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1.Einleitung

1.1 Blattseneszenz ist die letzte Phase der Blatten  twicklung

Blatter sind transiente OberflachenvergroRerungen der Pflanzen. Durch die flache Struktur
der Blatter wird die lichtabsorbierende Flache des Organismus vergréRert und eine hohe
Photosynthese-Leistung ermdglicht. Blatter sind fir den Lebenszyklus des Organismus nicht
essentiell. Die Blattlosigkeit vieler stammsukkulenter Kakteengewachse ist dafiir ein Beispiel.
Die Blattentwicklung laRt sich in 3 Phasen unterteilen (Abb.1). In der Wachstums-und
Etablierungsphase kommt es unter Verbrauch von molekularen und energetischen
Ressourcen zu einer starken Biomassezunahme und zum Aufbau der
Photosynthesekapazitat des Blattes. In der Reifephase ist das Blatt in seinen inneren
Strukturen voll ausdifferenziert, besitzt seine maximale Photosynthesekapazitat und
exportiert Photoassimilate. Die Blattseneszenz ist die letzte Phase der Blattentwicklung und
ist charakterisiert durch Abbau-und Remobilisierungs-Prozesse. Die Blattseneszenz ist ein
fester Bestandteil des Entwicklungsprogramms der Pflanze und ist ein geordneter,
energieabhangiger, stufenweiser Prozel (Breeze et al. 2011).

Wachstum Reife Seneszenz
i
£ , i
Initiation selektiver Abbau/ programmierter
Export von Ressourcen Zelltod

Abbildung 1: Phasen-Modell der Blattentwicklung und der Blattsene szenz

Die Blattseneszenz laRt sich in 3 Phasen unterteilen (Abb.1). Uber komplexe, nur teilweise
bekannte regulatorische Prozesse wird die Blattseneszenz in der Initiationsphase induziert.
In der anschlielenden Reorganisationsphase werden wertvolle molekulare Ressourcen wie
z.B. Stickstoff mobilisiert (Himmelblau und Amasino 2001). Die Chloroplasten, die teilweise
mehr als 75% des Blattstickstoffs enthalten gehdren zu den Hauptzielen dieser
Ressourcenmobilisierung. Der Abbau der Cloroplasten beginnt in der frihen Phase der
Blattseneszenz, was durch ein Absinken des Blattchlorophyllgehaltes und der Photosystem
lI-Effizienz melbar ist (Matile 2000, Humbeck und Krupinska 2003). Der Zellkern und die
Mitochondrien bleiben dagegen bis in die spate Phase der Blattseneszenz intakt und treiben
die Blattseneszenz voran (Lim et al. 2007).

Die wertvolle Ressource N ist in Chloroplasten in Form von Photosynthese-
Proteinkomplexen in den Thylakoidmembranen und im Stroma immobilisiert. Nach



selektivem Abbau der makromolekularen Proteine in mobile, niedermolekulare Aminoséuren
konnen die N-Ressourcen zu Wachstums- oder Speichergeweben der Pflanze exportiert
werden (Masclaux et al. 2000). Die Ressourcen werden recycled und die Pflanze muss im
Lauf ihrer Entwicklung weniger Nahrstoffe aus der Umwelt aufnehmen. Am Ende der
Blattseneszenz sterben die Blattzellen durch programmierten Zelltod ab. Es ist mir keine
hohere Pflanze bekannt, bei der es keine Blattseneszenz gibt. (Blattlose Pflanzen sind an
dieser Stelle ausgeschlossen.) Diese Tatsache verdeutlicht die enorme Bedeutung der
Blattseneszenz fur die Pflanze, um in einer komplexen, dynamischen Umwelt zu tUberleben.

Die Blattseneszenz wird durch viele endogene und exogene Parameter beeinfluf3t.
Endogene Parameter, wie die Phytohormonspiegel kommunizieren Entwicklungprozesse in
der Pflanze und kénnen die Blattseneszenz induzieren und reprimieren. Das Phytohormon
ABA induziert z.B. die Blattseneszenz und wirkt damit antagonistisch zu den Seneszenz-
hemmenden Cytokininen (Lim et al. 2007). Neben endogenen, rein entwicklungsabhéngigen
Faktoren kdnnen auch exogene Parameter wie zum Beispiel abiotischer Stress durch N-
Mangel (Gombert et al. 2006), Trockenheit (Rivero et al. 2007) oder biotischer Stref3 durch
Infektion mit Pilzen oder Bakterien (Pontier et al. 1999, Swartzberg et al. 2008) die
Blattseneszenz induzieren .

1.2 Reprogrammierung der Genexpression in der Entwi  cklungs-induzierten
Blattseneszenz

Teil der Blattseneszenz ist eine umfangreiche Reprogrammierung der Genexpression. Bei
der Modellpflanze Arabidopsis thaliana werden in der Entwicklungs-induzierten
Blattseneszenz (E-S) auf Transkriptebene mehr als 6000 Gene reguliert (Breeze et al. 2011)
Man unterscheidet dabei zwischen Seneszenz-induzierten Genen (senescence associated
genes: SAG) und Seneszenz-reprimierten Genen (senescence downregulated genes: SDG).
Die Funktion dieser regulierten Gene steht im Zusammenhang mit zellularen und
biochemischen Veranderungen, die den Blatt-Seneszenzprozess bewirken. Zu den SDG
gehdren zum Beispiel eine groRe Zahl von Photosynthese-Genen. |hre Expression wird
parallel zum Abbau der Chloroplasten unterdrickt. Aus diesem Grund kann man davon
ausgehen, dass molekulare Mechanismen der transkriptionellen Kontrolle eine
Schlusselfunktion in der Koordination der Blatt-Seneszenz haben. Neben solchen Genen, die
fur den seneszenzbedingten enzymatischen Abbau von Ressourcen und deren Recycling
wichtig sind, werden auch eine Reihe von Genen induziert oder reprimiert, die regulatorische
Proteine kodieren.

In verschiedenen Experimenten in denen Entwicklungs- oder Stress-induzierte
seneszenzabhangige Veranderungen im Transkriptom charakterisiert wurden, machten
Transkriptionsfaktoren einen wesentlichen Teil der SAG und SDG aus (Chen et al. 2002;
Guo et al. 2004; Lin und Wu 2004; Buchanan-Wollaston et al. 2005; Balazadeh et al. 2008).
Transkriptionsfaktoren sind regulatorische Proteine der transkriptionelllen Kontrolle. Fir
einige wenige der seneszenzregulierten Transkriptionsfaktoren (TF) konnte durch
Untersuchung von knock out-oder Uberexpressions-Mutanten eine funktionelle Einbindung in
regulatorische Mechanismen der Blattseneszenz nachgewiesen werden. Zu diesen TF mit
Seneszenzfunktion gehdren Mietglieder der Genfamilien der NAC-, WRKY-, ARF-und ARR-
Transkriptionsfaktoren (Balazadeh et al. 2008). Etwa 20 TF der NAC-Familie sind
seneszenzinduzierte Gene und fir ANAC029 (Guo et al. 2006) und ANAC092 (Kim et al.
2009) wurde eine seneszenzinduzierende Funktion bereits nachgewiesen. Fir ANAC092
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konnte neben einer seneszenzinduzierenden Funktion in der E-S auch eine Funktion in der
Salzstress-induzierten Blattseneszenz nachgewiesen werden (Balazadeh et al. 2010).
Dieses Gen hat eine zentrale regulatorische Funktion bei der Induktion von
stressabhdngigen Seneszenzprozessen und beeinflusst somit umweltabhangige
Ressourcen-Verteilungsprozesse innerhalb der Pflanze. Bei einem NAC-TF aus Weizen
(NAM-B1) wurde konsequenterweise nachgewiesen, dass von diesem NAC-TF die
N&hrstoffqualitat der Weizenernte abhéngt (Uauy et al. 2006).

Neben den NAC-TF sind Mitglieder der WRKY-TF, besonders WRKY 53 aus Arabidopsis
thaliana, besonders gut charakterisierte Seneszenzfaktoren. WRKY 53 hat eine
seneszenzinduzierende Funktion (Miao et al. 2004), wird epigenetisch reguliert (Ay et al.
2009) und interagiert mit einem Jasmonsaure- induzierten Seneszenzregulator (ESR/ESP)
(Miao und Zentgraf 2007). Ein weiterer WRKY TF mit Seneszenzfunktion ist WRKY70.
WRKY 70 hat einen Seneszenz-verzégernden Effekt und ist ein Schllisselfaktor bei
Pathogen-induzierten Signalprozessen (Ulker et al. 2007).

1.3 Schlusselfaktoren des seneszenzabhangigen N-Rec  ycling

Die Blattseneszenz ist ein Schlisselprozess der internen N-Ressourcenverteilung der
Pflanze (Himmelblau und Amasino 2001). Eine effiziente Blattseneszenz erhoht die
Nahrstoff-bzw. Stickstoff-Nutzungseffizienz der Pflanze (Masclaux-Daubresse et al. 2008).
Die wichtigen Teilprozesse sind dabei die N-Mobilisierung und der N-Transport. Die N-
Mobilisierung beruht auf einer effektiven und geordneten Proteolyse und einer Umwandlung
von Proteinabbau-Produkten in die Transportformen Glutamin und Asparagin. Die
Assimilation von N und der N-Metabolismus sind dabei eng mit dem Kohlenstoff (C)-
Metabolismus verkniipft. Beim Ubergang vom reifen zum seneszenten Blatt verlagert sich
die N-Assimilation vom Chloroplasten zum Cytosol und Mitochondrium (Abb. 2, Masclaux-
Daubresse et al. 2008). In der jungen Pflanze erfolgt die N-Assimilation im Chloroplasten
durch die plastidare Glutaminsynthetase GS2 und die Fd-GOGAT(Ferredoxin-abhangige
Glutamatsynthase). Im seneszenten Blatt gewinnen dann die Isoformen der cytosolische
Glutaminsynthetase (GS1) und die mitochonrial lokalisierte Glutamatdehydrogenase (GDH)
an Bedeutung und ersetzen die Funktion von GS2 und Fd-GOGAT. In der Blattseneszenz
sind neben GS1 und GDH auch Asparagin-Synthetasen und Transaminasen von Bedeutung
(Masclaux-Daubresse et al. 2008). Der Transport von mobilisiertem N in Form von freien
Aminosauren zu den N-absorbierenden Wachstums- und Speichergeweben ist ein
essentieller Prozess in der N-Ressourcenverteilung der Pflanze. Mit der Balttseneszenz
werden zahlreiche N-Transporter induziert, die Transportprozesse N-haltiger Molekile tUber
Zellmembran-Barrieren verstarken bzw. ermoglichen. Dazu gehdren Transporter wie
Aminosaurepermeasen und Lysin/Histidin-Transporter, und Transporter die anorganische N-
Verbindungen transportieren wie Amtl.1 und NRT2.5 (Masclaux-Daubresse et al. 2008). In
Arabidopsis existieren allein 67 putative Aminosauretransporter (Rentsch et al. 2007). Man
kann davon ausgehen, dass es aufgrund der funktionellen Bedeutung dieser Transporter zur
Entwicklung von funktioneller Diversitat und Redundanz dieser Genfamilien kam.
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Abbildung 2: N- Stoffwechsel-Modell Haupt-N-Stoffwecselwege in Mesophyll- und Begleitzellen in jungen
(links) und alten (rechts) seneszierenden Blattern. GDH, Glutamatdehydrogenase; GAD, Glutamat-
decarboxylase; GS1 cytosolische Glutaminsynthetase; GS2, plastidare Glutaminsynthetase; GOGAT, Glutamat-
synthase; AS, Asparaginsynthetase; GLN, Glutamin; GLU, Glutamat (aus Masclaux-Daubresse et al. 2008)

1.4 N-Mangel induzierte Blattseneszenz

Besonders die Verfugbarkeit von N-haltigen Néhrstoffen wie Nitrat und Ammonium hat einen
starken Einflu3 auf die Blattseneszenz und damit auf N-Verteilungsprozesse in der Pflanze.
Eine optimale Stickstoffversorgung unterdriickt die Blattseneszenz, wahrend es unter N-
Mangel zur verfrihten Induktion von Blattseneszenz-Prozessen kommt (Gombert et al.
2006). Die Stickstoffversorgung hat demnach einen starken Einflul auf die
Photosynthesekapazitdt und Biomassebildung der Pflanze. N-Mangel induzierte
Blatteneszenz reduziert den landwirtschaftlichen Ertrag und ist auch unter Anwendung
moderner Dingemethoden nicht immer vermeidbar. Das Ziel ist die effiziente Nutzung des
N-Diinger, denn er stellt auf der einen Seite einen teuren, wachstumsbegrenzenden Faktor
dar und ist auf der anderen Seite durch Boden-Auswaschungseffekte eine Gefahr fir
Okosysteme und die Trinkwasserversorgung.

N-Mangel induziert Blattseneszenz. Dieses Phanomen ist lange bekannt und wurde
wissenschaftlich untersucht (Wingler et al. 2005, Gombert et al. 2006, Criado et al. 2007).
Die Anzahl der Publikationen ist relativ gering und auf die Frage: ,Wie induziert N-Mangel
Blattseneszenz-Prozesse?" gibt es bisher wenige Antworten. Unter N-Mangel sinken z.B. die
Level an freiem Nitrat, freien Aminosauren (Scheible et al. 2004) und Cytokininen (Takei et
al. 2004) und es steigen die Level von Kohlenhydraten (Scheible et al. 2004) und ROS-
Produktion (Kovacik und Backor 2007, Criado et al. 2007). Bewirkt ein niedriger Level an
freiem Nitrat, Ammonium oder freien Aminosauren eine Induktion der Blattseneszenz? Es
sind Sensorprozesse von Enzymen bekannt, die z.B. den Gehalt an freien Aminoséuren
messen. Uber allosterische-Regulation wird die Enzymaktivitat der Aspartat-Kinase und
Threonin-Synthase reguliert (Mas-Droux et al. 2006, Liu et al. 2008). Beispiele fur
nitratbindende Transporter mit Signalfunktion sind die Nitrattransporter NRT1.1 und NRT2.1
aus Arabidopsis thaliana (Vidal et al. 2010) Eine Seneszenz-regulatorische Funktion solcher
N-Sensorsprozesse ist meines Wissens nach noch nicht nachgewiesen. Induziert ein
niedriger Cytokinin-Level unter N-Mangel die Blattseneszenz? Das konnte sein. Eine
kiunstliche Steigerung der Cytokininproduktion hemmt die N-Mangel induzierte
Blattseneszenz (Wingler et al. 2005). Die Blattseneszenz-hemmemde Wirkung der
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Cytokinine beruht auf einer veranderten Verteilung der Kohlenhydrat-Ressourcen innerhalb
der Pflanze (Lara et al. 2004). Ein hoher Level an Kohlenhydraten induziert Blattseneszenz
und Signalproteine wie HXK1 spielen dabei eine Rolle (Pourtau et al. 2006). Unter N-Mangel
steigt in Blattern die ROS-Produktion (Kovacik und Backor 2007, Criado et al. 2007) und es
ist bekannt, dass ROS die Blattseneszenz induzieren kénnen (Woo et al. 2004). Ob die N-
Mangel induzierten ROS einen Blattseneszenz-induzierenden Effekt haben, bleibt noch
aufzuklaren. N-Mangel hat also Sekundareffekte wie niedrige Cytokinin-Level und hohe
Kohlenhydrat- und ROS-Level, die einen Effekt auf regulatorische Mechanismen der
Blattseneszenz haben konnten. Gibt es auch N-spezifische Signale die mit der
Blattseneszenz-Regulation in Verbindung stehen? Ein Beispiel dafir konnten die
Transkriptionsfaktoren LBD37, LBD38 und LBD39 aus Arabidopsis thaliana sein (Rubin et
al. 2009). Diese 3 Transkriptionsfaktoren werden N-spezifisch reguliert und unter den LBD-
abhangig regulierten Genen befinden sich auch Blattseneszenz-regulierte Gene (z.B. PAP2
und GLN1.4, Pourtau et al. 2006). Ob der Verlauf der Blattseneszenz von LBD37, LBD38
und LBD39 Knock-out oder Uberexpressionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp verandert
ist, wurde noch nicht veroffentlicht.

N-Mangel induziert Blattseneszenz. Die Suche nach konkreten molekularen Mechanismen
der N-Mangel induzierten Blattseneszenz ist aber noch ein relativ wenig bearbeitetes Feld.

1.5 Weitere Formen der Stref3-induzierten Blattsenes zenz

Neben Stickstoff ist Wasser einer der wichtigsten limitierenden Wachstumsfaktoren fir Wild-
und Kulturpflanzen. Durch Trockenstress sinkt das Wasserpotential des Blattgewebes und
es produziert mehr ROS. Diese ROS scheinen ein wesentlicher Faktor zu sein, der die
Blattseneszenz unter Trockenstress induziert (Rivero et al. 2007).

Die Blattseneszenz kann durch abiotischen Stress und biotischen Stress induziert werden.
Biotischer Stress wird zum Beispiel durch Mikroorganismen ausgelost, die die Pflanze
kolonisieren. Ein Abwehrmechanismus gegen diese Kolonisierung ist eine Reaktion die
hypersenitive response, kurz HR, genannt wird. ROS sind ein wichtiger Signalgeber fir die
Etablierung der HR (Govrin und Levine 2000). In folge der HR sterben die Blattzellen ab, die
an der initialen Infektionsstelle liegen. Dieser Vorgang ist innerhalb von 24 h abgeschlossen
und raumlich stark eingegrenzt. Die HR bewirkt auferdem die Induktion von
Seneszenzprozessen in dem Blattgewebe, das an die HR-Zone angrenzt. Es kommt zum
Chlorophyllabbau und zur Induktion von Seneszenzmarkergenen wie SAG12, aber nicht zur
Induktion von HR-spezifischen Markern wie HIN1 (Pontier et al. 1999 , Mur et al. 2010).

Die HR und das Seneszenzsyndrom werden als zwei unterschiedliche Formen des
programmierten Zelltods (PCD) definiert (Pontier et al. 1999). Die HR ist ein
Verteidigungsmechnismus, durch den das betroffene Blattgewebe innerhalb von Stunden
durch Chloroplasten-abhangige Mechanismen ausbleicht und abstirbt (Mur et al. 2010) Die
Blattseneszenz dagegen ist ein relativ langsamer, hochgradig regulierter, stufenweiser
Prozess in dessen Verlauf wertvolle Ressourcen unter Erhaltung der Zellfunktionen
mobilisiert und recycled werden (Breeze et al. 2011).



1.6 Zielsetzung

Dass das Angebot an N den Verlauf der Blattseneszenz wesentlich beeinflusst, ist schon seit
langem bekannt. Eine genaue regulatorische Verbindung zwischen der Wahrnehmung N-
haltiger Metabolite und der Blattseneszenz-Regulation ist noch weitgehend unbekannt. Die
Frage auf die ich eine Antwort suche lautet: Wie induziert N-Mangel Blattseneszenz? Ich
beginne meine Arbeit damit, dass ich in einem eigenen experimentellen System bestétige,
daRR eine hohe N-Verfugbarkeit die Blattseneszenz hemmt. Ich lasse die 6konomisch
relevanten Kulturpflanze Gerste (Hordeum vulgare) auf Erde wachsen und untersuche ob
eine zuséatzliche Gabe Nitrat zum Zeitpunkt der Blite, die Seneszenz des fir den Ertrag
wichtigen Fahnenblattes verzogert. Dazu messe ich zwei Parameter die in der
Blattseneszenz absinken. Das ist der Chlorophyllgehalt und die PSII-Effizienz des
Fahnenblattes. Anschlielend bestédtige ich mit Gerstenpflanzen in einer N-Mangel
Zeitkinetik, in einem von mir etablierten Hydrokultursystem am Primarblatt der Gerste ob: 1.)
N-Mangel Blattseneszenz induziert. 2.) N-Zugabe zu N-Mangel-Pflanzen Blattseneszenz
hemmt. Das charakterisiere ich in einem engen Zeitraster mit Messungen des
Chlorophyligehalt und der PSII-Effizienz des Primarblattes. Gerste ist eine wichtige
Modellpflanze, hat aber relativ lange Generationszyklen und das Genom ist noch nicht
komplett sequenziert. Wie bekomme ich mdglichst schnell und effektiv Hinweise, auf welche
molekularen Prozesse man fokussieren sollte, um die zugrunde liegenden molekularen
Steuermechanismen zwischen der Wahrnehmung N-haltiger Metabolite und der
Blattseneszenz-Regulation zu finden? Dazu nutze ich die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana, fur die ich ebenfalls ein Hydrokultursystem mit kontrollierter N-Versorgung
etabliere. Mit A. thaliana untersuche ich, ahnlich zur Gerste, an definierten Blattern in einer
N-Mangel Zeitkinetik ob: 1.) N-Mangel Blattseneszenz induziert. 2.) N-Zugabe zu N-Mangel-
Pflanzen Blattseneszenz hemmt. Ist das fir Gerste und Arabidopsis ahnlich, kann ich A.
thaliana als ein molekularbiologisches Modell fiir die Gerste nutzen. In Voruntersuchungen
werde ich mit A. thaliana mittels gPCR-Messungen in einer engen Zeitkinetik N-abhangige
Veranderungen in den Transkriptleveln eines ausgewahlten Sets an Markergenen
untersuchen. Die entsprechende RNA wird dann in Affymetrix ATH1-Messungen eingesetzt,
um transkriptomweit die N-Mangel und N-Zugabe-abhangige Genexpression in den
definierten Blattern zu messen. Ich werde anhand der ATH1-Daten feststellen welche Gene
durch N-Mangel und N-Zugabe reguliert werden und wie grofR3 die Ubereinstimmungen der
Regulationsmuster zur Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz sind. Dabei werde ich
charakterisieren wie N-Zugabe zu N-Mangel Pflanzen nach wenigen Stunden und nach
einigen Tagen auf das Transkriptom der definierten Blatter wirkt. Ich werde eine
Datenfilterung etablieren, die mir aus diesen globalen Transkriptomdaten relativ wenige N-
Markergene herausfiltert. Mit diesen Markergenen werde ich Datenbank-Recherchen
durchfihren die mir Hinweise auf die Verbindung zwischen der Wahrnehmung N-haltiger
Metabolite und der Blattseneszenz-Regulation geben sollen. Parallel zu diesen
Transkriptom-Untersuchungen werden sRNA-Level, Metabolit-Level und Phytohormon-Level
gemessen, um so ein komplexeres Bild der molekularen Prozesse der N-Mangel induzierten
Blattseneszenz zu bekommen. Aul3erdem kdnnte ich so neue molekulare Marker der N-
Mangel induzierten Blattseneszenz finden und es ergeben sich eventuell Hinweise auf
regulatorische Vernetzungen der verschiedenen gemessenen Molekl-Spezies.
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2 Material / Methoden

2.1 Hypochlorid-Oberflachensterilisation

Die Samen wurden fir 2 min mit 70% (v/v) Ethanol und anschlieBend 10 min mit Tween-
haltiger 6% Natrium-Hypochloridlésung oberflachensterilisiert. Danach wurden die Samen 5
mal mit reichlich sterilem destillierten Wasser gespiuilt.

2.2 Erdkultur
Gerste Fahnenblatt-Seneszenz

Die Gerste (Hordeum vulgare L. cv. Steffi) wurde unter Gewéachshausbedingungen ab
Anfang Marz in Mitscherlich-Gefalen ohne zusatzliche Beleuchtung angezogen. Je Gefafl
wuchsen 20 Pflanzen auf einer Mischung aus 5 kg Lehmerde und 2 kg Quarz-Sand. Jeder
Topf wurde mit 0,3 g elementarem Stickstoff in Form von KNOj; gediingt. Die GeféalRe wurden
taglich mit de-ionisiertem Wasser gegossen, bis 50% der maximalen Wasserkapazitat des
Substrates erreicht wurde. Fir weitere molekulare Analysen wurden ganze Fahnenblatter
unmittelbar nach der Probennahme in flissigem Stickstoff eingefrohren und danach bei
-80C gelagert.

Arabidopsis thaliana Entwicklungs-induzierte Blattseneszenz

Die A.thaliana-Pflanzen wurden wie in Ay et al. (2009) beschrieben, angezogen.

Nach der Oberflachensterilisation der Samen von Arabidopsis thaliana (L.) Okotyp

Columbia, wurden diese mit Hilfe einer Pipette auf Saccharose-Platten vereinzelt und

danach einer Stratifizierung unterzogen. AnschlieRend wurden die Platten ins

Gewéchshaus gestellt, wo die Samen unter Langtagbedingungen, d.h. 16h Licht bei

22-24<C und 8h Dunkelheit bei 16-19C keimten. Nach einer Woche wurden die Keimlinge
auf Erde ausgebracht und weiter unter den genannten Bedingungen angezogen. Als
Probenmaterial dienten die Blatter 5-8, wobei die Kotyledonen als Blatt 1 und 2

definiert wurden. Es wurden Pflanzen verschiedener Entwicklungsstadien untersucht. Zur
Abgrenzung dieser Stadien diente die PSII-Effizienz. Die sogenannte ,mature” Phase ist
durch eine hohe PSII-Effizienz mit Werten lber 0,77 gekennzeichnet. Weiterhin wurden
Pflanzen im frihen Seneszenzstadium (S1)untersucht. Kennzeichnend fiir diese Phase ist
eine Abnahme der PSII-Effizienz von etwa 10%. Das Blattmaterial wurde nach der
Probennahme sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und danach bei -80C gelagert.

2.3 Hydrokultur

Gerste-Primérblatt-Seneszenz

Die Gerste (Hordeum vulgare L. cv. Steffi) wurde unter kontrollierten Gewachshaus-
bedingungen mit einem Tag/Nacht Rhythmus von 16/8h und 23/18 T, bei einer relativen

Luftfeuchte von 60% angezogen. Nach der Oberflachensterilisation wurden die Samen fir
48h im Dunkeln bei 6T auf feuchtem Filterpapier ge lagert. Danach wurden die Samen fir 24
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h unter Gewachshausbedingungen im Licht gekeimt und dann auf Agarose-gefillte 1,5ml
Plastik-Reaktionsgefalle gesetzt. Die Agarose wurde in 1:1 mit Wasser verdinntem
Hoagland-Medium gel6st und bestand aus einer 0,3% oberen Schicht und einer 0,7%
unteren Schicht. Die Spitzen der Plastik-ReaktionsgefdRe waren abgeschnitten und
tauchten in das beliiftete Hoagland-Medium. Das ganze System ist eine groRRere, bellftete
Version des Arabidopsis-Hydrokultur Systems, in dem Balkonké&sten als Behélter benutzt
wurden. Das Hoagland-Medium setzte sich (&hnlich zu Finkemeier et al. 2003) wie folgt
zusammen 6 mM KNO3, 2,8 mM Ca(NOs),, 2mM MgS0O,4, 1 mM (NH4)H,PO,4, 10 uM FeCls,
25 uM Fe-HEDTA, 1,5 uM H3BO3, 1,25 uM ZnSQOy,, 0,075 uM CuSQO,, 0,025 uM Na2Mo0O4, 3
MM MnCl;, 0,1 mM K;SiO;, 2 mM MES (2-(N-Morpholino)Ethansulfonsaure) mit einem pH-
Wert von 5,7. Unter N-Mangel-Bedingungen ersetzten Chlorsalze die Nitratsalze und
Na,HPO, ersetzte(NH4)H,PO,.

Arabidopsis Blatt-Seneszenz

Arabidopsis thaliana cv. Columbia wuchsen bei einer Lichtintensitat von etwa 120 HE (mikro
Einstein) in einer York Klimakammer (Johnson Controls GmbH, Berlin, Deutschland) unter
kontrollierten Bedingungen, bei einem Tag/Nacht Rhythmus von 16/8h und 23/18 <, bei
einer relativen Luftfeuchte von 75%. Nach der Oberflachensterilisation wurden die Samen fir
48h im Dunkeln bei 6T auf feuchtem Filterpapier ge lagert. Danach wurden die Samen ohne
Vorkeimung auf Agarose-gefilite 0,2 ml Plastik-Reaktionsgefalle gesetzt. Die Agarose
wurde in 1:1 mit Wasser verdiinntem Hoagland-Medium geldst und bestand aus einer 0,3%
oberen Schicht und einer 0,5% unteren Schicht. Die Spitzen der Plastik-Reaktionsgefalie
waren abgeschnitten und tauchten wie in Tocquin et al. (2003) beschrieben in das Hoagland-
Medium. Das Hoagland-Medium setzte sich wie folgt zusammen: 5 mM KNO;, 1 mM
Ca(NOs),, 0,5 mM MgSO,, 0,15 mM (NH4),HPO,4, 10 uM Fe-HBED, 9,6 uM H3BO3, 0,3 uM
ZnSQOy, 0,2 uM CuSQO,, 0,14 uM NaMoO,, 2 uM MnCl,, 0,1 mM K;SiO3, 2 mM MES (2-(N-
Morpholino)Ethansulfonsaure) mit einem pH-Wert von 5,7. Unter N-Mangel-Bedingungen
ersetzten Chlorsalze die Nitratsalze und Na,HPO, ersetzte(NH4)H,PO,.

2.4 Photosystem lI-Effizienz-Messungen
Gerste

Die Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen nach Dunkeladaptation wurden wie in Humbeck et
al. (1996) beschrieben mit einem Chlorophyll Fluorometer (Mini-PAM, Walz, Effeltrich,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Messungen wurden in der Mitte intakter Blatter durchgefihrt.
Die Mittelwerte des Verhéltnis variable Fluoreszenz/maximale Fluoreszenz (Fv/Fm) basieren
auf je 10 unabhéangigen Messungen.

Arabidopsis

Die Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen nach Dunkeladaptation wurden mit einem
Chlorophyll Fluorometer (IMAGING PAM, Walz, Effeltrich, Deutschland) nach Baker (1991)
nach der Sattigungs-Puls-Methode durchgefihrt (Genty et al. 1989). Die Messungen wurden
Uber die ganze Blattflache intakter Blatter durchgefuhrt. Die Mittelwerte des Verhéltnis
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variable Fluoreszenz/maximale Fluoreszenz (Fv/Fm) basieren auf unabhangigen Messungen
von 20 Blattern von 10 Pflanzen.

2.5 Messung des Blatt-Chlorophyllgehalt
Gerste

Der relative Blatt-Chlorophyligehalt der Gerstenblatter wurde mit einem SPAD-502-Gerat
(Soil Plant Analysis Development) gemessen (Minolta, Hydro Agri, Dilmen, Deutschland).
Das SPAD mif3t an intakten Blattern die Transmission von zwei Wellenlangen (650 und 940
nm, Messflache = 6 mm?(Humbeck und Krupinska 2003). Kalibrierungs-Kurven zeigen, dass
die SPAD-Werte Uber einen weiten linearen Bereich von den Blatt-Chlorophyllmengen
abhangen. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert von je 10 unabh&ngigen
Messungen.

Arabidopsis

Gefrohrene Blatter wurden in flissigem Stickstoff gemdorsert und im Dunkeln mit Chlorophyll-
Extraktionspuffer im Untraschallbad bis zum ausbleichen behandelt. Der Chlorophyll-
Extraktionspuffer enthalt 80% (v/v) Aceton, 19,5% (v/ V) destilliertes

Wasser und 0,5% (v/ v) konzentrierte [25% w v] NH; -LOsung. Die spektrophotometrische
Chlorophyll-Bestimmung des zentrifugierten Uberstandes wurde mit einem HP8452A
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) bei zwei Wellenlangen (652 nm und 750 nm)
durchgefuihrt. Die Chlorophyll-Konzentration wurde nach folgender Gleichung berechnet:
Cchiasb = 27,8 (Ees2 - E7s0) [Mmg*l™] (Schopfer 1989). Jeder Datenpunkt reprasentiert jeweils
den Mittelwert von 20 Blattern von 10 Pflanzen.

2.6 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion im kleinem Masstab (50-100mg Blattmaterial) erfolgte nach der TRIZOL-
Methode, ahnlich zu Chomczynski & Sacchi (1987).

Zusammensetzung des TRIZOL:
0,8M Guanidiniumthiocyanat,

0,4M Ammoniumthiocyanat,

0,1M NaAcetat (pH 5)

5% (v/v) Glycerol (99,8%) steril,
38% (v/v) Phenol (TE gesattigt pH 5)

Gefrohrene Blatter wurden in flissigem Stickstoff gemdérsert und in 1,5ml Plastik-
Reaktionsgefalie Uberfiihrt. Das gefrohrene Pflanzenmaterial wurde mit 1 ml, 60C warmer
TRIZOL-Reagenz grundlich gevortext und dann fir 10 Minuten bei 60C inkubiert. Danach
wurden die Zellbestandteile in einer Tischzentrifuge bei 4C und 13000 rpm pelletiert. Der
Uberstand wurde in einem neuen Reaktionsgefal mit 200 pl Chloroform grindlich gevortext,
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach in einer Tischzentrifuge bei 4C und
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13000 rpm fur 15 min zentrifugiert. Die obere, RNA-haltige Phase wurde abgenommen und
in einem neuen 1,5ml Plastik-ReaktionsgefdfRe mit 500 pl eiskaltem Isopropanol griindlich
gevortext. Die Fallung der Gesamt-RNA erfolgte fur 3 bis 16 Stunden bei -20C. Die RNA
wurde anschlieRend in einer Tischzentrifuge bei 4C und 13000 rpm fir 10 min pelletiert.
Das Pellet wurde mit 1 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen und fir 8 Minuten unter der
Sterilbank Luft-getrocknet. Das Pellet wurde in etwa 40 pl sterilem DEPC-Wasser fur 10 min
bei 60 T geschuittelt, grundlich gevortext und dann fir 30 Minuten bei 4C und 20.000rpm
(AllegraTM 64R Zentrifuge; Beckman CoulterTM) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues 1,5ml Plastik-Reaktionsgefal3e Uberflhrt, die RNA-Konzentration
spektrophotometrisch mittels Nanodrop ND-1000 bei bei 280nm und 230nm bestimmt und
0,5 pg RNA auf einem nicht denaturierendem 1% TAE-Gel (pH 8,0) aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt.

50x TAE-Puffer (pH 8,0):

2 M Tris-Base

50 mM Na-EDTA

pH 8,0 mit Essigsaure einstellen, autoklavieren

(RNA-Extraktionen aus N-Mangel Blattern enthalten in der Regel grof3e Mengen an
Verunreinigungen. Aus diesem Grund werden alle Proben ein zweites mal geféllt und sind
danach weitgehend frei von Verunreinigungen.) Intakte RNA-Proben eines Messpunktes, die
scharfe ribosomale RNA-Banden zeigen, wurden vereinigt und mit 2 Volumen 100% (v/v)
Ethanol und 4M NaCl (2,5ul auf 100ul Endvolumen) versetzt, griindlich gevortext und fir far
3 bis 16 Stunden bei -20C gefallt. Die anschlieBenden Schritte: Zentrifugation, Waschen
des Pellets mit 70% (v/v) Ethanol, Trocknen des Pellets, Resuspendieren der RNA in 40l
DEPC, Quantifizierung und Kontrolle mittels TAE-Gel wurden wie oben beschrieben
wiederholt. Extrahierte RNA wurde bei — 80C gelage rt.

2.7 DNase I-Behandlung

Die DNasel Behandlung wird durchgefiihrt um die extrahierte Gesamt-RNA von co-
extrahierter genomischer DNA zu reinigen. Es wurden 3,3 pg der isolierten Gesamt-RNA mit
DNase | recombinant, RNase-free (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
behandelt. Die Reaktion erfolgte im Thermocycler (Biometra, Personal Cycler). Vor der
Zugabe von EDTA und MgCl, werden die Proben auf 4 T abgekihlt. Die DNAse |
behandelte RNA wird bei -80T gelagert.
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Komponenten DNase |- Behandlung

Menge

RNA

DEPC- behandeltes Wasser, steril

3,3 ug

24,80 pl - x pl (RNA)

10x DNase | - Inkubationspuffer 3ul
RNaseOUT (Invitrogen) 0,5 ul (20V)
15 min, 37 °C
EDTA (280 mM) 0,7 pl
10 min, 75 °C
MgCL, (50 mM) 1 pl

Lagerung bei - 80 “C

2.8 cDNA-Synthese

Gerste

Die cDNA-Synthese aus Gersten-RNA wurde in Schildhauer et al. (2008) beschrieben.

Arabidopsis thaliana

Die cDNA-Synthese aus Arabidopsis-RNA wurde mit dem RevertAid™ H Minus First Strand

cDNA Synthesis Kit von Fermentas (Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland)

durchgefuhrt. Die Protokolle sind den folgenden Beschreibungen zu entnehmen.
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Reverse Transkription fir mRNA-Quantifizierung

Komponenten cDNA - Synthese Menge

RNA (aus DNase |- Behandlung) 9 ul (entspricht 1 pg)
DEPC- behandeltes Wasser, steril 2,5l

Hexa Random Primer (100 pM) 1l

Oligo(dT),, Primer (100 pM) 0,5 pl

5 min bei 65 “C, danach 2 min auf Eis

5x Reaktionspuffer 4 pl
RiboLock 0,5 pl (20U)
dNTP Mix (10 mM) 2 ul
reverse Trankriptase (200 U/pl) 0,5 pl

5 min bei 25 °C, 60 min bei 45 °C, 5 min bei 70 °C

Lagerung bei 3 °C

Reverse Transkription fir sSRNA-Quantifizierung

Komponenten cDNA - Synthese Menge

RNA (aus DNase I- Behandlung) 9 ul (entspricht 1 pg)
DEPC- behandeltes Wasser, steril 3ul

Stem- loop- Primer Mix 1pl

5 min bei 65 “C, danach 2 min auf Eis

5x Reaktionspuffer 4 ul
RiboLock 0,5 pl (20U)
dNTP Mix (10 mM) 2pl
reverse Trankriptase (200 U/pl) 0,5 ul

30 min bei 16 "C, 30 min bei 45 "C, 5 min bei 70 "C

Lagerung bei 3 °C

Der Stem-loop Primer Mix enthalt 2uM eines sRNA-spezifischen Stem-loop RT-Primer.
Die Sequenzen der einzelnen stem loop-Primer sind im Anhang (A3) aufgelistet.



2.9 Quantitative-Real-Time PCR (qPCR)

Die Quantitative PCR wurde mit einem BioRad i-Cycler durchgefiihrt (BioRad, Miinchen,
Deutschland). Die gPCR Reaktionen liefen in 96 Well-Platten, die mit transparenter PCR-
Film-Folie (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) versiegelt wurden. Die Protokolle sind
den folgenden Beschreibungen zu entnehmen. Das &ltere Protokoll der Gersten-qPCR ist in
Schildhauer et al. (2008) beschrieben. Die Methode zur Arabidopsis-gPCR wurde von
Czechowski et al. (2004) modifiziert und an den BioRad i-Cycler angepal3t. Die Primer-
Sequenzen des mRNA-Referenzgens At2g28390 (SAND) wurde aus der Veroéffentlichung
von Czechowski et al. (2005) ausgesucht und getestet. Das Referenzgen der sRNA-qPCR
war At2g01020 (5sRNA). Zur Quantifizierung enthielt jede gPCR Reaktion 10 pl
Platinium_SYBR_Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Nach
dem Befillen wurde jede gPCR-Platte fir 5 Minuten bei 4C und 5.000rpm (Hettich
Zentrifugen, Universal 320R) zentrifugiert, um das PCR-Volumen am Boden der
Reaktionsgefalie zu sammeln und Luftblasen zu entfernen.

Die Qualitat jeder gPCR-Reaktion wurde anhand der Real-Time-Amplifikationskurve und der
spezifischen Schmelzkurve kontrolliert (Czechowski et al. 2004). Die gPCR-Messungen
wurden mit mindestens 2 biologischen Replikaten und je 2 technischen Replikaten
durchgefihrt.

Programm fir mMRNA-gPCR

Reaktionsschritt Zeit Temperatur
UDG- Verdau 2 min 50 °C
Polymerase Aktivierung 2 min 95 °C
Denaturierung 15s 95 °C
] 40 x

Anlagerung und Verlangerung 30s 60 °C
Schmelzkurve (0,5 °C Schritte) 7s 55 °C-95°C

4°C

Programm fir sRNA-qPCR

Reaktionsschritt Zeit Temperatur
UDG- Verdau 2 min 50 °C
Polymerase Aktivierung 2 min 95 °C
Denaturierung 15s 95 °C
Anlagerung 10's 55 °C 40 x
Verlangerung 20s 60 °C
Schmelzkurve (0,5 °C Schritte) 7s 55 °C-95°C
4°C
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Die qPCR-Primersequenzen wurden mit dem Programm ,PrimerSelect* (DNASTAR™)
erstellt. Die gPCR-Primersequenzen sind im Anhang (A3) aufgelistet. Die Primersequenzen
zur Quantifizierung von LBD37, LBD38 und LBD39 wurden von Rubin et al. (2009)
Ubernommen. Die RT-Primersequenzen zur reversen Transkription der sRNA und die
Sequenz des ,miRNA RTQ-PRC rev* Primer wurden nach dem Vorbildern in Chen et al.
(2005) erstellt. Die Auswertung der gPCR-Signale erfolgte mit der AACt-Methode
(Czechowski et al. 2004).

Die Messung der Transkriptlevel der Gene GS2, LKR/SDH und 18sRNA in Gerste-
Fahnenblattern wurde, wie in Schildhauer et al. (2008) beschrieben, durchgefiihrt.

2.10 Affymetrix ATH1 Microarray- Methoden

Die cRNA-Synthese und die Affymetrix ATH1-Hybridisierungen wurden durch Atlas Biolabs
(http://www.atlas-biolabs.com/) durchgefiihrt. Die ATH1-Messungen wurden mit mindestens
2 biologischen Replikaten durchgefiihrt. Die Expressionsdaten wurden mittels Robin 1.1.5
mit den eingestellten Standardbedingungen durchgefihrt (Lohse et al. 2010).

Die Venn-Diagramme und die PageMan-Analyse wurden mit dem Programm MapMan3.5.1
durchgefihrt (Thimm et al. 2004).

2.11 ATH1-Datensatze

Im folgenden sind die Internet-Platformen und die Bezeichnungen der einzelnen ATH1-
Datensatze aufgefihrt, die in den Modulen 1 bis 4 zur Interpretation der N-ATH1-Daten
genutzt wurden.

NASC Arrays (http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl)

Referenzprobe Messprobe

Pseudomonas syringae Infektion

Kontrolle 24 Stunden Infektion 24 Stunden
A61-ATGEN-35-1_24H_MGCL2 A13-ATGEN-23-1_24H_DC3000

A62-ATGEN-35-2_24H_MGCL2  A14-ATGEN-23-2_24H_DC3000
A64-ATGEN-35-4_24H_MGCL2  A16-ATGEN-23-4_24H_DC3000

ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/)

Referenzprobe Messprobe

ABA Behandlung

E-MEXP-2378

Kontrolle ABA, 4 Stunden
GDR_090824_cfcontl GDR_090824_cfaba4h-1
GDR_090824_cfcont2 GDR_090824_cfaba4h-2
GDR_090824_cfcont3 GDR_090824_cfaba4h-3
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GEO Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)

Referenzprobe

Messprobe

Entwicklungs-induzierte Blatteneszenz

reifes Blatt
GSM133730
GSM133729

Trockenstress
gewasserte Pflanzen

GSM596131
GSM596132

Botrytis cinearea Infektion

Kontrolle 48 Stunden
GSM133034
GSM133035
GSM133036

Norflurazon

Wildtyp

GSM323075
GSM323076
GSM323077

gunl / gun5-Mutationen
Wildtyp mit Norflurazon
GSM323078
GSM323079
GSM323080

tans-Zeatin Behandlung
DMSO Kontrolle
GSM157388
GSM157389
GSM157390

seneszentes Blatt
GSM133731
GSM133732

Trockenstress
GSM596133
GSM596134

Infektion 48 Stunden
GSM133028
GSM133029
GSM133030

Wildtyp
mit Norflurazon

GSM323078
GSM323079
GSM323080

gunl mit Norflurazon
GSM323084
GSM323085
GSM323086

gun5 mit Norflurazon
GSM323090
GSM323091
GSM323092

trans-Zeatin

GSM157382
GSM157383
GSM157384

Referenzprobe

CO2 Mangel
Kontrolle Licht
GSM77176
GSM77179

DOR-Mutation
Wildtyp gewassert
GSM268248
GSM268252

Wildtyp Trockenstress
GSM268247
GSM268251

FLU-Muation

Wildtyp
GSM272985
GSM272986

Ozon Behandlung
Kontrolle
GSM133706
GSM133709
GSM133710

Messprobe

CO2 MangelLicht
GSM77175
GSM77178

CO2 Mangel Dunkelheit
GSM77177
GSM77180

dor-Mutante gewassert
GSM268246
GSM268250

dor-Mutante Trockenstress
GSM268245
GSM268249

flu-Mutante
GSM272987
GSM272988

flu / tAPX eo -Mutante
GSM272991
GSM272992

Ozon Behandlung
GSM133705
GSM133707
GSM133708
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2.12 Metabolit-Messungen

Die Blattproben (60 bis 90 mg) wurden in 1,5 ml Plastik-RaktionsgefdRen zu den
entsprechenden Zeitpunken abgewogen und unverziglich in flussigem Stickstoff
eingefrohren und bei -80 T gelagert. AnschlieRend wurden die Blattproben unter Kihlung
mit flissigem Stickstoff mit einem Mikropistill griindlich gemdrsert und auf Trockeneis an das
Max Planck Institut fir molekulare Pflanzenphyiologie (MPI-MP)geschickt.

Die relativen Mengen der Metabolite wurden von Wagner Luiz Araujo, AG Fernie am MPI-
MP in Golm quantifiziert. Die Extraktions-und Quantifizierungsmethode ist in Araujo et al.
(2011) beschrieben. Die Metabolit-Messungen wurden mit 3 biologischen Replikaten und je 2
technischen Replikaten durchgefiihrt.

2.13 Phytohormon-Messungen

Die Blattproben (95 bis 105 mg) wurden in 1,5 ml Plastik-RaktionsgeféaRen zu den
entsprechenden Zeitpunken abgewogen und unverziglich in flussigem Stickstoff
eingefrohren und bei -80 T gelagert. Anschlieend wurden die Blattproben auf Trockeneis
an die Universitat Barcelona versendet. Die Mengen der Phytohormone wurden von Maria
Amparo Asensi-Fabado, AG Munne-Bosch an der Universitat Barcelona quantifiziert. Die
Extraktions-und Quantifizierungsmethode ist in Abreu und Munne-Bosch (2009) beschrieben.
Die Phytohormon-Messungen wurden mit 3 biologischen Replikaten und je 2 technischen
Replikaten durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Wie induziert N-Mangel Blattseneszenz? Um Antworten auf diese Frage zu finden,
untersuche ich mit der Kulturpflanze Gerste (Hordeum vulgare) und der Modellpflanze
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) wie N-Mangel und N-Zugabe nach N-Mangel die
Blattseneszenz in definierten Blattern dieser Pflanzen beeinflu3t. Ich charakterisiere den
Verlauf der Blattseneszenz in einer engen Zeitkinetik anhand der physiologischen
Photosynthese-Marker Blattchlorophyligehalt und PSII-Effizienz. Zu definierten Zeitpunkten
der N-Mangel induzierten Blattseneszenz werden in A. thaliana parallel Transkript-Level,
Metabolit-Level und Hormon-Level gemessen. Die Informationen aus diesen Messungen
sollen in Kombination mit Ergebnissen aus Datenbank-Recherchen molekulare Marker und
experimentelle Konzepte liefern. Diese Marker und Konzepte kbnnen dann in
weiterfihrenden Experimenten als Werkzeuge zur Analyse der regulatorischen
Mechanismen der N-Mangel induzierten Blattseneszenz genutzt werden.

3.1 Stickstoff-abhangige Regulation der Blattsenesz  enz in Gerste ( Hordeum vulgare)
3.1.1 Zusatzliche Nitratgaben hemmen Gersten-Fahnen  blattseneszenz

Die Blattseneszenz ist die finale Phase der Blattentwicklung und ist durch ein Absinken des
Chlorophyllgehaltes und der Photosystem IlI-Effizienz gekennzeichnet (Matile 2000,
Humbeck und Krupinska 2003). Aus diesem Grund habe ich diese beiden Parameter zur
physiologischen Charakterisierung des Blattseneszenzverlaufs genutzt. Der
Gesamtchlorophyligehalt ist ein Indikator fir den seneszenzabhangigen Abbau des
Photosyntheseapparates (Matile 2000). In (Abb. 3A) ist zu sehen, wie der Fahnenblatt-
Chlorophyllgehalt (der Kontrollpflanzen) auf Erde wachsender Gerstenpflanzen bis 79 DAS
(DAS = Tage nach Aussaat) stetig ansteigt und dann innerhalb von 20 Tagen sehr schnell
auf fast 0 absinkt. Jeder Topf wurde vor Aussaat der Gerste mit 0,3 g elementarem Stickstoff
in Form von KNO; gediingt. Bei den Pflanzen die nach 79 DAS zusatzlich mit 0,3 g
elementarem Stickstoff in Form Nitrat versorgt wurden (+), wurde das seneszenzspezifische
Absinken im Chlorophyllgehalt gehemmt. Der Fahnenblatt-Chlorophyligehalt stieg zunachst
sogar als Reaktion auf die zusatzliche Nitratgabe und das Absinken des Chlorophyligehaltes
wurde um etwa 7 Tage verzogert. Das Absinken des Chlorophyligehaltes féllt zeitlich mit
dem Absinken der Photosynthese — Effizienz zusammen. Abbildung 1B zeigt die
Veranderung in der Photosystem Il Effizienz (PSllI-Effizienz) in diesen Fahnenblattern. Die
PSII-Effizienz ist ein weiterer, oft genutzter Parameter der Blattseneszenz (Humbeck und
Krupinska 2003), und wurde mittels Chlorophyll-Fluorometrie gemessen. Die PSII-Effizienz
reflektiert die funktionelle Organisation (Quanteneffizienz) des Photosyntheseapparates.
Dieser Parameter sinkt wahrend der Seneszenz als Folge des Abbaus von
Photosyntheseproteinen innerhalb der Chloroplasten. Die Ergebnisse zeigen eine
unverzigliche und drastische Verzégerung des seneszenzabhéngigen Abbaus der
Photosynthese-Mechanismen in den Fahnenblattern als Reaktion auf die zusatzliche
Nitratgabe. Das bedeutet auch, dass die Pflanzen, die nur ein mal vor der Aussaat mit 0,3 g
elementarem Stickstoff in Form wvon KNO; gedingt wurden, gegen Ende der
Wachstumsphase N-unterversorgt waren.
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50 Abbildung 3: Gerste (Hordeum vulgare)
45 Fahnenblatt-Physiologie. A) Eine
- 40 zusatzliche Nitrat-Zugabe bewirkt eine
E = 35 - Verzogerung des seneszenzspezifischen
g,% 30 Absinkens des Chlorophyligehaltes in
5= Fahnenblattern der Gerste. Der
-g_,;', 25 Chlorophyllgehalt wurde wie in
eg 20 Material/Methoden-Teil beschrieben mittels

% 0 15 SPAD-MeRgerat ermittelt.
o 10 B) Eine zusatzliche Nitrat-Zugabe bewirkt
-+ Nitrat + eine  Verzogerung des  seneszenz-
5 —A— Kontrolle spezifischen Absinkens der Photosytem II-
0 Effizienz (Fv/Fm) in Fahnenblattern der
55 65 75 85 95 Gerste. Die Chlorophyll-Fluoreszenz wurde
Tage nach Aussaat (DAS) nach Dunkeladaptation mittels Chlorophyll
B Fluorometer gemessen (Mini PAM, Walz,
0,9 Effeltrich, Deutschland). Die Messungen
wurden in der Blattmitte intakter Blatter
— 0,8 durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden in
._.E_ Mitscherlich-Toépfen angezogen. Die Erde
E 0.7 - I wurde kurz vor der Aussaat mit 0,3g N pro
';' Gefal} gediingt (siehe Material/Methoden).
S 06 79 Tage nach Aussaat (DAS) wurden die
N + Pflanzen entweder ohne zusatzlichen
E 0.5 Dunger belassen (Kontrolle) oder zusatzlich
= mit 0,3g N (Nitrat+) pro Topf gediingt. Die
2 04 -0 Nitrat + Fehlerbalken ' repréasentieren die

Standartabweichung (n = 10 Pflanzen).
—4— Kontrolle
0,3
55 65 75 85 95

Tage nach Aussaat (DAS)

3.1.2 Transkriplevel der plastidaren GS2 und LKR/SD  H in Gersten-Fahnenblattern

Der Verlauf der Blattseneszenz ist auch auf Transkriptebene messbar. Eine starke Anderung
des Transkriptprofils seneszierender Gersten-Blatter weist darauf hin, dass der
Blattseneszenzverlauf wahrscheinlich von der Transkriptionsaktivitat einzelner Gene
beeinflul3t wird (Jukanti et al. 2008). Mittels quantitativer Real Time-PCR (qPCR) wurden die
Veradnderungen der Transkriptlevel von zwei Enzymen des N-Stoffwechsels gemessen.
Untersucht wurden die RNA-Extrakte von Gersten-Fahnenblattern mit zusatzlicher
Nitratgabe zu Beginn der Blattseneszenz nach 79 DAS (+) und ohne zuséatzliche Nitratgabe
(Kontrolle). Die plastidare Glutaminsynthetase (GS2) wurde ausgewahlt, weil sie ein
wichtiges Enzym der Assimilation von reduziertem Stickstoff darstellt (Baron et al. 1994).
Das andere untersuchte Gen kodiert die LKR/SDH  (Lysin-Ketoglutarat-
Reduktase/Saccharopin-Dehydrogenase), das ein limitierendes Enzym des Lysinabbaus ist
(Zhu und Galili 2004). Diese beiden Enzyme spielen eine Rolle in N-Verteilungsprozessen
innerhalb der Pflanze (Masclaux et al. 2000, Zhu und Galili 2004). Um zu untersuchen, wie
eine zusatzliche Nitratgabe die Fahnenblattseneszenz beeinflusst, wurden die
entsprechenden Transktiptlevel mittels gPCR zu verschiedenen Zeitpunkten der
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Fahnenblatt-Entwicklung bestimmt. Der Transkriptlevel am Tag 63 nach Aussaat wurde als 1
definiert und die Level an den spéateren Tagen darauf bezogen. Der Transkriptlevel der GS2
sank bereits zwischen 63 und 76 DAS ab, wéahrend die Werte fur Chlorophyllgehalt und die
PSIl-Effizienz noch hoch waren (Abb. 4A). Das drastische Absinken des GS2-
Transkriptlevels bis 91 DAS wurde als Antwort auf eine zusatzliche Nitratgabe (+) am 79.
Tag nach Aussaat deutlich verzdgert. Interessanter weise geht der Rickgang des GS2
Transkriptlevels dem Anstieg des LKR/SDH Transkriptlevels deutlich voraus (Abb. 4B):
Wahrend der GS2-Transkriptlevel in Fahnenblattern von 63 DAS bis 76 DAS schon um etwa
40% abgesunken war und dann bis 91 DAS Uber 90% zurlck ging, stieg das LKR/SDH-
Transkriptlevel zwischen 63 DAS und 76 DAS kaum. Erst zwischen 76 und 98 DAS stieg der
LKR/SDH Transkriptlevel stark an. Im Gegensatz zum verzogerten Absinken des GS2-
Transkriptlevels, wurde der Anstieg des LKR/SDH-Transkriptlevels durch eine zusatzliche
Nitratgabe deutlich verzdgert.

A
12 Abbildung 4 : Gerste (Hordeum vulgare)
GS2 B Kontrolle Fahnenblatt-Transkriptlevel.

T O Nitrat + A) Veranderungen des relativen
T>) Transkriptlevel von GS2 (Glutaminsynthetase,
2 08 plastidére Isoform) in Fahnenblattern der
-g 06 Gerste in Abhéangigkeit einer zusatzlichen

@ ’ Nitratgabe.
© B) Veranderungen des relativen
': 04 + Transkriptlevel von  LKR/SDH  (Lysin-
g 02 ' Ketoglutarat Reduktase/Saccharopin
% ' |—1—| Dehydrogenase) in Fahnenblattern der Gerste
o 0 in Abhangigkeit einer zusatzlichen Nitratgabe.
63 76 91 98 Die Pflanzen wurden in Mitscherlich-Topfen
Tage nach Aussaat (DAS) angezogen. Die Erde wurde kurz vor der
B Aussaat mit 0,3g N pro Gefal3 gediingt (siehe
1400 Material/Methoden). 79 Tage nach Aussaat
1200 EKontrolle LKR/SDH (DAS) wurden die Pflanzen entweder ohne
S ONitrat + zusétzlichen Diinger belassen (Kontrolle) oder
E 1000 zusatzlich mit 0,3g N (Nitrat+) pro Topf
a gedungt. Verédnderungen de Transkriptlevel
% 800 relativ. zum Referenzgen (18sRNA) wurden
5 600 mittels gPCR ermittelt. Die Transkriptlevel
': + wurden auf den Transkriptwert von reifen
@ 400 Fahnenblattern der Pflanzen 63 Tage nach
E Aussaat (DAS) normalisiert. Die relativen
5 200 -:":I Transkriptlevel wurden wie in Schildhauer et
0. — J— al. (2008) beschrieben,berechnet. Die
63 76 91 98 Fehlerbalken reprasentieren die

Tage nach Aussaat (DAS) Standartabweichung (n = 6 Pflanzen).

3.1.3 N-Mangel induzierte Primarblatt-Seneszenz de r Gerste

Eine zuséatzliche Nitratgabe bewirkte eine Verzdogerung im Seneszenz-spezifischen Absinken
des Chlorophyll-Levels und der PSII-Effizienz in Fahnenblattern von auf Erde angezogenen
Gerstenpflanzen (Abb. 3A, 3B). Ergénzend dazu habe ich ein Hydrokultursystem etabliert, in
dem man die Reaktion der Gerstenpflanzen auf die N-Verflugbarkeit direkt verfolgen kann.

23



Die N-Verfugbarkeit laRt sich im Hydrokultursystem durch gezielte Verdnderung der
Zusammensetzung des Nahrmediums steuern. Ich habe den Effekt von N-Mangel und N-
Dingung an den Primarblattern der Pflanzen untersucht. Ich habe diese Methode genutzt,
um zu testen ob ich die N-Zugabe-Effekte der Versuche mit den Fahnenblattern, die eine
besondere Rolle bei der Kornfillung spielen (Jukanti et al. 2008), auch an den Primarblattern
der Gerstenpflanzen beobachtet werden kann.

Ich habe die Veranderungen im Chlorophyligehalt und der PSII-Effizienz an Primarblattern
junger Gerstenpflanzen untersucht, die fir 22 Tage in Hydrokultur angezogen wurden (Abb.
5 A). Das wochentlich erneuerte Hydrokultur-Medium enthielt entweder 11,6 mM Nitrat und 1
mM Ammonium (Vollmedium), oder es wurde 10 Tage nach Aussaat (10 DAS) gegen N-
freies Medium getauscht (-N). Der Chlorophyligehalt der Kontrollpflanzen (+N), die
durchgehend in N-haltigem Vollmedium wuchsen, war im untersuchten Zeitraum stabil (Abb.
5 B). N-Mangel verursachte ab dem 3. Tag nach N-Entzug eine stetige Abnahme im
Chlorophyligehalt. Ahnliche Muster zeigten sich bei der PSII-Effizienz (Abb. 5 C), die in den
Kontrollen stabil war, und unter N-Mangel abnahm. Die sinkenden Werte von
Chlorophyllgehalt und PSII-Effizienz zeigen, dass in den Gerste-Primarblattern unter N-
Mangel, eine N-Mangel induzierte Blattseneszenz ausgeldst wird.

3.1.4 Hemmung der N-Mangel induzierten Priméarblatt- Seneszenz der Gerste

Nitrat und Ammonium sind die Haupt-N Quellen in vielen Okosystemen und Haupt-
bestandteile von Dingern. Eine andere Form der N- Diinger ist Harnstoff. Ich habe die drei
Stickstoffquellen auf ihre Wirkung untersucht, ob sie die N-Mangel induzierte Blattseneszenz
hemmen. Dazu habe ich Chlorophyligehalt und PSII-Effizienz in Primarblattern junger
Gerstenpflanzen in Hydrokultur untersucht (Abb. 5B und 5C). Die Pflanzen wuchsen ab 10
DAS auf N-Mangelmedium und wurden am 17. Tag nach Aussaat in Medium gesetzt, das 2
mM Nitrat, 2mM Ammonium oder 1 mM Harnstoff enthielt. Einige Pflanzen wuchsen weiter
unter N-Mangel. Parallel dazu wuchsen zuséatzlich Kontrollpflanzen auf wodchentlich
erneuertem Vollmedium (enthielt 11,6 mM Nitrat und 1 mM Ammonium).

Der Chlorophyligehalt der kontinuierlich auf Vollmedium wachsenden Pflanzen war zwischen
10 DAS und 22 DAS mit SPAD-Werten von etwa 35 auf hohem Niveau stabil. Das bedeutet,
dass die Blattseneszenz in den Kontrollpflanzen noch nicht begonnen hat. N-Mangel ab 10
DAS verursachte ab dem 3. Tag nach N-Entzug eine stetige Abnahme des Chlorophylls. Die
Zugabe von Nitrat und Ammonium nach 17 DAS liel3 den Chlorophyligehalt der Primarblatter
bis 22 DAS wieder auf Kontrollniveau ansteigen (Abb. 5 B). Im Gegensatz dazu bewirkte
eine Zugabe von Harnstoff nach 17 DAS keinen Anstieg des Chlorophyligehaltes. Der
Chlorophyligehalt sank weiter ab, wenn auch etwas langsamer als in den N-Mangel
Pflanzen.

Ahnliche Muster sind in den PSIl-Werten zu finden (Abb. 5 C), die in der Kontrollgruppe
stabil hoch blieben und in den N-Mangel Pflanzen stetig sanken. Die Zugabe von Nitrat und
Ammonium nach 17 DAS bewirkten bis 22 DAS einen Anstieg auf Kontrollniveau, wahrend
die PSII-Werte unter Harnstoff-Zugabe weiter sanken.
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A 10 13 17 20 22 DAS Abbildung 5: Gerste ( Hordeum vulgare)
. . . . +N Primarblatt-Physiologie. ~ A) Verlaufdiagramm der
Gersten-Hydrokultur Kinetik (Tage nach Aussaat =
DAS). Die Pflanzen wuchsen auf Vollmedium (+N),
. . . . N auf N-freiem Medium (-N) oder auf Medium mit

spezifischer Stickstoffquelle (N-Zugabe).
B) Der Chlorophyll-Effekt der Zugabe
5 verschiedener Stickstoffquellen (Nitrat, Ammonium,
% Harnstoff) auf Gersten Primarblatter nach
N - Zugabe— Wachstum unter N-Mangel. Veranderungen des
B Chlorophyllgehalts wurden wie in
45 Material/Methoden-Teil beschrieben mittels SPAD-

MeRgerat ermittelt.

i € C)Der Photosystem II-Effekt (Fv/Fm) der Zugabe
E @ 3% verschiedener Stickstoffquellen (Nitrat, Ammonium,
é’é 10 Harnstoff) auf Gersten Primarblatter nach
F:.:', S il & Wachstum unter N-Mangel. Die Chlorophyll-
g E 25 - Fluoreszenz wurde nach Dunkeladaptation mittels
RPN P i — Chlorophyll Fluorometer gemessen (Mini PAM,
2 Walz, Effeltrich, Deutschland).
15  —O—Harnstoff . i o
—+-N Die Messungen wurden in der Blattmitte intakter
10 - Blatter durchgefuihrt. Die Gerstenpflanzen wurden
9 12 15 18 21 bis 22 Tage nach Aussaat (DAS) auf Hydrokultur
Tage nach Aussaat (DAS) angezogen und wuchsen auf Vollmedium (+N) oder
C wurden 10 DAS auf N-freies Medium (-N) gesetzt.
0,85 17 Tage nach Aussaat wurden ein Teil der N-
—_ Mangel Pflanzen auf Medium umgesetzt, das
E o8 ® entweder 2 mM Nitrat, 2 mM Ammonium oder 1
E mM Harnstoff als einzige Stickstoffquelle enthielt
EG.T5 (Nitrat, Ammonium, Harnstoff). Die Fehlerbalken
D = . . .
E o & Koritrolle + N ﬁf;j::g;leren die Standartabweichung (n = 10
w —=— Nitrat )
=' —— Ammonium
E 085" _o Harnstoff
- -N
0,6
9 12 15 18 21

Tage nach Aussaat (DAS)

3.2 N-Mangel induzierte Blattseneszenz im Ackerschm  alwand ( Arabidopsis thaliana)
3.2.1 Hemmung der N-Mangel induzierten Blattsenesze nzin A. thaliana

Ich konnte mit Gerstenpflanzen zeigen, dass eine Stickstoffgabe wahrend der N-Mangel
induzierten Blattseneszenz, einen Anstieg des Chlorophyllgehaltes und der PSII-Effizienz
bewirkt. Die N-Mangel-induzierte Blattseneszenz kann demnach durch Zugabe von Nitrat
und Ammonium gehemmt werden und die Blatter kénnen ihre Photosyntheseprozesse
wieder regenerieren. Gerste ist eine wichtige Nutzpflanze und eine bedeutende
Modellpflanze fur Getreidearten der geméaRigten Zone. Dennoch ist Arabidopsis thaliana die
bis jetzt wichtigste hohere Modellpflanze in der molekularen Analyse der Stickstofferndhrung
und der Blattseneszenz. Aufgrund der grofReren methodischen Mdoglichkeiten, wollte ich
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A.thaliana fir meine Arbeit nutzen. Als erstes stellten sich mir die Fragen: ,Induziert N-
Mangel in A.thaliana &hnlich stark Blattseneszenz wie in Gerste? Wenn ja, |af3t sich diese N-
Mangel induzierte Blattseneszenz durch N-Zugabe hemmen?* Dazu habe ich A. thaliana-
Pflanzen in Hydrokultur bis 29 DAS in wochentlich erneuertem Vollmedium auf 7 mM Nitrat
und 0,3 mM Ammonium angezogen (+N, Abb. 6 A). Ein Teil der Pflanzen habe ich 19 Tage
nach Aussaat (DAS) auf stickstofffreies Mangelmedium (-N) gesetzt. Stickstoffmangel zeigt
bis 4 Tage nach N-Entzug keinen Effekt und bewirkt spéter ein stetiges und sichtbares
Absinken im Chlorophyligehalt der Blatter 1 und 2 nach den Kotyledonen (Abb. 6D). Dieses
Absinken konnte durch Umsetzen in Vollmedium (N-Zugabe) nach 26 DAS gestoppt werden.
Ahnliche Muster konnte ich in den PSII-Werten erkennen, die ich mittels bildgebender
Chlorophyll-Fluorometrie gemessen habe (Abb. 6C und 6D). In den Kontrollpflanzen blieben
diese Werte nahe am Maximalwert von etwa 0,8 (Fv/Fm), sanken ab 4 Tage nach N-Entzug
in den N-Mangel-Pflanzen und stiegen nach N-Zugabe wieder an. N-Mangel hatte demnach
bis 4 Tage nach N-Entzug keine Auswirkung auf Blattchlorophyllgehalt und PSII-Effizienz.
Aus diesem Grund habe ich diese Parameter bei der friilheren N-Zugabe nach 4 Tagen N-
Mangel, 3 Stunden nach N-Zugabe nicht bestimmt (Abb. 6A, 6B, 6C)

3.2.2 Arabidopsis thaliana-Transkript-Profiling der N-Mangel induzierten
Blattseneszenz

Zum Transkript-Profiling der N-Mangel induzierten Blattseneszenz von Arabidopsis thaliana
wurden Affymetrix ATH1 Arrays genutzt (Redman et al. 2004). Zur Berechnung der
Transkriptlevel-Regulationsprofile habe ich das Programm Robin 1.1.5 genutzt (Lohse et al.
2010)

Das Thema meiner Arbeit lautet: ,Molekulare Mechanismen der Stickstoffmangel-induzierten
Blattseneszenz" oder: Wie reguliert N-Verfigbarkeit den Beginn der Blattseneszenz?

Mir stehen ATH1 Datensatze zur Verfiigung in denen Informationen tber Transkriptlevel aus
meinem N-Hydrokultur-System stecken und die ich zur Beantwortung der Frage: ,Wie
reguliert N-Verfugbarkeit den Beginn der Blattseneszenz?* nutzen werde. Bevor ich
beschreibe welche Methoden und welche Strategie ich dabei genutzt habe, werde ich diese
Frage erweitern und auf diese ATH1-Datensatze ausrichten. Die Hauptfrage, um die sich
dieser Teil meiner Arbeit dreht, lautet: ,, Wie bekomme ich aus ATH1-Daten Hinweise ob und
wie N-abhéngige Signalprozesse im Signalsystem der Zelle ,geleitet* werden und so einen
Einflu@ auf den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des Blattes bekommen.” Meine
Datenauswertung hat sich von dieser Frage aus entwickelt. Ich habe das Ergebnis in 4 Teile
gegliedert, die ich Module nenne. Die Module bauen schrittweise aufeinander auf. Jedes
Modul enthalt eine neue Perspektive, neue Fragen und ldeen, die ich in jedem Modul
erlautere und bis zu einem Ergebnis bearbeite.
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Abbildung 6: Arabidopsis thaliana N- Mangel Physiologie. A) Verlaufsdiagramm der Arabidopsis-Hydrokultur
Kinetik (Tage nach Aussaat = DAS). Die A.thaliana wurden bis 29 Tage nach Aussaat (DAS) auf Hydrokultur
angezogen und wuchsen auf Vollmedium (+N) oder wurden 19 DAS auf N-freies Medium (-N) gesetzt. 23 und 26
Tage nach Aussaat wurden ein Teil der N-Mangel Pflanzen auf Vollmedium umgesetzt (N-Zugabe).

B) Der Chlorophyll-Effekt in Arabidopsis thaliana nach Zugabe von Stickstoff (Nitrat und Ammonium) auf die den
Kotyledonen folgenden Blatter 1 und 2 nach Wachstum unter N-Mangel. Verdnderungen des relativen
Chlorophyllgehalts wurden wie in Material/Methoden-Teil beschrieben spektrophotometrisch ermittelt. Der
Chlorophyligehalt am TAG 19 nach Aussaat ist als 100% definiert.

C) Der Photosystem Il -Effekt (Fv/Fm) in Arabidopsis thaliana nach Zugabe von Stickstoff (Nitrat und Ammonium)
auf die den Kotyledonen folgenden Blatter 1 und 2 nach Wachstum unter N-Mangel. Die Chlorophyll-
Fluoreszenz wurde nach Dunkeladaptation mittels Chlorophyll Fluorometer gemessen (IMAGING PAM, Walz,
Effeltrich, Deutschland).

D) Exemplarische Darstellung einzelner Blatter und ihrer Photosystem II-Effizienz (Fv/Fm). Auf der linken Seite
befindet sich je Blatt mit reprasentativer PSII-Effizienz ein Chlorophyll-Fluoreszenz-Falschfarbenbild und rechts
daneben ein Lichtbild des jeweiligen Blattes. Das Falschfarbenbild repréasentiert die Photosystem IlI-Effizienz der
Blattflache (siehe Mafstab zur Farbskalierung). Die Mittelwerte der Photosystem IlI-Effizienz der verschiedenen
Messpunkte sind unterhalb der Bilder aufgetragen

Die Messungen wurden uber die gesamte Blattfliche intakter Blatter durchgefiihrt. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standartabweichung (n = 10 Pflanzen).

3.2.2.1 Modul 1
In Modul 1 werde ich herausarbeiten welchen Effekt N-Verfiigbarkeit auf das Transkriptprofil

von A. thaliana Bléattern hat. Mit diesen Ergebnissen werde ich spéter versuchen zu klaren,
welchen Effekt N-Signalprozesse auf das Transkriptprofil dieser Blatter haben.
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In Modul 1 sollen folgende Teilfragen beantwortet werden:

1. Welche Regulationsmuster treten in der N-Mangel-induzierten Blattseneszenz auf?

2. Welche Regulationsmuster treten in Blattern nach N-Zugabe zu N-Mangel-Pflanzen auf?
3. Wie sehen die Gemeinsamkeiten und Unterschiede des N-Effekts zu Regulationsmustern
der Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz (E-S) aus?

3.2.2.1.1 Hierarchisches-Clustering der ATH1-Expres sionsprofile

Um sichtbar zu machen, wie ahnlich sich die Transkriptprofile der einzelnen Messpunkte und
biologischen Replikate sind, habe ich mittels Robin 1.1.5 ein Hierarchisches Clustering
(HCL) der einzelnen Messpunkte durchgefiihrt.

Es ergaben sich 4 getrennte Gruppen in der Auftragung als Baumdiagramm (Abb. 7 A). Die
Lange der Verbindungslinien ist proportional zur Ahnlichkeit der einzelnen Datensitze
untereinander.

Die Werte der Kontrollen (+N) befinden sich in Gruppe B und C, die Werte der N-
Mangelpflanzen (-N) in Gruppe A und D. Ein geringer Abstand besteht zwischen den
Kontrollen untereinander. Der grof3te Abstand zeigt sich zwischen den spaten N-
Mangelproben Gruppe A (-N 7d und -N 10d) und den anderen Messwerten. Die Werte der
frihen N-Mangelproben (-N 4d, -N 4d3h Gruppe D) liegen relativ nah bei den Kontrollproben
(Gruppe B und C). Die Transkriptprofile der N-Mangelpflanzen unterscheiden sich demnach
von den Kontrollpflanzen mit zunehmender N-Mangeldauer immer stérker.

Die Werte nach 3 Stunden N-Zugabe (N-Zugabe 3h) liegen in der gleichen Gruppe (D) wie
die dazugehodrigen N-Mangelproben (-N 4d3h). Das bedeutet, dass es nach 3h N-Zugabe
relativ. wenige Veranderungen des Transkriptprofils gab. Anders verhdlt es sich bei
Messwerten 3 Tage nach N-Zugabe (N-Zugabe 3d). Die Ausgangswerte der N-Mangel-
Pflanzen (-N 7d) liegen in Gruppe A und die N-Zugabe bewirkt eine Eingliederung der
Transkriptprofile in Gruppe C, was einer relativ starken Veranderung des Transkriptprofils
entspricht. Das bedeutet, dass die Transkriptprofile 3 Tage nach N-Zugabe den biologisch
jungsten Kontrollpflanzen am ahnlichsten sind (Abb. 7 B).
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Abbildung 7: Hierarchisches
Clustering der N- ATH1-
Datensatze.

A) Hierarchisches Clustering mittels
Pearson-Verhéltnis Ananlyse wurde
mit dem ganzen Datensatz des
ATH1 Chip durchgefiihrt. Das dazu
genutzte Programm war Robin
(Lohse et al. 2010). Die Zahlen 1, 2
und 3 kennzeichnen die biologischen

Replikate.

B) Verlaufdiagramm der Arabidopsis-
Hydrokultur Kinetik (Tage nach
Aussaat = DAS). Die Pflanzen

wuchsen auf Vollmedium (+N), auf
N-freiem Medium (-N) oder wurden

nach Wachstum auf N-freiem
Medium wieder auf Vollmedium
umgesetzt (N-Zugabe). Die
Buchstaben  reprasentieren  die
Ergebnis-Gruppen des
Hierarchischen Clustering aus

Abbildung 7A.

Dazu habe ich A. thaliana bis 29 DAS in wdchentlich erneuertem Vollmedium auf 7 mM
Nitrat und 0,3 mM Ammonium angezogen (+N, Abb. 8 A). Ein Teil der Pflanzen habe ich 19
DAS auf stickstofffreies Mangelmedium (-N) gesetzt. Die Transkriptmengen der N-Mangel-
Gruppe (-N) wurden 4d (23 DAS), 7d (26 DAS) und 10d (29 DAS) nach Stressbeginn mit den
Transkriptmengen der zeitgleichen Kontrollgruppe (+N) verglichen. Ich habe damit Gene der
N-Mangel-Gruppe identifiziert, die im Vergleich zur Kontrollgruppe mindestens 3-fach (log,-
Verhaltnis: +/-1,585) induziert bzw. reprimiert vorlagen. Es wurden die Transkriptprofile aus
mindestens 2 biologischen Replikaten gemessen.

29



N-Mangel induzierte Gene

Wie viele Gene wurden durch N-Mangel mindestens 3-fach induziert? Durch den N-Mangel
wurden in den 3 gemessenen Zeitpunkten Gber 200 Gene mindestens 3-fach (log, Wert:
1,585) induziert (Abb. 8 B). Die Auftragung in einem Venn-Diagramm zeigt, dass davon 81
(81= 54 + 27) Gene durchgehend von der frihen (-N 4d) bis zur spaten (-N 10d) N-Mangel
induzierten Blattseneszenz induziert waren (Abb. 8 C).

Wieviele von diesen N-Mangel induzierten Genen sind SAG? Etwa die Halfte der induzierten
Gene sind in den Daten der Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz (E-S) (Buchanan -
Wollaston et al. 2005) ebenfalls mindestens 3-fach induziert (Abb. 8 B). Bei Analyse dieser
Gene in der Venn-Auftragung zeigt sich, dass 54 dieser SAG durchgehend induziert waren
((SAG) Abb. 8 C).

(4d) (4d3h) (7d)  (10d) B N- Mangel induzierte Gene Abbildung 8: N-Mangel
19 23 +3h 26 29 DAS B induzierte Gene.
B - . +N A) Verlaufdiagramm der

800 Arabidopsis-Hydrokultur

Gen- Anzahl

— I I. A o onosac  Kinetik  (Tage  nach
- 400 _—— Aussaat = DAS). Die
200 Pflanzen wuchsen auf

g ‘ Vollmedium (+N), auf N-

N- Zugabe

4d 7d 10d  E-S freiem Medium (-N) oder
Zeit nach N- Entzug wurden nach Wachstum
auf N-freiem Medium

N- Mangel induzierte Gene/ wieder auf Volimedium
Vergleich SAG umgesetzt  (N-Zugabe).

Die farbig markierten
Felder  repra-sentieren
die Datenpunkte, die in

der folgenden

m -N 4d Transkriptanalyse ausge-

-N 7d wertet wurden. Die Pfeile

m -N 10d reprasentieren die zwei

= SAG aufeinander bezogenen
Datenpunkte.

B) Saulendiagramm der
unter N-Mangel mindestens 3-fach induzierten Gene (4d, 7d, 10d). Vergleichend dazu ist rechts daneben die
Zahl der mindestens 3-fach Seneszenz-induzierten Gene (SAG) aus dem Datensatz von Buchanan-Wollaston et
al. (2005) aufgetragen (E-S). Die jeweilige Anzahl der SAG wurde schwarz markiert. Die Anzahl der Gene ohne
SAG-Identitat wurde weiR markiert (no SAG). C) Venn-Diagramm der unter N-Mangel und E-S (SAG) mindestens
3-fach induzierten Gene als Zahlen. Die Zahlen in den Feldern représentieren die Gene, die in einem oder
mehreren Datenpunkten als mindestens 3-fach induziert gemessen wurden.

N-Mangel reprimierte Gene

Wie viele Gene wurden durch N-Mangel mindestens 3-fach reprimiert? Durch den N-Mangel
wurden nach 4d N-Mangel (23 DAS) 315 Gene mindestens 3-fach reprimiert (log, Wert: -
1,585) (Abb. 9B). Diese Zahl steigt bis 10d N-Mangel auf 623 an. Die Auftragung in einem
Venn-Diagramm zeigt, dass davon 183 (183= 104 + 79) Gene durchgehend von der friihen
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(-N 4d) bis zur spaten (-N 10d) N-Mangel induzierten Blattseneszenz reprimiert waren (Abb.
9 C). Wieviele von diesen reprimierten Genen sind SDG? Etwa die Halfte der 4d N-Mangel
reprimierten Gene sind in den Daten der entwicklungsinduzierten Seneszenz (E-S)
(Buchanan-Wollaston et al. 2005) ebenfalls mindestens 3-fach reprimiert (Abb. 9B). Bis 10d
N-Mangel nimmt der Anteil von Genen die keine SDG sind (no SDG) deutlich zu (Abb. 9 B).
Bei Analyse in der Venn-Auftragung zeigt sich, dass 104 der SDG durchgehend reprimiert
waren ((SDG) Abb. 9 C).

A B
(4d) (4d3h) (7d)  (10d) N- Mangel reprimierte Gene it;t:::‘i*e”r?egég‘ne'l\"ange'
= = +D3h ﬁ ﬁ Eﬁs = 1:22 | A) Verlaufdiagramm der
N ‘ Arabidopsis-Hydrokultur
I I I : 600 ‘DnoSDG Kinetk  (Tage  nach
8 |

B i~ 400 s Aussaat = DAS). Die
200 Pflanzen wuchsen auf

0 Vollmedium (+N), auf N-

Ad 7d 10d  E-S freiem Medium (-N) oder

N- Zugabe Zeit nach N- Entzug wurden nach Wachstum
auf N-freiem Medium
wieder auf Vollmedium
N- Mangel reprimierte Gene/ umgesetzt  (N-Zugabe).
Vergleich SDG Die farbig markierten
Felder reprasentieren die
Datenpunkte, die in der
folgenden Transkript-

analyse ausgewertet
m -N 4d wurden.  Die  Pfeile
-N 7d reprasentieren die zwei
== -N 10d aufeinander bezogenen
= SDG utel z09
Datenpunkte.
B) Séaulendiagramm der
unter N-Mangel

mindestens 3-fach reprimierten Gene (4d, 7d, 10d). Vergleichend dazu ist rechts daneben die Zahl der
mindestens 3-fach Seneszenz-reprimierten Gene (SDG) aus dem Datensatz von Buchanan-Wollaston et al.
(2005) aufgetragen (E-Se). Die jeweilige Anzahl der SDG wurde schwarz markiert. Die Anzahl der Gene ohne
SDG-ldentitdt wurde weil3 markiert (no SDG).C) Venn-Diagramm der unter N-Mangel mindestens 3-fach
reprimierten Gene als Zahlen. Die Zahlen in den Feldern reprasentieren die Gene, die in einem oder mehreren
Datenpunkten als mindestens 3-fach reprimiert gemessen wurden

3.2.2.1.3 Identifikation von N-Zugabe regulierten G enen

Zusatzlich zu den Anderungen in den Transkriptprofilen der Blatter, die durch den N-Mangel
hervorgerufen wurden, wurde die molekulare Antwort der N-Mangel-Blatter auf eine N-
Zugabe gemessen. Die N-Zugabe habe ich nach zwei verschiedenen N-Mangelperioden (4d
und 7d N-Mangel) durchgefuihrt. AufRerdem habe ich die Blattproben nach zwei
unterschiedlichen Zeitspannen (3h und 3d) nach N-Zugabe gemessen (Abb. 10A).
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N-Zugabe induzierte Gene

Wie viele Gene werden 3h bzw. 3d nach N-Zugabe induziert?
Wie viele von diesen Genen sind SDG?

3 Stunden (h) nach N-Zugabe zu den N-Mangel Pflanzen waren 267 Gene mindestens 3-
fach induziert (log, Wert: 1,585) (Abb. 10 B). Von diesen 267 3h N-Zugabe-induzierten Gene
sind 57 Gene in den Daten der Entwicklungs-induzierten Seneszenz (E-S) (Buchanan -
Wollaston et al. 2005) mindestens 3-fach reprimiert (SDG).

3 Tage (d) nach N-Zugabe zu den N-Mangel Pflanzen waren 949 Gene mindestens 3-fach
induziert (log, Wert: 1,585) (Abb. 10B). Von diesen 949 3d N-Zugabe-induzierten Genen sind
369 Gene in den Daten der Entwicklungs-induzierten Seneszenz (E-S) (Buchanan -
Wollaston et al. 2005) mindestens 3-fach reprimiert (SDG).

Wie groR ist bei diesen Genen die Ubereinstimmung zwischen 3h und 3d N-Zugabe?

Vergleicht man die N-Zugabe induzierten Gene beider Zeitpunkte in der Venn-Auftragung
miteinander, zeigen sich 78 Gene in beiden Gruppen als induziert (Abb. 10D).

Von diesen 78 Genen sind 47 Gene SDG, und in den Daten der Entwicklungs-induzierten
Seneszenz (E-S) (Buchanan-Wollaston et al. 2005) mindestens 3-fach reprimiert (SDG).

N-Zugabe reprimierte Gene

Wie viele Gene werden 3h bzw. 3d nach N-Zugabe reprimiert?
Wieviele von diesen Genen sind SAG?

3 Stunden (h) nach N-Zugabe zu den N-Mangel Pflanzen waren 189 Gene mindestens 3-
fach reprimiert (log, Wert: -1,585) (Abb. 10 C). Von diesen 189 3h N-Zugabe-reprimierten
Genen sind 95 Gene in den Daten der Entwicklungs-induzierten Seneszenz (E-S)
(Buchanan -Wollaston et al. 2005) mindestens 3-fach induziert (SAG).

3 Tage (d) nach N-Zugabe an die N-Mangel Pflanzen waren 687 Gene mindestens 3-fach
reprimiert (log, Wert: -1,585) (Abb. 10 C). Von diesen 687 3d N-Zugabe-reprimierten Genen
sind 321 Gene in den Daten Entwicklungs-induzierten Seneszenz (E-S) (Buchanan -
Wollaston et al. 2005) mindestens 3-fach induziert (SAG).

Wie groR ist bei diesen Genen die Ubereinstimmung zwischen 3h und 3d N-Zugabe?
Vergleicht man die reprimierten Gene beider Zeitpunkte in der Venn-Auftragung miteinander,
zeigen sich 93 Gene in beiden Gruppen als reprimiert (Abb. 10 E). Von diesen 93 Genen

sind 66 Gene SAG, und in den Daten der Entwicklungs-induzierten Seneszenz (E-S)
(Buchanan -Wollaston et al. 2005) mindestens 3-fach induziert (SAG).
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Abbildung 10: N-Zugabe regulierte Gene. A) Verlaufsdiagramm der Arabidopsis-Hydrokultur Kinetik (Tage
nach Aussaat = DAS). Die Pflanzen wuchsen auf Vollmedium (+N), auf N-freiem Medium (-N) oder wurden nach
Wachstum auf N-freiem Medium wieder auf Vollmedium umgesetzt (N-Zugabe). Die farbig markierten Felder
reprasentieren die Datenpunkte, die in der folgenden Transkriptanalyse ausgewertet wurden. Die Pfeile
reprasentieren die zwei aufeinander bezogenen Datenpunkte.

B) Saulendiagramm der unter N-Zugabe mindestens 3-fach induzierten Gene (3h, 3d). Vergleichend dazu ist
rechts daneben die Zahl der mindestens 3-fach Seneszenz-reprimierten Gene (SDG) aus dem Datensatz von
Buchanan-Wollaston et al. (2005) aufgetragen (E-S). Die jeweilige Anzahl der SDG wurde schwarz markiert. Die
Anzahl der Gene ohne SDG- Identitat wurde weild markiert (no SDG).

C) Saulendiagramm der unter N-Zugabe mindestens 3-fach reprimierten Gene (3h, 3d). Vergleichend dazu ist
rechts daneben die Zahl der mindestens 3-fach Seneszenz-induzierten Gene (SAG) aus dem Datensatz von
Buchanan-Wollaston et al. (2005) aufgetragen (E-S). Die jeweilige Anzahl der SAG wurde schwarz markiert. Die
Anzahl der Gene ohne SAG- Identitdt wurde weil3 markiert (no SAG). D) Venn-Diagramm der unter N-Zugabe
mindestens 3-fach induzierten Gene (3h Zugabe, 3d Zugabe) und der mindestens 3-fach Seneszenz-reprimierten
Gene (SDG) aus dem Datensatz von Buchanan-Wollaston et al. (2005).

E) Venn-Diagramm der unter N-Zugabe mindestens 3-fach reprimierten Gene (3h Zugabe, 3d Zugabe) und der
mindestens 3-fach Seneszenz-induzierten Gene (SAG) aus dem Datensatz von Buchanan-Wollaston et al.
(2005).
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3.2.2.1.4 Vergleich von N-Mangel und N-Zugabe regu lierten Genen

Erzeugt N-Zugabe zu N-Mangel-Pflanzen in den untersuchten Bléattern eine einfache
Umkehrung der N-Mangel induzierten Regulationsmuster? In Abbildung 11 sind die
mindestens 3-fach unter N-Mangel regulierten Gene mit mindestens 3-fach N-Zugabe
regulierten Genen verglichen. Es zeigt sich, dal3 es keine einfache Umkehrung der N-Mangel
induzierten Regulationsmuster gibt. Viele Gene sind eher Zeitpunkt-spezifisch reguliert (-N
4d, -N 10d, 3h N-Zugabe, 3d N-Zugabe). Nur die wenigsten Gene zeigen in ihrem
Expressionsmuster eine einfache Umkehrung zwischen N-Mangel und N-Zugabe. Das sind
53 N-Zugabe induzierte und 35 N-Zugabe reprimierte Gene.

N- Mangel reprimierte- / N- Zugabe induzierte- Gene

A

m -N 4d

-N 10d
= 3h N- Zugabe
= 3d N- Zugabe

N- Mangel induzierte- / N- Zugabe reprimierte- Gene

m -N 4d

-N 10d
= 3h N- Zugabe
= 3d N- Zugabe

Abbildung 11: Vergleich von N-Mangel und N-
Zugabe regulierten Genen.

A) Venn-Diagramm von N-Mangel reprimierten
Genen (-N 4d, -N 10d) und von N-Zugabe
induzierten Genen (3h N-Zugabe, 3d N-Zugabe).
Die Gene sind mindestens 3-fach reguliert. B)
Venn Diagramm von N-Mangel induzierten Genen
(\N 4d, -N 10d) und von N-Zugabe
reprimiertenGenen (3h N-Zugabe, 3d N-Zugabe).
Die Gene sind mindestens 3-fach reguliert. -N 4d: 4
Tage nach N-Entzug; -N 10d: 10 Tage nach N-
Entzug; 3h N-Zugabe: 3 Stunden nach N-Zugabe;
3d N-Zugabe: 3 Tage nach N-Zugabe;



3.2.2.1.5 PageMan-Analyse N-regulierter Gene

Eine PageMan-Analyse zeigt, ob in dem MapMan Funktionszuordnungen (BIN) Uber- oder
unterdurchschnittlich viele Gene auf Transkriptebene reguliert sind (Usadel et al. 2006). Das
ist ein Hinweis darauf, welche Zellfunktionen durch N-Mangel oder N-Zugabe besonders
stark oder wenig reguliert werden.

Ich fokussiere bei der Auswertung der PageMan Ergebnisse auf die Effekte, die entweder in
allen 3 N-Mangel Zeitpunkten (4d, 7d, 10d) oder zu beiden N-Zugabe Zeitpunkten (3h, 3d)
uberreprasentiert sind (Abb. 12). Uberreprasentiert induziert: Unter N-Mangel sind das Gene
des Flavonoid-Stoffwechsels. Unter N-Zugabe sind es Glutaredoxine. Uberreprasentiert
reprimiert: Unter N-Mangel sind es Gene der Photosynthese, des Auxin-Stoffwechsels, der
Tetrapyrrol-Synthese (Chlorophyll-Synthese), Glutaredoxine, Gene aus der Gruppe der
Gluco-, Galacto-und Mannosidasen und Gene die ribosomale Proteine der Plastide kodieren.
Unter N-Zugabe sind es Gene des Flavonoid-Stoffwechsels, Gene von Calcium-
Signalprozessen und Gene der Entwicklung (development).

Die Ausgangsfrage war: ,Wie bekomme ich aus ATH1-Daten Hinweise ob und wie N-
abhangige Signalprozesse im Signalsystem der Zelle ,geleitet* werden und so einen Einfluf3
auf den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des Blattes bekommen.*

Ich kann diese Frage jetzt teilweise beantworten. Das ,o0b“ wird beantwortet. ,Wie“ bleibt
noch zu klaren. Ja, anhand der globalen Regulationsmuster kann ich bestéatigen, dass der
Néhrstoff N einen Effekt auf den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des Blattes hat. N-
Mangel induziert Blattseneszenzmuster auf Transktiptebene (Abb. 8, 9) und N-Zugabe zu N-
Mangel-Pflanzen hemmt Blattseneszenzmuster auf Transktiptebene (Abb. 10). Das stimmt
mit den physiologischen Ergebnissen der Chlorophyligehalt-und PSII-Effizienz-Messungen
dieser Blatter Giberein (Abb. 6).

In Modul 1 habe ich festgestellt, dass durch N-Mangel und N-Zugabe Gene reguliert werden,
die N-unabhangig auch in der E-S reguliert werden. Dazu gehoren global vor allem Gene die
fur die Funktion des Chloroplasten wichtig sind. Das sind Gene der Photosynthese, der
Chlorophyllsynthese und ribosomale Proteine der Chloroplasten (Abb. 12)
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Abbildung 12 : PageMan Analyse der N-Mangel Zeitkinetik. = N-Mangel (-N 4d, -N 7d, -N 10d), N-Zugabe (N-
Zugabe 3h, N-Zugabe 3d) und Entwicklungs-induzierte Blattseneszenz (E-S) (Buchanan-Wollaston et al. 2005).
Es wurden die log,-Wert Veranderungen dargestellt. Die Uberreprasentationsanalyse wurde mit folgenden
Parametern durchgefiihrt - Summary Statistics Type: ORA Fisher; Multiple testing Correction: Benjamini_
Hochberg, ORA Cutoff value: 1.0. Farbe symbolisiert das AusmaR der Uber- bzw. Unterreprasentation. | und R
kennzeichnen die induzierten (I) oder reprimierten (R) Gene. -N 4d: 4 Tage nach N-Entzug; -N 7d: 7 Tage nach
N-Entzug; -N 10d: 10 Tage nach N-Entzug; N-Zugabe 3h: 3 Stunden nach N-Zugabe; N-Zugabe 3d: 3 Tage nach
N-Zugabe; E-S: Entwicklungs-induzierte-Blattseneszenz;
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3.2.2.2 Modul 2

In Modul 1 habe ich festgestellt, dass der N&ahrstoff N auf Transkript-Ebene einen Effekt auf
den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des Blattes hat. Es bleibt zu klaren: ,Wie?".

Ich werde in Modul 2 beschreiben wie ich Hinweise auf dieses ,Wie?* bekommen will und
welche Uberlegungen hinter meiner Strategie stehen.

3.2.2.2.1 Definition von N-Signalkanalen

Grundsatzlich stelle ich mir 2 verschiedene Wege vor, wie das Signal ,N* mit der Steuerung
der Blattseneszenz in Verbindung steht. Diese Wege nenne ich ,Signalkanale* und
unterscheide dabei zwischen 2 verschiedenen Typen. Der erste Typ ist eine Art Signalkanal
Uber den sich spezifisch die Information ,N-haltige Metabolite sind in der Zelle viel oder
wenig vorhanden® auf die Expression von Genen auswirkt.

Am Anfang steht ein Sensor, der z.B. die Menge an Nitrat, Ammonium oder einer
Aminoséaure in der Zelle messen kann. Ein N-Sensor kann vom Prinzip her jedes Protein
sein, das spezifisch N-haltige Metabolite binden kann und uber Anderungen der
Proteinfaltung ein Signal erzeugt. Beispiele dafir sind die Nitrattransporter NRT1.1 und
NRT2.1 (Vidal et al. 2010), Aspartat-Kinase (Liu et al. 2008) und Threonin-Synthase (Mas-
Droux et al. 2006). Dieses Signal koénnte z.B. Uber Phosphorylierungskaskaden oder
Protein-Protein Interaktion funktionieren. Genau dieses Signal hat weitgehend unbeeinflusst
durch andere innere Parameter der Zelle, einen Einflul? auf den Transkriptlevel eines oder
vieler Zielgene und veréndert so den zellularen Level des jeweiligen kodierten Proteins.
Steht dieser Signalkanal mit der Blattseneszenz in Zusammenhang, hat die Veréanderung
des Zielgen-Proteinlevels einen Einflu auf den Beginn der Blattseneszenz. Ein Beispiel fur
solche scheinbar N-spezifisch regulierten Zielgene sind die 3 LBD-Transkriptionsfaktoren die
von Rubin et al. (2008) untersucht wurden.

Der zweite Typ Signalkanal, den ich mir vorstelle, ist eine Art Signaltrichter. Am Anfang steht
wieder ein Sensor, der den Level eines N-haltigen Metabolits mif3t und dadurch ein Signal
erzeugt. Der Prozel3 oder Weg, wie dieses Signal sich auf den Transkriptlevel von Zielgenen
auswirkt, hat aber eine andere Struktur. Es ist kein einfacher Tunnel, sondern ein
verzweigtes Tunnelsystem. Signale, die von anderen Sensoren kommen, werden in diesen
Signalkanal integriert. Diese anderen Sensoren messen z.B. den Redox-Status der Zelle,
oder die Level von Kohlenhydraten oder organischen Sauren. Diese Signale kdénnen sich in
ihrer Wirkung auf die Transkript- und Proteinlevel ihrer Zielgene gegenseitig hemmen oder
fordern. Signale die in diesem Signalkanalsystem integriert werden, stehen nicht alle mit den
Leveln N-haltiger Metabolite in Zusammenhang, haben aber in ihren Zielgenen eine Wirkung
auf die Blattseneszenz. In diesem putativen Signalsystem konnte es integrierende
molekulare Knoten geben, die in ihrer Funktion der Kinase Kinl0 (Baena-Gonzalez et al.
2007) ahnelin.

3.2.2.2.2 Identifikation zusétzlicher ATH1-Datensat ze zur N-Datenfilterung

Wie finde ich heraus welche der Gene, die ich in meinen N-Experimenten als reguliert
gefunden habe, putative Zielgene von N-spezifischen oder Signal-integrierenden
Signalkanalen sind? Ich muss filtern und nutze dazu zusatzliche, offentlich zugangliche
ATH1-Datensatze aus dem Internet. Ein Ideengeber fiir dieses Vorgehen waren die Arbeiten
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von Buchanan-Wollaston et al. (2005), in denen Transkriptprofile verschiedener Experimente
verglichen wurden, in denen verschiedene Formen des programmierten Zelltodes ausgeldst
wurden.

Meine Auswertungen zielen darauf, Hinweise zu bekommen, wie N als zellularer Parameter
auf die Blattseneszenz-Regulation wirken kann. Das bedeutet, dass ich zusatzliche ATH1-
Datensatze brauche, in denen gemessen wurde wie in A. thaliana Blattseneszenz ausgeldst
wird, und zwar anders als durch N-Mangel und durch Alter.

Aus der Seneszenzforschung ist bekannt, dass Blattseneszenz durch Trockenheit und
Infektionskrankheiten ausgelost werden kann (Rivero et al. 2007, Pontier et al. 1999, Mur et
al. 2010). Ich habe in Internet-Datenb&nken 3 Datensatze gefunden, die sehr deutliche
Transkriptlevel-Blattseneszenz-Muster zeigen, wie ich sie ahnlich auch in der E-S gefunden
habe (Abb. 13). Das sind Datensétze Uber die Auswirkung von Trockenstress (TS) (Harb et
al. 2010), Botrytis cinerea-Infektion (Bc) und Pseudomonas syringae-Infektion (Ps). Die
auffallige Gemeinsamkeit dieser Datensatze ist die Repression von Photosynthese-Genen.
Das ist eine charakteristische Gemeinsamkeit mit der E-S und stellt fir mich den
Transkriptlevel-Fingerabdruck der Blattseneszenz dar (Abb. 12C).

Genau diese charakteristische Repression von Photosynthese-Genen (Abb. 12C N-Mangel
10 Tage) wird in meinem N-System durch N-Zugabe zu N-Mangel-Pflanzen
aufgehoben(Abb. 12C N-Zugabe 3 Tage). Das bedeutet fir mich, dass es regulatorische,
molekulare Zusammenhénge geben muss, die ich zur Interpretation meiner N-Daten nutzen
kann.

3.2.2.2.3 Auswahl der N-Datensatze zur N-Datenfilte rung

Bisher habe ich in Modul 2 gezeigt warum ich A. thaliana-TS-, Bc- und Ps- Datensatzen mit
meinen N-Datensatzen vergleichen will und welche Hinweise ich davon erwarte (putative
Zielgene von N-spezifischen und Signal-integrierenden Signalkanélen). Die Frage die sich
jetzt stellt ist: Welcher Teil meiner N-Daten soll mit den TS-, Bc- und Ps-Datensatzen gefiltert
werden?

An diesem Punkt bin ich wieder zu meiner urspriinglichen Frage zuriickgegangen: , Wie
bekomme ich aus ATH1-Daten Hinweise ob und wie N-abhangige Signalprozesse im
Signalsystem der Zelle ,geleitet” werden und so einen EinfluR auf den Entwicklungsverlauf
der Zelle bzw. des Blattes bekommen.” Ich sehe an meinen Daten, dass in meinem N-
Versuchssystem viele Gene reguliert werden (Abb. 8C, 9C, 10D, 10E). Sind diese Gene alle
direkt durch N reguliert? Wahrscheinlich nicht. Wie grenze ich dann mdglichst genau die N-
regulierten Gene ein? Die molekulare Wahrnehmung der Zelle erfolgt Gber Sensorsysteme,
die den molekularen Status der Zelle messen. N-haltige Molekiile sind Teil des molekularen
Systems, nicht das ganze System. Entziehe ich der Pflanze den Nahrstoff N, verandert sich
zunehmend die Zusammensetzung der Metabolite in den Blattern, deren Transkriptprofil
vermessen wurde. Schon nach 4 Tagen N-Mangel sind gegenliber den Kontrollpflanzen die
Level von N-haltigen (Aminosauren) und N-freien Metaboliten (Kohlenhydrate, organische
Sauren) verandert (Tab. 14 Metabolite). Ich bin deshalb der Meinung, dass ich anhand der
Transkript-Regulationsprofile der N-Mangel-Kinetik eher schlecht abschéatzen kann, ob sich
ein Regulationseffekt auf Transkriptebene aus der zellularen Wahrnehmung eines N-haltigen
oder N-freien Metaboliten ableitet.

38



Stress induzierte- / Seneszenz induzierte- Gene

m SAG

m SDG

C Entwicklung- induzierte

Seneszenz Trockenstress

Light
_ Reactions

Light
_ Reactions

—— L

[ |'. v e
-
. Fhuuumwimlinn
Tei!apyrrala
Be- Infektion Ps- Infektion
Light
Reactions Light

_ Reactions

‘I’etrapy rrole W

N- Mangel 10 Tage

N- Zugabe 3 Tage

Lignht
_ Reactions

Light
_ Reactions

Tetranwmie

Tetrapy;ol_e =

m Trockenstress
Bc- Infektion
m Ps- Infektion

m Trockenstress
Bc- Infektion
m Ps- Infektion

log,
'- -2
- -1
-0
1

Lo

Abbildung 13 : Regulationsmuster der
Filterdatensatze Modul 3. A) Venndiagramm
der unter Trockenstress, 48 Stunden nach
Inokulation mit Botrytis cinerea (Bc-Infektion),
24 Stunden nach Inokulation mit
Pseudomonas syringae (Ps-Infektion) und
unter Entwicklungs-induzierter Blattseneszenz
(SAG) mindestens 3-fach induzierten Gene
(Datensétze siehe Material und Methoden).

B) Venndiagramm der unter Trockenstress,
48 Stunden nach Inokulation mit Botrytis
cinerea (Bc-Infektion), 24 Stunden nach
Inokulation mit Pseudomonas syringae (Ps-
Infektion) und unter Entwicklungs-induzierter
Blatteneszenz (SDG) mindestens 3-fach
reprimierten Gene (Datensétze siehe Material
und Methoden). C) MapMan-Darstellung der
Regulationswerte der Photosynthese-
relevanten Gene in  den jeweiligen
Datensatzen (Thimm et al. 2004). Die
Regulationswerte sind als log.-Verhaltnisse
dargestellt. N-Mangel 10 Tage: Abb. 8A, N-
Zugabe 3 Tage: Abb. 10A
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Ich suche nach N-abhéngigen Signalprozessen. Sind die N-Zugabe Daten besser zur
Beantwortung dieser Suche geeignet? Wenn ich die N-Zugabe Metabolit-Profile mit den
dazugehodrigen N-Mangel Metabolit-Profilen vergleiche, finde ich 3 Tage nach N-Zugabe
ebenfalls Veranderungen der Level N-freier Metabolite (Tab. 14). Die ATH1 — Daten 3 Tage
nach N-Zugabe sind aus den fur die N-Mangel Kinetik aufgefihrten Griinden fir mich nicht
als priméarer Filterdatensatz geeignet. Dann bleiben nur noch die Daten fur 3h N-Zugabe
Ubrig. Was zeigt das dazugehérige Metabolit-Profil? Einen Anstieg im Level von Alanin,
Glycin und Serin und einen leichtes Absinken im Level von Tyrosin. Das sind 4 N-haltige
Metabolite. Es gibt in den untersuchten Metaboliten keine deutlichen Anderungen in den
Leveln N-freier Metabolite.

Das Metabolit-Profil von 45 Metaboliten (Tab. 14) ist ein kleiner Ausschnitt aus dem
Metabolom der Pflanzenzelle, das Gber 1000 Metabolit-Spezies enthalt (Fiehn 2002). Es ist
dennoch wahrscheinlich, dass die mef3baren Veranderungen der Transkriptlevel 3h nach N-
Zugabe direkter mit Signalprozessen verbunden sind, die unmittelbar von den Leveln N-
haltiger Metabolite der Zelle abhangen.

Das bedeutet, dass ich die ATH1-Regulationsprofile 3h nach N-Zugabe mit den
Regulationsprofilen des Trockenstress und der Bc- und Ps-Infektion vergleichen werde, um
putative Zielgene von N-spezifischen und Signal-integrierenden Signalkanalen zu finden. Die
transienten Regulations-Effekte auf Transkriptebene stellen an diesem Punkt jedoch ein
weiteres Problem dar. Ich suche nach den Regulationseffekten bei denen es wahrscheinlich
ist, dass die Verdnderung des Transkriptlevels eines Gens eine gleichgerichtete
Verdnderung im Level des kodierten Proteins und seiner biochemischen Wirkung
wiederspiegelt. Wie in Abbildung 10 D und 10 E zu sehen ist, sind viele Regulationseffekte 3
Stunden (h) nach N-Zugabe nicht 3 Tage (d) nach N-Zugabe zu finden. Das bedeutet fir
mich, diese Effekte sind transient und ein gleichgerichteter Effekt auf Proteinebene ist eher
unwahrscheinlich. Diese Annahme grindet auf Messungen, in denen gezeigt wurde, dass
Transkriptlevel und Proteinlevel meist in einem direkten Verhdltnis zueinander stehen
(Baerenfaller et al. 2008). Aus diesem Grund fokussiere ich bei meinen Vergleichen ,N-
Wirkung versus Trockenstress- und Pathogenwirkung“ auf die Gene, die sowohl nach 3h als
auch nach 3 Tagen nach N-Zugabe induziert bzw. reprimiert sind.

Nachdem ich erlautert habe, wie ich mir vorstelle, durch Vergleich meiner N-Daten mit
Trockenstress- und Pathogen-Daten Hinweise auf die Verbindung von N-Wirkung und
Seneszenzregulation zu bekommen, beschreibe ich in Modul 3 die eigentliche Datenfilterung
und die dazugehdrigen Ergebnisse.

3.2.2.3 Modul 3

In Modul 2 habe ich erlautert, dass ich N-spezifische und Signal-integrierende Signalkanale
voraussetze, durch die ein N-Signal auf die Blattseneszenz-Regulation wirkt. AufRerdem
habe ich in Modul 2 erlautert wie ich mit Hilfe von Trockenstress- und Pathogen Daten
putative Zielgene dieser 2 Typen von Signalkanédlen finden will. In Modul 3 werde ich
erlautern, wie ich die Filterung durchgefuhrt habe, und wie ich aus dem resultierenden Set an
Genen die Markergene fir Modul 4 auswahle.
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3.2.2.3.1 N-Datenfilterung

Ich habe festgelegt, dass ich fur die Filterung die N-Zugabe Werte als ,N-Datensatz*
benutze. Und ich definiere einen relativen Transkriptlevel als ,reguliert’, wenn der
Transkriptlevel im Vergleich zur jeweiligen N-Mangel Kontrolle nach 3 h N-Zugabe
mindestens 2-fach induziert (log,= +1), und nach 3 d N-Zugabe mindestens 3-fach induziert
(log,= +1,585) vorliegt. Fur die ,N-reprimierten® Gene gilt das gleiche mit negativem
Vorzeichen. Den Grenzwert fur die 3h N-Zugabe habe ich niedriger gesetzt, um fir Modul 4
ein groReres Set an Markergenen zu erhalten.

Ich filtere im néachsten Schritt die Gene aus diesem ,N-regulierten* Set heraus, die ich
aufgrund ihres Regulationsprofils unter Trockenstress und Pathogen-Infektion als putative
Zielgene von N-spezifischen und Signal-integrierenden Signalkanélen festlege.

N-spezifisch regulierte Gene, sind Gene deren Transkriptlevel stark auf N-Zugabe aber
wenig auf TS, Bc und Ps reagieren.

N-spezifisch induzierte Gene:

- sind 3h N-Zugabe mindestens 2-fach induziert (= +2; log,= +1)
- sind 3d N-Zugabe mindestens 3-fach induziert (= +3; log,= +1,585)
- sind unter TS, Bc und Ps weniger als 3-fach reprimiert (> -3; log,> -1,585)

Warum die entgegengesetzten Vorzeichen? Weil ich damit die Wirkung der experimentellen
Behandlung definiere: Wenn Seneszenz-hemmende N-Zugabe ein positives Vorzeichen (+
3) bekommt, muss die Seneszenz-induzierende Behandlung (TS, Bc, Ps) ein negatives
Vorzeichen bekommen (-3). Dieses Prinzip gilt auch flr die weiteren Filterungen in diesem
Modul.

N-spezifisch reprimierte Gene:
- sind 3h N-Zugabe mindestens 2-fach reprimiert (< -2; log,<-1,)
- sind 3d N-Zugabe mindestens 3-fach reprimiert (< -3; log,< -1,585)

- sind unter TS, Bc und Ps weniger als 3-fach induziert (< +3; log,< 1,585)

Im Gegensatz dazu definiere ich putative Zielgene Signal-integrierender Signalkanéle, als
durch N-Zugabe und durch TS, Bc und Ps stark regulierte Gene.

Signal-integriert N-induzierte Gene:
- sind 3h N-Zugabe mindestens 2-fach induziert (= +2; log,2 +1)

- sind 3d N-Zugabe mindestens 3-fach induziert (= +3; log,= +1,585)
- sind unter TS, Bc und Ps mindestens 3-fach reprimiert (< -3; log,< -1,585)
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Signal-integriert N-reprimierte Gene:

- sind 3h N-Zugabe mindestens 2-fach reprimiert (< -2; log,< -1)
- sind 3d N-Zugabe mindestens 3-fach reprimiert (< -3; log,< -1,585)
- sind unter TS, Bc und Ps mindestens 3-fach induziert (= +3; log,= +1,585)

Durch die Filterungen ergeben sich 4 Listen mit putativen Zielgenen (Tabelle 1 bis 4, siehe
Anhang Al).

3.2.2.3.2 Identifikation von N-Markergenen

Die Filterungen in Modul 3 haben sich bisher nach den Parametern N-Zugabe, TS, Bc und
Ps gerichtet. Ich erganze das mit einer Filterung die aus den putativen Zielgenen
Markergene herausfiltert. Dabei starte ich wieder bei der Ausgangsfrage: ,Wie bekomme ich
aus ATH1-Daten Hinweise ob und wie N-abhangige Signalprozesse im Signalsystem der
Zelle ,geleitet* werden und so einen Einflul auf den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des
Blattes bekommen.*

Ich suche Gene deren Transkriptlevel durch N-Zugabe reguliert werden. Jetzt kommt eine
Erganzung dazu: ... und die auf den N-Haushalt der Zelle wirken. Warum? Weil es, wie in
der Einleitung beschrieben, eine funktionelle Kopplung zwischen N-Verflugbarkeit und N-
Mobilisierung (Blattseneszenz) gibt. N-Mangel induziert die N-mobilisierende Blattseneszenz.
Ich will die Gene fir Modul 4 nutzen, die bei dieser Kopplung wahrscheinlich eine Rolle
spielen. Das sind fuir mich 3 verschiedene Gen-Gruppen.

Gruppe 1: Diese Gene kodieren Proteine die an der biochemischen Umwandlung von N-
haltigen Metaboliten wie Nitrat oder Aminosauren beteiligt sind, oder diese N-haltigen
Metaboliten tiber Membranbarrieren hinweg transportieren.

Gruppe 2: Diese Gene kodieren Proteine die fur die Funktion des Chloroplasten als Haupt-N-
fixierendes Zellorganell wichtig sind. Das sind Proteine der Photosynthese, der
Chlorophyllsynthese oder ribosomale Proteine des Chloroplasten.

Gruppe 3: Diese Gene kodieren regulatorische Proteine wie Transkriptionsfaktoren und
Chromatin-Faktoren, die an der Regulation der Transkription der Gene aus Gruppe 1 und 2
beteiligt sein kénnen.

Zum Auffinden dieser Gen-Gruppen habe ich die Genfunktions-Annotation von MapMan
(Thimm et al. 2004) benutzt. Die Gene von A. thaliana werden nach zellularer Funktion in
Gruppen eingeteilt. Diese Gruppen werden BIN genannt. Fir meine definierten Gen-
Gruppen habe ich folgende BIN gefunden:

Gruppel: 12 (N-Metabolismus), 13 (Aminosaure-Metabolismus), 29 (Protein), 34 (Transport;
3: Aminosauren, 4: Nitrat, 5: Ammonium, 13: Peptide und Oligopeptide)

Gruppe 2: 01 (Photosynthese), 19 (Tetrapyrrol-Synthese)

Gruppe 3: 27 (RNA), 28 (DNA), 33 (Entwicklung: enthalt NAC-Transkriptionsfaktoren)
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In den Tabellen 1 bis 4 habe ich dadurch folgende Anzahl von Markergenen gefunden

N-spezifisch induzierte Markergene aus Tabelle 1: 16

Diese Liste (Tab. 5) enthalt 7 Transkriptionsfaktoren. Unter den ermittelten Genen sind nur
drei Gene (LBD37, at5g10540 und SNG1) in der E-S reprimiert. SNZ zeigt auch eine
Induktion unter Trockenstress und at4g37180, RVE2, at3g19030 und at1g03220/30 sind
unter Pathogenbefall induziert.

N-spezifisch reprimierte Markergene aus Tabelle 2: 18

Diese Liste (Tab. 6) enthalt 8 Transkriptionsfaktoren. Unter den ermittelten
Transkriptionsfaktoren ist keiner in der E-S reguliert. 5 Gene (GLN1.1, GLN1.4, ACR7, AAP4
und NRT2.5) sind in der E-S induziert.

Signal-integriert N-induzierte Markergene aus Tabelle 3: 21
Diese Liste (Tab. 7) enthalt 6 Transkriptionsfaktoren. 17 dieser 21 Gene sind SDG.

Signal-integriert N-reprimierte Markergene aus Tabelle 4: 11
Diese Liste (Tab. 8) enthalt 7 Transkriptionsfaktoren. Alle ermittelten Gene sind SAG. Von
den 7 Transkriptionsfaktoren gehéren 5 zur Familie der NAC- Transkriptionsfaktoren (Olsen

et al. 2005).

Mit diesen Markergenen werde ich in Modul 4 arbeiten.
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Tabelle 5; N- spezifisch induzierte Markergene

BIN Funktion ATH1- 1D AGI Name | 4d noN [ 7dnoN [10dnoN| 3h N | 3dN E-S 7S | Be Ps
27| Transkriptionsfaktor 255734_at  |at1925550 142 118 243 [ 155 2,31 058 | -032 -030 1,30
27| Transkriptionsfaktor 246215_at  |at4g37180 -1,93  -1,80 249 | 143 1,59 0,85 1,19 0,78 1,72
27| Transkriptionsfaktor 249606_at  |at5g37260 |RVE2 -025 -056 -098 | 205 1,83 0,68 063 -1,30 1,78
27| Transkriptionsfaktor 267010_at  |at2g39250 |SNZ 159 1,85 241 1,66 224 | 083 | 18 -036 -077
27| Transkriptionsfaktor 246996_at  |at5g67420 |LBD37 -168 -1,78  -3,10 | 2,02 257 | 165 | 1,13 -070 -0,75
27| Transkriptionsfaktor 253043_at  |at4g37540 |LBD39 -357 329 -390 | 296 322 | 1,14 | -094 -112 048
27| Transkriptionsfaktor 247921_at _ |at5g57660 |ATCOL5 1,13 -1,30 233 | 169 159 | -030 | -060 -040 024
12|Glutamat Synthase 248267_at  |at5g53460 |GLT1 -358  -321 384 | 275 325 | 025 | -046 007 -0,12
13|AS Synthese 256891_at  |at3g19030 099 -207 321 1,62 3,20 0,47 1,16  -043 @ 227
29|posttransl. Modifizierung [266313_at  |at2g26980 |CIPK3 1,82  -1,23 289 | 233 239 | 122 | 1,07 027 0,95
29|posttransl. Modifizierung [258437_at  |at3g16560 |PP2C 1,70 153  -196 | 241 192 | -057 | -0,86 -063 0,09
29|posttransl. Modifizierung [260771_at  |at1g49160 |WNK7 1,89 217 285 | 340 2,10 0,05 0,24 0,52 0,60
29|Protein Abbau 250441_at  |at5g10540 -168  -148  -157 | 149 165 | -1,97 | -025 -0,31 -042
29|Protein Abbau 261927_at  |at1922500 -1,83  -183 329 | 121 336 | 005 | -075 -031 -086
29|Protein Abbau 264365_s_at |at1903220 203 2861 -364 | 113 2,11 0,56 1,10 1,98 2,93
29|Protein Abbau 267262_at  |at2g22990 |SNG1 407 -543 685 | 256 767 | 456 | -070 -127  -0,20

Tabelle 6; N- spezifisch reprimierte Markergene

BIN Funktion ATH1- 1D AGI Name | 4d noN [ 7dnoN [10dnoN| 3h N | 3dN E-S 7S | Be Ps
27| Transkriptionsfaktor 250688_at  |at5g06510 [NF-YA10 1,45 2,46 237 [ 151 200 | 156 041 -005 -024
27| Transkriptionsfaktor 267141_at  |at2g38090 2,01 2,00 245 | 210 -226 | 049 | -004 000 -0,06
27| Transkriptionsfaktor 245861_at  |at5g28300 1,02 1,34 1,10 | 1,14  -159 | -055 | 0,86 018  -0,84
27| Transkriptionsfaktor 265954_at  |at2g37260 |TTG2 1,68 1,51 084 | -164 -163 | 055 011  -0,11  -0,05
27| Transkriptionsfaktor 255056_at  |at4g09820 |TT8 2,21 2,43 205 | -1,34 247 | 093 047  -0,07  -0,01
27| Transkriptionsfaktor 258021_at  |at3g19380 |PUB25 1,27 1,04 175 | 1,33 -270 | 1,10 | -005 -056 1,35
27| Transkriptionsfaktor 254274_at  |atd4g22770 132 1,39 153 | 1,16 -166 | 099 0,15 0,03 0,28
27| Transkriptionsfaktor 250446_at  |at5g10770 1,40 1,22 163 | 169 -319 | 054 | -022 0,09 0,18
12[Glutamin Synthase 250100_at  |at5g37600 |GLNT;1 1,94 2,00 174 | 1,16 286 | 245 | -025 0,33 0,28
12|Glutamin Synthase 249581_at  |at5g16570 |GLN1;4 4,08 463 450 | 220 564 | 4,10 | -056 -064 -0,31
12|Glutamat Dehydrogenase [259346_at  |at3g03910 |GDH3 117 2,45 3,51 -1,04 -333 | 1,08 | -024 -1,08 -0,14
13|AS Synthese 262582_at  |at1915410 2,04 1,83 180 | 226 248 | 140 | -023 -124 -138
29(Protein Synthese 254300_at  |atd4g22780 |ACR7 0,84 1,03 1,10 | 1,22 252 | 220 1,32 0,54 0,36
29|Protein Abbau 249306_at  |at5g41400 0,64 0,52 200 | 1,10 202 | 097 1,42 0,31 0,91
34|Peptide Transport 257789_at  |at3g27020 |YSL6 0,07 0,48 088 | -1,15  -1,59 | 1,21 0,49 0,13 0,73
34(AS Transport 256650_at  |at3g13620 1,09 1,80 208 | -128 -163 | 083 0,12 0,52 0,48
34(AS Transport 247304_at  |at5963850 |AAP4 1,56 1,36 076 | -163 -2,81 1,91 052 046 1,29
34{Nitrat Transport 261198_at  |at1g12940 |ATNRT2.5 | 2,57 3,38 336 | -162  -308 | 212 0,09 -0,07 -028

Tabelle 7; Signal- integriert- N- induzierte Markergene

BIN Funktion ATH1- 1D AGI Name 4dnoN | 7dnoN [10dnoN|] 3h N | 3dN E-S 7S | Bc Ps
27| Transkriptionsfaktor 245362_at  |atdg17460 |HAT1 -0,90 0,03 -160 [ 125 159 | -007 | -214  -235  -2,47
27| Transkriptionsfaktor 265342_at  |at2g18300 410 -394 442 | 495 470 | 401 | 431 -352 -403
27| Transkriptionsfaktor 246275_at  |at4g36540 |BEE2 -300 -1,89 244 | 3,04 375 | 412 | 341 325 -382
27| Transkriptionsfaktor 261782_at  |at1g76110 -070 -096 218 | 133 2,31 -0,98 | 1,63 -240 -2,06
27| Transkriptionsfaktor 253028_at  |at4g38160 |pde19 057 -081 -1.32 | 1.10 206 | -140 | 1,80 -167 -185
27| Transkriptionsfaktor 264672_at _ |at1909750 -1,93  -0,30 0,02 1,63 180 | -505 | -325 -355 4,52

1[Photosystem II 258956_at  |at3g01440 [PsbQ 0,92 149  -165 [ 1,00 284 | 1,06 | -235 -233  -359
1|Photosystem II 256979_at  |at3g21055 |PSBTN 2,10 454 550 | 1.18 879 | 320 | 161 -188 -299
1|Photosystem | 256015_at  |at1919150 |LHCAG -368  -466 424 | 115 644 | -369 | -233 -340 -453
1|Ferredoxin 258055_at  |at3g16250 |NDF4 -328 -3,08 269 | 160 589 | -343 | -318 -364 -539
1|Calvinzyklus 265076_at  |at1g55490 |CPN60OB 1,14 082 -1,19 | 145 227 | 212 | 212 223 -393
13|AS Synthese 248402_at  |at5g52100 [err1 1,95  -1,89  -1,81 1,31 287 | 294 | 1,95 -233 -2863
19| Tetrapyrrolsynthese 254623_at  |at5g45930 |CHLI2 -1,33  -156 -1,78 | 1,02 305 | 240 | -305 -221 -283
19| Tetrapyrrolsynthese 248920_at  |atdg18480 |CHLI 1,35 <1861 -176 | 157 308 | 250 | -228 -203 -264
19| Tetrapyrrolsynthese 254105_at  |at4g25080 |CHLM -1,93  -259  -327 | 1,04 405 | 252 | 211 -235 -322
19| Tetrapyrrolsynthese 253871_at  |at4g27440 |PORB -1,70  -297 370 | 124 453 | 395 | 164 -188 -3.38
29|Protein Synthese 262283_at  |at1g68590 |PSRP-3 -1,21 -1,05  -1,35 | 1,08 2,81 236 | 269 -1,70 -2,91
29|Protein Synthese 261078_at  |at1g07320 |RPL4 1,78 1,82 214 | 131 344 | 220 | 1,74 -231 -332
29(Protein Synthese 266575_at  |at2g24080 |IF-3 -078 -062 -080 | 126 207 | 181 | 206 -1,75 -260
29|Protein Abbau 247347_at  |at5g63780 [SHAT 256  -244 203 | 149 333 | 233 | 237 -232 -39
29|Protein Assemblierung  |248962_at  |at5g45680 JATFKBP13 | -2,02  -197 -1,59 | 1,01 334 | 266 | -201 -234 -256

Tabelle 8; Signal- integriert- N- reprimierte Markergene

BIN Funktion ATH1- 1D AGI Name | 4dnoN [ 7dnoN [10dnoN| 3hN | 3dN E-S 7S | Be Ps
27| Transkriptionsfaktor 250618_at  |at1g48000 [MYB112 1,25 0,60 017 | 1,14 -166 | 242 2,46 2,56 1,95
27| Transkriptionsfaktor 258809_at  |at3g04070 |ANACO047 0,96 2,07 119 | 1,62 -353 | 477 2,94 3,55 4,61
27| Transkriptionsfaktor 250287_at  |at5913330 |Rap2.6L 1,32 1,52 1,08 | -1,3¢ 247 | 219 1,73 3,86 4,99
33| Transkriptionsfaktor 259705_at  |at1g77450 |ANACO32 1,52 2,58 202 | 147 202 | 260 445 2,69 342
33| Transkriptionsfaktor 249467_at  |at5g39610 |ANAC092 043 0,84 015 | 229 -284 | 263 400 4,14 4,93
33| Transkriptionsfaktor 260203_at  |at1952890 |ANACO19 0,82 2,22 033 | -289 -284 | 416 3,84 5,18 5,70
33| Transkriptionsfaktor 256300_at  |at1g69490 |ANACO029 1,16 1,99 1,16 | -349 -370 | 339 3,91 1,82 3.40
13|AS Synthese 264524_at  |at1g10070 |ATBCAT-2 | 2,59 1,98 117 | 1,84 247 | 259 2,93 3,05 2,25
13|AS Abbau 260900_s_at |at5g34780 0,60 1,04 077 | 217  -1,61 2,24 348 1,71 2,97
29|posttransl. Modifizierung [253473_at  |at4g32250 0,37 1,04 093 | -1,05 -247 | 279 2,12 2,21 3,04
29|Protein Abbau 260327_at  |at1963840 1,28 1,26 1,9 | 1,28 -330 | 3,09 2,15 3,16 3,11




Tabelle 5. N-spezifisch induzierte Markergene. 3h N-Zugabe = +1; 3d N-Zugabe = +1,585; TS, Bc und Ps > -
1,585. Tabelle 6. N-spezifisch reprimierte Markergene. 3h N-Zugabe < -1; 3d N-Zugabe < -1,585; TS, Bc und
Ps <+1,585. Tabelle 7. Signal-integriert-N-induzierte Markergene . 3h N-Zugabe = +1; 3d N-Zugabe = +1,585;
TS, Bc und Ps < -1,585. Tabelle 8. Signal-integriert-N-reprimierte Markergen e. 3h N-Zugabe < -1; 3d N-
Zugabe <-1,585; TS, Bc und Ps = +1,585.

BIN: MapMan-Genfunktions-Annotation (Thimm et al. 2004); Funktion: aus dem Namen der MapMan-BIN
abgeleitete Funtionsbeschreibung des Gens; ATH1-ID: Bezeichnung des Sonden-Set auf den ATH1-Microarray
(Redman et al. 2004); AGI: spezifische Bezeichnung eines Gens im Genom von Arabidopsis thaliana; Name: in
Veroffentlichungen genutzter alternativer Name; 4d noN: 4 Tage nach N-Entzug; 7d noN: 7 Tage nach N-Entzug;
10d noN: 10 Tage nach N-Entzug; 3h N: 3 Stunden nach N-Zugabe; 3d N: 3 Tage nach N-Zugabe; E-S:
Entwicklungs-induzierte-Blattseneszenz; TS: Trockenstress; Bc: Botrytis cinerea-Infektion; Ps: Pseudomonas
syringae-Infektion. Die Regulationswerte sind als log»-Verhéaltnisse dargestellt.

3.2.2.4 Modul 4

Zuruck zur Ausgangsfrage: ,, Wie bekomme ich aus ATH1-Daten Hinweise ob und wie N-
abhangige Signalprozesse im Signalsystem der Zelle ,geleitet* werden und so einen Einfluf3
auf den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des Blattes bekommen.*

Den Aspekt der Frage ,,0b“ habe ich in Modul 1 mit ja, beantwortet. In Modul 4 sollen jetzt
Hinweise auf das ,wie" gefunden werden.

3.2.2.4.1 Identifikation von Wegweiser-Datensatzen

Im Vergleich zu Modul 2 ist das verbindende Element zwischen den Datensatzen nicht das
Seneszenzmuster (Abb. 13 A, B und C) sondern die ausgewahlten Markergene (Modul 3).
Ich arbeite demzufolge mit einem hohen MalRR an Abstraktion, woraus eine relativ hohe
theoretische Unsicherheit resultiert. Warum habe ich diese Filterungen trotzdem
durchgefuhrt? Fir mich ist Modul 4 an sich ein Experiment. Ich starte in Modul 1 von meinen
Ergebnissen, die auf meinem N-Hydrokultursystem beruhen und gehe in Modul 4 mit meiner
Strategie Uber die Grenzen von N und Blattseneszenz hinaus. Es soll mir ein Wegweiser zu
experimentellen Fragestellungen sein, die mir vom N-System heraus theoretische
Verbindungen zu molekularen Aspekten der Zellbiologie aufzeigt. Aus diesen theoretischen
Verbindungen kann ich dann experimentelle Fragestellungen ableiten. Diese
Fragestellungen beziehen sich auf das ,wie” meiner Ausgangsfrage. Wie induziert N-Mangel
Blattseneszenz und wie wirkt N-Zugabe als ,Bremse” auf die Blattseneszenz? Ideengeber
waren Vergleiche von Regulationsmustern zwischen ATH1 — Datensétzen die in Blasing et
al. (2005) und Baena-Gonzalez et al. (2007) durchgefiihrt wurden.

Ich habe 2 Sets an Markergenen die als putative Zielgene von N-spezifischen (Set 1 =
Tabelle 5 und 6) und Signal-integrierenden Signalkanélen stehen (Set 2 = Tabelle 7 und 8).
Fir die einzelnen Gene der Sets habe ich mir die Regulationsprofile angesehen, die ich tber
den Link der Seite TAIR (http://www.arabidopsis.org) zu den Genevestigator Daten
(https://www.genevestigator.com) bekomme. Ich habe in den Genevestigator Daten nach
experimentellen Bedingungen ,conditions” und Mutationen ,genotypes” gesucht, in denen ich
eine co-Regulation der Gene eines Sets von Markergenen finde. Die ATH1-Datensatze in
denen ich diese co-Regulation gefunden habe, nenne ich ,Wegweiser-Datensatze“. Zur
Auswahl der Wegweiser-Datensétze habe ich folgende Kriterien angewand:
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1. In einem Wegweiser-Datensatz sind mehrere Gene eines Markergen-Sets gleichgerichtet
reguliert.

2. Ich vermeide Datensatze in denen Messungen an verwundeten Pflanzenteilen
durchgefuhrt wurden.

3. Ich fokussiere auf Datensatze in denen Blatt- bzw. Sprof3-Material vermessen wurde.

Diesen Auswahlprozess habe ich sozusagen per Hand ausgefiihrt und bin dabei zu
folgendem Ergebnis gekommen:

Fur Set 1 ( N-spezifisch regulierte Gene) habe ich keine Wegweiser-Datensatze gefunden.
Fur Set 2 (Signal-integriert regulierte Genen) habe ich folgende Wegweiser-Datensétze
gefunden:

ABA (Mizoguchi et al. 2010): Die Pflanzen wurden fir 4 Stunden einer 100 uM ABA-LAsung
ausgesetzt.

low CO, (Blasing et al. 2005): Die Pflanzen wuchsen fir 4 Stunden in Dunkelheit oder unter
Belichtung in einer Athmosphare, die weniger als 50ppm CO, enthielt.

flu-Mutation (Laloi et al. 2007): Die flu-Mutation bewirkt die Freisetzung von Singulet-
Sauerstoff in den Chloroplasten der Arabidopsis-Pflanzen. Die Kombination der flu-Mutation
mit einer Uberexpression einer Thylakoid-gebundenen Ascorbat-Peroxidase (tAPX) verstarkt
die Singulet-Sauerstoff Signaleffekte auf das Transkript-Profil der Pflanzen.

Norlfurazon- Behandlung und gunl- und gun5-KO-Mutation (Koussevitzky et al. 2007):
Norflurazon inhibiert die Carotenoid-Biosynthese und bewirkt dadurch Photo-oxidative
Schaden und die Akkumulation von Mg—Protoporphyrin 1X. Mg—Protoporphyrin 1X ist ein
Intermediat der Chlorophyllsynthese. Die Genprodukte von GUN1 und GUN5 haben eine
Signalfunktion in der Kommunikation zwischen Chloroplast und Zellkern.

Ozon (Short et al. 2005): Die Pflanzen wurden fiir 1 Stunde 200 ppb Ozon ausgesetzt und 3
Stunden nach Ende der Ozonbegasung wurden die Proben fir die ATH1-Messungen
genommen.

dor- Mutation (Zhang et al. 2008): Das DOR-Gen kodiert ein putatives F-Box Protein, ein
Mitglied der S-locus F-box-like Familie &hnlich zu AhSLF-S2 und interagiert spezifisch mit
ASK14 und CULL. Ein Knock-out des DOR-Gen bewirkt eine ABA-Hypersensitivitat der
Spaltéffnungen und bewirkt eine Steigerung der Trockentoleranz der Pflanze. DOR wird in
den Schlie3zellen der Spaltdffnungen stark exprimiert und wird durch ABA reprimiert.

Die genauen Bezeichnungen der Datensatze finden sich im Material und Methoden-Teil
(2.11 ATH1-Datensatze).

Die Signal- integriert N- induzierten Gene werden mehrheitlich reprimiert durch ABA, Ozon,
Norflurazon, in der flu und flu/tAPX Mutante und in der dor- Mutante unter Trockenstress
(Abb. 14 A). Die gleichen Gene sind mehrheitlich induziert in der gunl und gun5 Mutante
unter Norflurazon- Behandlung. Durch CO, Mangel und in der dor- Mutante unter
Kontrollbedingungen sind diese Gene wenig reguliert. Die Signal-integriert N-reprimierten
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Gene sind mehrheitlich induziert durch CO,-Mangel, Ozon, ABA, in der flu und flu/tAPX
Mutante und in der dor-Mutante unter Trockenstress und Kontrollbedingungen (Abb. 14 A).
Durch Norflurazonbehandlung und in der gunl und gun5 Mutante sind diese Gene wenig
reguliert. Die N-spezifisch-regulierten Markergene zeigen in den Wegweiser-Datensatzen
deutlich weniger co-Regulationsmuster (Abb. 14 B) als die Signal-integriert-N-regulierten
Markergene (Abb. 14A). Die einzelnen Regulationswerte der Abbildung 14 sind auf der
Daten-CD in der Datei ,Regulationswerte Abbildung 14* aufgelistet
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Abbildung 14: Regulationsmuster der Markergene in d en Wegweiser-Datensatzen. A) Regulationsmuster
der Signal-integriert-N-regulierten Markergene (Tab.7 und 8) die in Modul 3 aus den ATH1-Datenséatzen gefiltert
wurden. Die Signal-integriert-N-regulierten Markergene zeigen co-Regulationsmuster in den Wegweiser-
Datensatzen. Die Farbskalierung stellt log, -Verhaltnisse der Transkriptlevel dar. ATH1-Chipcode: Bezeichnung
des Sonden-Set auf den ATH1-Microarray (Redman et al. 2004).
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Abbildung 14: Regulationsmuster der Markergene in d en Wegweiser-Datensatzen. B) Regulationsmuster
der N-spezifisch-regulierten Markergene (Tab.5 und 6) die in Modul 3 aus den ATH1-Datensatzen gefiltert
wurden. Die N-spezifisch -regulierten Markergene zeigen in den den Wegweiser-Datensatzen deutlich weniger
co- Regulationsmuster als die Signal-integriert-N-regulierten Markergene in Abbildung 14A. Die Farbskalierung
stellt log, -Verhaltnisse der Transkriptlevel dar. ATH1-Chipcode: Bezeichnung des Sonden-Set auf den ATH1-
Microarray (Redman et al. 2004).

3.2.2.4.2 N-Zugabe regulierte Gene in den Wegweiser -Datensatzen

Im nachsten Abschnitt werde ich durch Venn Analysen feststellen, wie viele der regulierten
Gene der Wegweiser- Datenséatze auch durch N-Zugabe und in der E-S reguliert werden. Ich
habe dafur den Filtergrenzwert + 2-fach (log, =+1) reguliert gewahlt, weil ich hier Daten aus
sehr unterschiedlichen experimentellen Systemen vergleiche, die nicht mit N-Ernahrung oder
mit Blattseneszenz in Verbindung stehen. Ich habe 6 Datensatze ausgewdahlt, mit denen ich
diesen Vergleich durchfuhre (Abb. 15 A bis D). Ich lasse die anderen Datensétze weg, weil
ich der Meinung bin, dass ich dadurch keine wesentlichen Informationen verliere und die
Auswertung so Ubersichtlicher bleibt. Ich stelle den Wegweiser-Datensatzen einen weiteren
Datensatz gegentber. In diesem Datensatz sind die Informationen wie sich eine trans-Zeatin
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Behandlung auf Transkriptlevel in A. thaliana auswirkt. Trans-Zeatin ist ein Cytokinin und
Cytokinin-Level werden N-abhangig reguliert (Takei et al. 2004). Cytokinine wirken
aulerdem Seneszenz-hemmend (Wingler et al. 2005).

Wie bin ich bei der Bestimmung der co-Regulations-Ubereinstimmungen vorgegangen? Die
Venn-Vergleiche erfasse nur Gene die in den zu vergleichenden Datensatzen entweder
induziert oder reprimiert sind. Deshalb habe ich die Regulationswerte der N-Zugabe, gun5 +
Norflurazon und trans-Zeatin-Daten mit -1 multipliziert, denn diese Werte sind in ihren
Transkriptlevel-Regulationsmustern denen der Blattseneszenz entgegengesetzt. Dadurch
werden diese verschiedenen Datenséatze ,Venn-kompatibel“. In den Venn-Auftragungen
habe ich mich auf die regulierten Gene des Wegweiser-Datensatz konzentriert (Abb. 15 A
und 15 B). Die Venn-Diagramme beinden sich im Anhang (A4).Ich habe ausgezahlt wie viele
Gene der Bedingung X (z.B. ABA — Behandlung) nicht durch N-Zugabe reguliert werden
(ohne N), wie viele Gene der Bedingung X in der E-S und durch N-Zugabe reguliert werden
(N/E-S) und wie viele Gene der Bedingung X durch N-Zugabe aber nicht in der E-S reguliert
werden (nur N). Bei den N-Zugabe-Werten habe ich die Anzahl der Gene von 3h und 3d
addiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 A und 15 B dargestellt. In Abbildung 15 C und 15
D sind die Verhaltnisse der regulierten Gene aus Abb. 15 A und 15 B in %-Anteilen
dargestellt. 100% entsprechen den total regulierten Genen des jeweiligen Wegweiser-
Datensatzes und des Zeatin-Datensatzes. Die Anteile der N-Zugabe regulierten Gene sind in
allen Wegweiser Datensatzen hoéher als im Zeatin-Datensatz. Von diesen N-Zugabe
regulierten Genen sind Uber die Halfte in der Entwicklungs-induzierten Seneszenz reguliert.
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Abbildung 15 : N-Zugabe regulierte Gene

in den Wegweiser-Datensatzen (WWD). A)
total: Anzahl der Gene deren Transkriptlevel
im WWD mindestens 2-fach induziert ist;
N/E-S: Anzahl der Gene deren
Transkriptlevel im WWD mindestens 2-fach
induziert ist, unter N-Zugabe mindestens 2-
fach reprimiert ist und in der E-S mindestens
2-fach induziert ist; nur N: Anzahl der Gene
deren Transkriptlevel im WWD mindestens 2-
fach induziert  ist, unter N-Zugabe
mindestens 2-fach reprimiert ist und in der E-
S weniger als 2-fach induziert ist; ohne N:
Anzahl der Gene deren Transkriptlevel im
WWD mindestens 2-fach induziert ist und
unter N-Zugabe weniger als 2-fach reprimiert
ist. B) total: Anzahl der Gene deren
Transkriptlevel im WWD mindestens 2-fach
reprimiert ist; N/E-S: Anzahl der Gene deren
Transkriptlevel im WWD mindestens 2-fach
reprimiert ist, unter N-Zugabe mindestens 2-
fach induziert ist und in der E-S mindestens
2-fach reprimiert ist; nur N: Anzahl der Gene
deren Transkriptlevel im WWD mindestens 2-
fach  reprimiert ist, unter N-Zugabe
mindestens 2-fach induziert ist und in der E-
S weniger als 2-fach reprimiert ist; ohne N:
Anzahl der Gene deren Transkriptlevel im
WWD mindestens 2-fach reprimiert ist und
unter N-Zugabe weniger als 2-fach induziert
ist. C) Verhéltnisse der in Abbildung 15 A
dargestellten Zahlenwerte. Die Verhaltnisse
der regulieten Gene sind in %-Anteilen
dargestellt. 100% entsprechen den total-
regulierten Genen der WWD und des Zeatin-
Datensatzes. D) Verhdltnisse der in
Abbildung 15 B dargestellten Zahlenwerte.
Die Verhaltnisse der regulierten Gene sind in
%-Anteilen dargestellt. 100% entsprechen
den total-regulierten Genen der WWD und
des Zeatin-Datensatzes. ABA:
Abscisinsaure-Behandlung; low CO2: 4
Stunden CO,-Mangel im Licht; dor TS: dor-

KO-Mutanten unter Trockenstress; flu/tAPX: flu-tAPX-Doppelmutante; gun5/Norfl.: gun5-KO-Mutante unter
Norflurazonbehandlung; Ozon: Ozon-Behandlung; trans-Zeatin: trans-Zeatin Behandlung.

3.2.3 Vergleich der N-Zugabe-Regulationsmuster mit

Daten aus AG Scheible

In den Modulen 1 bis 4 habe ich dargestellt, wie ich aus meinen N-Datensatzen Markergene
gefiltert und sie dann fur Datenbank-Recherchen genutzt habe. Sind diese Ergebnisse

wirklich neu,

oder hatte ich die gleichen Ergebnisse auch unter Nutzung bereits

veroffentlichter ATH1-N-Zugabe Daten bekommen kdnnen? Ich habe dazu die N-Zugabe
Regulationsmuster meiner Experimente mit den N-Zugabe Regulationsmustern aus Daten
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von Scheible et al. 2004 verglichen. Die ATH1-Datensatze wurden freundlicherweise von AG
Scheible bereitgestellt. In Abbildung 16A und 16B sind die mindestens 2-fach N-Zugabe-
regulierten Gene der beiden experimentellen Systeme miteinander verglichen. Viele Gene
sind Experiment- und Zeitpunkt-spezifisch reguliert. Ich sehe in diesen Auftragungen auch,
daR ich mit meinem experimentellen System viele neue Gene finde, die N-abhangig reguliert
werden. Es zeigen sich aber in den 3h-N-Zugabe Werten auch viele Gemeinsamkeiten in
den Regulationsmustern zwischen den beiden experimentellen Systemen. Welche
Auswirkung hat das experimentelle Design auf die Regulationsmuster der in Modul 4
isolierten Markergene? Es zeigen sich groRe Ubereinstimmungen in den N-Spezifisch
induzierten Markergenen (Tab. 9). Fast alle N-spezifisch induzierten Markergene sind auch
im Scheible-System 30 Minuten und 3 Stunden nach N-Zugabe mindestens 2-fach (log, 21)
induziert. Von den Markergenen in Tabelle 10, 11 und 12 sind etwa die Halfte im Scheible-
System 3 Stunden nach N-Zugabe, aber nur wenige 30 min nach N-Zugabe mindestens 2-
fach (log, =+1) co-reguliert. In den Regulationswerten der Markergene zeigt sich deutlich,
dass das experimentelle Design einen groRen Einluss darauf hat, welche N-Zugabe
Regulationsmuster man in den Datenséatzen findet.

Abbildung 16: Vergleich der N-
Zugabe Regulationsmuster mit
Daten aus AG Scheible.
A) Venn-Diagramm der Anzahl der
mindestens 2-fach  N-Zugabe-
induzierten Gene des
experimentellen Systems
Schildhauer und Scheible.
B) Venn-Diagramm der Anzahl der
mindestens 2-fach  N-Zugabe-
m 3h Schildhauer  reprimierten Gene des
3d Schildhauer  experimentellen Systems
m 30min Scheible  gchilghauer und Scheible. 3h: 3
B8 3h Scheible Stunden nach N-Zugabe, 3d: 3
Tage nach N-Zugabe, 30 min: 30
Minuten nach N-Zugabe.

N- Zugabe induzierte- Gene

N- Zugabe reprimierte- Gene

| 180.0

m 3h Schildhauer
3d Schildhauer
mm 30min Scheible

B 3h Scheible
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Tabelle 9; N- spezifisch induzierte Markergene-Scheible Daten

Schildhauer[Schildhauer] Scheible | Scheible
BIN Funktion ATH1-1D AGI Name 3h N 3dN 30 min N 3h N
27 | Transkriptionsfaktor 255734 _at at1g25550 1,55 2,31 3,12 2,42
27 | Transkriptionsfaktor 246215_at at4g37180 143 1,59 1,00 1,95
27| Transkriptionsfaktor 249606_at at5g37260 [RVE2 2,05 1,83 1,87 2,70
27| Transkriptionsfaktor 267010_at at2g39250 |SNZ 1,66 2,24 1,53 1,20
27| Transkriptionsfaktor 246996_at atbg67420 |LBD37 2,02 2,57 5,21 4,37
27 | Transkriptionsfaktor 253043_at atdg37540 [LBD39 2,96 3,22 4,12 4,03
27| Transkriptionsfaktor 247921 _at at5g57660 [ATCOLS 1,69 1,59 1,54 1,35
12|Glutamat Synthase 248267 _at at5g53460 [GLT1 2,75 3,25 2,48 2,52
13]|AS Synthese 256891_at at3g19030 1,62 3,20 3,16 3,06
29|posttransl. Modifizierung |266313_at at2g26980 [CIPK3 2,33 2,39 2,60 2,92
29|posttransl. Modifizierung (258437_at at3g16560 |PP2C 241 1,92 3,27 3,24
29|posttransl. Modifizierung |260771_at at1g49160 [WNK7 340 2,10 2,08 1,82
29|Protein Abbau 250441_at at5910540 1,49 1,65 0,08 0,41
29|Protein Abbau 261927 _at at1g22500 1,21 3,36 1,84 2,88
29|Protein Abbau 264365_s_at at1g03220 1,13 2,11 0,37 2,22
29|Protein Abbau 267262_at at2g22990 [SNG1 2,56 7,67 0,04 0,75
Tabelle 10; N- spezifisch reprimierte Markergene-Scheible Daten
Schildhauer|[Schildhauer] Scheible | Scheible
BIN Funktion ATH1-1D AGI Name 3h N 3dN 30 min N 3h N
27 | Transkriptionsfaktor 250688_at atbg06510 [NF-YA10 -1,51 -2,00 -1,36 -2,25
27 | Transkriptionsfaktor 267141_at at2g38090 -2,10 -2,26 -0,49 -1,36
27 | Transkriptionsfaktor 245861_at at5g28300 -1,14 -1,59 -0,19 0,07
27| Transkriptionsfaktor 265954 _at at2g37260 |TTG2 -1,64 -1,63 0,12 -0,21
27 | Transkriptionsfaktor 255056_at at4g09820 (TT8 -1,34 -2,47 -0,14 -047
27 | Transkriptionsfaktor 258021_at at3g19380 [PUB25 -1,33 -2,70 -0,85 -0,43
27 | Transkriptionsfaktor 254274 _at at4g22770 -1,16 -1,66 -0,51 -0,09
27| Transkriptionsfaktor 250446 at at5g10770 -1,69 -3,19 -0,24 -0,91
12|Glutamin Synthase 250100_at atbg37600 [GLN1;1 -1,16 -2,86 -0,18 -1,25
12|Glutamin Synthase 249581 _at atsg16570 [GLN1:4 -2,20 -5,64 -0,34 -3,40
12|Glutamat Dehydrogenase (259346 _at at3g03910 |GDH3 -1,04 -3,33 -0,52 -2,10
13]|AS Synthese 262582_at at1g15410 -2,26 -2,48 -0,89 -1,76
29|Protein Synthese 254300_at atdg22780 (ACR7 -1,22 -2,52 -0,43 -0,67
29|Protein Abbau 249306_at at5g41400 -1,10 -2,02 -0,43 -0,13
34|Peptide Transport 257789_at at3g27020 [YSL6 -1,15 -1,59 -0,20 -0,61
34|AS Transport 256650_at at3g13620 -1,28 -1,63 -0,78 -1,11
34|AS Transport 247304 _at atby63850 (AAP4 -1,63 -2,81 -0,17 -1,07
34{Nitrat Transport 261198_at at1g12840 [ATNRT2.5 -1,62 -3,08 0,59 -3,37
Tabelle 11; Signal- integriert- N- induzierte Markergene-Scheible Daten
Schildhauer[Schildhauer] Scheible | Scheible
BIN Funktion ATH1-1D AGI Name 3h N 3dN 30 min N 3h N
27 | Transkriptionsfaktor 245362_at atdg17460 [HAT1 1,25 1,59 1,08 -0,13
27 | Transkriptionsfaktor 265342_at at2g18300 4,95 4,70 2,76 3,52
27 | Transkriptionsfaktor 246275_at at4g36540 (BEE2 3,04 3,75 2,00 242
27 | Transkriptionsfaktor 261782_at at1g76110 1,33 2,31 0,02 0,14
27| Transkriptionsfaktor 253028_at at4g38160 |pdel1? 1,10 2,06 0,22 141
27 | Transkriptionsfaktor 264672_at at1g09750 1,63 1,80 -0,04 0,61
1|Photosystem Il 258956_at at3g01440 [PsbQ 1,00 2,84 0,18 0,16
1|Photosystem Il 256979_at at3g21055 [PSBTN 1,18 6,79 0,14 1,15
1|Photosystem | 256015_at at1g19150 [LHCA6 1,15 6,44 -0,23 0,35
1|Ferredoxin 258055_at at3g16250 [NDF4 1,60 5,89 -0,02 0,37
1|Calvinzyklus 265076_at at1g55490 (CPNE0B 1,45 2,27 0,15 1,75
13]AS Synthese 248402_at atbg52100 (err1 1,31 2,87 0,23 0,52
19| Tetrapyrrolsynthese 254623_at at5g45930 [CHLI2 1,02 3,05 -0,13 0,26
19| Tetrapyrrolsynthese 248920_at atd4g18480 |CHLIM 1,57 3,08 0,12 1,33
19| Tetrapyrrolsynthese 254105_at at4g25080 |CHLM 1,04 4,05 -0,07 0,77
19| Tetrapyrrolsynthese 253871_at at4g27440 ([PORB 1,24 4,53 0,10 0,95
29|Protein Synthese 262283_at at1g68590 [PSRP-3 1,08 2,81 1,11 1,86
29|Protein Synthese 261078_at at1g07320 (RPL4 1,31 3,44 0,18 1,19
29|Protein Synthese 266575_at at2g24060 (IF-3 1,26 2,07 0,30 0,94
29|Protein Abbau 247347 _at at5g63780 [SHA1 1,49 3,33 0,46 1,00
29|Protein Assemblierung  |248962_at at5g45680 [ATFKBP13 1,01 3,34 0,25 0,53
Tabelle 12; Signal- integriert- N- reprimierte Markergene-Scheible Daten
Schildhauer|Schildhauer] Scheible | Scheible
BIN Funktion ATH1-1D AGI Name 3h N 3dN 30 min N 3h N
27| Transkriptionsfaktor 259618_at at1g48000 (MYB112 -1,14 -1,66 -0,42 -0,53
27| Transkriptionsfaktor 258809_at at3g04070 [ANAC047 -1,62 -3,53 -0,73 -047
27 | Transkriptionsfaktor 250287_at at5g13330 [Rap2.6L -1,34 -2,47 -0,31 -0,28
33| Transkriptionsfaktor 259705_at at1g77450 [ANAC032 -1,47 -2,02 -0,93 -1,93
33| Transkriptionsfaktor 249467 _at at5g39610 [ANAC092 -2,29 -2,84 -2,40 -1,83
33| Transkriptionsfaktor 260203_at at1g52890 [ANACO19 -2,89 -2,64 -0,91 -1,13
33| Transkriptionsfaktor 256300_at at1g69490 [ANAC029 -3.49 -3,70 -2,56 -2,83
13]AS Synthese 264524 _at at1g10070 [ATBCAT-2 -1,84 -2,47 -0,32 -1,95
13|AS Abbau 260900_s_at atsg34780 2,17 -1,81 -0,83 -2,60
29|posttransl. Modifizierung |253473_at atdg32250 -1,05 -2,47 -0,59 -1,22
29|Protein Abbau 260327 _at at1g63840 -1,28 -3,30 -0,82 -1,13
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Tabelle 9. N-spezifisch induzierte Markergene-Scheib  le Daten. siehe Tabelle 4 . Tabelle 10. N-spezifisch
reprimierte Markergene-Scheible Daten. siehe Tabelle 5. Tabelle 11. Signal-integriert-N-induzierte
Markergene-Scheible Daten. siehe Tabelle 6. Tabelle 12. Signal-integriert-N-reprimierte Markerge ne-
Scheible Daten. siehe Tabelle 7. BIN: MapMan Genfunktions-Annotation (Thimm et al. 2004); Funktion: aus dem
Namen der MapMan-BIN abgeleitete Funtionsbeschreibung des Gens; ATH1-ID: Bezeichnung des Sonden-Set
auf den ATH1-Microarray (Redman et al. 2004); AGI: spezifische Bezeichnung eines Gens im Genom von
Arabidopsis thaliana; Name: in Veréffentlichungen genutzter alternativer Name; Schildhauer: ;Scheible: ;3h N: 3
Stunden nach N-Zugabe; 3d N: 3 Tage nach N-Zugabe; 30 min N: 30 Minuten nach N-Zugabe; 3h N: 3 Stunden
nach N-Zugabe. Die Regulationswerte sind als log,-Verhéltnisse dargestellt.

3.2.4 Vergleich gPCR und Affymetrix — Werte

Bevor die extrahierte RNA fir Affymetrix ATH1-Messungen benutzt wurde, habe ich mittels
gPCR uberprift, ob die Transkriptlevel einzelner N- bzw. Seneszenz-regulierter Markergene
in den biologischen Replikaten reproduzierbare Muster zeigen. Ich habe damit sichergestellt,
dass nur RNA aus biologischen Replikaten benutzt wird, die keine Abweichungen aufgrund
mir unbekannter technischer Storungen der Klimakammern zeigen. Die 3 LBD-
Transkriptionsfaktoren LBD37, LBD38 und LBD39 sind N-spezifische Markergene (Rubin et
al. 2009). Die Transkriptionsfaktoren PAP2 (Pourtau et al. 2006), ABI5 (Pourtau et al. 2004)
und ANACO029 (Guo et al. 2006) sind Blattseneszenz-induzierte Markergene. GS2 ist ein
Schlisselenzym des N-Metabolismus und ein SDG (Masclaux et al. 2000), und FRK1 ist
eine Seneszenz-induzierte Rezeptorkinase (Robatzek und Somsich 2002).Ich habe dadurch
einen direkten Vergleich von Transkriptlevel-Regulationsmustern aus ATH1- und gPCR
Messungen (Tabelle 13). Bei allen Genen zeigen sich in der g°PCR hdhere Regultionswerte
der relativen Transkriptlevel. Von den 8 untersuchten Genen gab es fir 6 Gene (LBD37,
LBD38, LBD39, PAP2, ANAC029, GS2) relativ gute Ubereinstimmungen fiir beide
Messtechnologien.

Deutliche Abweichungen der Ergebnisse gab es bei ABI5 und FRK1. Bei diesen Genen
lieferten die qPCR Messungen den Nachweis, dass die Transkriptlevel beider Gene durch
Variation der N-Verfugbarkeit mehr als 3-fach reguliert vorlagen (Tabelle 13). Die ATH1
Ergebnisse dagegen zeigten keine N-abhangige Regulation der Transkriptlevel.

ATH1 chip gPCR
BIN Funktion AGI Name 4d noN | 4d 3h noN 3h N 4dnoN | 4d 3h noN 3h N
27 | Transkriptionsfaktor at5g67420 |LBD37 -1,68 -2,07 2,02 -2,59 -2,14 3,00
27 | Transkriptionsfaktor at3g49940 |LBD38 -1,68 -1,56 2,26 -2,12 -2,50 4,05
27 | Transkriptionsfaktor at4dg37540 |LBD39 -3,57 -3,63 2,96 -6,30 -6,90 6,83
27 | Transkriptionsfaktor at1g66390 |PAP2 5,91 6,27 -4,32 11,45 11,90 -5,41
27 | Transkriptionsfaktor at2g36270 |ABIS 0,69 0,68 -0,15 2,80 3,13 -1,82
33| Transkriptionsfaktor at1g69490 |ANAC029 1,16 1,32 -3,49 0,96 1,76 -4,69
12|GIn-Synthetase at5g35630 |GS2 -0,57 -0,60 0,40 -1,64 -1,11 0,85
30[Rezeptor Kinase at2g19190 |FRK1 0,45 0,51 -0,23 2,03 3,45 -0,80

Tabelle 13: Vergleich von Transkriptlevel-Regulationsmustern aus ATH1-und gPCR-Messungen. Die Werte
sind als log,-Verhaltnisse dargestellt. Alle Werte die eine mindestens 3-fache (log, Grenzwert: +/- 1,585)
Regulation zeigen, habe wurden farbig markiert. 4d noN: 4 Tage nach N-Entzug, 4d 3h no N: 4 Tage und 3
Stunden nach N-Entzug (siehe Abb.8A). 3h N: 3 Stunden nach N-Zugabe zu N-Mangel-Pflanzen (siehe
Abb.10A). Die Berechnung der Transkriptlevel-Regulationsmuster erfolgte wie in Material und Methoden
beschrieben.
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3.2.5 Kleine regulatorischer RNA — sRNA

Kleine RNAs (sRNA) sind kurze RNA Molekile mit einer Lange von etwa 21 bis 28
Nukleotiden. Es gibt unterschiedliche Funktionen und Entstehungswege dieser heterogenen
Molektlgruppe. Sie kénnen Uber sequenzspezifische Anlagerung an mRNA-Molekile die
Expression ihrer Zielgene unterdriicken (Voinnet 2009). Aus diesem Grund sind sRNA
potentielle Regulatoren der N-Mangel induzierten Blatseneszenz. Eine Auswahl an 6 sRNAs
wurden mittels stem-loop RT-gPCR in Blatt-RNA Extrakten von Pflanzen gemessen, die
entweder eine Entwicklungs- oder eine N-Mangel-induzierte Seneszenz durchliefen. MiR164
hat eine regulatorische Funktion in der E-S (Kim et al. 2009). Der Level von miR164 sinkt mit
zunehmendem Blattalter. MiR166 hat einen EinfluR auf die Blattentwicklung, speziell die
Morphogenese (Williams et al. 2005). Eine Regulation von mirl66 in der Blattseneszenz
oder unter N-Mangel wurde noch nicht beschrieben. MiR169 wurde als N-Mangel-reprimiert
beschrieben (Zao et al. 2011). Eine Uberexpression von miR169 bewirkt im Vergleich zum
Wildtyp einen niedrigeren Chlorophyllevel unter N-Mangel. Das kdnnte ein Blattseneszenz-
Effekt sein. MiR319 besitzt eine regulatorische Funktion in der Dunkelheit-induzierten
Blattseneszenz (Schommer et al. 2008). Wird miR319 Uberexprimiert, seneszieren die
Blatter in Dunkelheit langsamer als beim Wildtyp. MiR828 und TAS4 werden durch N-Mangel
induziert (Hsieh et al. 2009). Diese beiden sRNA sind funktionell aneinander gekoppelt und
regulieren die Anthocyan-Biosynthese. Eine Blattseneszenz-Funktion wurde fir miR828 und
TAS4 bisher nicht nachgewiesen.

3.2.5.1 Level von sRNA in der Entwicklungs-induzie rten Blattseneszenz

Die RNA-Extrakte stammen von Blattmaterial, das freundlicherweise von Nicole Ay zur
Verfigung gestellt wurde. Ich habe die sRNA-Level aus reifem Blatt (mature leaf) und
seneszenten Blattern (senescent leaf, S1) verglichen. Die physiologische Bestimmung von
reifem und seneszentem Blatt wurde wie in Ay et al. (2009) beschrieben, durchgefiihrt.

4 der 6 gemessenen sRNAs zeigten eine deutliche Regulation in der entwicklungsinduzierten
Seneszenz (Lineare Werte in Abb. 16 A). Die beiden miRNA 164 und 169 sind deutlich
reprimiert wahrend miR828 und TAS4 deutlich induziert sind. Die Repression von miR164 in
der Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz stimmt mit den Ergebnissen von Kim et al.
(2009) Uberein.

3.2.5.2 Level von sRNA in der N-Mangel -induzierte n Blattseneszenz

Ich habe die Pflanzen nach 4d N-Mangel wieder in Vollmedium umgesetzt (Abb. 16 B). Nach
dieser N-Zugabe wurde nach 3h und nach 24 Stunden Proben genommen und in den
entsprechenden RNA-Extrakten die sSRNA vermessen. Von den 6 gemessenen sRNA waren
miR828 und TAS4 unter N-Mangel deutlich induziert (log, Werte; Abb. 16 C). Nach N-
Zugabe zeigte sich nach 24 Stunden eine deutliche Repression der sRNA — Level von
miR828 und TAS4. Die Regulationsstarken und -muster der beiden funktionell verbundenen
SRNA sind sich sehr &hnlich, was auf gemeinsame Regulationswege hindeutet.

Im Gegensatz zur Entwicklungs-induzierten Seneszenz sind miR164 und miR169 durch N-
Mangel und N-Zugabe nicht deutlich reguliert (Abb.16 C).
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Abbildung 17: sSRNA-Level.

A) Seneszenzspezifische
Veranderungen der relativen
sRNA-Level (miR164, miR166,
miR169, miR319, miR828,
TAS4) in  Rosettenblattern
(Blatt 5-8) von Arabidopsis
thaliana in Abhéangigkeit von
Blattalter. Die RNA wurde aus
definierten Blattern von
Pflanzen unterschiedlichen
Alter extrahiert (reifes Blatt =
16 Tage nach Aussaat,
seneszentes Blatt S1 Stadium
siehe Ay et al. (2009)). Die
SRNA-Level wurden auf 5sRNA
normalisiert. Der jeweilige
sRNA-Level des reifen Blattes
wurde als 1 definiert und der
sRNA-Level des seneszenten
Blattes darauf bezogen und
dargestellt. Dazu wurde AACT
Methode benutzt (siehe Pant et
al. 2008). Die Fehlerbalken
reprasentieren die
Standartabweichung (n = 10
Pflanzen). Die Skalierung der
Y-Achse ist logarithmisch.

B) Verlaufdiagramm der
Arabidopsis-Hydrokultur Kinetik
(Tage nach Aussaat = DAS).
Die Pflanzen wuchsen auf
Vollmedium (+N), auf N-freiem
Medium (-N) oder wurden nach
Wachstum auf N-freiem
Medium wieder auf Vollimedium
umgesetzt (N-Zugabe). Die
Pfeile reprasentieren die zwei
aufeinander bezogenen

Datenpunkte. Analysiert wurden Transkriptwerte unter N-Mangel (-N) bezogen auf die jeweilige Kontrolle (+N) (4d
no N, 3h no N, 24 no N). Analysiert wurden Transkriptwerte unter N-Zugabe nach N-Mangel (3h N, 3d N)
bezogen auf die jeweilige N-Mangel Kontrolle (-N). C) Tabellarische Darstellung der in Abb. 12 B erkléarten N-
Werte. Die Werte sind als logz-Verhéltnisse aufgetragen. Die sRNA-Level wurden auf 5sRNA normalisiert. Der
sRNA — Level der jeweiligen Kontrollblatter wurden als 1 definiert und der SRNA-Level der zu messenden Proben
(-N bzw. N-Zugabe) darauf bezogen und dargestellt. Werte die mindestens eine 3-fache Regulation (logz=
+1,585) der sRNA-Menge zeigen, wurden farbig markiert. Dazu wurde AACT Methode benutzt (siehe Pant et al.
2008). 4d noN: 4 Tage nach N-Entzug; 3h noN: 4 Tage und 3 Stunden nach N-Entzug; 24h noN: 4 Tage und 24
Stunden nach N-Entzug; 3h N: 3 Stunden nach N-Zugabe; 24h N: 24 Stunden nach N-Zugabe. Die sRNA-Level
der E-S wurden in 2 biologischen Replikaten gemessen. Die sRNA-Level unter N-Einfluss wurden in 3
biologischen Replikaten gemessen.
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3.2.6 Metabolit-Level der N-Mangel-induzierten Blat  tseneszenz

Die Blattseneszenz ist durch N-Ressourcenmobilisierung und N-Translokation
gekennzeichnet. Die N-haltigen makromolekularen Strukturen der Proteine (vor allem die im
Chloroplasten) werden abgebaut und in niedermolkulare, transportable Aminosauren- und
deren Derivate umgewandelt (Masclaux-Daubresse et al. 2008). Das seneszierende Blatt
steht dabei Uber die Transportnetzwerke des Phloems und Xylems im kontinuierlichen Stoff-
und Energieaustausch mit dem Rest der Pflanze. Das bedeutet, dass abgebaute N-
Ressourcen nicht zwangslaufig im Blatt akkumulieren, sondern unverziglich zu N-
absorbierenden Wachstums- oder Speicherzonen der Pflanze umverteilt werden konnen. Die
N-relevanten  Stoffwechselwege sind Teil des komplexen Netzwerks des
Gesamtstoffwechsels und eng mit Prozessen des Kohlenstoff-Stoffwechsels verbunden
(Nunes-Nesi et al. 2010).

Erganzend zu den ATH1-Transkriptprofilen der N-Mangel induzierten Blattseneszenz (Abb.
8A und 10A) wurden die Metabolit-Profile der entsprechenden Blattgewebe bestimmt. Es
wurden die Regulationsprofile von 23 Aminosauren, 4 Kohlenhydraten, 12 organischen
Sauren und 6 weiteren Metaboliten bestimmt. Die relativen Mengen der Metabolite wurden
von Wagner Luiz Araujo, AG Fernie am MPI-MP in Golm quantifiziert.

Die linearen Regulationswerte wurden in Tabelle 14 aufgetragen. Ich habe einen relativen
Metabolit-Level ab einer Verdopplung (= 2) oder Halbierung (< 0,5) als reguliert definiert.

3.2.6.1 Aminosauren

Unter N-Mangel zeigten sich 14 Aminosauren (AS) in ihrer relativen Menge reprimiert und 4
AS induziert (Tab. 14). Die Mehrzahl der regulierten N-haltigen Metabolite lag also reprimiert
vor. Generell verstarkte sich die Abnahme der AS mit langerem N-Mangel. Das war zu
erwarten, denn ohne exogene N-Zufuhr wird die Synthese N-haltiger Metabolite gebremst.
Ab 4 Tage N-Mangel lagen Alanin, Alanin-beta, Norleucin, Prolin und Serin kontinuierlich in
deutlich reduzierter Menge vor. Zusatzlich dazu waren Glycin und Homoserin nach 7d N-
Mangel besonders stark in ihrem Level abgesunken.

Die induzierten AS Glutamat, Pyroglutamat, Threonin und Tyrosin sind in den frihen N-
Mangel Proben vorribergehend induziert. Diese Induktion nimmt mit zunehmender
Stressdauer wieder ab.

Nach 3 Stunden N-Zugabe waren 3 AS reguliert. Die Level an Alanin und Glycin hatte sich
etwas mehr als verdoppelt, wahrend die Level an Tyrosin voribergehend halbiert war. Auch
der Level an Serin war 3 Stunden nach N-Zugabe fast 2-fach verdoppelt und ist 3 Tage nach
N-Zugabe noch stérker induziert. 3 Tage nach N-Zugabe waren 12 AS induziert, und alle
waren zu mindestens einem friheren Zeipunkt unter N-Mangel reprimiert. Eine mehr als 10
fache N-Zugabe abhangige Steigerung zeigte sich bei Alanin, Alanin-beta, Glycin,
Homoserin, Prolin und Serin.
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3.2.6.2 Kohlenhydrate

Unter N-Mangel zeigte sich keines der 4 gemessen Kohlenhydrate (KH) in seinem relativen
Level reprimiert, aber Fructose ab 4d und Galactose ab 7d N-Mangel induziert (Tab. 14). Die
relativen Level von Fructose und Galactose steigerten sich mit langerem N-Mangel.
Erythrose und Glucose zeigten keine Regulation.

Nach 3h N-Zugabe war keines der KH reguliert. 3d nach N-Zugabe waren Fructose- und
Galactose-Level gesunken.

3.2.6.3 Organische Sauren

Unter N-Mangel zeigten sich 5 der 12 gemessenen organischen Sauren (OS) in ihren
relativen Leveln reprimiert und 1 OS induziert (Tab. 14). Die Mehrzahl der regulierten OS lag
also reprimiert vor. Ab 4d N-Mangel lagen Fumarat, Malat und Pyruvat kontinuierlich in
deutlich reduzierten Leveln vor.

Succinat war in den frilhen N-Mangel Proben vorriibergehend induziert. Der gesteigerte
Succinat-Level nimmt mit zunehmender N-Mangeldauer wieder ab.

Nach 3h N-Zugabe waren keine der OS reguliert. 3d nach N-Zugabe waren Fumarat und
Malat deutlich induziert, beide OS waren unter N-Mangel kontinuierlich reprimiert.

3.2.6.4 Weitere Metabolite

Es wurden 6 weitere Metabolite gemessen (Tab. 14). Die Level der N-haltigen Metabolite
Spermin und Harnstoff waren in den spateren N-Mangelproben reprimiert. Nach 3 h N-
Zugabe war keines dieser Metabolite reguliert. 3d nach N-Zugabe waren Spermin und
Harnstoff-Level deutlich induziert. Zusatzlich waren die Level der unter N-Mangel nicht
regulierten Metabolite Glycerin und Putrescin 3d nach N-Zugabe induziert.
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Stoffklasse Name 4dnoN |4d3hnoN|] 7dnoN | 10dno N |3h N-Zugabe| 3d N-Zugabe
Aminosauren Alanin 0,05 0,03 0:13 0,08 2,59 18,62
Alanin,beta 0,30 0,23 0,01 0,01 1,02 157,59
4 Amino- Buttersdure 0,69 0,82 1,30 1,21 1,02 0,69
Asparagin 1,38 1,58 0,38 0,51 1,65 25
Cystein 0,31 1.31 0,38 0,14 1,09 6,83
Glutamat 1,18 2,90 1,85 0,92 0,86 1,96
Glycin 0,53 0,49 0,04 0,02 2,08 40,62
Homoserin 0,76 0,84 0,02 0,01 0,93 108,16
Isoleucin 0,89 0,86 1,03 0,85 0,85 0,87
Leucin 1,47 1,03 1,26 1,18 1,00 0,93
Norleucin 0,13 0,21 0,31 0,31 0,56 1,62
Ornithin 0,76 1,14 0,12 0,18 0,62 2,29
Phenylalanin 0,77 1,19 0,74 0,75 0,54 1,20
Prolin 0,16 0,22 0,06 0,03 0,60 20,52
4-Hydroxy-Prolin 0,64 0,81 0,80 0,67 1,05 1,31
Pyroglutamat 1,15 2,61 1,01 1,10 0,87 111
Serin 0,27 0,28 0,13 0,08 1,91 16,21
O-Acetyl-Serin 0,86 0,85 0,26 0,31 1,086 233
Threonin 2,89 2,87 3,30 1,39 1,086 0,56
Tryptophan 1,20 1,32 1,11 1,45 0,91 1,04
Tyramin 0,90 1.15 0,68 0,63 0,94 1,19
Tyrosin 1,95 3,03 0,52 0,57 0,46 1,01
Valin 0,71 0,68 0.41 0,29 0,94 3,19
|Kohlenhydrate |Erythrose 0,85 0,92 1,03 0,85 0,96 1,00
Fructose 11,64 9,39 16,08 20,38 0,97 0,06
Galactose 1,26 1,24 211 2,95 0,95 0,34
Glucose 1,22 1,83 1,07 1,11 0,84 0,94
organische Ascorbinsaure 1,44 1,50 1,53 1,58 0,98 1,00
Sauren Benzoat 0,70 0,77 0,74 0,62 1,07 1,51
Fumarat 0,00 0,00 0.12 0,06 1,00 16,79
Glycerat 0,71 0,65 0,37 0,81 0,78 1,14
Isocitrat 0,55 1,85 0,50 0,60 1,20 1,53
Lactat 0,85 0,92 1,03 0,84 0,96 0,92
Malat 0,01 0,01 0,16 R 0,91 4,71
2 Oxo-Glutarat 0,71 0,31 0,72 1,08 1,80 3.07
Picolinat 0,58 0,55 0,69 0,77 0,94 1,17
Pyruvat 0,18 0:15 0,20 0,30 1,05 1,80
Succinat 443 517 1,81 1,44 0,85 1,03
Valeriansaure 0,90 0,92 0,91 0,91 0,91 1,13
andere Glycerin 0,64 0,77 0,65 0,62 1,03 2,61
Guanidin 1,31 1,33 0,72 0,73 1,30 1,00
Putrescin 0,72 1,10 0,70 0,55 0,89 2,53
Spermin 0,76 0,77 0,53 0,47 0,98 2,50
Threitol 0,97 0,81 0,86 0,63 0,95 1,01
Harnstoff 0,73 0,83 0,35 0,38 1,01 2,49

Tabelle 14: Metabolit-Level.

N-abhéngige, relative Metabolit-Level der Blatter 1 und 2 nach den Kotyledonen (A. thaliana N-Kinetik siehe Abb.
6A). Die Metabolit-Level wurden wie in Araujo et al. (2011) bestimmt. 4d noN: 4 Tage nach N-Entzug; 4d 3h noN:
4 Tage und 3 Stunden nach N-Entzug; 7d noN: 7 Tage nach N-Entzug; 10d noN: 10 Tage nach N-Entzug; 3h N-
Zugabe: 3 Stunden nach N-Zugabe; 3d N-Zugabe: 3 Tage nach N-Zugabe. Eine Verdopplung oder Halbierung
der Metabolitlevel im Vergleich zur entsprechenden Referenzprobe ist farbig markiert.

3.2.7 Phytohormon-Level der N-Mangel -induzierten B lattseneszenz

Phytohormone (PH) sind Metabolite des Sekundarstoffwechsels mit Signalfunktion. Es gibt
Phytohormone mit Blatt-Seneszenz-fordernder Wirkung (z.B.: ABA — Abscisinséure, SA-
Salicylsaure, JA- Jasmonsaure) und Hormone mit Seneszenz- hemmender Wirkung (z.B.: Z-
Zeatin und ZR- Zeatin-Riboside) (Lim et al. 2007). Parallel zu den ATH1- Transkriptprofilen
der N- Mangel induzierten Blattseneszenz (Abb. 7 B) wurden 6 PH - Profile der
entsprechenden Blattgewebe bestimmt. ABA, SA, JA Z, ZR und GA4: Gibberellinsdure 4
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wurden von Maria Amparo Asensi-Fabado, AG Munne-Bosch an der Universitat Barcelona
guantifiziert.

Die absoluten PH — Mengen wurden in Abb. 18 B, und die linearen Regulationswerte in Abb.
18 C aufgetragen.

Bei der absoluten Quantifizierung der PH — Mengen zeigen sich grofRe Unterschiede
zwischen den einzelnen PH (Abb. 18 B). Mit Werten von uber 50 ng/g Frischmasse (FM)
zeigten JA und SA die mit Abstand héchsten Werte. Im Mittelfeld liegt ABA mit Werten um 10
ng/g Frischmasse. Die Absolutmengen von Zeatin, Zeatin-Riboside und GA4 lagen teilweise
unterhalb der Detektionsgrenze und ergaben keine verlasslichen Messwerte. Aus diesem
Grund wird ich Z, ZR und GA4 in der weiteren Beschreibung nicht berticksichtigen.

Die Absolutmengen von ABA und SA waren in den Kotrollen, unter N-Mangel und 3h nach
N-Zugabe relativ stabil (Abb. 18 B). ABA hatte in den N-Mangel Blattern einen durchweg
erhohten Wert tber 1,5 und war 7d nach N-Entzug transient mehr als 3-fach induziert (Abb.
18 C). 3 d nach N-Zugabe vervierfachte sich der Gehalt von SA im Vergleich zu Kontrolle
und N-Mangel. Der Gehalt an JA war in den frihen Kontrollen am héchsten und halbierte
sich im Lauf der Kinetiken (Abb. 18 B). Dieser Riickgang von JA wurde durch N-Mangel
etwas verstarkt. So war der Gehalt an JA 10d nach N-Entzug im Vergleich zur Kontrolle
mehr als halbiert (Abb. 18 C). 3h nach N-Zugabe war der JA Gehalt im Vergleich zum N-
Mangel stabil. 3 d nach N-Zugabe hat sich der Gehalt von JA im Vergleich zu N-Mangel
mehr als vervierfacht.

SA und JA lagen mit Abstand in der héchsten Menge in den Blattern vor und zeigten auch
die starksten, messbaren Reaktionen auf N-Zugabe. Es ergibt sich das Muster, dass in den
jungen Kontrollblattern das Verhaltnis von ABA, SA, und JA am starksten auf der Seite von
JA liegt (relative PH-Mengen: JA>> SA> ABA). Wéhrend der Blattentwicklung und verstérkt
unter N-Mangel verschiebt sich das Verhéltnis zugunsten von ABA und SA (relative PH-
Mengen: JA~SA >ABA). Eine N-Gabe hat nach 3d die Wirkung, dass der ABA Gehalt
weitgehend unverandert bleibt. Das Verhdltnis von SA und JA zu ABA ahnelt dann eher
dem der jungen Kontrollpflanzen, und verschiebt sich dazu noch mehr in Richtung SA
(relative PH-Mengen: JA~SA >>ABA).
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Abbildung 18 : Phytohormon-Level.

A) Verlaufdiagramm der Arabidopsis-Hydrokultur Kinetik (Tage nach Aussaat = DAS). Die Pflanzen wuchsen auf
Volimedium (+N), auf N-freiem Medium (-N) oder wurden nach Wachstum auf N-freiem Medium wieder auf
Vollmedium umgesetzt (N-Zugabe). B) Stickstoffabh&ngige, endogene Konzentrationen von Abscisinsaure (ABA),
Salicylsare (SA), Jasmonsaure (JA), Zeatin (Z), Zeatin-Riboside (ZR), Giberellin 4 (GA4) der Blatter 1 und 2 nach
den Kotyledonen. Die einzelnen MeRBwerte stammen von Blattproben die zu den in Abbildung 18A dargestellten
Zeitpunkten der N-Zeitkinetik genommen wurden. Die Werte repréasentieren Messungen aus 3 biologischen
Replikaten mit je zwei technischen Replikaten. ng: Nanogramm, g: Gramm, FM: Frischmasse C) Tabellarische
Darstellung relativer Hormonmengen der in Abb. 18 C gezeigten Werte. Werte die mindestens eine relative
Verdopplung oder Halbierung der Hormonmenge zeigen, wurden farbig markiert. 4d noN: 4 Tage nach N-Entzug;
3h noN: 4 Tage und 3 Stunden nach N-Entzug; 7d noN: 7 Tage nach N-Entzug; 10d noN: 10 Tage nach N-
Entzug; 3h N-Zugabe: 3 Stunden nach N-Zugabe; 3d N-Zugabe: 3 Tage nach N-Zugabe.
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4 Diskussion

4.1 Entwicklung von Hydrokultur-Systemen zur Charak  terisierung der N-Mangel
induzierten Blattseneszenz in Gerste ( Hordeum vulgare) und Arabidopsis thaliana

Die Gabe einer zusatzlichen Menge Nitrat kann das seneszenzspezifische Absinken von
Chlorohyllgehalt und Photosystem II-Effizienz in Fahnenblattern (FB) von auf Erde
wachsenden Gerstenpflanzen deutlich verzégern (Abb. 3A, 3B) (Schildhauer et al. 2008).
Diese Verzogerung der Blattseneszenz war auch auf molekularer Ebene mefRbar, was ich
durch Expressionsanalyse von LKR/SDH und GS2 nachweisen konnte (Abb. 4A, 4B). Der
Blattseneszenz-spezifische Anstieg des LKR/SDH-Transkript-Levels und das Absinken des
GS2 Transkript-Levels wurde durch die Gabe einer zusatzlichen Menge Nitrat deutlich
verzdgert (Abb. 4A, 4B). Die N-Verfugbarkeit hat demnach einen EinfluR auf regulatorische
Mechanismen der Fahnenblatt-Seneszenz der Gerste. Eine hohe Vefligbarkeit an N
unterdruckt die Fahnenblatt-Seneszenzprozesse auf physiologischer und molekularer Ebene
und verlangert die Photosynthese-Aktivitat des FB .

Um diesen N-abhangigen Zusammenhang zu bestatigen, habe ich ein standardisiertes
Hydrokultur-System fur Gerstenpflanzen entwickelt. In diesem Anzuchtssystem wurde die
Primablattseneszenz durch Austausch des Vollimediums gegen N-Mangelmedium induziert.
Diese Seneszenz-Induktion war durch einen stetig sinkenden Chlorophyllgehalt und PSII-
Effizienz in den Primarblattern der N-Mangel Pflanzen deutlich messbar (Abb. 5B, 5C). Die
Zugabe von Nitrat oder Ammonium zu dieser N-Mangelgerste hemmte die
Primarblattseneszenz und fihrte zu einem Anstieg im Chlorophyligehalt und der PSII-
Effizienz.

Die Seneszenz des Fahnenblattes und des Primérblattes der Gerste wird durch eine hohe N-
Verfligbarkeit gehemmt. Diese Seneszenzhemmung durch N ist also kein FB-spezifischer
Effekt, der zudem auch relativ unabhéangig vom Entwicklungsstadium der ganzen Pflanze ist.
Eine hohe N-Versorgung hemmt die Blattseneszenz bei jungen Gerstenpflanzen (17 Tage
nach Aussaat in Hydrokultur) und bei alteren Gerstenpflanzen (76 Tage nach Aussaat auf
Erde). Das bedeutet umgekehrt auch, dass die Gerstenpflanze ihren N-Status kontinuierlich
wahrnimmt und N-Mangel zu jedem Zeitpunkt der Wachstumsphase der Gerste
Seneszenzprozesse in Blattern auslésen kann. Die N-Verfugbarkeit hat wahrscheinlich zu
jedem Zeitpunkt der Wachstumsphase der Gerste einen Einflul auf regulatorische
Mechanismen der Blattseneszenz.

Gerste ist eine wichtige Nutzpflanze und Modellpflanze fiir Getreide der gemaRigten Zone.
Allerdings ist die Charakterisierung des Transkriptprofils dieser Pflanze durch die
Unvollstandigkeit der offentlich zuganglichen Genomsequenzen begrenzt. Ausgehend von
diesen Ergebnissen habe ich ein standardisiertes Hydrokultursystem fir Arabidopsis thaliana
entwickelt, das ich als molekulares Werkzeug zur Charakterisierung der N-Mangel
induzierten Blattseneszenz nutze (Schildhauer et al. 2008).

Arabidopsis zeigt in Hydrokultur &hnlich wie Gerste eine Induktion der Blattseneszenz nach
N-Entzug vom Nahrmedium mit stetig absinkenden Blattchlorophyll und PSII-Effizienz (Abb.
6B, 6C, 6D). Diese N-Mangel induzierte Blattseneszenz in A.thaliana wurde durch Umsetzen
der Pflanzen auf Nitrat- und Ammonium-haltiges Vollmedium gehemmt. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die zugrundeliegenden, regulatorischen Mechanismen der
Seneszenz-Induktion in Abhangigkeit vom Stickstoffangebot in Gerste und A.thaliana
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zumindest teilweise konserviert sein konnten. Es ist deshalb sinnvoll den Seneszenz-
hemmenden Effekt einer hohen N-Verfigbarkeit in der Modellpflanze A. thaliana zu
untersuchen. Die Ergebnisse aus den A. thaliana-Versuchen sollen nutzbare Hinweise
darauf geben, wie eine hohe N-Verfugbarkeit in der Nutzpflanze Gerste die Blattseneszenz
unterdriickt und die Photosynthesekapazitat dadurch erhoht.

4.2. Transkript-Profiling der N-Mangel induzierten Blattseneszenz in Arabidopsis
thaliana

Die Frage, auf die ich mit meinen Auswertungen eine Antwort suche, lautet: Wie induziert N-
Mangel Blattseneszenz und wie wird dieser Prozel3 durch N-Zugabe wieder gehemmt?

4.2.1 Modul 1

Das hierarchische Clustering stellt eine Art Qualitatskontrolle der biologischen Replikate dar
(Abb. 7). Die Transkriptprofile von Pflanzenblattern die das gleiche Alter haben und unter
standardisierten Umweltbedingungen wachsen, sollten zueinander am &ahnlichsten sein und
in der Cluster-Gruppierung nah beieinander angeordnet sein. Das war bei den untersuchten
Profilen der Fall und bestétigt, dass mit dem standardisierten Hydrokultursystem
reproduzierbare Ergebnisse erzielt wurden. Das hierarchische Clustering der globalen
Transkriptprofile mit dem Programm Robin 1.1.5 offenbart einen zunehmenden Unterschied
in den Blattproben der N-versorgten Kontrollen (+N) und der N-Mangel Pflanzen (-N, Abb.
7A). Dieser zunehmende Unterschied im Transkirptprofil zwischen N-Mangel (-N) und
Kontrollen (+N) findet sich komplementéar auch im Chlorophyligehalt Abb. 6B), PSlI-Effizienz
(Abb. 6C) und Metabolit-Leveln (Tabelle 14, Glycin, Prolin, Serin, Fructose und Galactose).
Es ist fur mich ein Zeichen dafir, dass die N-Mangel induzierte Blattseneszenz ahnlich wie
die Entwicklungs-induzierte Blattseneszenz (Breeze et al. 2001) ein koordinierter, regulierter,
fortschreitender Prozel3 ist, in dem die Integritat des Stoffwechsels erhalten bleibt, die Zellen
vor einem plétzlichen Kollaps geschitzt werden und die Nahrstoffmobilisierung dadurch
gewahrleistet wird. Der Effekt der N-Zugabe zu N-Mangelpflanzen wurde 3 Stunden (h) und
3 Tage (d) nach N-Zugabe gemessen. Die N-Zugabe erfolgte nach 4d N-Mangel und nach
7d N-Mangel. Es sind nicht einfach 2 Zeitpunkte einer N-Zugabe- Kinetik und deshalb 2
relativ unabhéangige Informationen aus ein und demselben Versuchssystem. Eine N-Zugabe
zu N-Mangel Pflanzen bewirkt mit langerer Zugabe-Dauer einen stéarkeren Effekt auf das
Transkriptprofil der definierten Blatter. Das stimmt mit den Daten von Scheible et al. (2004)
Uberein. Dort zeigte sich in A. thaliana-Keimlingen nach 3h N-Zugabe ein starkerer Effekt auf
das Transkriptprofil als nach 30 min N-Zugabe. Die Seneszenz-Hemmung ist in meinem
System nach 3 Tagen N-Zugabe sehr deutlich, denn die Transkriptprofile dieser Blatter (N-
Zugabe 3d) gruppieren sich zu denen der jingsten Kontrollpflanzen. Diese Veranderung des
Transkriptprofils hin zu einem ,jungen® Profil pal3t zu einem héheren Chlorophyligehalt (Abb.
6B) und PSII-Effizienz (Abb. 6C) der N-Zugabe 3d-Blatter im Vergleich zur zeitgleichen N-
Mangel-Kontrollgruppe (-N 10d).

Auch der Gehalt an einigen Metaboliten andert sich umgekehrt zum N-Mangel-Zustand. Das
ist z.B. fur Alanin, Glycin, Prolin und Fructose sehr deutlich (Tab. 14). Durch N-Zugabe
kommt es also zu globalen, koordinierten und regulierten Veranderungen auf
Transkriptebene, die eine Unterdrickung der Blattseneszenz anzeigen. Koordiniert mit den
metabolischen Verdnderungen bewirkt das eine physiologische ,Verjingung* im Vergleich
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zur gleichaltrigen N-Mangel Gruppe (10d —N). Transkriptom, Metabolom und Physiologie
stehen wahrscheinlich Uber regulatorische Mechanismen in einem Ursache-Wirkungs
Zusammenhang der unter N-Mangel eine Induktion der Blattseneszenz bewirkt. Dieses
Prinzip gilt fir Arabidopsis wahrscheinlich genauso wie fir Gerste.

In der N-Mangel Kinetik waren in den 3 untersuchten Zeitpunkten (4d, 7d, 10d nach N-
Entzug) eine relativ konstante Anzahl von Genen mindestens 3-fach induziert (Abb. 8B). Auf
Transkriptebene zeigt sich eine deutliche Regulation, bevor es bedingt durch den N-Mangel
zu einer Abnahme des Chlorophyligehaltes und der PSII-Effizienz kommt (Abb. 6B, 6C, 6D).
Im Vergleich mit den Daten aus dem von Buchanan-Wollaston et al. (2005) durchgefihrten
Transkriptom-Profiling der Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz (E-S) sind nur weniger
als 25% der in diesem Datensatz mindestens 3-fach induzierten SAG unter N-Mangel
deutlich induziert. Das ist angesichts des deutlichen physiologischen Effekts auf
Chlorophyllgehalt und PSII-Effizienz ein relativ schwacher Einfluss auf Trankriptebene. Wo
liegen die Grinde dafiir? Ein Aspekt der die Interpretation dieses Unterschieds schwierig
macht ist, dass die Regulationsprofile von Pflanzen aus unterschiedlichen experimentellen
Systemen stammen. Ich vergleiche Daten aus unterschiedlichen Gewéachshausbedingungen
und Erde/Hydrokultur-Anzucht. AuRerdem wurden Transkriptprofile unterschiedlicher Blatter
gemessen -Blatt 1 und 2 in meinem System und wahrscheinlich spatere (nicht genauer
beschriebene) Blatter in Buchanan-Wollaston et al. (2005). Vergleicht man die induzierten
Gene der 3 Zeitpunkte untereinander, zeigt sich eine starke Dynamik innerhalb der
induzierten Gene (Abb. 8C). Nur eine Minderheit von 81 Genen ist kontinuierlich induziert.
Darunter befinden sich 54 SAG.

Eine relativ schwache Induktion von SAG durch N-Mangel auf der einen Seite und starke
Effekte auf Chlorophyligehalt und PSII-Effizienz auf der anderen Seite. Wie paft das
zusammen? Die Blattseneszenz ist ein energieabhéngiger, aktiver Prozel3 der mit einer
Veradnderung von Transkriptleveln verbunden ist. Teil dieser Verdnderungen ist die Induktion
von SAG, die in der N-Mangel induzierten Blattseneszenz deutlich schwéacher ausfallt als in
der E-S. Bei Buchanan-Wollaston et al. (2005) wurde der Entwicklungs / Alterungs-Effekt auf
das Transkriptom vermessen. Das Transkriptprofil von jungen Blattern wurde mit den
Transkriptprofil alterer Blatter verglichen. Im N-Mangel-System werden Blatter gleichen,
fortschreitenden Alters miteinander verglichen. Dabei wird der N-Effekt gemessen, der
zusatzlich zur fortlaufenden Blattalterung dazu kommt. Das ist ein wichtiger Unterschied.
Was bisher noch nicht quantifiziert werden konnte ist, ob und wie stark eine Induktion von
SAG auf Transkriptebene die Blattseneszenz beschleunigt. Dazu brauchte man eine Pflanze,
z.B. eine A. thaliana-Mutante, die keine Induktion von SAG zeigt — ein Gedankenexperiment.
Reflektieren die Transkriptlevel auch unter N-Mangel im gleichen Verhéltnis die
dazugehdrigen Proteinlevel wie in Baerenfaller et al. (2008) beschrieben? Oder gibt es in
den Zellen vielleicht eine Art Spar-Programm in dem unter N-Mangel auch N-haltige mMRNA-
Molekiile rationiert werden? Messe ich deshalb eine relativ schwache Induktion von SAG?
Um diese Fragen zu beantworten muf3te man Transkriptlevel und Protein-Level von SAG wie
in Baerenfaller et al. (2008) beschrieben unter N-Mangel, miteinander vergleichen.

Auch eine Uberreprasentationsanalyse mittels PageMan gibt wenig Aufschluss (Abb. 12).
Durch N-Mangel werden Gene des Flavonoid-Stoffwechsels induziert. Dieser N-Mangel
Effekt wurde auch in Scheible et al. (2004) beschrieben und ist eher kein Effekt der einen
starken Einfluss auf den Verlauf der Blattseneszenz hat. Diaz et al. (2006) konnten durch
Vererbungsanalysen keinen starken Zusammenhang zwischen den Flavonoid-abhangig
Produzierten Schutzpigmenten und der Blattseneszenz aufzeigen. Sonst zeigen sich keine
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kontinuierlichen, starken Effekte auf eine funktionelle Kategorie (MapMan BIN, Thimm et al.
2004). In der N-Mangel Kinetik waren in den 3 untersuchten Zeitpunkten (4d, 7d, 10d nach
N-Entzug) eine ansteigende Anzahl von Genen mindestens 3-fach reprimiert (Abb. 9B). Die
Anzahl der SDG blieb dagegen relativ konstant. Auch hier sind nur etwa ein Drittel der SDG
aus den Daten der E-S (Buchanan-Wollaston et al. 2005) im Vergleich zur Kontrolle (+N)
deutlich reprimiert. Auf Transkriptebene zeigt sich ebenfalls eine deutliche Regulation bevor
es zu einer Reaktion des Chlorophyllgehaltes und der PSII-Effizienz kommt (Abb. 6B, 6C).
Anders als bei der konstanten Anzahl der N-Mangel induzierten Gene (Abb. 8B), spiegeln
sich die fortschreitenden physiologischen Verénderungen in der zunehmenden Anzahl der
reprimierten Gene wieder (Abb. 9B). Der Vergleich der N-Mangel reprimierten Gene der 3
untersuchten Zeitpunkte zeigt, wie bei den N-Mangel induzierten Genen, eine starke
Dynamik innerhalb der N-Mangel Kinetik (Abb. 9C). Unter den 183 durchgehend N-Mangel
reprimierten Genen befinden sich 104 SDG. Im Wesentlichen lassen sich auch hier die
Betrachtungen auffiihren, die ich zu den N-Mangel induzierten Genen gemacht habe. Auch
hier gilt das Problem bei der Interpretation, dass die Daten aus verschiedenen
Kultursystemen und Blattern stammen. Auch hier wird der zuséatzliche N-Mangel-Effekt
gemessen, der parallel zur Entwicklung/ Alterung der Blatter wirkt. Ebenso wenig ist bekannt,
wie stark eine Repression von SDG auf Transkriptebene die Blattseneszenz beschleunigt.
Reflektiert der Transkriptlevel von SDG unter N-Mangel im gleichen Verhdltnis den
dazugehdrigen Proteinlevel? Das bleibt aufzuklaren.

Eine Uberreprasentationsanalyse der N-Mangel reprimierten Gene mittels PageMan zeigt,
dass es im Regulationseffekt viele Ahnlichkeiten zur E-S gibt (Abb. 12). Es gibt nur wenige
funktionelle Gengruppen (BIN), in denen sich konsequente Unterschiede zeigen. Dazu
gehoéren Glutaredoxine und misc. Gluco-, Galacto- und Mannosidasen, die nur unter N-
Mangel Uberreprasentiert sind. Der Blattseneszenz-induzierende Effekt durch N-Mangel zeigt
sich in der PageMan-Analyse deutlich in der Repression von Genen, die auch in der E-S
reprimiert sind. Dazu gehdren viele Gene die fiir die Funktion der Chloroplasten wichtig sind
(Photosynthese, Chlorophyllsynthese und plastidare ribosomale Proteine).
Chloroplastenfunktionen werden unter N-Mangel transkriptionell unterdrickt, was die
Seneszenz-assoziierte N-Mobilisierung wahrscheinlich fordert. Das ist fur mich ein deutliches
Zeichen, dass N-abhangige Signalprozesse Signalwege induzieren, die auch in der E-S
wirken. Das bedeutet, dass der Seneszenz-Prozel3 unter N-Mangel warscheinlich eine
modifizierte Form der E-S darstellt (und umgekehrt) und dass N-Mangel-Signale
wabhrscheinlich Uber regulatorische Faktoren wirken, die auch in der E-S wirken.

Die N-Zugabe zeigt nach 3 Stunden und noch starker nach 3 Tagen deutliche Effekte auf
das Trankriptprofil der untersuchten Blatter (Abb. 10B, 10C). Mit zunehmender Dauer nach
N-Zugabe ist eine zunehmende Anzahl seneszenzregulierter Gene (SAG, SDG) und nicht
seneszenzregulierter Gene (no SAG, no SDG) in ihrer Expression verandert. Vergleicht man
die induzierten und reprimierten Gene der zwei Messpunkte miteinander, zeigt sich analog
zum N-Mangel Effekt ebenfalls eine starke Dynamik (Abb. 10D, 10E). Von den N-Zugabe
induzierten Genen sind nur 78 Gene (Abb. 10D) in beiden Datensatzen induziert. Eine nur
geringfiigig groRere Ubereinstimmung zeigt sich bei den N-Zugabe reprimierten Genen. Dort
sind von den N-Zugabe reprimierten Genen 93 Gene, (Abb. 10D) in beiden Datensétzen
reprimiert. Diese, in beiden Gruppen gleichsinnig regulierten Genen, zéhlen zu Uber 50% zu
den seneszenzregulierten Genen (SAG bzw. SDG) (Buchanan-Wollaston et al. 2005). N-
abhangige Signale bewirken also eine schnelle und anhaltende Repression bestimmter SAG
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und eine Induktion bestimmter SDG. Das ist fur mich ein konkreter Hinweis auf
Verbindungen zwischen N-Signalwegen und Blattseneszenz-Signalwegen.

Die Uberreprasentationsanalyse der N-Zugabe induzierten Gene mittels PageMan zeigt,
dass Glutaredoxine nach 3h und 3d N-Zugabe Uberreprasentiert sind. Das scheint ein N-
spezifischer Effekt zu sein, da Glutaredoxine in der E-S nicht Uberreprasentiert sind. Das
gleiche trifft auch fur die Gene der Gluco-, Galacto-und Mannosidasen zu. Interessant ist das
globale Uberrepresentations-Muster nach 3d N-Zugabe. Es ist im wesentlichen ein
Spiegelbild des Zustandes unter N-Mangel Bedingungen und betrifft vor allem Gene, die fur
die Photosynthese bzw. fir die Funktion des Chloroplasten wichtig sind (ribosomale Proteine
der Chloroplasten). Viele dieser Gene sind dazu noch in der E-S reprimiert. Hier zeigt sich
wieder der Effekt der N-Zugabe auf Blattseneszenz-regulierte Prozesse. Fir mich ist das ein
weiterer Hinweis, dass es eine Verbindung von N-Signalen in Blattseneszenz-Signalwege
gibt.

Eine Uberreprasentationsanalyse der N-Zugabe reprimierten Gene mittels PageMan zeigt, in
3 funktionellel Genklassen (BIN) Ubereinstmmungen zwischen 3h und 3d N-Zugabe. Gene
der Flavonoidmetabolismus werden schnell und nachhaltig durch N-Zugabe reprimiert.
Genau diese Gene waren vorher unter N-Mangel induziert. Weitere Ubereinstimmungen
zeigen sich in Calcium-Signalprozessen und der BIN ,development bzw. development
unspecified”, die unter N-Mangel nicht Gberproportional induziert waren. Die Regulation von
Calcium-Signalprozessen und Genen der BIN ,development” sind Muster, die sich speziell
unter N-Zugabe zeigen.

Die Venn-Annalysen der N-Mangelkinetik (Abb. 8C, 9C) und N-Zugabe (Abb. 10 D, E)
zeigen, dass es viele transiente, Zeitpunkt-spezifische Regulationsmuster gibt. Warum ist
das so? Und warum erzeugt N-Zugabe zu N-Mangel-Pflanzen in den untersuchten Blattern
keine einfach Umkehrung der Regulationsmuster (Abb. 11)? Blatter sind keine einfachen
Systeme wie ein Metronom, die zwischen den Zustdnden ,N-Mangel“ und ,Nicht-N-Mangel*
hin und her schwingen. Die zugrundeliegenden regulatorischen Mechanismen, die die N-
abhangigen Regulationsmuster auf Transkriptebene erzeugen (Abb. 11) sind wahrscheinlich
sehr komplex. Die regulatorischen Mechanismen werden warscheinlich auch von den
Parametern Blattalter und Zeitspanne nach N-Entzug und N-Zugabe beeinflu3t. Durch die
Kombination dieser Parameter werden viele Zeitpunkt-spezifische N-abhangige
Regulationsmuster erzeugt.

4.2.2 Modul 2 und 3

Die Analysen der Transkriptprofile in Modul 1 filterten Gene heraus, deren Transkriptlevel
unter N-Mangel und/oder N-Zugabe Reaktionen zeigten (Abb. 8B, 9B, 10B, 10C). Die
Ubereinstimmungen mit den von Buchanon-Wollaston et al. (2005) publizierten Transkript-
Profilen zur Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz (E-S) (SAG und SDG) bestatigen
physiologische Daten (Abb. 6B, 6C, 6D), dass N-Mangel zur Induktion von Blattseneszenz
fuhrt, und diese Induktion durch N-Zugabe wieder gehemmt werden kann.

Die Frage die sich dann stellt ist: Wie passiert das? Eine Hilfe zur Beantwortung dieser
Frage sind die offentlich Zuganglichen Datenbanken in denen viele ATH1 Datensatze
gespeichert sind (z.B. GEO gene expression omnibus) und mit denen man die eigenen
Daten abgleichen kann, um Muster zu finden. Diese Hilfe ist auch eine Herausforderung,
denn die Datenmassen sind sehr grof3 und meine bioinformatischen Mdéglichkeiten begrenzt.
Ich brauche also gute Marker, die mir bei der Auswahl geeigneter ATH1-Datensétze helfen.
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Um diese Marker zu finden, bin ich wieder zu meinem Ausgangspunkt gegangen und habe
mich gefragt: Wie reguliert N-Verfigbarkeit die Blattseneszenz? Es sind zwei Wege denkbar:
1. Weg: N-Verfugbarkeit reguliert Blattseneszenz uber N-spezifische Signalprozesse. 2.
Weg: N-Verfligbarkeit reguliert Blattseneszenz Uber Integration von N-Signhalen in nicht N-
spezifische Entwicklungs-Signalwege; als Bild so etwas wie ein ,Signaltrichter”. Ich bin an
dem Punkt noch einen Schritt zurick gegangen, um zu sehen durch welche Parameter
aul3er Alter und Stickstoff die Blattseneszenz aul3erdem beeinfluf3t wird.

Die Entwicklung der Pflanze und ihrer Blatter findet in einer komplexen, sich dynamisch
andernden Umwelt statt, an der sich der pflanzliche Organismus kontinuierlich anpasst, und
so am Leben bleibt. Die Blattseneszenz als letzter Schritt der Blattentwicklung, wird durch
diverse endogene und exogene Paramater beeinflult (Lim et al. 2007). Zu den wichtigen,
auch landwirtschaftlich bedeutsamen UmweltgréRen gehdren Wasserverflgbarkeit und
Infektionskrankheiten. Ein drastischer Mangel an Wasser (abiotischer Stre3, Rivero et al.
2007) und eine fortschreitende Infektion durch Pilze oder Bakterien (biotischer Stref3,
Swartzberg et al. 2008, Pontier et al. 1999) induziert, ahnlich zum N-Mangel (abiotischer
Strel3, Wingler et al. 2005, Gombert et al. 2006), ebenfalls Blattseneszenz. Dieser
Trockenstress und Pathogen - induzierten Blattseneszenz liegen ebenfalls molekulare
Prozesse zugrunde, die sich auf Transkriptebene widerspiegeln. Die zur Filterung genutzten
Datensatze zum Trockenstress (TS) (Harb et al. 2010) und zur Infektion durch den Pilz
Botrytis cinerea (Bc) und das Bakterium Pseudomonas syringae (Ps) (AtGenexpress-
Projekt) habe ich aufgrund von Ubereinstimmungen des Regulationsprofils zur Entwicklungs-
induzierten Seneszenz (Buchanan-Wollaston et al. 2005) ausgewahlt (Abb. 13A, 13B). In
dem entsprechenden Blattmaterial wurden mehr als 200 SAG induziert bzw. SDG reprimiert
(Abb.13A,13B). Das sind deutliche molekulare  Seneszenzphdnotypen. Die
Regulationsprofile genau dieser Datensatzen zeigen aullerdem eine Blattseneszenz-
typische Repression von Photosynthese-Genen unter Trockenstress, 48 Stunden Inokulation
mit Bc und 24 Stunden Inokulation mit Ps (Abb.13C).

In Modul 2 und 3 habe ich eine Strategie entworfen, wie ich aus meinen ATH1 Daten
Hinweise herausfiltern will, die mir erklaren, wie N-Zugabe abhangige Signale auf die
Regulation der Blattseneszenz wirken. Ich habe dadurch 2 Sets an Zielgenen herausgefiltert.
Ein Set putativer Zielgene N-spezifischer Signalkandle (Tab. 1, 2) und ein Set putativer
Zielgene Signal-integrierender Signalkanédle (Tab. 3, 4). Aus diesen Zielgenen habe ich
Markergene bestimmt (Tab. 5, 6, 7, 8), die ich spater in Modul 4 fir weiterfihrende
Datenbank-Recherchen eingesetzt habe.

4.2.3 Funktionelle Betrachtung der Markergene

Nachdem ich in Modul 3 aus den globalen Daten die einzelnen Markergene gefiltert habe,
habe ich die offentlich zugéanglichen Datenbanke nach Informationen zur funktionellen
Bedeutung der einzelnen Gene durchsucht. Ich habe dabei vor allem die Informationen auf

TAIR (www.arabidopsis.org) und PUBMED (www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) gesichtet.

Im folgenden werden Markergene diskutiert, die eine N-Zugabe spezifische Regulation
zeigen. Es sind deshalb putative Zielgene N-spezifischer Signalkandle.
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Unter den 7 N-spezifisch induzierten TF befinden sich 5 Kandidaten, mit mehr oder weniger
charakterisierter Funktion (Tabelle 5). LBD 37 und LBD39 sind N-spezifische Transkriptions-
Repressoren mit regulatorischer Funktion in der Anthocyan-Biosynthese und N-
Stoffwechselwegen (Rubin et al. 2009). Zu den Zielgenen dieser LBD TF gehdéren die in
Tabelle 6 enthaltenen, N-spezifisch reprimierten Gene NF-YA 10, TTG2, TT8, GLN1.4 und
ATNRT 2.5. Die Einordnung dieser Markergene in die Listen der N-spezifisch regulierten
Gene (Tabelle 5 und 6) bestatigt fir mich die Funktionalitat des Filterkonzeptes und die
Zuverlassigkeit der standardisierten Hydrokultur und der durchgefiihrten ATH1-Messungen.
Ein weiteres N-spezifisches Markergen ist ATCOL5. Eine Uberexpression von COL5 zeigt
einen Bluhphanotyp unter Kurztagsbedingungen (Hassidim et al. 2009). Eine
Charakterisierung der Uberexpressionslinie beziiglich eines Seneszenzphanotyps oder eines
N-Stoffwechselphénotyps wurde nicht durchgefiihrt. So bleibt eine Funktion von COL5 fir
den N-Haushalt der Pflanze noch abzuklaren. Fir atlg25550 stehen noch keine
Informationen tber die Funktion des Gens zur Verfigung.

Drei der N-Zugabe induzierten TF (at4g37180, RVE2 und SNZ) sind zwar nicht wie von den
Filterwerten begrenzt unter TS und Pathogenbefall reprimiert, allerdings sind at4g37180 und
RVE2 unter Ps-Infektion induziert und SNZ unter TS induziert. Aufgrund dieser
Abweichungen sind diese drei TF (at4g37180, RVE2 und SNZ) und auch die Gene
at3g19030 und at1g03220 keine N-spezifischen Markergene.

Zu den N-spezifisch induzierten Markergenen gehért GLT1. Das im Gen GLT1 kodierte
Enzym, die NADH-GOGAT, ist fur die Chlorophyllsynthese von Bedeutung (Lancien et al.
2002). Zusatzlich zeigt eine gltl-KO Mutante bei gehemmter Photorespiration ein deutlich
reduzierte Glutamin/Glutamat Umwandlung und einen Zwergphanotyp. CIPK3 wird als
putativer Crosstalk Faktor von ABA-abhangigen und - unabhdngigen Signalwegen
beschrieben (Kim et al. 2003). Zur N- oder Seneszenz-Funktion von CIPK3 gibt es noch
keine Informationen. PP2C, WNK7, at5gl10540, at1g22500 zeigen eine N-spezifische
Regulation, sind aber bisher nicht funktionell Charakterisiert worden. SNG1 ist eine Serin-
Carboxypeptidase die an der Sinapoylmalat-Bildung beteiligt ist (Lehfeldt et al. 2000).
Sinapoylmalat ist ein Sekundarmetabolit der eine Schutzfunktion vor UVB-Strahlung hat.
LBD37, SNG1 und at5g10540 sind zusatzlich in der Entwicklungs-induzierten Seneszenz
stark reprimiert. Diese 3 Gene zeigen mir, dass es in der Entwicklungs-induzierten
Seneszenz auf Transkriptebene zu einer selektiven Regulation bestimmter N-spezifischer
Prozesse kommt.

Unter den diskutierten, spezifisch N-regulierten Markergenen befinden sich mit LBD 37,
LBD39 und GLT1 Gene, bei denen eine Schlisselfunktion im N-Haushalt nachgewiesen
werden konnte. Diese Gene konnten deshalb auch eine Blattseneszenz-Funktion besitzen.
Bei den weiteren Markergenen vermute ich aufgrund ihres Regulationsprofils deshalb
ebenfalls eine Blattseneszenz-Funktion.

Unter den 8 N-spezifisch reprimierten TF befinden sich 3 TF (NF-YA10, TTG2 und TT8), die
durch LBD 37 und LBD39 reprimiert werden (Tab. 6). Fir TTG2 und TT8 ist bekannt, dass
sie eine induzierende Funktion in der Anthocyan-Synthese haben (Johnson et al. 2002, Nesi
et al. 2000). NF-YAL10 ist ein Zielgen der microRNA 169 (Li et al. 2010). Eine N-relevante
regulatorische Funktion von NF-YA10, at2g38090, at5g28300, at2g37260, at4g09820,
at3g19380, at4g22770 und at5g10770 wurde noch nicht beschrieben.

Zu den Markergenen gehéren GLN1.1 und GLN1.4. Beides sind cytosolische Isoformen der
Glutaminsynthetase und Kkatalysieren die Assimilation von anorganischem Stickstoff
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(Ishiyama et al. 2004). Beide Gene sind unter N-Mangel und N-Zugabe stark reguliert und
zeigen zusatzlich eine Induktion in der E-S. Fiur das Enzym GLN1.4 aus Mais wurde gezeigt ,
dass es wichtig fur die Ertragsbildung ist (Martin et al. 2006). GDH-Enzyme haben eine
wichtige Funktion im N-Recycling. GDH3 spielt wahrscheinlich eher eine untergeordnete
Rolle, da eine Doppel KO Mutante von GDH1 und GDH2 kaum enzymatische Restaktivitat
ausweist (Miyashita und Good 2008). AAP4 ist eine Breitspektrum-Aminoséure-Permease,
die vor allem kleine und neutrale Aminosduren wie Alanin, Asparagin und Glutamin
transportiert (Fischer et al. 2002). ATNRT2.5 ist ein schwach exprimierter Nitrattransporter,
der wahrscheinlich bei der Umverteilung zellinterner Nitratressourcen eine Rolle spielt (Orsel
et al. 2004). Uber die Funktion von ACR7 (Hsieh und Goodman 2002) und YSL6 (Curie et al.
2009) gibt es Vermutungen tiber Vergleiche mit bereits charakterisierten Proteinen. Uber die
Funktion von atlg15410, at4g22780, at5g41400, at3g27020 und at3g13620 gibt es noch
keine verdffentlichten Untersuchungen.

GLN1.1, GLN1.4, ACR7, AAP4 und ATNRT2.5 sind SAG und fir mich weitere Beispiele
dafur, dass in der Entwicklungs-induzierten Seneszenz auf Transkriptebene bestimmte N-
spezifische Signalprozesse wirken.

Im folgenden werden Markergene diskutiert, die eine entgegengesetzte Regulation unter N-
Zugabe, Trockenstress und Pathogeninfektion zeigen. Es sind deshalb putative Zielgene
Signal-integrierender Signalkanéle.

Zu den Signal-integriert-N-induzierten Markergenen gehoéren 6 TF (Tab. 7). Zu BEE2 ist
bekannt, dass es ein positiver Regulator von Brassinosteroid Signalwegen ist (Friedrichsen
et al. 2002). Die beel/bee2/bee3 Tripel-Mutante ist kleiner als der Wildtyp und weniger
Brassinosteroid empfindlich. Zur Seneszenz- oder N-Funktion von BEE2, at4gl17460,
at2g18300, at4g36540, atlg76110, at4g38160 und atlg09750 existieren noch keine
veroffentlichten Daten.

In der Gruppe der Signal-integriert-N-induzierten Markergene (Tab. 7) finden sich einige
Gene mit einem starken Einflul auf die Photosynthese und damit wichtiger Funktion fr
Blattseneszenz und N-Stoffwechsel der Pflanze. NDF4 (Takabayashi et al. 2009), LHCA6
(Peng et al. 2009)und PQL2 (Suorsa et al. 2010) sind kernlokalisierte Gene, die
Untereinheiten des NDH-Komplexes in den Thylakoid-Membranen kodieren. Sie sind wichtig
fur den zyklischen Elektronentransport um Photosystem | und damit essentiell fir eine
effiziente Photosynthese (Munekage et al. 2004). CCR1 ist ein kernlokalisiertes Gen, das ein
plastiddres Protein kodiert und ebenfalls ein wichtiger Faktor des zyklischen
Elektronentransport ist. Ein Knock out des Gens CCR1 bewirkt eine starke Verringerung der
Menge des NDH-Komplexes (Shimizu und Shikanai 2007).

CPN60B1 kodiert ein Chaperon und wichtig fur die Chloroplastenentwicklung (Suzuki et al.
2009). CPN60B1-KO Mutanten (lenl) haben einen Zwergphdnotyp und zeigen unter
Kurztagsbedinungen spontane Blattlasionen (Ishikawa 2005). CHLI1 und CHLI2 kodieren
Untereinheiten der Magnesium Chelatase und sind essentiell fiir die Chlorophyllsynthese
(Huang und Li 2009). CHLI1 ist deutlich starker exprimiert als CHLI2. Eine Doppel-knock out
der beiden Gene hat einen Albino-Phénotyp und zeigt einen genomes uncoupled, kurz gun -
Phanotyp. Das bedeutet, dass bei dieser Mutante die Kommunikation zwischen
Chloroplasten und Zellkern gestort ist (Ankele et al. 2007). Das Gen CHLM ist ebenfalls
essentiell fur die Chlorophyllsynthese und ein knock out des Gens bewirkt einen Albino-
Phanotyp (Pontier et al. 2007). Durch Ausschalten des CHLM-Gens wird auch die
Akkumulation der Thylakoidproteine stark unterdrickt. Das bedeutet, dass ein gro3er Teil
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der zellularen N-Immobilisierung in Form von Enzymkomplexen der Thylakoidmembrane,
direkt von der Expression von CHLM abhéangig ist. Eine Repression von CHLM durch N-
Mangel kann also eine Mobilisierung des Chloroplasten-N bewirken. Ein weiteres wichtiges
Gen der Chlorophylisynthese ist PORB. PORB ist funktionell redundant mit PORC und ein
Doppel-knock out der beiden Gene erzeugt eine Albinomutation (Frick et al. 2003). Zur
physiologischen Funktion der weiteren Kandidaten in der Liste (PSBTN, PSRP-3, RPL4, IF-
3, SHA1 und ATFKBP13) gibt es noch keine vertffentlichten Daten.

Die Liste Signal-integriert-N-reprimierter Gene (Tab. 8) besteht komplett aus SAG
(Buchanan-Wollaston et al. 2005) und enthélt vor allem (Arabidopsis-) NAC-TF (ANAC-TF).
Zu den TF at1g48000, ANACO047 und ANACO032 gibt es noch keine funktionellen
Untersuchungen. ANACO019 ist bisher als Regulator des ABA-unabhangigen Systems der
Trockenstress-Regulation beschrieben. Eine Uberexpressionslinie zeigt eine erhohte
Trockenstress-Toleranz (Tran et al. 2004). Zu ANACO019 gibt noch keine Daten zur
Seneszenz- oder N-Funktion. ANACO029 ist ein TF mit Seneszenzfunktion (Guo et al. 2006).
Ein Knock out bewirkt eine verzogerte, eine Uberexpression eine beschleunigte Seneszenz.
Der Seneszenzeffekt wurde anhand des Blattchlorophylls, der PSII-Effizienz und molekular
anhand der Expression von SAG12 und RBCS nachgewiesen. Daten zu weiteren ANAC029-
Zielgenen oder zum Effekt auf den N-Stoffwechsel sind bisher nicht veréffentlicht. ANACQ092
ist der bisher am besten untersuchte TF dieser Liste. ANAC092 besitzt wie ANACO029 eine
seneszenzinduzierende Funktion, was anhand der Abnahme des Blattchlorophylls und der
PSII-Effizienz nachgewiesen wurde (Kim et al. 2009, Balazadeh et al. 2010). Zu RAP2.6L ist
bisher bekannt, dass eine Uberexpression die Trockenstress-Toleranz der Pflanze erhoht
und eine frihe Bliite bewirkt (Krishnaswamy et al. 2011). Zu RAP2.6L gibt noch keine Daten
zur Seneszenz- oder N-Funktion. Zu den Signal-integriert-N-reprimierten Genen gehort
ATBCAT?2. Dieses Gen kodiert eine seneszenzinduzierte, plastidare Aminotransferase, die
eine Hefe Leu/iso-Leu/Val Auxotrophie-Mutante komplementieren kann (Diebold et al. 2002).
Dieses Enzym konnte an der seneszenzinduzierten Stickstoff-Mobilisierung mitwirken. Zur
physiologischen Funktion des Enzyms gibt es allerdings noch keine weiteren Informationen.
Zur Funktion von at5g34780, at4g32250 und atlg63840 existieren noch keine
veroffentlichten Daten.

Es stellte sich heraus, dass nur zu wenigen Genen der Tabellen 5,6,7 und 8 funktionelle
Untersuchungen stattgefunden haben. Die Markergene wurden in Modul 4 fur weiterfihrende
Datenbank-Recherchen genutzt, kbnnen aber auch fir Mutations-Experimente eingesetzt
werden. Aufgrund der biochemische Funktion und Regulationsmuster der Markergene
vermute ich, dass Knock-Out oder Uberexpressions-Mutanten dieser Gene einen N-Mangel-
Blattseneszenz-Phanotypen haben konnen. Die Frage, ob die einzelnen Markergene
tatsachlich eine solche biochemische Bedeutung fur die Blattseneszenz haben, 1ai3t sich nur
mit weiteren Experimenten klaren. Die meisten Untersuchungen gab es bisher zu Proteinen
der Photosynthese und zu Transkriptionsfaktoren. Bis auf CHLM gibt es bei keinem der
untersuchten Gene durch Knock-Out eines einzelnen Gens einen extremen Phanotyp. Das
liegt in einigen Fallen daran, dass es sich um Proteine mit untergeordneter Funktion handelt
(ATNRT2.5: Orsel et al. 2007; GDH3: Miyashita und Good 2007) oder weil funktionell
redundante Proteine existieren (PORB und PORC: Frick et al. 2003).

Wahrend die Liste der Signal-integriert-N-reprimierte Markergene von den ANAC TF
dominiert ist (Tab 8), sind in der Liste der Signhal-integriert-N-induzierten Markergene (Tab. 7)
vor allem Gene zu finden, die essentiell fir die Funktionalitdt der Chloroplasten und fur die
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Photosynthese sind. Bis auf PQL2 sind alle Signal-integriert-N-induzierte Markergene in der
E-S stark reprimiert. In den Chloroplasten sind tber 75% des zellularen Stickstoff in Form
der Proteine der Thylakoide und des Stroma immobilisiert. Dieser Zustand bleibt solange
bestehen, wie durch permanente Zellkern-abhéngige Proteinsynthese Abbau-Verluste der
Chloroplasten ausgeglichen werden. Die Steuerung der kernkodierten Plastidenproteine
stellt fir mich einen zentralen, regulatorischen Mechanismus der Verteilung der zellularen N-
Ressourcen dar. Uber diesen Mechanismus wird in Abhangigkeit vom Blattalter (E-S), oder
Stickstoffversorung die Mobilisierung der zellularen N-Ressourcen gesteuert (Tab. 7). Die
NAC-TF sind dazu mit ihrem entgegengesetzten regulatorischen Profil (Tab.8)
Schlusselfaktoren, die diese Blattseneszenz-abhéngige  Ressourcenumverteilung
beschleunigen (ANAC029: Guo et al. 2006 und ANAC092: Kim et al. 2009) und diesen
Prozel3 gleichzeitig durch Induktion von Schutzmechanismen absichern kénnten (ANACO019:
Tran et al. 2004). Eine direkte regulatorische Wirkung der ANAC-TF auf Photosynthesegene
ist bisher nicht beschrieben. Eine methodische Strategie das nachzuweisen, wéhre ein
Blattseneszenz-Transkriptprofiling von Arabidopsis-Pflanzen unter N-Mangel mit einem
gezielten, chemisch induzierbaren Knock-down einzelner oder mehrerer Markergen-ANAC-
TF (Tab. 8).

4.2.4 Modul 4

In Modul 4 habe ich anhand von Markergenen nach Hinweisen gesucht, welche
Signalprozesse verantwortlich sind, dal3 N-Mangel Blattseneszenz auslost. Fur putative
Signal-integrierende Signalkanale habe ich solche Hinweise in Form von Co-
Expressionsmustern gefunden, fir N-spezifische Signalkanale nicht. Woran kann das
liegen? FlUr N-Signalprozesse gibt es relativ wenige ATH1-Datensatze in den Datenbanken.
Das verringert die Chance solche Co-Expressionsmuster zu finden von vornherein. Ich
vermute, dald sich diese Tatsache in Zukunft &ndert, wenn mehr Daten Uber N-Signale im
Blattmaterial publiziert werden. Die putativen Zielgene Signal-integrierender Signalkanéle
sind fur mich auch die interessanteren Markergene, denn sie sind im Gegensatz zu den N-
spezifischen Markergenen fast alle in der E-S reguliert und deuten deshalb auf
Verbindungen zu regulatorischen Prozessen der Blattseneszenz. Die Regulation der
Markergene in der E-S war in keinem Modul ein Filterkriterium, aber ich habe anhand meiner
Filterung mittels Datensatzen der Trockenstress-und Pathogen-induzierten Blattseneszenz
effektiv Entwicklungs-regulierte Gene isoliert (Tab. 7, 8). Mit den Signal-integiert-N-
regulierten Markergenen habe ich also gute Blattseneszenz-Markergene die durch N-Zugabe
induziert (SDG) oder reprimiert (SAG) werden. Mit diesen Markergenen habe ich Wegweiser-
Datensatze gefunden. Der Effekt der Filterung der Signal-integriert-N-regulierten
Markergene in Modul 3 findet sich in co-Expressionsmustern der Wegweiser-Datensétze
wieder (Abb.14 A). Die N-spezifisch-regulierten Markergene zeigen in den Wegweiser
Datenséatzen keine ausgepragten co-Regulationsmuster (Abb.14 B). Die Filterung in Modul 3
und die dadurch festgelegte Einteilung in putative Zielgene N-spezifischer und Signal-
integrierender Signalkanale bestatigt sich in den Wegweiser Datensatzen. Es zeigen sich
vereinzelt Regulationsprozesse N-spezifischer Markergene in den Wegweiser-Datensatzen
(Abb. 14B). Das konnte bedeuten, dal3 die experiementellen Bedingungen der Wegweiser-
Datensatze Veranderungen des N-Metabolismus auslésen, die dann ihrerseits Signhalgeber
N-spezifischer Regulationsprozesse sind. Es kdnnte auch bedeuten, dal3 die Filterkriterien
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fur N-spezifisch regulierte Markergene zu schwach sind, um tatsachlich nur N-spezifisch
regulierte Markergene zu isolieren.

Fur einen Teil der Wegweiser-Datenséatze habe ich Uberpruft wie hoch der Anteil von N-
Zugabe/E-S regulierten Genen an den jeweiligen Regulationsprozessen ist und habe eine
Ubereinstimmung von mindestens 1/3 gefunden (Abb. 15C, 15D). Finde ich in dem von mir
willkurlich ausgesuchten trans-Zeatin Datensatz gleich grof3 Verhéaltnisse an N oder N/E-S
regulierten Genen wie in den Wegweiser-Datensdtzen? Wenn ja, dann ist meine Filter-
Strategie nicht effektiv und die co-Regulations-Ubereinstimmungen in den Wegweiser-
Datensatzen  eher =zuféllig. Das scheint nicht der Fall zu sein. Der Anteil der
Ubereinstimmungen von ber 1/3 in den Wegweiser-Datensatzen war vor allem bei den N-
Zugabe induzierten Genen hoher als in dem von mir willkiirlich ausgesuchten trans-Zeatin
Datensatz (Abb. 15D).

Die Transkriptlevel sind ein Spiegelbild der zugrunde liegenden Regulationsprozesse. Sind
die Ubereinstimmungen der Transkript-Regulationsmuster in den Wegweiser-und N-Zugabe
Datensatzen grof3, schlieBe ich daraus, dal3 es bei den zugrunde liegenden
Regulationsprozessen Gemeinsamkeiten gibt. Ich habe durch die Wegweiser-Datensétze
also Hinweise bekommen, dafld das N-Zugabe Signal eine Wirkung auf E-S regulierte Gene
Uber Signalprozesse bekommt, in die auch ROS-abhéngige Signale (flu/tAPX und flu:Laloi et
al. 2006; Ozon: Short et al. 2005; gun5/Norflurazon: Koussevitzky et al. 2007) integriert
werden. Dass es einen Zusammenhang zwischen N-Mangel induzierter Blattseneszenz und
ABA-Signalen gibt, konnte bereits anhand einer abi5-Mutante gezeigt werden (Pourtau et al.
2004). Einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen N-Mangel induzierter
Blattseneszenz und CO,-Mangel (Blasing et al. 2005) oder dem DOR-Gen (Zhang et al.
2008) ist bisher nicht veroffentlicht.

Das alles sind Hinweise und mein Anspruch daran ist, daf3 ich diese Hinweise nutzen kann,
um neue Experimente zu entwerfen mit denen ich mehr Informationen Uber den
Zusammenhang zwischen N-Signal und Blattseneszenz-Steuerung bekommen will. Wie
kénnten Experimente zur Bestédtigung dieser Hinweise aussehen? N-Zugabe zeigt
gemeinsame SDG-Zielgene mit gunl- und gun5-abh&nigen Prozessen (Abb. 14A, 15D). Ich
kénnte also testen, ob gunl- oder gun5-KO-Mutanten eine verzdgerte N-Mangel induzierte
Blattseneszenz zeigen. Dann wuif3te ich, ob N-Mangel Uber gunl-und gun5-abhéangige
Signalprozesse die Blattseneszenz beeinflul3t.

Die Ergebnisse in Modul 4 weisen auf eine Verbindung zwischen N-Signalwegen und ROS-
Signalwegen hin. Ist es wirklich Integration von ROS-Signalprozessen und nicht die Wirkung
von ROS selbst? Es wurde gezeigt, dall unter N-Mangel mehr ROS produziert werden
(Kovacik und Backor 2007, Criado et al. 2007). Es ist experimentell also nicht so einfach
zwischen N-Zugabe-Wirkung, ROS-Signalwegen und ROS-Wirkung zu unterscheiden.
Suche ich einen Weg Pflanzen robuster gegentuber N-Mangel induzierter Blattseneszenz zu
machen, kénnte es ohne Kenntnis der genauen Mechanismen gehen. Ich kénnte versuchen
in A. thaliana oder Gerste eine Mutation zu erzeugen, die unter N-Mangel einen erhdhten
ROS-Abbau induziert, und so eventuell die N-Mangel-induzierte Blattseneszenz verzdgern.
Ein weiterer Wegweiser-Datensatz zeigt Ubereinstimmungen in Regulationsmustern
zwischen N-Signalen und CO,-Mangel (Abb.14A). Diese Ubereinstimmungen sind allerdings
geringer als die zu ROS-Datensatzen (Abb. 15C, 15D) und uUber CO,-Signaling ist sehr
wenig bekannt (Hu et al. 2009). Ich kénnte versuchen eine CO,-Signaling Mutante auf einen
N-Mangel-Blattseneszenz Phanotypen zu testen. CO,-Mangel hat wahrscheinlich einen
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Effekt auf die Kohlenhydrat-Synthese. Da bekannt ist, dal3 die N-Mangel induzierte
Blattseneszenz auch vom C/N-Verhdltnis der Metabolite abhangt, kénnte ich unter
kombiniertem CO,-N-Mangel nicht zwischen C- und N-Effekt unterscheiden (Pourtau et al.
2006).

Die Ergebnisse in Modul 4 weisen auf einen Zusammenhang zwischen N-Mangel induzierter
Blattseneszenz und dem DOR-Gen hin. Das DOR-Gen wird in den Schlie3zellen der
Spaltéffnungen exprimiert (Zhang et al. 2008) und die Blattseneszenz ist ein Prozel3 der
besonders in den chloroplastenreichen Zellen des Schwamm- und Palisadenparenchym
wirkt. Das ist eine konkrete rdumliche Trennung. Wie passt das zusammen? Es weist auf
eine neue Fragestellung: Wie wirkt die Regulation der nicht-seneszierenden Spalt6ffnungen
auf die Blattseneszenz? Hat der Verschlul? der Spaltdffnungen eine Seneszenz-induzierende
Wirkung? Es ist bekannt, dal3 sich die Spaltéffnungen in der Blattseneszenz (Wardle und
Short 1983) und unter N-Mangel eher schlie3en (Guo et al. 2003). Ob es einen funktionellen
Zusammenhang zwischen N-Mangel, Spalt6ffnungen und Blattseneszenz-Regulation gibt,
bleibt noch aufzuklaren.

4.2.5 Das Signalkanal-Modell

Ich habe aus den Hinweisen die ich auf Transkriptebene gefunden habe, ein Modell
konstruiert, das diese Ideen reprasentiert (Abb 19). Ich habe mich fir das Modell einer Zelle
entschieden, denn die Zelle ist praktisch die kleinste Einheit des Lebens und deshalb auch
die kleinste Einheit der Blattseneszenz. Ein grol3er Teil der dynamischen molekularen
Prozesse der Zelle ist noch unbekannt. Von diesem unbekannten interessiert mich der Teil
der Signalverarbeitung: Wie werden N-abhéngige Signalprozesse weitergeleitet und
bekommen so einen Einflul} auf den Entwicklungsverlauf der Zelle bzw. des Blattes? Das
Signalnetzwerk der Zelle wird durch das Gitternetzwerk des Modells représentiert. In diesem
Netzwerk gibt es Proteine die N-Sensoren sind und die zellularen Level z.B. von Nitrat,
Ammonium und Aminosauren detektieren. Wo und wie diese Detektion genau stattfindet ist
bisher nur bruchstiickhaft bekannt (Mas-Droux et al. 2006, Liu et al. 2008, Vidal et al. 2010).
Ich setze vorraus, dass es Signalprozesse gibt, die ausgehend von den Orten der N-
Detektion einen EinfluR auf die Transkiptlevel von Zielgenen haben. Ich nenne diese
Signalprozesse Signalkanédle. Die N-abhangigen Prozesse in diesen Signalkandlen werden
durch den grunen Pfeil symbolisiert, der einen Teil des Signalnetzwerks der Zelle einschlief3t.
Ich setze aul3erdem vorraus, dass es N-spezifische Signalkanale gibt. Alle Komponenten
eines N-spezifischen Signalkanals befinden sich im Bereich des griinen Pfeils. Sie sind so
etwas wie Informationstunnel zwischen dem Prozel3 der N-Detektion und dem Regulations-
Effekt auf den Transkriptlevel eines Zielgens. Diese Regulations-Effekte konnen dber
transkriptionelle oder post-transkriptionelle Regulation des Zielgens erfolgen. Eine zentrale
Frage dieser Arbeit ist, ob diese Zielgene auch in der E-S reguliert sind. In Modul 2 und 3
habe ich durch die beschriebene Filterung 53 putative Zielgene als N-spezifisch induziert
(Tab.1) und 80 putative Zielgene als N-spezifisch reprimiert (Tab. 2) identifiziert. Von diesen
putativen Zielgenen sind weniger als 50% in der E-S reguliert (Abb. 19). Das ist auf der einen
Seite ein Hinweis, dass es eine Verknipfung von N-spezifischen Signalprozessen zu
Entwicklungs-induzierten Signalprozessen gibt (N und SDG, N und SAG). Auf der anderen
Seite scheint es Gene zu geben, die spezifisch durch Signalprozesse der N-induzierten
Blattseneszenz reguliert werden (nur N). Die Regulation der Transkriptlevel von Zielgenen
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kann in meinem Modell auch von einer zweiten Art Signalkanal reguliert werden. Diese
zweite Art Signalkanal, die ich voraussetze sind Signal-integrierende Signalkanéle. In diese
Kanéle werden N-abhangige Sensorsignale integriert. N-spezifische Signale stammen z.B.
aus der Detektion von Nitrat, Ammonium und Aminoséauren und N-unspezifische Signale z.B.
aus der Detektion von Kohlenhydraten, organischen Sauren und ROS. Diese Signale
integrieren in gemeinsame Signalkanédle und bewirken eine Regulation der Transkriptlevel
von N-abhangig regulierten Zielgenen. In Modul 2 und 3 habe ich durch die dort
beschriebene Filterung 63 putative Zielgene als Signal-integriert-N-induziert (Tab. 3) und 31
putative Zielgene als Signal-integriert-N-reprimiert (Tab. 4) identifiziert. Von diesen Genen
sind Uber 75% in der E-S reguliert (Abb. 19). Das ist zum einen ein Hinweis darauf, dass es
eine starke Verknipfung von Signal-integriert-N-regulierten  Signalprozessen mit
Regulationsprozessen der E-S geben konnte. Auf der anderen Seite kdnnte das auch
erklaren, warum eine Veranderung in den unterschiedlichen Umweltfaktoren N-Mangel,
Trockenstress und Pathogen-Infektion (Modul 2 und 3) zu einer Induktion von Seneszenz-
Prozessen im Blatt fuhrt. Wie sind diese Signal-integrierenden Kanéle beschaffen? Darauf
habe ich Hinweise aus den Venn Analysen in Modul 4. Diese Venn-Analysen weisen darauf
hin, dass es integrierende molekulare Mechanismen geben kdnnte, Uber die N-abhéngige
Signale zusammen mit ROS-Signalen, Gun5-Signalen, ABA-Signalen und C-Signalen
verarbeitet werden. Diese integrierten Signale haben warscheinlich einen Einfluld auf die
Regulation der Blattseneszen. Wie das im Detail funktioniert, bleibt aufzuklaren. Wie wirkt
eine Veranderung eines Transkriptlevel auf die Biochemie der Zelle und was hat das mit
Seneszenz zu tun? Die Veranderung der Transkriptlevel von Zielgenen N-spezifischer und
Signal-integrierender Signalkanale bewirkt wahrscheinlich eine entsprechende Veranderung
der Level der Proteine, die in den jeweilige Transkripten kodiert sind (Baerenfaller et al.
2008). Das bedeutet konkrete Verdnderungen in der zellularen Proteinausstattung mit
Veranderungen in Signal-, Enzym-, Transport- und Struktur-Funktion. Durch N-Mangel wird
auf diesem Weg zellulare Seneszenz und im Endeffekt Blattseneszenz ausgeldst. Eine
Zugabe von N zu N-Mangel Pflanzen bewirkt wahrscheinlich eine weitgehende Umkehrung
dieser Prozesse. Das wird besonders an den Transkriptleveln von Photosynthese-Genen
deutlich. Zahlreiche Photosynthesegene werden durch N-Mangel reprimiert und durch N-
Zugabe induziert (Abb. 12; Tab 7; Scheible et al.2004). Das hat sicher einen entscheidenden
Einflu3 ob und wie schnell die Chloroplasten, als Hauptziele des Seneszenzprozess in der
einzelnen Zelle abgebaut werden. Hinter disen N-abhéngigen Regulationsprozesse stehen
sicher komplexe, weitgehend unbekannte molekulare Mechanismen, die noch aufzuklaren
sind.
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4.2.6 Vergleich der N-Zugabe-Regulationsmuster mit ~ Daten aus AG Scheible

Ich habe in Modul 1 bis 4 gezeigt, welche Markergene ich aus meinen N-Daten
herausgefiltert habe. AulRerdem habe ich gezeigt welche Hinweise ich bekomme, wenn ich
mit diesen Markergenen eine Datenbank-Recherche durchfiihre (Modul 4). Im Vergleich der
N-Zugabe Regulationsmuster meines experimentellen Systems mit den N-Zugabe
Regulationsmustern aus Scheible et al. (2004) zeigen sich Gemeinsamkeiten und deutliche
Unterschiede (Abb. 16). Diese Unterschiede finden sich auch in den Regulationsmustern der
Markergene (Tab.10, 11, 12 ). Diese Unterschiede erklaren sich aus den verschiedenen
Anzuchtsbedingungen, Zeitkinetiken und der Spezifitdt des untersuchten Blattmaterials. Ich
untersuche Blattseneszenz und habe deshalb die RNA-Extrakte definierter Blatter untersucht
(Schildhauer-System). Im Gegensatz dazu wird im Scheible-System die RNA aus ganzen
Keimlingen isoliert. Dadurch gibt es keine Organ-Spezifitdt in den Regulationswerten.
Aufgrund der Fokussierung auf das spezifische Blattmaterial in meinen Experimenten, finde
ich ein Blatt-spezifisches Set an Markergenen (Tab. 5 bis 8). Mit diesem Set von
Markergenen gibt es ein neues Werkzeug, das man nutzen kann, um in weiterfihrenden
Experimenten regulatorische Mechanismen der N-Mangel-induzierten Blattseneszenz
aufzuklaren.

4.2.7 Vergleich qPCR und Affymetrix — Werte

Zum globalen Profiling der N-Mangel induzierten Blattseneszenz wurden Affymetrix ATH1
Microarrays genutzt. Affymetrix ATH1 Messungen liefern Werte fiir einen globalen Uberblick
Uber das Transkriptprofil in der N-Mangel induzierten Blattseneszenz. Bei dieser
Hybridisierungs-basierten Technologie gibt es aber nicht zwingend ein lineares Verhaltnis
zwischen Signalintensitdt und Transkriptmenge fur verschiedene Gene (Holland, 2002). Im
Gegensatz dazu liefern gPCR Messungen ein lineares Verhdltnis zwischen Signalintensitat
und Transkriptmenge fir verschiedene Gene. Sie sind aber zu aufwendig, um globale
Transkriptprofile zu messen.

Bevor die extrahierte RNA fir Affymetrix ATH1 Messungen benutzt wurde, habe ich mittels
gPCR uberprift, ob die Transkriptlevel einzelner N-regulierter Gene in den biologischen
Replikaten reproduzierbare Muster zeigen. Bei den gemessenen regulatorischen Effekten
gab es bei 6 der 8 Gene gute Ubereinstimmungen zwischen ATH1-Chip und qPCR (Tab.
13). Fur die zwei Gene ABI5 und FRK1 werden Unterschiede in den Transkriptleveln
zwischen N-Mangel und Referenzprobe in den qPCR-Ergebnissen deutliche angezeigt, in
den ATH1-Ergebnissen nicht. Die Signalinterpretation der ATH1 Ergebnisse habe ich mit
dem am Max-Planck-Intitut fur Molekulare Pflanzenphysiologie entwickelten Programm
Robin 1.1.5 (Lohse et al. 2010) unter Anwendung der mathematischen Standarteinstellungen
durchgefuhrt. Die bioinformatische Auswertung der ATH1 Datensatze ist ein eigenes
Forschungsgebiet und es werden immer wieder methodische Neuerungen veréffentlicht, auf
die ich im Rahmen meiner Arbeit nicht eingehen konnte. Ich habe flr meine Auswertungen
die vorgegebenen Einstellungen von Robin 1.1.5 benutzt und habe damit gute Ergebnisse
erzielt. Ich kann aber nicht ausschlie3en, dass es andere bioinformatische Methoden gibt,
die auch die Regulation von Genen wie ABI5 und FRK1 mittels ATH1-Chip deutlich erfassen
koénnen.
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4.3 Kleine regulatorische RNA

Eine vor relativ kurzer Zeit entdeckte Klasse regulatorischer Molekile sind die kleinen
regulatorischen RNA (sRNA) (Voinnet 2009). Diese RNA-Oligonukleotide kénnen die
Expression ihrer Zielgene lUber sequenzspezifische Bindung an deren mRNA unterdriicken.
Zu den Zielgenen dieser sRNA gehoren unter anderem Transkriptionsfaktoren (TF) mit
Entwicklungs-regulatorischer Funktion. Uber diesen Mechanismus haben sRNA einen
Schliisselfunktion in der Entwicklungssteuerung der Pflanze (Liu und Chen 2009). Uber die
regulatorische Funktion von sRNA in der Blattseneszenz und im N-Stoffwechsel ist wenig
bekannt. Eine Funktion in der entwicklungsinduzierten Blattseneszenz wurde bisher nur fur
mMiR164 nachgewiesen (Kim et al. 2009). Ich habe die Regulationsmuster von 6 sRNA in der
Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz mittels stem loop RT-gPCR gemessen (Chen et al.
2005). Dabei wird fur jede sRNA ein mdglichst sequenzspezifischer stem loop Primer
eingesetzt, mit dem die sSRNA in cDNA umgeschrieben wird. Die relative Menge dieses stem
loop cDNA-Hybridmolekiils lasst sich spezifisch in der gPCR bestimmen. miR164 diente
dabei als Positivkontrolle. Ich konnte ebenfalls eine Repression der miR164 in der
Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz nachweisen (Abb. 17 A). Das bestatigt zum einen
die Ergebnisse von Kim et al. (2009) und bestétigt die Funktionalitéat der stem loop- Methode.
Im Gegensatz zur Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz bleibt der miR164 Level unter N-
Mangel und N-Zugabe stabil (Abb. 17C). Demzufolge wirkt miR164 Blattseneszenz-
hemmend unter N-Mangelbedingungen, denn es unterdriickt die Induktion des Zielgens
ANACO092, das zu den Signal-integriert-N-reprimierten TF gehort (Tab. 8). Die anderen
Zielgene von miR164 (CUC1, CUC2, NAC1, At5g07680 und At5g61430; Kim et al. 2009)
tauchen nicht unter den Markergenen auf, denn sie zeigen in meinen Untersuchungen keine
deutliche N-abhangige Regulation.

Neben miR164 ist auch miR169 in der Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz deutlich
reprimiert (Abb. 17 A). Zu den Zielgenen von miRNA 169 gehéren NF-YA-TF (Li et al. 2010),
z.B. NF-YA10 (at5g06510) aus Tabelle 6. Obwohl miR169 als N-Mangel reprimiert
beschrieben ist und eine Uberexpression einen geringeren Chlorophyligehalt unter N-Mangel
zeig (Zhao et al. 2011), ist in meinem Modellsystem &hnlich zu miR164 keine deutliche
Regulation unter N-Mangel oder N-Zugabe zu detektieren (Abb. 17 C). Das kann daran
liegen, dass ich in meinem System nur die altesten Blatter untersucht habe, wahrend Zhao et
al. (2011) den miR169-Level im ganzen Sprofd gemessen haben. Meine Ergebnisse weisen
eher auf eine Signalfunktion von miR169 hin, die in der Entwicklungs-induzierten
Blattseneszenz wirksam wird. Zur Blattseneszenzfunktion der mirl69 und der Zielgene ist
bisher nichts verdoffentlicht.

MiR166 und miR319 zeigen weder in der Entwicklungs-induzierten noch in der N-Mangel
induzierten Blattseneszenz eine Regulation (Abb. 17 A, 17 C). Aus diesem Grund ist eine
Regulatorische Funktion der beiden sRNA in diesen Prozessen eher unwahrscheinlich.
MiR828 und TAS4 zeigen eine deutlich Induktion in der Entwicklungs-induzierten
Blattseneszenz und unter N-Mangel (Abb. 17 A). Eine N-Zugabe wirkt reprimierend auf die
Level von miR828 und TAS 4 (Abb. 17 C). Diese Repression erfolgt allerdings erst spater als
3 Stunden nach N-Zugabe und ist im Vergleich zur vorrausgegangenen Induktion eher
schwach. MiR828 und TAS4 sind funktionell und regulatorisch miteinander gekoppelt (Hsieh
et al. 2009). Sie unterdriicken die TF PAP1 und PAP2 in ihrer Expression und wirken damit
hemmend auf die Anthocyan-Biosynthese. Weder fir miR828 und TAS4 noch fir deren
Zielgene PAP1 und PAP2 ist nachgewiesen worden, dass sie ein Schlusselfunktion in der
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Blattseneszenz oder in N-Stoffwechselprozessen haben. Dass die Bedeutung von miR828
und TAS4 Uber den Sekundarstoffwechsel hinaus geht, muss experimentell erst noch
bewiesen werden. Gezeigt wurde bereits, dass Anthocyane eine Schutzfunktion vor
Uberschissiger Lichtenergie haben (Zuluaga et al. 2008). Anthocyane kdnnten in der
Entwicklungs- und N-Mangel-induzierten Blattseneszenz bei starker Lichteinstrahlung die N-
Remobilisierungsprozesse gegeniber schadigenden ROS-Effekten absichern.

4.4 Metabolite

Ziel meiner Arbeit war die molekulare Analyse der N-Mangel induzierten Blattseneszenz, die
zu einem erweiterten Verstandnis der zugrundeliegenden regulatorischen Mechanismen
fuhren soll. Durch Filterung der globalen Transkriptomdaten habe ich ein Set von
Markergenen isoliert, die putativen Zielgene N-spezifischer Signalkandle (wie z.B. LBD37
und LBD39) (Tab. 5 und 6) oder putative Zielgene Signal-integirierender Signalkanéale
darstellen (wie z.B. ANAC092 und ANACO019) (Tab. 7 und 8). Ergdnzend zu diesen
Transkriptomanalysen wurden in AG Fernie am MPI-MP in Golm parallel zu den ATH1
Messungen das Metabolit-Profil der entsprechenden Blatter gemessen. Dadurch sollen
metabolische Marker mit mdglicher regulatorischer Verknipfung zu den isolierten
Markergenen ermittelt werden. Hier gilt das Prinzip, dass sich hinter einer gleichzeitigen
Regulation eines Metabolit-Levels und eines Transkript-Levels eine regulatische
Verknipfung verbergen kann. Eine Einteilung der metabolischen Marker in N-spezifische
und Signal-integrierte-Marker ist nicht moglich, da es zu den in der Datenfilterung genutzten
ATH1 Datensatzen (Trockenstress und Pathogenbefall) (Module 2 und 3) keine parallelen
Metabolitprofile gibt.

In Tabelle 14 ist zu sehen, dass viele der gemessenen Metabolite unter N-Mangel und nach
N-Zugabe eine Veranderung der relativen Menge zeigen. Trotz des absoluten N-Mangels
bleiben die Mengen der meisten N-haltigen Metabolite relativ stabil. Das lasst sich nur durch
eine starke Kontrolle der N-Verteilungsprozesse erklaren.

Brauchbare Marker der N-Mangel induzierten Blattseneszenz sind Alanin, Alanin beta,
Glycin, Prolin, Serin, Fructose, Fumarat und Malat, denn nur diese Metabolite zeigen erst
eine deutliche und konstante Regulation der Metabolit-Level unter N-Mangel und dann nach
N-Zugabe eine entgegengesetzte Regulation.

Bis auf Fructose sind alle anderen Marker unter N-Mangel reprimiert. Fructose ist ein
Metabolischer Marker dessen Anstieg typisch fur die Entwicklungs-induzierte (Diaz et al.
2005) und N-Mangel induzierte Blattsenszenz ist (Pourtau et al. 2004). In den betreffenden
Veréffentlichungen ist Glucose und Fructose gleichzeitig induziert. In meinem System bleibt
der Glucosespiegel unter N-Mangel und N-Zugabe unveréndert. Der Unterschied zu den
Pflanzen in meinem System ist, dass meine Pflanzen schon relativ frih unter absolutem N-
Mangel gewachsen sind und die folgenden, groRen Rosettenblatter noch in der
Expansionsphase im Wachstum gestoppt wurden, bevor sie ihre Photosynthesekapazitat
aufbauen konnten. Dadurch produzierte der Sprof3 relativ wenig Kohlenhydrate die z.B. das
Wurzelsystem absorbiert. Gleichzeitig hatte der Abbau der Kohlenstoff-Assimilation in Blatt 1
und 2 schon begonnen (Abb. 6B, 6C), so dass der Anstieg im Level der Glucose dadurch
vielleicht gehemmt wurde. Ob diese Theorie zutrifft, muss noch mit zusatzlichen
Experimenten Uberprft werden.

Es zeigen sich recht groRe, N-abhangige Schwankungen in den Leveln der Aminosauren
Alanin, Alanin beta, Glycin, Prolin, Serin. Der Stoffwechsel scheint fir die Level dieser
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Metabolite sehr flexibel zu sein. Gleichzeitig konnten die Anderungen dieser Aminosaure-
Level Signalgeber fir Aminosaure-Sensorsysteme sein, die den N-Erndhrungszustand der
Pflanze kommunizieren. Nach 3 Stunden N-Zugabe steigen die Mengen von Alanin, Glycin
und Serin an. Diese Aminosauren scheinen damit gute Marker fur schnelle Veranderungen
der systemischen N-Verhéltnisse unter N-Mangel zu sein.

Der Anstieg von Alanin, Glycin und Serin bedeutet auch, dass die zellulare Assimilation von
anorganischem N begonnen hat. Die N-Assimilation findet teilweise in Chloroplasten statt
und ist an Redox-Prozesse der Photosynthese-Komplexe gebunden (Baron et al. 1994). Man
misste in weiteren Experimenten untersuchen ob sich von der N-Assimilation in den
Chloroplasten Regulationseffekte auf E-S regulierte Gene ableiten. Dabei kdnnten sich
Verbindungen zu Chloroplasten-abhangigen Signalkandlen zeigen, Uber die gunl-, gun5-
und flu- abhangige Regulationseffekte auf E-S regulierte Gene wirken (Abb. 14 A) (Laloi et
al. 2007,Koussevitzky et al. 2007).

Dass die Level der organischen Sauren Fumarat und Malat unter N-Mangel deutlich sinken,
wurde bereits beschrieben (Tschoep et al. 2009). Es wird vermutet, dass Malat und Fumarat
als Gegenionen zu Nitrat wirken und so den zellularen pH-Wert stabilisieren (Nunes-Nesi et
al. 2010). Gleichzeitig kdnnten sie in Kombination mit Aminosaure-abhangigen Signalen,
zellinterne Parameter fiir den N-Erndhrungszustand der Pflanze sein.

Es bleibt aufzuklaren ob einer dieser metabolischen Parameter ein Signalgeber fir Prozesse
der Blattseneszenz darstellt, oder ob es sich um passive Schwankungen in Metabolitprofil
handelt.

4.5 Phytohormone

Phytohormone (PH) sind Metabolite des Sekundarstoffewechsels mit Signalfunktion. Es gibt
Phytohormone mit Blattseneszenz-férdernder Wirkung (z.B.: ABA — Abscisinséure, SA-
Salicylsaure, JA-Jasmonsaure) und Hormone mit Seneszenz-hemmender Wirkung (z.B.: Z-
Zeatin und ZR-Zeatin-Riboside) (Buchanan — Wollaston et al. 2005, Lim et al. 2007). In der
Regel wurden Hormonantworten der Blattseneszenz durch Konfrontation der Pflanzen mit
einzelnen Hormonen untersucht. In meinem System wird die Verdnderung der Hormonlevel
parallel mit den Veradnderungen der Genexpression gemessen, ohne die Hormonsysteme
der Pflanze zu verdndern. Diese Art der Untersuchung wurde durch die Verbesserung der
massenspektrometrischen Analyse mdoglich (Lopez-Carbonell und Jauregui 2005). Analog zu
den Metabolit-Daten sollen die Phytohormon-Daten das Verstandnis der N-Mangel
induzierten Blattseneszenz erweitern und molekulare Marker fir weiterfiihrende, funktionelle
Untersuchungen liefern. Parallel zu den ATH1 Messungen wurden die Mengen von ABA, SA
und JA bestimmt (Abb18).

Die Mengen von Z, ZR und GA4 (Gibberellin A4) lagen unterhalb der Detektionsgrenze und
kénnen in die Diskussion nur insofern einbezogen werden, dass ihr Gehalt weit unter dem
von ABA, SA und JA liegt. ABA, SA und JA gelten als seneszenzférdernde Phytohormone
denn die Applikation dieser Hormone induziert Seneszenzprozesse in den jeweiligen Blattern
(Lim et al. 2007). Intuitiv kénnte man erwarten, dass ihr Gehalt in der N-Mangel induzierten
Seneszenz ansteigt. Das ist nur fur ABA bedingt der Fall, denn der ABA-Level zeigt 7 Tage
nach N-Entzug eine transiente 3-fache Induktion (Abb18). Der Gehalt an ABA reagiert aber
so gut wie nicht auf die erfolgte N-Zugabe. Es scheint also keinen direkten Zusammenhang
zwischen N-Mangel induzierter Blattseneszenz und ABA-Gehalt der gemessenen Blatter zu
geben.
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Der Gehalt an SA ist in den Kontrollen (+N) und den N-Mangel Pflanzen relativ stabil und
steigt dann 3 Tage nach N-Zugabe auf das 4fache an (Abb18). Das ist entgegen der
Erwartung, denn nach den Clusteranalysen (Abb. 7 A und 7 B) ist der SA Gehalt in den
Blattern am héchsten, die ein ,junges” Transkriptprofil zeigen. Ein d&hnliches Bild zeigt sich
bei JA. Der Gehalt an JA sinkt sogar in den Kontrollen (+N) und etwas starker noch in den N-
Mangel Pflanzen. Analog zu SA ist der JA Gehalt 3 Tage nach N-Zugabe am hdchsten. Das
ist das Gegenteil von dem Effekt, den ich erwarten wirde. Was hat das zu bedeuten? Das
kénnte bedeuten, dass der Anstieg der Menge an SA und JA in diesem physiologischen
Bereich nicht zwangslaufig eine Seneszenz-induzierende Wirkung hat. Die Hemmung der N-
Mangel induzierten Blattseneszenz durch Zugabe von pflanzenverfligbaren Stickstoff bewirkt
wahrscheinlich eine neue Einstellung von Signalgleichgewichten. Das koénnte molekulare
Muster erzeugen, die einen Konzentrationsanstieg der Hormone SA und JA bewirkt und ein
neues Gleichgewicht an Blattseneszenz-regulierenden Phytohormone im Verhdltnis der
Level von ABA, SA, JA und Cytokininen (Takei et al. 2004) etabliert.

Von den 3 gemessenen Hormonen scheint keines ein guter Marker fir die N-Mangel-
induzierte Blattseneszenz zu sein. Die Werte zeigen keine direkte Abhangigkeit zwischen N-
Versorgung der Pflanze und Phytohormonmenge (Abb18). Die Mengen der Hormone SA und
JA steigen erst spater als 3 Stunden nach N-Zugabe an. Das deutet nicht auf eine direkte
Verbindung zu N-Signalprozessen hin.

4.6 AbschlielRende Betrachtungen

Aus den Untersuchungen mit Arabidopsis thaliana hat sich gezeigt, dal N-abhangige
Signale warscheinlich eher tber Signal-integrierende Signalkanale auf die Regulation der
Blattseneszenz wirken (Tab. 5, 6, 7, 8, Abb. 19). Zu den Zielgenen dieser Signal-
integrierenden Signalkanéle gehéren NAC-TF und Photosynthesegene. NAC-TF induzieren
Blattseneszenz und reprimieren Photosynthesegene somit direkt oder indirekt in
verschiedenen hoheren Pflanzen (Guo et al. 2006). Die Expression von Potosynthese-
relevanten Genen wie CHLM (Tab. 7) ist dagenen Vorraussetzung fur die Funktion und N-
Immobilisierung der Chloroplasten (Pontier et al. 2007) In A. thaliana werden NAC-TF durch
N-Zugabe reprimiert und Photosynthesegene induziert (Tab. 7, Tab. 8, Abb. 20). Es ist nun
interessant zu zu erfahren, ob diese Prozesse in Gerste konserviert sind und einen Einfluf3
auf die Ertragsqualitat und Ertragsquantitat haben. Fur Weizen wurde bereits gezeigt, dal}
der NAC-TF NAMB-1 Blattseneszenz induziert, die Ressourcenmobilisierung férdert und so
einen Effekt auf die Qualitdét des Ertrags hat (Uauy et al. 2006). Die regulatorische
Wechselwirkung von N-Verfugbarkeit, Expression von NAC-TF und Photosynthesegenen
kénnte ein in hoheren Pflanzen konservierter Mechanismus sein (Guo et al. 2006). Die
schnelle N-Zugabe-abhangige Regulation von NAC-TF und Photosynthesegenen 3 Stunden
nach N-Zugabe findet parallel zu einem Anstieg der Level von Alanin, Glycin und Serin statt
(Tab. 14). Die N-Zugabe abhangige Assimilation von anorganischem N die mit dem Anstieg
dieser Aminosaure-Level verbunden ist (Baron et al.1994), als auch die Amonisaure-Level
an sich, kénnten Signalgeber der regulatorischen Prozesse sein, die die Transkriptlevel der
NAC-TF und Photosynthesegene regulieren (Tab. 7 und 8). Solche Hinweise auf
regulatorische Vernetzungen haben sich aus den Messungen der sRNA-Level (Abb.17) und
Phytohormon-Level (Abb.18) nicht ergeben.

Die Photosynthesegene und NAC-TF aus Tabelle 7 und 8 machen einen kleinen Teil der
Gene aus, die N-abhangig reguliert werden (Abb. 11). Es ist warscheinlich, daf? es noch
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weitere, bisher in der Komplexitdt der Regulationmuster verborgene Hinweise auf
regulatorische Wechselwirkungen zwischen N-Verfugbarkeit und Blattseneszenz-Regulation
gibt. Wenn man diese Zusammenhénge besser versteht, kann das dazu beitragen N-
effizientere Nutzpflanzen zu ziichten und effizientere N-Diingungs-Strategien zu entwickeln.
Das konnte die N-DlUngung-bedingten Kosten und Umweltschaden verringern.

N- Zugabe

REpression VON  ------wwweeeeecmemececee » Induktion von
NAC - TF Photosynthesegenen

»’/
Repression der
Blattseneszenz

Ta

Abbildung 20: Seneszenz-Modell der N-Signal / NAC / Ph  otosynthese-Kopplung. In A. thaliana werden NAC-
TF durch N-Zugabe reprimiert und Photosynthesegene induziert.
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5 Zusammenfassung

Mit physiologischen und molekularen Analysen und konnte ich zeigen, dass das N-Angebot
bei der Kulturpflanze Gerste (Hordeum vulgare) den Verlauf der Blattseneszenz beeinflusst.
Wahrend N-Mangelbedingungen zu verfrihter Blattseneszenz fihren, wird durch eine
zuséatzliche Gabe Nitrat die Seneszenz des ertragsrelevanten Fahnenblattes verzogert. Zur
Untersuchung der N-abhdngigen Regulation von Seneszenzprozessen bei Gerste habe ich
ein Hydrokultursystem etabliert, bei dem an Primarblattern in einem engen Zeitraster der
Einfluss von N-Mangel und N-Wiederversorgung analysiert wurde. Anhand physiologischer
Parameter zur Photosyntheseleistung und tiber Analyse der Expression seneszenzrelevanter
Gene konnte ich zeigen, dal3: 1.) N-Mangel Blattseneszenz induziert. 2.) N-Zugabe zu N-
Mangel-Pflanzen zu einer schnellen Hemmung der Blattseneszenz fihrt. Dieses
Untersuchungssystem wurde auf die Modellpflanze Arabidopsis thaliana tbertragen. Nach
Voruntersuchungen mittels gPCR-Messungen von Markergenen wurde die RNA von Blattern
von Arabidopsis thaliana zu definierten Zeitpunkten der Reaktionskinetik hach N-Mangel und
N-Zugabe in globalen Transkriptom-Analysen mittels Affymetrix ATH1- Chips eingesetzt.
Anhand der ATH1-Daten habe ich Gruppen von Genen identifiziert, die in schneller
Zeitkinetik in Reaktion auf N-Mangel und auf N-Zugabe in den definierten Blattern reguliert
werden. Die Datenanalyse und der Vergleich mit Datenbanken zeigte grof3e
Ubereinstimmungen der Regulationsmuster zur Entwicklungs- induzierten Blattseneszenz.
Diese Ubereinstimmungen zeigten sich vor allem bei Photosynthese-relevanten Genen.
Durch Datenfilterung konnten aus den globalen Transkriptomdaten putative Zielgene N-
spezifischer oder N-Signal-integrierender Signalprozesse identifiziert werden. Mit diesen
Markergenen habe ich weitere Datenbank-Recherchen durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigen,
dal N-abhangige Signale wahrscheinlich in Blattseneszenz-Signalprozesse integriert
werden, die auch mit ABA-, ROS- und C-abhangigen Signalwegen verknupft sind.
Erganzend zur den Transkriptom Messungen wurden sRNA-, Metabolit- und Phytohormon-
Level gemessen. Die Messung der Metabolit- und Phytohormon Level wurden in Kooperation
mit anderen Arbeitsgruppen durchgefuhrt. Mit Alanin, Glycin und Serin wurden drei
metabolische Marker der N-Mangel induzierten Blattseneszenz gefunden, die auf
regulatorische Vernetzungen zwischen Aminosaure-Synthese und Blattseneszenz-
Regulation der Markergene (z.B. Photosynthese-Gene und NAC-Transkriptionsfaktoren)
hinweisen.
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6 Anhang

Al. Inhalt der Daten-CD

ATH1 Regulationsdaten : Diese Datei enthalt alle Transkriptlevel-Regulationmuster aus
ATH1 Daten die ich in meinen Auswertungen genutzt habe. Diese Datei enthalt die Daten
aus meinem N-Hydrokultursystem zur N-Mangel induzierten Blattseneszenz (Modull), Daten
zur Entwicklungs-induzierten Blattseneszenz (Buchanan-Wollaston et al. 2005), Daten der
Filter-Datenséatze die im Modul 3 zur Filterung der N-Hydrokultur-Daten benutzt wurden,
Daten der Wegweiser-Datensatze (Modul 4), Zeatin-Daten zum Vergleich in der Venn-
Analyse (Modul 4; Abb.15) und N-Zugabe Daten aus den Datenséatzen von Scheible et al.
(2004). Die Transkriptlevel-Regulationmuster der Affymetrix ATH1-Datensatzen wurden mit
dem Programm Robin 1.1.5 mit den vorgegebenen Einstellungen duchgefihrt.Die
Regulations-werte sind als log,-Verhaltnisse dargestellt.

Regulationswerte Abbildung 14 : Diese Datei enthalt die Transkriptlevel-Regulationmuster
der Markergene in Abbildung 14. Das beinhaltet die Regulationswerte der Markergene in den
Tabellen 5 bis 8 und die Regulationswerte der Markergene in den Wegweiser-Datensatze
(Modul 4). Die Transkriptlevel-Regulationmuster der Affymetrix ATH1-Datensatzen wurden
mit dem Programm Robin 1.1.5 mit den vorgegebenen Einstellungen duchgefihrt.Die
Regulations-werte sind als log,-Verhaltnisse dargestellt.

A2. Tabelle 1 bis 4

Beschriftung Tabelle 1 bis 4

ATH1-ID: Bezeichnung des Sonden-Set auf den ATH1-Microarray (Redman et al. 2004); 4d noN: 4 Tage nach N-
Entzug; 7d noN: 7 Tage nach N-Entzug; 10d noN: 10 Tage nach N-Entzug; 3h N: 3 Stunden nach N-Zugabe; 3d
N: 3 Tage nach N-Zugabe; E-S: Entwicklungs-induzierte Blattseneszenz; TS: Trockenstress; Bc: Botrytis cinerea-
Infektion; Ps: Pseudomonas syringae-Infektion. Die Regulationswerte sind als log,-Verhéltnisse dargestellt.
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Tabelle 1. N-spezifisch induzierte Zielgene

ATH1-ID
267262_at
245504 _at
249996_at
264299_s_at
264279 _s_at
245506_at
249327 _at
250441 _at
245505 _at
253875 _at
246996_at
262399 _at
254578 _at
266583 _at
249493 _at
259586_at
252904 _at
259015_at
261608 _at
261921_at
266313 _at
260969 _at
253043 _at
248461_s_at
247149 _at
262786_at
267497 _at
252858 _at
252618 _at
245734 _at
252178 _at
267010_at
250079_at
262569 _at
245392_at
256537 _at
263842_at
263265 _at
251195_at
255734_at
258437 _at
247921 _at
248267 _at
258791 _at
261927 _at
260771_at
249442_at
256891 _at
264365_s_at
249606_at
246215 _at
247954 _at
265067 _at

-4,073
-4,438
-1,754
-3,924
-1,346
-3,584
-4,580
-1,683
-3,127
-2,609
-1,682
-5,297
-1,537
-2,774
-2,026
-1,541
-1,224
-5,194
-1,285
-1,455
-1,819
-2,074
-3,572
-2,056
-2,661
-1,617
-1,472
-1,266
-1,389
-2,096
-0,734
-1,594
-1,377
-1,183
-3,572
-2,598
-0,742
-2,689
-0,922
-1,423
-1,702
-1,133
-3,579
-3,546
-1,831
-1,888
-1,018
-0,987
-2,027
-0,255
-1,934
-2,307
-1,861

4d noN  7d noN

-5,432
-2,390
-1,048
-4,760
-3,379
-2,475
-4,071
-1,484
-2,312
-3,240
-1,780
-6,630
-1,198
-3,833
-2,191
-1,259
-0,821
-3,799
-1,235
-0,889
-1,233
-2,070
-3,290
-2,010
-2,175
-0,971
-1,183
-1,192
-2,606
-2,199
-1,411
-1,951
-1,229
-1,680
-2,364
-1,969
-0,790
-2,436
-0,429
-1,182
-1,529
-1,298
-3,206
-4,492
-1,929
-2,168
-1,720
-2,065
-2,610
-0,555
-1,801
-2,809
-1,556

10d noN

-6,852
-3,029
-2,619
-5,520
-5,743
-3,754
-5,131
-1,573
-3,353
-3,413
-3,097
-7,041
-1,781
-5,337
-2,331
-1,008
-0,758
-4,056
-1,850
-0,725
-2,894
-3,465
-3,902
-1,580
-3,722
-1,312
-1,058
-1,969
-3,653
-2,705
-2,520
-2,413
-1,766
-1,665
-3,537
-1,373
-0,651
-3,163
-0,628
-2,427
-1,955
-2,325
-3,638
-5,121
-3,294
-2,852
-2,120
-3,211
-3,637
-0,978
-2,494
-4,267
-1,814

3h N

2,557
3,657
1,657
2,483
1,415
3,157
2,252
1,489
3,229
1,471
2,020
2,928
1,317
1,631
1,473
1,248
1,231
1,571
1,212
1,624
2,329
1,332
2,964
1,630
1,957
1,047
2,135
1,237
1,177
1,109
1,069
1,658
1,153
1,054
3,784
1,782
1,313
1,505
3,110
1,546
2,407
1,691
2,750
2,485
1,211
3,402
1,092
1,624
1,133
2,054
1,425
1,387
2,303

3d N

7,668
3,692
2,486
4,855
5,274
2,842
4,694
1,648
2,104
4,286
2,569
6,837
2,755
5,184
2,862
2,037
1,817
3,673
2,515
1,826
2,387
3,435
3,218
1,694
3,779
1,735
1,813
2,174
3,707
2,239
1,654
2,239
2,085
2,654
2,141
1,607
1,600
2,805
3,092
2,308
1,825
1,587
3,250
3,864
3,356
2,100
1,743
3,202
2,110
1,832
1,588
3,020
2,072

E-S
-4,564
-2,937
-2,932
-2,692
-2,614
-2,444
-2,034
-1,971
-1,769
-1,673
-1,651
-1,539
-1,536
-1,429
-1,392
-1,387
-1,365
-1,314
-1,266
-1,242
-1,223
-1,139
-1,139
-1,008
-1,007
-1,000
-0,999
-0,952
-0,911
-0,909
-0,862
-0,833
-0,794
-0,737
-0,684
-0,680
-0,669
-0,640
-0,588
-0,585
-0,567
-0,303
-0,246
-0,166
-0,055

0,054

0,054

0,466

0,561

0,677

0,846

1,058

3,082

TS
-0,700
-1,520
-0,710

1,621

0,013
-0,995

0,098
-0,246
-0,762

1,571
-1,128

0,400
-0,717
-0,180

0,176
-1,122
-1,556

1,723
-0,415
-0,734
-1,069

0,015
-0,943

0,250
-1,441

0,794

1,985
-0,861
-0,479

1,434
-1,078

1,856
-1,522

0,319
-0,349
-1,132
-0,479

1,839
-0,366
-0,322
-0,857
-0,600
-0,460
-0,897
-0,746

0,236

1,509

1,159

1,103

0,634

1,193
-1,537
-0,919

Bc
-1,266
-0,665
-0,838
-0,199
-0,480
-0,478
-0,142
-0,306
-0,439
-0,299
-0,697
-0,570

0,374
-0,611
-0,591
-1,087
-0,949
-0,744
-0,618
-0,134

0,272
-0,189
-1,122

0,352

0,020
-0,833
-0,247
-1,097

0,743

1,944
-1,095
-0,360
-0,322
-1,281
-0,478
-0,294
-1,007
-0,050
-1,188
-0,303
-0,627
-0,404

0,067

1,537

-0,311
0,518
0,662

-0,430

1,982

-1,297
0,784
1,067
1,250

Ps
-0,199
2,492
0,154
0,224
-0,491
2,342
0,999
-0,422
0,997
0,192
-0,750
0,365
-0,714
-1,032
-0,927
-1,086
-1,148
1,508
-0,682
-1,021
0,952
1,657
0,476
0,308
2,096
0,490
0,340
-0,940
0,982
2,006
-0,922
-0,773
1,082
-0,599
1,628
-1,003
-1,361
0,741
-0,293
1,296
0,085
0,239
-0,121
-0,006
-0,859
0,599
1,832
2,272
2,925
1,780
1,722
3,873
2,071
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Tabelle 2. N-spezifisch reprimierte Zielgene

ATH1-ID 4d noN 7dnoN  10dnoN 3hN 3dN E-S TS Be Ps

246682_at 0,904 0,832 0,900 -1,164 -1,651 1,777 1,367 1,571 1,463
267319_at 1,515 1,129 1,000 -1,078 -1,713 2,707 0,594 1,283 1407
251207 _at 2,253 2,421 1,930 -2,038 -2473 1478 0463 0,852 1,397
255630_at 2,347 1,775 1,201 -1,262 -3,365 3,253 1,064 1,563 1,379
258167 _at 4,538 2,633 2,388 -1,983 -3,563 1,757 -0,007 1,204 1,355
258021_at 1,268 1,041 1,750 -1,330 -2,696 1,095 -0,047 -0,558 1,351
247304 _at 1,559 1,361 0,764 -1,634 -2,811 1912 -0,517 0,458 1,293
258925_at 0,699 0,607 0,928 -1,949 -1849 2616 0,993 0,196 1,252
250207 _at 7,134 1,400 -0,207 -1,331 -3,601 3,753 0,678 0,101 1,129
265539_at -0,709 -0,046 0,528 -1,231 -1,715 0,084 0,197 -0,210 1,124
247049_at 1,408 1,589 0,254 -1,020 -1,661 1,707 0,336 0,006 1,074
255127 _at 2,042 1,190 1,298 -2,949 -4502 2344 0,064 1,166 1,038
266962_at 1,194 1,301 1,401 -1462 -2549 1,857 0,762 0,778 0,993
247305_at 0,433 0,747 1,371 -1,330 -1,813 1,278 0,510 0,183 0,927
249306_at 0,638 0,522 2,093 -1,105 -2,019 0,965 1,424 0,308 0,906
261535_at 1,356 0,895 1,130 -1,070 -1,878 1,250 1,269 -0,107 0,828
248271_at 1,651 1,918 1,897 -1,934 -2550 1,983 0,736 0,184 0,824
252023_at 0,921 1,920 1,832 -1,297 -2633 1424 1,039 -0425 0,821
247800_at -0,494 -0,579 0,307 -1,850 -1,664 1,056 0,049 1,468 0,772
257789_at 0,072 0.475 0,683 -1,150 -1,594 1,212 0,493 0,128 0,733
266545_at 1,604 1,199 2,026 -1405 -2220 2277 0,568 -0,113 0,719
266062_at 0,630 0,737 0,905 -1,333 -1,946 1,072 -0,661 0,448 0,509
256650_at 1,087 1,796 2,076 -1,284 -1633 0,827 0,121 0,524 0479
245401_at 1,928 1,808 2,761 -2,088 -2,792 2490 0,569 -0,561 0474
247775_at 1,645 1,754 1,420 -1,384 -2,138 0,988 1,174 0,221 0,399
256008_s_at 2,082 2,806 3,026 -3,744 -3989 4,504 1,521 -0,093 0,384
246468_at 3,794 1,243 0,812 -2,192 -2,014 3,453 0,932 -0,166 0,368
254300_at 0,838 1,033 1,103 -1,217 -2,521 2,198 1,322 0,541 0,360
247751_at 2,569 3,004 3,488 -2,278 -4,085 2,189 0437 -0,437 0,280
249581_at 1,944 1,998 1,735 -1,163 -2,857 2,449 -0,254 0,331 0,279
254274 _at 1,319 1,387 1,627 -1,156 -1658 0,992 0,153 0,035 0,277
265091_s_at 6,843 2,604 1,857 -2,181 -5,678 5485 1,275 0,591 0,253
247005_at 1,855 1,652 1,261 -1,890 -2,020 0,896 0,606 -0,115 0,206
248185_at 6,009 2,383 2,122 -1,123 -5542 5374 0,986 0436 0,194
250446_at 1,398 1,217 1,627 -1,695 -3,194 0,536 -0,221 0,093 0,184
253779_at 1,142 1,020 0,969 -1,220 -1,718 2,887 0,429 0,946 0,169
247265_at 1,446 0,951 1,383 -1,029 -1906 1,179 0,797 0,139 0,143
263373_at 1,051 1,614 2,487 -1,032 -2442 0,269 -0,291 -0,051 0,125
261134 _at 1,152 2,722 2,950 -1,103 -2,489 0,675 0,216 -0,090 0,119
266578 _at 1,316 1,616 1,295 -1,800 -1,752 2,710 0,534 0,766 0,113
261607 _at 0,845 1,191 1686 -1,295 -2,179 0491 0,874 -0,596 0,098
248726_at 2,101 1,886 1,757 -1,439 -2072 1,149 0,166 1,021 0,076
256924 _at 5315 3,565 2,576 -1409 -4913 2832 0,772 0,290 0,072
254283_s_at 6,466 2,282 1,334 -1,501 -4475 5691 1426 0,393 0,066
265494 _at 0,538 1,425 1,529 -1,036 -1,726 0,351 -0,384 -0,594 0,042
249215_at 7,738 2,527 1,743 -1,540 -6,911 6,268 1,532 0,453 0,020
251472 _at 1,394 2,208 2,230 -1,847 -2,884 1,428 0417 -0,088 -0,003
255056_at 2,208 2,425 2,050 -1,339 -2,471 0928 0469 -0,070 -0,013
264287 _at 2,258 2,527 3,639 -1,221 -3,954 1,424 0,091 0,039 -0,032
255689_at 3,825 2,708 1,622 -1,765 -1,600 0,008 0,688 -0,140 -0,042
265954 _at 1,678 1,510 0,840 -1,638 -1,628 0,552 0,107 -0,113 -0,048
267141_at 2,009 1,997 2446 -2099 -2,262 0492 -0,044 0,002 -0,056
245624 _at 6,557 2,105 1,532 -1,300 -5,600 5,515 1,414 0,459 -0,071
258270_at 3,104 2,886 3,132 -2,070 -3,683 0,374 0,064 -0,071 -0,080

250344 _at 2,727 1,955 2,482 -1879 -2,666 0,985 -0,016 -0,050 -0,123



Fortetzung Tabelle 2

259346_at
252213 _at
253940 _at
246038 _s_at
254508 _at
250688 _at
265339_at
262071 _at
251197 _at
261198 _at
250100_at
250558 _at
266275_at
264590 _at
255028 _at
253188 _at
248467 _at
245861 _at
245501 _at
255310_at
255294 _at
262582_at
265823 _at
245348 _at
252863 _at

1,173
1,437
1,234
3,107
1,502
1,448
1,449
0,923
2,794
2,567
4,079
4,441
1,754
1,585
0,751
1,154
1,302
1,015
2,996
1,970
2,145
2,043
1,520
2,102
1,588

2,452
1,812
2,753
3,008
1,622
2,463
1,933
1,574
3,515
3,378
4,625
1,704
1,951
1,555
1,500
2,032
1,659
1,338
2127
2,646
1,478
1,833
1,732
1,826
1,202

3,512
2,012
4,102
3,300
1,983
2,372
1,686
1,435
4,164
3,359
4,503
1,262
2,427
1,950
1,757
1,636
1,941
1,099
1,804
2,671
1,311
1,798
2,156
1,859
1,615

-1,036
-1,421
-1,192
-1,428
-1,711
-1,511
-1,135
-1,041
-1,521
-1,624
-2,200
-2,426
-1,066
-2,146
-1,293
-1,056
-1,680
-1,142
-1,569
-2,259
-1,727
-2,256
-1,607
-1,894
-1,750

-3,325
-2,607
-3,701
-2,090
-2,109
-2,004
-1,701
-1,669
-2,837
-3,085
-5,642
-2,198
-2,085
-2,883
-2,259
-1,731
-2,025
-1,588
-1,772
-3,279
-1,671
-2,477
-1,723
-1,717
-1,605

1,083
1,343
1,762
1,794
0,919
1,558
1,919
0,662
2,827
2,116
4,100
2,244
0,344
3,180
1,053
1,079
0,537
-0,551
0,852
1,763
0,466
1,397
0,825
0,783
0,409

-0,244
0,658
0,001

-0,098
0,649
0,415
0,003
0,262

-0,174
0,090

-0,557
0,463
0,142
0,324
1,403
1,405
1,110
0,859

-0,351

-1,425

-0,204

-0,233
1,226
0,250
0,419

-1,081
0,061
0,235
0,198

-0,360

-0,048

-0,973

-0,128
0,117

-0,072

-0,640

-0,180
0,316

-0,230

-1,006

-0,493

-0,314
0,180
0,828

-1,315

-0,745

-1,242

-1,139

-1,073

-1,524

-0,139
-0,175
-0,186
-0,217
-0,221
-0,236
-0,236
-0,253
-0,269
-0,280
-0,312
-0,373
-0,454
-0,471
-0,597
-0,614
-0,733
-0,844
-0,948
-1,201
-1,363
-1,382
-1,834
-2,046
-2,652
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Tabelle 3. Signal-integriert-N-induzierte Zielgene

ATH1-ID
253255 _at
253028_at
253208_at
261782_at
258468_at
260388_at
258708_at
254328 _at
245362_at
248566_s_at
266123_at
248962_at
249037 _at
254783 _at
266575_at
251759_at
248402_at
254102_at
254623 _at
247376_at
258250_at
249900_at
254553 _at
248920_at
259161_at
264014_at
262283 _at
256299 _at
265704 _at
256979 _at
257294 _at
261638_at
254835_s_at
264037 _at
254105_at
261078_at
253871_at
265724 _at
252965_at
260877_at
258956_at
251036_at
266790_at
265066_at
252441 _at
245318 _at
256796_at
246275_at
265076_at
246596_at
247347 _at
265342_at
246011_at
246487 _at
258156_at

4d noN 7dnoN 10d noN

-2,439
-0,565
-1,255
-0,705
-2,195
-2,242
-2,312
-1,390
-0,904
-2,657
-0,682
-2,018
-1,683
-1,057
-0,782
-2,724
-1,946
-1,681
-1,346
-1,267
-2,161
-1,079
-1,057
-1,331
-4,755
-3.477
-1,215
-4,149
-1,104
-2,096
-1,230
-0,644
-0,960
-1,332
-1,933
-1,779
-1,698
-1,581
-3,615
-3,197
-0,918
-3,147
-1,250
-0,963
-4,366
-1,550
-2,287
-3,001
-1,136
-3,378
-2,565
-4,101
-1,667
-2,800
-1,719

-2,217
-0,608
-1,082
-0,961
-3,268
-1,571
-2,251
-1,956

0,034
-3,035
-1,751
-1,975
-0,595
-1,116
-0,625
-2,375
-1,894
-1,607
-1,611
-1,252
-1,985
-0,691
-1,036
-1,555
-4,404
-3,137
-1,047
-4,382
-1.217
-4,539
-0,720
-1.772
-1,595
-2,115
-2,593
-1,822
-2,973
-2,372
-3,525
-4,790
-1,488
-4,756
-1,728
-0,291
-5,626
-1,478
-2,952
-1,887
-0,824
-4,245
-2,440
-3,939
-1,520
-1,543
-1,680

-1,956
-1,323
-1,116
-2,179
-4,700
-1,095
-2,768
-1,785
-1,595
-3,868
-4,283
-1,594
-0,586
-0,915
-0,799
-2,337
-1,806
-1,606
-1,760
-1,351
-1,997
-1,108
-1,372
-1,782
-3,058
-2,426
-1,351
-3,279
-1,248
-5,503
-1,551
-1,740
-1,725
-2,126
-3,270
-2,136
-3,699
-1,945
-3,240
-4,450
-1,652
-5,215
-1,512
-1,400
-5,095
-1,909
-4,062
-2,441
-1,187
-4,755
-2,027
-4,420
-1,603
-1,152
-1,867

3h N
1,352
1,099
1,106
1,327
2,726
1,648
1,180
1,947
1,249
1,268
1,875
1,008
1,251
1,068
1,259
1,397
1,306
1,647
1,568
1,407
2,608
1,267
1,091
1,021
1,675
2,619
1,082
5,570
1,220
1,176
1,896
1,083
1,021
1,468
1,040
1,314
1,240
1,260
1,263
1,967
1,001
1,164
1,248
3,168
1,565
1,742
1,397
3,037
1,448
2,218
1,493
4,947
1,551
2,426
1,467

3d N

2,551
2,061
1,805
2,310
4,609
2,689
3,964
2,713
1,592
4,531
4,226
3,345
2,240
2,115
2,069
4,045
2,874
2,866
3,081
2,605
3,585
2,117
2,041
3,053
6,582
2,901
2,811
5,197
2,871
6,791
2,481
3,366
2,671
3,803
4,048
3,442
4,532
3,690
2,901
5,844
2,841
6,841
2,398
1,942
7,050
3,329
5177
3,748
2,270
6,981
3,333
4,702
2,513
2,913
3,149

E-S

-3,030
-1,402
-1,077
-0,977
-3,071
-2,105
-2,480
-1,610
-0,068
-2,111
-1,877
-2,665
-2,283
-1,159
-1,808
-1,288
-2,945
-3,095
-2,500
-2,846
-2,607
-1,888
-2,288
-2,405
-4,664
-2,866
-2,363
-4,939
-2,270
-3,203
-2,365
-2,064
-1,023
-2,046
-2,517
-2,205
-3,946
-2,426
-3,878
-5,873
-1,058
-3,699
-4,048
-2,547
-3,795
-3,947
-2,452
-4,122
-2,117
-2,806
-2,330
-4,011
-2,964
-3,220
-2,649

TS
-2,056
-1,802
-1,730
-1,626
-3,435
-1,762
-2,278
-2,070
-2,143
-2,161
-2,064
-2,010
-3,276
-2,385
-2,059
-1,609
-1,955
-2,828
-2,282
-2,186
-2,060
-1,674
-1,849
-3,049
-2,406
-2,047
-2,693
-2,987
-2,654
-1,613
-1,862
-2,093
-2,192
-1,798
-2,113
-1,744
-1,640
-1,953
-2,314
-1,921
-2,345
-2,012
-2,737
-3,710
-1,905
-3,003
-2,666
-3,409
-2,120
-1,595
-2,367
-4,308
-2,986
-1,913
-2,095

Bc
-1,885
-1,671
-1,633
-2,405
-3,260
-1,682
-1,591
-1,903
-2,349
-3,434
1,777
-2,344
-2,974
-1,939
-1,748
1,777
-2,333
-2,100
-2,033
-1,595
-3,036
-1,784
-2,082
-2,206
-2,653
-3,417
-1,697
-1,927
-2,365
-1,894
-2,416
-2,417
-1,750
-2,633
-2,353
-2,314
-1,858
-2,985
-2,334
-2,660
-2,329
-2,397
-2,503
-2,973
-2,683
-2,698
-2,740
-3,253
-2,232
-2,794
-2,319
-3,520
-3,120
-2,655
-2,482

Ps
-1,646
-1,850
-1,930
-2,065
-2,116
-2,164
-2,295
-2,335
-2,470
-2,475
-2,532
-2,556
-2,580
-2,603
-2,603
-2,607
-2,625
-2,639
-2,642
-2,658
-2,693
-2,787
-2,823
-2,826
-2,827
-2,859
-2,914
-2,975
-2,985
-2,993
-3,069
-3,103
-3,113
-3,130
-3,215
-3,320
-3,380
-3,434
-3,447
-3,485
-3,592
-3,597
-3,702
-3,760
-3,782
-3,799
-3,804
-3,818
-3,927
-3,949
-3,956
-4,033
-4,154
-4,184
-4,254
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Fortsetzung Tabelle 3

249073 _at
264672_at
256015_at
259892_at
246919 _at
258055_at
260221 _at
259842_at

Tabelle 4. Signal-integriert-N-reprimierte Zielgene

ATH1-ID
246302_at
248132_at
249454 _at
249467 _at
250287 _at
251191_at
252134 _at
252400_at
253473 _at
254189 _at
254299 _at
254952_at
256296_at
256300_at
258162_at
258809 _at
259058 _at
259618 _at
259705 _at
259879 _at
260203 _at
260327 _at

260900_s_at

262482_at
262635 _at
264400 _at
264524 _at
264580 _at
265119_at
265276_at
265913 _at

-2,767
-1,929
-3,685
-1,273
-2,263
-3,279
-4,404
-0,981

4d noN

-1,792
0,826
4,547
0,431
1,317
0,995
1,726
2,875
0,372
1,986
0,886
1,250
0,783
1,155
0,500
0,958
0,427
1,249
1,516
3,253
0,819
1,283
0,601
2,357
0,346
4,696
2,593
0,740
1,198
1,443
0,845

-3,070
-0,298
-4,665
-1,888
-1,326
-3,076
-3,058
-2,484

7d noN

-3,449

0,021
-4,235
-2,849
-0,278
-2,691
-1,853
-2,820

10d

-1,883 -
0,739
2,254
0,844
1,518
1,095
1,849
1,806
1,044
1,885
1,286
1,186
1,642
1,986
0,607
2,067
0,220
0,596
2,579
2,800
2,221
1,256
1,041
2,526
1,144
5,261
1,981
0,485 -
1,535
1,560
1,159

2,763
1,628
1,145
1,255
1,030
1,596
2,799
2,674

noN
0,834
1,019
1,025
0,154
1,075
1,058
1,706
1,148
0,933
0,948
1,388
1,146
1,536
1,164
0,710
1,190
0,090
0,172
2,016
1,760
0,330
1,963
0,770
1,972
1,237
4,497
1,168
0,235
1,337
1,618
1,487

3h N

-1,698
-1,346
-2,049
-2,288
-1,337
-1,429
-1,342
-1,987
-1,047
-1,390
-1,289
-1,468
-1,208
-3,485
-1,383
-1,619
-2,213
-1,142
-1,469
-1,138
-2,890
-1,277
-2,172
-1,155
-1,194
-2,502
-1,838
-2,043
-2,212
-2,652
-2,843

4,576
1,803
6,438
3,752
1,869
5,892
4,755
2,114

3d N

-1,712
-1,997
-6,546
-2,837
-2,467
-3,180
-2,450
-3,348
-2,467
-2,736
-2,860
-1,862
-2,404
-3,704
-1,053
-3,527
-2,486
-1,660
-2,016
-2,623
-2,637
-3,304
-1,608
-4,135
-1,073
-6,356
-2,468
-4,282
-3,469
-3,453
-3,594

-4,893
-5,048
-3,688
-1,614
-5,169
-3,427
-6,899
-2,367

E-S

1,149
2,152
5,295
2,633
2,186
3,076
2,405
2,887
2,792
3,044
3,671
2,786
1,459
3,390
2,574
4,769
2,897
2,424
2,598
2,602
4,163
3,088
2,242
4,231
3,509
3,310
2,588
5,639
3,120
2,863
4,348

-4,819
-3,252
-2,333
-4,806
-2,404
-3,182
-4,420
-3,234

TS

1,873
1,973
5,112
4,002
1,733
2,594
2,147
3,163
2,115
4,053
2,496
2,261
2,019
3,909
2,294
2,943
4,424
2,456
4,445
2,616
3,840
2,150
3,482
2,524
2,647
2,913
2,935
7,826
4,553
4,229
5,139

-3,194
-3,549
-3,396
-2,349
-3,036
-3,644
-4,163
-3,252

Bc
3,285
2,140
4,123
4,141
3,859
2,953
1,659
1,859
2,206
5,150
2,143
1,739
2,215
1,818
2,038
3,549
2,195
2,563
2,694
2,040
5179
3,155
1,706
4,048
1,803
3,525
3,055
3,940
3,156
2,359
2,786

-4,279
-4,516
-4,535
-5,100
-5,170
-5,394
-5,485
-5,703

Ps
3,464
2,054
5,369
4,935
4,989
2,726
3,167
2,157
3,037
5,890
2,469
2,262
3,263
3,402
3,319
4,608
2,836
1,952
3,423
2,561
5,701
3,106
2,966
4,307
2,985
3,317
2,249
6,134
3,404
4,750
3,847
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A3. Primersequenzen

gPCR Primer

In der folgenden Tabelle sind die Sequenzen der Primer dargestellt, die zur spezifischen
Quantifizierung in der gPCR eingesetzt wurden. AGI-Code: Genname des spezifischen
Gens, dessen in cDNA umgewandelte mMRNA oder sRNA in der gPCR quantifiziert wurde.
(for...forward primer, rev...reverse Primer, RTQ...RealTimeQuantification)

Arabidopsis thaliana

AGI-Code

At1G66390
At1G66390
At1G69490
At1G69490
At2G36270
At2G36270
At5G67420
At5G67420
At3G49940
At3G49940
At4G37540
At4G37540
At2G19190
At2G19190
At5G35630
At5G35630
At1G67090
At1G67090
At2G28390
At2G28390
At4G27765
At3g25790
At2G47585
At2G46685
At3G 13405
At4G23713
At2G01020

Gerste

Primername

PAP2 RTQ-PCR for
PAP2 RTQ-PCR rev
ANAC029 RTQ-PCR for
ANACO029 RTQ-PCR rev
ABI5 RTQ-PCR for
ABI5 RTQ-PCR rev
LBD37 RTQ-PCR for
LBD37 RTQ-PCR rev
LBD38 RTQ-PCR for
LBD38 RTQ-PCR rev
LBD39 RTQ-PCR for
LBD39 RTQ-PCR rev
FRK RTQ-PCR for
FRK RTQ-PCR rev
GS2 RTQ-PCR for
GS2 RTQ-PCR rev
RBCS RTQ-PCR for
RBCS RTQ-PCR rev
SAND RTQ-PCR for
SAND RTQ-PCR rev
miR828 RT-PCR for
TAS4 RTQ-PCR for
miR164 RTQ-PCR for
miR166 RTQ-PCR for
miR169 RTQ-PCR for
miR319 RTQ-PCR for
5srRNA RTQ-PCR for

miRNA RTQ-PCR rev

Primername

GS2 RTQ-PCR for

GS2 RTQ-PCR rev
LKR/SDH RTQ-PCR for
LKR/SDH RTQ-PCR rev
18S RTQ-PCR for

18S RTQ-PCR rev

5'-3' Sequenz
TGGGCTAAATCGATGCAGAAAGA
CCAGCAATCAAGGACCACCTAT
TCATCCTACCGACGAAGAACTC
CTAGGGCTGAAGAAATACCACTC
ATTGGCGGAGTTGGAGAGGAAGAG
TCGGTTGTGCCCTTGACTTCAAA
TGCTTTGTTTCAGTCGTTGCTC
TGCTCCGTTAACTGGATTGACA
TGCCCTGCTTTGTTTCAGTCTT
CGTTCACCGGATTCACAGTTCT
GAACTCCAACGTCCTGCTTTGT
ATACCAACCGCTCCGTTAACC
GTTTATAGTCTTGGGGTTGTTCTTC
GATCACTTATATGCACCTTCTCTG
CAAACACCAAACTCTCCTGATTC
GATGATGATGCAATGACTGATG
CATCACAAGCAATGGGGGAAGAG
CCATTTGTTGCGGAGAAGGTAGTC
AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT
TGATTGCATATCTTTATCGCCATC
GGTTCTTGCTTAAATGAGTATT
GTGAAGGATCGAGGTCGAG
TGTGGAGAAGCAGGGCACG
CCTCGGACCAGGCTTCATTC
TGCACGTAGCCAAGGATGACTT
TCCTTGGACTGAAGGGAGC
CGAAATGCGATACTTGGTGTG

CCAGTGCAGGGTCCGAGGT

AGCGCGATCTCACAGGTCG
ATCGTCGTCTCTACGTACTTGC
CCTGCTCTTGCTCCAGAA
CATCCCATGCTGACATCCTCA
CAGGTCCAGACATAGCAAGGATTGACAG
TAAGAAGCTAGCTGCGGAGGGATGG

98



SsRNA RT- Primer

In der folgenden Tabelle sind die Sequenzen der Primer dargestellt, die zur reversen
Transkription (RT) spezifischer sRNA eingesetzt wurden. AGI-Code: Genname der
spezifischen sRNA , deren Sequenz mit dem entsprechende Primer in cDNA umgewandelt
wurde.

AGI-Code Primername 5'-3' Sequenz

At4G27765 miR828 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGGAAT

At3g25790 TAS4 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCCTC

At2G47585 miR164 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCACGT

At2G46685 miR166 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGGGAA
At3G13405 miR169 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGGCA
At4G23713 miR319 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGAGCT
At2G01020 5srRNA RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTGTGAC

A4. Venn-Diagramme zu Abbildung 15

Die folgenden Venn- Diagramme habe ich genutzt, um festzustellen, wie viele der regulierten
Gene der Wegweiser- Datensatze (Modul 4) auch durch N-Zugabe und in der E-S reguliert
werden. Ich habe dafiir den Filtergrenzwert £ 2-fach (log, =+1) reguliert gewéhlt. Die Venn-
Vergleiche erfasse nur Gene die in den zu vergleichenden Datensatzen entweder induziert
oder reprimiert sind. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 A und 15 B dargestellt. Die Venn-
Diagramme wurden mit dem Programm MapMan erstellt (Thimm et al. 2004). 3d N-Zugabe:
3 Tage nach N-Zugabe; 3h N-Zugabe: 3 Stunden nach N-Zugabe, E-S: Entwicklungs-
induzierte Blattseneszenz (Datensatz aus Buchanan-Wollaston et al. 2005) , SAG:
Blattseneszenz-induziertes Gen,SDG: Blattseneszenz-reprimiertes Gen, ABA: Abscisin-
saure-Behandlung , low CO2 (Licht): 4 Stunden CO,-Mangel im Licht, dor Trockenstress:
dor-KO-Mutanten unter Trockenstress, flutAPX: flu-tAPX-Doppelmutante, gun5/Norflurazon:
gun5-KO-Mutante unter Norflurazonbehandlung, Ozon: Ozon-Behandlung, trans-Zeatin:
trans-Zeatin Behandlung
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ABA

= 3h N- Zugabe

N-Zugabe reprimiert = 2%2_ Zugabe N-Zugabe induziert
(SAG) m E-S (SDG)

low CO, (Licht)

== 3h N- Zugabe

N-Zugabe reprimiert 3d N- Zugabe N-Zugabe induziert
(SAG) m [ow CO, (SDG)
m E-S
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dor Trockenstress

B 3h N- Zugabe

N-Zugabe reprimiert st [¥- AUgabe N-Zugabe induziert
m dor Trockenstress
(SAG) (SDG)
m E-S
flutAPX

B 3h N- Zugabe

- 3d N- Zugabe N-Zugabe induziert
N-Zugabe reprimiert
S AGQ) P m fUtAPX (SDG)
m E-S
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qun5/Norflurazon

B 3h N- Zugabe
3d N- Zugabe

N-Zugabe reprimiert m gun5/Norflurazon N-Zugabe induziert
(SAG) m E-S (SDG)
Ozon

== 3h N- Zugabe

3d N- Zugabe
N-Zugabe reprimiert m Ozon N-Zugabe induziert
(SAG) mE-S (SDG)
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trans-Zeatin

B 3h N- Zugabe

N-Zugabe reprimiert - frgnl\sl-ZZ:e?t?nbe N-Zugabe induziert
(SAG) = E-S (SDG)
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