet
worden (Colangelo und Guerinot, 2004). Das zalggs auclBHLH39 einen starken
Einfluss auf die Eisenaufnahme hat und daher didor&hung des bHLH
Transkriptionsfaktors zum Verstandnis der Eisenmeirgwort bedeutend ist. Fur die
gesamte bHLH Untergruppe Ib(2) sind bisher keingeBaiber die Regulation auf
Proteinebene publiziert. Da fir den InteraktionspenIT bisher angenommen wurde,
dass er bei Eisenmangel nicht nur transkriptioselhdern auch posttranskriptionell
reguliert wird (Jakoby et al., 2004) und kirzlialch gezeigt werden konnte, dass FIT
bei Eisenmangel destabilisiert und abgebaut windgam et al., 2011; Sivitz et al.,
2011; Meiser et al., 2011), ist die Untersuchung #&lLH39 Regulation auf
Proteinebene der nachste Schritt zum VerstandnmisEgenmangelantwort. Um die
Regulation des bHLH39 Proteins im Zusammenhang Heenversorgung zu
untersuchen, wurden daher 4 Uberexpressionspfliinzan mit Hamaglutinin (HA)
markiertem bHLH39 unter Kontrolle des CaMV 35S Potons im Modellorganismus
Arabidopsis thalianaerstellt. In den transgenen Linien wird durch zvz@MV 35S
Promotoren eine konstitutive Transkription @&3HA-bHLH39erreicht, die sicherstellt,
dass bei Unterschieden auf Proteinebene transkmgite Regulation ausgeschlossen

werden kann. Alle 4 Pflanzenlinien sind Individuend stammen aus unabhangigen
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Elternlinien. Uber die HA-Markierung kann das Funsiprotein mittels monoklonalem
Anti-HA-Antikdrpern nachgewiesen werden. Zur erstekontrolle, ob das
Fusionsprotein in den transgenen Pflanzen detbkiiest und die erwartete Grof3e von
35,7 kDa besitzt wurden reinerbige Uberexpressitaspen fiir 2 Wochen bei +Fe
angezogen und anschlieend fir 3 Tage auf —Fe &lodagarplatten Uberfihrt. Als
Negativkontrolle dienten WT Pflanzen. Das Wurzeknat wurde geerntet und fur den
Western Blot in jeweils 2 technischen Replikaterrwendet (Abb. 22). Fir alle
getesteten Linien ist eine Proteinbande bei etw&[3® sichtbar, die Negativkontrolle
zeigt dagegen keine Bande und bestatigt damit peziftat des Anti-HA Antikorpers.
Auch in weiteren Versuchen bestatigte sich, dass 3IA-bHLH39 Fusionsprotein
immer bei etwa 39 kDa detektiert wurde und damit3gr war als die erwarteten 35,7
kDa. In diesem Versuch variiert die Intensitat Banden innerhalb der 4 Linien stark.
Klare Banden sind fur Linie JM78-5 zu erkennen (ABB). Das Ergebnis zeigt, dass die
einzelnen Linien das transge®xHA-BHLH39 wahrscheinlich unterschiedlich stark
exprimieren. Fir spatere Experimente wurde aufgmesl starken Signals im Western

Blot daher die Linie IM78-5 unter dem Namen 39oxevecrwendet.

-K JM73-5  JM75-6 JM78-5 JM77-10

39 kDa— >t e *4q

Abb. 22: Test auf Vorhandensein des 3xHA-bHLH39 Fuensproteins in unabhéngigerA.t. Linien
3xHA-bHLH39 und untransformierte Col-0 (-KontrollEflanzen wurden fur 2 Wochen auf
Hoaglandagarplatten mit 50 uM FeNa-EDTA angezogehanschlieRend fur 3 Tage auf O uM FeNa-
EDTA Hoaglandplatten transferiert. Das Wurzelmatleniurde geerntet und fur den Western Blot in
technischen Replikaten verwendet. Pro Probe wut@ging Gesamtprotein geladen. Die Detektion

erfolgte mit einem Anti-HA Antikdrper.

Um dieBHLH39 Uberexpression auf Genexpressionsebene zu Uibenpuiid zu testen,
ob die unterschiedlich starken Western Blot Signagt der Genexpression
Ubereinstimmen, wurden gRT-PCR Analysen mit Wurzeld Blattern der 4 transgenen
Linien durchgefuhrt. Dazu wurden Uberexpressiomsigién fir 2 Wochen bei +Fe
angezogen und anschlieBend fur 3 Tage auf +Fe b#e. Hoaglandagarplatten
Uberfuhrt. Wurzeln (Abb. 23 A, B) und Blatter (Ab®3 C, D) wurden fur die gRT-
PCR getrennt geerntet. Die Expressionsstudien i@rL¢hien JM73-5, JM75-6 und
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JM77-10 (Abb. 23 A, C) wurden in einem qRT-PCR Expent durchgefihrt, die
Expressionsstudien fur JM78-5 wurden aufgrund debé&hanzahl in einer separaten
zweiten Analyse durchgefuhrt fir die die cDNA eladisf separat hergestellt wurde
(Abb. 23 B, D). In beiden Experimenten wurde jewedine eigene WT Kontrolle
mitgefuhrt. Zur Vergleichbarkeit der Expressionsdwesind beide Analysen in einer
Abbildung dargestellt (Abb. 23 A, B, C, D).

Bei +Fe und —Fe in beiden Geweben liegenBli H39Expressionswerte aller 4 Linien
statistisch signifikant ber dem WT Niveau und &ggen damit die Uberexpression
(Abb. 23ABCD). Im WT ist in Wurzeln bei —Fe einedlrktion um das 4fache (Abb.
23A) und das 4,5fache (Abb. 23B) im Vergleich zl#e+Bedingung zu erkennen, die
Uberexpressionslinien dagegen zeigen keine Indokbiei Eisenmangel, sondern eine
gleichbleibend hohBHLH39 Expression bei +Fe und -Fe. Die Expressionswantein
Wurzeln bei +Fe fiur die Linie IM77-10 (Abb. 23Awat 60mal hoher als im WT, fur die
Linie JM78-5 (Abb. 23B) etwa 80mal so hoch wie imTWUnter Eisenmangel in
Wurzeln erreicht die Linie JIM77-10 (Abb. 23A) aluhle Expressionswerte wie bei +Fe
und hat damit eine etwa 11mal hohere ExpressiodealdVT, die Linie JIM78-5 (Abb.
23B) eine etwa 9mal so hohe wie der WT. Insgesasigt der WT in Wurzeln eine
Induktion von BHLH39 bei Eisenmangel, die Uberexpressionslinien dagegen
exprimieren BHLH39 konstitutiv, unabhéngig von der Eisenversorgunge Dinie
JM78-5 erreicht zumindest bei +Fe Bedingungen dehkten Expressionswerte, bei —Fe
ist aufgrund der Fehlerbalken der Linie JM78-5 kedefinitive Aussage mdglich, die
Werte sind allerdings allgemein etwas geringer ks +Fe. Damit entsprechen die
Expressionsdaten in Wurzeln nur annéhernd den Biggn des Western Blots, nach
dem die starksten Signale bei —Fe in Wurzeln vom ldaeien JM77-10 und JM78-5
ausgegangen waren. Aufgrund der Expressionsdatenen@starkeres Signal fir JIM73-
5 zu erwarten gewesen.

Die Expressionsanalyse in Blattern (Abb. 23CD) zeigWT bei —Fe eine Induktion der
Genexpression voBHLH39 um das 66fache (Abb. 23C) und das 34fache (AbbD) 23
im Vergleich zur +Fe Bedingung, die Uberexpresdinien dagegen zeigen keine
Induktion bei Eisenmangel, sondern wie bereits imrx&lgewebe eine gleichbleibend
hohe BHLH39 Expression bei +Fe und —Fe. Die starksten Expressierte erreichen
hier die Linien JM77-10 und JM78-5, die bei +Fe d&0fache (Abb. 23C) und das
3200fache (Abb. 23D) der WT Werte erreichen unds@ das 25fache (Abb. 23C) und
das 41fache (Abb. 23D) der WT Werte. In Blattetrdis BHLH39 Expression der
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Abb. 23: BHLH39 Expressionsanalysen in Wurzeln und Blattern unabhédgiger BHLH39
Uberexpressionslinien
BHLH39 Uberexpressionslinien und WT Pflanzen wurden #iT&ge bei ausreichender Eisenversorgung
(50 UM FeNa-EDTA) angezogen und anschlieRend fTage auf 0 uM FeNa-EDTA oder 50 uM FeNa-
EDTA Hoaglandagarplatten Gberfihrt. Die ExpressionBHLH39in Wurzeln (A, B) und Blattern
(C, D) wurde mittels quantitativer Real-Time Rewefsanskriptase-PCR untersucht. Die in A, C
dargestellten Expressionswerte wurden in einem gesamen Experiment untersucht sowie die in B, D
gezeigten Ergebnisse ebenfalls ein gemeinsamesa@ngiges Experiment bilden. Die absolute
Expression wurde gegen die Kontrolle normalissstwie in “Material und Methoden” beschrieben. Die
angezeigten Werte sind Mittelwerte + Mittelwertsaiahung, n=2 (A,C) n=3 (B,D). Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen WT und Uberesgimnslinie der gleichen Bedingungen sind mit

einem * gekennzeichnet (wenn gilt p<0.05, gepréft p-Test fiir unabhangige Stichproben).

-105 -



Ergebnisse

Uberexpressionslinien teilweise héher als im Wigeelebe, was den Beobachtungen im
WT widerspricht. Zusammenfassend kann festgestelttien, dass die Uberexpression
in allen 4 Linien bestatigt werden konnte. Die Ubgressionslinien zeigen in Wurzeln
und Blattern eine konstitutiveBHLH39 Expression, die unabhéngig von der

Eisenversorgung ist.

6.2.1.1 Phanotypische Charakterisierung derBHLH39

Uberexpressionslinie JM78-5

Beim Wachstum auf +Fe Hoaglandagarplatten zeigém 4l zuvor beschriebenen
Uberexpressionslinien einen gemeinsamen Phanoty@mparisch fir alle Linien ist
hier nur die Linie JM78-5 (390x) im Habitus im Vé&igh zum WT dargestellt (Abb.
24). Der Phanotyp stellt sich in zwergenhaftem Vgucherkirzten Wurzeln und
verstarkter Seitenwurzelausbildung dar und ersaetiwdem 8. Tag erkennbar. Nach 14
Tagen ist der Phanotyp voll ausgepréagt und die Wnrzeigen seit etwa 6 Tagen kaum
einen Zuwachs (Abb. 24 rechts oben). Der zwergeahafuchs kann allerdings durch
umsetzen auf Erde wieder in eine WT gleiche Erszheg umgekehrt werden, so dass
nach 7 weiteren Tagen wieder ein WT ahnlicher Hsbérreicht wird (Abb. 24 rechts
unten). Das Auftreten des Phanotyps in allen 4viddellen Linien ist ein Hinweis
darauf, dass der Phéanotyp nicht durch einen zgéiliPositionseffekt der T-DNA
Insertion auftritt, sondern tatsachlich auf die ixitét des UberexprimierteBHLH39

Gens zuriickzufiihren ist.
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14 Tage alt

14 Tage alt 14 Tage alt

nach Transfer nach Transfer

Abb. 24: Phanotyp derBHLH39 Uberexpressionslinie IM78-5 (390x) im Vergleichum WT

WT und 390x Pflanzen wurden fiir 14 Tage bei aubsxider Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTA) auf
Hoaglandagarplatten unter Langtagbedingungen aggeaaond dann auf Erde transferiert. 39ox Pflanzen
zeigen reduziertes Wachstum von Blattern und Worzidr Phanotyp kann allerdings durch verpflanzen
auf Erde als Substrat nach 7 bis 10 Tagen gere¢teten. Die weil3e Linie am rechten unteren Randsed

Fotos dient als GréRenstandard und entspricht 2 cm.
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Um die statistische Signifikanz phanotypischer Mesle zu untersuchen, wurde eine
Wurzellangenmessungen in allen 4 Linien durchgeéfieizu wurden WT un8HLH39
Uberexpressionspflanzen fir 14 Tage auf +Fe Hodglgarplatten angezogen und die
Wurzeln dann per Hand vermessen (Abb. 25 A, B).\Digzellangenmessungen fur die
Linien JM73-5, JM75-6 und JM77-10 (Abb. 25 A) wundén einem Experiment
durchgefuhrt (n=15), die Messungen fiur JM78-5 wordeufgrund der grol3eren
Probenanzahl (n=50) in einer separaten zweiteny&eatiurchgefuhrt (Abb. 25B). In
beiden Experimenten wurde jeweils eine eigene Witidle mitgefiihrt. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Wurzellangen sind beide Megsunn einer Abbildung dargestellt
(Abb. 25 A, B). Die schwarzen Balken reprasentigemeils den WT und zeigen in
beiden Experimenten nach 14 Tagen eine Wurzella&ogeetwa 7,5 bis 9 cm. Alle
Uberexpressionslinien haben statistisch signifikiainizere Wurzeln als der jeweilige
WT mit Langen zwischen 1 und 4 cm. Die Linien JMIK¥{Abb. 25 A) und JM78-5
(Abb. 25 B), die bereits in der Genexpressionsa®alfAbb. 23 A, B) bei +Fe in
Wurzeln eine sehr starkBHLH39 Uberexpression gezeigt haben, besitzen die am
meisten verkirzten Wurzeln. Die statistische Sigarfz der morphologischen
Veradnderung in allen 4 unabhangigen Linien bestdikktHypothese, dass der Phanotyp
nicht auf einen zufalligen Positionseffekt der T-BNurickgeht, sondern durch die
Folgen derBHLH39 Uberexpression verursacht wird. Da bHLH39 mit Fiferagiert
um die Expression der Eisenaufnahmegene zu regnligrare eine mogliche Folge der
Uberexpression eine veranderte Regulation der @@BRO2undIRT1 und damit eine
modifizierte Eisenaufnahme. Diese veranderte Eismaame konnte zu einem solchen
Phanotyp fuhren.
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Abb. 25: Wurzellangenmessung irunabhangigenBHLH 39 Uberexpressionslinien

BHLH39 Uberexpressionslinien und WT Pflanzen wurden #iT&ge bei ausreichender Eisenversorgung
(50 uM FeNa-EDTA) auf Hoaglandagarplatten angeroBée Wurzellange fiur die Linien JIM73-5,
JM75-6, JIM77-10 und den WT (A) sowie die Wurzell&ndur die Linie IM78-5 und den WT (B) wurden
in zwei getrennten Experimenten ermittelt. Die aeggten Werte sind Mittelwerte +
Mittelwertsabweichung, fur A ist n=15, fur B ist 5&. Statistisch signifikante Unterschiede zwisctiéh
und Uberexpressionslinie sind mit einem * gekenetmeét (wenn gilt p<0.05, gepruft per T-Test fiir

unabhangige Stichproben).

6.2.1.2 Genexpressionsanalyse der Eisenhomdostasegen8iithl H39
Uberexpressionspflanzen der Linie JM78-5

Genexpressionsstudien sollen zeigen olBii& H39 Uberexpression in der Linie JM78-
5 (390x) zu einer veranderte Regulation von Eiserdustasegenen gefuhrt hat.
Besonders interessant ist die Untersuchung desrabamt Regulators FIT, dessen
Interaktionspartner bHLH38/39, ihrer nachsten Hagel bHLH100/101, sowie der
Zielgene FRO2 und IRT1, deren Deregulation moglicherweise auch den Planot
erklaren konnte. Zu diesem Zweck wurdBrILH39 Uberexpressionslinien und WT
Pflanzen fur 14 Tage bei +Fe angezogen und an8emceflir 3 Tage auf -Fe oder +Fe
Hoaglandagarplatten Uberfihrt. Die Expression ¥h, FRO2 und IRT1 wurde im

Wurzelgewebe mittels quantitativer Real-Time Rewefsanskriptase-PCR untersucht
(Abb. 26). Im WT zeigFIT eine Induktion als Antwort auf den Eisenmangelhread

in den 390x Pflanzen die Expressionswerte RUF in beiden Bedingungen etwa dem
WT Wert bei —Fe entsprichERO2undIRT1sind im WT bei —Fe ebenfalls induziert, in

der Uberexpressionslinie liegen die Expressionszaim beiden Bedingungen jedoch
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Uber den korrespondierenden des WT, eine Induksibhier fiir beide Gene allerdings
nicht erkennbar, da die Werte der -Fe BedingungerurBericksichtigung der
Fehlerbalken den +Fe Bedingungen ahnlich sind. eDespressionslevel in den 390x
Pflanzen entsprechen f&HT und FRO2 etwa dem des WT bei Eisenmangel, BR&1
Expression erreicht allerdings das 26fache des W THbBe und das 3fache des WT bei
—Fe (Abb. 26).

1,6e+6
c 14e+6 | | W FIT
2 == FRO2
o 1,2e+6 1 | 1 IRT1
g
X 1.0e+6 - a
2 S
t & 8,0et+5 A
2 o -
o £
R
g 5 4.0e+5 - T
[o B b
c
2 T
3 2,0e+5 - b
[7]
Q
@
b
0,0 — ] ] |I| m m
+Fe -Fe +Fe -Fe
WT 390x

Abb. 26: Expressionsanalyse der Eisenhomdostasegdiid, FRO2 und IRT1 in Wurzeln der

BHLH39 Uberexpressionslinie JIM78-5 im Vergleich zum WT

BHLH39 Uberexpressionslinien und WT Pflanzen wurden #iTage bei ausreichender Eisenversorgung
(50 uM FeNa-EDTA) angezogen und anschlieRend fTage auf O uM FeNa-EDTA oder 50 uM FeNa-
EDTA Hoaglandagarplatten Uberfuihrt. Die ExpressionFIT, FRO2undIRT1wurde mittels

guantitativer Real-Time Reverse Transkriptase-P@iersucht. Die absolute Expression wurde gegen die
Kontrolle normalisiert, so wie in “Material und Metden” beschrieben. Die angezeigten Werte sind
Mittelwerte + Mittelwertsabweichung, n=2. Statistissignifikante Unterschiede zwischen
unterschiedlichen Bedingungen eines Genotyps sihgafhgekennzeichnet, signifikante Unterschiede
zwischen WT und Uberexpressionslinie der gleichediBgungen sind mit einem “b” gekennzeichnet

(wenn gilt p<0.05, gepruft per T-Test fur unabh@egbtichproben).

Die Genexpressionsanalyse zeigt, dass durch dieekession vorBHLH39 in der
Linie JM78-5 die Expression des TranskriptionsfektblT und des Zielgen$RO2
unabhangig von der Eisenversorgung auf ein Nivegelaoben wird, das im WT nur bei

Eisenmangel herrscht. Die Expressionswerte desEsesporterdRT1 sind als Folge
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der Uberexpression unabhéngig vom Eisenstatus sagfaein mehrfaches der WT
Werte erhéht. Damit wird die Annahme bestatiggsddieBHLH39 Uberexpression zu
einer veranderten Genexpression der Eisenmangeegeme FIT, FRO2 und IRT1
gefuhrt hat, die mdglicherweise auch den Phanatiiare.

In derselben Genexpressionsstudie wurde aul3erdeenprilt ob die BHLH39
Uberexpression, aufgrund teilweise redundanter fiamén innerhalb der 1b(2) bHLH
Gruppe (Wang et al., 2007), Effekte auf die Expossgler anderen Gene dieser Gruppe
in Wurzeln (Abb. 27A) und Blattern (Abb. 27B) h&t. beiden Geweben sind bei +Fe
Bedingungen die Ib(2) bHLH TranskriptionsfaktorenWT und 390x Pflanzen schwach
exprimiert, bis aufBHLH39 in der Uberexpressionslinie, dass wie schon zgeaeigt
(Abb. 23BD) in Wurzeln und Blattern stark Ubererpgrt ist. In Wurzeln und Blattern
des WT sind bei Eisenmangel alle 4 bHLH Transkoipgfaktoren wie erwartet induziert
(Wang et al., 2007), wobei die Induktion in Wurzalmr firBHLH38undBHLH101und

in Blattern nur furBHLH38/39 und BHLH100 statistisch signifikant ist (Abb. 27A).
Vergleicht man WT und Uberexpressionslinie bei Bisangel in beiden Geweben, zeigt
sich, dass in der 390x Linie interessanterweisaekénduktion furBHLH38/100/101
stattgefunden hat (Abb. 27AB) und die Werte daduteh+Fe Bedingung sehr ahnlich
sind. Das heil3t die konstitutiMHLH39 Expression fuhrt dazu, dass die restlichen 3
Mitglieder der bHLH 1b(2) Untergruppe bei Eisenmahip Wurzeln und Blattern nicht
mehr induziert werden. Mdglicherweise sind die Riarlen innerhalb dieser Gruppe
derartig redundant, dass die permanente Expredsi®BHLH39 zur Aufrechterhaltung
aller Funktionen in der Pflanze ausreicht und dideaen Mitglieder der Gruppe nicht
mehr exprimiert werden. Vielleicht ist diese Beditaag auch darauf zuriickzufiihren,
dass die 390x Pflanzen durch eine verstarkte Eiseaame bei +Fe Bedingungen bei
der anschlieRenden Anzucht auf —Fe Medium fur 8eTaicht unter Eisenmangel
leiden.
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Abb. 27: Expressionsanalyse der Untergruppe Ib bHLHTranskriptionsfaktorgene in der BHLH39
Uberexpressionslinie JM78-5 (390x)

JM78-5 und WT Pflanzen wurden fir 14 Tage bei acsemder Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTA)
auf Hoaglandagarplatten angezogen und anschligi@deBd auf Eisenmangelagarplatten (0 uM FeNa-
EDTA) oder Agarplatten mit ausreichender Eisenvengog (50 pM FeNa-EDTA) uberfuhrt. Die
Expression volBHLH38, 39, 10@nd 101wurde in Wurzeln (A) und Bléattern (B) mittels quigativer
Real-Time Reverse Transkriptase-PCR untersucht.absolute Expression wurde gegen die Kontrolle
normalisiert, so wie in “Material und Methoden” bbseben. Die angezeigten Werte sind Mittelwerte +
Mittelwertsabweichung, n=2. Statistisch signifikahtnterschiede zwischen +Fe und —Fe Bedingung eines
Genotyps sind mit einem “a” markiert, signifikattaterschiede zwischen WT und Uberexpressionslinie
der gleichen Bedingungen sind mit einem “b” gekemctanet (wenn gilt p<0.05, geprift per T-Test fur
unabhéngige Stichproben).
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6.2.1.3 Metallgehaltsbestimmung in derBHLH39 Uberexpressionslinie
JM78-5

Um zu Uberpriifen, ob die verandel®T1 Expression (Abb. 26) durch Uberexpression
von BHLH39 auch zu einer erhdhten Eisenaufnahme aus demr&uki#trt, die ein
Grund fur physiologischen Verdnderungen (Abb. 24 Abb. 25) sein kénnte, wurden
390x Pflanzen fur 2 Wochen auf +Fe Hoaglandagagpslahngezogen und dann fir 3
Tage bei +Fe bzw. —-Fe weiter kultiviert. Dann wurdedie Blatter zur
Eisengehaltsmessung verwendet (Abb. 28). Der WTblat-Fe einen Eisengehalt von
138 pg/g Trockengewicht, dieser Wert ist in dereBmangelbedingung mit einem Wert
von 83 pg/gTG um 30% reduziert. DiIBHLH390x Pflanzen sind unter beiden
Bedingungen signifikant eisenhaltiger, sie enttmalta Vergleich zum WT bei +Fe die
vierfache und bei —Fe die dreifache Menge an Hiséb. 28).

700
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Abb. 28: Eisengehalt in Blattern von WT undBHLH 39 Uberexpressionspflanzen der Linie JIM78-5
Die Pflanzen wurden fiir 2 Wochen auf Hoaglandagdtigrh mit ausreichender Eisenversorgung (50
UM Fe) angezogen und dann fur 3 Tage bei gentigétisenversorgung (50 UM FeNa-EDTA) oder
Eisenmangel (OuM FeNa-EDTA) weiter kultiviert. Nadér Ernte der Blatter wurden das
Pflanzenmaterial getrocknet, gemorsert und zur A2/S- Messung verwendet. Die angezeigten Werte
sind Mittelwerte = Mittelwertsabweichung, n=4. $tsch signifikante Unterschiede zwischen WT und

Uberexpressionslinie bei gleicher Bedingung sintaimiem * gekennzeichnet (wenn gilt p<0.05, gepriift
per T-Test fur unabhéangige Stichproben).
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Die Uberexpression voBHLH39fiihrt zumindest bei ausreichender Eisenversorgung z
einer verstarkten Eisenaufnahme aus dem Substdabestatigt damit zum Teil zuvor
publizierte Ergebnisse miBHLH39 Uberexpressionslinien (Yuan et al., 2008). Die
signifikant héheren Werte bei -Fe kdnnten mdglierese durch bereits im Samen
gespeicherte Eisenvorrate erklart werden. Diemelst beobachteten physiologischen
Veranderungen (Abb. 24 und Abb. 25), in den Ubemessionslinien, werden sehr
wahrscheinlich von den, weit Gber WT Niveau liegemd Eisenkonzentrationen
hervorgerufen. Das Ergebnis deutet an, dass eimer&@ktivitat oder Proteinmenge des
EisentransporterdRT1 vorliegt, der als Zielgen des FIT/oHLH38 bzw. bHRH
Heterodimers gilt (Yuan et al., 2008). Hervorgerufeird dieser Effekt durch die
konstitutive Expression voBHLH39. Das Ergebnis wird zudem auch durch die
gezeigten hohen Expressionswerte U®T1 in der Uberexpressionslinie (Abb. 26)
bestatigt.

6.2.1.4 Kolorimetrischer Eisenreduktaseassay

Das zweite Ziel des FIT/bHLH38 bzw. bHLH39 Komplexaul3erIRT1 ist das
EisenchelatreduktasegéiRO2(Yuan et al., 2008)Um zu Uberpriufen, ob die veranderte
FRO2 Expression (Abb. 26) durch Uberexpression BHLH39 auch zu verstarkten
Reduktionsreaktionen an der Wurzel fiihrt, die déeaigte hohe Eisenaufnahme (Abb.
28) begunstigen wirde (Connolly et al., 2003; Rsbim et al., 1999), wurde ein
kolorimetrischer Eisenreduktaseassay durchgefikiob.(29). Dazu wurden WT fit,
FITox und 39ox Pflanzen fur 6 Tage auf +Fe bzw. Heaglandagar angezogen und
dann fur 0,5 Stunden im Dunkeln auf dem Testmednkubiert. Eine Rosafarbung des
Mediums zeigt anschliel3end die Reduktaseaktivitatra WT zeigt der Reduktaseassay
eine Rosafarbung des Mediums etwa im Bereich derz@aarzone nur bei —Fe,
wahrend in defit Mutante keinerlei Reduktaseaktivitat erkennbar(Adib. 29). In der
FIT Uberexpressionslinie (FITox) ist die Reduktasedtiti wie im WT nur bei —Fe zu
beobachten und befindet sich dabei auf WT Niveaa.39ox Pflanzen zeigen bei +Fe
Bedingungen Reduktaseaktivitat etwa im Bereich\Werzelhaarzone, bei Eisenmangel
erstreckt sich die Reduktaseaktivitat Gber die ggsaNurzellange. Das zeigt, dass die
BHLH39 Uberexpression zur Reduktaseaktivitit bei Eisemmlarund auch bei
ausreichender Eisenversorgung fuhrt, welche diebdsdete hohe Eisenaufnahme
beginstigt hat (Abb. 28) und stimmt auch mit dembaehteten Expressionstatus (Abb.

26) Uberein. Allerdings waren die Expressionswefiec FRO2 bei beiden
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Eisenbedingungen &hnlich (Abb. 26), der Reduktasgazeigt aber zusatzlich, dass die
lokale Begrenzung der Reduktaseaktivitat auf digadlspitze nur bei +Fe auftritt, bei —
Fe allerdings an der gesamten Wurzel Reduktioratfistien. Interessant ist dass dieser
Effekt in den FITox Pflanzen nicht auftritt, obwoRIT mit bHLH38/39 zurFRO2
Regulation dimerisiert und laut Yuan et al., 2008 @inziges dieser drei Proteine die

Fahigkeit zur Homodimerbildung besitzt.
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Abb. 29: Visualisierung der Eisen(lll)chelat-Redukiaseaktivitat der BHLH39 Uberexpressionslinie
JM78-5 (390x) im Vergleich zum WT, deffit Mutante und einer FIT Uberexpressionslinie bei
Eisenmangel und ausreichender Eisenversorgung

WT, fit, FITox und 390x Pflanzen wurden fir 6 Tage auf Haadhgar mit ausreichender
Eisenversorgung (50uM FeNa-EDTA), bzw. Eisenmaaggezogen (OuM FeNa-EDTA), dann fir

0,5 Stunden auf das Testmedium (siehe MateriaMetthoden) Ubertragen und im Dunkeln inkubiert.

Der GroRRenstandard entspricht 2,5 cm.
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6.2.2 Regulation des bHLH39 Proteinlevels bei Eisenmangehd
ausreichender Eisenversorgung

Die Regulation des bHLH39 Proteins bei Eisenmangeld ausreichender
Eisenversorgung ist bisher nicht untersucht. Aupré&ssionsstudien ist bekannt, dass
Transkripte bei +Fe nur in geringer Zahl existiereei Eisenmangel die Genexpression
aber induziert wird (Vorwieger et al., 2007, Warigak, 2007). Um die Regulation des
bHLH39 Proteins abhangig von der Eisenversorgungrgersuchen und zu testen ob
bHLH39 &hnlich wie sein Interaktionspartner FIT b&isenmangel standiger
Neusynthese und Abbau unterliegt (Meiser et all12@ivitz et al., 2011), wurde der
Effekt von Cycloheximid auf das 3xHA-bHLH39 Proteimtersucht (Abb. 30). Fir
dieses Experiment wurden UberexpressionspflanzenFdesionsproteins HA-bHLH39
fir 6 Tage bei ausreichender Eisenversorgung oder Bisenmangel auf
Hoaglandagarplatten angezogen, anschlieBend fig &itunde mit Cycloheximid
behandelt, das die Translation inhibiert und dainektlbzw. nach 4 Stunden als ganzer
Keimling geerntet. Die Kontrolle wurde zum Vergleimicht mit Cycloheximid
behandelt und direkt geerntet. Aufgrund des Phsotyer 39ox Pflanzen und der
erhohten Eisenaufnahme wéare bei ausreichender JeisErgung in  dieser
Untersuchung zu erwarten, dass das 3xHA-bHLH39eRrattandig vorhanden ist und
nicht abgebaut wird. Das Western Blot Experimengtzelass das bHLH39 Protein in
der Kontrolle sowohl bei +Fe als auch bei —Fe imaegleicher Menge vorhanden ist
(Abb. 30). Bei der Behandlung mit Cycloheximid iséi beiden Zeitpunkten klar
erkennbar, dass die Proteinmenge bei +Fe etwa eteKantrolle entspricht, bei —Fe
allerdings wesentlich weniger Protein vorhanderaistin der unbehandelten Kontrolle.
In der 4 Stunden Probe ist im Vergleich zum Zeiiuhdie Proteinmenge bei —Fe noch
reduziert, auch wenn man in Betracht zieht, dass Rbnceau-S Farbung fir die 4
Stunden —Fe Probe etwas weniger Protein anzeidi.(3®). Das kdonnte entweder damit
zusammenhangen, dass das Cycloheximid in der Rflanzh wirksam ist oder die
Neusynthese des Proteins langer andauert. Zusametechtet ist das bHLH39 Protein
durch die konstitutive Expression bei +Fe und —6#handen, unterliegt allerdings bei —
Fe dem Proteinabbau. Interessanterweise zeigtem <@ hier sichtbaren
Mehrfachbanden auch in allen weiteren Versuchenlanger Auftrennungszeit (Daten
nicht gezeigt) des SDS Gels und deren Abwesenhdl¥T Proben legen nah, dass es
sich um 3xHA-bHLH39 handelt. Die Mehrfachbanden m@&m auf modifizierte
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bHLH39 Proteine hinweisen. Die Ergebnisse des Cyotomidexperiments wurden in 2
unabhangigen Experimenten bestétigt und lassersdeluss zu, dass bHLH39 bei —Fe
abgebaut wird und der Proteinlevel bei Eisenmangeldurch konstante Neusynthese

des Proteins erreicht wird.

4h Oh Kontrolle

Fe - + - + - +

3xHA-bHLH39— | - T '-

Abb. 30: Western Blot Analyse zur Wirkungsweise vorCycloheximid auf das HA-bHLH39
Fusionsprotein bei Eisenmangel und ausreichender &nversorgung

Uberexpressionspflanzen des Fusionsproteins HA-B9 flinie JIM78-5) wurden fiir 6 Tage bei
ausreichender Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTAgibbret als “+Fe”) oder bei Eisenmangel

(0O uM FeNa-EDTA, bezeichnet als “-Fe”) auf Hoaglagarplatten angezogen, anschliel3end fir eine
Stunde mit Cycloheximid behandelt und dann direkt.lnach 4 Stunden als ganzer Keimling geerntet.
Die Kontrolle wurde zum Vergleich nicht mit Cyclotimid behandelt und direkt geerntet. Die
Proteindetektion im Western Blot erfolgte mittelsmoklonalem anti-HA Antikérper. Die Markierung fur
das HA-Fusionsprotein zeigt die erwartete Proté&ilgran. Eine Ponceau-S Farbung dient als

Ladekontrolle (unterer Teil der Abbildung).

6.2.3  Charakterisierung der BHLH39 Uberexpressionslinie auf
Proteinebene bei Eisenmangel und ausreichender
Eisenversorgung im Kontext hormonaler Netzwerke

Pflanzenhormone kénnen die Eisenmangelantwort thessen, so wirkt z.B. Auxin

(Schikora und Schmidt, 2001; Chen et al., 2010) mdsitiver Regulator wahrend
Jasmonat die Expression der Eisenmangelgene ndmgminflusst (Maurer et al., 2011).
Speziell das Pflanzenhormon Ethylen spielt beiMedulation der Eisenmangelantwort
eine Rolle, es wird bei Eisenmangel gebildet (Rangtral., 1999) und dient als positiver
Regulator der Eisenmangelantwort. Behandlung mitylEbvorlaufern wie 1-

Aminocyclopropan-1-Carbonséaure (ACC) verstarkenEigenmangelantwort und damit
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die IRT1 und FRO2 Genexpression (Lucena et al., 2006; Waters undsakru2007;
Garcia et al.,, 2010). Fur FIT, eine Komponente ategen Heterodimerkomplexes
zusammen mit bHLH38 bzw. bHLH39, der die Expressien Eisenhomdostasegene
FRO2undIRT1in Wurzeln induzieren kann (Yuan et al., 2008 ke gezeigt werden,
dass es auf Proteinebene ethylenabhangig regukeden kann (Lingam et al., 2011). In
der kdrzlich veroéffentlichten Arbeit konnte der Egmsyntheseinhibitor AVG die FIT
Proteinakkumulation unabhéngig von transkriptiagreRegulation inhibieren (Lingam
et al., 2011). Das heil3t Ethylen kann die Eisenralmgwort Uber die FIT
Proteinstabilitét beeinflussen, moglicherweise UBEM3/EIL1, den ethylenabhangigen
Interaktionspartner von FIT (Lingam et al., 201Dpher ware es denkbar, dass auch
bHLH38/39 auf Proteinebene durch Ethylen beeinflusserden, um die
Eisenmangelantwort aufs Feinstmdgliche zu reguliehm zu Uberprifen ob dies auch
fur das HA-bHLH39 Fusionsprotein zutrifft, wurde®dX Pflanzen flir 6 Tage auf
Hoaglandagarplatten bei ausreichender Eisenvensgrgder bei Eisenmangel jeweils
entweder mit Zusatz des Ethylenvorlaufers ACC (1d) poder dem Zusatz des
Ethylensyntheseinhibitors AVG (10 puM) angezogen sl ganzer Keimling zum
Western Blot verwendet. Durch Zugabe des EthyldAufers sollte eine verstarkte
Ethylenbildung in der Pflanze hervorgerufen werdemw. durch den Inhibitor
unterbunden werden um zu Uberprift ob die 3xHA-bB2HProteinstabilitat ahnlich wie
FIT Uber Ethylen beeinflusst werden kann. Die Koltgr wurde zum Vergleich ohne
Zusatze auf +Fe bzw. —Fe Hoaglandagarplatten kedtiwVie bereits beschrieben (Abb.
30) sind auch in diesem Versuch in jeder Probe Fehbanden zu beobachten und die
Proteingrof3e ist hoher als erwartet. In der Kotdrsind die detektierten Proteinbanden,
unter Bertcksichtigung der schwacheren PonceaurBuR@ fur die —Fe Probe, sehr
wahrscheinlich fur beide Bedingungen gleich stddlas entspricht auch den bereits
gezeigten Ergebnissen (Abb. 30). Bei Zusatz deyléthorlaufers ACC scheinen
ebenfalls beide Bedingungen die gleiche Banderstark besitzen, wenn man die
geringere Proteinmenge in der +Fe Probe mit indgétr zieht. Im Vergleich mit der
Kontrolle lassen sich flr beide Eisenbedingunganekauffalligen Effekte des ACC auf
den Proteinlevel des bHLH39 beobachten. Unter &sfldes Ethylensyntheseinhibitors
AVG scheinen beide Bedingungen die gleiche Bandekstzu besitzen, wenn man die
geringere Proteinmenge in der +Fe Probe mit in détr zieht. Im Vergleich zur
Kontrolle sind sowohl bei +Fe als auch bei -Fe &etarken Effekte des AVG auf den
Proteinlevel des bHLH39 sichtbar. Es ist daher welneinlich, dass in dieser
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Versuchsanordnung Ethylen bHLH39 nicht auf Proeiel reguliert, da weder durch
Induktion ethylenabh&ngiger Antworten Uber Zugalws VACC eine Regulation zu
beobachten ist, noch durch Inhibition der Ethylertisgse. Dieses Ergebnis wurde in 2

unabhangigen Experimenten bestatigt.

ACC Kontr. AVG
Fe 4 - -

HA

Abb. 31: Western Blot Analyse der Effekte des Eth@nvorlaufers ACC und des
Ethylenbiosyntheseinhibitors AVG auf das HA-bHLH39 Fusionsprotein bei Eisenmangel und
ausreichender Eisenversorgung

Uberexpressionspflanzen des Fusionsproteins HA-B4 fllinie JM78-5) wurden fiir 6 Tage auf
Hoaglandagarplatten bei ausreichender Eisenversgr(hp uM FeNa-EDTA, bezeichnet als “+Fe”) oder
bei Eisenmangel (0 pM FeNa-EDTA, bezeichnet alg”}feweils entweder mit Zusatz von 10 pM ACC
oder dem Zusatz von 10 uM AVG angezogen und alzegafeimling zum Western Blot verwendet. Die
Kontrolle wurde zum Vergleich ohne Zusatze auf bEe. —Fe Hoaglandagarplatten kultiviert. Die
Proteindetektion im Western Blot erfolgte mittelemoklonalem anti-HA Antikdrper. Die Markierung fiir
das HA-Fusionsprotein zeigt die erwartete Proté&iflgran. Eine Ponceau-S Farbung dient als

Ladekontrolle (unterer Teil der Abbildung)

Ein weiteres Hormon das die Eisenmangelantwort deiRegulation deBHLH38/39
Expression beeinflussen konnte ist die Salizyls@irft H38/39werden namlich als Ziel
des salizylsdureinduzierbaren Dof (DNA binding wathe finger) Transkriptionsfaktors
OBP3 (OBF-BINDIN PROTEIN 3) angesehen (Kang et 2003). Eine Koexpression
von OBP3 und BHLH38/39 konnte inOBP3Uberexpressionslinien mit konstitutivem
und auch mit induzierbarem Promotor gezeigt werdéwufRerdem sind die
Expressionslevel voBHLH38/39in obp3 Mutanten reduziert (Kang et al., 2003), was
darauf hindeutete, das3BP3 als positiver Regulator flBHLH38/39fungiert. Da die
OBP3 Expression durch Salizylsaure induziert werden nkamvurde die SA-
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Induzierbarkeit vorBHLH38, BHLH3%und OBP3Transkripten in Arabidopsis Wurzeln
getestet und bestatigt (Kang et al., 2003; Kang &mdjh, 2000). Zur Erforschung
weiterer Signale, die die Eisenmangelantwort medeti, wurde daher der Einfluss der
Salizylsaure bei Eisenmangel und ausreichenden#ssorgung auf die Regulation des
bHLH39 Proteins untersucht. Dazu wurden 39ox P#anfir 14 Tage auf +Fe
Hoaglandagarplatten angezogen, dann fir 3d auf biMe —Fe Hoaglandagarplatten
transferiert und schlie3lich fir 6 Stunden auf +Heaglandagarplatten oder -Fe
Hoaglandagarplatten jeweils mit Salizylat oder oBadizylat (Kont.) Uberfuhrt. Blatter
(B) und Wurzeln (W) wurden getrennt geerntet. Witd{WT) Wurzelmaterial, das 14
Tage bei +Fe und 3 Tage bei —Fe angezogen wurdeedas Negativkontrolle. Wie
bereits in zuvor beschriebenen Western Blot Expemien (Abb. 22, Abb. 30 und Abb.
31), ist auch hier die Proteingro3e des 3xHA-bHLHB8Rer als errechnet, das Fehlen
eines Signals in der Negativkontrolle bestatigtralings die Spezifitat. In der Kontrolle
zeigt sich fur Wurzelmaterial kein Unterschied ar éroteinmenge zwischen +Fe und —
Fe und bestatigt damit vorherige Ergebnisse (ABbursd Abb. 31). In den Blattproben,
die alle eine breitere Bande zeigen als die in \&larbeobachtete, zeigt sich zwischen
+Fe und —Fe in der Kontrolle ebenfalls kein markaritnterschied. Das bHLH39
Protein ist durch die konstitutive Expression inidea Geweben unter beiden
Bedingungen vorhanden und der Eisenstatus scheintdi@ Proteinmenge keinen
Einfluss zu haben. In Blattern kann man allerdiregsfgrund der Bandenstéarke
annehmen, dass das Fusionsprotein in grol3erer Mesrpanden ist oder in anderer
Form z.B. modifiziert vorliegt und mehrere Bandémlécher Gro3e den Eindruck eines
starken Signals hervorrufen. Vergleicht man die tkalen mit den korrespondierenden
salizylsdurebehandelten Proben, zeigt sich einnggrjiger Unterschied nur im
Wurzelgewebe. Bei +Fe und bei —Fe in Wurzeln ise dProteinmenge in
salizylsdurebehandelten Wurzel leicht hoher alteim jeweiligen Kontrollen. Bei —Fe ist
der Unterschied etwas deutlicher, allerdings zdigt Ponceau-S Farbung fur die —Fe
+SA Probe auch eine etwas hohere Proteinmengéraisef unbehandelte Kontrolle bei -
Fe. Das Western Blot Experiment deutet darauf hiass bHLH39 in der
Uberexpressionslinie JM78-5 unabhangig vom Eisémstin Wurzeln und Blattern
vorhanden ist, was mit den dargestellten Expresdiaien tbereinstimmt. Unter Einfluss
von Salizylsaure lasst sich moglicherweise in Wimrzeine leichte Zunahme der
Proteinmenge feststellen, die vielleicht als Fepzmsung der Eisenaufnahme unter
bestimmten salizylsdurevermittelten Stresssituatiotienen kénnte. Der Effekt von SA
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auf das HA-bHLH39 Fusionsprotein scheint auf dagaélgewebe beschrankt und ist in
diesem Versuchsaufbau sehr schwach ausgepragtesDiEsgebnis wurde in 2

Experimenten bestéatigt.

+SA Kont. +SA Kont. WT
Fe - - - - + + + +

Gewebe B W B W B W B W

o - - —-—

Abb. 32: Western Blot zum Test der Effekte von Saylsaure bei Eisenmangel und ausreichender
Eisenversorgung auf das HA-bHLH39 Fusionsprotein irBlattern und Wurzeln
Uberexpressionspflanzen des Fusionsproteins HA-34 flinie JM78-5) wurden fiir 14 Tage bei
ausreichender Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDT Agibkaret als “+Fe”) auf Hoaglandagarplatten
angezogen, dann fur 3d auf Eisenmangelagarpldtgi(FeNa-EDTA, bezeichnet als “-Fe”) oder

+Fe Hoaglandagarplatten transferiert und schlief§lic 6 Stunden auf +Fe Hoaglandagarplatten oder -F
Hoaglandagarplatten jeweils mit Salizylat (100 u& 8ezeichnet als “+SA”) oder ohne Salizylat (Kynt.
Uberfuhrt. Blatter (B) und Wurzeln (W) wurden getnegeerntet. Die Proteindetektion im Western Blot
erfolgte mittels monoklonalem anti-HA Antikérperlaei diente Wildtyp (WT) Wurzelmaterial, das 14
Tage bei +Fe und 3 Tage bei —Fe angezogen wurddegiativkontrolle. Die Markierung fur das HA-
Fusionsprotein zeigt die erwartete ProteingroRé=are Ponceau-S Farbung dient als Ladekontrolle
(unterer Teil der Abbildung), zusétzlich wurde Hieteinmenge mittels Bradford Assay auf 15 pg pro

Probe eingestellt
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6.3 Regulation der Eisenmangelantwort durch Jasmonat
(Maurer et al., 2011)

6.3.1  Expressionsanalyse der Eisenaufnahmegene unter Elunés
von Jasmonat und Ibuprofen

Auf der Suche nach Signalen, die die Eisenaufnabeeinflussen und damit mogliche
Kandidaten fur systemische Eisensignale in Pflardeestellen, wurde das Phytohormon
Jasmonat und dessen Biosyntheseinhibitor Ibupriofébenexpressionexperimenten auf
ihren Einfluss auf die Eisenhomgostase hin untétsugrundlage dieser Untersuchung
sind Experimente im Wurzeltrennungssystem, dieezelgpnnten, dass die Induktion der
Eisenmangelantwort in der unter Eisenmangel angemoyg Wurzelhalfte nicht
stattfindet, (Wang et al., 2007; Vert et al., 2008s ein Hinweis darauf ist, dass
Langstreckensignale existieren, die den Eisenstatuginem Teil der Wurzel an
entfernte Pflanzenteile melden. Jasmonat erfullindiegende Kriterien die fir ein
solches Langstreckensignal notwendig waren, daneger induzierten systemischen
Resistenz (ISR), die typischerweise an den WurdeinPflanze ausgel6st wird (Pieterse
et al., 2009), zur Generierung von Langstreckermdegmn durch die Vaskulatur in die
Ubererdischen Pflanzenteile fuhrt (Pieterse e2809). Zudem war in Vorexperimenten
bereits festgestellt worden, dass piRT1::GUS Pflanzen bei Eisenmangel die GUS
Aktivitat in  Abwesenheit von Jasmonat wesentlicharlsgr war als in
jasmonatbehandelten Pflanzen (Diplomarbeit Sabindlek] siehe auch 3.4.1). Im
Wurzeltrennungssystem wurde dann gezeigt, dassrdfaip einem systemischen
Eisensignal, welches Induktion oder Repression #&tenmangelgene je nach
Eisenstatus hervorruft, nicht entgegenwirken kabiplomarbeit Sabine Miiller, siehe
auch 3.4.2). Um diese Ergebnisse zu bestatigenzuntesten ob die Inhibition der
Eisenaufnahmegene bei Anwesenheit von Jasmonat Flberablauft, wurden WT
Pflanzen fir 6 Tage bei +Fe und —Fe angezogen and flir 6h auf +Fe bzw. —Fe
Hoaglandagarplatten mit 100 puM Methyljasmonat (+AjeJoder 10 pM des
Lipoxygenaseinhibitors Ibuprofen (+IBU) tberfihBRie Kontrollpflanzen (Kontrolle)
wurden auf +Fe und —Fe Platten ohne weitere Zugs#ieefihrt (Abb. 33 A, B). Alle
Proben wurden anschlieend geerntet und zur Gesssipnsanalyse per qRT-PCR

verwendet.
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Abb. 33: Genexpressionsanalyse der Eisenhomd&ostaseg bei Eisenmangel und ausreichender
Eisenversorgung als Antwort auf die Behandlung miMethyljasmonat und Ibuprofen

Die Expression voirRO2, IRT1(A) undFIT, PDF1.2(B) wurde mittels quantitativer Real-Time Reverse
Transkriptase-PCR untersucht. Dazu wurden WT Keigdlj fir 6 Tage auf Hoaglandagarplatten bei
ausreichender Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTAgibbret als “+Fe”) oder bei Eisenmangel

(O UM FeNa-EDTA, bezeichnet als “-Fe”) angezoged dann fiir 6 Stunden auf +Fe bzw. —Fe Platten
mit dem Zusatz von entweder 100 pM MethyljasmoNaJA) oder 10 pM Ibuprofen (IBU) tuberfuhrt
und anschlieRend geerntet. Die Kontrolle wurde Xargleich auf +Fe bzw. —Fe Hoaglandagarplatten
ohne Zuséatze Uberfuhrt Die absolute Expression evgegjen die Kontrolle normalisiert, so wie in
“Material und Methoden” beschrieben. Die angezeidierte sind Mittelwerte + Mittelwertsabweichung,

n=2.
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Die Genexpressionsanalyse zeigt, dd3s(Abb. 33 B) in der Kontrollbedingung bei -Fe
im Vergleich zu +Fe um das 2,5fache UfidO2 und IRT1 (Abb. 33A) um das 7- und
8fache induziert sind. Bei Behandlung mit Methyljmnat sind die absoluten
Expressionslevel voRIT, FRO2undIRT1 bei —Fe im Vergleich zur Kontrolle um 40%
reduziert (Abb. 33 A, B). Allerdings zeigt sich &uanter Einfluss von MeJA bei —Fe
eine starkere Expression vdfiT, FRO2 und IRT1 als bei +Fe. Zur Kontrolle der
erfolgreichen MeJA Behandlung wurde zusatzlich nodie Expression des
Methyljasmonat-Antwortgen$DF1.2 analysiert. DiePDF1.2 Expression in diesem
Versuch war nur bei MeJA Behandlung messbar unthtigi® damit die erfolgreiche
Methyljasmonat Applikation. Aus diesen Ergebnisgamn geschlossen werden, dass
auRRerliche Zugabe von Methyljasmonat die Expresseorl der Eisenmarkergene in der
Wurzel zwar herunter reguliert, die Induktion beisdhmangel allerdings nicht
unterdrtckt.

Um den inhibitorischen Effekt von Methyljasmonat f adie Expression der
Eisenhomdostasegene zu bestatigen, wurden diezBfian diesem Versuch mit 10 uM
Ibuprofen behandelt. Ibuprofen ist ein Inhibitorr dapoxygenasen, Enzymen deren
Aktivitat bei der Jasmonatbiosynthese bendtigt wiwdd dient daher in der
Pflanzenforschung zur Untersuchung der Jasmondifurdn (Staswick et al., 1991,
Zhuet al., 2006). Es stellt sich heraus, dass Witdluss von Ibuprofen bei —Fe &hnliche
FIT Expressionswerte erreicht werden wie in der KdirqAbb. 33 B), die
Transkriptzahlen fuUFRO2undIRT1 allerdings liegen 1,5- und 1,9fach tUber denen der
Kontrolle. Diese Ergebnisse unterstiitzen daherzdsor gemachten Beobachtungen,
nach denen Jasmonat inhibitorisch auf die Gen&gdenhomoostase wirkt und bestarkt
das Resultat des Wurzeltrennungssystems in demitdeate ibuprofenvermittelte

Verstarkung deFRO2undIRT1Expression gezeigt wurde (siehe 3.4.2.).
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6.3.2  Genexpressionsanalyse der Eisenmangelgene in der
jasmonatresistenten Mutantgar1-1

Um zu testen ob ein funktionsfahiger Jasmonatsige@l notwendig ist um die
Eisenmangelantwort in Pflanzen bei +Fe zu untetdnicwurden die jasmonatresistente
Mutante jarl-1 zur Genexpressionsanalyse herangezogen.JB&i Gen kodiert fur
eine Synthase die Jasmonat-Aminosaure Konjugaiaalysiert und die Verbindung
von Jasmonat und Isoleucin zur aktiven Jasmondtdlen bewerkstelligt (Staswick et
al., 2002; Staswick und Tiryaki, 2004jar1-1 Mutanten konnen kein Jasmonat-lle
produzieren und sind resistent gegen aul3erlichfiahges Jasmonat (Staswick et al.,
1992), daher wird die Mutante haufig verwendet ufrabhangige Reaktionen in
Pflanzen zu untersuchen (Browse, 2009). Fur diee@@@messionsanalyse wurdgrl-1
und WT Pflanzen fir 6 Tage bei +Fe und —Fe angezoge das Pflanzenmaterial zur
gRT-PCR verwendet (Abb. 34 A, B). In WT Pflanzemun derjarl-1 Mutante sind
FRO2undIRT1 (Abb. 34 A) bei —Fe im Vergleich zu +Fe Bedingungeduziert. Die
Mutante zeigt allerdings flFRO2undIRT1 (Abb. 34A) bei —Fe im Vergleich zum WT
1,4- bzw. 1,9fach starkere Expressionswerte, wbbeitFe WT und Mutante fur beide
Gene ahnliche Expressionsniveaus erreichten. Dergébrdnete Transkriptionsfaktor
FIT ist im WT und der Mutante ahnlich reguliert (Ab34 B). Zusammenfassend
bestétigte auch die Analyse darl-1 Mutante den inhibitorischen Effekt von JA auf
FRO2 und IRTY, allerdings nicht aufFIT. Aul3erdem beeinflusste das Fehlen eines
funktionellen Jasmonatsignalwegs in dgrl-1 Mutante die Unterdrickung der

Eisenmangelantwort bei ausreichender Eisenversgrgiamt.
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Abb. 34: Genexpressionsanalyse von Eisenhomdostasegn in derjarl-1 Mutante

jarl-1 Mutanten und WT Pflanzen wurden fiir 6 Tage aufdteradagarplatten bei
Eisenmangelbedingungen (0 uM FeNa-EDTA) und aciseeider Eisenversorgung (50 uM FeNa-EDTA)
angezogen. Die Expression vBROZ2, IRT1 (A) undFIT (B) wurde in ganzen Keimlingen mittels
guantitativer Real-Time Reverse Transkriptase-P@iersucht. Die absolute Expression wurde gegen die
Kontrolle normalisiert, so wie in “Material und Metden” beschrieben. Die angezeigten Werte sind

Mittelwerte + Mittelwertsabweichung, n=2.
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6.3.3  Genexpression in deffit Mutante bei Behandlung mit
Jasmonat

FIT ist ein zentraler Regulator flHfRO2 und IRT1 (Bauer et al., 2007; Colangelo und
Guerinot, 2004; Jakoby et al., 2004; Yuan et &03). Die vorangegangenen Ergebnisse
zeigten klar den negativen Effekt von JA auf Bl& Expression, allerdings produziert
die JA Mutantgarl-1 FIT Transkripte auf WT Level (Abb. 34 B). Um zu klareb die
Repression vorRO2undIRT1 durch Jasmonat von FIT abh&ngig ist, wurden WT und
fit Mutanten Pflanzen fir 6 Tage bei +Fe und —Fe arggazomit 0 uM oder 100 uM
Methyljasmonat (+MeJA) behandelt und das Pflanzeens zur gRT-PCR verwendet
(Abb. 35).

Das Experiment zeigt reduzief®®O2und IRT1 Expression fir diét Mutante bei +Fe
und —Fe im Vergleich zum WT. Eine Induktion beidfimmangel auf die etwa dreifache
Transkriptmenge ist allerdings auch hier zu beoteacAbb. 35). Bei der Zugabe von
Methyljasmonat ist der Expressionslevel in der Mtaaallgemein sehr niedrig und eine
Induktion bei —Fe ist nicht mehr sichtbar. Zusamfassend kann man daraus folgern,
dass Methyljasmonat die Genexpression W02 und IRT1 unabhangig vorFIT
inhibieren. Mdglicherweise reprimiert JA auch einetbekannten Mechanismus der die
FRO2und IRT1 Induktion in derfit Mutante aufrechterhélt. Die Ergebnisse bestétigen
dassFRO2undIRT1starker von JA beeinflusst werden BIF.
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Abb. 35: Genexpressionsanalyse von Eisenaufnahmegenin der fit Mutante bei Eisenmangel und
ausreichender Eisenversorgung als Antwort auf die 8handlung mit Methyljasmonat

Die Expression wurde mittels quantitativer Real &iReverse Transkriptase-PCR untersucht. Dazu
wurden Keimlinge, fir 6 Tage auf Hoaglandagarpialiei ausreichender Eisenversorgung (50 uM FeNa-
EDTA, bezeichnet als “+Fe”) oder bei Eisenmanggl k0 FeNa-EDTA, bezeichnet als “-Fe”) angezogen
und dann fir 6 Stunden auf +Fe bzw. —Fe Platterdert Zusatz von 100 uM Methyljasmonat (MeJA)
oder ohne Zusatz tberfihrt und anschlieBend geebDiteabsolute Expression wurde gegen die Korgroll
normalisiert, so wie in “Material und Methoden” beseben. Die angezeigten Werte sind Mittelwerte +
Mittelwertsabweichung, n=2. Statistisch signifikahitnterschiede zwischen +Fe und —Fe Bedingung eines
Genotyps sind mit einem “a” markiert, signifikatdaterschiede zwischen MeJA behandelten und
unbehandelten Proben eines Genotyps bei gleictdin®eng sind mit ,b*“ gekennzeichnet, signifikante
Unterschiede zwischen WT und Uberexpressionsliaiegteichen Bedingungen sind mit einem “c”

gekennzeichnet (wenn gilt p<0.05, geprift per TtTésunabhangige Stichproben).
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6.3.4  Analyse der jasmonatinsensitiven Mutantecoil-1 im
Wurzeltrennungssystem

Um die vorherigen Ergebnisse des Wurzeltrennungmsigs zu untermauern (siehe
3.4.2), die besagen, dass JA tatsachlich nicheialsystemisches Signal dient, welches
in der -/ Wurzelhalfte die Eisenmangelantwort uditeckt, wurde die
jasmonatinsensitive Mutanteoil-1 im Wurzeltrennungssystems angezogen und zur
Genexpressionsanalyse verwendet. Wenn JA alsocléitd@ nicht als systemisches
supprimierendes Signal dient, ware genau wie im WTder -/ Wurzelhalfte eine
schwachere Expression véiRO2undIRT1 zu erwarten als in der -/- Probe. Ri@1-1
Mutante wurde fur dieses Experiment ausgewahltsigaaufgrund einer Knockout
Mutation im Jasmonatrezeptor COI1 vollkommen jasatioisensitiv ist (Chini et al.,
2007; Chung et al., 2009; Fonseca et al., 200%)€rhet al., 2007; Yan et al., 2009). Die
Analyse der +/+ Proben im Vergleich zu dencdil-1 Pflanzen zeigt, dagsRO2 (Abb.

36 B) undIRT1(Abb. 36 A)2,5 und 2,8fach starker auf das Eisenmangelsigaalieren
als im WT (Abb. 36AB). Dieses Kontrollexperimentshiigt erneut, dass JA negativ auf
die FRO2 und IRT1 Genexpression wirkt. In den -/ Proben derl-1 Mutante konnte
keine erhdhte Induktion der Genexpression im Vérgleum WT gezeigt werden (Abb.
36 A, B). Daher kann klar festgestellt werden, daks systemische Signal fir
ausreichende Eisenversorgung auch incdét-1 Mutante vollstandig intakt ist. JA dient
also tatsachlich nicht als systemisches Signal vesicin der -/ Wurzelhélfte die

Eisenmangelantwort unterdriickt.
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Abb. 36: Genexpressionsanalyse denil-1 Mutante im Wurzeltrennungssystems

Die Expression voilRT1(A) undFRO2(B) in Wurzeln wurde mittels quantitativer ReakTd Reverse
Transkriptase-PCR untersucht. Dazu wurden im Wirerghungssystems (siehe Material und Methoden)
angezogene WT urmbil-1Pflanzen fir 3 Tage auf dreigeteilten Plattenfolgenden FeNa-EDTA
Konzentrationen transferiert: 100 uM/ 100 uM (+/erirolle), OuM /O uM (-/- Kontrolle), 100uM /0 uM
(+/ fur die 100 uM Seite; -/ fir die 0 uM Seite)
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7. Diskussion

7.1 BHLH38 ist zur Aufrechterhaltung der
Eisenaufnahme ausreichend

Die 3xbhlh Mutante kann miBHLH38 als letztem aktivem Gen der bHLH Untergruppe
Ib(2) die Gene der Eisenmangelantwortg&he, FRO2und IRT1 bei Eisenmangel auf
WT Niveau induzieren und auch die Aktivitdt von FROnd IRT1 entspricht der des
WT (Abb. 9 und Abb. 10). Daher ist es sehr wahrstloh, dass zuminde€®8HLH38
und BHLH39, von denen man annimmt dass sie FiT zusammerFRO2 und IRT1
induzieren, in diesem Aspekt funktionell redundaimd, sodas8HLH38 alleine zur
Induktion der Eisenmangelantwort ausreichend iahdd istBHLH38in der Mutante in
Wurzeln unter +Fe und unter —Fe Bedingungen stékprimiert als im WT (Abb. 8),
was bei —Fe wahrscheinlich dazu dient die Protengeeaufrechtzuerhalten, die zur
Aktivitat des Heterokomplexes notwendig ist, da d@hlen des bHLH39 Proteins
kompensiert werden muss. Im WT ist es wahrschéirdeess bHLH38 und bHLH39 bei
—Fe standigem Proteinabbau und Proteinneusynth@sezagen sind, die dann in der
Mutante mit nur einem funktionsfahigem Ib(2) bHLHhe hohe Transkriptmenge
erfordern. Da sich Mutante und WT in der Eisenaofn@ nicht signifikant
unterscheiden, basiert der Phanotyp der Mutantelioch@&gweise auf Stressreaktionen,
die von lang anhaltendem Eisenmangel ausgeltstewewhd durch das Fehlen der
bHLH Transkriptionsfaktoren gravierender sind ats \WT. Dabei ist nicht sicher ob
hier die Abwesenheit vonBHLH100 und BHLH101 fir die phanotypischen
Veranderungen verantwortlich ist, da das andere dfiogpaar durciBHLH38 vertreten
wird. Da Einzelmutanten keinen Phanotyp zeigen keide Funktionen fir die 1b(2)
bHLHs bekannt sind, aul3er der Komplexbildung vom.HB8 und bHLH39 mit FIT zur
Induktion von FRO2 und IRT1 bei Eisenmangel, ist bisher generell unklar ob
BHLH38/39undBHLH100/101zwei unterschiedliche funktionelle Gruppen bildeder
ob diese generell redundant sind. Zusammenfassand kestgestellt werden, dass
bHLH38 und bHLH39 hdchst wahrscheinlich wenigstamshren Funktionen fur die
Induktion der Eisenmangelantwort redundant sindhresdd die Rolle von bHLH100/101

noch ndher untersucht werden muss.
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7.2 Transkriptomanalyse der 3xbhlh Mutante zeigt
veranderte Expression von eisensensitiven Genen in
Ubereinstimmung mit der fit Mutante und induziert
im Vergleich zur ein3/eil1l Mutante

Die 3xbhlh Mutante zeigt zwar keine Deregulation der Gene Heenaufnahme,
allerdings konnten mit der Mikroarrayexpressiongme6 Gene gefunden werden, die
in der 3xbhlh Mutante sowie in der Eisenhomdostasemutafite bzw. in der
Ethylensignalmutantein3/eill signifikant dereguliert sind und deren Funktioesher
nicht klar sind. Dabei handelt es sich um den MATFBnsportelF3L12.12(At2g04050)
und die beiden unbekannten GenesJ14.6(At2g15020) undl2E22.34(At39g12320),
die bei -Fe in deBxbhlhgegeniber dem WT hochreguliert und interessanisevwe der
ein3/eill Mutante herunter reguliert sind (lvanov et al.120Lingam et al., 2011).
Obwohl diese Gene nicht direkt mit der Eisenhomemestin Verbindung gebracht
werden, ist aufgrund der bekannten Regulation degrfaufnahme durch das Hormon
Ethylen und der Deregulation dieser Gene inaieB/eill Mutante anzunehmen, dass sie
zumindest teilweise von der Eisenhomobostase bessifl werden oder diese
beeinflussen. Das Gd8L12.12(At2g04050) ist ein MATE Transporter, die allgemein
in Pflanzen zum Transport niedrigmolekularer orgahner Molekile dienen und auch
zur Entfernung oder Einlagerung von aufgenommeraer enetabolisierten toxischen
Substanzen beitragen (Li et al., 2002). Die Gegehdldkeit der Deregulation in der
3xbhlh Mutante undein3/eill kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die bHLHs und
EIN3/EIL1 mit deren induzierenden Signalen antagonistischféekte auf die
deregulierten Gene haben. Da EIN3/EIL1 bei Eisemeharwahrscheinlich durch
physische Interaktion das FIT Protein stabilisierand damit positiv auf die
Transkription der Eisenaufnahmegene wirken (Lingdral., 2011) und bHLH38/39 als
Teil des Heterokomplexes ebenfalls positiv aufEienmangelantwort wirken (Yuan et
al., 2008), ist der Grund fur die unterschiedlidfranskription der deregulierten Gene
wahrscheinlich unabhangig vom FIT/bHLH Heterokomplend seinen Zielgenen zu
finden, sondern eher bei einzeln von den bHLH- BNE3/EIL1- Signalweg regulierten
Genen im Zusammenhang der EisenhomoostasBHRD&I38/39wie bereits beschrieben
in ihren Funktionen wahrscheinlich hoch redundaimd,s kbnnte man sogar die
Hypothese aufstellen, dass diese drei deregulie@ene eher beBHLH100/101
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negativ reguliert werden und sie daher in der Mugtanduziert sind. Dabei lauft die
Regulation der bHLHs selbst Uber ein bisher unbetemEisenmangelsignal ab. Ein
Modell zu dieser Hypothese ist in Abb. 37 dargéistelm weitere Hinweise Uber die
Funktionen der bHLHs zu sammeln ware eine nédher¢ersinchung der Gene
At2g04050, At2g15020 und At3g12320 in der Zukunfehrs wahrscheinlich
aufschlussreich. Dabei ist besonders der MATE Tparisr interessant, da ein anderes
Mitglied der MATE Transporter FamilieERD3 benannt, eine wichtige Rolle in der
Eisenhomoostase varabidopsis thalianapielt. FRD3gibt Zitrat in die Vaskulatur der
Wurzel ab (Durrett et al., 2007), wobei man annina@ass sich Eisen-Zitrat Komplexe
bilden, die den Eisenlangstreckentransport in dit®& bewerkstelligen (Green und
Rogers, 2004; Rogers und Guerinot, 2002). Die Itidokdes Transporters At2g04050
in der Mutante konnte verschiedene Ursachen habkiglicherweise werden mehr
organische Molekule transportiert, die ebenfall$ d@m Eisentransport in Verbindung
stehen oder es findet ein erhdhter Transport vaisdben Metaboliten statt die durch

Stressreaktionen in der Mutante vermehrt produmiertien.

Die drei GeneCYP82C4, COBL&nNnd MLP3.17 sind in der3xbhlh Mutante bei —Fe
schwécher exprimiert als im WTlr die beiden Gen€YP82C4und MLP3.17 ist
bekannt, dass sie durch Eisenmangel induziert wef@elangelo und Guerinot, 2004;
Buckhout et al., 2009; Ivanov et al., 2011). FluidbeGene wurde mittels Mikroarray
Transkriptomanalyse in einer Publikation Uber die Mutante eine signifikant
schwachere Expression bei —Fe in der Mutante fs&lfe(Colangelo und Guerinot,
2004). CYP82C4odiert fur ein Cytochrom P450, von dem man anniptass es in die
frihe Eisenmangelantwort involviert ist und bei dfisiangelFIT abhangig induziert
wird, wobei die Expression zusatzlich einem tagésibangigen Rhythmus
unterworfen ist (Colangelo und Guerinot, 2004; Margt al., 2011). Das andere Gen
MLP3.17 ist ein Protein der Galaktose Oxidase/Kelch Famifiutmalllich mit der
Funktion des Eisentransports und der Vermittlunigbleter Toleranz gegen Metalle
(lIvanov et al., 2011)CYP82C4, MLP3.11ind COBLG6sind in der3xbhlhMutante bei —
Fe genau wie in defit Mutante bei —Fe schwécher exprimiert als im WT, dia
Regulation allerdings nur in ddit Mutante nicht aber in deBxbhlh Mutante auf
Eisenmangel zurtickgefiihrt werden kann, ist derundgliegende Defekt der auf beide
Mutanten zutrifft das Fehlen eines Heterokompleges FIT und bHLH39 bzw.
bHLH100 oder bHLH101. Daher ist es moglich, dags @eneCYP82C4, COBL@Nd
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MLP3.17 bei Eisenmangel durch einen Heterokomplexes ausuRtI bHLH39 bzw.
wenn existent bHLH100 oder bHLH101 positiv trangkdnell reguliert werden. Ein
Modell zu dieser Hypothese ist in Abb. 37 zu sehen.

Welche FunktionCYP82C4genau hat ist nicht bekaniteim Ausschalten des Gens in
der T-DNA Mutanteatc82c4-1koénnen allerdings bei ausreichender Eisenversgrgun
stets langere Wurzeln als im WT beobachtet wereeaas darauf hinweist, dass die
Abwesenheit vonCYP82C4in der Mutante permanenten Eisenmangel signalisier
(Murgia et al., 2011). Daher spielfYP82C4 moglicherweise eine Rolle in der
Generierung und Weiterleitung von Eisenmangelsgmah der Wurzel bis hin zu
Zielgenen die Einfluss auf die Wurzelmorphologiédra was ebenfalls flBHLH39aus
hier gezeigten Genexpressionsexperimenten wie delstark verkirzten Wurzeln der
BHLH39 Uberexpressionspflanzen vermutet werden kann (&5b.Abb. 26, Abb. 28
und Abb. 29). Die Induktion voR&YP82C4uber einen FIT/bHLH Heterokomplex bei
Eisenmangel, konnte dazu dienen den Eisenmangah@are Zielgene zu signalisieren,
die unter anderem zu morphologischen Veranderungenz.B. Wurzelwachstum zur
ErschlieBung neuer Nahrstoffvorkommen beitragens a der 3xbhlh Mutante bei
Eisenmangel &hnlich wi€YP82C4regulierte COBLG, spielt vielleicht ebenfalls eine
Rolle darin die Eisenversorgung der Pflanze duraradwachstum zu verbessern, da
die Funktionen von COBL6 zwar bisher unbekannt sindallerdings starke
Sequenzhomologien zCOBRA, einem zentralen Regulator der Zellexpansion in
Wurzeln, festgestellt wurden (Schindelman et 2002). COBRAcodiert mutmalflich
fur ein Glykosylphosphatidylinosit-(GPI)-Ankerpratemit der Funktion die Richtung
der Zellexpansion in Wurzelzellen zu regulieren (&oal., 2006). Die Induktion der
Transkription vonCYP82C4und COBLG6 durch einen FIT/bHLH Heterokomplex bei
Eisenmangel zum Wurzelwachstum héatte eine verg@®&iurzeloberflache und das
Erschlie3en neuer Substratbereiche zur Folge, wadddglichkeiten zur Eisenaufnahme

verbessert.
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Abb. 37: Modell zur wildtypischen Regulation von Gaen im Zusammenhang der Eisenhomdostase,
die in der 3xbhlh Mutante unterschiedlich zuein3/eill und dem WT exprimiert sind

Eisenmangel induziert die Transkription der bHLKRIbTranskriptionsfaktoren, voRlT und EIN3/EILL
EIN3/EIL1 interagiert mit FIT und beeinflusst desgeroteinstabilitat. Bei Eisenmangel wird Uber Ei€
IRTLundFRO2Transkription induziert. Nach Ergebnissen der M#rayexpressionsstudie in dxbhlh
Mutante induziert der Heterokomplex aus bHLH38 bakWl.H39 und FIT méglicherweiskILP3.17,
CYP82C4und COBLS6 bei Eisenmangel. AuBerdem scheinen die bHLH Ib¢an3kriptionsfaktoren
alleine bei Eisenmangel einen negativen Effektdi@iiGenexpression vdi3L12.12(At2g04050)
T15J14.6(At2g15020) undr2E22.34(At3g12320) zu haben, wahrend d&@N3/EIL1 Signalweg
wahrscheinlich antagonistische Effekte auf dieseedet.
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7.3 SA kann die Expression der Eisenaufnahmegene nicht
induzieren

Um zu klaren ob SA als internes Signal der Eisemgakmtwort fungiert, wurde
getestet, ob das Phytohormon SA die Gene der Rifsmdane UberOBP3 und
BHLH38/39 modulieren kann (Abb. 15). Da das systemisch wideeSA (Malamy et
al., 1990; Metraux et al., 1990) in vielen Prozasaés Antagonist der Jasmonsaure
agiert (Doherty et al.,, 1988; Pena-Cortes et &931 Doares et al., 1995) fir das in
dieser Arbeit ein reprimierender Effekt auf diedfiaufnahmegene gezeigt wurde (siehe
7.12 und Maurer et al., 2011), wurde Uberpruft,ddd Eisenmangelantwortgene bei
aulBerlicher Zugabe von SA verstarkt exprimiert ward Zuerst wurde in
Ubereinstimmung mit vorherigen Publikationen fiirs daestehende Anzuchtsystem
gezeigt, dass bei +Fe Bedingungen im WBP3 und BHLH38 (Abb. 15) durch SA
induziert werden (Kang und Singh, 2000; Kang et24)03). Allerdings war das Niveau
der Transkriptzunahme weit unter dem der Eisenniantystion, wobei die verwendete
SA Konzentration, gemessen an der Expression deM&RkergensR1, effektiv war.
Bei —Fe Bedingungen war eine signifikante SA abig:induktion nur noch fUOBP3
messbar, das selbst zusatzlich durch den Eiseninamigeiert wurde BHLH38 zeigte
beim gleichzeitigen Auftreten von Eisenmangelreid Salizylsdurebehandlung nur eine
unwesentlich hohere Expression als bei Eisenmaaligehe. Es ware moglich, dass SA
als mogliches Eisenmangelsignal eine vollstandigguktion vonBHLH38 nur unter
+Fe Bedingungen erzielen kann, da duf3erlich zugeilSA und systemisches SA sich
maoglicherweise nicht addieren und nur zu einem rabgh Expressionsmaximalwert
fuhren kénnen. Dem widerspricht allerdings die sativeBHLH38 Induktion bei +Fe
+SA. AuRerdem zeigelRlI T, FRO2undIRT1unabhéngig von der Eisenversorgung keine
signifikante Erhdhung der Expression durch die Zyaurebehandlung (Abb. 16) und
in Expressionsstudien mittels gqRT-PCR fur die SAo$ynthesemutantesid2
(Wildermuth et al., 2001), die SA AkkumulationsmtaNahG (Friedrich et al., 1995)
und die SA Signalwegmutanteprl (Pieterse und Van Loon, 2004) konnte bei -Fe
keinerlei Beeintrachtigung in der Eisenmangelantweobachtet werden. Offensichtlich
ist die Induktion der EisenmangelantwortgeRRO2 und IRT1, tUber BHLH38/39
zusammen mit FIT also nicht von der SA-Biosynthekss, SA-Akkumulation oder dem
SA-Signalweg UberNPR1 abhéngig. Die Eisenmangelantwort wird also auf

Transkriptlevel nicht von SA beeinflusst. Fasst nadle Beobachtungen zusammen,
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konnte nicht gezeigt werden, dass SA als Signapasitiven oder negativen Regulation
der Eisenmangelantwort dient. Da das systemisckewite Phytohormon SA also nicht
als internes Langstreckensignal der Eisenmangetahtitngiert, stellt sich die Frage
welche Funktion die SA vermittelte Induktion v@BP3undBHLH38/39bei +Fe in der
Pflanze hat. SA gehort zu den Phytohormonen, digvoBb in spezifischen
Abwehrreaktionen (Jane Glazebrook, 2005), als alshRegulatoren von abiotischen
Stressreaktionen eine Rolle spielen (Miura und QOB@0; Larkindale und Knight,
2002; Larkindale et al., 2005; Gunes et al., 20@&her ware es moglich, dass die
Expression von Genen der Eisenhomdostase mit derAlwehr bzw. Stressgenen
verknupft ist um die Eisenverteilung in der Pflander jeweiligen Stress oder
Abwehrbedingung anzupassen. Eine solche Beteiligierg bHLHs der Untergruppe
Ib(2) in der Reorganisation des Eisens bei bestenr@tress bzw. Abwehrreaktionen in
der Pflanze wurde in einer Transkriptomanalyse rsotht und wird im Abschnitt 7.4

detailliert diskutiert.

7.4 Transkriptomanalyse der 3xbhlh Mutante zeigt
veranderte Regulation von Seneszenz- und
Abwehrgenen des Salizylsaurenetzwerks

Mehrere Beobachtungen deuten darauf hin, dassHili¢ig der Untergruppe Ib(2) mit
dem Stress- und Pathogennetzwerk in Verbindungestebdass teilweise Uber das
Phytohormon Salizylsaure geregelt wird. Zum einad BHLH38undBHLH39bei +Fe
durch SA induzierbar (Kang und Singh, 2000; Kangakt 2003), ohne dass SA
allerdings die putativen Zielgemd&RO2undIRT1 auf Transkriptlevel positiv beeinflusst.
AulRerdem zeigt dixbhlh Mutante in der qRT-PCR Analyse wiederholt redueier
Expressionslevel des SA MarkergelAR1 bei Eisenmangel unter auf3erlicher Zugabe
von SA (Abb. 15). In der Mikroarray Expressionsgsal war dieser Effekt nicht
sichtbar, allerdings konnte bei —Fe eine reduzieR& Expression (Abb. 18, Gruppe Il
und Abb. 19, Gruppe Il) und eine signifikant redui® Expression des putativeiRl,
PR2 und PR5 KoaktivatorsWRKY70(Abb. 18, Gruppe Il und Abb. 19, Gruppe II)
festgestellt werden, der mutmallich teilweld@R1und salizylsaureabhangig induziert
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wird (Li et al, 2004). Daher besteht die Mdglichikedass SA, moglicherweise tber
OBP3als transkriptionellen AktivatoBHLH38 undBHLH39 induziert und diese direkt
oder indirekt Einfluss auf die Transkriptionsredida von WRKY70, PRIund PR5
haben (Abb. 38). Der Ausgangspunkt dieser SA-abganghypothetischen Signalkette
ist mutmafllich OBP3. Das SA induzierbare OBP3 gehtirden Dof (DNA binding
with one finger) Proteinen die eine Zinkfinger DNB\Mdedomaéane besitzen (Kang und
Singh, 2000). Mit dieser kann OBP3 sequenzspehifiao das OBP-Bindemotif
(A/T)AAAG bzw. CTTT(T/A) in Promotorregionen bindemnd lber eine C-terminale
Aktivierungsdomane die Transkription aktivieren (ga und Singh, 2000), sie
ermdglicht aber auch Protein-Protein Interaktion@fanagisawa, 2004). Da die
Expressionslevel voBHLH38 und BHLH39 in OBP3 KO Linien reduziert sind und
mittels eines induzierbare®@BP3 Promotorsystems gezeigt werden konnte, dass die
OBP3 Expression dem Anstieg deBHLH3839 Expression vorrausgeht, wird
angenommen, da€3BP3als positiver Regulator der beiden Gene fungi€ang et al.,
2003). Moglicherweise lauft die transkriptionelle&ktAierung von BHLH38/39 dabei
Uber das OBP-Bindemotif ab, da es in den Promotbeider Gene jeweils zehnmal
auftritt und damit Gberdurchschnittlich haufig vetéen ist (Kang et al., 2003).

Die signifikant reduzierte Expression VWRKY70, PRLindPR5in der3xbhlhMutante
koénnte also auf das Fehlen der bHLHSs in der Sigrtdkzur Induktion der Transkription
dieser Gene oder deren Aktivatoren zurlckzufliiheem &€ines der moglichen Zielgene,
WRKY70Q ist ein WRKY Transkriptionsfaktor der mit Pathogéwehr und
Blattseneszenz in Verbindung gebracht wird. Blatseenz ist der letzte Reifungsschritt
des Pflanzenorgans, der durch Choloroplasten-, efdrot Lipid, Nahrstoff und
Nukleinsaureabbau begleitet wird (Gepstein, 2004iriqo et al., 2000). Im Zug dieser
Reifung werden in verschiedenen Stufen speziellessmenzassoziierte Gene (SAG)
exprimiert (Oh et al., 1997; Yoshida et al., 200Rj)e Kontrolle dieser Prozesse wird
von inneren und aul3eren Faktoren gepréagt, wobei\gglzahl von Phytohormonen ein
Netzwerk zur Regulation bilden (Gepstein, 2004)erHiberschneiden sich Seneszenz
und Pathogenabwehrnetzwerk (Grbic und Bleecker5;1D@ et al., 2002; Morris et al.,
2000). Die drei Phytohormone SA-, JA- und ET simawvehl Teil spezifischer
Abwehrreaktionen (Glazebrook, 2005) als auch Réguda der Blattseneszenz
(Buchanan-Wollaston et al., 2005; Morris et al.Q@0 Eine Induktion der Abwehrgene
PR1, PR2, PRBNndPDF1.2wéahrend der Blattseneszenz (Hanfrey et al., 1Bi@cet al.,

2002; Morris et al., 2000; Quirino et al., 2000) umter dem Namen altersvermittelte
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Resistenz bekannt (Kus et al., 2002) und konntesiplogisch den Sinn haben das
strukturell geschwéchte Blatt bis zum Abschluss Bessourcenriickgewinnung vor
Pathogenen zu schitzen. Da Seneszenz und Pathegémalyerbindungspunkte
aufzeigen, wurde von Zhang et al. in der Publikatron 2010 untersucht JWRKY70
Abwehrgene induziert. Dazu wurde in der snc2-1D ddte (suppressor of nprl-1,
constitutive 2), die Abwehrgene konstitutiv expremj eineWRKY 70loss of function
Mutation hervorgerufen, die zur Unterbrechung dendtitutiven Expression fiuhrte.
Dem entgegen stehen die Ergebnisse von Ulker 20@ll die zeigen dass WRKY70 als
Repressor von SA-abhéngig regulierten Genen Ril, PR2und PR3 fungiert.
Insgesamt ist also die Art der Verbindung zwischeR Genen undWRKY70
unzureichend bekannt, allerdings zeigt sich dduti@n Zusammenhang zwischen
beiden Gruppen.

Klar ist, dass di&VRKY70Expression nicht nur von SA selbst, sondern aatWéise
von der SA Signalweiterleitung UbBRIPR1abhangig ist (Ulker et al., 2007), ahnlich wie
auch PR1 und PR5 (Glazebrook et al., 2003), da in deprl Mutante dieWRKY70
Expression stark reduziert ist, wahrend in NahGari2fén keine messbal&/RKY70
Expression mehr stattfindet (Ulker et al., 2007phBr erklart sich auch, dass eine
differentielle Expression voWRKY70und PR5in der3xbhlhnur unter —Fe festgestellt
werden konnte, wenn nur der Signalweg Uber dieefelén bHLHs die beiden Gene
aktivieren kann, wéahrend bei —Fe +SA zusatzlicte eMativierung Uber SA untNPR1
maoglich ist (Abb. 38). Da die anderen beiden mutimb&n Zielgene voWRKY70PR2
und PR3,in der3xbhlhnicht betroffen sind, lauft deren Regulation vetlioh zusatzlich
noch Gber andere Faktoren ab

Uber die Funktion der 4 bHLHs der Untergruppe Ib(2)liesem Teil des SA Netzwerks
ist nichts bekannt. Zusammenhéange zwischen Eisetbstase und Blattseneszenz
waren allerdings bereits dadurch gezeigt worderss dsich die Expression der
FERRITIN1 Transkripte wahrend der Blattseneszearkserhdht, moglicherweise um
freiwerdendes Eisen zu binden. Murgia et al. kommtann 2007 zeigen, dass Mutanten
des Eisenspeicherproteins FER1 tatséchlich einensentiich schnelleren
Blattseneszenzverlauf zeigen, als der WT. Physiethgkénnte es fur die Pflanze
notwendig sein die Expression von Genen der Eisebbstase mit der von
Abwehrgenen zu verknipfen. Einerseits muss namilaR geschwachte Blatt vor
Pathogenen geschitzt werden, andererseits stelm das Blattseneszenz freiwerdende

Eisen wieder anderweitig zur Verflgung und mussgraud seiner enormen
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Wichtigkeit, aber auch Toxizitat fur die Pflanzef3&rst reguliert zu neuen Bedarfsorten
transportiert werden. Eine solche Reorganisatiors dgsenpools bedarf vieler
Regulationsmechanismen. Mdglicherweise spielenbitieHs der Untergruppe 1b(2)
aufgrund ihrer eisenabhéngigen Regulation eine eRals Knotenpunkte zwischen
Seneszenz und Eisenumverteilung. Obwohl3bhlhPhanotyp auch in jungen Blattern
auftritt, konnte eine Deregulation der Eisennewaikmg aus Blattern ein Grund fir die
starke Chlorose der Mutante bei Eisenmangel seithdim bereits beschriebene (siehe
auch 7.2) signifikante Induktion des potentiellelsetransporter der MATE Familie
(At2g04050) konnte Teil einer solchen deregulierlBsenneuverteilung sein. In WT
Pflanzen erreicht Eisen adulte Blatter Uber dasiXylsich entwickelnde junge Blatter
werden allerdings aufgrund des noch nicht vollsgiraisgebildeten Xylems tUber das
Phloem mit Eisen versorgt (Curie et al., 2009)sémeszierenden Blattern wird dieser
Vorgang umgekehrt und Eisen wird remobilisiert undden Bedarfsorten in anderen
Blattern oder Geweben transportiert. Dazu missenCdiwebe an denen das Element
bendtigt wird Uber ein bisher unbekanntes Signaeaeigt werden und eine
transkriptionelle Aktivierung von Genen zur Fremetg, Chelatierung, Transport und
Speicherung muss erfolgen, um zu gewahrleisters 8&sen den Bedarfsort erreicht
ohne die Pflanze zu schadigen. Gleichzeitig iserésrderlich dass die seneszierenden
Zellen so lange wie mdglich lebensfahig bleiben,aimen maoglichst kompletten Abbau
aller Ressourcen zu ermdglichen. Ein moglicher Knptnkt zwischen
transkriptioneller ~ Regulation von eisenabhangig ulegen Genen und
abwehrspezifischen Genen konnten die bHLH 1b(2)eGsn.

Eine &hnliche Funktion hat moglicherweise der Tkapsonsfaktor RAP 2.9 auch
bekannt als DEAR5 (DREB und EAR Motif Protein; DREHBEHYDRATION-
RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN, EAR= ETHYLENE BSPONSE
FACTOR-ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION), der irerd3xbhlh Mutante
bei —Fe eine signifikant schwachere ExpressionimldVT zeigt und in der Mutante
durch SA induziert wird (Abb. 19, Gruppe Il). UbBEARS ist bisher zwar wenig
bekannt, das Protein besitzt allerdings 42,9 % &exjdentitat zu DEAR1 einem
weiteren Vertreter dieser Transkriptionsfaktorufatenilie (Tsutsui et al., 2009), so dass
ahnliche Funktionen mdglicherweise auch fir DEARBwitet werden kénnen. DEARS
wird wie auch DEARL in Arabidopsis thalianaunter Befall mit dem bakteriellen
BlattpathogerPseudomonas syringae pv. tom&@€3000 verstarkt exprimiert (Tsutsui
et al., 2009). DEAR1 scheint an der Regulation Klestenpunkts zwischen biotischen
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und abiotischen Stressantworten beteiligt (Tsugswal., 2009). DEAR1 wird nicht nur
unter Pathogenbefall sondern auch unter Kaltestresgrimiert und in
Uberexpressionslinien findet eine SA Akkumulatiomdueine konstitutive Expression
der Abwehrgen®R1, PRAIndPR3statt (Tsutsui et al., 2009). Nimmt man hypotlottis
ahnliche Funktionen fir DEARS an kdnnte seine $ikgmt reduzierte Expression und
die vonPR1und PR5in der3xbhlhMutante moglicherweise auf das Fehlen der bHLHs
zur Induktion der Transkription von DEAR5 oder dmssAktivatoren bei —Fe
zurtckzufiahren sein.

Eine Verknupfung der Regulation von Eisenhomdostard Pathogenabwehrgenen ist
fur Pflanzen sinnvoll, da Eisen auch fur die Vermely von pathogenen
Mikroorganismen sowohl ein limitierender Faktor, @s auch toxische Wirkung besitzt
und es daher fur Pflanzen zur Abwehr von Pathogesienvoll sein kann Eisen
umzuverteilen. Monokotyledonen, die durch pathogePid&ze befallen werden,
transportieren Eisen beispielsweise in den Apoptasim intra- und extrazellulare
Abwehrmechanismen in Gang zu setzen (Liu et aD7R0Das stark reaktive Eisen(lll)
fuhrt in unchelatierter Form im Apoplasten zur Bitd) von HO,, wahrend in der Zelle
durch den nun herrschenden Eisenmangel Abwehrgansktibiert werden. Durch die
Eisenneuverteilung werden so auf zwei Ebenen Abwebhanismen in Gang gesetzt.
Fasst man die Ergebnisse zusammen konnte die RelebHLHs sowohl in der
Seneszenz, als auch in der Pathogenabwehr in deg&tesation des Eisenpools liegen,
der in beiden Fallen starken Umstrukturierungerenmwrfen ist und aufgrund der hohen
Reaktivitatt des Elements einer starken Regulatioedaf. Dass bHLH
Transkriptionsfaktoren Funktionen in der Regulatider Eisenmobilisierung von
Arabidopsis thalianabesitzen ist seit der Erforschung von POPEYE (PlW&Rannt.
Interessanterweise ist PYE nBHLH39 und BHLH101 koreguliert (Long et al., 2010).
Die korrespondierende Mutantgye-) hat zudem groRe Ahnlichkeit zuBxbhlh
Mutante, die ebenfalls nur dann eine starkere ©borals der WT zeigt, wenn der
Eisenmangel mindestens 7 Tage anhalt (Long e2@l0). Zudem ist die Expression
von BHLH39 und BHLH101 in der pye-1 Mutante, unabhangig von der
Eisenversorgung, signifikant induziert (Long et 2D10). Das konnte darauf hindeuten,
dassPYE BHLH39 und BHLH101 negativ reguliert. Ein solcher Mechanismus kénnte
zusammen mit dem antagonistisch wirkenden BTS dgenmobilisierung durch
BHLH39 und BHLH101 regulieren. Da bHLH Transkriptionsfaktoren durchrei
Fahigkeit zur Dimerisierung mit verschiedenen Bimgpartnern unterschiedliche
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Zielgene ansteuern kdénnen ware es maglich, daskb@gbHLHs zusammen mRYE
undBTSin Eisentransport und Mobilisierung eine Rollectgn.

Stressfaktoren / ﬂ
Entwicklungssignale

SA —— 0OBP3 —— Ib(2) BHLHs

-
NPR1 WRKY70
b
PR1 PR5

Abb. 38: Modell zur Regulation von Genen der altergermittelten Seneszenz und Pathogenabwehr
durch SA und die Ib(2) bHLHs

Stressfaktoren und Entwicklungssignale fiihren zktivierung von Seneszenzgenen durch die
Phytohormone ET, SA und JA. Durch SA werden dieeseenzassoziierter GeWRKY70, PRowie
das Abwehrge®R5induziert. WRKY70st sowohINPR1als auch SA abhangig, wahreRR1undPR5
von NPR1undWRKY70abhangig zu sein scheinen. Durch SA kann eber@@RB3aktiviert werden, das
ein positiver Regulator voBHLH38 undBHLH39ist. Alle vier 1b(2) bHLHs sind eisenmangelindubar
und scheinen unter EisenmanyéRKY7Qzu induzieren.
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7.5 Das Transkriptom der 3xbhlh Mutante zeigt die
grof3te Anzahl differentiell regulierter Gene bei
Eisenmangel

Der Vergleich der in der Mutante differentiell réigaien Gene, die einerseits durch SA
oder durch —Fe oder beide Reize beeinflusst werziEgt mit 12% zu 74% aller Gene
des Vergleichs ein deutliches Ubergewicht fiir diect Eisenmangel regulierten Gene
gegenuber den SA regulierten Genen (Abb. 21 A)s&ieErgebnis deutet darauf hin,
dass das Transkriptom von WT urgkbhlh Mutante unter —Fe +SA Behandlung
wesentlich geringere Unterschiede aufweist, alsHm@nmangel alleine. Zieht man nun
noch in Betracht, dass 14% dieser Gene durch bRmlee beeinflusst werden, ist
ersichtlich, dass die bHLHs in beiden Netzwerketivagind, bei Eisenmangel alleine
aber mehr Gene von der Regulation der Transkriptadttoren abhangig zu sein
scheinen.
Die Gene der Schnittmenge zeigen zwei klar umrss@muppen, die sich nicht
Uberschneiden: Die Gene die bei —Fe in der Mutaadlwvacher exprimiert sind als im
WT (graugrin markiert) zeigen auch bei —Fe +SA &t Mutante eine schwachere
Expression als im WT (rot markiert), wahrend allen& die bei —Fe in der Mutante
starker exprimiert sind als im WT (pink markiertich bei —Fe +SA in der Mutante eine
starkere Expression als im WT (grau markiert) zeiggbb. 21 C). Das lasst darauf
schliel3en, dass die Deregulation dieser 20 Gendaaufehlen der bHLHs zurlckgeht,
ohne dass die SA Behandlung Einfluss darauf nimmt.
Die sowohl bei -Fe als auch bei —Fe +SA in deraviteé hochregulierte Gruppe umfasst
8 Gene (pink markiert). Fur die vier Gene AT5G532803G28570, AT5G52940 und
AT2G03230 ist die Funktion bisher nicht bekannt. 3&b6700 kodiert fir FARG6
(FATTY ACYL-COA REDUCTASES®) ein Enzym das die Bildg von Fettalkoholen in
Chloroplasten katalysiert (Doan et al., 20Lhyl auch durch mechanische Verwundung
der Pflanze aktiviert wird (Gupta et al., 2011). 1&332900 kodiert fur eine UDP-
Glykosyltransferase, die fur den Amyloseanteil 8&irke verantwortlich ist (Lohmeier-
Vogel et al., 2008). AT2G41280 kodiert flr ein LEAnliches Protein von dem man
annimmt, dass es Trockentoleranz vermittelt (Rayadl., 1999). Das letzte Gen der
Gruppe, die in der Mutante starker exprimiert wara@¢s im WT ist AT2G41250. Es
handelt sich um eine mitochondrielle Halosaure-Dejenase-ahnliche Hydrolase
(HAD) die Dephosphorylierungen katalysiert. Intesas ist das dieses Gen mit einem
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Abstand von 1339 bp auf Chromosom 2 direkt neBeibH100 (AT2G41250) liegt.
Verschiedene Moglichkeiten sind denkbar die didderstand erklaren: Zum einen ware
es madglich, dass die bHLHs im WT dieses Gen repnen. Eine weitere Mdglichkeit
ware, dass die T-DNA Insertion deBHLH100 in der 3xbhlh Mutante die
Transkriptionshaufigkeit des Gens mitbeeinflusst.

Die Gruppe der Analyse, die bei —Fe in der Mutaatevacher exprimiert ist als im WT
und bei —Fe +SA im WT im Vergleich zur Mutante efladle starker exprimiert wird,
enthalt unter anderem die Ge@®BL6, CYP82C4, BHLH39nd At3921460, das fir ein
Glutaredoxin kodiert und AT1G52120, das fur ein n@sebindendes Lektine (MBL)
kodiert. COBL6und CYP82C4werden mit der Eisenhomoostase in Verbindung géibra
und beeinflussen sie wahrscheinlich positiv (siaheh 7.2). DiecCOBL6und CYP82C4
Expression kénnte wie beschrieben bei Eisenmarayekinem Heterokomplexe aus FIT
und den bHLHs positiv transkriptionell reguliertnglen und ist daher in der Mutante bei
—Fe schwacher als im WT. Die starkere Expressiesalibeiden Gene bei —Fe +SA im
WT im Vergleich zur Mutante ist daher wohl eberdaliuf das Fehlen der bHLHs
zurtckzufihren und wird auch durch die SA Behangllaicht beeinflusst. Die 1b(2)
bHLHSs regulieren also wahrscheinlich gemeinsamFfiitbei Eisenmangel di€EOBL6
und CYP82C4Expression und das Phytohormon SA hat auf die Rega keinen
Einfluss. Die Anwesenheit vorBHLH39 in dieser Schnittmenge bestatigt das
Ausschalten des Gens in der Mutante, das unabhawgig der SA Behandlung
inaktiviert ist. WarumBHLH100 bei dieser Messung im WT schwach exprimiert war
und dadurch nicht in die Liste der bei —Fe +SAatdhtiell regulierten Gene gelangt ist,
ist nicht vollstandig klar. Bei Genexpressionsstndmittels gRT-PCR unter —Fe +SA
Bedingungen im Vorfeld waBHLH100 im WT immer starker exprimiert als in der
3xbhlhMutante (Daten nicht dargestellt).

SA veréandert nicht die Vorzeichen der Deregulatien beiden Gene At3g21460 und
AT1G52120. Allgemein sind mannosebindende Lektiree AT 1G52120 wichtig fur die
Signalgenerierung bei einem Pathogenangriff, desgezielle Kohlenhydratmuster auf
der Pathogenoberflache erkennénS. Hwang und Hwang, 2011). Das Stilllegen des
mannosebindenden Lektifd&aMBL1 in PaprikapflanzenGapsicum annuujmfiihrt zu
erhohter Anfélligkeit gegen Pathogene und niedegeKonzentration reaktiver
Sauerstoffspezies im Gewebe, sowie geringerer Skuikilation und Expression SA-
abhangiger Gene (I. S. Hwang und Hwang, 2011). Bignifikant schwéachere

Expression in der Mutante unter beiden Bedingung@amte auch in Arabidopsis die
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niedrigeren Genexpressionswerte von Pathogenabamipdnenten hervorrufen. Solche
waren mitWRKY 70, PRundPR5bereits als differentiell regulierte Gene in deuntihte
identifiziert worden und zeigen auch einen Zusanmag mit der Blattseneszenz (siehe
7.4). Das unter beiden Bedingungen in der Mutaokavacher exprimierte At3g21460
kodiert fur ein Glutaredoxin, die sowohl als Antidantien dienen (Rouhier et al., 2006),
aber auch Eisen-Schwefel-Komplexe binden und zuspeethenden Enzymen
transportieren konnen (Rouhier et al., 2008). DeBthfir dieses Gen besteht aufgrund
der Eisen-Schwefel-Komplexe theoretisch eine Velbng zur Eisenhomoostase,
allerdings sind speziell fur dieses Glutaredoxim&agenauen Funktionen bekannt.
Diese Analyse zeigt, dass die hier besprochenene Gegulatorisch unterhalb der
bHLHs angesiedelt sind und auch durch SA Behandamgrheinend keine anderen
Regulatoren aktiv werden, die die TranskriptionsdieGene in deBxbhlhgrundlegend
verandert. Offensichtlich handelt es sich um Ziegem bHLH Ib(2) Netzwerk, die
direkt abhangig von der Regulation dieser Transikmsfaktoren sind. Eine solche
Regulation ist fur die Gen€OBLG§ CYP82C4und das Glutaredoxin At3g21460
aufgrund ihrer vermuteten Rolle in der Eisenhomémestdenkbar. Ebenso ist die
Regulation des mannosebindende Lektins AT1G52126hddie bHLHs aufgrund der
bereits aufgezeigten Verbindung zwischen der Emerdiostase und dem Abwehr- bzw.

Seneszenznetzwerk wahrscheinlich.

7.6 Regulation der Gruppen | — IV durch SA und die vier
bHLHs der Untergruppe 1b(2)

Der Vergleich der Vennanalysen (Abb. 20) der durSA unter Eisenmangel
induzierbaren Gene in WT (WT —Fe 8gbhlh—Fen WT —Fe gg WT —Fe +SA, siehe
Abb. 18) und3xbhlh Mutante (WT —Fe g@xbhlh—-Fe N 3xbhlh-Fe gg 3xbhlh—Fe
+SA, siehe Abb. 19) ermdglicht die Aufstellung ein®lodells zur Regulation der
differentiell regulierten Gene in den Gruppen Idurch SA und die bHLHs im WT ().
AulRerdem lassen die Gene, die nicht in dieser 8atemge, sondern nur in d8kbhlh
Analyse vorhanden sind, Ruckschlisse auf weiterenkttan der bHLH
Transkriptionsfaktoren zu, da diese Gene bei —F&/imanders reguliert sind als in der
Mutante und nur in deBxbhlh Mutante nicht aber im WT durch SA reguliert werden
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Betrachtet man nun die einzelnen Gruppen3sehlhund WT Analyse scheinen Gruppe
| und Il durch bHLHs und SA gegensatzlich regulmr werden. Die Gene der Gruppe |
scheinen durch SA reprimiert zu werden, wahrendbtiéHs mdglicherweise positiv
auf deren Transkription wirken, da die Expressiander 3xbhlh Mutante bei —Fe
schwacher ist als im WT (graugriin markiert). Dien&ealer Gruppe 1l scheinen eher
durch die bHLHs reprimiert zu werden, da ihre Espren in der Mutante bei —Fe im
Vergleich zum WT zunimmt, wahrend SA positiv aué dienexpression wirkt. Gruppe
Il scheint von SA und den bHLHSs induziert zu werddsa die Expression in der Mutante
bei —Fe herunter reguliert ist und bei +SA im Wheeverstarkte Expression stattfindet.
Die Gene der Gruppe IV werden wahrscheinlich vonusd den bHLHs reprimiert, da
in der Mutante eine verstarkte Expression diesaereGei —Fe gemessen wurde und im
WT eine Induktion bei Behandlung mit SA stattfindte bHLH Transkriptionsfaktoren
selbst werden durch Eisenmangel induziert (Warg.e007; Vorwieger et al., 2007)
wahrend der SA Signalweg durch abiotische und dsb# Stressfaktoren angeschaltet
wird (Miura und Ohta, 2010; Larkindale und Knigl2002; Larkindale et al., 2005;
Gunes et al., 2007; Dong, 1998; Leon-Reyes e28l0; Spoel et al., 2003; Pieterse,
Leon-Reyes, Van der Ent und Van Wees, 2009).

Die Gene des Venn Diagramms fur dgbhlh Mutante 8xbhlh —Fe gg WT —Fen
3xbhlh—Fe gg3xbhlh—Fe +SA, siehe Abb. 19), die nicht in der WT Asaly{(Abb. 18)
vorhanden sind reprasentieren Gene, die nur inMigiante SA-abhangig reguliert
werden. Aufgrund der zum WT unterschiedlichen Ragmh werden diese Gene
teilweise anders reguliert als die im WT Modeltgrgestellten Gruppen. Daher kdnnen
diese Expressionsmuster sehr wahrscheinlich aufdaken der bHLHs zurlckgefihrt
werden. Diese Gene sind in Abb. 19 schwarz besehniind werden hier detailliert
diskutiert. Die Gruppen | und Il enthalten nur &g in der WT Analyse (Abb. 18)
vorhandene Gene. Nur die Gruppen Il und IV entha&ene, die nicht bereits in der
WT Analyse vorhanden waren.

Die Gruppe schwarz markiert&xbhlhspezifischer Gene ausdhthélt die beiden Gene
AV562266 und AT1G28190 mit unbekannter Funktion, sowohl wden bereits
diskutierten Transkriptionsfaktor DEARS (AT4G06746)
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Eisenmangel

Gene Gruppe | |«

N
B . v

Gene Gruppe I

v
&

Gene Gruppe Il

Gene Gruppe IV |

Abb. 39: Modell zur Regulation der Gene aus Venndigrammgruppen durch SA und die 1b(2)
bHLHs im WT

Das Modell zeigt die wildtypische Regulation deden beiden Venn Analysen WT —Fe3ydbhlh—Fen
WT —Fe gg WT —Fe +SA und WT —Fe 8gbhlh—Fen 3xbhlh—Fe gg3xbhlh—Fe +SA gleichzeitig
vorhandenen Genen, eingeteilt in die Gruppen B Gene der Gruppen | und 1V werden bei SA
induzierenden Stressreaktionen durch SA im WT neiprt, die Gruppen Il und Il werden aktiviert. Die
Gene der Gruppen Il und IV werden bei Eisenmardgeth die 1b(2) bHLHs im WT reprimiert, die

Gruppen | und Il werden aktiviert.

Die Gruppe schwarz markierte8xbhlh spezifischer Gene aus I¥nfasst 14 Gene, im
Folgenden wird nur auf diejenigen Gene eingegantignderen Funktion zumindest
Hinweise bestehen. Die Ergebnisse deuten daraufdaiss die bHLHs oder Zielgene
unterhalb der bHLHs flr diese Gruppe bei —Fe atmtiee Regulatoren dienen ebenso
wie SA bei Eisenmangel negativ auf die Genexpressier Gruppe IV Gene in der
3xbhlhMutante wirkt.

Das erste Gen der Gruppe IWT2G46800kodiert fir den vakuolaren ZiAKH"
Antiporter METAL TOLERANCE PROTEIN 1 (MTP1) der CDECation Diffusion
Facilitator) Familie. Der Transporter ist in siokilénden und expandierenden Zellen
lokalisiert und wird dort konstitutiv exprimiert. MP1 transportiert Zn in Vakuolen und
vermittelt Zn Toleranz (Kobae et al., 2004; DesbessFonrouge et al., 2005). Da die
Homoostase von Metallionen wie Zn und Fe sich gegéig beeinflussen, ist eine
verstarkte Expression des Zn Transporters MTP Hbeiin deBxbhlhMutante auch zur
die Untersuchung der Eisenhomgostase interessamt.ethen kann Zn bei Eisenmangel
vermehrt in die Pflanze aufgenommen werden, wenmeeigbar ist, da IRT1 zwar

durch die Eisenverfugbarkeit reguliert wird, abewncta andere zweiwertige
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Metallkationen wie Zfi" transportieren kann (Korshunova et al., 1999).&kd&m ist Zn
wie auch Fe ein essentielles Element, das in zerm&tonzentrationen toxisch wirken
kann, daher sind auch hier Proteine zur Biosynthese Metallchelatoren wie die
Nikotianaminsynthasen (NAS) und Transporter fir aflehelatkomplexe wie der
MATE Transporter FRD3 zur Aufrechterhaltung der Hmstase notwendig (Assuncéo,
Schat, & Aarts, 2010). Die erhéhten Transkriptzahdes Zn Transporters MTP1 bei —
Fe in der3xbhlhMutante deuten wahrscheinlich nicht auf eine etda@mn Aufnahme in
die Pflanze hin, da MTP1 konstitutiv unabh&ngig vdmLevel exprimiert wird (Kobae
et al., 2004; Desbrosses-Fonrouge et al., 2005glmé@hr kdnnten gemeinsame
Regulatoren der Fe und Zn Homoostase durch dagrreler bHLHs gestort sein. Dass
Regulatoren existieren, die mit beiden Homo6ostasenetzt sind ist mdglich, da auch
der Import in die Wurzel durch Transporter wie IRifitht streng selektiv stattfindet
(Korshunova et al., 1999).

Das nachste GeAT2G01520kodiert fir ein cis-zimtsdureabhangiges Gen das zu
Klasse der MLP (Major Latex Protein Like) Proteigehdrt. Man vermutet, dass das
Gen eine Rolle in der Verzdgerung der Bllutezeit undvegetativen Wachstum spielt
(D. Guo et al., 2011).

Das GenAT1G02820(Abb. 19) kodiert fur ein Protein der LEA3 (Late Bryogenesis
Abundant) Familie. LEA Proteine reagieren auf abadte Stressfaktoren wie Kalte,
Hitze, Salz, osmotischer Stress, Trockenheit undadiver Stress (Mowla et al., 2006).
Das GernLEA3wird in der Mutante bei —Fe im Vergleich zum WT hochiteggtiund ist
aber in der Mutante bei —Fe +SA im Vergleich zu -Beéglingungen wieder schwacher
exprimiert. Eine Hypothese waére, dass Uber das LHAtein durch Fehlen einer
negativen Regulation durch die 1b(2) Transkriptiakioren oder deren Zielgene eine
Stressantwort generiert wird, die die Transkriptioei —Fe induziert. Eine solche
Induktion kann scheinbar unter Salizylsaureeinfloisht ablaufen. Als Repressoren im
SA Weg agieren z.B. Proteine der NIMIN (NIM1-INTERTING1), TGA und WRKY
Familien (Lu, 2009). Da z.B. f0WNRKY70die Mikroarrayergebnisse in dieser Arbeit auf
eine Deregulation in deBxbhlh Mutante bei —Fe, allerdings nicht bei —Fe +SA
hinweisen, ware dieses Gen als Mitglied der WRKYnHia ein mdglicher Regulator
solcher Zielgene, der in der Mutante bei —Fe tigéc anders exprimiert wird und
damit auch bei -Fe die Transkription von Genenlvit&3 beeinflussen kdnnte.

Uber die nachsten beiden Gene, die von ihrer Sequsehr ahnlichen S-
Adenosylmethionin-abhéangigen-Methyltransferas@tbg37970 und At5g37990, ist

- 148 -



Diskussion

bisher wenig bekannt. Allgemein synthetisieren S#abkylmethionin-abhangige-
Methyltransferasen beispielsweise Methylsalizylaurch den Transfer einer
Methylgruppe von S-Adenosylmethionin zur Carboxygrel des Salizylats. In vielen
Publikationen wird berichtet, dass Methylsalizydds flichtiger Stoff als Antwort auf
diverse biotische und abiotische Stresssituaticiiteer die Blatter emittiert wird und
beispielsweise dazu dient in benachbarten PflaBZeabhangige Abwehrreaktionen zu
induzieren oder potentielle Bestauber anzulockehe(Cet al., 2003). Die erhdhte
Expression beider Gene in der Mutante kdnnte alsvért auf den Eisenmangel oder
andere damit zusammenhangende Stressfaktoren @ektemmen und im WT durch die
bHLHs speziell in Blattern reprimiert werden. Da eabdie Funktion dieser
Adenosylmethionin-abhéangigen-Methyltransferasemtniiekannt ist, kann dartber nur
spekuliert werden.

Uber die Funktion der Geneé\t1g55960 und Atlg77100 gibt es bisher kaum
ErkenntnisseAt1g55960ist vermutlich stressinduzierbar, wird in der Lipbomutante
Attil herunter reguliert (Charron et al. , 2008b) undritérdaher mit oxidativem Stress
in Verbindung gebracht werden, da Lipocaline im [&kgidlumen gegen reaktive
Sauerstoffspezies wirken (Levesque-Tremblay et28l09). Atlg77100kodiert fir ein
Protein der Peroxidasefamilie, die als Antioxidentwirken, genaue Funktionen sind
allerdings nicht bekannt (Guo et al., 2012). Auch Heiden Genét5g38000 und
At5g37940reagieren auf oxidativen Stress und gehdren zomilleader zinkbindenden
Dehydrogenasen, auch hier fehlen weitere Hinwd&sadifchuk et al., 1995).

Das Gen At3g02380 kodiert fir COL2 (CONSTANS LIKE2) ein Homolog des
Regulators des BliutezeitpunkBONSTANS (CO). CO ist ein Zinkfingerprotein mit
Transkriptionsfaktoraktivitat (Ruckle et al., 201hanna et al., 2009), das vermutlich
von der inneren Uhr der Pflanze beeinflusst wird dadurch eine Verbindung zwischen
innerer Uhr und Regulation der Blutephase hers(Bllickle et al., 2012)COL2 hat
vermutlich ahnliche Funktionen wigO. Fir COL2 konnte eine Koexpression mit dem
nachsten Gen der Schnittmem@&A1(CYTOKININ-RESPONSIVE GATA FACTOR 1
gezeigt werden (Manfield et al., 2007). CGAL1 ist eirkadian reguliertes Mitglied der
GATA Zinkfingertranskriptionsfaktoren (Manfield at., 2007) und moduliert seinerseits
die Expression von Genen der Chlorophyllbiosyntiékedson et al., 2011). Die in der
3xbhlh Mutante differentiell exprimierten Gene im Zusanmim@ng der inneren Uhr
werden in Abschnitt 7.7 diskutiert.

- 149 -



Diskussion

Die Gene der Gruppe II, die nur in d@&xbhlh Analyse vorkommen, werden
wahrscheinlich im WT bei —Fe Uber die bHLHs induzien der Mutante findet
allerdings nur eine Induktion unter —Fe +SA stiese Induktion kann scheinbar nicht
ablaufen, wenn, wie im WT, alle bHLHs intakt sirdas heif3t diese Gene werden
moglicherweise in  der Mutante durch einen  saliaylsdbhéngigen
Transkriptionsaktivator beeinflusst, der im WT b&e +SA durch die bHLHs reprimiert
wird. Eine solche Regulation verleiht fur diese @@ dem —Fe Signal Vorrang vor dem
SA Signal und wurde dazu fluhren dass bei +Fe Ubkzyfat moglicherweise ebenfalls
eine Aktivierung dieser drei Gene moglich ist. \ealht ist diese Regulation auch vom
Wechselspiel weiterer Phytohormone abhangig, &mnkde bei der SA-JA-ET
abhangigen Regulation bestimmter Pathogenabwehioeak (Koornneef und Pieterse,
2008; Spoel und Dong, 2008; Leon-Reyes et al., ROPBysiologisch kdnnen solche
Netzwerke ein anpassungsfahiges System schaffes, dla Pflanze befahigt effizient
auf wechselnde Bedingungen zu reagieren. Wie gelieae Prozesse ablaufen kann
allerdings aufgrund der unklaren Genfunktionen naicht beantwortet werden.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die bHLHs$ ddelgene unterhalb der bHLHs
im WT fur die Gruppe IV bei —Fe als negative Retprien dienen, ebenso wie SA in der
3xbhlh negativ auf die Genexpression der Gruppe IV Geinkt.vDass viele der Gene,
wie AT1G02820, Atl1g55960, Atlg77100, At5g3800Qund At5g37940, die mit
oxidativem Stress in Verbindung gebracht werdem, Bigenmangel tber die bHLHs
reprimiert werden erscheint sinnvoll, da zumindes® Verhinderung von Eisen
induzierten oxidativen Schéaden bei Eisenmangel tzaregig ist. Auch Uber SA findet
eine Repression der Gruppe IV Gene statt, die eld@wien WT aufgrund der ohnehin
vorhandenen Repression durch die bHLHs nicht messbader nur in der Mutante
vorliegt, da die 1b(2) bHLHs auch den SignalwegritbA zu diesen Genen reprimieren
und aufgrund ihrer Abwesenheit in der Mutante dabeir +SA eine Repression der
Gruppe IV Gene mdglich ist. Unabhéngig davon welRlegulation tatsachlich ablauft,
fur die Pflanze konnte sie dazu dienen z.B. beiaBehit Pathogenen, die die SA
Akkumulation auslésen, die Anwesenheit von Antiexilen zu unterdricken, die far
die hypersensitive Zelltodantwort hinderlich siruch fur die nicht mit oxidativem
Stress verbundenen Gene kénnte es moglich seis,edafiir die Pflanze vorteilhaft ist
deren Expression beim Eintreffen eines SA-vernételStresssignals einzustellen, um
diesen Stressreaktionen Vorrang zu geben. Ahnlidzes bei der JA vermittelten
Induktion des Defensingen®DF1.2 festgestellt werden. Sobald SA abhéngige
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Abwehrmechanismen aktiv werden unterdriicken sidP@i81.2 Expression und haben
Vorrang (Koornneef und Pieterse, 2008; Spoel unaidp@008). Mdglicherweise ist
auch die Regulation der Eisenhomdostase in einegedNetzwerk von Stresshormonen

eingebunden als bisher bekannt ist.

7.7 Mikroarrayanalyse gibt Hinweise auf differentielle
Expression von Genen im Zusammenhang der inneren
Uhr in der 3xbhlh Mutante

In dieser Arbeit wurde in einedBHLH39/100/101Dreifachmutante mittels Mikroarray
Transkriptomanalyse die signifikant induzierte Eegmion der Oszillatorgene der
inneren UhrCCALl und LHY bei Eisenmangel festgestellt (Abb. 18 Gruppe llI).
Allgemein dient die innere Uhr als Koordinator, uie Physiologie eines Organismus
auf seine Umwelt anzupassen. Sie zeigt die Ubem&og Tag zur Nacht an und ein
Zyklus dauert 24 Stunden. Die innere Uhr regeltPifanzen z.B. Prozesse wie die
Blattbewegungen, Stomatadffnung (Sanchez et all1)20Seneszenzverlauf und
Blutephase (McWatters und Devlin, 201Bine mdgliche Verbindung zwischen innerer
Uhr und Eisenhomd@ostase wurde durch die Untersurli@s GendIC (TIME FOR
COFFEE) von Duc et al. 200%ergestellt. Das in deBxbhlh Mutante, signifikant
schwacher exprimiert€lC (Abb. 18 Gruppe Iyeprimiert im WT bei Eisenmangel Gene
wie FER1 FER3 FER4 und APX1,die bei geniigender Eisenversorgung aktiv werden
(Duc et al., 2009) und ist selbst im WT konstitutivd wahrscheinlich unabhangig von
der inneren Uhr exprimiert (Ding et al., 2007). Besreichender Eisenversorgung endet
die Repression durch einen unbekannten Mechanismd$=ER1 zeigt rhythmische
Expressionsmuster mit Expressionsmaxima jeweils 3und&n nach der
Morgendammerung (Duc et al., 2009). Allerdingsnigtht sicher ob es sich um eine
Ubergeordnete Steuerung oxidativen StressesRERA handelt oder ob tatsachlich die
Eisenhomdostase als solches reguliert wird (Hayebral., 2011). Unabhangig von
diesen offenen Fragen muss aber zumindest der dtades der Pflanze amiC
signalisiert werden um zu gewdahrleisten, dass depréssion vonFER1 nur bei
Eisenmangel ablauft. Dazu mussen bisher unbekaGatee mit TIC interagieren.
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Moglicherweise stehen die Untergruppe 1b(2) bHLHEsnd in Zusammenhang, wobei
die Mikroarrayanalyse déxbhlhkeine Unterschiede in d&fER1 Expression zwischen
WT und Mutante bei Eisenmangel zeigt, diese wanenim gRT-PCR Experimenten
gemessen worden (Abb. 8). Allerdings gibt es autiwiise, das3IC nicht nurFER1
beeinflusst, sondern auch Einfluss auf die inndreriimmt und zu deren Reset beitragt,
da in tic Mutanten &hnlich wie irelf3 Mutanten die innere Uhr nach 19 Stunden
Dauerlicht stoppt (Sanchez et al., 2011). Da TIGbste keine Domane zur
Lichtaufnahme besitzt ist es zumindest wahrsclainlidass das Protein als Signal
unterhalb der Lichtaufnahme agiert (Sanchez e@lll). Das hei3TIC konnte selbst
als Inputsignalgeber fir den zentralen Oszillatorgieren. Der zentrale Oszillator ist
einer von drei Hauptbestandteilen der inneren Uil 1 sind die Rezeptoren zur
Aufnahme von Umweltsignalen, die als Input flr demtralen Oszillator dienen, Teil 2
des Mechanismus ist der Oszillator selbst, derRlleythmus generiert und Teil 3 sind
die Outputsignale, die zu physiologischen Anpassarfghren (McWatters und Devlin,
2011). Als Inputsignal zum Einstellen der innerehr Uverden Lichtsignale tber
Photorezeptoren, wie die Phytochrome fir Rotliaind die Cryptochrome fir Blaulicht
verwendet (Franklin, Larner und Whitelam, 2005; I&fil 2004) allerdings wird die
innere Uhr z.B. auch von tageszeitabhdngigen Testyrschwankungen beeinflusst
(McWatters und Devlin, 2011). Der zentrale Osatabesteht au€ CA1lundLHY, die
an die Abendelemente (EE) in der Promotorregion VEC/PRRI(TIMING OF CAB
EXPRESSION/PSEUDORESPONSEREGULATBIRJen undTOC im Tagesverlauf
reprimieren, wahrend ihre eigene Proteinkonzetnatiann zum Abend hin abnimmt.
Die in der 3xbhlh signifikant erhohteCCA1l und LHY Expression kdnnte somit
verschiedene Ursachen haben, moglich wére z.B.s daputsignale durch die
schwacherd'IC Expression verandert an den zentralen Oszillattengeleitet werden
und die Oszillationen der inneren Uhr aufgrund dessicht mehr mit der Tageszeit
synchron verlaufen. Die Expression v@CAL und LHY koénnte daher trotz gleicher
Behandlung von3xbhlh und WT Pflanzen in beiden Linien eine unterschide
subjektive Zeit empfinden und zu anderen Zeiten iMaxerreichen. Geht man davon
aus, dass es sich bei der veranderten Signalvegiterdy GberTIC um Lichtsignale
unterhalb der Cryptochrome und Phytochrome han#&élinte damit moglicherweise
auch die signifikante Induktion der GeH&¥H, COL1(Abb. 18 Gruppe 1) CGA1(Abb.
18 Gruppe IV) und COL2 (Abb. 19 Gruppe IV) in deBxbhlh Mutante erklart werden.
Mikroarraydaten von Monte et al. aus dem Jahr 200éen furCGAL auf einePIF3-
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abhangige Rotlichtinduktion hin. Zudem besitzenRliemotoren vor€cOL1, COL2und
CCAl, die mit CGAl koexprimiert werden, eine erhdohte Anzahl von G-8ox
(CACGTG), die sich in Promotoren lichtabhéngig feggter Gene wieCCAlundLHY
befinden und vonPIF3 angesteuert werden (McWatters und Devlin, 2011).
Mdglicherweise dienTIC in der Weiterleitung der Lichtsignale als negatiRegulator
von CCAYLHY Inhibitoren, interessanterweise war ahnliches kefér ELF3 gezeigt
worden, dessen KO Mutan&f3 mit tic Mutanten Gemeinsamkeiten aufweist. Eine
schwachereTIC Expression wie in deBxbhlh kénnte dann zu eine€CCAYLHY
Induktion fuhren. OBTIC allerdings tatsachlich die Ursache fir die Deragoh der
zentralen Oszillatorgene in der Mutante ist odegnédlls nur ein Symptom anderer
Defekte darstellt, ist mit dem derzeitigen Kenrgtasd nicht zu beantworten. Wie
bereits erklart besteht auch die Mdglichkeit d&§S seinerseits von der inneren Uhr
reguliert wird oder sogar wechselseitige Beeinfluggen sind mdoglich. Auch die
Kernfrage, wie das Fehlen der bHLHs in der Mutam# der Deregulation des
Oszillators und von ihm abhangiger Gene in Verbingdsteht ist unklar. Da bisher keine
Beispiele fur die Beeinflussung der inneren UhrcuMetallhoméostasen oder speziell
die Eisenhomoostase bekannt sind, missen Genexgmemsalysen im Zeitverlauf an
3xbhlh Mutanten und anderen Eisenhomdostasemutanten We fit bei +/- Fe
durchgefuhrt werden, um zu testen ob die Verandgmrim zentralen Oszillator der
3xbhlh direkt mit dem Eisenhaushalt der Pflanze zusammegéra Moglicherweise
beeinflussen auch Defekte in der Eisenhomdostasd’kdotosynthese negativ, so dass
die Veranderungen in der inneren Uhr 8gbhlh Gber deren Produkte zu erklaren sind,
die nachweislich Einfluss auf den Oszillator hal@@lésing et al., 2005; Dalchau et al.,
2011). Diese Madglichkeit besteht, obwohl in deé&xbhlh keine klassischen
EisenhomOostasegene dereguliert zu sein scheinerbglidle deregulierte
Kandidatengene im Zusammenhang der Eisenhomdoostaisebisher unbekannten
Funktionen wurden im Zuge des Mikroarrayexperimegésunden und werden im

Abschnitt 7.2 naher erlautert.
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7.8 BHLH39 ist ein positiver Regulator der
Eisenaufnahme

In dieser Arbeit wurde untersucht welchen EinfldesUberexpression vasHLH39 auf
die Gene der Eisenaufnahme hat. Es konnte gezeigiew, dass in deBHLH39
Uberexpressionslinien sowohl der TranskriptionsfakEIT, als auch Expression und
Aktivitat der ZielgenedFRO2undIRT1induziert waren, wahrend die anderen Mitglieder
der Untergruppe Ib bei —Fe nicht langer induziedrden. Im nachsten Schritt wurde
bHLH39 auf Proteinlevel untersucht und die Ergebmizeigen, dass der bHLH
Transkriptionsfaktor einer Abbaukontrolle bei Eiswngelbedingungen unterliegt.
Dabei kann man fast mit Sicherheit ausschlieRerss ddas Fusionsprotein als
unfunktionell erkannt und abgebaut wird, da diebath Expression und Aktivitat der
Zielgene die Funktionalitat des HA-bHLH39 beleg&chliel3lich wurden der Einfluss
der Stresshormone Salizylat und Ethylen auf diettoslationale Regulation von
bHLH39 Uberpriuft. SA konnte in Wurzeln unabhanganwder Eisenversorgung eine
leichte Zunahme der bHLH39 Proteinmenge bewirkeihrend Ethylen wahrscheinlich
keinen Effekt auf die posttranslationale Regulati@s Proteins hat, da die Behandlung
mit dem Ethylenvorlaufer ACC und dem Ethylensynéeisibitor AVG keine
Regulation des Proteinlevels erkennen liel3en. bHLH8 ein positiver Regulator der
Eisenmangelantwort, der bei Eisenmangel in Ubeesgionslinien durch Proteinabbau
kontrolliert wird, der aber mdglicherweise Uber d&tresshormon Salizylat
multifunktionale Stresssignale mit der Eisenmang@lart verbindet.

Dass diese Funktionen von bHLH Transkriptionsfadiom Mono- wie Dikotyledonen
konserviert zu sein scheinen, zeigen Untersuchuageginem maoglichen Ortholog von
BHLH39 namens OsIRO2. OsIRO2wurde ebenfalls als positiver Regulator der
Eisenaufnahme i@ryza sativabeschrieben (Ogo et al., 2007). Bei Untersuchuragen
OsIRO2 Uberexpressionslinien  wurden trotz der Untersahiedin  den
Eisenaufnahmestrategien |1 und |1l ganz ahnliche Iingse erhalten wie bei
Uberexpression voBHLH39. Es wurde gezeigt, dass ahnlich BRO2 Induktion, die
Gene zur Phytosiderophorsynthese verstarkt exptimueirden um Eisen aus dem
Substrat zu l6sen (Ogo et al., 2007). AuRerdem svdet Transporter des Eisens in die
WaurzelepidermisOsYS15in Uberexpressionslinien verstarkt exprimiert, &inlder
IRT1 Expression in 390x Pflanzen (Ogo et al., 200Eykenntnisse aus de@sIRO2
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Netzwerk kénnen dabei helfen die Funktionen der HHIR(2) in der Eisenhomoostase

von Arabidopsis weiter aufzuklaren.

7.9 Die BHLH39 Uberexpression flhrt zu einer
Akkumulation von Fe

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigemlitiLH39 Uberexpressionslinien eine
eisenunabhéngige konstitutiveRO2 und IRT1 Expression, wobelRT1 sogar auf ein
mehrfaches der WT Expressionswerte erhoht ist (A8). und FIT auch bei +Fe
induziert wird.Diese konstitutive Expression der Eisenmangelgéhe schliel3lich zu
einer stark erhdhten Eisenaufnahme bei +Fe undBdéengungen. Bei der Arbeit mit
BHLH39 Uberexpressionspflanzen konnte die GruppeYwan et al. (2008) dagegéiir
FRO2 und IRT1 bei —Fe Expressionswerte auf WT Niveau messen,remndhdie
Expression beider Gene bei +Fe zwar induziertyditlgs schwacher als bei —Fe war.
FIT Expression konnte dort bei +Fe nicht festgéstedrden und die Eisenaufnahme war
nur leicht erhoht. Dass Unterschiede in den hiewgadeten Uberexpressionslinien zu
denen von Yuan et al. (2008) bestehen, kdnnte ddisache in dem hier verwendeten
doppelten 35s Promotor haben, wahrend dort einaehef 35s Promotor zur
Uberexpression eingesetzt wurde. Wenn man davogehtjsdass bHLH39 keine
Monomere bildet (Yuan et al., 2008) ist die stéekiExpression voRFrRO2undIRT1 bei
+Fe in der vorliegenden Arbeit vielleicht dadurch erklaren, dass in den hier
untersuchten Linien auch FIT Expression bei +Fdtfstdet (Abb. 26) und dann
wahrscheinlich das FIT Protein zur Bildung einesvak Komplexes mit bHLH39 zur
Verfigung steht, deFRO2undIRT1 auch bei +Fe wie unter Eisenmangelbedingungen
induzieren kann. Dass FIT Uberhaupt bei +Fe exprimwird, kénnte darauf hindeuten,
dassBHLH39 FIT auf Transkriptionsebene positiv regulieren kanrightherweise
dient bHLH39 nicht nur als Heterokomplexpartner dem auch als Teil der
Eisenmangelsignalkette und befindet sich innerlditiser Kette oberhalb von FIT.
Wenn bHLH39 tatsachlich eine solche wichtige Roife der Weiterleitung des
Eisenmangelsignals einnimmt, dann kann die unver@dEisenmangelantwort in
BHLH38 Mutanten (Wang et al., 2007) nur durch hohe Redondder Funktionen
zumindest vorBHLH38/39erklart werden. Wenn bHLH39 tatsachliel induzieren
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kann, dann kdnnte eine hohe ExpressionsrateBkbH39 und damit wahrscheinlich
eine hohe Menge an aktivem Protein, starken Eisegelasignalisieren, deFIT,
unabhangig von der tatsdchlichen Eisenversorgungduziert. Das ein
Transkriptionsaktivator fUFIT existieren kdnnte, der selbst durch Eisenmandeliak
wird, beschreiben auch die Autoren in Meiser et 2011 auf der Grundlage ihrer
Genexpressionsstudien. Dort konnte in Ubereinstimgrmit vorherigen Publikationen
(Colangelo und Guerinot, 2004a; Jakoby et al., 20N et al., 2005) gezeigt werden,
dass die FIT Aktivierung auf Transkriptionsniveaegimnt, daFIT bei Eisenmangel
verstarkt transkribiert wird. Ein solcher Aktivat&bnnte BHLH39 sein. Als weitere
Maglichkeit wurde von Meiser et al., 2011 ebenfdilskutiert, ob ein Repressor bei +Fe
die FIT Transkription unterbindet, da bei Behandlumit dem Proteinsyntheseinhibitor
Cycloheximid unter +Fe eine verstarkte FIT Expr@ssbeobachtet werden konnte.
Diese konnte laut Meiser et al., 2011 damit zusanirédegen, dass ein FIT Repressor
bei +Fe dem Proteinabbau unterliegt und durch dyeldBeximidbehandlung diese
Repression wegfallt. Aufgrund der hier gewonnenegebnisse mit deBHLH39
Uberexpressionslinie kann eine weitere Alternative Betracht gezogen werde.
Mdoglicherweise bindet bei +Fe Bedingungen tatséhhdiin abbauregulierter Repressor
an den FIT Promotor, gleichzeitig dient aber audhiB39 bei —Fe als Aktivator. In der
390x Linie kdnnte bHLH39 aufgrund der hohen Menge Broteins den Repressor am
FIT Promotor verdrangen und dadurch die FIT Expoesaktivieren.

Betrachtet man nun die Regulation der HeterokongodgeneFRO2und IRT1 in der
390x Linie, zeigt sich, dadfkT1 auf ein mehrfaches des WT Niveaus induziert wird,
wahrendFRO2 etwa den Expressionslevel wie der WT bei Eisenmangigt. Diese
Beobachtung ist mdglicherweise darauf zurtickzufiijhdass bHLH39 noch eine weitere
Funktion in der Regulation der IRT1 Expression tz¢si

Die tatsachliche Aktivitat von FRO2 und IRT1 gibeiere interessante Anhaltspunkte
Uber deren Regulation. Wenn man als MalRR der IRTlividkt die hohe
Eisenkonzentration in den Uberexpressionspflanienmi, ist es wahrscheinlich dass
IRT1 nicht nur stark transkribiert wird, sondern auaireegrof3e Menge aktiven Proteins
in Wurzeln der 39o0x Pflanzen unabh&ngig von deersisrsorgung vorliegt (Abb. 28).
Dadurch werden hohe Mengen an Eisen und moglichsevaaich anderer zweiwertiger
Metallkationen in die Pflanze aufgenommen, die solke Effekte haben kdnnten, was
den Phanotyp der Pflanzen erklaren kénnte. Bei éXpeession voiRT1, was ebenfalls
eine drastische konstitutive Eisenaufnahme zur d-olgat, die &hnlich hohe

- 156 -



Diskussion

Eisenkonzentrationen in der Pflanze hervorruft wieden hier beschriebenen Linien,
wurde ebenfalls reduziertes Wurzelwachstum festtjegBarberon et al., 2011) und
unterstitzt damit die Vermutung, dass der Phanayp den hohen Eisengehalt
zuruickgeht. Ebenfalls verkirztes Wurzelwachstumdenrbei der Uberexpression des
AtbHLH39 in Tabakpflanzen beobachtet, allerdings wurden k&ine Metallgehalte
untersucht, sondern gezeigt, dass die Uberexpregsi@iner starken Riboflavinabgabe
Uber die Wurzeln ins Medium fuhrte, die regular bar Eisenmangel auftritt (Vorwieger
et al., 2007). Obwohl Arabidopsis die Fahigkeit Riboflavinabgabe nicht besitzt,
kénnte BHLH39 dennoch auch in Arabidopsis in einem weiterenssaihangigen
Signalweg eine Rolle spielen, der ahnliche Sekwsidtie bildet und die Morphologie
der Pflanze beeinflusst. Aufgrund der unklaren ®olles Riboflavins in der
Eisenaufnahme, besteht aber auch bei dieser Hygotdee Mdoglichkeit, dass die
veranderte Morphologie urséchlich auf verstarktgeBaufnahme zuriickgeht, die durch
Sekundarstoffe hervorgerufen wird. Dass der Ph@natyrch umsetzen auf Erde
reversibel ist kénnte mit der Art des Eisenangelmisammenhangen. Das Fe(ll) im
FeNaEDTA der Hoaglandplatten ist mdglicherweisechtr zugéanglich als das
Fe(Il)/Fe(ll) Gemisch in der Erde und eine toxischUberversorgung mit
morphologischen Veranderungen ist daher eher aafgldadplatten erreicht. Bei der
verstarkten Eisenaufnahme in die 390x Pflanzenltspieh die ReduktaseRO2 eine
wichtige Rolle. In 390x Pflanzen ist FRO2 wie besaben konstitutiv aktiv (Abb. 26).
Dadurch fuhrt FRO2 im Zusammenspiel mit IRT1 aucki btFe zu einer
bedarfsunabhéangigen Eisenaufnahme. Dabei ist R@2FAktivitat interessanterweise
bei +Fe auf die Wurzelhaarzone beschrankt, wahibendFe Reduktaseaktivitat entlang
der gesamten Wurzel zu beobachten ist (Abb. 29y Beigt, dass die vermutete
posttranskriptionelle Regulation von FRO2, die RRO2 Uberexpressionslinien nur
Reduktaseaktivitat bei Eisenmangel zulasst bei étpression vorBHLH39 teilweise
ausgeschaltet ist (Connolly et al.,, 2003). Das ké&npedeuten, dass eine negative
posttranskriptionelleFRO2 Regulation stattfindet, die ihrerseits vom bHLH39/
Komplex direkt oder indirekt inaktiviert wird. Algmein kann eine Regulation nach der
Transkription bei der Erstellung der 5’Kappe, de®@8y-A-Schwanzes, beim Spleil3en
und dem Transport der mRNA ansetzen. Zur gezidiepression eines Gens missten
Transkripte oder Proteine mit einer Affinitdt zun regulierenden mRNA vorhanden
sein. Im Fall eines Proteins als Repressor kdneteHkterokomplex durch Protein-
Protein Wechselwirkungen die Aktivitdt des Regulsttonterbrechen. Wie genau diese
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Prozesse im Fall d&8HLH39 Uberexpression ablaufen ist auf Grundlage derebigan
Ergebnisse allerdings nicht klar.

Die Ergebnisse der Reduktaseaktivititsmessung rzemaierdem die veranderte
Lokalisierung Aktivitat, die in FITox Linien nie lbbachtet werden konnte. Daher
kobnnte es sein, dass der limitierende Faktor flue dieterokomplexaktivitat
maoglicherweise bHLH38 oder bHLH39 ist und bei gesrigder Konzentration dieses
Faktors gewebespezifische Expressionsmuster, dee HEisenaufnahme betreffen,
verandert werden kdnnen. InsgesamtBidt. H39 positiven Einfluss auf die Expression
und Aktivitat der EisenaufnahmegeRRO2undIRT1aber auch auf den RegulateliT.
Auf der Suche nach dem Ursprung des Eisenmangalsigrurde daher die Regulation

desbHLH39genauer untersucht.

7.10 Die BHLH39 Aktivitat wird auf mehreren Ebenen
reguliert

Man nimmt an, dass Arabidopsispflanzen, die unisertinangel leiden, die Gene des
Eisenaufnahmeapparates durch FIT/bHLH38 bzw. bHLHZ2erodimere induzieren
(Yuan et al., 2008) BHLH39ist daher ein putativ wichtiger Faktor der Eisemidostase
in Arabidopsis thaliana In dieser Studie wurde daher die bHLHB®gulation auf
posttranslationaler Ebene untersucht und die Etkésse Uber die transkriptionelle
Regulation bestatigt und erweitert. Formen tramskmeller Regulation wurden fur die
Gene der Untergruppe Ib(2) bereits durch die Inehbarkeit der Expression bei
Eisenmangel gezeigt (Vorwieger et al., 2007; Wangle 2007) und in dieser Arbeit
bestétigt (Abb. 7 und Abb. 27), ahnliches gilt adighdie Induzierbarkeit von FIT bei
-Fe. Die dafur verantwortlichen Regulatoren konreatweder bei Eisenmangel aktive
positive Regulatoren oder aber bei ausreichendsgnkersorgung aktive Repressoren
sein, die Einfluss auf die Untergruppe 1b(2) ufld nehmen. Um den Ursprung des
Eisenmangelsignals zu finden, missen diese Regamhaton zukinftigen Studien
untersucht werden. Um Hinweise Uber diese grundiggie Mechanismen zu erhalten,
muss zuerst die Regulation der Zielproteine untdrswerden. Zu diesem Zweck wurde

in  dieser Studie mit BHLH39 Uberexpressionslinien gearbeitet, um
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Regulationsmechanismen unabhangig von transkrigitemKontrolle untersuchen zu
kénnen. Zusatzlich zur bereits bekannten Form daesttianskriptionellen Regulation
konnte hier gezeigt werden, dass in der 39ox Li@e—Fe keine zusatzliche Induktion
von BHLH39, FIT, FRO2und IRT1 als Antwort auf den Eisenmangel stattfindet. Das
kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die beschmmtbdregulatoren zumindest fir die
BHLH39 und FIT Transkription wahrscheinlich eher Repressoren ,sidig bei
ausreichender Eisenversorgung aktiv werden um daaskription vonBHLH39 und
FIT zu unterbinden. Durch die starke 2x35s getrielidtleH39 Expression in der 390x
Linie wird das Protein dann aber trotz des putatiRepressors gebildet und kdnnte
maoglicherweise bei Eisenmangel zur Induktion defT HExpression beitragen.
Unterstitzt wird diese Theorie zumindest fur FITratu die kirzlich publizierte
Beobachtung, dass im WT bei +Fe die FIT Translaiptinter Cycloheximidbehandlung
induziert wird, was darauf hindeutet das die Tratish eines FIT Repressors durch die
Behandlung inhibiert wird (Meiser et al., 2011).

Auf Proteinebene konnte durch Cycloheximidbehangiun gezeigt werden, dass
bHLH39 bei Eisenmangelbedingungen in starkem MalkchduProteindegradation
kontrolliert wird (Abb. 30) und damit tatsachliclogitranslational reguliert wird. Da
bHLH39 in den unbehandelten Kontrollbedingungen+f& und —Fe in etwa gleicher
Menge vorhanden ist scheint die Translation niekereabhangig reguliert zu sein und
das Protein muss bei —Fe stdndigem Abbau und N&esg unterworfen sein, um eine
ahnliche Proteinmenge wie bei +Fe aufrecht zu thalDa in WT Pflanzen die
Transkription desBHLH39 nur unter Eisenmangelbedingungen induziert wist,dias
bHLH39 Protein bei +Fe wahrscheinlich nicht vorhamddiese auf Expressionsdaten
gestlitzte Hypothese (Wang et al., 2007; verglemheh Abb. 17) muss aber durch
Versuche mit monoklonalen Antikdrpern gegen nativeld H39 noch getestet werden.
Der bestandige Abbau und die andauernde NeusyntiesEisenmangel kénnte aber
wahrscheinlich auch im WT stattfinden. Der hohe t€®lrumsatz bei -Fe dient
mutmallich dazu, das bei Eisenmangel akkumulierdtrdéein schnell verdndernden
Eisenbedingungen anpassen zu kénnen, um die Autnabximscher Eisenmengen und
anderer Metalle zu verhindern, die durch die akEiwenmangelantwort in die Pflanze
transportiert werden konnen. Eine dhnliche FormAd#yauregulation war auch fir FIT
in zwei Studien gezeigt worden. Sivitz et al. (2p&tklaren, dass Eisenmangel nicht nur
zur Induktion delFIT Expression sondern auch zur Destabilisierung deteifs fuhrt,

um ,verbrauchtes” FIT Protein von den Promotoren4ielgene zu entfernen, wahrend
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Lingam et al. (2011) annehmen, dass sowohl ,vediras“ FIT Protein und auch
aktives gleichermalRen Ziel proteasomalen Abbausl. slbnabhangig davon von
welchem Modell man ausgeht, die Interaktionsparti@rund bHLH39 werden beide
wahrscheinlich durch Proteinabbau kontrolliert uatmdglichen damit eine noch
genauere Regulation der Eisenaufnahme.

Als weitere Regulationsebene konnen Transkriptakisfen allgemein durch
Modifikationen wie z.B. Ubiquitinierung, Nitrosiliang und Phosphorylierung reguliert
werden. Speziell fur FIT wird angenommen, dasszdieor beschriebene aktive bzw.
inaktive Form durch kovalente Modifikation entst€Meiser et al., 2011). Auch hier
konnten ahnliche Mechanismen fur bHLH39 gelten,cltve$ in allen durchgefihrten
Western Blot Experimenten mit langen SDS Gel Auitiengszeiten statt 35,7 kDa
immer spezifische Mehrfachbanden mit gleichen Bugtél3en von circa 39 kDa, 48
kDa, 57 kDa und 66 kDa aufwies, bei denen es swimodifiziertes bHLH39 handeln
konnte (Abb. 30 und Abb. 31). Eine mdgliche Fornr déodifikation ware die
Ubiquitinierung. Dabei wird das 8,5 kDa kleine Ubitin Protein (Ciehanover et al.,
1978) kovalent mit seinem Zielprotein verbunden umduliert entweder dessen
Funktion oder fuhrt es zur Degradation dem 26s éasim zu (Hershko und
Ciechanover, 1998). Der Effekt der Modifikation &thangig von Struktur und Lange
der Polyubiquitinierung. Der ubiquitingesteuertetpasomale Abbau kdnnte den hohen
Umsatz von bHLH39 bei —Fe erklaren und ist eine URdgn die fir andere bHLH
Transkriptionsfaktoren wie z.B. PIF, das lichtaldige Gene reguliert, bereits bewiesen
wurde. Bei Lichteinfall werden PIF Proteine phospfiert und anschlie3end durch den
26s Proteasom abgebaut (Al-Sady et al., 2006; 8hah, 2007). Die Phosphorylierung
von bHLH39 ware ebenfalls eine Modifikation, diee dMehrfachbanden erklaren
kénnte. Welchen Effekt eine solche Phosphorylierung Fall des bHLH39 hatte,
dariber kann nur spekuliert werden. Wie bereit$lir Proteine beschrieben, kdonnte die
Phosphorylierung z.B. den Abbau begiinstigen odeDaaktivierung fihren, wahrend
allerdings auch verschiedenen Phosphorylierungssteleines Proteins jeweils
unterschiedliche Effekte wie Aktivierung und Dealdrung haberkdénnen(Lampard et
al., 2008). Die aktuell vorliegenden Ergebnissggeeizumindest, dasBHLH39 auf
Transkriptniveau durch Eisenmangel induziert wirehduliefern aussagekraftige
Hinweise fir posttranslationale Modifikationen updsttranslationale Abbaukontrolle
bei —Fe, die wahrscheinlich Uber das bHLH39 Pro&enlimitierendem Faktor fur die
Heterokomplexaktivitat die Eisenmangelantwort reggtil
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7.11 Salizylsaure tragt zur Feinabstimmung der bHLH39
Proteinmenge in geringem Mal3e bei, Ethylen dagegen
nicht

Da Ethylen die Eisenmangelantwort mdglicherweiseribie FIT Proteinstabilitat
beeinflusst (Lingam et al., 2011) wurde in diesebek Uberprift ob das auch fiur
bHLH39 zutreffend ist. Auf Transkriptebene gab eselis Studien die zeigten, dass
bHLH38/39 bei Eisenmangel durch Ethyleninhibitoneprimiert und durch Ethylen
oder den Ethylenvorlaufer ACC induziert werden ké&miiGarcia et al., 2010; Lucena et
al., 2006). Proteindaten wurden bisher allerdingshtn veroffentlicht. In der
vorliegenden Arbeit lag das bHLH39 Protein in dé&o® Linie unabhangig vom
Eisenstatus in Wurzeln und Blattern vor. Unter kisg des Ethylenvorlaufers ACC und
des Ethylensyntheseinhibitors AVG waren unabhangigm Eisenstatus keine
signifikanten Anderungen der Proteinmenge zu vehrein, was darauf hindeutet, dass
Ethylen bHLH39 nicht auf Proteinlevel reguliert. nEi Regulation der
Eisenmangelantwort durch Ethylen lauft also aufténtevel wahrscheinlich nur tUber
den Heterokomplexpartner FIT ab. Man muss in Batraeehen, dass hier mit einer
Uberexpressionslinie gearbeitet wurde und durcrkdiestitutive Expression Effekte auf
Transkriptebene weniger deutlich als im WT oderrgeint sichtbar sind.

Da Untersuchungen mit dem Phytohormon Jasmonatiesed Arbeit reprimierende
Effekte auf die Eisenaufnahmegene gezeigt habendemuauch die Effekte des
antagonistisch wirkenden Salizylats auf die Eisém@hmegene und in diesem Fall auch
auf den positiven transkriptionellen Regulator Beenaufnahme, bHLH39, getestet. Im
Wurzelgewebe konnte unabh&ngig von der Eisenvassgrgine schwache Erh6hung
der 3xHA-bHLH39 Proteinmenge unter SA Einfluss destellt werden. Der insgesamt
sehr dezent ausgepragte Effekt der Salizylsdure Whirzeln, bestatigt die
Untersuchungen zu den Effekten des Salizylats mufElsenaufnahmegene, die gezeigt
hatten, dass SA diese nicht induziert und damihtnads Eisenmangelsignal dient.
Physiologisch spielt SA fir die Eisenaufnahme delalso vermutlich nur eine
untergeordnete Rolle. Der schwache AnstiegBi¢tH39 Transkripte und Proteinmenge
bei Anwesenheit des Hormons kann in der Pflanze Regulation der
Eisenmangelantwort héchstens zur Feinabstimmungedie
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7.12 Jasmonsaure dient zur Feinabstimmung der
Eisenmangelantwort

Die Gene der Eisenmangelantwort werden von inte@ignalen reguliert. Als interne
Signale dienen unter anderem systemische SignaldjalEisenversorgung des Sprosses
mit der Aufnahme in Wurzeln koordinieren. Hier weardntersucht ob das systemisch
agierende Pflanzenhormon Jasmonat (Shah et al.9)2@0e Regulation der
Eisenaufnahme beeinflussen kann und inwiefern Jaatrals mdgliches systemisches
Signal zur Regulation der Eisenmangelantwort dientdiesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass das Phytohormon Jasmonat demex@ression der
Eisenaufnahmegen&R0O2 und IRT1 negativ reguliert. Dabei war die Regulation
unabhangig von dem bHLH Transkriptionsfaktor FIEy @&in zentraler Regulator der
Eisenmangelantwort ist, obwohl auch diEl' Expression teilweise von JA reprimiert
wurde. Es gibt allerdings erste Hinweise, dassJéievermittelte Repression uber die
Regulation des bHLH39 auf Proteinebene ablauftgdeamt konnte JA nicht als das
systemische Signal der ausreichenden Eisenverspidgentifiziert werden, es kann die

Eisenmangelantwort aber teilweise reprimieren.

7.13 Jasmonat wirkt als negativer Regulator der
Eisenaufnahme

Ausgehend von den folgenden Ergebnissen konntgefgstlt werden, dass Jasmonat die
Genexpression voirRO2 und IRT1 negativ beeinflusst: Es wurde gezeigt, dass die
Behandlung von JA eine negative Regulation d&T1 Promotors und der
Genexpressionslevel voRRO2 und IRT1 in Wurzeln hervorrief. Der Einsatz des
Lipoxygenaseinhibitors Ibuprofen hingegen hatteeeuerstarkte Genexpression von
FRO2 und IRT1 zur Folge. Schliel3lich wurde bei Eisenmangel estérkere
Genexpression VORRO2undIRT1 in den Jasmonatmutant@arl-1 und coil-1 als im
WT festgestellt. Fasst man diese drei Beobachturmgeammen, kann man daraus
schlieBen, das Jasmonat als Inhibitor der Eisenelantyvort funktioniert. Da FIT ein
positiver Regulator deFRO2 und IRT1 Expression ist (Colangelo und Guerinot, 2004;
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Jakoby et al., 2004), ware eine weitere Erklaraags dasIT Gen selbst von Jasmonat
reguliert wird. Allerdings zeigen die Ergebnisse dass das nur teilweise zutrifft, da
zwar eine schwachefdT Expression als Antwort auf JA zu beobachten waey &eine
veranderten Expressionswerte in Folge von Ibupmfgabe oder in dgarl-1 Mutante
festgestellt werden konnten. D&4T Gen reagierte also nur auf das von aul3en
zugefuhrte JA, nicht aber auf eine Veranderung idesrnen Jasmonatlevels durch
Zugabe von lbuprofen, wie es f(lRO2 und IRT1 der Fall ist. Die unterschiedlichen
Reaktionen von FIT auf internes oder externes Jaatmkdonnten moglicherweise auf
Konzentrationseffekte oder unterschiedliche Sigeékvleitung nach der Aufnahme des
Jasmonats zuriickzuftihren sein. Eine weitere Enkgifur den schwacheren Effekt von
JA aufFIT kénnte sein, dass das interne Jasmonat auf pasttiptionellem Level, das
Vorhandensein und die Aktivitat des FIT Proteinguteert. In der Abwesenheit von FIT
in der fit Mutante allerdings warerFRO2 und IRT1 unter Jasmonatzufuhr fast
vollstandig reprimiert, was unerwartet war, weik dilutante sehr starken Eisenmangel
verspurt und anzunehmen war, dass dabei die jadabdréngige Inhibition der
Eisenmangelantwortgene umgangen wird. Dieses Eigebeigt deutlich dass die
jasmonatabhé&ngige Inhibition vétRO2undIRT1 nicht von FIT abh&ngig ist. Daher ist
es wahrscheinlich das Jasmonat auf einen zusaalitechanismus bei —Fe wirkt der
fur die Induktion von FRO2 und IRT1 zustdndig ist. Da der zweite Teil des
Heterokomplexes zur Aktivierung vdfRO2und IRT1 durch bHLH38/39 repréasentiert
wird, ist es madglich, dass die reprimierende Jastvarkung Uber Repression dieser
beiden Transkriptionsfaktoren vermittelt wird. Dar Reprimierende Effekt von JA auf
Transkriptebene voBHLH38 undBHLH39in unseren Versuchen (Daten nicht gezeigt)
im Gegensatz zu Kang et al., 2003 nur schwach &alkgewar, wahrend die Zielgene
FRO2 und IRT1 stark betroffen waren, ware es daher mdglich, daAs die
Transkriptionsfaktoren auch auf posttranskriptiereEbene beeinflusst. Um dieser
Theorie nachzugehen wurden bereits erste Analyseit B8xHA-BHLH39
Uberexpressionslinien durchgefiihrt (Daten nichtoffentlicht), die Hinweise darauf
geben dass JA bei —Fe im Gegensatz zu +Fe nedéirkeng auf die 3xHA-bHLH39
Proteinmenge haben kénnte, wahrend der Effekt dggRormons auf Transkriptebene
nicht signifikant ist. Das wirde die Theorie untétzen, dass die JA abhangige
Repression vorRO2und IRT1 Uber bHLH39 ablauft. Weitere Western Blot Analysen
mit 3XxHA-FIT Linien sind notwendig um zu zeigen, & auf Proteinlevel auch auf FIT
wirkt und ob bHLH39 tatsachlich betroffen ist. Umiesen hochinteressanten
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Mechanismus n&her zu untersuchen waren Kombin&gbrasdlungen von JA mit
Cycloheximid hilfreich, um zu testen ob unter Jiftuss ein bHLH39 Proteinabbau
stattfindet. Die Kultivierung eineBxHA-bHLH38Uberexpressionslinie wére in diesem
Zusammenhang ebenfalls interessant und wirde weiRiickschlisse auf die
Redundanz der Gene nicht nur im Zusammenhang détiAverks zulassen.

7.14  Ibuprofen und die coil-1 Mutation unterbinden das
systemische Eisensignal nicht

Man nimmt an, dass eine negative Regulation der eQdaession der
Eisenmangelantwortgene vom ausreichend mit Eisesokgten Spross ausgeht, um die
Eisenaufnahme in Wurzeln, zu vermindern (Vert et 2003; Wang et al., 2007). Die
chemische Natur des systemischen Signals, dasisealomoostase reguliert, ist nicht
bekannt. In dieser Arbeit wurde untersucht ob Ibtgr oder diecoil-1 Mutation einem
solchen Signal entgegenwirken konnen. Die Jasmmsstithese in Pflanzen ist
abhangig von Lipoxygenaseenzymen und das ProdekediSynthese ist ein mobiles
Signal, dass systemisch bei VerletzungsantworterktwiDie coil-1 Mutante ist
jasmonatinsensitiv und damit unempfindlich gegenithesem Signal. Wenn Jasmonat
als systemisches Signal ausreichender Eisenversprgdienen wirde, musste
hypothetisch betrachtet im Wurzeltrennungssysteteruginfluss von Ibuprofen in der
coil-1 Mutante die Expression vafRO2undIRT1in der -/ Wurzelhalfte genauso stark
induziert sein wie in der -/- Probe. Tatsachlichrté die Zugabe von lbuprofen zu einem
generellen Anstieg défRO2und IRT1 Expression in allen Proben, allerdings blieb der
Unterschied zwischen der -/ Wurzelhalfte und derPy#obe bestehen. Damit wurde
schlie3lich gezeigt, dass die Mutante WT ahnlichWhuarzeltrennungssystem reagiert
und FRO2und IRT1in der -/ Wurzelhélfte reprimiert werden. Das hadé das Signal
ausreichender Eisenversorgung war sowohl untetussivon Ibuprofen noch aktiv, als
auch in der jasmonatinsensitiven Mutante in der Wurzelhalfte im
Wurzeltrennungssystem. Daraus lasst sich schlieBelass Jasmonat im
Wurzeltrennungssystem in der -/ Wurzelhalfte nieté das Signal ausreichender

Eisenversorgung zur Inhibition véfRO2und IRT1dient.

- 164 -



Diskussion

7.15 Maogliche Funktionen der jasmonatvermittelten
Inhibition der Eisenaufnahme

Da keine Hinweise darauf gefunden wurden, dassaaanals systemische Signal dient,
stellt sich die Frage, welche Funktion die Inhimitider Eisenaufnahmegene durch
Jasmonat in Pflanzen hat. Die Zugehdrigkeit vormadast zu den Stresshormonen die
eine vorrangige Rolle in Stress- und Abwehrsitusio spielen, konnte ein Hinweis
darauf sein, dass es sich bei dieser Inhibitionetme spezifische Stressantwort handelt.
Jasmonat vermittelt z.B. Toleranz gegeniber herbivdnsekten und nekrotrophen
Pathogenen (Baldwin, 1998; Beckers und Spoel, 20@azebrook, 2005).

Moglicherweise hilft die Reduzierung der Eisenabina dabei in einer solchen

Abwehrreaktion den Zelltod einzudammen, da der aldrieiner dann typischerweise
auftretenden Nekrose eisenabhangige Enzyme bendtitgressanterweise konnen
Ethylen und Stickstoffmonoxid die Eisenaufnahme@flanzen positiv beeinflussen (z.B.
Garcia et al., 2010), dartuber hinaus wurde betichtess beide Signale als potentielle
Antagonisten der Jasmonatantwort agieren konnemar(dund Turner, 2010; Orozco-
Céardenas und Ryan, 2002). Daher konnte die Eiseahnfe unter Kontrolle eines

komplexen Stresshormonnetzwerkes stehen. Die Vpfung der Eisenhomoostase mit
dem komplexen Netzwerk der Jasmonsaure konnte ddimxi Mitglieder der 1b(2)

bHLH Transkriptionsfaktoren ablaufen.
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Diese Arbeit zeigt die Justierung der Eisenmangefart durch die Phytohormone SA
und JA und die bHLH Ib(2) Transkriptionsfaktorers ahdgliche Schaltstelle zwischen
Stresssignalen und den Zielgenen der Eisenhom&odies néchste Schritt zu einem
tieferen Verstandnis der bHLH Funktionen ist diestBlfung weiterer miRNA
Konstrukte gegenBHLH38 zur Kultivierung dauerhaftedxbhlh und BHLH38/39
Doppelmutanten. Nur mithilfe einer vollstandigenliNwtante kann die Wichtigkeit der
bHLH Ib(2) Transkriptionsfaktoren fir die Eisenhomstase beurteilt werdedxbhlh
und BHLH38/39 Doppelmutanten kénnen dazu genutzt werden die &lutvgkeit der
bHLH Proteine fur die Induktion vokrRO2 und IRT1 zu Uberprifen und Hinweise
darauf zu erhalten, ob auch bHLH100/101 zur Aktiwnegy der Eisenaufnahmegene
zusammen mit FIT beitragen. Diese Mutanten konedeenfalls dazu dienen, die im
Genexpressionsexperiment gefundenen Ziele der b Transkriptionsfaktoren zu
verifizieren. Speziell die irfit und 3xbhlh bei Eisenmangel signifikant schwéacher
exprimierten Gen€€YP82C4, COBL6, MLP3.1ind die in deiBxbhlh gegentiber WT
und ein3/eill Mutante hoch regulierten Gene3L12.12, T15J14.6 und T2E22.34
scheinen bisher ungeklarte Funktionen im Zusamnrenhder Eisenhomdoostase zu
besitzen und sind sehr wahrscheinlich Ziele der BWHh(2) Transkriptionsfaktoren.
Genexpressionsanalysen dieser Ziele in bHLH Einzett Mehrfachmutanten kdnnten
Aufschluss dariiber geben, ob und welche der bHLEB) Ibranskriptionsfaktoren diese
Ziele ansteuern. Gleichzeitig kann eine grundlegenaholekularphysiologische
Charakterisierung der KO Mutanten v@¥YP82C4(NASC Stock N501585)COBL6
(NASC Stock N685090)MLP3.17 (NASC Stock N520735)F3L12.12(NASC Stock
N682995),T15J14.6(NASC Stock N527594) und@i2E22.34(NASC Stock N507526)
die Rolle dieser Gene in der Eisenhomoostase inardogenhang mit den bHLH 1b(2)
Transkriptionsfaktoren entschltisseln.

Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse im Konteg 8A Netzwerks deuten darauf
hin, dass die vier bHLHs der Untergruppe Ib(2) Rigrien besitzen, die mit Seneszenz
und Pathogenabwehr zusammenhangen. Da diese Rromégsder Eisenhomoostase in
Verbindung zu stehen scheinen, kénnen Genexpressiparimente mit deBxbhih
Mutante und anderen Eisenhomodostasemutanten ichvedenen Seneszenzstadien
Aufschluss dartber geben wie die Eisenhomoostade dmsen Mechanismen in

Verbindung steht. Besonders interessant ware insedie Zusammenhang die
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Untersuchung der Expression der in @8gbhlhdifferentiell regulierten GenBR1, PR5
und WRKY70Q0 die mutmalllich im alternden Blatt bis zum Ender de
Ressourcenrickgewinnung mit der Pathogenabwehrmrusahangen.

Durch die Versuche mit deBHLH39 Uberexpressionslinie ist zu erwarten, dass
bHLH39 tatsachlich die FIT Transkription induzieren kann und damit die
Eisenmangelantwort anschalten kann. Um das zu tiderpkénnten bereits vorhandene
pFIT::GUS Linien mit der 39ox Linie gekreuzt und auf erh6hBJS Aktivitat
untersucht werden. Eine solche Kreuzung konnte dafderdem durch Darstellung der
FIT Lokalisierung per GUS Farbung Hinweise Uber diesache der delokalisierten
FRO2 Aktivitdt in der 39ox Linie geben. Eine anseRénde Frage ist, ob bHLH39
alleine FRO2 und IRT1 induzieren kann. Ein Argument dafir konnte seinssda
zumindestIRT1 auch in Abwesenheit von FIT in détl-1 Mutante bei Eisenmangel
noch induziert werden kann (Colangelo und Guerid694). Um die Fragestellung zu
untersuchen wéare eine Transformation diér Mutante mit dem3xHA-BHLH39
Uberexpressionskonstrukt durchzufiihren. Erste Artewo auf diese Frage konnte
bereits der Ph&notyp geben. Die Komplementation Béénotyps wirde eine
Aktivierung vonFRO2undIRT1 allein durchrBHLH39 sehr wahrscheinlich machen. Um
das bHLH39 Protein allerdings ohne die artifiziekenstitutive Expression und
zusatzliche HA Markierung untersuchen zu kdnnensnaiis monoklonaler Antikérpern
gegen natives bHLH39 im Western Blot gegen WT Pnob@gesetzt werden. In der
Gruppe wird bereits an bHLH38 und bHLH39 Antikonpegearbeitet. Mithilfe dieser
Antikdrper kann dann die Abh&ngigkeit der Proteinge und -stabilitdt von den
Eisenbedingungen im WT Hintergrund untersucht werde

Um eine mogliche Ubiquitinierung des bHLH39 nacheisen, kénnte als erster
Hinweis ohne grolReren Aufwand die Behandlung vorox3%flanzen mit dem
Proteasominhibitor MG132 durchgefiihrt werden. 8allsich hier zeigen, dass die
Proteinmenge bei —Fe erhoht ist, ware das ein weitdinweis auf proteasomalen
Abbau. Das DbHLH39 Protein kann dann UuUber die HA Raung per
Immunprézipitation aufgereinigt werden und die BRaerung der Ubiquitinierung kann
Uber kommerziell erhaltliche Antikorper erfolgen. ISA E3-Ligase, die die
Ubiquitinierung bewerkstelligt, konnte BTS in Fraggemmen, da fir diese Ligase

gezeigt wurde, dass sie die Eisenhomodostase naggtiliert (Long et al., 2010).
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Auch die Forschung an der Modulation der Eisenmiamg®ort durch JA kann in Kirze
weiter vorangetrieben werden. Dazu sind weitereté¥esBlot Analysen mit 3xHA-FIT
Linien notwendig um zu zeigen, ob JA auf Proteirleuch auf FIT wirkt.

Einige der genannten Untersuchungen befinden sidforbereitung oder werden bereits
in der Arbeitsgruppe durchgefuhrt und werden in Bemmenden Jahren entscheidend
zum Verstandnis der bHLH Ib(2) Transkriptionsfaktobeitragen.

Solche Forschungsprojekte sollen schlief3lich helfahrungsmittelpflanzen zu zlchten,
die mehr und besser verfiigbares Eisen enthalteiKrankheiten wie die

Eisenmangelanamie einzudammen.
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9. Anhang

3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation

3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT1G50180 4,5976 4,2943 0,3033 2,010 0,0002 erhoht NB-ARC domain-containing disease resistgmotein
AT4G37030 4,5147 4,2068 0,3079 2,031 0,0000 grhoh unknown function
AT3G17609 5,8274 5,5112 0,3162 2,071 0,0001 erhéht HYH, homolog of HY5, Involved in phyB signaling pathyva
AT4G15430 5,5975 5,2777 0,3197 2,088 0,0000 erhoht early-responsive to dehydration stress family pnote
AT5G37940 5,5129 5,1842 0,3287 2,131 0,0000 erhoht Zinc-binding dehydrogenase family protein, catalgttivity,

oxidoreductase activity, oxidative stress

AT4G31870 5,2992 4,96611 0,3330 2,153 0,0002 erhbht ATGPXT glutathione peroxidase
AT4G12735 5,3889 5,0548 0,3340 2,158 0,0000 erhéht unknown function
AT1G55240 5,0097 4,6692 0,3404 2,190 0,0000 erhéht unknown function
AT3G21670 5,9590 5,6131 0,3458 2,217 0,0000 erhéht Major facilitator superfamily protein, oligopeptid@nsport
AT3G54520 3,9452 3,59561 0,3495 2,236 0,0000 erhéht unknown function
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT5G38000 5,1278 4,7718 0,3559 2,269 0,0000 erhoht Zinc-binding dehydrogenase family protein, catalgttivity,
oxidoreductase activity, response to oxidativesstre

AT2G04050 4,7230 4,3665 0,3564 2,272 0,0000 erhoht MATE efflux family protein, transporter activity

AT4G26150 5,4055 5,0480 0,3574 2,277 0,0000 erhoht CGAL member of GATA factor family of zinc finger
transcription factors, circadian rhythm, gibbere#icid
mediated signaling pathway, negative regulatioficvfer
development and seed germination, response toioytok
stimulus, response to light stimulus

AT5G55270 4,7220 4,36271 0,3592 2,287 0,0000 erhéht unknown function

AT2G46800 5,4262 5,0664 0,3597 2,289 0,0000 erhéht CDF1, member of the zinc transporter (ZAT) and cation
diffusion facilitator (CDF) families, mediates Zoni
homeostasis

AT1G32900 6,2568 5,8933 0,3635 2,309 0,0000 erhoht UDP-Glycosyltransferase superfamily protein

AT1G73000 4,9426 4,5739 0,3686 2,337 0,0002 otarh member of PYR (pyrabactin resistance )/PYL(PYR1
like)/RCAR (regulatory components of ABA receptor)

AT2G20800 5,2753 4,9053 0,3699 2,344 0,0000 erhoht NDB4, NAD(P)H dehydrogenase B4

AT1G03055 4,9801 4,6096 0,3704 2,346 0,0001 erhoht hypothetical protein
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT4G21490 4,1375 3,7596 0,3779 2,387 0,0001 erhéht NDB3, NAD(P)H dehydrogenase B3

AT1G75100 6,0342 5,6482 0,3860 2,432 0,0002 erhéht JACY, Required for the chloroplast accumulation resppns
but not for the avoidance response. No moleculactfan
known

AT5G53230 5,2706 4,8815 0,3891 2,449 0,0000 erhéht unknown function

AT2G01520 6,5451 6,1534 0,3916 2,464 0,0000 erhoht MLP-LIKE PROTEIN 328cis-cinnamic acid responsive gene
that is a member of the major latex protein-likegé&mily
and plays a role in promoting vegetative growth deldying
flowering

AT4G00050 5,8033 5,4113 0,3920 2,466 0,0002 erhoht UNELQ unfertilized embryo sac 10, sequence-specific DNA
binding transcription factor activity

AT2G03230 4,7961 4,3976 0,3985 2,503 0,0000 erhéht GCK domain-containing protein

AT2G41730 5,6469 5,2137 0,4332 2,711 0,0000 erhéht process unknown

AT1G63960 4,0796 3,6424 0,4372 2,736 0,0001 erhéht Copper transport protein family

AT1G02820 5,7160 5,2751 0,4409 2,759 0,0000 erhéht LEA3 family protein, response to stress

AT3G54500 6,0207 5,5736 0,4470 2,799 0,0000 erhéht unknown protein
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT3G28570 4,2201 3,7687 0,4514 2,827 0,0000 erhéht P-loop containing nucleoside triphosphate hydralase
superfamily protein

AT5G55150 4,3074 3,8508 0,4566 2,861 0,0000 erhéht unknown function

AT5G17300 5,6438 5,1834 0,4603 2,886 0,0000 erhdht REVEILLE 1 Myb-like transcription factor that regulates
hypocotyl growth by regulating free auxin levelsaitime-of-
day specific manner

AT5G50270 3,1790 2,70641 0,4725 2,968 0,0002 erhoht F-box/RNI-like/FBD-like domains-containing protein

AT2G21640 6,0200 5,5444 0,4756 2,989 0,0000 erhdht unknown function, oxidative stress

AT5G66740 4,744 4,2670 0,4769 2,999 0,0000 erhéht  nknown function

AT2G21320 4,3415 3,8635 0,4779 3,006 0,0000 erhéht B-box zinc finger family protein

AT5G24640 5,2026 4,7239 0,4786 3,010 0,0000 erhdht process unknown

AT5G48490 6,8746 6,3949 0,4797 3,017 0,0001 erhoht Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seeatiorage 2S
albumin superfamily protein

AT3G28890 3,3388 2,8435 0,4952 3,128 0,0001 erhoht RLP43 endomembrane system, kinase activity,
phosphorylation, signal transduction

AT5G52930 5,1706 4,6689 0,5017 3,174 0,0000 erhdht unknown function
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT5G37990 5,8523 5,3429 0,5093 3,231 0,0000 erhoéht S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase
(Sam) superfamily protein, process unknown

AT3G58150 4,9876 4,4776 0,5100 3,235 0,0000 erhéht unknown process

AT3G46300 4,2031 3,6685 0,5346 3,424 0,0001 erhéht unknown function

AT1G55960 6,7233 6,1847 0,5385 3,456 0,0000 erhoht Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transpgregamily
protein, process unknown

AT5G42760 5,8241 5,2785 0,5455 3,512 0,0001 erhoht Leucine carboxyl methyltransferase

AT5G37970 5,0576 4,4995 0,5580 3,614 0,0001 erhéht Sam superfamily protein, unkown process

AT2G28820 5,0853 4,5199 0,5654 3,676 0,0000 erhéht AT2G28820 obsolete and replaced by AT2@28&$ 2009-
04-27 AT2G28830 : U-box E3 ubiquitin ligase invalvia
ubiquitination of pattern recognition receptor FLS2

AT5G15850 5,6378 5,0483 0,5895 3,885 0,0000 erhéht COL1, homologue of CONSTANS, circadian rhythm,
intracellular, regulation of flower development

AT2G41260 4,2046 3,6148 0,5898 3,888 0,0000 erhéht M17, Late-embryogenesis-abundant gene. Involved in the
acquisition of desiccation tolerance during latagghof
embryogenesis

AT1G64500 6,5049 5,9089 0,5960 3,944 0,0001 erhoht Glutaredoxin family protein

AT5G09570 5,8663 5,2693 0,5969 3,953 0,0000 erhdéht Cox19-like CHCH family protein
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
TC311090 5,0489 4,42591 0,6229 4,197 0,0002 erhoht tc|Q9ZQH7_ARATH (Q9ZQH7) Cysteine proteinase, érti

(25%) [TC311090]

AT1G77100 3,510 2,8527 0,6576 4,546 0,0002 erhéht erodase superfamily, response to oxidative stress

AT2G47520 5,0219 4,3582 0,6636 4,609 0,0000 erhoht ERF71 (ethylene response factor) subfamily B-2 RFEAP2
transcription factor family

AT3G12320 5,6782 4,9926 0,6856 4,848 0,0000 d@rhéh unknown protein

AT1G01060 5,5294 4,8398 0,6895 4,893 0,0000 erhoht LHY, myb-related putative transcription factor invalia
circadian rhythm

AT3G33084 3,476 2,7862 0,6898 4,895 0,0001 erhéht ransposable element gene

AT5G54550 4,5635 3,8676 0,6959 4,964 0,0000 erhéht unknown function

AT2G41250 5,8155 5,1153 0,7001 5,014 0,0000 erhoéht Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD)

AT5G03270 3,5410 2,8283 0,7126 5,160 0,0000 erhoht lysine decarboxylase family protein, lysine bio$etic
process via diaminopimelate

AT1G62420 5,9775 5,2477 0,7298 5,367 0,0001 erhéht unknown function

AT4G15248 5,0516 4,3157 0,7359 5,443 0,0000 erhéht B-box type zinc finger family protein, process uoim
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT2G46830 4,2848 3,5486 0,7361 5,447 0,0000 erhoht CCA1 function synergistically with LHY in regulatin
circadian rhythms of Arabidopsis

AT2G15020 6,5217 5,7788 0,7428 5,532 0,0000 erhéht unknown protein

AT2G03130 5,0649 4,3088 0,7561 5,702 0,0000 erhéht Ribosomal protein L12/ ATP-dependent Clp proteatstor
protein ClpS family protein

AT5G54450 4,3587 3,5979 0,7607 5,764 0,0000 erhoéht unknown function

AT3G21150 5,0056 4,2150 0,7906 6,174 0,0001 erhéht B BOX PROTEIN 32

AT1G12030 6,0526 5,2406 0,8120 6,486 0,0000 erhoht unknown function

AT5G52940 5,4739 4,6440 0,8299 6,759 0,0000 erhoéht unknown function

AT5G54420 4,3381 3,4918 0,8462 7,019 0,0000 erhéht unknown function

AT4G08875 4,5294 3,6344 0,8950 7,852 0,0000 erhoht defensin-like (DEFL) family protein

AT3G02380 6,2312 5,3317 0,8995 7,934 0,0000 otarh COL2, B-box zinc-finger protein homologous to the
flowering-time gene CONSTANS

AT4G27360 4,6238 3,6959 0,9279 8,470 0,0000 erhoéht Dynein light chain type 1 family protein

AT3G56700 4,1096 3,1573 0,9523 8,959 0,0000 erhéht N-terminal protein myristoylation, cell redox honséasis
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation

3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT2G41280 4,0446 2,9652 1,0794 12,006 0,0000 erhoht M10, LEA (late embryogenesis abundant) protein
AT1G09790 45771 4,8816 -0,3045 2,016 0,0001 eriged COBLG upregulated under iron deficiency
AT1G28190 5,2103 5,5211 -0,31079 2,045 0,0000 drige Unknown function
AT3G14210 6,4348 6,7503 -0,3155 2,067 0,0000 eriged ESMZ semidominant QTL, has epistatic effect on the

epithiospecifier gene, represses nitrile formataod favors
isothiocyanate production during glucosinolate byygbis

AT3G56400 5,4098 5,7262 -0,3164 2,072 0,0000 eriged  member of WRKY Transcription Factor; Group. IHunction
as activator of SA-dependent defense genes anessprof
JA-regulated genes, suppression of JA-signalimpgity
executed by NPR1.

AT1G21670 6,1346 6,4571 -0,32249 2,101 0,0000 drige senescence-associated gene, upregulatedydigiescence

AT4G06746 5,2372 5,5805 -0,3433 2,204 0,0000 erijed  member of the DREB subfamily A-5 of ERF/AP2
transcription factor family

AT3G47860 5,8148 6,1590 -0,34419 2,208 0,0000 drige Located in thylakoid lumen, involved in proten of
thylakoidal membrane lipids against reactive oxygpecies,
especially singlet oxygen, upon excess light.

AT1G65790 4,0931 4,4395 -0,3464 2,220 0,0000 eriged  ARKY, alternatively spliced gene, functional transmeanier
receptor serine/threonine kinase, alternate foriy mad have
transmembrane domain
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT5G45500 6,2762 6,6298 -0,3536 2,257 0,0000 eriged  RNI-like superfamily protein, function unknown

AT5G61610 3,9495 4,3044 -0,3549 2,264 0,0001 eriged  Oleosin family protein

AT4G13575 4,5108 4,8799 -0,3691 2,339 0,0000 eriged  Unknown function

AT1G09750 6,2704 6,6421 -0,3716 2,353 0,0000 eriged  Eukaryotic aspartyl protease family protein

AT3G07720 6,5355 6,9149 -0,3794 2,395 0,0000 eriged Galgctc_)se oxidase/kelch repeat superfamilygimp response
to zinc ion

AT5G55450 3,2988 3,6782 -0,37939 2,395 0,0000 drige Bifunctional inhibitor/lipid-transfer proteiseed storage 2S
albumin superfamily protein

AT2G33830 6,8638 7,2512 -0,38739 2,440 0,0001 drige Dormancy/auxin associated family protein

AT4G01525 5,4559 5,8454 -0,3894 2,451 0,0000 eriged Member of Sadhu non-coding retrotransposorilfam

AT1G52120 4,3710 4,7699 -0,39889 2,505 0,0000 drige Mannose-binding lectin superfamily proteinnétion
unknown

AT2G34655 4,1431 4,5572 -0,41409 2,594 0,0000 drige Unknown function

AT1G75040 4,8167 5,2450 -0,4283 2,681 0,0000 eriged PR3 Thaumatin-like protein, involved in response to

pathogens, mRNA level changed after cutting the
inflorescence stem indicating existence of netvafrignal
transducing pathways as other stress-regulatedsgene
(At5g01410, At3g17800, At1g29930)do not respond
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT4G25490 3,7036 4,1368 -0,4332 2,711 0,0001 eriged CBF1, Transcriptional activator, binds to the DRE/CRT
regulatory elements, induces cold-regulated gepeesssion,
increasing plant freezing tolerance, member oIREB
subfamily A-1 of ERF/AP2 transcription factor fagil
involved in response to low temperature and alseaisd
BP653910 4,2556 4,7245 -0,4688 2,943 0,0000 engtedr ug|BP653910 RAFL19 Arabidopsis thaliana cDNAn
RAFL19-15-K07 3', mRNA sequence [BP653910]
AT2G26500 5,4686 5,9399 -0,47129 2,959 0,0000 drige cytochrome b6f complex subunit, putative
AT3G07650 4,8382 5,3095 -0,4713 2,960 0,0000  erniedrigt COL9, CONSTANS gene family, DNA-dependent,
flowering, negative regulation of Id photoperiadis
AT2G39920 5,2837 5,7661 -0,4824 3,036 0,0000 eriged  HAD superfamily, subfamily 111B acid phosphatg response
to cadmium ion
TA32559 3702 3,0825 3,5816 -0,4990 3,155 0,0000 ieerigt tc|Q9ASR7_ARATH (Q9ASR7) AT3g60140/T209 120
partial (9%) [TC310500]
AT4G33980 5,4943 6,0024 -0,50809 3,221 0,0000 drigie Unknown function
AT3G54730 4,0274 4,5401 -0,5126 3,256 0,0000 eriged  ovate family protein 9
AT5G58310 3,6549 4,2035 -0,5486 3,536 0,0000 eriged MES18 required in healthy systemic tissues of infeqikzahts

to release active defense phytohormone SA from MeSA
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT2G30660 3,2612 3,8171 -0,5558 3,596 0,0000 eriged  ATP-dependent caseinolytic protease/crotoffiaséy
NP230685 2,7361 3,3126 -0,5764 3,771 0,0000 engtedr tc|GB|AB015479.1|BAB08559.1
gene_id:MTE17.13~unknown protein [NP230685]
AT1G69140 3,5175 4,1081 -0,5906 3,895 0,0000 eriged  pseudogene, hypothetical protein
AT4G04223 4,7130 5,3104 -0,59739 3,957 0,0000 drige Unknown function
AV562266 2,8041 3,4046 -0,6004 3,985 0.0003 erigedr EST, associated Loci AT5G66053 ug|AV562266

Arabidopsis thaliana green siliques Columbia Arapgls
thaliana cDNA clone SQ167b02F 3', mRNA sequence
[AV562266]

AT3G22380 3,5760 4,1890 -0,6130 4,102 0,0000 eriged  TIC, nucleus-acting plant-specific clock regulator king
close to the central oscillator, affecting circadgating of
light responses, regulates CCA1 and PRR9 from LHY,

AT4G31940 4,4448 5,1155 -0,6707 4,684 0,0000 eriged CYP82C4cytochrome P450, family 82, subfamily C, heme-
containing monooxygenase upregulated under Feidefig
through a FIT-dependent pathway

AT3G21460 4,0465 4,7216 -0,6751 4,732 0,0000 eriged  Glutaredoxin family protein, cell redox homéass, electron
carrier
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Fortsetzung3xbhlh -Fe gegen WT —Fe

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation Annotation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT4G13250 5,6401 6,3170 -0,6768 4,752 0,0000 eriged  1NYC1 chlorophyll b reductase involved in the degraatati
of chlorophyll b and LHCII

AT1G70505 2,7378 3,4398 -0,7020 5,035 0,0000 eriged  Unknown function

AT4G01380 2,9241 3,7336 -0,80949 6,448 0,0000 drige plastocyanin-like domain-containing proteiimknown

AT2G26020 2,9876 3,8878 -0,90019 7,946 0.0001 drige PDF1.2h Predicted to encode a PR protein

AT4G04601 2,9129 3,8279 -0,915 8,222 0,0000 erigedr  Unknown function

AT1G59500 2,7526 3,9220 -1,1694 14,770 0,0000 drige GH3.4, IAA-amido synthase, conjugates Asp and other amin
acids to auxin in vitro, response to auxin

AT3G56980 4,1874 5,9524 -1,7650 58,208 0,0000 drige bHLH039/0ORG3iron deficiency induced, SA induced,
bHLH transcription factor

AT3G30720 3,8108 5,5826 -1,7718 59,128 0,0000 drige QQS predicted to influence starch metabolism

AT2G41240 3,1134 6,2777 -3,1643 1459,822 0,0000 ieerigt bHLH10Q iron deficiency induced, bHLH tf

Die aufgefuhrten Gene sind im Vergleich WT-Fe gegedohlh-Fe differentiell exprimiert. Ein negatileg Ratio Wert zeigt an, dass das Gen in

der Mutante im Vergleich zum WT herunterregulistf €in positiver zeigt an, dass das Gen in deahtetstarker exprimiert ist.

Es wurden nur Gene mit einem P-Wert < 0,05 undneiftdd change > 2 in die Liste aufgenommen.
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Tabelle zu Venn Diagramm

3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT+Fe gegen WT-Fe
Schnittmenge 21 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
At4g31870 5,2992 4,96611 0,3330 2,153 0,0002 erhoht
At1g32900 6,2568 5,8933 0,3635 2,309 0,0000 erhoht
At4g00050 5,8033 5,4113 0,3920 2,466 0,0002 erhoht
At2g04050 4,7230 4,3665 0,3564 2,272 0,0000 erhoht
At2g21640 6,0200 5,5444 0,4756 2,989 0,0000 erhéht
At3g12320 5,6782 4,9926 0,6856 4,848 0,0000 erhoht
At1g01060 5,5294 4,8398 0,6895 4,893 0,0000 erhoht
At2g46830 4,2848 3,5486 0,7361 5,447 0,0000 erhéht
At2g15020 6,5217 5,7788 0,7428 5,532 0,0000 erhoht
At1g12030 6,0526 5,2406 0,8120 6,486 0,0000 erhoht
At3g02380 6,2312 5,3317 0,8995 7,934 0,0000 erhoht
At3g47860 5,8148 6,1590 -0,3441 2,208 0,0000 eriged
At1g09750 6,2704 6,6421 -0,3716 2,353 0,0000 eriged
At3g07720 6,5355 6,9149 -0,3794 2,395 0,0000 eriged
At2g33830 6,8638 7,2512 -0,38739 2,440 0.0001 drigie
At2g26500 5,4686 5,9399 -0,4712 2,959 0,0000 eriged
At2g39920 5,2837 5,7661 -0,4824 3,036 0,0000 eriged
At4g31940 4,4448 5,1155 -0,6707 4,684 0,0000 eriged
At4g13250 5,6401 6,3170 -0,6768 4,752 0,0000 eriged
At3g56980 4,1874 5,9524 -1,7650 58,208 0,0000 drigie
At2g41240 3,1134 6,2777 -3,1643 1459,822 0,0000 ieerigt
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Tabelle zu Venn Diagramm

3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT+Fe gegen WT-Fe
Differenzmenge 100 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT1G50180 4,5976 4,2943 0,3033 2,010 0,0002 erhoht
AT4G37030 4,5147 4,2068 0,3079 2,031 0,0000 erhoht
AT3G17609 5,8274 5,5112 0,3162 2,071 0,0001 erhoht
AT4G15430 5,5975 5,2777 0,3197 2,088 0,0000 erhoht
AT5G37940 5,5129 5,1842 0,3287 2,131 0,0000 erhdht
AT4G12735 5,3889 5,0548 0,3340 2,158 0,0000 erhdht
AT1G55240 5,0097 4,6692 0,3404 2,190 0,0000 erhoht
AT3G21670 5,9590 5,6131 0,3458 2,217 0,0000 erhoht
AT3G54520 3,9452 3,5956 0,3495 2,236 0,0000 erhoht
AT5G38000 5,1278 4,7718 0,3559 2,269 0,0000 erhoht
AT4G26150 5,4055 5,0480 0,3574 2,277 0,0000 erhoht
AT5G55270 4,7220 4,3627 0,3592 2,287 0,0000 erhoht
AT2G46800 5,4262 5,0664 0,3597 2,289 0,0000 erhoht
AT1G73000 4,9426 4,5739 0,3686 2,337 0,0002 erhoht
AT2G20800 5,2753 4,9053 0,3699 2,344 0,0000 erhoht
AT1G03055 4,9801 4,6096 0,3704 2,346 0,0001 erhoht
AT4G21490 4,1375 3,7596 0,3779 2,387 0,0001 erhoht
AT1G75100 6,0342 5,6482 0,3860 2,432 0,0002 erhoht
AT5G53230 5,2706 4,8815 0,3891 2,449 0,0000 erhoht
AT2G01520 6,5451 6,1534 0,3916 2,464 0,0000 erhoht
AT2G03230 4,7961 4,3976 0,3985 2,503 0,0000 erhoht
AT2G41730 5,6469 5,2137 0,4332 2,711 0,0000 erhoht
AT1G63960 4,0796 3,6424 0,4372 2,736 0,0001 erhoht
AT1G02820 5,7160 5,2751 0,4409 2,759 0,0000 erhoht
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT+Fe gegen WT-Fe

Differenzmenge 100 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT3G54500 6,0207 5,5736 0,4470 2,799 0,0000 erhoht
AT3G28570 4,2201 3,7687 0,4514 2,827 0,0000 erhoht
AT5G55150 4,3074 3,8508 0,4566 2,861 0,0000 erhoht
AT5G17300 5,6438 5,1834 0,4603 2,886 0,0000 erhoht
AT5G50270 3,1790 2,70641 0,4725 2,968 0,0002 erhoht
AT5G66740 4,744 4,2670 0,4769 2,999 0,0000 erhdht
AT2G21320 4,3415 3,8635 0,4779 3,006 0,0000 erhoht
AT5G24640 5,2026 4,7239 0,4786 3,010 0,0000 erhoht
AT5G48490 6,8746 6,3949 0,4797 3,017 0,0001 erhoht
AT3G28890 3,3388 2,8435 0,4952 3,128 0,0001 erhoht
AT5G52930 5,1706 4,6689 0,5017 3,174 0,0000 erhoht
AT5G37990 5,8523 5,3429 0,5093 3,231 0,0000 erhoht
AT3G58150 4,9876 4,4776 0,5100 3,235 0,0000 erhoht
AT3G46300 4,2031 3,6685 0,5346 3,424 0,0001 erhoht
AT1G55960 6,7233 6,1847 0,5385 3,456 0,0000 erhoht
AT5G42760 5,8241 5,2785 0,5455 3,512 0,0001 erhoht
AT5G37970 5,0576 4,4995 0,5580 3,614 0,0001 erhoht
AT2G28820 5,0853 4,5199 0,5654 3,676 0,0000 erhoht
AT5G15850 5,6378 5,0483 0,5895 3,885 0,0000 erhdht
AT2G41260 4,2046 3,6148 0,5898 3,888 0,0000 erhdht
AT1G64500 6,5049 5,9089 0,5960 3,944 0,0001 erhdht
AT5G09570 5,8663 5,2693 0,5969 3,953 0,0000 erhdht
TC311090 5,0489 4,4259 0,6229 4,197 0,0002 erhoht
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm

3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT+Fe gegen WT-Fe
Differenzmenge 100 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT1G77100 3,510 2,8527 0,6576 4,546 0,0002 erhoht
AT2G47520 5,0219 4,3582 0,6636 4,609 0,0000 erhoht
AT3G33084 3,476 2,7862 0,6898 4,895 0,0001 erhdht
AT5G54550 4,5635 3,8676 0,6959 4,964 0,0000 erhoht
AT2G41250 5,8155 5,1153 0,7001 5,014 0,0000 erhdht
AT5G03270 3,5410 2,8283 0,7126 5,160 0,0000 erhdht
AT1G62420 5,9775 5,2477 0,7298 5,367 0,0001 erhoht
AT4G15248 5,0516 4,3157 0,7359 5,443 0,0000 erhoht
AT2G03130 5,0649 4,3088 0,7561 5,702 0,0000 erhoht
AT5G54450 4,3587 3,5979 0,7607 5,764 0,0000 erhoht
AT3G21150 5,0056 4,2150 0,7906 6,174 0,0001 erhoht
AT5G52940 5,4739 4,6440 0,8299 6,759 0,0000 erhoht
AT5G54420 4,3381 3,4918 0,8462 7,019 0,0000 erhoht
AT4G08875 4,5294 3,6344 0,8950 7,852 0,0000 erhoht
AT4G27360 4,6238 3,6959 0,9279 8,470 0,0000 erhoht
AT3G56700 4,1096 3,1573 0,9523 8,959 0,0000 erhoht
AT2G41280 4,0446 2,9652 1,0794 12,006 0,0000 erhoht
AT1G09790 4,5771 4,8816 -0,3045 2,016 0,0001 erigied
AT1G28190 5,2103 5,5211 -0,3107 2,045 0,0000 erigied
AT3G14210 6,4348 6,7503 -0,3155 2,067 0,0000 erigied
AT3G56400 5,4098 5,7262 -0,3164 2,072 0,0000 erigied
AT1G21670 6,1346 6,4571 -0,3224 2,101 0,0000 erigied
AT4G06746 5,2372 5,5805 -0,3433 2,204 0,0000 erigied
AT1G65790 4,0931 4,4395 -0,3464 2,220 0,0000 erigied
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT+Fe gegen WT-Fe

Differenzmenge 100 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT4G12290 5,5447 5,8981 -0,3534 2,256 0,0000 erigied
AT5G45500 6,2762 6,6298 -0,3536 2,257 0,0000  erniedrigt
AT5G61610 3,9495 4,3044 -0,3549 2,264 0,0001 erigied
AT4G13575 4,5108 4,8799 -0,3691 2,339 0,0000 erigied
AT5G55450 3,2988 3,6782 -0,3793 2,395 0,0000 erigied
AT4G01525 5,4559 5,8454 -0,3894 2,451 0,0000 erigied
AT1G52120 4,3710 4,7699 -0,3988 2,505 0,0000 erigied
AT2G34655 4,1431 4,5572 -0,4140 2,594 0,0000 erigied
AT1G75040 4,8167 5,2450 -0,4283 2,681 0,0000 erigied
AT4G25490 3,7036 4,1368 -0,4332 2,711 0,0001 erigied
BP653910 4,2556 4,7245 -0,4688 2,943 0,0000 ergjedri
AT3G07650 4,8382 5,3095 -0,4713 2,960 0,0000  erniedrigt
TA32559_3702 3,0825 3,5816 -0,4990 3,155 0,0000 ieerigt
AT4G33980 5,4943 6,0024 -0,5080 3,221 0,0000 erigied
AT3G54730 4,0274 4,5401 -0,5126 3,256 0,0000 erigied
AT5G58310 3,6549 4,2035 -0,5486 3,536 0,0000 erigied
AT2G30660 3,2612 3,8171 -0,5558 3,596 0,0000 erigied
NP230685 2,7361 3,3126 -0,5764 3,771 0,0000 erigedr
AT1G69140 3,5175 4,1081 -0,5906 3,895 0,0000 erigied
AT4G04223 4,7130 5,3104 -0,5973 3,957 0,0000 erigied
AV562266 2,8041 3,4046 -0,6004 3,985 0.0003 erigedr
AT3G22380 3,5760 4,1890 -0,6130 4,102 0,0000 erigied
AT3G21460 4,0465 4,7216 -0,6751 4,732 0,0000 erigied
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT+Fe gegen WT-Fe

Differenzmenge 100 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT1G70505 2,7378 3,4398 -0,7020 5,035 0,0000 erigied
AT4G01380 2,9241 3,7336 -0,80949 6,448 0,0000 drige
AT2G26020 2,9876 3,8878 -0,9001 7,946 0.0001 erigied
AT4G04601 2,9129 3,8279 -0,9150 8,222 0,0000 erigied
AT1G59500 2,7526 3,9220 -1,1694 14,770 0,0000 drige
AT3G30720 3,8108 5,5826 -1,7718 59,128 0,0000 drige

Die Gene der zweiten Differenzmengél+Fe gegen WT-F& WT-Fe gegen3xbhlh-Fe
ensprechen der in Lingam et al 2011 veroffentlichiste der Eisenmarkergene abztiglich der
hier aufgelisteten 21 Gene der Schnittmenge. Egatneer log Ratio Wert zeigt an, dass das
Gen in der Mutante im Vergleich zum WT heruntertegtiist, ein positiver zeigt an, dass
das Gen in der Mutante starker exprimiert ist. Esden nur Gene mit einem P-Wert < 0,05

und einem fold change > 2 in die Liste aufgenommen.
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Tabelle zu Venn Diagramm

3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Schnittmenge 49 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT1G50180 4,5976 4,2943 0,3033 2,010 0,0002 erhéht
AT4G37030 4,5147 4,2068 0,3079 2,031 0,0000 erhéht
AT3G17609 5,8274 5,5112 0,3162 2,071 0,0001 erhoht
AT4G12735 5,3889 5,0548 0,3340 2,158 0,0000 erhoht
AT3G21670 5,9590 5,6131 0,3458 2,217 0,0000 erhoht
AT3G54520 3,9452 3,5956 0,3495 2,236 0,0000 erhoht
AT2G04050 4,7230 4,3665 0,3564 2,272 0,0000 erhéht
AT4G26150 5,4055 5,0480 0,3574 2,277 0,0000 erhéht
AT5G55270 4,7220 4,3627 0,3592 2,287 0,0000 erhéht
AT1G73000 4,9426 4,5739 0,3686 2,337 0,0002 oherh
AT4G21490 4,1375 3,7596 0,3779 2,387 0,0001 erhoht
AT2G41730 5,6469 5,2137 0,4332 2,711 0,0000 erhoht
AT5G55150 4,3074 3,8508 0,4566 2,861 0,0000 erhoht
AT2G21640 6,0200 5,5444 0,4756 2,989 0,0000 erhoht
AT5G24640 5,2026 4,7239 0,4786 3,010 0,0000 erhoht
AT5G48490 6,8746 6,3949 0,4797 3,017 0,0001 erhoht
AT3G28890 3,3388 2,8435 0,4952 3,128 0,0001 erhoht
AT3G58150 4,9876 4,4776 0,5100 3,235 0,0000 erhoht
AT3G46300 4,2031 3,6685 0,5346 3,424 0,0001 erhoht
AT2G28820 5,0853 4,5199 0,5654 3,676 0,0000 erhoht
AT5G15850 5,6378 5,0483 0,5895 3,885 0,0000 erhoht
AT5G09570 5,8663 5,2693 0,5969 3,953 0,0000 erhoht
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Schnittmenge 49 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
tC311090 5,0489 4,4259 0,6229 4,197 0,0002 erhéht
AT2G47520 5,0219 4,3582 0,6636 4,609 0,0000 erhéht
AT1G01060 5,5294 4,8398 0,6895 4,893 0,0000 erhoht
AT5G54550 4,5635 3,8676 0,6959 4,964 0,0000 erhoht
AT1G62420 5,9775 5,2477 0,7298 5,367 0,0001 erhoht
AT2G46830 4,2848 3,5486 0,7361 5,447 0,0000 erhoht
AT1G12030 6,0526 5,2406 0,8120 6,486 0,0000 erhoht
AT5G52940 5,4739 4,6440 0,8299 6,759 0,0000 erhoht
AT4G08875 4,5294 3,6344 0,8950 7,852 0,0000 erhoht
AT3G56400 5,4098 5,7262 -0,3164 2,072 0,0000 eriged
AT1G65790 4,0931 4,4395 -0,3464 2,220 0,0000 eriged
AT4G12290 5,5447 5,8981 -0,3534 2,256 0,0000 eriged
AT1G09750 6,2704 6,6421 -0,3716 2,353 0,0000 eriged
AT5G55450 3,2988 3,6782 -0,3793 2,395 0,0000 eriged
AT2G33830 6,8638 7,2512 -0,3873 2,440 0.0001 eriged
AT1G52120 4,3710 4,7699 -0,3988 2,505 0,0000 eriged
AT1G75040 4,8167 5,2450 -0,4283 2,681 0,0000 eriged
AT4G25490 3,7036 4,1368 -0,4332 2,711 0,0001 eriged
BP653910 4,2556 4,7245 -0,4688 2,943 0,0000 ergiedri
tA32559_3702 3,0825 3,5816 -0,4990 3,155 0,0000 ieerigt
AT2G30660 3,2612 3,8171 -0,5558 3,596 0,0000 erigjed
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Schnittmenge 49 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
NP230685 2,7361 3,3126 -0,5764 3,771 0,0000 erigiedr
AT1G69140 3,5175 4,1081 -0,5906 3,895 0,0000 eriged
AT3G21460 4,0465 4,7216 -0,6751 4,732 0,0000 eriged
AT1G59500 2,7526 3,9220 -1,1694 14,770 0,0000 drige
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Tabelle zu Venn Diagramm

3xbhlh-Fe gegen WT-Fe \ WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Differenzmenge 72 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe

AT4G15430 5,5975 5,2777 0,3197 2,088 0,0000 erhéht
AT5G37940 5,5129 5,1842 0,3287 2,131 0,0000 erhéht
AT4G31870 5,2992 4,9661 0,3330 2,153 0,0002 erhoht
AT1G55240 5,0097 4,6692 0,3404 2,190 0,0000 erhoht
AT5G38000 5,1278 4,7718 0,3559 2,269 0,0000 erhoht
AT2G46800 5,4262 5,0664 0,3597 2,289 0,0000 erhoht
AT1G32900 6,2568 5,8933 0,3635 2,309 0,0000 erhoht
AT1G03055 4,9801 4,6096 0,3704 2,346 0,0001 erhéht
AT1G75100 6,0342 5,6482 0,3860 2,432 0,0002 erhéht
AT5G53230 5,2706 4,8815 0,3891 2,449 0,0000 erhoht
AT2G01520 6,5451 6,1534 0,3916 2,464 0,0000 erhoht
AT4G00050 5,8033 5,4113 0,3920 2,466 0,0002 erhoht
AT2G03230 4,7961 4,3976 0,3985 2,503 0,0000 erhoht
AT1G63960 4,0796 3,6424 0,4372 2,736 0,0001 erhoht
AT1G02820 5,7160 5,2751 0,4409 2,759 0,0000 erhéht
AT3G54500 6,0207 5,5736 0,4470 2,799 0,0000 erhéht
AT3G28570 4,2201 3,7687 0,4514 2,827 0,0000 erhéht
AT3G46300 4,2031 3,6685 0,5346 3,424 0,0001 erhéht
AT1G55960 6,7233 6,1847 0,5385 3,456 0,0000 erhoht
AT5G42760 5,8241 5,2785 0,5455 3,512 0,0001 erhoht
AT5G37970 5,0576 4,4995 0,5580 3,614 0,0001 erhoht
AT2G28820 5,0853 4,5199 0,5654 3,676 0,0000 erhdht
AT5G15850 5,6378 5,0483 0,5895 3,885 0,0000 erhoht
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-Fe \ WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Differenzmenge 72 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT2G41260 4,2046 3,6148 0,5898 3,888 0,0000 erhéht
AT1G64500 6,5049 5,9089 0,5960 3,944 0,0001 erhéht
AT5G09570 5,8663 5,2693 0,5969 3,953 0,0000 erhéht
TC311090 5,0489 4,4259 0,6229 4,197 0,0002 erhoht
AT1G77100 3,5100 2,8527 0,6576 4,546 0,0002 erhoht
AT3G12320 5,6782 4,9926 0,6856 4,848 0,0000 erhoht
AT2G41250 5,8155 5,1153 0,7001 5,014 0,0000 erhoht
AT2G15020 6,5217 5,7788 0,7428 5,532 0,0000 erhéht
AT2G03130 5,0649 4,3088 0,7561 5,702 0,0000 erhéht
AT5G54450 4,3587 3,5979 0,7607 5,764 0,0000 erhéht
AT3G21150 5,0056 4,2150 0,7906 6,174 0,0001 erhéht
AT1G12030 6,0526 5,2406 0,8120 6,486 0,0000 erhoht
AT5G52940 5,4739 4,6440 0,8299 6,759 0,0000 erhoht
AT5G54420 4,3381 3,4918 0,8462 7,019 0,0000 erhoht
AT4G08875 4,5294 3,6344 0,8950 7,852 0,0000 erhoht
AT3G02380 6,2312 5,3317 0,8995 7,934 0,0000 erhéht
AT4G27360 4,6238 3,6959 0,9279 8,470 0,0000 erhéht
AT3G56700 4,1096 3,1573 0,9523 8,959 0,0000 erhéht
AT2G41280 4,0446 2,9652 1,0794 12,006 0,0000 erhoht
AT1G09790 4,5771 4,8816 -0,3045 2,016 0,0001 erigied
AT1G28190 5,2103 5,5211 -0,3107 2,045 0,0000 erigied
AT3G14210 6,4348 6,7503 -0,3155 2,067 0,0000 erigied
AT1G21670 6,1346 6,4571 -0,3224 2,101 0,0000 erigied
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-Fe \ WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Differenzmenge 72 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT4G06746 5,2372 5,5805 -0,3433 2,204 0,0000 erigied
AT3G47860 5,8148 6,1590 -0,3441 2,208 0,0000 erigied
AT5G45500 6,2762 6,6298 -0,3536 2,257 0,0000 erniedrigt
AT5G61610 3,9495 4,3044 -0,3549 2,264 0,0001 erigied
AT4G13575 4,5108 4,8799 -0,3691 2,339 0,0000 erigied
AT3G07720 6,5355 6,9149 -0,3794 2,395 0,0000 erigied
AT4G01525 5,4559 5,8454 -0,3894 2,451 0,0000 erigied
AT2G34655 4,1431 4,5572 -0,4140 2,594 0,0000 erigied
AT2G26500 5,4686 5,9399 -0,4712 2,959 0,0000 erigied
AT3G07650 4,8382 5,3095 -0,4713 2,960 0,0000 erniedrigt
AT2G39920 5,2837 5,7661 -0,4824 3,036 0,0000 erigied
AT4G33980 5,4943 6,0024 -0,5080 3,221 0,0000 erigied
AT3G54730 4,0274 4,5401 -0,5126 3,256 0,0000 erigied
AT5G58310 3,6549 4,2035 -0,5486 3,536 0,0000 erigied
AT4G04223 4,7130 5,3104 -0,5973 3,957 0,0000 erigied
AV562266 2,8041 3,4046 -0,6004 3,985 0.0003 erigedr
AT3G22380 3,5760 4,1890 -0,6130 4,102 0,0000 erigied
AT4G31940 4,4448 5,1155 -0,6707 4,684 0,0000 erigied
AT4G13250 5,6401 6,3170 -0,6768 4,752 0,0000 erigied
AT1G70505 2,7378 3,4398 -0,7020 5,035 0,0000 erigied
AT4G01380 2,9241 3,7336 -0,8094 6,448 0,0000 erigied
AT2G26020 2,9876 3,8878 -0,9001 7,946 0.0001 erigied
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-Fe \ WT-Fe gegen WT-Fe+SA

Differenzmenge 72 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh -Fe
AT4G04601 2,9129 3,8279 -0,9150 8,222 0,0000 erigied
AT3G56980 4,1874 5,9524 -1,7650 58,208 0,0000 drige
AT3G30720 3,8108 5,5826 -1,7718 59,128 0,0000 drige
AT2G41240 3,1134 6,2777 -3,1643 1459,822 0,0000 ieerigt

Ein negativer log Ratio Wert zeigt an, dass das iBeler Mutante im Vergleich zum WT
herunterreguliert ist, ein positiver zeigt an, daas Gen in der Mutante starker exprimiert ist.
Es wurden nur Gene mit einem P-Wert < 0,05 undneiftéd change > 2 in die Liste
aufgenommen. Die Gene der Differenzmenge WT-Ferg@ge-Fe+SA \ 3xbhlh -Fe gegen
WT -Fe sind hier aus Platzgrinden nicht aufgeligi@nen aber online eingesehen werden.

Die Zugangsdaten sind im Material und Methoden Zeifinden
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Schnittmenge 46 Gene

Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN 3xbhlh-Fe geger3xbhlh-Fe +SA

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert  Regulation
3xbhlh - 3xbhlh Ratio Change 3xbhlh
Fe —Fe+SA —Fe+SA

AT1G50180 4,5976 4,9434 -0,3458 2,217 0,0000 erhoht
AT4G06746 5,2372 5,6611 -0,4239 2,653 0,0000 Erhoht
AT1G28190 5,2103 5,7233 -0,5131 3,259 0,0000 erhoht
AV562266 2,8041 3,3180 -0,5141 3,266 0,0020 erhoht
AT2G21640 6,0200 6,5744 -0,5544 3,584 0,0000 erhoht

TA32559_3702 4,3710 4,9256 -0,5547 3,586 0,0000 oherh
AT1G52120 5,5447 6,1418 -0,5972 3,955 0,0000 erhoht
AT3G58150 4,9876 5,6692 -0,6817 4,804 0,0000 erhoht
AT1G75040 4,8167 5,5552 -0,7386 5,477 0,0000 erhoht
AT2G04050 4,7230 5,6237 -0,9007 7,956 0,0000 erhoht
AT2G47520 5,0219 5,9432 -0,9213 8,342 0,0000 erhoht
AT4G12735 5,3889 6,3754 -0,9865 9,693 0,0000 erhoht
AT3G28890 3,3388 4,3513 -1,0125 10,292 0,0000 grhoh
AT2G33830 3,2612 4,2891 -1,0279 10,663 0,0000 grhoh
AT2G41730 5,6469 6,7815 -1,1346 13,636 0,0000 grhoh
AT5G24640 5,2026 6,4683 -1,2657 18,441 0,0000 grhoh
AT3G54520 3,9452 5,2240 -1,2788 19,002 0,0000 horer
AT4G37030 4,5147 5,8712 -1,3565 22,729 0,0000 grhoh
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Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN 3xbhlh-Fe geger83xbhlh-Fe +SA

Schnittmenge 46 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert  Regulation
3xbhlh - 3xbhlh Ratio Change 3xbhlh
Fe —Fe+SA —Fe+SA
AT1G65790 4,0931 5,6529 -1,5598 36,291 0,0000 grhoh
AT1G02820 2,7361 4,2638 -1,5277 33,712 0,0000 grhoh
NP230685 3,0825 4,7257 -1,6432 43,983 0,0000 erhéht
AT4G12290 3,2988 4,9663 -1,6675 46,505 0,0000 @rhoh
AT3G56400 5,4098 7,3982 -1,9884 97,364 0,0000 @rhoh
AT5G55150 4,3074 6,4401 -2,1327 135,765 0,0000 hetrho
AT5G55450 6,8638 6,5594 0,3044 2,015 0,0031 erigedr
AT2G46800 5,4262 5,0753 0,3509 2,243 0,0000 eriged
AT5G38000 5,1278 4,7581 0,3697 2,342 0,0000 eriged
AT5G37940 5,5129 5,1066 0,4063 2,548 0,0000 eriged
AT5G42760 5,8241 5,4043 0,4198 2,628 0,0041 eriged
AT1G09750 5,7160 5,2793 0,4367 2,733 0,0000 eriged
AT5G66740 4,7440 4,2754 0,4686 2,941 0,0000 eriged
AT5G50270 3,1790 2,7089 0,4701 2,951 0,0002 eriged
AT5G37970 5,0576 4,5862 0,4714 2,960 0,0011 eriged
AT2G15020 6,5217 6,0480 0,4737 2,976 0,0043 erigedr
AT3G21460 6,2704 5,7961 0,4743 2,980 0,0000 edrigt
AT2G01520 6,5451 6,0314 0,5137 3,263 0,0000 erigedr
AT3G21670 5,9590 5,4382 0,5208 3,317 0,0000 eriged
AT1G77100 3,5104 2,9709 0,5395 3,463 0,0028 eriged
AT1G55960 6,7233 6,1788 0,5445 3,503 0,0000 eriged

-195 -



Fortsetzung Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-FeN 3xbhlh-Fe gegerBxbhlh-Fe +SA

Schnittmenge 46 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert  Regulation
3xbhlh 3xbhlh Ratio Change 3xbhlh
-Fe —-Fe+SA —Fe+SA
AT5G37990 5,8523 5,3051 0,5472 3,525 0,0000 eriged
AT4G26150 5,4055 4,8521 0,5534 3,575 0,0000 eriged
AT5G48490 6,8746 6,3125 0,5621 3,648 0,0000 erigedr
AT3G02380 6,2312 5,6077 0,6235 4,202 0,0019 eriged
AT2G30660 4,0465 3,2834 0,7631 5,795 0,0000 erigedr
TC311090 5,0489 4,2186 0,8303 6,765 0,0000 arigie
AT3G46300 4,2031 3,3233 0,8798 7,582 0,0000 iedrigt

Ein negativer log Ratio Wert zeigt an, dass das @eter Mutante bei -Fe im Vergleich zu
-Fe+SA herunterreguliert ist, ein positiver zeigt, @lass das Gen in der Mutante bei -Fe
starker exprimiert ist als bei -Fe+SA. Es wurdem Gene mit einem P-Wert < 0,05 und

einem fold change > 2 in die Liste aufgenommen.
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3xbhlh-Fe gegen WT-FeN 3xbhlh-Fe +SA gegen WT-Fe+SA

Tabelle zu Venn Diagramm

Schnittmenge 20 Gene

AGI Code MW MW Log Fold p-Wert  Regulation
3xbhlh WT Ratio Change 3xbhlh
-Fe+SA -Fe+SA -Fe+SA
AT1G32900 6,2777 5,9630 0,3147 2.063 0,0000 erhoht
AT2G03230 5,0299 4,6557 0,3742 2.367 0,0000 erhoht
AT2G41250 5,7344 5,1678 0,5666 3.686 0,0000 erhoht
AT5G53230 5,2169 4,9114 0,3055 4.094 0,0000 erhoht
AT3G28570 4,1052 3,4781 0,6271 4.237 0,0000 erhoht
AT5G52940 5,5713 5,0675 0,5038 4.3525 0,0000 erhoht
AT2G41280 3,9862 2,8992 1,0870 12.217 0,0000 erhoht
AT3G56700 4,4929 3,1606 1,3322 21.492 0,0000 erhoht
AT3G07720 6,7722 7,1234 -0,3512 2.244 0,0000 erigied
AT3G54730 3,9655 4,3399 -0,3744 2.368 0,0000 erigied
AT4G01525 5,3800 5,7980 -0,4181 2.618 0,0000 erigied
AT1G52120 4,9257 5,3528 -0,4271 2.673 0,0000 erigied
AT1G09790 4,4111 4,8635 -0,4525 2.834 0,0000 erigied
AT3G21460 3,2834 3,7788 -0,4954 3.128 0,0000 erigied
AT4G04223 4,8294 5,4376 -0,6083 4.057 0,0000 erigied
AT4G31940 4,5202 5,2351 -0,7149 5.186 0,0000 erigied
AT4G04601 3,1598 3,9782 -0,8184 6.582 0,0000 erigied
AT3G30720 4,2982 5,6039 -1,3057 20.216 0,0000 drige
AT5G45500 6,5591 6,9093 -0,3503 4.5323 0,0000 drige
AT3G56980 4,3901 6,2971 -1,9070 80.723 0,0000 drige
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Tabelle zu Venn Diagramm
3xbhlh-Fe gegen WT-Fe Bxbhlh-Fe +SA gegen WT-Fe+SA

Differenzmenge 16 Gene

AGI MW MW Log Fold p-Wert Regulation
Code 3xbhih WT Ratio Change 3xbhih
-Fe+SA -Fe+SA
AT2G20720 5,2744 4,9456 0,3288 2,132 0 erhoht
AT1G48930 5,3430 4,9599 0,3831 2,415 0 erhoht
AT1G54950 4,4430 4,0558 0,3872 2,438 0 erhoht
AT1G73603 3,1965 2,6923 0,5042 3,193 0 erhoht
AT4G39675 5,3169 4,8091 0,5078 3,219 0 erhoht
AT1G21850 3,8825 3,1279 0,7546 5,683 0 erhéht
AT1G68765 4,7430 4,0320 0,7110 4,176 0 erniedrigt
BT025685 3,0396 3,7543 -0,7148 5,185 0 erniedrigt
AT5G07530 3,2203 3,9222 -0,7019 5,033 0 erniedrigt
AT3G45060 4,5219 5,0272 -0,5054 3,201 0 erniedrigt
AT1G48325 3,5234 3,9952 -0,4718 2,963 0 erniedrigt
AT2G36885 5,0959 5,5603 -0,4645 2,914 0 erniedrigt
AT5G45105 5,2085 5,6051 -0,3966 2,492 0 erniedrigt
DR381543 4,4738 4,8291 -0,3553 2,266 0 erniedrigt
AT5G38005 5,2850 5,6310 -0,3460 2,218 0 erniedrigt
AT1G53635 4,8820 5,1989 -0,3169 2,074 0 erniedrigt

Ein negativer log Ratio Wert zeigt an, dass das i@eler Mutante bei —Fe+SA im Vergleich
zum WT bei -Fe+SA Bedingungen herunterreguliertast positiver zeigt an, dass das Gen in
der Mutante bei -Fe+SA starker exprimiert ist a$ #-e+SA im WT. Es wurden nur Gene

mit einem P-Wert < 0,05 und einem fold change r @ie Liste aufgenommen.
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