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1 Zusammenfassung

Die zunehmende Versalzung des Bodens fiihrt weltweit zu starken Ernteeinbuften. Ob-
wohl die Wurzeln der Pflanzen als erstes mit dem Salzstress in Beriihrung kommen,
ist noch nicht viel iiber Signaltransduktionswege in Wurzeln zur Anpassung der Pflan-
ze an Salzstress bekannt. Die bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe S1, bZIP1 und
bZIP53, werden gewebespezifisch in der Wurzel nach Salzstress aktiviert. In dieser
Arbeit werden diese bZIPs in ein Netzwerk eingeordnet, von der Aktivierung der Tran-
skriptionsfaktoren bis zur Funktion in der Regulation des Stoffwechsels in der salzgest-
ressten Pflanze.

Die Aktivierung von bZIP1 kann iiber verschiedene sowohl ionische als auch osmotische
Stimuli erfolgen und ist abhéngig von Calcium, der HEXOKINASE 1 und SnRK1-
Kinasen (Snfl RELATED PROTEIN KINASE 1). Die dunkelinduzierte Expression
von bZIP1 wird HXK1-abhéngig durch Glucose inhibiert, bei Energiemangelbedingu-
nen ist die Aktivierung von bZIP1 SnRK1-abhéingig. Beide Enzyme spielen auch in
der salzinduzierten Expression von bZIP1 eine Rolle. Uber Transkriptom- und Me-
tabolomanalysen kann gezeigt werden, dass bZIP1 und bZIP53 an der Umprogram-
mierung des Kohlenhydrat- und Aminosduremetabolismus teilhaben. Besonders Gene
der Glukoneogenese (PYRUVAT ORTHOPHOSPHAT DIKINASE und FRUCTOSE-
1,6-BISPHOS- PHATASE) bzw. des Aminoséurekatabolismus (BRANCHED- CHAIN
AMINO ACID TRANSAMINASE 2, METHYLCROTONYL- COA-CARBOXYLASE
A und HOMOGENTISATE 1,2-DIOXYGENASE ) werden von den Transkriptions-
faktoren reguliert. Das spricht fiir eine Umprogrammierung des Metabolismus und der
Mobilisierung von Energie aus Aminosduren zur Anpassung an die Stressbedingun-
gen. Die Transkriptionsfaktoren der Gruppe S1 bilden vorzugsweise Heterodimere mit
der Gruppe C. Mit Mutantenanalysen, die zum einen die Transkriptionsfaktoren des
C/S1-Netzwerks und zum anderen Komponenten der Abscisinsdure (ABA) abhéngi-
gen Signaltransduktion beinhalten, konnte ein Signaltransduktionsnetzwerk aufgestellt
werden, das die Antwort auf abiotischen Stress mittels des Signalwegs iiber ABA,
SnRK2 und AREB (ABA RESPONSIVE ELEMENTS-BINDING PROTEIN) mit der
SnRK1-vermittelten Antwort auf Energiemangelbedingungen in der Pflanze verkniipft.
Die gefundenen stress- bzw. energieresponsiven Gene konnten nach den Mutantenana-

lysen auf Grund ihrer unterschiedlichen Regulation in vier Klassen eingeteilt werden,
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wovon nur eine, die Klasse 4, von dem C/S1 Netzwerk reguliert wird. Die Klassen 1-
3 sind unabhéngig von den bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe C. Die Klasse 1
bilden typische ABA-responsive Gene, die von den Gruppe A-bZIPs reguliert werden.
Faktoren der Gruppe A sind auch an der Expression der Gene der Klasse 2 beteiligt,
diese werden aber auch durch bZIP1 und bZIP53 induziert. Dieser Klasse konnten Ge-
ne zugeordnet werden, die im Abbau verzweigtkettiger Aminoséuren eine Rolle spielen.
Am Aminosdureabbau sind aufterdem die Gene der Klasse 2 beteiligt. Fiir diese Gene
konnte eine Expressionsregulation durch bZIP1 und bZIP53 gezeigt werden. Fiir die
Bestimmung moglicher Heterodimerisierungspartner bedarf es noch weiterer Analysen.
Dieses Model, das den abitoschen Stress abhéingigen ABA-Signalweg mit dem ener-
gieabhéngigen SnRK1-Signaltransduktionsweg verkniipft, zeigt die prazise Regulation
von mindestens 4 Gen-Klassen, deren Expression durch die Kombination verschiedener

bZIP-Transkriptionsfaktoren aktiviert wird.
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2 Summary

Increasing salinization of soil has led to significant crop loss worldwide. Notwith-
standing the fact that plant roots are the first to be affected by salt stress, signal
transduction pathways in roots for salt stress adaptation are still mostly unknown In
this work the group S1 bZIP transcription factors bZIP1 and bZIP53 that are spe-
cifically induced by salt stress in roots, were functionally characterized with respect
to their role in salt stress response in plants. Transcriptional activation of bZIP1 can
be mediated by both ionic and osmotic stimuli and is dependent on Ca?", HEXO-
KINASE 1 (HXK1) and the SnRK1 kinases (Snfl RELATED PROTEIN KINASE 1).
Dark induced expression of bZIP1 is inhibited by glucose depending on HXK1 acti-
vity. In starvation conditions the transcription of 6ZIP1 is mediated by SnRK1. Here
both signaling enzymes are shown to be involved in salt induced bZIP1 transcripti-
on. Transcriptome and metabolome analyses reveal an important function of bZIP1
and bZIP53 concerning the reprogramming of primary carbohydrate and amino acid
metabolism during salt stress in the Arabidopsis root. Particularly genes involved in
gluconeogenesis (PYRUVAT ORTHOPHOSPHAT DIKINASE and FRUCTOSE-1,6-
BISPHOSPHATASE)or amino acid catabolism (BRANCHED- CHAIN AMINO ACID
TRANSAMINASE 2, METHYLCROTONYL- COA-CARBOXYLASE A and HOMO-
GENTISATE 1,2-DIOXYGENASE) are regulated by these transcription factors. This
points to reprogramming of metabolism and remobilization of energy by amino acid
degradation under stress. Group S1 bZIPs preferably form heterodimers with group C
bZIP transcription factors. Mutant analyses of C/S1 bZIPs and ABA signaling com-
ponents, respectively, revealed a complex network connecting abiotic stress responses
via ABA-SnRK2-AREB (ABA RESPONSIVE ELEMENTS-BINDING PROTEIN) to
SnRK1 mediated starvation responses. The detected genes were grouped in four classes
according to their different regulation, of which only class 4 is regulated by the C/S1
network. Classes 1-3 are controlled independently of group C transcription factors.
Class 1 contains typical ABA responsive genes, regulated by group A bZIPs. These are
also involved in gene expression of class 2 genes, which are as well induced by bZIP1
and bZIP53. Genes of branched chain amino acid catabolism belong to this class. Al-
so involved in amino acid catabolism are genes of class 2, these genes were shown to

be transcriptionally regulated by bZIP1 and bZIP53. Further analyses are required to
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reveal possible heterodimerization partners. This model, that links the abiotic stress
responding ABA pathway to the energy dependent SnRK1 signaling pathway, reveals
at least four gene classes that are very precisely regulated by combining different bZIP

transcription factors.
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3 Einleitung

Durch ihre Standortgebundenheit sind Pflanzen stédndig schwankenden Umweltbedin-
gungen ausgesetzt. Pflanzen miissen ihre Lebensweise somit an sich verdndernde Tem-
peraturen, Lichtverhéltnisse, Wasserverfiigbarkeit sowie Bodenbeschaffenheit und Nahr-
stoffversorgung anpassen. Schrinken diese Umweltbedingungen das Wachstum oder die
Vermehrung der Pflanzen ein, spricht man von Stress. Diese Arbeit behandelt das The-
ma Salzstress in der Wurzel und die daraus hervorgehende transkriptionelle und meta-

bolische Anpassung von Arabidopsis thaliana im Bezug auf den Transkriptionsfaktor
bZIP1.

3.1 Salzstress in der Pflanze

Neben vielen abiotischen Stressen ist Salzstress einer der schwerwiegendsten Faktoren,
die auf Pflanzen wirken kénnen Locy et al. (1996). Jahrlich werden dem Salzstress
bis zu 25-30 % Ernteeinbufen geschuldet (Kronzucker and Britto, 2011). Salzstress
schiadigt Pflanzen hauptséchlich auf zwei verschiedene Arten: Hohe Salzkonzentratio-
nen im Boden storen in der Pflanze die Aufnahmeféhigkeit von Wasser. Dieses wird
benétigt, um séamtliche physiologische Prozesse in der Pflanze aufrecht zu erhalten.
Aufserdem wird der Transport in die oberirdischen Teile dadurch erschwert (Verslues
et al., 2006). Hohe Konzentrationen an Na'-Ionen in der Pflanze kénnen toxisch sein
und zu einem Natrium-induzierten Néhrstoffmangel fithren (Verslues et al., 2006). In
photosynthetisch aktivem Gewebe kann es wichtige Komponenten wie Enzyme, Chlo-
rophyll und Carotenoide (Davenport et al., 2005) beeinflussen, was eine geringere Pho-
tosyntheseleistung und somit zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zur
Folge haben kann (Flowers et al., 1977; Greenway and Munns, 1980; Yeo, 1998). Die
Aktivitat von antioxidativen Enzymen, wie Katalase, Ascorbat-Peroxidase, Gluthation-
Reduktase und Superoxid-Dismutase steigt nach Salszstress an (Mittova et al., 2002,
2004). Die Bildung von ROS fiihrt dann zu einer Reduzierung der Zellexpansion, der As-
similatproduktion, der Membranfunktion sowie des cytosolischen Metabolismus (Zhu,
2001, 2002; Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Munns and Tester, 2008). Im Normal-
fall konnen ROS durch antioxidative Mechanismen abgebaut werden. Salzstress kann
jedoch solche Mechanismen inhibieren (Allan and Fluhr, 1997; Foyer and Noctor, 2013).
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Pflanzen haben im Laufe der Evolution verschiedene Strategien entwickelt, die es
ihnen moglich machen, auf salzhaltigen Béden zu wachsen und sich an die Stressbe-
dingungen anzupassen. Es gibt hauptsichlich zwei verschiedene Arten, wie Pflanzen
toleranter gegeniiber Salzstress werden: Vermeidung von Salzstress und Anpassung an
Salzstress (Munns and Tester, 2008).

Die Kompartimentierung der Ionen ist essentiell, da der Salzstress das Ionen-Gleich-
gewicht stort. Somit werden die Na*-Ionen auf die Zellen aufgeteilt, um die Konzen-
trationen im Cytoplasma so gering wie moglich (10-30 mM) zu halten (Carden et al.,
2003). Das Salz wird vorwiegend in der Vakuole oder anderen Zellkompartimenten ge-
speichert, um die metabolischen Funktionen der Pflanze zu schiitzen (Zhu, 2003). Eine
weitere, aber auch energieaufwendigere Moglichkeit ist die Ausscheidung der Ionen iiber
Driisen, Haare oder Wurzeln.

Wenn Na'- und CI -Ionen in der Vakuole gespeichert sind, werden sogenannte kom-
patible Osmolyte im Cytosol akkumuliert. Diese interagieren auch in hohen Konzen-
trationen nicht mit dem zellularen Metabolismus und gleichen den osmotischen Druck
der Tonen in der Vakuole aus (Flowers et al., 1977; Ford, 1984) Die Hauptkategorie
der organischen Osmolyte besteht aus Monosacchariden, wie Glukose und Fruktose,
Zuckeralkoholen (Glycerol und Methylinositole) und komplexen Zuckern wie Trehalo-
se, Raffinose und Fructane. Auferdem werden noch Aminoséurederivate wie Prolin und
Aspertat und Schwefelverbindungen dazu gezéhlt (Zhifang and Loescher, 2003). Eine
erhohte Salztoleranz konnte beispielsweise in transgenen Pflanzen gezeigt werden, die
kompatible Osmolyte wie Mannitol (Karakas et al., 1997) oder Prolin (Hong et al.,
2000) akkumulieren.

Der SOS (salt oerly sensitive) Signaltransduktionsweg ist ein weiter Mechanismus zur
Anpassung an Salzstress. Das System erkennt hier einen salzinduzierten Calcium-
Konzentrationsanstieg (Zhu, 2002). SOS3 als Ca”"-Sensor leitet zunichst das Signal
an SOS2, eine Serin/Threonin-Proteinkinase, weiter und aktiviert diese. SOS2 phos-
phoryliert den Na® /H"-Antiporter SOS1, der Na® aus dem Cytosol in den Apolasten
transportiert und somit die Ionenkonzentrationen wieder ausgleichen kann (Shi et al.,
2000).

Die Photosyntheseleistung der Pflanze wird bei Salzstress oft herabgesetzt, daher ist
auch eine metabolische Anpassung der Pflanze notig, um das Energiegleichgewicht
aufrecht zu erhalten. Kempa et al. (2008) konnten in Arabidopsis-Blattern bereits zei-
gen, dass durch Salzstress eine massive metabolische Umprogrammierung hervorgeru-
fen wird, die hauptséchlich den Kohlenhydrat- und Aminosduremetabolimus betrifft.
Es konnte sowohl ein verstarkter Anstieg von Raffinose, Trehaose, Serien und Prolin als
auch der Abbau von Starke beobachtet werden. Das spricht fiir eine schnelle Anpassung

der Pflanzen an Salzstress, die hauptséchlich darauf beruht Speicherstoffe, wie Stérke,
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zu mobilisieren und zum Energiegewinn abzubauen. Zur metabolischen Anpassung in

der Arabidosis-Wurzel nach Salzstress ist jedoch noch nicht viel bekannt.

3.2 Signaltransduktion nach Salzstress

Pflanzen miissen in der Lage sein, ihre Umwelt wahrzunehmen und Stresse zu erkennen,
um ihre Physiologie und ihre Entwicklung diesen Bedingungen anzupassen.

Sensoren, die Salzstress wahrnehmen, sind noch nicht beschrieben, es wird jedoch
vermutet, dass die Perzeption in der Membran stattfindet (Christmann et al., 2013).
Der Membranrezeptor AHK1 (ARABIDOPSIS HISTIDIN KINASE 1) wurde als Os-
mosensor und positiver Regulator in der Signaltransduktion nach osmotischem Stress
beschrieben. Eine Uberexpression von AHK1 zeigt eine erhohte Toleranz gegeniiber
osmotischem Stress, die ahk!-Mutante hingegen ist sensitiver (Tran et al., 2007; Wohl-
bach et al., 2008). Trotzdem scheint AHK1 nicht der einzige, bzw. Hauptrezeptor zu
sein (Osakabe et al., 2013).

Der second messenger Calcium ist eines der vielseitigsten Signalmolekiile in allen eu-
karyotischen Organismen (Lynch et al., 1989; Kiegle et al., 2000; Shi et al., 2000; Tracy
et al., 2008). Durch verschiedene Stimuli, wie z.B. Trockenheit, Salz, osmotischer Stress,
Temperatur, wird eine Verdnderung in der Ca?"-Konzentration hervorgerufen, die fiir
jeden dieser Stimuli so spezifisch ist, dass man von einer Ca®’-Signature sprechen
kann, die die Stimulus spezifischen Informationen widerspiegelt. Die Ca®”-Signatures
werden durch genaueste Regulation von Ca®"-Kanilen und -Transportern in den ver-
schiedenen Zellorganellen gestaltet (Dodd et al., 2010; Kudla et al., 2010; Sanders et al.,
1999). Durch Ca®" wird z.B. der SOS-Signalweg aktiviert, wodurch sich die Pflanze an
Salzstress anpasst. Laohavisit et al. (2013) konnten kiirzlich zeigen, dass ANNEXIN 1
(AtANN1) auf hohe NaCl-Konzentrationen reagiert und somit eine tragende Rolle in

der pflanzlichen Anpassung auf Salzstress in der Wurzel spielt.

Viele regulatorische Prozesse in Pflanzen sind abhéngig von Phytohormonen. Sie spie-
len eine Rolle in Wachstum, Entwicklung und bei der Reaktion auf Umweltfaktoren
(Lumba et al., 2010). Bei abiotischem Stress wie Kélte, Trockenheit, Verwundung oder
Salz miissen sich die Pflanzen anpassen. Dieser Anpassungsprozess wird hauptséchlich
tiber das Phytohormon Abscisinsédure (ABA) kontrolliert (Umezawa et al., 2006).
ABA kommt ubiquitédr in allen Geféfpflanzen vor und ist auch in Tier und Mensch
zu finden (Bruzzone et al., 2007). Die ABA-Synthese findet zunéchst in den Plasti-
den statt. Dort wird IPP (ISOPENTYL DIPHOSPHATE) aus Pyruvat und Glycerin-
aldehyd-3-Phosphat synthetisiert. Uber Phytoen und Lycopen wird daraus Zeaxan-

thin gebildet, aus dem Neoxanthin oder Violaxanthin entsteht, wobei Violaxanthin
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auch vollstdndig zu Neoxanthin umgewandelt wird (North et al., 2007). NCED3 (9-cis-
EPOXYCORITENIOD DIOXYGENASE 3) ist das Schliisselenzym der ABA-Biosyn-
these und katalysiert die Spaltung von 9-cis-Neoxanthin (Cy) zu Xanthoxin (Cys).
Xanthoxin wird anschliefsend ins Cytoplasma transportiert und dort mit Hilfe von
ABA2 iiber ein Abscisin-Aldehyd zu Abscisinsdure umgewandelt. Neben der de no-
vo-Synthese kann ABA auch aus einem inaktiven Glukose-Ester-Konjugat durch eine
f5-Glucosidase am endoplasmatischen Reticulum freigesetzt werden. Diese Verbindun-
gen haben den Vorteil, dass sie gut iiber lange Distanzen im Xylem transportiert werden
konnen (Jiang and Hartung, 2008). Das bedeutet, dass die Intensitdt des ABA-Signals

an der Wirkungsstelle nicht automatisch der absoluten Menge des Hormons entspricht.

ABA ist ein wichtiges Phytohormon, dass eine Rolle in der Antwort auf verschiedene
Stresse spielt. Die exogene Applikation von ABA suggeriert der Pflanze eine Stress-
situation. Da viele abiotische Stresse zu Wassermangel und osmotischem Ungleichge-
wicht fiihren, iiberschneiden sich die Expressionsprofile der stressresponsiven Gene nach
Stress durch Kélte, Trockenheit, Salz oder ABA-Applikaton. Das lasst darauf schlieféen,
dass verschiedene Stresssignale dieselben bzw. Teile der selben Signaltransduktionswege
teilen und dass diese miteinander interagieren, um das Gleichgewicht der Zelle aufrecht
zu erhalten (Thomashow, 1999; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000).
Osmotischer Stress durch Salz fiihrt teils zu ABA-abhéngiger teils zu ABA-unab-
hangiger Signaltransduktion (Liu et al., 2013). In der ABA-abhéngigen Signaltrans-
duktion wird die Transkription von Genen die z.B. fiir bZIPs der Gruppe A kodieren,
wie AREB1 (ABA RESPONSIVE ELEMENT-BINDING PROTEIN 1), reguliert (Ja-
koby et al., 2002). In der Promotorregion des induzierten Gens ist meistens ein cis-
Element zu finden, und zwar das ABRE-Element (ABA responsives Element, Motiv:
CACGTGGC) (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Thomashow, 1999; Uno
et al., 2000).

Andere Transkriptionsfaktoren, wie DREB2 (DROUGHT-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING 2), die zur ERF-Familie (ETHYLEN RESPONSE BINDING) gehéren, spie-
len eine Rolle in der ABA-unabhéngigen Signaltransduktion. RD29A (RESPONSI-
VE TO DESSICATION 29A) zum Beispiel ist ein Gen, dessen erhohte Transkription
nach Stress auf ABA-abhéngige und ABA-unabhéngige Regulation zuriickzufiihren ist
(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1993). In der Promotorregion des Gens ist ein
DRE-Element (DEHYDRATION RESPONSIVE ELEMENT) zu finden. Diese Sequenz
(TACCGACAT) stellt ein cis-Element dar, das die ABA-unabhéngige Induktion von
RD29A durch Kilte und Trockenheit reguliert. Die Expression des Gens kann jedoch

auch durch ABA induziert werden.
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In den letzten Jahren gab es viele unterschiedliche Verdffentlichungen zur ABA-
Rezeption (Razem et al., 2006; Zhang et al., 2002; Liu et al., 2007), die spéter iiber-
arbeitet wurden (Risk et al., 2008; Miiller and Hansson, 2009; Guo et al., 2008). Die
Rezeptoren auf denen das aktuelle ABA-Signaltransduktions-Modell beruht, wurden
von vier verschieden Gruppen gleichzeitig entdeckt (Park et al., 2009; Ma et al., 2009;
Santiago et al., 2009; Nishimura et al., 2010) (s. Abbildung 3.2).

Die PYR/PYL/RCAR Familie (PYRBACTIN RESISTANCE 1/PYRBACTIN RE-
SISTANCE-LIKE/REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR) der ABA
Rezeptoren besteht aus 14 Mitgliedern (Lumba et al., 2010; Raghavendra et al., 2010;
Cutler et al., 2010; Klingler et al., 2010), von denen wenigstens 13 eine Rolle in der
ABA-Perzeption spielen (Fujii et al., 2009). Die Mitglieder dieser Rezeptorfamilie ha-
ben die Fahigkeit mit PP2Cs (PROTEIN PHOSPHATASE 2CA) zu interagieren. Zum
Beispiel gehoren die als negative ABA-Regulatoren beschriebenen Gene wie ABA IN-
SENSITIVE 1 (ABI1) und ABI2 zu einer Unterfamilie der CA-PP2Cs (Schweighofer
et al., 2004). RCAR3 wurde als Bindungspartner von ABI1 und ABI2 identifiziert
(Szostkiewicz et al., 2010), PYRI bildet einen Komplex mit HAB1 (HYPERSENSITI-
VE TO ABAL1), der wie ABI1 und ABI2 eine dephosphorylierende Wirkung hat. Zu-
dem zeigte eine pyrl /pyll /pyl2/pylj-Quadruplemutante viele Einschrankungen in der
ABA-Antwort wie z.B. ABA-induzierte Genexpression, SnRK2-Aktivierung (SUCRO-
SE NON FERMENTING RELATED KINASE 2) (Park et al., 2009) oder Stomata-
Schliefsen (Nishimura et al., 2010).

Die SnRK2 Familie sind Serin/Threonin-Kinasen und gehéren zur SnRK-Genfamilie
(Halford and Hey, 2009). In Arabidopsis thaliana wird die Familie in drei Untergruppen
geteilt (SnRK1, SnRK2 und SnRK3). SnRK2 und SnRK3 spielen in der ABA-Antwort
und in der Signaltransduktion nach Stress eine Rolle (Hrabak et al., 2003; Halford et al.,
2003). Ein Mitglied der SnRK3-Familie ist unter anderem SOS2 (SALT OVERLY SEN-
SITIVE 2), das in die Calcium-vermittelte Signaltransduktion nach Salzstress involviert
ist (Liu et al., 2000). SnRK2 und SnRK3 sind nur in Pflanzen zu finden, SnRK1 hin-
gegen ist das pflanzliche Ortholog zu Snfl (SUCROSE NON-FERMENTINGI1) aus
Hefe bzw. den AMPK (AMP- ACTIVATED PROTEIN KINASE) aus Séugetieren (s.
Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Stammbaum der SnRK Familie aus Arabidopsis thaliana: Dargestellt
sind die Untergruppen SnRK1, SnRK2 und SnRK3 aus Arabidopsis thaliana sowie Snfl, Nik1l
(Hefe) und AMPK (Séugetiere) (Halford and Hey, 2009).
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Das aktuelle ABA-Signaltransduktionsmodell ergibt sich aus der méglichen Regulie-
rung der SnRK2-Aktivitat durch PYR/PYL und PP2Cs (Park et al., 2009; Soon et al.,
2012).

IPP

NCED3 — l

aba2 —i 1
ABA ABA
g ABAbex
—_
SnRK2™
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r |
gate loop
aﬂm/ ac:‘l)v::on l
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Abbildung 3.2: Vereinfachte Darstellung des ABA-Signaltransduktionswegs (abge-
wandelt nach Soon et al. (2012)): Ist kein ABA in der Zelle bindet PP2C an SnRK2 und
inhibiert es somit. Wird ABA aus IPP synthetisiert, bindet ein Komplex aus ABA und PYL
an PP2C und inhibiert es. Das fiihrt zu einer Autophosphorylierung und Aktivierung von
SnRK2. Diese phosphoryliert und aktiviert dadurch nun einige AREB-Transkriptionsfaktoren
(z.B. AREB1, AREB2), die an ABRE-Elemente (Bindemotiv: CACGTGGC) in Promoterre-
gionen von ABA-responsiven Genen binden und somit die Genexpression aktivieren (Fujita
et al., 2009).

In der Abbildung 3.2 ist der ABA-Signaltransduktionsweg vereinfacht dargestellt.
Ist kein ABA in der Zelle vorhanden, bindet PP2C an die Kinase-Doméne von SnRK2
und inhibiert durch Dephosphorylierung die Kinase-Aktivitdt. Wird ABA aus IPP
synthetisiert, bindet ein Komplex aus ABA und RCAR/PYL an PP2C und hemmt
die katalytische Aktivitdt. Die PYL-vermittelte Hemmung von PP2C fiihrt zu einer
Autophosphorylierung und somit zur Aktivierung von SnRK2 (Soon et al., 2012). So-
bald SnRK2 aktiv ist, phosphoryliert es dann direkt Zielgene, wie z.B. AREB/ABF-
Transkriptionsfaktoren. Durch die Phosphorylierung werden diese aktiviert und kénnen
an Promotoren binden, die ABRE-Elemente enthalten. AREB/ABF-Transkriptionsfak-
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toren gehoren zu den bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe A (Jakoby et al., 2002)
(s. Abbildung 3.3). Diese Transkriptionsfaktoren spielen eine Rolle in der Signaltrans-
duktion nach ABA oder abiotischem Stress und werden in der Pflanze durch Kilte,
Trockenheit, hohe Salzkonzentrationen bzw. ABA aktiviert (Choi et al., 2000; Finkel-
stein and Lynch, 2000; Lopez-Molina et al., 2001; Uno et al., 2000).

3.3 Die Bedeutung des C/S1 bZIP
Transkriptionsfaktor-Netzwerkes fiir die

Anpassung an Stressbedingungen

Die bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe A sind nicht die einzigen bZIPs, die eine
Rolle der Anpassung an Stress in der Pflanze eine Rolle spielen.

Innerhalb des AtGenFExpress-Projekts wurde gezeigt, dass die Genexpression von bZIP1
und bZIP53 durch Salzstress induziert wird. Die Daten zeigen jedoch deutlich, dass die
Expression der beiden Transkriptionsfaktorgene nur in der Wurzel und nicht im Blatt
nach Salzgabe induziert wird. Von Sun et al. (2012) wurde gezeigt, dass die Tran-
skription von bZIP1 nach Salz, Kélte und osmotischem Stress in der Wurzel induziert
wird. Auf phénotypischer Ebene war zu sehen, dass zum einen Keimlinge von bzip1-
Mutanten viel anfélliger beziiglich der Keimung auf salzhaltigem Medium sind, zum
anderen dass bZIP1-Uberexpressionspflanzen eine erhhte Stresstoleranz zeigen. Die
Funktion von bZIP1 ist jedoch noch ungeklart.

bZIP1 gehort zur grofsten Gruppe der bZIP-Transkriptionsfaktoren (Gruppe S). Zu ihr
gehoren 17 Transkriptionsfaktoren mit einer Masse von 15 bis 20 kDa (Jakoby et al.,
2002). Sie bestehen aus einem Leucinzipper mit acht heptameren Wiederholungen sowie
der zentralen basischen Bindedoméne. Die Gensequenzen dieser Gruppe weisen keine
Introns aus. Aufgrund der Aminoséduresequenz der basischen Doméne und der des Leu-
cinzippers, sowie ihren Heterodimerisierungseigenschaften ist die Gruppe S zusétzlich
in drei Untergruppen (S1, S2 und S3) unterteilt (Ehlert et al., 2006). Zur Gruppe S1
zahlen die Transkriptionsfaktoren bZIP1, bZIP2, bZIP11, bZIP44 und bZIP53.

Es ist bekannt, dass die Transkriptionsfaktoren der Gruppe S1 bei der Bindung an
Zielpromotoren vorzugsweise Heterodimere mit der Gruppe C bilden. Das konnte zu-
néchst iiber eine Protein-Protein-Interaktion in Yeast-two-Hybrid gezeigt werden, die
dann sowohl in einer Analyse in Arabidopsis-Mesophyll-Protoplasten, als auch in BIFC
(Bimolecular Fluorescence) bestatigt wurde (Ehlert et al., 2006; Weltmeier et al., 2006;
Kang et al., 2010). Zur Gruppe C gehoren bZIP9, bZIP10, bZIP25 und bZIP63 (Eh-
lert et al., 2006), wobei bZIP10 und bZIP25 am engsten verwandt sind (Jakoby et al.,
2002).
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Abbildung 3.3: Die zehn Gruppen der bZIP-Transkriptionsfaktoren Die bZIP-
Transkriptionsfaktoren wurden aufgrund von Sequenzhomologien der basischen Region,
sowie von weiteren konservierten Motiven mit Hilfe des MEME Analyse-Programms
(http://meme.sdsc.edu/meme /website/meme.html) in zehn Gruppen eingeteilt. Benannt wur-
den die Gruppen mit Buchstaben beziiglich der jeweils bekanntesten Mitglieder (z.B. A =
AREB/ABF) oder der Proteingrofe (S = small). (Jakoby et al., 2002)
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bZIP-Transkriptionsfaktoren binden meist an regulatorische cis-Elemente, die die
Konsensussequenz ACGT enthalten (Guiltinan et al., 1990; Schindler et al., 1992; Si-
béril et al., 2001). Aber die Sequenzen, die dieses Kernmotiv umgeben, sind fiir ei-
ne effiziente DNA-Bindung auch von Bedeutung (Izawa et al., 1993; Foster et al.,
1994). Die Bindemotive sind hier meistens palindromische Sequenzen, z.B. in der A-
Box (TACGTA), der C-Box (GACGTC) oder in der G-Box (CACGTG) (Izawa et al.,
1993), es kommen aber auch nicht palindromische Motive vor, wie z.B. das ABRE-
Motiv (CACGTGGC) (Choi et al., 2000).

Fiir das C/S1-Netzwerk konnte bereits gezeigt werden, dass sie eine mafgebliche

Rolle in der metabolischen Anpassung auf Stress spielen. Dietrich et al. (2011) konnten
z.B. zeigen, dass unter Energiemangelbedingungen durch Dunkelinduktion bZIP1 und
sein néchster Verwandter bZIP53 direkt an ASN1 (ASPARAGIN SYNTHETASE 1)
und PRODHI1 (PROLINE DEHYDROGENASE]!), die im Aminoséduremetabolismus
eine Rolle spielen, binden.
Fiir bZIP1, bZIP2, bZIP11 und bZIP53 konnte von Baena-Gonzalez et al. (2007) ge-
zeigt werden, dass sie bei Energiemangelbedingungen ein Teil der Signaltransduktion
sind, die durch die SnRK1-Kinasen (Snfl RELATED KINASES) KIN10 und KIN11 re-
guliert wird. Jedoch ist noch nicht bekannt, ob diese direkt die Transkriptionsfaktoren
phosphorylieren.

In Arabidopsis thaliana gibt es 38 SnRKs von denen drei (SnRK1.1, SnRK1.2 und
SnRK1.3) ortholog zu Snfl (sucrose non fermenting1) aus Hefe bzw. AMPK aus Sauge-
tieren sind (Halford et al., 2003; Polge and Thomas, 2007; Hardie, 2011) (s. Abbildung
3.1). Vieles spricht dafiir, dass SnRK1-Proteinkinasen ein Sammelpunkt fiir verschiede-
ne Signaltransduktionswege, ausgelost durch verschiedene Signale, wie z.B. Hormone
und Stress, wihrend Wachstum und Entwicklung, darstellen (Radchuk et al., 2006;
Baena-Gonzalez et al., 2007; Ananieva et al., 2008; Baena-Gonzélez and Sheen, 2008;
Jossier et al., 2009; Coello et al., 2012; Tsai and Gazzarrini, 2012).

Energiemangel, der durch verminderte Kohlenhydratvorkommen oder herabgesenkte
Photosyntheseleistung in Stresssituationen hervorgerufen wird, fithrt zu der Aktivie-
rung von SnRK1-Proteinkinasen. KIN10 und KIN11 sind zentrale Regulatoren eines
Transkriptionsfaktor-Netzwerkes, das die Genexpression unter Stressbedingungen (z.B.
Energiemangel) steuert, dadurch wird das Gleichgewicht wieder hergestellt. Aufserdem
wird durch metabolische und transkriptionelle Umprogrammierung eine langfristige
Anpassung der Pflanze an den Stress hervorgerufen (Radchuk et al., 2006; Schwachtje
et al., 2006; Baena-Gonzalez et al., 2007; Baena-Gonzalez and Sheen, 2008; Lee et al.,
2009).Erst kiirzlich wurde von Rodrigues et al. (2013) gezeigt, dass zwei der PP2Cs,
ABI1 und PP2CA| negative Regulatoren der SnRK1 sind. Diese interagieren mit der
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katalytischen Untereinheit, dephosphorylieren diese und inaktivieren sie somit. Zudem
werden durch SnRK1 und ABA iiberschneidende transkriptionelle Antworten induziert.
Uber die PP2C werden also zwei wichtige Signaltransduktionswege reguliert.

Zucker dient in der Pflanze nicht nur als Energiequelle, sondern stellt auch ein wichtiges
Signalmolekiil dar (Hanson and Smeekens, 2009). Es wurden zehn Zucker-responsive
bZIP-Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana gefunden (Price et al., 2004), von
denen bZIP1 die starkste Antwort auf Zucker gezeigt hat. Entgegengesetzt den iibli-
chen Zucker-Markergenen, die sehr langsam auf hohe Zucker-Konzentrationen reagieren
(Jang et al., 1997), zeigt die Transkription von bZIP1 eine schnelle und sensitive Reak-
tion. Durch Glukose kann z.B. die dunkelinduzierte bZIP1-Expression inhibiert werden
(Kang et al., 2010; Dietrich et al., 2011). Diese Inhibierung ist von der HEXOKINASE1
(HXK1) abhéngig, die eine der Hauptsensoren fiir Glukose ist (Moore et al., 2003). So
konnte bZIP1 nach Zuckergabe nicht im Wildtyp, jedoch in der gin2-Mutante (glucose
insensitive 2) detektiert werden. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass bZIP1 das
Keimlingswachstum inhibiert, sobald keine Zuckerquelle vorhanden ist (Kang et al.,

2010).

Fiir alle Transkriptionsfaktoren der Gruppe S1 konnte eine Saccharose-induzierte Re-
pression der Translation (SIRT) festgestellt werden (Weltmeier et al., 2009). Es wurde
von Wiese et al. (2004) gezeigt, dass sich bei den fiinf Transkriptionsfaktoren in einer
langen 5’UTR (untranslatierte Region) vier iiberlappende uORFs (upstream open rea-
ding frames) befinden, von denen vor allem uORF2 die SIRT reguliert (Rook et al.,
1998; Weltmeier et al., 2009). Um den Effekt des SIRT sichtbar zu machen, wurden
ca. 500 bp der 5’UTR-Sequenz von allen S1 bZIP-Transkriptionsfaktoren mit einem
GUS-Gen fusioniert unter der Expression eines konstitutiven UBQ5-Promotors. Bei
Behandlung der Keimlinge mit Saccharose konnte eine deutliche Reduktion der GUS-
Expression festgestellt werden. Uber die Funktionen von bZIP1 und bZIP53 in der
Arabidopsis thaliana-Wurzel ist jedoch noch nicht viel bekannt, jedoch sprechen diese
Daten dafiir, dass bZIP1 und bZIP53 auch in der transkriptionellen und metabolischen

Anpassung der Pflanze an Salzstress involviert sind.

3.4 Zielsetzung

Die Anpassung der Pflanze an Salzstress ist auf Grund der zunehmenden Versalzung
der Boden wichtig fiir die Landwirtschaft. Obwohl die Wurzeln der Pflanzen als erstes
mit dem Salzstress in Beriithrung kommen, ist noch nicht viel iber Signaltransdukti-

onswege in Wurzeln zur Anpassung der Pflanze an Salzstress bekannt. Daher sollen die
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Experimente dieser Arbeit in der Wurzel durchgefiihrt werden. Es ist bekannt, dass
die Expression der Transkriptionsfaktorgene bZIP1 und sein nah verwandter bZIP53
nach Salzstress gewebespezifisch in den Wurzeln von Arabidopsis thaliana und nicht
im Blatt induziert werden. Wie die Transkription von bZIP1 nach Salzstress aktiviert
wird und welche Faktoren zudem Einfluss auf die salzinduzerte bZIP1 Aktivierung
haben, soll hier untersucht werden. Da ABA eine wichtige Rolle in der Signaltrans-
duktion nach abiotischen Stress spielt, soll iiberpriift werden, ob auch bZIP von ABA
abhéngig ist, dafiir eignen sich qRT-PCR-Analysen mit Mutanten des ABA-SnRK2-
AREB-Signatransduktionswegs. Die gin2-Mutante soll ebenfalls untersucht werden,
da bereits in Versuchen mit Glukose gezeigt werden konnte, dass eine Abhéngigkeit
zwischen der HEXOKINASEL und der bZIP1-Transkription besteht. Auch dass die
Transkription von bZIP1 von den SnRK1-Kinasen KIN10 und KIN11 beeinflusst wird,
ist bekannt. Daher ist es von Interesse auch diese auf eine Funktion in der salzindu-
zierten bZIP1-Induktion zu iiberpriifen. Zudem soll die Rolle von Ca®", als bekannten
second messenger, mittles Chemikalien, die die Ca?"-Mengen in der Zelle beeinflussen,
untersucht werden. Gleichzeitig soll herausgefunden werden, ob diese Wege abhingig
voneinander die 0ZIP1-Transkription regulieren. Es konnte gezeigt, dass im Blatt un-
ter Energiemangelbedingungen durch Dunkelinduktion bZIP1 und bZIP53 direkt an
die Promotoren von ASN1 (ASPARAGIN SYNTHETASE 1) und PRODH1 (PRO-
LINE DEHYDROGENASE 1), die im Aminosduremetabolismus eine Rolle spielen,
binden. Ob die Transkriptionsfaktoren in der Wurzel an der metabolischen Anpassung
an Salzstress beteiligt sind, soll nun hier gezeigt werden. Daten einer bereits in mei-
ner Diplomarbeit durchgefiihrten Microarrayanalyse (Hartmann, 2009), die mit Ma-
terial von salzinduzierten Wildtyp- und bzipl/bzip53 -Wurzeln durchgefiihrt wurde,
sollen Aufschluss iiber mogliche Zielgene und die Funktionen von bZIP1 und bZIP53
geben, deren Expression nochmal in qRT-PCR {iberpriift werden soll. Da sich un-
ter den differentiell regulierten Genen auch bekannte ABA-responsive Gene befinden,
soll ein Expressionprofil dieser Gene erstellt werden, um ein mogliches Zusammen-
spiel zwischen dem bZIP1-Singnaltransduktionswegs und dem ABA-SnRK2-AREB-

Signaltransduktionswegs zu analysieren.
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4 Material

4.1 Organismen

4.1.1 Bakterien

Stamm

Eigenschaften

Referenz

E.coli

4.1.2 Pflanzen

recAl relAl thi-1 DlacU
169 80(lacZDM15) hsdR17

(rkmk+)

(Hanahan, 1983)

Es wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen der Okotypen Columbia-0 und Landsberg

erecta verwendet, Wildtyp und verschiedene transgene Linien:

Kultivar Eigenschaften Herkunft
Columbia Col-0 N1092 Wildtyp Kultursorte
Landsberg erecta Ler Wildtyp Kultursorte

atbzipl (SALK 059343)

AtbZIP1 Knock Out

NASC Stock Cen-

ter

atbzip10 (SALK 106031)

AtbZIP10 Knock Out

NASC Stock Cen-

ter

atbzip25 (SALK 119931)

AtbZIP25 Knock Out

NASC Stock Cen-

ter

atbzip53 (SALK 069883)

AtbZIP53 Knock Down

NASC Stock Cen-

ter

atbzipl /atbziph3 AtbZIP1  Knock Out | Katrin Dietrich
AtbZIP53 Knock Down
atbzip10/atbzip25 AtbZIP10 Knock Out | Klaus Harter

AtbZIP25 Knock Out

atbzipl/atbzip53/ atbzip10

AtbZIP1 Knock Out
AtbZIP53 Knock Down
AtbZIP10 Knock Out

Katrin Dietrich
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atbzipl /atbzip53/
atbzip10/atbzip25

AtbZIP1 Knock Out
AtbZIP53 Knock Down
AtbZIP10 Knock Out
AtbZIP25 Knock Out

Katrin Dietrich

Prom35S:AtbZIP1 L.C.2

AtbZIP1 Uberexpression
mit HA-Tag, pAlligator2,

samenspezifisches GFP

Weltmeier et al.
(2006)

gin2 HXK1 Knock Out Moore et al. (2003)

snrk2.2/3/6 SnRK2.2 Knock Out | (Fujita et al., 2009)
SnRK2.3 Knock Out
SnRK2.6 Knock Out

arebl/2/abf3 AREB1  Knock Out | (Yoshida et al,
AREB2 Knock  Out | 2010)
ABF3 Knock Out

kin10/ami-kinl1 fs-est induzierbare ami | Lorenzo  Pedrotti
KIN11 in KIN10 Knock | (unveréffentlicht)

Out
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4.2 Nukleinsauren

4.2.1 Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz
pRT-101-35S-LUC pUC ori, 35S-Promotor, | R. Topfer
LUC-Reportergen, Amp®
pHBTL-AGFP pHBTL-sGFP-Derivat Heinekamp et al.
(Sheen,  unveroffentlicht), | (2002)
Entfernung des GFP aus
dem pHBTL-sGFP durch
Ncol/Notl-Verdau, Klenow
Jll in® und Religation, pUC
ori, 35S-Promotor, Amp®
pBT10-Gal4-Luc pUC ori, GaldUAS, LUC- | Sprenger-Haussels
Reportergen, Amp®? and Weisshaar
(2000)
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP12 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP13 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP15 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP27 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP35 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP36 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP38 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP40 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP66 Promotor, Amp®
p35S-GAD-GW- AD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP67 Promotor, Amp®
p35S-GBD-GW- BD-Expressionvektor, 35S- | Nora Wehner, 2012
bZIP1 Promotor, Amp®
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4.2.2 Oligonukleotide

Oligonukleotid | 5" — 3 Zweck
ABF3 for GTT CTC AAC CTG CAA CAC AGT GC qPCR
ABF3 rev TCC AGG AGA TAC TGC TGC AAC C qPCR
AIL1 for GGC ATC CAA CCA ACA GAG C qPCR
AIL1 rev GGT TCG AGT AGT TGC AGT AGT GG qPCR
AREBI1 for CGA GTT ACA ACG AAA GCA GGC AAG | qPCR
AREBI rev AGA AGA TTC CTC ATC TCC GTC TCC | qPCR
AREB?2 for TGG TGG AAA TGC AGA AGA ATG AGC | qPCR
AREB2 rev TCA CCA TGG TCC GGT TAA TGT CC qPCR
ATMGL for TGG TGG TGG ACA ACA CAT TCG C qPCR
ATMGL rev AAC CAC CAC ATC TGC TCC AAG C qPCR
ASNT1 for ACC TGA CTG GAG TGG CTT ATA TCA | qPCR
GA
ASN1 rev TAA ATC TCT CCG TTC ACC GTG ACA | ¢PCR
AC
BCAT?2 for CAC ATC TCT ACG CAA AAC TCT G qPCR
BCAT2 rev TGT GAT GCT CTT GAC GCC TC qPCR
bZIP1 for TCA GCG TTA AAC TCG TCG TAG CAA | qPCR
bZIP1 rev AAC GCG GGT CTT AGA TCG GAG AAG | qPCR
bZIP2 for TCA CCG CTC AGA TGG AGG AGC TT qPCR
bZIP2 rev TCC TGC ACC GTT GGA TTG AAC AAG | qPCR
bZIP9 for CGA AAA GGT CCA GCC GGA AAC AAT | qPCR
bZIP9 rev TCG ACC TCA TGA ACC GGG ATT ACA | qPCR
bZIP10 for TTT TTC GGC CAT GCT GAA TCG TTC | qPCR
bZIP10 rev TTA CTC CAA GCG CCA ACC CGT A qPCR
bZIP11 for GGA GCA GAG GAA ACG TAA ACG GAT | qPCR
bZIP11 rev CCT GAG CCG TTA GAT CGT CTA GGA | qPCR
bZIP25 for AGG AGG ATG CTC TCA AAC CGA GAA | qPCR
bZIP25 rev CGG CTC TTA ATT GGC CTA CCT GTG | qPCR
bZIP44 for TTC GAC GGC GTG ATG AAT CCT ATG | qPCR
bZIP44 rev CAG CAG TAG AAG CAG AAG CCA TGA | gqPCR
bZIP53 for TGG GGT CGT TGC AAA TGC AAA CAA | qPCR
bZIP53 rev CCG TGG CGT ACC TCG GAT CAT TAT | qPCR
DIN?2 for ACC ACC ATG TGG AAT GGA AAC TG qPCR
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DIN2 rev TTT CGT AAG CCT TCC GGG TGT G qPCR
FBP for CGT TTG CAG TGC TGT TAA TAA GGC | qPCR
FBP rev CCA CTG CTA ACC AAA GCG TTG AC qPCR
LEAT6 for ACA AGA CGG GTG GAT TCT TG qPCR
LEAT6 rev GTC GGA TCA GTG GTT CGA GT qPCR
MCCA for AGA GGC AAT GAA GAT GGA GCA C qPCR
MCCA rev AGG TCC TGT ATG CTT CCA GAG G qPCR
NCED?2 for TCT CGC CAG ACG GCG TTA AAT C qPCR
NCED2 rev TCG TGA ATC ATC GTC GGA GTT TCG | qPCR
PPDK for TGA GAA GGG TCA TAC CGT GAG C qPCR
PPDK rev ACT CCG CCT CTT TCG CAA TCT C qPCR
RD29B for ACT GAT CCC ACG CAT AAA GGT G qPCR
RD29B rev CTC GTC GGA AAG TCT TCT TCG C qPCR
SENT1 for CCT CAA CTG ATC TTC TCA CTG C qPCR
SENT1 rev CTG TCC AAG CGA CGT ATC CT qPCR
SnRK2.2 for TCG ACA GGA ATA TGA TGG CAA GC qPCR
SnRK2.2 rev TCG ATA ATC TCG TGG CTC CTG TG qPCR
SnRK2.3 for TCC CGC TAC CAG AAT AAG CAT ACC qPCR
SnRK2.3 rev TGG AAC TGG CTT CCT GTG TTG C qPCR
SnRK2.6 for TGT TGC TGA CCC TGC AAA GAG G qPCR
SnRK2.6 rev TTT GGC CCG GTT GAT CCG ATT C qPCR
SUS4 for AGA GCG TTT GGA TGC AAC TCT TG qPCR
SUS4 rev TTT GCC TTT GGC TTC AAC CCT TG qPCR
SWEET?2 for AAC AGA GAG TTT AAG ACA GAG AGA | qPCR
AG
SWEET?2 rev ATC CTC CTA AAC GTT GGC ATT GGT | qPCR
SWEET4 for CCA TCA TGA GTA AGG TGA TCA AGA | qPCR
SWEET4 rev CAA AAT GAA AAG GTC GAA CTT AAT | PCR
AAG TG

TAT7 for TTG ATG CTG TCG AGG CTC TTG C qPCR
TATT rev CGC CGA TTC CGC AAT CTT CAT C qPCR
UBQ5 for GAC GCT TCA TCT CGT CC qPCR
UBQ5 rev GTA AAC GTA GGT GAG TCC A qPCR
Oligo dT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT RT

random no- | Mix aus Oligonukleotiden, aus dem alle mogli- | RT

namer

chen Nonamer-Kombinationen hervorgehen
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Actin for CGTTTCGCTTTCCTTAGTGTTAGCT ChIP
Actin rev AGCGAACGGATGTAGAGACTCACCTTG | ChIP
BCAT2 1 for CGCCACCAAAAGTTGCAGAGACG ChIP
BCAT2 1 rev GCAGCAGGGTTGAGCTCGATGT ChIP
BCAT2 2 for TGGAGCAAGCTTGGGTGTGGC ChIP
BCAT2 2 rev ACAGGAGAGCCAAACACAAGAAACGTG | ChIP
BCAT?2 3 for GTGATACGACGATACTGGAAAGGGACA | ChIP
BCAT2 3 rev ACGTTGTGGAGATTGACAGCCACG ChIP
BCAT?2 4 for AAAACCGGGGATGAATCTGTCTGCC ChIP
BCAT2 4 rev TCCTGTCTGGATACCTACGAGGACTGA ChIP

Die aufgefiihrten Primer wurden von der Firma Invitrogen™ synthetisiert. Die

Schmelztemperatur der Primer wird wie folgt berechnet (Bolton and McCarthy, 1962):
Tw [C] =693 + 0,41 x (% GC) - 650/n

T,, = Schmelztemperatur,

n = Anzahl der Basen

4.3 GroBenstandards

4.3.1 Protein-GroRenstandard

Zur Ermittlung des Molekulargewichtes von Proteinen auf SDS-PAGEs wurde der "Pa-

ge Ruler Prestained Protein Ladder" (Fermentas) verwendet.

4.4 Antikorper

Bezeichnung | Spezifitat Eigenschaft Verdiinnung | Referenz
aHA HA- Epitoptag | polyklonal, 1:600 Santa Cruz
(AS; YPYDVP- | aus Kanin-
DYA) chen
anti Rabbit | Kaninchen- polyklonal, 1:10000 GE
Ig Immunoglobulin | aus Esel, Health-
Peroxidase care
gekoppelt
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4.5 Nahrmedien und Zusatze

4.5.1 Bakterienmedien

Bezeichnung Zuséatze

dYyT 16 g/1 Trypton
10 g/1 Hefeextrakt
5 g/1 NaCl
autoklavieren

LB 10 g/1 Trypton

5 g/1 Hefeextrakt

5 g/1 NaCl
pH 7,4
autoklavieren
4.5.2 Pflanzenmedien
Bezeichnung Zuséatze
MS-Medium 4,4 g/1 Murashige und Skoog Medium

(Murashige and Skoog, 1962)

pH 5,7 mit KOH

autoklavieren

Hydroponik-Medium
(Hoagland-Losung)

1 ml Spurenelemente Lsg.

(50 mM KCI, 50 mM H;BO;, 10 mM
MnSO,, 2 mM ZnSO,, 1,5 mM CuSO,)
5 ml KNO; (1M)

5 ml Ca,(NO;), (1M)

1 ml KH,PO, (1M)

2 ml MgSO, (1M)

1 ml Eisen-EDTA (72 mM FeCl;, 72

mM EDTA)
mit H,O auf 1 1 auffiillen
autoklavieren
4.5.3 Medienzusatze
4.5.3.1 Antibiotika
Substanz Endkonzentration Stammlsung
Ampicillin 100 pg/ml 100 mg/ml in H,O
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4.5.3.2 Agar
Festmedien Bakterien ‘ 12 g/1 Kobe-Agar
Festmedien Pflanzen 8 g/l Gelrite

(Hydroponik, Keimungstest)
Der Agar wird nach dem Einstellen des pH-Wertes, aber vor dem Autoklavieren dazu-

gegeben.

4.5.3.3 Sonstige Zusatze

Substanz Endkonzentration
Abscisinsdure (ABA) 10 pM

Lanthanclorid (LaCly) 500 uM

Natriumchlorid (NaCl) 150 mM, 250 mM, 450 mM
N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1- 100 pM
naphthalenesulfonamide hydrochloride (W-7)

4.6 Losungen und Puffer

Soweit nicht anders beschrieben werden alle Losungen und Puffer mit ultra pure H,O

angesetzt und anschliefsend autoklaviert (15 min, 2 bar, 121 °C).

Bezeichnung Zuséatze

35 % Percoll 35 % Percoll

(ChIP) 0,5 M Hexylenglycol
50 mM PIPES-KOH pH 7.2
10 mM MgCl,

1 % Triton X-100
mit H,O auf 50 ml auffiillen
vor Gebrauch 5 mM S-Mercaptoethanol zugeben

CI-Mix Chloroform
Isoamylalkohol
(24:1)
Crosslinkingpuffer 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 5,8
(ChIP) 1 % Formaldehyd
DEPC-Wasser 1 1 steriles H,O

0,1 % [w/v] Diethylpyrocarbonat in H,O
Inkubation iiber Nacht
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autoklavieren
Elutionspuffer 0,1 M Glycin pH 2,5 mit HC1
(ChIP) 500 mM Na(Cl
0,05 % Tween20
auf 50 ml mit H,O auffiillen
Enzymlosung 1,25 % Cellulase
(Protoplasten) 0,3 % Macerozym
0,4 M Mannitol
0,02 M KCl
0,02 M MES
0,01 M CaCl,
mit bidestilliertem H,O aufiillen
steril filtrieren
Extraktionspuffer 1 M Hexylenglycol
(ChIP) 50 mM PIPES-KOH pH 7,2
10 mM MgCl,
mit HyO auf 50 ml auffiillen
vor Gebrauch 5 mM p-Mercaptoethanol zugeben
1 Tablette Protease Inhibitor auf 10 ml
Féallungspuffer 1,2 M Na(Cl
(RNA-Extraktion) 0,8 M tri-Natrium-Citrat
Glycinlosung 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 5.8
(ChIP) 0,3 M Glycin
Gradientenpuffer 0,5 M Hexylenglycol
(ChIP) 50 mM PIPES-KOH pH7,2
10 mM MgCl,
1 % Triton X-100
mit H,O auf 50 ml auffiilllen
vor Gebrauch 5 mM p-Mercaptoethanol zugeben
Harnstoffextraktions- | 4 M Harnstoff
puffer

(Protein-Extraktion)

16,6 % (v/v) Glycerin

5 % (v/v) p-Mercaptoethanol
5% (w/v) SDS

0,5 % (w/v) Bromphenolblau
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Laufpuffer (1x)
(SDS-PAGE)

25 mM Tris
190 mM Glycin
0,1 % [w/v] SDS

Ladeputffer fiir Agaro-

segele

10 ml TBE

10 ml Glycerin (87 %)

0,2 % |w/v] Bromphenolblau
0,2 % |w/v] Orange G

0,2 % |w/v] Xylencyanol

MEN-Puffer (10x) 200 mM MOPS
(RNA-Gele) 50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
pH 7,0 mit NaOH einstellen
MMG-Puffer 0,4 M Mannitol
(Protoplasten) 0,015 M MgCl,
0,004 M MES
mit bidestilliertem Wasser auffiillen
PCI-Mix Phenol
(ChIP) Chloroform
Isoamylalkohol
(25:24:1)
pH 7,6 - 8,0
PEG 40 % 40 % [w/v| PEG4000
(Protoplasten) 0,1 M CaCl,
0,2 M Mannitol
mit bidestilliertem Wasser auffiillen
steril filtrieren
RipaF 50 mM HEPES / NaOH pH7,4
(ChIP) 140 mM NaCl

1 mM EDTA pH 8,0

1 % Triton X-100

0,1 % DOC (sodium deoxycholate)
0,1 % SDS

auf 500 ml mit H,O auffiillen

RNA-Probenpuffer
(2,5x)

20 % |v/v| MEN
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(RNA-Gele)

8 % [v/v] Glycerin

56,7 % |v/v| Formamid

5 % [v/v] Formaldehyd

0,001 % [w/v| Bromphenolblau
0,1 % [v/v] Ethidiumbromid

4 mM EDTA pH 7,5

Sammelgel (8 %)
(SDS-PAGE)

0,83 ml 30 % Acrylamid / BIS-Mix (19:1)
0,63 ml 1 M Tris / HCL pH 6,8

0,05 ml 10 % SDS

0,05 ml 10 % APS

0,005 ml TEMED

3,4 ml H,O

Sonic-Puffer
(ChIP)

10 mM Tris / HCl pH 74
1 mM EDTA pH 8,0
auf 50 ml mit H,O auffiillen

Sonic-Puffer 0,25 %
SDS
(ChIP)

10 mM Tris / HC1 pH 74

1 mM EDTA pH 8,0
0,25 % SDS
auf 50 ml mit H,O auffiillen

Sonic-Puffer 05 %
SDS
(ChIP)

10 mM Tris / HC1 pH 74

1 mM EDTA pH 8,0

0,5 % SDS

auf 50 ml mit H,O auffiillen

1 Protease Inhibitor Tablette auf 10 ml

Trenngel (12 %)
(SDS-PAGE)

8 ml 30 % Acrylamid / BIS-Mix (19:1)
5ml 1,5 M Tris / HCL pH 8,8

0,2 ml 10 % SDS

0,2 ml 10 % APS

0,008 ml TEMED

6,6 ml H,O

Transferpuffer

(Western-Blot)

192 mM Glycin
25 mM Tris
20 % (v/v) Methanol
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0,01% (w/v) SDS

Trizolpuffer
(RNA-Extraktion)

380 ml/l Phenol mit 0,1 M Citrat-Lsg. gesét.
0,8 M Guanidiniumthiocyanat

0,4 M Ammoniumthiocyanat

33,4 ml/1 3 M Na-Acetat

pH 5 mit Essisaure

5 % [v/v] Glycerin

W5-Puffer
(Protoplasten)

154 mM NaCl

125 mM CaCl,

5 mM KCI

2 mM MES

mit bidestilliertem Wasser auffiillen

steril filtrieren

WI-Puffer
(Protoplasten)

4.7 Gerate

Gerat

0,5 M Mannitol

0,02 M KCI

4 mM MES

mit bidestilliertem Wasser auftiillen

steril filtrieren

Modell Hersteller

Autoklav

VE-100 Systec

Automatische Pipetten

1000, 200, 20, 10, 2 Pipet- | Rainin
Lite

Digitalkamera D-3100 Nikon
Eismaschine D-100 Icematic
Flourometer Fluoreskan Ascent Labsystems
Gefriertruhe -80°C C66085 New Brunswick
Scientific
Geldokumentationsanlage INTAS
Gelelektrophoresekammer Werkstatt  der
Universitét

Wiirzburg
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Heizblock Mixing Block MB-102 BIOER

Heizriihrer RCT basic IKA Labortech-
nik

Inkubationsschrank WTC Binder

Klimaschrank Percival Scienti-
fic

Kiihlschréankenke Liebherr

Kiihlzentrifuge Eppendorf

Netzgerate PS305 Life  Technolo-
gies

PCR-Gerit, MiniCycler™ | PTC-150 MJ  Research,
USA

pH-Meter HI9321 InoLab

Polyacrylamid-Gelkammer AGS

Real-Time-PCR CFX96, Thermal Cycler | Biorad

C1000

RNA-/ DNA-Calculator Nano Drop 2000

Scanner Epson

Schiittler Orbitron INFORS HT

Schwingmiihle MM 301 Retsch

Semi-Dry-Blot-Apparatur Werkstatt — der
Universitat
Bielefeld

Sterilbank B200-18 CEAG ENVIR-
CO

Tischzentrifuge 5417C Eppendorf

Vakuumpumpe

Vortex Vortex- Genie 2 Neo Lab

Waagen Kern

Feinwaage Kern

Wasserauftbereitungsanlage Millipor

Wasserbad 1086 GFL

Zentrifuge, Ausschwingro- | Universal 16 A Hettich

tor
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4.8 Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller
Fliefspapier Whatman
Glaser Weck

Glasmaterialien: Flaschen, Pasteurpipetten, Erlen-

meyerkolben usw.

Brand, Schott

Handschuhe Meditrade
Haushaltsfolie Tip
Immobilon-P, PVDF-Transfer Membranen Millipore

Kunststoff-Einwegmaterial: Spitzen, Pipetten, Re-

aktionsgefafse, Rohrchen, Petrischalen usw.

Eppendorf, Brand, Sarstedt

Leukopor-Band

BSN medical

Microtiterplatten Nunc, Sarstedt
Parafilm N American National CanTM
Rontgenfilme Kodak
Stahl-Netz 0,063 mm Pressel

4.9 Chemikalien
Produkt Hersteller
Agarose SeaKem LE Biozym
Ampicillin Duchefa
Chloroform Roth
dNTPs Fermentas
EDTA AppliChem
Essigsaure Roth
Ethanol absolut Merck
Gelrite Roth
Iso-Propanol Roth
Harnstoff Roth
Kaliumchlorid Roth
Kobe-Agar Roth
Magnesiumchlorid Roth
Magnesiumsulfat-Heptahydrat AppliChem
Magermilchpulver Gliicksklee
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Mannitol Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumlaurylsulfat Roth
Orange G Sigma
Polyethylenglycol 4000 Roth
Pepton Roth
Phenol Sigma
Rontgenfilm Entwickler L.X24 Kodak
Rontgenfilm Fixierer AL4 Kodak
Salzsédure Merck
TEMED (N,N,N’N’- | Roth
Tetramethylethylendiamidin)
Trishydroxymethylaminomethan Roth
Triton X-100 Roth
Trypton Roth
Tween Sigma
[-Mercaptoethanol Roth
4.10 Enzyme
Enzym Hersteller
Cellulase Onitsuka R-10 Serva
Macerocym R-10 Sigma
Bio-Taq Polymerase Bioline

RevertAid™ H Minus M-MuL Reverse Transkrip- | MBI Fermentas

tase

DNase I Fermentas

4.11 Kits

Kit Hersteller
NucleoSpin® Plasmid QuickPure Macherey Nagel
NucleoBond® Xtra Midi Macherey Nagel
NucleoBond® Xtra Maxi Macherey Nagel
Plasmid Plus Midi Kit Qiagen
Rneasy® Plant Mini Kit Qiagen
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4.12 Computerprogramme

Computerprogramme und Internetanwendungen

Hersteller / Referenz

Office 2010

Microsoft

Map Man Nagel et al. (2005)
R-Studio RStudio, Inc.

ETEX http://www.texshop.org
Quantprime http://www.quantprime.de
MylIQ BioRad

Geneious http://www.geneious.com
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5

Methoden

5.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana

5.1.1 Oberfldachensterilisation von Arabidopsis thaliana-Samen

fiir die Anzucht in Hydroponik oder auf MS-Platten

Fiir eine sterile Anzucht von Arabidopsis thaliana werden die Samen zunéchst ober-

flachensterilisiert, um eine Kontamination des Mediums auf den Platten bzw. in den

Hydroponiken zu vermeiden.

Samen bis zu 0,5 cm Fiillhohe in ein 2 ml Reagiergefaft fiillen

unter dem Abzug flaches Weckglas mit 100 ml 12 %iger Natriumhypochlorit-
Losung in den Exsikkator stellen

Reagiergeféife 6ffnen und mit einem Kunststoffstander auf das Weckglas stellen
5 ml HCI (37 %) zu der Natriumhypochlorit-Losung geben

Exsikkator verschliefen

nach ca. 4 h Inkubation unter der Sterilbank 6ffnen, Samen ausdampfen lassen

sterile Samen innerhalb einer Woche auslegen

5.1.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana in Hydroponik

Das Protokoll fiir die Anzucht von Arabidopsis thaliana in Hydroponik stammt von

Markus Teige (Universitdt Wien) und wird hier in abgewandelter Form angewandst.

Spitzenkésten der Firma Greiner Bio One (1000 pl) mit Alufolie lichtdicht ver-
packen

vier bis sechs 0,5 ml Reagiergefifie (Sarstedt) durch die Alufolie in die Spitzen-
halterung stecken

Kisten mit Deckel autoklavieren

0,5 ml Reagiergefiafe mit ca. 700 ul 0,5 x MS-Medium (mit Gelrite) befiillen
darauf jeweils zwei der zuvor oberflachensterilisierten Samen ausgelegen

Deckel verschlieften und mit Parafilm fixieren

Anzucht in einer Klimakammer unter Kurztaghedingungen (8 h Licht, 16 h Dun-
kelheit)
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nach 14 Tagen

— Pflanzen vereinzeln
— Spitze der 0,5 ml Reagiergefafse abschneiden
— 400 ml Hoaglandlosung in die Spitzenkésten geben

Kasten wieder in Klimakammer stellen

nach 12 Tagen Deckel der Késten entfernen

nach weiteren 14 Tagen Stress applizieren und Pflanzen ernten

Abbildung 5.1: Arabidopsis thaliana-Anzucht in Hydroponikkultur

5.1.3 Anzucht von Arabidopsis thaliana auf MS-Platten

e Sterile Samen auf MS-Platten ausstreuen
e Platten mit Leukopor verschliefen
e zwei bis vier Tage bei 4 °C stratifizieren
Die Pflanzen werden unter Langtagbedingungen in einer Klimakammer angezogen,
wobei die Platten senkrecht gestellt werden, damit man die Keimlinge spéter besser

ernten kann.

5.1.4 Anzucht von Arabidopsis thaliana auf Erde

Die oberflichensterilisierten Samen werden auf Minimal-Erde ausgelegt. Die Erde wird
zuvor fiir 30 min bei 90 °C autoklaviert, um Pilze und Sporen abzutdten.

Die Anzucht der Pflanzen findet in einem Pflanzenschrank fiir Samennachzucht unter
Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) bzw. fiir Protoplastengewinnung
unter 12/12 Bedingungen (12 h Licht, 12 h Dunkelheit) statt.
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5.2 Abiotische Stressbedingungen fiir Pflanzen

5.2.1 Zur Auswertung in gPCR
5.2.1.1 Hydroponik

Den Pflanzen, die in den Hydroponiken gewachsen sind, werden am Tag der Ernte
jeweils verschiedene abiotische Stresse durch Zugabe von Chemikalien in die Hoagland-

l6sung zugefiigt:

10 uM ABA

150 mM KCI

360 mM Mannitol
100 mM MgCl,
150 mM NaCl

e 100 mM Na,SO,

Die Pflanzen werden, Wurzel und Blatt getrennt voneinander, nach der Stresszugabe

zu verschiedenen Zeitpunkten gleichzeitig zum Zeitpunkt ,,0 h* geerntet.

5.2.1.2 MS-Platten

Oberflachensterilisierte Samen werden auf MS-Platten ausgelegt, stratifiziert und fiir
drei Wochen senkrecht unter Langtagbedingungen im Pflanzenschrank angezogen. Der

Stress wird am Tag der Ernte appliziert:

e 250 bzw. 450 mM NaCl

500 uM LaCl,

10 uM W7

5,5 mM, 27,5 mM, 55 mM Glucose
5,5 mM, 27,5 mM, 55 mM Mannitol

jeweils gelost in 6 ml (runde Platten) bzw. 8 ml (eckige Platten) H,O.

Bei durch p-Estradiol induzierbaren Pflanzen werden die Samen zunéchst zwei Wo-
chen auf MS-Medium angezogen, danach fiir eine Woche auf Medium mit 10 uM j-
Estradiol tiberfiihrt.

5.2.2 Fiir Phdanotypen-Bestimmung

Die Samen werden mit einer Schablone gleichméfig auf quadratischen MS-Platten aus-
gelegt, die kein bzw. eine Konzentration von 175 mM NaCl enthalten. Die Platten
werden zwei Tage bei 4 °C stratifiziert, dann in einen Klimaschank mit Langtagbedin-

gungen gelegt und nach zehn Tagen ausgewertet.
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5.2.3 In Protoplasten

Bei der Protoplastentransformation wird dem WI-Puffer NaCl mit einer Endkonzen-

tration von 125 mM zugesetzt. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht.

5.3 Kultivierung und Transformation von

Escherichia coli

5.3.1 Kultivierung von Escherichia coli

Zur sterilen Anzucht von FEscherichia coli werden die benotigten Stédmme in fliissigem
oder festem LB- bzw. SOC-Medium mit dem Stamm entsprechenden Antibiotika an-
geimpft und bei 37 °C inkubiert (Sambrook and Russell, 2001). Nach 12-16 Stunden
Inkubation befindet sich die Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase und kann
direkt fiir weitere Experimente verwendet werden. Sie kann aber auch bei 4 °C oder
nach Zugabe von 1/2 Volumen Glycerin bei -80 °C fiir einige Tage bzw. mehrere Jahre

konserviert werden.

5.3.2 Herstellung kompetenter Zellen von Escherichia coli

Trotz der noch nicht geklarten Mechanismen zur Kompetenzentwicklung bei E. coli gibt
es verschiedene Verfahren um transformationskompetente Zellen herzustellen. In den
meisten Versuchen wurde dazu der Stamm DH5a verwendet. Die kompetenten Zellen

werden dabei nach einem modifizierten Protokoll (Inoue et al., 1990) hergestellt:

e 0,8 ml einer Ubernachtkultur in 40 ml LB-Medium iiberimpfen

e Anzucht der Kultur bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5

e je 10 ml der Kultur in 50 ml Rohrchen iiberfiihren

e 5 min, 6000 g, 4 °C abzentrifugieren

e Pellet in 5 ml 50 mM CaCl, (4 °C) resuspendieren

e 30 min auf Eis inkubieren

e 5 min, 6000 g, 4 °C abzentrifugieren

e Zellen in 2 ml 50 mM CaCl, (4 °C) und 0,4 ml 87 % Glycerin aufnehmen
e Aliquotieren (je 200 pul) in 1,5 ml Reagiergefifsen

e in fliisigem Stickstoff schockgefrieren

e die Aufbewahrung erfolgt bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
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5.3.3 Transformation von Escherichia coli durch Hitzeschock

Kompetente E. coli-Zellen sind in der Lage, DNA aus dem Umgebungsmedium aufzu-
nehmen. Mit folgender Methode werden E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA transformiert
(Hanahan, 1983).

e Kompetente E. coli-Zellen auf Eis auftauen

e DNA zugeben, vorsichtig mischen

e mindestens 30 min auf Eis inkubieren

e Hitzeschock fiir 60 s bei 42 °C

e 500 pl LB- oder DYT Medium zugeben

e 30 min bei 37 °C schiitteln

e kurz abzentrifugieren

e Uberstand abgiefen und Pellet im Riickfluss resuspendieren

e Losung auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausstreichen und bei
37 °C iiber Nacht inkubieren

5.4 RNA

5.4.1 RNA-Extraktion aus Arabidopsis thaliana
5.4.1.1 mit Trizol

Diese Methode basiert auf einer Phenol/Chloroform-Extraktion. Die RNA kann hier
sehr gut extrahiert werden, da sie sich in der hydrophilen, wassrigen Phase 16st, wohin-
gegen sich andere Zellbestandteile besser in Chloroform 16sen. Durch die Thiocyanat-
Salze im Extraktionspuffer werden RNasen inhibiert und eine Degradation der RNA
verhindert (Chomezynski, 1993; Chomcezynski and Sacchi, 1987).

e Pflanzenmaterial (Wurzel oder Blatt) in fliissgem Stickstoff aufmérsern und ca.
100 mg Material in ein 2 ml Reagiergeféfs abfiillen

e 1 ml Trizolpuffer zugeben

o Gefél auf dem Vortexer fixieren und 5 min schiitteln

e 0,2 ml Chloroform zugeben

e crneut 5 min schiitteln

e 30 min bei 4 °C und 12000 g abzentrifugieren

e wissrigen Uberstand (ca. 650 ul) abnehmen und in ein neues 2 ml Reagiergefif
iiberfithren

e jeweils 0,25 ml Iso-Propanol und RNA-Fallungspuffer zugeben

e invertieren und 10 min bei RT inkubieren
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15 min bei 4 °C und 12000 g abzentrifugieren
Uberstand abnehmen und verwerfen

Pellet in 0,25 ml 70 % EtOH waschen

5 min bei 4 °C und 12000 g abzentrifugieren

Uberstand abnehmen und verwerfen
Pellet fiir 15 min bei RT trocknen
Pellet in 20-50 pul DEPC H,O aufnehmen und bei RT schiitteln

5.4.1.2 mit RNeasy Plant Mini-Kit®

In das RNeasy Plant Mini-Kit® von Qiagen werden ca. 100 mg Pflanzenmaterial ein-
gesetzt. Die RNA-Extraktion erfolgt nach Protokoll. RNA-Proben fiir die Microarray-
Analyse wurden mit dem RNA-Kit extrahiert.

5.4.2 RNA-Gel

Zur Uberpriifung der RNA-Integritit wird eine denaturierende Agarose-Gelelektropho-
rese durchgefiihrt. In dem Gel werden die RNA-Molekiile nach Grofe aufgetrennt.

e 1,5 g Agarose in 112.,5 ml H,O aufkochen
e unter Riihren auf ca. 60 °C abkiihlen lassen
e 15 ml 10x MEN-Puffer zugeben

e 225 ml 37 % Formaldehyd zugeben

Als Laufpuffer wird 1x MEN eingesetzt. Ca. 0,5 pg RNA werden mit 10 ul RNA- La-
depuffer (2,5x) versetzt und 5 min bei 65 °C aufgekocht. Nach kurzem Abzentrifugieren
der Proben werden diese auf Eis gelagert. Das Gel lduft ca. 1,5 h bei 300 V.

5.5 Reverse Transkriptase-PCR zu Herstellung von
cDNA

Die extrahierte mRNA kann mit Hilfe der RT-PCR in komplementidre DNA (cDNA)
umgeschrieben werden, die dann in die Real-Time-PCR eingesetzt werden kann. Mit
dieser Methode kann die Menge eines bestimmten Transkripts in einer Probe bestimmt
werden.

Die Reverse Transkriptase verlangert die an die RNA gebundenen Primer in 3’-
Richtung. Es wird zum einen ein Random-Nonamer-Primer zugegeben, der zufillig
an komplementdren Stellen in der mRNA bindet. Zum anderen wird ein Oligo-dT-
Primer verwendet, der spezifisch an den Poly-A-Schwanz der mRNAs bindet. In dieser
Reaktion werden spezifisch alle mRNAs in cDNA umgewandelt.
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1 pg RNA in 8 ul DEPC-H,O mit je 1 ul DNase und DNase-Puffer versetzen

e 30 min bei 37 °C inkubieren

e 1 ul EDTA zugeben

e 10 min bei 65 °C inkubieren

e 1 pl Random-Nonamer-Primer (200 uM) und 0,2 ul Oligo-dT-Primer (10 uM)
zugeben

e 10 min bei 70 °C inkubieren

e auf Eis 4 ul RT-Puffer, 2 ul dNTPs und 0,25 pl Reverse Transkriptase zugeben

e 70 min bei 42 °C, dann 10 min bei 70 °C inkubieren

e Lagerung bei 4 °C

5.6 Quantitative Real-Time-PCR

Mit der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) kénnen kleine Mengen DNA in
Echtzeit amplifiziert und quantifiziert werden.

Die Quantifizierung erfolgt durch die Messung der Fluoreszenz des Fluorophors Sy-
brGreen. SybrGreen bindet ausschlieflich an doppelstriangige DNA. Der dabei entste-
hende SybrGreen-DNA-Komplex absorbiert dann blaues Licht bei einer Wellenlénge
von 494 nm und emittiert griines Licht bei 521 nm. Je mehr doppelstrangige DNA ge-
bildet wird, desto stérker ist also die Fluoreszenz. Ist mehr Template zu Beginn dieser
Reaktion vorhanden, werden weniger Zyklen bendtigt, um ein iber dem Hintergrund
liegendes Fluoreszenz-Signal zu erhalten (Gibson et al., 1996). Dieser Punkt wird als
Ct-Wert (Threshold-Cycle) definiert und liegt immer in der exponentiellen Phase der
Amplifikation. Mit diesem Schwellenwert kann man die Proben untereinander verglei-
chen. Ein hoher Ct-Wert bedeutet in diesem Fall, dass viele Zyklen zum Erreichen des
Schwellenwerts notig waren, und somit eine geringe Menge DNA, wahrend ein niedriger
Ct-Wert auf eine grofere Menge spezifische cDNA hindeutet. Mit Hilfe von spezifischen
Primern lassen sich so die Transkriptmengen spezieller Gene quantitativ bestimmen.

Da das System sehr sensitiv ist, werden Kontrollen mitgefiihrt. Es wird stets ein Pri-
merpaar fiir ein Haushaltsgen eingesetzt, das immer gleich stark induziert sein sollte.
Bei den hier durchgefiihrten Salzstress-Experimenten wurde das Haushaltsgen Ubi-
quitin 5 (UBQ5) verwendet. Aukerdem wird fiir jedes Primerpaar eine non template
control (NTC) angesetzt, in der sich keine cDNA als Template befindet, und in der
somit keine oder kaum Produktbildung detektierbar sein sollte.

Protokoll zur Durchfithrung einer Real Time-PCR~Analyse:

e Master-Mix ansetzen (pro Reaktion)

— 16,45 ul H,0
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— 2,5 pul Puffer Bioline (10x)

— 1 ul MgCl, Bioline (50 mM)

~ 0,25 ul ANTPs (10 mM)

— 2,5 pl Primer-Mix (10 uM)

— 0,25 ul SybrGreen

— 0,05 pul BIOTaq DNA Polymerase (5 U/ul)

23 ul Master-Mix in jedes Reaktionsgeféfs geben
2 ul der 1:20 verdiinnten cDNA zugeben

e mischen und kurz abzentrifugieren

e PCR-Programm starten

SybrGreen unterscheidet nicht zwischen unterschiedlichen doppelstrangigen DNA-
Abschnitten, daher ist es wichtig eine Schmelzkurve zur Uberpriifung der Primerspezi-
fitdt zu erstellen. Am Ende der PCR wird die Temperatur langsam in 0,5 °C-Schritten
erhoht. Die DNA-Doppelstriange trennen sich am Schmelzpunkt und die Fluoreszenz
sinkt rapide.

Die PCR-Produkte eines Primer-Paares sollten identisch sein, also den gleichen
Schmelzpunkt haben. Sollte die Schmelzkurve mehrere Maxima haben, kann man z.B.
auf Kontaminationen oder unspezifische Bindungen schliefsen. Das Ergebnis kann aus-
gewertet werden, wenn die Schmelzkurve nur ein Maximum hat. Die Ct-Werte der ein-
zelnen Proben, werden untereinander verglichen und zusétzlich noch iiber den UBQ5-

Wert abgeglichen.

5.7 Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli

5.7.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA werden die E. coli-Stdmme in 4 ml-Kulturen mit
dYT-Medium und den entsprechenden Antibiotika-Zusétzen angeimpft und iiber Nacht
bei 37 °C geschiittelt. Die Extraktion erfolgt dann mittels des NucleoSpin® Plasmid
QuickPure-Minikits von Macherey-Nagel laut Protokoll des Herstellers. Mit dieser Me-
thode kénnen DNA-Ausbeuten von bis zu 400 ng/ul erreicht werden.

5.7.2 Midi-Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um eine hohe und besonders reine Ausbeute an Plasmid-DNA zu erreichen, wie sie
fiir Protoplastentransformation benotigt wird, wird die Midi-Préparation durchgefiihrt.

Dazu werden die E. coli -Stamme in 200 ml dYT iiber Nacht inokuliert. Die Praparation
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erfolgt dann mit dem NucleoBond® Xtra Midi-Kit von Macherey-Nagel, nach dem
Protokoll des Herstellers.

5.7.3 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um hohere Ausbeuten an Plasmid-DNA zu erreichen, wird die Maxi-Préaparation durch-
gefiihrt. Dazu werden Vorkulturen derF. coli -Stamme in 5 ml dY'T mit Zusétzen iiber
Tag angezogen, mit welchen Ubernachtkulturen in 600 ml dYT inokuliert werden. Die
Priparation erfolgt dann mit dem NucleoBond® Xtra Maxi-Kit von Macherey-Nagel,
nach dem modifizierten Protokoll des Herstellers. So werden als Modifikation die Saulen

zweimal nacheinander zur Bindung und Elution desselben Plasmids verwendet.

5.7.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Bestimmungen der Konzentrationen von gelésten Nukleinsduren werden mit dem
NanoDrop (Thermo scientific) durchgefiihrt. Dazu wird 1 pl der Losung auf den Mess-

punkt pipettiert. Konzentrationsberechnungen fiihrt das Gerat automatisch durch.

5.8 Western-Blot Analyse

5.8.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Pflanzen

Proteinextrakte konnen aus Pflanzenmaterial mittels einer Extraktion mit Harnstoff-

extraktionspuffer gewonnen werden.

e Pflanzenmaterial (Wurzel oder Blatt) in fliissigem Stickstoff aufmorsern

e Gleiche Mengen Material (50- 200 mg) in 1,5 ml Reagiergefaft einwiegen
e 150 ul Harnstoffextraktionspuffer zugeben

e gut mischen

e 10 min bei 80 °C im Thermomixer inkubieren

e 10 min bei 13.000 rpm bei RT die Zelltriimmer abzentrifugieren

e Uberstand in neues Reagiergefifs iiberfithren

e Proteinextrakte bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C lagern

e Vor Auftragung der Proben in der SDS-PAGE 5 min bei 65 °C inkubieren

e Proben konnen direkt auf das Gel aufgetragen werden

5.8.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, (Laemmli, 1970)) dient der

Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekularmasse. Die Polyacrylamidmatrix wird
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durch Polymerisation von Acrylamid mit dem Quervernetzer N,N’-Methylbisacrylamid
(BIS) hergestellt. Die Porengrofe im Gel kann durch die Wahl der Acrylamidkonzen-
tration sowie des Verhéltnisses von Acrylamid und BIS verédndert werden. Die Poly-
merisation wird durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) durch Erzeugung freier
Radikale gestartet. Als Katalysator wird N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin (TE-
MED) zugefiigt.

In dieser Arbeit werden SDS-Gele mit einem 5 %igem Sammelgel und 12 %igem
Trenngel verwendet (siehe Material). Die Taschen des Gels werden mit 40 ul Protei-
nextrakt aus denaturierten Harnstoffextrakten beladen. Der Gellauf erfolgt bei 140 V
fiir etwa 2 h. Um spezifisch ein {iber ein SDS-Gel aufgetrenntes Protein nachzuweisen,
werden die Proteine zunédchst auf eine hydrophobe PVDF-Membran geblottet (Towbin
et al., 1992; Burnette, 1981), bevor mit Hilfe eines spezifischen Antikorperssystems die
Detektion des Proteins erfolgt.

5.8.3 Proteintransfer auf PVDF-Membranen

Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine werden mittels der ,,Semi-Dry-Blotting”- Me-
thode (Kyhse-Andersen, 1984) auf eine PVDF-Membran transferiert:

e drei Lagen Whatman-Fliefspapier in Transferpuffer anfeuchten und auf die Blot-
ting-Apparatur auflegen

e die PVDF-Membran in Methanol aktivieren, mit Transferpuffer dquilibrieren und
luftblasenfrei auf das Fliekpapier legen

e das Gel auf der Membran positionieren

e drei Lagen in Transferpuffer dquilibriertes Fliefkpapier auflegen

e Deckel der Blotting-Apparatur auflegen und beschweren

e der Elektrotransfer erfolgt fiir 1 bis 1,5 h bei 1 mA /em? Filterfliche.

5.8.4 Immunodetektion mit dem ECL-System

Bei der hier angewandten indirekten Nachweismethode werden die auf der Membran
immobilisierten Proteine zuerst mit einem Priméarantikorper immunodetektiert. Die-
ser Antikorper ist spezifisch gegen ein Epitop des nachzuweisenden Proteins gerichtet.
Unter Verwendung eines mit einer Peroxidase gekoppelten zweiten Antikorpers wird
der Primérantikorper erkannt. Der Nachweis erfolgt mit Hilfe des ECL+-Kits der Fir-
ma Amersham. Nach Inkubation des Filters mit einem Substrat-Mix kann die bei der
Peroxidase-katalysierten Oxidation des Substrates Luminol entstehende Chemilumi-

neszenz durch Exposition eines Rontgenfilms nachgewiesen werden.

e Filter 5 min in TBST &quilibrieren



Methoden 43

60 min Inkubation in 5 % Milchpulver in TBST (Blocken freier Stellen auf der
Membran)

Inkubation in 1 % Milchpulver in TBST und Priméarantikorper #i.N. oder min-
destens fiir 2 h

Membran zweimal 5 min in TBST mit 1 % Milchpulver waschen

Membran zweimal 5 min in TBST waschen

Inkubation in 1 % Milchpulver in TBST und Sekundérantikorper fiir 2 min
Membran 5 Mal 5 min in TBST waschen

den ECL-Substratmix frisch aus Losung A und Losung B herstellen (1:1)

die Membran mit der Proteinseite nach oben auf eine Klarsichtfolie legen und
mit dem Substratmix 5 min bei RT inkubieren

iiberschiissigen Substratmix entfernen

eine zweite Klarsichtfolie darauf legen

Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgt durch Exposition eines Rontgenfilms,

je nach Signalstéarke fiir 3 s bis 20 min, der dann fiir 1-5 min entwickelt, kurz gewassert

und 3 s fixiert wird.

5.9 Transiente Protoplasten-Transformation in

Arabidopsis thaliana

Um Studien zur transienten Genexpression durchfithren zu kénnen, eignen sich Ara-

bidopsis Mesophyll- und Wurzelprotoplasten. Aufserdem kann in diesem System auch

der Einfluss von vielen Stressbedingungen (wie z.B. Salz) auf die Genexpression ver-

schiedener Reportergene getestet werden.

5.9.1 Gewinnung von Arabidopsis thaliana-Protoplasten

Blatter von drei bis vier Wochen alten Pflanzen ohne Bliitenansatz, die unter
Langtaghedingungen angezogen wurden, auf der Blattunterseite fein mit einem
Skalpell einritzen

Blatter mit der Blattunterseite nach unten auf 10 ml Enzymlésung in eine Petri-
schale legen, ohne dass Luftblasen entstehen

der Zellwandverdau erfolgt {iber Nacht im Klimaschrank

nach dem Verdau der Zellwand durch die Enzymllosung, Protoplasten durch leich-
tes Schwenken herauslosen

Protoplasten durch ein vorher mit W5-Puffer befeuchtetes Metallnetz (0,063 mm)

vorsichtig in ein 50 ml Rohrchen filtrieren
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2 min bei 100 g bei RT zentrifugieren; Beschleunigen und Abbremsen erfolgt
langsam, damit die Protoplasten intakt bleiben

Uberstand mit abgeschnittener blauer Spitze entfernen

vorsichtig mit gekiihlter W5-Losung auf 10 ml auffiillen

durch leichtes Schwenken vorsichtig resuspendieren

1 min bei 100 g bei RT zentrifugieren; langsam beschleunigen und abbremsen
Uberstand mit abgeschnittener blauer Spitze entfernen

vorsichtig mit gekiihlter W5-Losung auf 10 ml auffiillen

durch leichtes Schwenken Protoplastenpellet vorsichtig resuspendieren

5 h auf Eis stellen

Die Gewinnung von Wurzelprotoplasten geschieht mit geringen Modifikationen

Wurzeln von auf MS-Platten angezogenen 2 Wochen alten Keimlingen ernten
in 20 ml Enzymlésung in kleinem Erlenmeyerkolben fiir ca. 3 h schwenken

10 min bei 100 g bei RT zentrifugieren; Beschleunigen und Abbremsen erfolgt
langsam

Protoplasten durch ein vorher mit W5-Puffer befeuchtetes Plastiknetz (0,04 mm)

vorsichtig in ein 50 ml Rohrchen filtrieren

5.9.2 PEG-Transformation von Arabidopsis

thaliana-Protoplasten in Mikrotiterplatte

Um 96 Protoplastentransformationen auf einmal durchzufiihren wird das Protokoll von
(Wehner et al., 2011) angewandst.

Uberstand mit abgeschnittener Spitze entfernen

Protoplasten mit gewiinschter Menge MMg-Losung versetzen und durch leichtes
Schwenken resuspendieren

In weifser Mikrotiterplatte mit Rundboden je 1 pg Plasmid-DNA pro Konstrukt
und Reaktion in 4 pl Gesamtvolumen vorlegen

Platte schrig halten und 30 pul Protoplasten-Losung mit Multikanalpipette und
weitlumigen Spitzen hinzufiigen

33 nl PEG-Loésung mit Multikanalpipette und weitlumigen Spitzen hinzufiigen,
10 mal vorsichtig auf- und abpipettieren

25 min bei RT inkubieren

20 pl Wh-Losung vorsichtig mit Multikanalpipette und weitlumigen Spitzen hin-
zufiigen, 5 mal auf- und abpipettieren

Mikrotiterplatte fir 1 Minute bei 100 g und RT zentrifugieren (langsames Be-

schleunigen und Abbremsen)
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mit weitlumigen Spitzen 175 1l des Uberstands entfernen

100 pl WI-Losung zugeben, 3 mal Auf- und Abpipettieren Protoplasten resus-
pendieren

Inkubation iber Nacht im Klimaschrank

Am Folgetag 80 pl Uberstand entfernen

Es folgt die jeweilige Luciferase-Messung

5.9.3 Messung der Luciferase (LUC)-Aktivitat

Die Messung der Firefly-Luciferaseaktivitét fiir das PTA-Screening-System ohne Ab-
gleich erfolgt mit lebenden Protoplastenzellen. Zuvor miissen die Zellen 8 Minuten
dunkel stehen, um die FEigenphosphoreszenz abklingen zu lassen. Anschliefend werden
40 pl WI-Puffer mit 1mM Luciferin-Kalium-Salz pro Reaktion iiber die Injektoren des
Luminometers zugegeben. Die Lumineszenzmessung erfolgt nach jeweils 15 Sekunden

Integrationszeit.

5.10 Microarray

Die RNA fiir die Microarrayanalyse wurde mit Hilfe des Rneasy® Plant Mini Kit aus
Arabidopsis-Wurzeln extrahiert und mit einem RNA-Gel {iberpriift. Die Messung und
Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit Johannes Hanson der Universitat Utrecht
durchgefiihrt.

Die Messung der Proben erfolgt nach dem wie in Hanson et al. (2008) aufgefiihrten
Protokoll. Der Signufikanz-Schwellenwert wurde auf 0,01 gesetzt.

5.11 Metabolomanalyse

Die Metabolomanalyse wurde in Zusammenarbeit mit Stefan Kempa (MPI Golm, Pots-
dam) durchgefiihrt.
Aufgemorsertes Wurzelmaterial wurde mittels Gas-Chromatographie Massenspek-

tromie wie in Kempa et al. (2008) beschrieben, durchgefiihrt.

5.12 Aminosauremessung

5.12.1 Extraktion der Aminosauren

e 50 mg Pflanzenmaterial mit 300 pl Extraktionslosung versetzen

e vortexen
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e in der Kugelmiihle 10 min bei 21 Hz und RT schiitteln
e 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugieren

e Uberstand abnehmen und aufbewahren

e 300 pl Extraktionslésung zugeben

e in der Kugelmiihle 10 min bei 21 Hz und RT schiitteln
e 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugieren

e Uberstiinde vereinen (ca 600 pl)

e vortexen

e 3.5 min bei 14000 rpm und RT zentrifugieren

e Uberstand abnehmen

5.12.2 Derivaterisierung und Messung

Fiir die Aminosédure-Analytik wird eine Derivatisierung der Extrakte mit AccQ-Tag (6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamat) durchgefiihrt. Hierfiir wird das AccQ-
Tag Ultra Derivatization Kit von Waters verwendet. Die Derivatisierung wird nach
Protokoll durchgefiihrt.

Fiir die Detektion wird die negative Elektrospray-lonisierung mit folgenden Parame-
tern verwendet (Synapt G2 HDMS, Waters, U.K.):

e Kapillarspannung: 0,8 kV
e Quellenspannung: 25 V
e Quellentemperatur: 120 °C

Die Spektren werden im Breitbandmodus aufgenommen. Die interne Kalibrierung wird
mit Leucin-Enkephalin (2 ng/pl in 50 % Acetonitril) durch eine externe Ionisierungs-
quelle durchgefiihrt. Die Kalibrierung wird alle 30 Sekunden durch Messung der Ilo-
nenintensitdt von Leucin-Enkephalin mittels einer zuséatzlichen Ionenquelle gemessen,
um die Messgenauigkeit zu korrigieren. Die Auswertung erfolgt mittels QuanLynx von
Waters. Bei der Integration wird ein Chromatogramm-Massenfenster von 0.03 mDa
verwendet sowie ein Retentionszeit-Fenster von 0,1 Minuten.

Die Quantifizierung wird anhand des internen Standards Norvalin mit Hilfe von

Kantago (www.vertigonal.de/Kantago) durchgefiihrt.

5.13 Zuckermessung

5.13.1 Extraktion der Zucker

o Wurzelmaterial in fliissigem Stickstoff aufmorsern und ca. 20 mg Frischgewicht

in 2 ml Schraubdeckel-Reaktionsgefafse einwiegen
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e Porzellankugel zugeben und in der Kugelmiihle 3 min bei 21 Hz schiitteln

e 250 ul MeOH/H,O (50:50) und Internen Standard (je 10 pg D2-Glucose, D2-
Treahlose) zugeben

e 3 min bei 80 °C

e in der Kugelmiihle 3 min bei 21 Hz schiitteln

e 10 min bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugieren

e bei Bedarf Zentrifugierschritt wiederholen

e Uberstand, ca. 150 pl, in UPLC-Vials {iberfithren

5.13.2 Messung der Zucker

Die Metabolite des Extraktes werden durch ein Waters Acquity UPLC-System unter
Verwendung einer BEH Amide Saule (Porengréfe 1,7 pm, Durchmesser 2,1 x 100mm,
Waters) aufgetrennt. Bei einer Temperatur von 35 °C werden die Proben analysiert.
Die Auftrennung erfolgt mit Hilfe eines linearen Gradienten, bei dem innerhalb von
10 min die Konzentration des Elutionsmittels B ( 30 % ACN, 70 % Wasser mit 0,1 %
NH,OH) von 10 % auf 70 % bei einer Flussrate von 0,2 ml/min erhéht wird. Danach
wird die Saule fiir 25 min mit 90 % Elitionsmittel A ( 80 % ACN, 20 % Wasser mit 0.1
% NH,OH) &quilibriert.

Als Massenspektrometer wird ein Quattro Premier Triple Quadrupol von Waters
verwendet. Es wird im negativen Ionisierungsmodus mit folgenden Parametern gemes-

sen:

Kapillarspannung: 3,25 kV

Quellentemperatur: 120 °C

Desolvatationstemperatur: 350 °C
Desolvationsgasfluss: 800 1/h

Die Ionisierung der Analyten erfolgt mittels negativer Elektrospray-Ionisation. Die De-
tektion wird mit ,Multiple Reaction Monitoring* (MRM)-Modus durchgefiihrt. Die
Auflésung des Massenspektrometers ist regular auf 0,6-0,7 Dalton bei halbmaximaler
Peakbreite eingestellt. Als Desolvatisierungs- und Konusgas wird Stickstoff verwendet.

Die Auswertung der Messung erfolgt mittels Quan- Lynx von Waters.

5.14 Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP)

Die Chromatin-Immunoprépitation ist eine Methode, mit der die in vivo Bindung von
Proteinen an DNA gezeigt werden kann (Hecht et al., 1996; Johnson et al., 2001). In
dieser Arbeit soll iiberpriift werden, ob bZIP1 an potentielle Zielgene bindet.
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5.14.1 Kreuzvernetzung der DNA-Protein-Komplexe

Die Kreuzvernetzung der DNA-Protein-Komplexe (Solomon et al., 1988; Solomon and

Varshavsky, 1985) erfolgt mit Hilfe eines formaldehydhaltigen Crosslinkingpuffers.

e im Vorfeld mit NaCl behandeltes Wurzelmaterial ernten und in Nylonstriimpfe
verpacken

e Proben in ein Einmachglas tiberfiihren und mit 1 1 Crosslinkingpuffer (+ 1 %
Formaldehyd iiberschichten

e Vakuum anlegen bis das Wurzelmaterial mit dem Puffer getrankt ist (2 x 6 min)

e 18 min ohne Vakuum inkubieren

e Puffer entsorgen und mit 200 ml kalter Glycinlosung durchspiilen, dann 800 ml
Glycinlosung auf die Proben geben

e 5 min Vakuum anlegen

e 5 min ohne Vakuum inkubieren

e Wurzelmaterial mit eiskaltem bidestilliertem Wasser waschen

o Wurzelmaterial trocken tupfen

e in fliissigem Stickstoff einfrieren und lagern

5.14.2 lIsolation der Kerne

In diesem Schritt werden die Kerne von den restlichen Zellorganellen und Zelltriimmern

getrennt. Die Durchfiithrung erfolgt im Kiihlraum bei 4 °C.

o Wurzelmaterial in Stickstoff sehr fein aufmorsern und in ein Stickstoff gekiihltes
50 ml Rohrchen iiberfiithren

e 20 ml kalten Extraktionspuffer zugeben

e mit einem Spatel ca. 15 min homogenisieren

e durch 2 Lagen Miracloth filtrieren

e mit Extraktionspuffer auf 24 ml auffiillen

e unter langsamem Riihren 1 ml 24 % Triton X-100 tropfenweise zugeben

e 15 min weiter riihren

e 6 ml 35 % Percoll mit den 25 ml Kernen iiberschichten

e bei 2000 g (3500 rpm), soft stopp, 30 min bei 4 °C abzentrifugieren

e Uberstand abnehmen

e Pellet in 20 ml Gradientenpuffer resuspendieren

e erneut auf 6 ml 35 % Percoll geben

e bei 2000 g (3500 rpm), soft stopp, 10 min bei 4 °C abzentrifugieren

e Uberstand abnehmen und die Kerne in 0,5 ml Sonic-Puffer (0,5 % SDS) aufneh-

men
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in 2 ml Reagiergefals iiberfiihren

20 min bei 4 °C unter leichter Schwenkbewegung auf Intellimixer inkubieren (Pro-
gramm 60, 10 rpm).

0,520 ml kalten SonicBuffer ohne SDS dazugeben, invertieren

je 0,520 ml in neues kaltes 1,5 ml Reagiergeféfs tiberfithren

20 ul fiir Agarose-Gelelektrophorese entnehmen und wegfrieren

5.14.3 Fragmentierung des Chromatins

Die Ultraschallbehandlung zur Fragmentierung des Chromatins findet bei Cycle 1 und
Amplitude 90 % fiir 7 x 10 s pro Probe auf Eis statt. Anschliefend wird 15 min bei
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, der das fixierte Chromatin enthilt,
wird in Aliquots von 200 pl bei -80 °C weggefroren.

50 ul werden aufgehoben, um die DNA-Konzentration zu bestimmen:

Zugabe von 5 ul Proteinase K und 1 ul RNAse
1 h Inkubation bei 42 °C
tiber Nacht Inkubation bei 65 °C (Decrosslinking)

5.14.3.1 Quantifizierung der DNA

200 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) zum Aliquot zugeben
30 s vortexen

10 min bei RT und 13.000 rpm abzentrifugieren

obere wissrige Phase in neues Reagiergefif iiberfiihren

200 pul Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) zugeben

30 s vortexen

10 min bei RT und 13.000 rpm abzentrifugieren

Uberstand in neues Reagiergefif iiberfithren

20 ul 3 M Na-Acetat (pH 5,2), 0,6 pl Glykogen (20 mg/ml) und 500 pl kalten 96
% igen Ethanol zugeben

invertieren

4 h bei -80 °C

90 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugieren

Pellet mit 900 pl 70 % Ethanol waschen

20 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugieren

Pellet fiir 1 min bei 42 °C trocknen

Pellet in 100 ul H,O l6sen

Konzentrationsbestimmung am Nanodrop
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e Kontrolle der Fragmentgrofe von sonifizierter Probe und intaktem Chromatin

auf 1 % igem Agarosegel

5.14.4 Immunoprazipitation

Die aliquotierten Chromatin-Proteinkomplexe werden nun fiir die Immunoprézipitation

verwendet:

e Chromatin langsam auf Eis auftauen

e 5 min bei 4 °C 13.000 rpm zentrifugieren

e Mit Hilfe der zuvor bestimmten DNA-Konzentrationen fiir jeden Ansatz die glei-
che Menge DNA (20 pg) in neues Reagiergefifs iiberfiihren

e mit Sonic-Puffer (+ 0,25 % SDS) auf 200 pl auffiillen

e 300 ul RIPAF ohne SDS zugeben, leicht mischen

e 50 ul als Input-DNA-Kontrolle abnehmen und mit 400 ul SonicBuffer + 0,25 %
SDS versehen

e Probe mit 3 pul HA-Antikérperr (1 pg/ul, ChIP grade) versehen

e mindestens 4 h bei 4 °C auf dem Intellimixer inkubieren (Programm C1, 10 rpm)

e 75 ul in RIPAF + SDS aufgenommene Magnetic beads zugeben

e 2 h bei 4 °C im Intellimixer inkubieren (Programm C1, 10 rpm)

e Beads mit Hilfe des Magneten an der Gefafswand konzentrieren

e Magnetic beads mit gebundenem Antikérper und Proteinen dreimal mit 1 ml
RIPAF waschen

e mit 2 x 150 ul Glycin-Elution-Buffer eluieren (Puffer auf Magnetic beads geben,
vortexen, ankonzentrieren) und zusammenfiigen

e restliche 300 ul Uberstand direkt in 150 ul 1 M Tris-HCI pH 9,7 geben

e Decrosslinking (5 pl Proteinase K, 1 h 42 °C, dann 65 °C iiber Nacht)

Der Erfolg der IP wird anschliefsend mittels Western Blot iiberpriift. Dafiir werden
je 100 pl Uerstand und Eluat mit 400 pl Aceton iiber Nacht gefillt, danach das Prote-
inpellet in Harnstoffextraktionspuffer aufgenommen und auf das SDS-Gel aufgetragen.
10 pl Ausgangschromatin werden ebenfalls mit Harnstoffextraktionspuffer versetzt und
aufgetragen.

Nachdem die durch die Immunoprézipitation gewonnene DNA (auch die der Input-
Kontrollen) mit einer Phenol-Chloroformféllung aufgereinigt wurde (s. Fragmentierung
des Chromatins), bei der die DNA am Ende in 75 pl HyO (bzw. 450 pl fiir die Input-
Kontrolle) aufgenommen wird, kann sie in einer Real-Time-PCR getestet werden.

Fiir die Normalisierung werden neben den Primern fiir die Promotorregionen auch
Primer verwendet, die einen Teil des Actin 7 Promotors amplifizieren. Da dieser kei-

ne bekannten Motive enthélt, an die bZIP-Transkriptionsfaktoren binden dient er als
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Negativ-Kontrolle und sollte in WT und bZIP-Uberexpressionspflanzen gleich stark
amplifiziert werden. Die Anreicherung des Promotorfragments in den Uberexprimie-

rern wird als ein Vielfaches des Wildtyps angegeben.
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6 Ergebnisse

In dieser Arbeit soll die funktionelle Rolle des Transkriptionsfaktors bZIP1 und die
des nah verwandten bZIP53 in der Arabidopsis thaliana Wurzel nach Salzstress unter-
sucht werden. Die Ergebnisse, die in drei Abschnitte unterteilt sind, zeigen, wie und
wodurch 0ZIP1 in der Arabidopsis thaliana-Wurzel induziert wird, an welchen tran-
skriptionellen und metabolischen Anpassungen bZIP1 nach Stress beteiligt ist und wie

zwei Signaltransduktionswege miteinander verkniipft sind.

6.1 Die Induktion von bZIP1 in der Arabidopsis
thaliana-Wurzel wird durch unterschiedliche

Stresse hervorgerufen

6.1.1 Die Expression der bZIP-Transkriptionsfaktoren der
Gruppe S1 bZIP1 und bZIP53 wird durch Salz induziert

Es ist bekannt, dass spezifische bZIP-Transkriptionsfaktoren des C/S1-Netzwerkes ei-
ne erhohte Transkription nach abiotischem Stress aufweisen (Weltmeier et al., 2009).
Um die Expressionsprofile der Transkriptionsfaktorgene der Gruppe C und S1 nach
Salzstress zu zeigen, wurden Arabidopsis thaliana Wildtyppflanzen, die in Hydroponik
angezogen wurden, unterschiedlich lang mit hypertoner Salzlgsung (150 mM NaCl) be-
handelt und danach die Induktion der Transkriptionsfaktorgene des C/S1-Netzwerks
mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) im getrennt voneinander geernteten
Blatt- bzw. Wurzelmaterial analysiert.

In den Abbildungen 6.1 A-C ist dargestellt, dass die Expression von bZIP1 sechs
Stunden nach der Zugabe von NaCl in der Wurzel signifikant ansteigt. Auch 0ZIP53
zeigt einen Expressionsanstieg, der jedoch gegeniiber bZIP1 deutlich geringer ist. Die
Expression der weiteren Gene der Gruppe S1 (bZIP2, bZIP11 und bZIP44) (Abbildung
6.1 A), sowie die der Gruppe C (bZIP10, bZIP25, bZIP9 und bZIP63) (Abbildung 6.1
B) édndert sich durch Salzstress hingegen nicht.

Im Blatt zeigt sich keine deutliche Verdnderung der Expression der bZIP-Transkrip-
tionsfaktoren des C/S1-Netzwerkes unter diesen Stressbedingungen (Abbildung 6.1 C).
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Abbildung 6.1: Expression von bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppen C und
S1 in Blatt und Wurzel nach Salzstress: Wildtyppflanzen wurden sechs Wochen unter
Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h)
mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR
wurde die Expression der unterschiedlichen Transkriptionsfaktorgene untersucht. Dargestellt
sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wurzelmaterial der
Gruppe S1 (A) bzw. der Gruppe C (B), sowie von Blattmaterial (C) nach Abgleich mit dem
Haushaltsgen Ubiquitins (UBQ5). (n=2-3; Fehler: SD; T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P
< 0,001)

6.1.2 bZIP1 wird durch osmotischen Stress induziert

Um festzustellen, ob die Transkription von bZIP1 spezifisch durch NaCl induziert wird,
wurden in Hydroponik angezogene Pflanzen mit unterschiedlichen Salzen (KCI, MgCl,,
Na,SO,) und zur osmotischen Kontrolle mit Mannitol versetzt. Alle zugegebenen Lo-
sungen haben die gleiche osmotische Stérke (0,25 mosm/1).

Die Abbildung 6.2 zeigt, dass nicht nur NaCl die Transkription von bZIP1 induziert,
sondern auch die anderen Salze. Sowohl ionische als auch osmotische Veranderungen
tragen dazu bei, dass bZIP1 stérker exprimiert wird. Den stéarksten Effekt kann man
hier bei Na,SO, und MgCl, beobachten, NaCl und Mannitol zeigen eine gleich starke
Wirkung auf die Transkription von 0ZIP1. Bei allen Stressen beginnt die verstarkte

Expression von bZIP1 aber nahezu zur selben Zeit.



Ergebnisse 54

120 7 =¢=Nacl bzIP1
100 - KCl T
< 80 - MgCl2 t
F =]
©
£ | Mannitol T
40 -
i + *
20 - —
+ L
0 1 1 1 I
0 5 10 15 20

Zeit [h]

Abbildung 6.2: Expression von bZIP1 in der Wurzel nach ionischem und osmoti-
schem Stress: Wildtyppflanzen wurden sechs Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydro-
ponik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h) mit 150 mM NaCl, 150 mM
KCl, 100 mM MgCl,, 100 mM Na,SO, bzw. 360 mM Mannitol behandelt und zum selben
Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression von bZIP1 unter-
sucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem
Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQJ5. (n=3; Fehler: SE; T-Test: *P <
0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

6.1.3 Die Expression von bZIP1 wird durch ABA verstarkt, ist
aber unabhangig vom klassischen

ABA-Signaltransduktionsweg

Unter Stressbedingungen wie z.B. Trockenheit und zu hohe Salzkonzentrationen wird
das Phytohormon Abscisinsdure (ABA) gebildet. Die Expression einer grofsen Anzahl
von Genen wird durch ABA unter Stressbedingungen reguliert (Leung and Giraudat,
1998; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Im Folgenden soll untersucht werden,
ob ABA eine Rolle in der salzinduzierten Expression von bZIP1 spielt.

6.1.3.1 Die Transkription von bZIP1 und bZIP53 wird durch ABA induziert

Um einen Einblick zu bekommen, ob die Applikation von ABA genauso wie Stress durch
NaCl die Transkription von bZIP1 induzieren kann, wurden zunéchst wildtypische
Hydoponikpflanzen (Col-0) zu verschiedenen Zeitpunkten mit 10 uM ABA versetzt
und die Expression von bZIP1 und bZIP58 mittels qRT-PCR ermittelt.

Es ist gezeigt, dass die Gabe von ABA einen positiven Effekt auf die Expression
der Transkriptionsfaktorgene hat. Die Expression steigt im Laufe der Zeit an, jedoch
nicht so stark wie nach NaCl. Wieder ist zu beobachten, dass die Induktion von bZIP1
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deutlich starker ist, als die von bZIP53. In der qRT-PCR wurde zusétzlich die Expres-
sion der bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe C nach Gabe von ABA untersucht.
Aus der Abbildung 6.3 geht hervor, dass nur eine sehr geringe bis gar keine Expression

induziert wird.
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Abbildung 6.3: Expression von bZIP-Transkriptionsfaktoren bZIP1 und bZIP53 so-
wie der Gruppen C in der Wurzel nach ABA-Gabe: Wildtyppflanzen wurden sechs
Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (1
h, 3 h, 6 h, 19 h, 24 h) mit 10 uM ABA behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet.
Mit Hilfe von qRT-PCR, wurde die Expression verschiedener Transkriptionsfaktorgene unter-
sucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem
Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5. (n= 3-4, p < 0,05, Fehler: SD;
T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

6.1.3.2 Die salzinduzierte bZIP1-Expression ist unabhangig von der
ABA-Biosynthese und -Signaltransduktion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression von vZIP1 und bZIP53 durch
ABA verstéirkt wird, soll nun im Umkehrschluss untersucht werden, ob diese Expressi-
on der beiden Transkriptionsfaktoren auch aus einer direkten Abhéngigkeit von ABA
hervorgerufen wird. Dafiir wurden verschiedene Pflanzenlinien zu den Versuchen hin-
zugezogen, die in unterschiedlichen Genen, die in der ABA-Biosynthese, sowie ABA-
Signaltransduktion einen Rolle spielen, mutiert sind. Es wurden die Linie aba?2, die
Dreifachmutante snrk2.2/2.3/2.6 und die Dreifachmutante arebl/areb2/abf3 analy-
siert. ABA2 katalysiert den Schritt von Xantoxin zu ABA-Aldehyd wahrend der ABA-
Biosynthese, die drei SnRK2-Kinasen spielen eine Rolle in der ABA-Signaltransduktion

und codieren fiir die Snf-1 verwandten Proteinkinasen (SnRK2) und werden durch io-
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nische und nicht-ionische Stimuli aktiviert (Fujii et al., 2009; Fujii and Zhu, 2009).
Die AREBs/ABFs codieren fiir bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe A und sind
dafiir bekannt, dass sie nach Stress an Promotorelemente von ABA-responsiven Genen
(ABRE) binden und deren Transkription initiieren (Yoshida et al., 2010)).

Fiir die Experimente wurden sowohl Wildtyppflanzen als auch die Mutanten in Hy-
droponik angezogen und zu verschiedenen Zeitpunkten mit 150 mM NaCl gestresst.
In qRT-PCR-Versuchen wurde zunéchst die Expression von bZIP1 und bZIP53, sowie
von bZIP-Transkriptionsfaktorgenen der Gruppe C in aba2-Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp untersucht. In den Abbildungen 6.4 A und B wird veranschaulicht, dass sich
die Expression von bZ[P1und bZIP53 (A) in den Wurzeln der aba2-Pflanzen nicht
signifikant unterscheidet.

Weitere qRT-PCR-Analysen wurden durchgefiihrt, um die Expression der Gene der
Gruppe C-bZIPs in der aba2-Mutante zu untersuchen (B). Genau wie bZIP1 und
bZIP53 werden bZIP9, bZIP10 und bZIP25 nicht unterschiedlich zum Wildtyp in der
aba2-Mutante reguliert. bZIP63 hingegen zeigt einen starken Expressionsanstieg, so-
bald das ABA2-Gen mutiert ist. Daraus ldsst sich schlieffen, dass die Transkription
von bZIP63 durch ABA reprimiert wird.

bzIP1/ WT == bZIP10
>0 7 - bzips3 / WT T 20 bziP25
E 40 | ——pZIP1 / aba2 | E 5 | —#=b2ZIP9
=30 bzIP53 / aba2 J 2 8- b2IP63
o o i
< < 10
=20 - £
10 - P T 57
o F————— T T ! 0 T T T !
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 6.4: Expression der bZIP-Transkriptionsfaktoren bZIP1 und bZIP53 so-
wie der Gruppe C in der Wurzel im Wiltdtyp und der aba2-Mutante nach Be-
handlung mit Salz: Wildtyp- und aba2-Pflanzen wurden sechs Wochen unter Kurztagbe-
dingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (3 h, 6 h, 19 h) mit 150 mM
NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde
die Expression verschiedener Transkriptionsfaktorgene untersucht. Dargestellt sind die rela-
tiven Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wurzelmaterial nach Abgleich
mit dem Haushaltsgen UBQ5 von bZIP1 und bZIP53 (A), sowie der Gruppe C (B). (n=2-3;
Fehler: SD; T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

Des Weiteren wurde nun die Expression von bZIP1 und bZIP53 in den anderen oben
aufgefiihrten Linien untersucht.
bZIP1 zeigt in allen Linien eine etwa gleich starke Expression und ist somit un-

abhéngig von den Komponenten der ABA-vermittelten Signaltransduktion. bZIP53
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zeigt in der snrk2.2/2.8/2.6-Dreifachmutante eine Reduktion der Expression. In der
areb1/areb2/abf3-Linie ist keine Induktion mehr zu beobachten. Man kann davon aus-
gehen, dass trotz ihrer starken Homologie 0ZIP1 und 0ZIP53 unterschiedlich reguliert

werden.
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Abbildung 6.5: Expression von bZIP1 und bZIP53 in der Wurzel im Wiltdtyp,
snrk2.2/2.3/2.6 und arebl/areb2/abf3 nach Behandlung mit Salz: Wildtyp-, aba2-,
snrk2.2/2.3/2.6- und arebl/areb2/abf3-Pllanzen wurden sechs Wochen lang unter Kurztag-
bedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (3 h, 6 h, 19 h) mit 150
mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde
die Expression verschiedener Transkriptionsfaktorgene untersucht. Dargestellt sind die rela-
tiven Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wurzelmaterial nach Abgleich
mit dem Haushaltsgen UBQ5 von bZIP1 (A) und bZIP53 (B). (n= 2-3; Fehler: SE; T-Test:
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 )

6.1.4 Die salzinduzierte Expression von bZIP1 wird durch die
Hexokinase HXK1 vermittelt

Nachdem gezeigt wurde, dass Einschriankungen in der ABA-Biosynthse, sowie -Signal-
transduktion keinen Einfluss auf die salzinduzierte Expression von bZIP1 haben, wur-
den weitere Signalwege untersucht, um die Funktion von bZIP1 weiter zu erortern.
Es ist bekannt, dass die Transkription von bZIP1 durch Energieverarmung in Blat-
tern aktiviert wird (Dietrich et al., 2011). Zudem ist bekannt, dass in dunkelinduzierten
Keimlingen die Expression von bZIP1 durch Gabe von Glukose inhibiert wird (Kang
et al., 2010). Diese Inhibierung ist abhéngig von der HEXOKINASE 1 (HXK1). HXK1
ist zum einen das Enzym, das den ersten Schritt der Glykolyse katalysiert, zum anderen
ein Glukose-Sensor, durch den sowohl Genexpression als auch verschiedene Hormon-
Signalwege reguliert werden (Sheen et al., 1999; Smeekens, 2000; Moore et al., 2003).
In der Abbildung Abbildung 6.6 wird dargestellt, dass schon sehr geringe von au-
fen gegebene Glukosemengen die bZIP1-Transkription verringern. Hier wurden drei
Wochen alte Pflanzen, die auf MS-Agar-Platten gewachsen sind, mit unterschiedlichen

Konzentrationen Glukose bzw. als osmotische Kontrolle mit Mannitol versetzt und die
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Expression von bZIP1 in der Wurzel mittels qRT-PCR iiberpriift.

Aus der Abbildung geht deutlich hervor, dass in der Wurzel schon geringe Mengen
an Glukose (5,5 mM) ausreichen, um die Transkription von bZIP1 zu verringern. Die
Transkriptmenge von 6ZIP1 nach Gabe von Mannitol hingegen bleibt konstant. Da-
durch wird deutlich, dass die verringerte Expression von bZIP1 durch Glukose und

nicht durch einen osmotischen Stress hervorgerufen wird.
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Abbildung 6.6: Expression von bZIP1 in der Wurzel nach Behandlung mit Glu-
kose und Mannitol: Wildtyppflanzen wurden drei Wochen lang auf MS-Agar-Platten
(Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) angezogen. Die Pflanzen wurden 6 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen (0,1, 0,5, 1 und 5 mM) von Glukose bzw. Mannitol behan-
delt und dann die Wurzeln davon geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression
von bZIP1 untersucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von
unbehandeltem Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5. (n=2; Fehler:
SE; T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

Fiir weitere Versuche beziiglich der Rolle von Glukose bzw. der Hexokinase HXK1 in
der Regulierung der Expression von bZIP1 wurde die gin2-Mutante (glucose insensitive
2) hinzugezogen, deren Perzeption von Glukose beeintrachtigt ist (Moore et al., 2003).

Dieser Versuch zeigt eine stark verringerte Induktion von bZIP1 nach Salzstress in
der gin2-Mutante (Abbildung 6.7).

Zudem konnte in einer Metabolomanalyse (siche Anhang, Abbildungen 8.1 A-E)
veranschaulicht werden, dass in salzgestressten Wildtyp-Wurzeln innerhalb der ersten
sechs Stunden nach Salzstress die Glukose- und Glukose-6-Phosphat-Konzentrationen
stark ansteigen. Die gin2-Mutante hingegen zeigt bereits in der unbehandelten Wur-

zel eine hohe Glukose-Konzentration und eine Abnahme von Glukose-6-Phosphat nach
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Salzstress. Auch die Mengen an Fruktose und Saccharose éndern sich in der gin2-
Mutante. Daraus lasst sich schliefsen, dass die HXK1 Teil eines regulatorischen Netz-
werks ist, dass iiber Kohlenhydratverfiigharkeit die salzinduzierte bZIP1-Expression

reguliert.
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Abbildung 6.7: Expression von bZIP1 in der Wurzel von Wildtyp und gin2 nach
Behandlung mit NaCl: Wildtyppflanzen (Ler) und die gin2-Mutante wurden drei Wochen
lang auf MS-Agar-Platten (Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) angezogen. Die
Pflanzen wurden 6 h bzw. 3 h lang mit 250 mM NaCl behandelt und dann die Wurzeln davon
geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression von bZIP1 untersucht. Dargestellt
sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von Wurzelmaterial nach Abgleich mit
dem Haushaltsgen UBQ). (n=2-3; Fehler: SE; Anova; P= 0,05)

6.1.5 Die salzinduzierte Expression von bZIP1 ist von der

SnRK1-Signaltransduktion abhangig

Wie in Abschnitt 6.1.4 erwahnt, hat Zucker Einfluss auf die Transkription von bZIP1 in
der Wurzel. Die SnRK1 Kinasen KIN10 und KIN11 kontrollieren die transkriptionelle
Umprogrammierung nach verschiedenen Stressen, die zu Energieverarmung fiihren, wie
z.B. Dunkelheit. SnRK1 und bZIP1 weisen eine genetische Interaktion miteinander auf.
Es wird vermutet, dass bZIP1 von SnRK1 reguliert wird (Baena-Gonzalez et al., 2007).
Da das vorherige Experiment zeigen konnte, dass das Wahrnehmen von Zucker in der
Zelle iiber die HXK1 einen Einfluss auf die Transkription von bZIP1 hat, wurden nun
zwei Mutanten der SnRK1-Familie fiir weitere Experimente hinzugezogen.

In den nachfolgenden Versuchen wurde auf Grund von hoher funktioneller Redun-
danz von KIN10 und KIN11 (Baena-Gonzalez et al., 2007) eine #-Estradiol induzierbare



Ergebnisse 60

artificial micro RNA (ami) kinl1 in einem kini0 Hintergrund (kinl0/ami-kinll) ver-
wendet (Pedrotti et al, unveroffentlicht).

Fiir diesen Versuch wurden zwei Wochen alte Pflanzen auf MS-Agar-Platten transfe-
riert, die $-Estradiol enthielten und als Kontrolle auf Platten, die keines enthielten. Da
sich in Vorversuchen von Lorenzo Pedrotti das Protein KIN11 als sehr stabil gezeigt
hat, wurden die Pflanzen eine weitere Woche auf dem Estradiol enthaltenden Medium
angezogen. Der Salzstress wurde fiir sechs bzw. drei Stunden appliziert und die Ex-
pression von bZIP1 in der Wurzel mittels qRT-PCR iiberpriift. Im Wildtyp ist eine
deutliche Induktion von bZIP1 erkennen. Die Expression in der kin10/ami-kin11 Linie

hingegen ist deutlich reduziert.
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Abbildung 6.8: Expression von bZIP1 in der Wurzel von Wildtyp und kin10/ami-
kin11 nach Behandlung mit NaCl: Wildtyppflanzen und die kin10/ami-kin11 Linie wur-
den zwei Wochen auf MS-Agar-Platten (Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) an-
gezogen. Die Pflanzen wurden auf Platten transferiert, die 10 uM f-Estradiol enthielten und
zur Kontrolle auf Platten ohne Estradiol. Nach einer weiteren Woche wurden die Pflanzen 6
h bzw. 3 h mit 450 mM NaCl behandelt und dann die Wurzeln davon geerntet. Mit Hilfe von
gRT-PCR wurde die Expression von bZIP1 untersucht. Dargestellt sind die relativen Wer-
te im Vergleich zur Expression von Wurzelmaterial, das nicht mit NaCl behandelt, aber auf
-Estradiol-enthaltende MS-Agar-Platten transferiert wurde, nach Abgleich mit dem Haus-
haltsgen UBQ5. (n—=4-6; Fehler: SD; T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

6.1.6 Calcium ist an der salzinduzierten Expression von bZIP1

beteiligt

In Wurzeln wird durch eine hohe Konzentration extrazellularem NaCl das Einstromen

von Ca?" aus der Vakuole ausgelost, um den Gehalt an freiem cytosolischen Ca®", das
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als second messenger agiert, zu erhthen (Lynch et al., 1989; Kiegle et al., 2000; Shi
et al., 2000; Tracy et al., 2008). Als second messenger kann Ca®' z.B. einen Kom-
plex mit Calmodulin bilden, ein in Pflanzen ubiquitédr vorkommendes Protein und so
unter anderem verschiedene Proteine wie Kinasen, Phosphatasen, Transkriptionsfakto-
ren etc. binden. Dadurch werden unter anderem viele verschiedene zelluldre Prozesse
kontrolliert.

In den folgenden Experimenten soll untersucht werden, ob die An- bzw. Abwesenheit
von Ca®" die Expression von bZIP1 beeinflusst. Dafiir wurden drei Wochen alte auf
MS-Agar-Platten gewachsene Pflanzen mit verschiedenen Reagenzien behandelt. Zum
einen mit Lanthanchlorid (LaCl,), das als Calciumkanalblocker eingesetzt wird (Kaplan
et al., 2006) und zum anderen mit N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-1-naphtalinsulfonamid
(WT). WT ist eine organisch-chemische Verbindung, die sich vom Naphtalin ableitet
und in der Zelle Ca®"-Antworten auslost (Kaplan et al., 2006). Es gehért zu den CaM
Antagonisten und wurde in Vicia faba und Beta vulgaris beschrieben, die Ionenkanéle
der Vakuole zu hemmen (Schulz-Lessdorf and Hedrich, 1995).

bZIP1 wird durch NaCl induziert (Abbildung 6.9), die schwéichere Induktion im
Gegensatz zu den im Vorfeld beschriebenen Experimenten ist damit zu erklaren, dass in
den folgenden Versuchen ein anderes Anzuchtssystem verwendet wurde. Die Pflanzen
sind jiinger, werden auf Agar-Platten anstatt in Hydroponik angezogen und werden
daher auch mit anderen Konzentrationen an NaCl behandelt. Diese Methode erwies sich
als praktikabler, sobald mehrere Substanzen verwendet wurden und auch als glinstiger,
da nicht so groke Menge von teuren Substanzen wie W7 eingesetzt werden miissen.

Wenn zusétzlich zum NaCl noch LaCl; zu den Pflanzen gegeben wird, ist zu erken-
nen, dass die Expression von bZIP1 deutlich reduziert ist. Die alleinige Gabe von W7
reicht aus, um bZIP1 auch ohne NaCl zu induzieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein
cytosolischer Calcium-Ausstrom eine Rolle in der salzinduzierten 0ZIP1 Expression

spielt und auch dafiir notwendig ist.



Ergebnisse 62

7 " bZIP1
6 -
5 -
: |
g .
-_g 3 - |—|I
z -
ol will w
0 T T
NaCl NaCl+LaCl, W7

®0oh “3h Me6h

Abbildung 6.9: Expression von bZIP1 in der Wurzel nach Behandlung mit
Salz, LaCl; und W7: Wildtyppflanzen (Ler) wurden drei Wochen auf MS-Agar-Platten
(Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) angezogen. Die Pflanzen wurden dann 6 h
bzw. 3 h lang mit 450 mM NaCl, 450 mM NaCl + 500 uM LaCl; bzw. 100 uM W7 behandelt
und dann die Wurzeln davon geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die bZIP1 FExpression
untersucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandel-
tem Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5. (n=3-4; Fehler: SE; T-Test:
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

6.1.6.1 Die Ca®-vermittelte Signaltransduktion ist unabhingig von HXK1

Die in den vorherigen Experimenten verwendeten Linien ¢in2 und kin10/ami-kini1
wurden in diesen Versuch eingeschlossen, um herauszufinden, ob der salzinduzierte
Calciumausstrom zeitlich vor oder nach der Regulation von HXK1 und SnRK1 ge-
schieht.

in der Abbildung 6.10 A ist deutlich dargestellt, dass die Expression von bZIP1
in der gin2-Mutante und im dazugehorigen Wildtyp nach der Behandlung mit LaCl,
bzw. W7 sehr dhnlich ist. Dadurch lédsst sich ableiten, dass die Hexokinase HXK1
nicht von der Ca?'-vermittelten Signaltransduktion abhingig sind. Fiir die kin10/ami-
kin11-Mutante lasst sich nur eine Aussage beziiglich LaCl; treffen. Hier verhélt sich
die Mutante wieder, wie der Wildtyp. Um eine Abhéngigkeit auszuschliefen, miisste

das Experiment mit W7 durchgefiihrt werden.
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Abbildung 6.10: Expression von bZIP1 in der Wurzel in Wildtyp (Col-0, Ler), gin2
und kin10/ami-kin11 nach Behandlung mit Salz, LaCl; und W7: Wildtyppflanzen
(Ler, Col-0) und die Linien gin2 und kin10/ami-kin11 (10/11) wurden drei Wochen auf MS-
Agar-Platten (Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) angezogen. Die Pflanzen wurden
dann 6 h bzw. 3 h lang mit 250 mM NaCl, 250 mM NaCl + 500 uM LaCl; (Ler, gin2) bzw.
100 pM W7, oder 450 mM NaCl, 450 mM NaCl + 500 uM LaCly (Col-0, kin10/ami-kinl11)
behandelt und dann die Wurzeln davon geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die bZIP1
Expression untersucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von
unbehandeltem Wurzelmaterial von Ler und gin2 (A) bzw. von Col-0 und kin10/ami-kini1
(B) nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQJ). (n=4-6; Fehler: SE)

6.1.7 Die Signaltransduktionswege zur Aktivierung von bZIP1
iiber HXK1 bzw. SnRK1 sind unabhangig von ABA

In den Experimenten in Kapitel 6.1.3.2 konnte bereits veranschaulicht werden, dass die
ABA-vermittelte Signaltransduktion iiber SnRK2 und AREBs keinen Einfluss auf die
salzinduzierte bZIP1-Induktion hat. Trotzdem konnte auch gezeigt werden, dass die
Transkription von 6ZIP1 durch die Gabe von ABA verstarkt wird.

Fiir den folgenden Versuch wurden nun die Linien gin2 und kinl0/ami-kinl1 auch
mit ABA versetzt, um einen moglichen Einfluss von ABA auf die beiden Signaltrans-
duktionswege zu iiberpriifen. Wie schon in den Versuchen mit LaCl; und W7 lassen
sich nach Behandlung mit ABA keine deutlichen Unterschiede zwischen der Mutante
und dem dazugehorigen Wildtyp erkennen (6.11). Die Ergebnisse weisen darauf hin,

dass die Signalwege unabhéngig voneinander agieren.
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Abbildung 6.11: Expression von bZIP1 in der Wurzel in Wildtyp(Col-0, Ler), gin2
und kin10/ami-kin11 nach Behandlung mit ABA: Wildtyppflanzen (Ler, Col-0) und
die Linien g¢in2 und kinl0/ami-kini1 (10/11) wurden drei Wochen auf MS-Agar-Platten
(Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) angezogen. Die Pflanzen wurden dann 6 h
bzw. 3 h lang mit 10 uM ABA behandelt und dann die Wurzeln davon geerntet. Mit Hilfe
von qRT- PCR wurde die Expression von bZIP1 untersucht. Dargestellt sind die relativen
Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wurzelmaterial nach Abgleich mit
dem Haushaltsgen UBQ5. (n=4; Fehler: SE)
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6.2 bzipl-Keimlinge zeigen keinen Phanotyp nach

Salzstress

Nach Jakoby et al. (2002) werden bZIP-Transkriptionsfaktoren auf Grund von dhn-
lichen und konservierten Regionen in zehn Gruppen eingeteilt. Es wird vermutet,
dass auch eine funktionelle Redundanz besteht (Jakoby et al., 2002). Da bekannt ist,
dass die Transkriptionsfaktoren bZIP1 und bZIP53 vorzugsweise Heterodimere mit der
Gruppe C bilden (Weltmeier et al., 2009), wurden fiir den folgenden Versuch ver-
schiedene Einfach- und Mehrfachmutanten der bZIP-Transkriptionsfaktoren der Grup-
pen C und S1 verwendet. Hier wurde die Keimungsrate der verschiedenen T-DNA-
Insertionsmutanten betrachtet, nachdem die Samen auf 175 mM NaCl enthaltendem
Medium ausgesat wurden.

Aus der Abbildung 6.12 geht hervor, dass die Einzelmutanten sich nicht sehr deut-
lich in ihrer Keimungsrate vom Wildtyp unterscheiden. Auch die T-DNA-Insertionsline
bzip10/bzip25 ist dem Wildtyp sehr dhnlich. Signifikant reduziert ist hingegen die Kei-
mungsrate zum einen von der Doppelmutante bzip1/bzip53 und zum anderen von der
Quadrupelmutante bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 gegeniiber dem Wildtyp.
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Abbildung 6.12: Keimungsrate von verschiedenen Einfach- und Mehrfachmutanten
des bZIP-C/S1-Netwerks unter Salzstress: Arabidopsis thaliana-Samen wurden auf MS-
Medium mit einer NaCl Konzentration von 175 mM ausgelegt. Nach zwolf Tagen wurden die
Keimlinge mit zwei griinen Blattern ausgezdhlt. Dargestellt ist die Prozentzahl der ausge-
keimten Samen im Vergleich zu den ausgelegten. (n=170-350; Fehler: SD; T-Test: *P < 0,05,
P < 0,01, ¥P < 0,001)

Da die bzip1-Einzelmutante keinen eindeutigen Phéanotyp zeigt und man von funktio-
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neller Redundanz ausgeht, wurden die nachfolgenden Experimente in der bzip1/bzip53-
Doppelmutante bzw. in der bzip1/bzip53/bzip10/bzip25-Quadrupelmutante durchge-
fiihrt.

Es wurden auch Experimente zur Wurzellinge nach Salzstress in den beiden Mutan-
ten durchgefiihrt, dort konnte jedoch kein Unterschied zum Wildtyp beobachtet werden
(s. Anhang, Abbildung 8.2).
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6.3 In der Arabidopsis thaliana-Wurzel spielen bZIP1
und bZIP53 eine Rolle in der metabolischen und

transkriptionellen Anpassung an Salzstress

Im zweiten Abschnitt des Ergebnisteils soll nun erlautert werden, ob bZIP1 Funktionen
in der metabolischen und transkriptionellen Anpassung nach Salzstress in der Arabi-

dopsis thaliana-Wurzel einnimmt.

6.3.1 Der Wildtyp zeigt in der Wurzel schnelle und starke

transkriptionelle Veranderungen nach Salzstress

Um die Auswirkungen von Salzstress auf das Transkriptom und auf das Metabolom von
Arabidopsis thaliana-Wurzeln ndher zu untersuchen, wurden im Zuge meiner Diplom-
arbeit (Hartmann, 2009) sowohl eine Microarrayanalyse (in Kooperation mit Johannes
Hanson, Universitéit Utrecht), als auch eine Metabolomanalyse (in Kooperation mit
Stefan Kempa, MPI Golm, Potsdam, bzw. Agnes Fekete mit Jasper Schierstaedt und
Markus Krischke, Pharmazeutische Biologie Universitdat Wiirzburg) durchgefiihrt.

Die Pflanzen fiir diese Untersuchungen wurden sechs Wochen in Hydroponik angezo-
gen und iiber unterschiedlich lange Zeitraume mit Salz behandelt. Die Zeitpunkte fiir
die Transkriptomanalyse waren 1 h, 3 h, und 6 h. Fiir die Metabolomanalyse wurden
zuséatzlich noch die Zeitpunkte 24 h und 48 h genommen. Alle Wurzel-Proben wurden
zum gleichen Zeitpunkt (0 h) geerntet.
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Abbildung 6.13: Ernteschema fiir Transkriptom- und Metabolomanalyse: Unter Kurz-
tagbedingungen (8 h Licht (weifte Balken), 16 h Dunkelheit (schwarze Balken)) wurden Arabi-
dopsis thaliana-Pflanzen in Hydroponik angezogen. Die Pflanzen wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mit 150 mM NaCl gestresst. Transkriptom: 1 h, 3 h, 6 h (graue durchgezogene
Balken), Metabolom: zusétzlich 24 h und 48 h (graue gestrichelte Balken). Zum Zeitpunkt 0
h wurden die Wurzeln der Pflanzen gleichzeitig geerntet.
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Fiir einen groben Uberblick iiber die transkriptionellen Verinderungen im Wildtyp,
wurde zunéchst ein Venn-Diagramm erstellt, auf dem zu sehen ist, wie viele Gene zu
den verschiedenen Zeitpunkten signifikant unterschiedlich zum unbehandelten Wurzel-
material reguliert werden. Das Diagramm (Abbildung 6.14) zeigt, dass bereits eine
Stunde nach NaCl-Zugabe rund 850 Gene signifikant verstarkt exprimiert werden. Die
meisten dieser Gene (687) werden auch zu den Zeitpunkten 3h und 6 h weiterhin
verstirkt exprimiert. Im Laufe der Zeit wird die transkriptionelle Umprogrammierung
immer deutlicher, nach 3 h Salzstress werden ca. 1400 Gene, nach 6 h 2000 Gene stéarker

als in der unbehandelten Wurzel exprimiert.
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Abbildung 6.14: Venn-Diagramm der hochregulierten Gene der Arabidopsis tha-
liana-Wurzel nach Salzstress: Abgebildet sind die Daten aus der Microarray-Analyse.
Die Zahlen stehen fiir die hochregulierten Gene in der Wildtyp-Wurzel nach 1h, 3h und 6h
Salzstress im Vergleich zur unbehandelten Wurzel. Gezeigt sind die Gene mit einem Indukti-
onswert von log2 >0,7, sowie mit einem p-Wert von <0,01.

6.3.1.1 Die transkriptionelle Umprogrammierung in der Wildtyp-Wurzel
geschieht bereits in den ersten 60 Minuten

In den hier gezeigten Ergebnissen einer Gene Ontology-Auswertung (GO) (Abbildung
6.15) wurden die Gene, die zu den verschiedenen Zeitpunkten differentiell reguliert
werden, in funktionelle Gruppen sortiert. Nach einer Stunde Salzstress ist zu beobach-
ten, dass der Grofiteil der induzierten Gene eine bekannte Funktion in der Antwort

auf sowohl biotischen als auch abiotischen Stress hat. Die Tabelle 6.1 listet die 40 am
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starksten induzierten Gene auf. Besonders auffillig ist, dass sehr viele Gene gezeigt
werden, die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren bzw. die mit Transkription assoziiert
sind. Besonders stark exprimiert sind z.B. der Heat-Shock-Faktor HSFA6B (HEAT
SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A6B) und die ERFs ERF13 (ETHYLENE-
RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 13) und ORA47 (ERF18). Schon
allein unter den 40 am stérksten regulierten Genen sind 15 Transkriptiosfaktorgene
zu finden. Die vollstdndige Tabelle (mit Induktionswerten > log2(3)) befindet sich im
Anhang, Tabelle 8.1.

WT 1h ¥ DNA/RNA Metabolismus

¥ Elektronentransport/ Energie
Stoffwechselwege

¥ Zellorganisation und Biogenese

¥ Protein Metabolismus

\ ¥ Entwicklungsprozesse

B Signaltransduktion

Transport

Antwort auf biotischen und
abiotischen Stress

Transkription, DNA-abhidngig

Antwort auf Stress

Abbildung 6.15: GO-Annotation, der im Wildtyp nach einer Stunde Salzstress hoch-
regulierten Gene: Das Diagramm zeigt die GO-Annotation (TAIR) von Genen, die in der
Microarrayanalyse nach einer Stunde Salzstress einen Induktionswert von > log2(0,7), sowie
einen p-Wert von <0,01 hatten. Zur besseren Ubersicht wurden die Gene mit unbekannter
Funktion nicht in dem Diagramm aufgefiihrt.

Tabelle 6.1: Ausschnitt der in Wildtyp nach 1h Salzstress hochregulierten Gene:
Die Tabelle zeigt die 40 Gene, die in der Microarrayanalyse nach 1h Salzstress am stérksten
induziert waren. Hervorgehoben sind die Gene, die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren (grau).

AT-Nummer | Name Induktion | p-
(log2) Wert
AT3G22830 | AT-HSFA6B (HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FAC- | 5.82 6E-14
TOR A6B)
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AT1G56600 | AtGOLS2 (GALACTINOL SYNTHASE 2) 4.87 3E-16
AT5G20230 | ATBCB (ARABIDOPSIS BLUE-COPPER-BINDING | 4.80 4E-06
PROTEIN)

AT2G44840 | ERF13 (ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BIN- | 4.56 3E-04
DING FACTOR 13)

AT4G34410 | RRTF1 (REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION | 4.49 2E-03
FACTOR 1)

AT4G37710 | VQ motif-containing protein 4.43 1E-07

AT5G13220 JAZ10 (JASMONATE-ZIM-DOMAIN PROTEIN 10) 4.37 1E-06

AT1G74930 ORA47; DNA binding / transcription factor 4.37 4E-04

AT4G28140 | AP2 domain-containing transcription factor, putative 4.06 1E-14

AT2G26150 | ATHSFA2 (HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR | 4.06 4E-09
A2)

AT5G42380 CML37 (CALMODULIN LIKE 37) 4.00 1E-03

AT3G50930 | BCS1 (CYTOCHROME BC1 SYNTHESIS) 3.98 2E-04

AT4G25490 CBF1 (C-REPEAT/DRE BINDING FACTOR 1) 3.97 3E-05

AT1G32970 | subtilase family protein 3.88 9E-06

AT1G01720 | ANAC002 (ARABIDOPSIS NAC DOMAIN CONTAI- | 3.72 1E-07
NING PROTEIN 2)

AT5G51990 CBF/ (C- REPEAT-BINDING FACTOR /) 3.71 1E-08

AT5G52760 heavy-metal-associated domain-containing protein 3.68 8E-05

AT3G01830 calmodulin-related protein, putative 3.65 4E-03

AT1G17380 JAZ5 (JASMONATE-ZIM-DOMAIN PROTEIN 5) 3.59 2E-04

AT1G19210 AP2 domain-containing transcription factor, putative 3.59 6E-03

AT5G64870 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 3.58 7TE-04

AT1G12610 | DDF1 (DWARF AND DELAYED FLOWERING 1) 3.58 3E-03

AT1G64160 | disease resistance-responsive family protein / dirigent fami- | 3.57 6E-06
ly protein

AT5G05410 | DREB2A (DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT | 3.57 9E-07
BINDING PROTEIN 2)

AT3G28600 | ATP binding / ATPase/ nucleoside-triphosphatase/ nucleo- | 3.55 6E-08
tide binding

AT1G80840 WRKY/0 (WRKY DNA-BINDING PROTEIN 40) 3.53 3E-03

AT3G44860 | FAMT (FARNESOIC ACID CARBOXYL-0O- | 3.52 2E-05
METHYLTRANSFERASE);

AT2G29450 | ATGSTU5 (ARABIDOPSIS THALIANA GLUTATHIO- | 3.52 3E-07
NE S-TRANSFERASE TAU &)

AT3G02840 | immediate-early fungal elicitor family protein 3.52 5E-03

AT1G61340 F-box family protein 3.48 2E-04

AT2G26380 disease resistance protein-related / LRR protein-related 3.45 1E-06

AT3G23250 | MYB15 (MYB DOMAIN PROTEIN 15) 3.44 2E-03

AT5G63130 | octicosapeptide/Phox/Bemlp (PB1) domain-containing | 3.43 3E-07

protein
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AT1G76640 | calmodulin-related protein, putative 3.41 2E-04
AT5G22530 | unknown protein 3.40 9E-06
AT5G19110 | extracellular dermal glycoprotein-related / EDGP-related | 3.38 6E-07
AT3G25760 | AOCI1 (ALLENE OXIDE CYCLASE 1) 3.37 3E-05
AT4G27657 unknown protein 3.36 3E-04
AT4G31800 WRKY18 (WRKY DNA-BINDING PROTEIN 18) 3.34 1E-05
AT1G09950 | transcription factor-related 3.34 2E-04

Nach drei bzw. sechs Stunden Salzstress werden weiterhin viele Gene, die fiir Transkrip-
tionsfaktoren kodieren, stark induziert. Allerdings sind es verhaltnisméafig deutlich we-
niger. Induziert sind nun viele Gene, die in der ABA-Antwort bzw. -Signaltransduktion
eine Rolle spielen (Tabelle 6.2), wie z.B. NCED2, NCEDS (NINE-CIS-EPOXYCARO-
TENOID DIOXYGENASE 2 und 3) (Lefebvre et al., 2006; Tuchi et al., 2001), PP2C
(PROTEIN PHOSPHATASE 2CA) (Schweighofer et al., 2004) oder HAII, 2 und 3
(HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 1, 2 und 3) (Fujita et al., 2009). Auferdem
sind viele LEA-Gene (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT), die in der Samen-
entwicklung sehr wichtig sind (Alonso et al., 2009), zu finden, sowie eine Reihe an
Calmodulin-Genen. Calmoduline binden Ca*" und spielen somit in second messenger-
Systemen eine bedeutende Rolle (Lee et al., 2000; Yang and Poovaiah, 2003).

Tabelle 6.2: LEA- und ABA assoziierte Gene, die nach 3h NaCl im Wildtyp ver-
stirkt induziert sind: Die Tabelle zeigt die mit LEA- und ABA assoziierten Gene, die in
der Microarray Analyse nach 3 h Salzstress im Wildtyp verstirkt exprimiert werden.

AT-Nummer | Name Induktion | p-
(log2) Wert
AT1G07430 HAI2 (HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 2) 5.16 2E-14
AT3G15670 LEA76 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 76) 5.06 6E-13
AT5G06760 LEA4-5 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 5-5) 4.50 7TE-10
AT3G14440 NCED3 (NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXY- | 4.37 7E-11
GENASE 2)
AT5G59220 HAI1 (HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 1) 4.17 1E-11
AT2G29380 HAI3 (HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 3) 3.58 2E-12
AT1G52690 LEA7 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 7) 3.38 5E-07
AT1G01470 LEA14 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 4) 2.14 3E-08
AT3G11410 PP2CA (PROTEIN PHOSPHATASE 2CA) 1.99 2E-11
AT4G18350 NCED2 (NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXY- | 1.37 2E-03
GENASE 3)
AT2G40180 PP2C5 (PROTEIN PHOSPHATASE 2C5) 1.32 4E-05
AT2G35300 LEA18 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 18) 1.13 4E-03
AT3G05640 PP2C, (PROTEIN PHOSPHATASE 2C putative) 1.04 8E-08
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Auch einige Gene, die im Primérmetabolismus (Zucker- und Aminoséurestoffwechsel)
eine Rolle spielen, werden verstéirkt nach drei und sechs Stunden Salzstress induziert.
Verstérkt induzierten werden z.B. TAT3 (TYROSINE AMINOTRANSFERASE 3),
BCAT2 (BRANCHED-CHAIN AMINO ACID TRANSAMINASE 2) (Diebold et al.,
2002) und ALAAT1 (ALANINE AMINOTRANSFERASE 1) (Liepman and Olsen,
2003). Diese Gene sind alle am Aminoséureabbau beteiligt. Gene des Zuckermetablis-
mus, die nach 3 h bzw. 6 h Salzstress verstarkt induziert werden, sind unter anderem
SUS1, SUS3, SUS4 (SUCROSE SYNTHASE 1, 3 und /) (Baud et al., 2004), SPS2F
(SUCROSE PHOSPHATE SYNTHASE 2F) (Lutfiyya et al., 2007), SUC2 (SUCRO-
SE TRANSPORTER 2) (Sauer and Stolz, 1994), SPP2 (SUCROSE PHOSPHATASE
2) (Lunn et al., 2000). Die vollstandigen Tabellen (Induktion > log2(3))befinden sich
im Anhang.

Salzstress fiihrt demzufolge in der Wurzel von Arabidopsis thaliana zu einer starken
transkriptionellen Umprogrammierung, indem zunéchst viele Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden und spéter dadurch eine massive Verdnderung im Zucker- und Ami-

nosauremetabolismus ausgelost wird.

6.3.2 Die bzipl/bzip53-T-DNA-Insertionslinie zeigt eine
differentielle Genexpressionen nach Salzstress im

Vergleich zum Wildtyp

Die in der Microarray-Analyse fiir den Wildtyp erhobenen Genexpressionsdaten wurden
mit denen der bzip1/bzip53-T-DNA-Insertionslinie verglichen. Auch hier wird zunéchst
in einem Venn-Diagramm gezeigt (Abbildung 6.16), das die Anzahl der Gene abbildet,
die in der bzip!/bzip53-Mutante nach einer, drei oder sechs Stunden Salzstress im
Gegensatz zum Wildtyp zum gleichen Zeitpunkt herunterreguliert wurden.

Hier ist auf den ersten Blick zu erkennen, dass es keine groften Unterschiede zwischen
den Genen, die im Wildtyp und denen in der bzip/bzip53-Mutante herunterreguliert
sind, gibt. Fast kein Gen wird zu jedem der drei Zeitpunkte differentiell zum Wildtyp
reguliert. Die einzigen Gene, die zu jedem Zeitpunkt herunterreguliert werden, sind
bZIP1 und bZIP53.
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Abbildung 6.16: Venn-Diagramm der herunterregulierten Gene in der Wurzel der
bzip1/bzip53-T-DNA-Insertionslinie nach Salzstress im Vergleich zum Wildtyp:
Abgebildet sind die Daten aus der Microarray-Analyse. Die Zahlen stehen fiir die herunter-
regulierten Gene in der Wurzel der bzip1/bzip53-Mutante nach 1 h, 3 h und 6 h Salzstress
im Vergleich zur Wildtyp-Wurzel, die gleich lang mit Salz behandelt wurde. Gezeigt sind die
Gene mit einem Induktionswert > log2(0,7) sowie mit einem p-Wert <0,01.

Die Anzahl der in der Doppelmutante differentiell regulierten Gene nach drei bzw.
sechs Stunden Salzstress ist hoher als nach einer Stunde. In den folgenden Tabellen
werden die am stérksten unterschiedlich regulierten Gene im Vergleich zum Wildtyp
aufgelistet. Die vollstdndigen Tabellen (bis > log2(0,7)) befinden sich im Anhang (Ta-
bellen 8.4 und 8.5). Sie zeigen, dass es Unterschiede in der Regulation der Gene gibt.
Die Differenz der Induktionswerte in der bzip1/bzip53-Mutante ist aber im Vergleich
zum Wildtyp nicht besonders stark.

Auffallend ist, dass zum Zeitpunkt 3 h viele Gene, die mit Hypoxia assoziiert sind,
in der bzip1/bzip53-Mutante herunterreguliert sind (Tabelle 6.3). Zu Hypoxia kommt
es in der Pflanze durch Limitierung des Sauerstoffs durch die Photosyntheseleistung,
Diffusion aus dem Wasser oder durch den Verbrauch von Sauerstoff durch Stoffwech-
selaktivitdt. Hoher Sauerstoffmangel gefihrdet die Zellatmung (Gupta et al., 2009;
Zabalza et al., 2009) und fiithrt zu ATP-Mangel in energieverbrauchenden Prozessen
(Bailey-Serres and Voesenek, 2008; Geigenberger, 2003; van Dongen et al., 2003, 2004).

Nach drei Stunden Salzstress finden sich in der Microarrayanalyse z.B. NIP2.1 (NOD
26-LIKE INTRINSIC PROTEIN 2;1). Es gehort zu der Klasse der NOD26-like intrin-
sic proteins (NIPs), die eine Unterklasse der major intrinsic proteins (MIPs) bilden.
MIPs sind Membrankanéle, die Wasser, ungeladene geloste Substanzen, Gase und Spu-
renelemente leiten (Johanson et al., 2001; Tyerman et al., 2002). NIP2.1 wurde bereits
von Liu et al. (2005) beschrieben, dass es nach Hypoxia stark induziert wird.

SUS, (SUCROSE SYNTHASE 4), PDC1 (PYRUVATE DECARBOXYLASE 1)
und ADH! (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1) sind als sogenannte core hypozic ge-
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nes beschrieben, die mit dem anaeroben Stoffwechsel assoziiert sind (Gibbs et al.,
2011).

HUP43 gehort zu den HYPOXIA-RESPONSIVE UNKNOWN PROTEINS, die als
Uberexprimierer eine erhohte Toleranz gegeniiber Sauerstoffstress zeigen (Mustroph
et al., 2010). Zu diesen Genen werden auch solche gefunden, die bekannt sind, auf
Hypoxia zu reagieren, deren Funktion aber weiterhin unbekannt ist (AT5G10040 und
AT5G15120).

Tabelle 6.3: Hypoxia-Gene die nach 3 h NaCl in der bzip1/bzip53-Mutante herun-
terreguliert sind: Die Tabelle zeigt die mit Hypoxia assoziierten Gene, die in der Microarray
Analyse nach 3 h Salzstress differentiell im Vergleich zum Wildtyp zum selben Zeitpunkt her-
unterreguliert wurden ( > log2(0,7), P-Wert: 0,01).

AT-Nummer | Name Induktion | p-
(log2) Wert
AT2G34390 | NIP2;1 (NOD26-LIKE INTRINSIC PROTEIN 2;1) -2.64 5E-04
AT3G43190 | SUS4 (SUCROSE SYNTHASE 4) -1.73 4E-05
AT1G43800 | SAD6 (STEAROYL-ACYL CARRIER PROTEIN D9- | -1.64 5E-05
DESATURASE 6)
AT5G39890 | HUP4S -1.59 4E-04
AT5G10040 | unknown protein -1.55 6E-03
AT5G15120 | unknown protein -1.28 2E-04
AT3G02550 | LBD41 (LOB DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 41) -1.28 2E-03
AT2G16060 | AHBI (CLASS I HEMOGLOBIN) -1.18 2E-05
AT4G33070 | PDC1 (PYRUVATE DECARBOXYLASE 1) -1.12 3E-03
AT5G50590 | HSD4 (HYDROXYSTEROID DEHYDROGENASE ) -0.99 5E-07
AT1G77120 | ADH! (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1) -0.92 2E-03

Wie schon im Venn-Diagramm (Abbildung 6.16) gezeigt, gibt es kaum identische Gene,
die sowohl nach drei als auch nach sechs Stunden in der bzip!/bzip53-Mutante nach
Salzstress im Vergleich zum Wildtyp herrunterreguliert werden.

Nach sechs Stunden Salzstress werden in der bzip1/bzip53-Mutante besonders Gene
herunterreguliert, die im Aminosédureabbau eine Rolle spielen. Diese werden in der
Tabelle 6.4 noch einmal zusammengefasst.

Die GLUTAMINE-DEPENDENT ASPARAGINE SYNTHASE 1 (ASN1) kataly-
siert den letzten Schritt in der Asparagin-Biosynthese von Aspartat zu Asparagin (Lam
et al., 1994). Tyrosin wird zu Fumarat abgebaut. In diesem Abbauprozess spielen unter
anderem die TYROSIN AMINOTRANSFERASE 7 (TAT7) und die HOMOGENTI-
SATE 1,2-DIOXYGENASE (HGO) eine Rolle (Riewe et al., 2012; Fernandez-Canon
and Penalva, 1995) .

Im Abbau der verzweigtkettigen Aminoséuren ist unter anderem die METHIONIN-
GAMMA-LYASE (MGL) von Bedeutung, die die Degradation von Methionin kataly-
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siert (Goyer et al., 2007). Auferdem findet man in der Microarray-Analyse noch die
Gene BCAT2, BCDH (BRANCHED-CHAIN ALPHA-KETO ACID DEHYDROGEN-
ASE 2), BCE2 (DIHYDROLIPOAMIDE BRANCHED CHAIN ACYLTRANSFERA-
SE 2), IVD (ISOVALERYL-COA-DEHYDROGENASE) und METHYLCROTONYL-
COA-CARBOXYLASE A und B (MCCA/MCCB). BCAT2 katalysiert den ersten
Schritt der Degradation von Valin, Leucin und Isoleucin (Diebold et al., 2002). MCCA,
ist auch am Abbau von Leucin beteiligt (Mentzen et al., 2008) (Vergleich Abbildung
6.17).

PPDK kodiert fiir die PYRUVAT ORTHOPHOSPHAT DIKINASE und katalysiert
den Schritt von Pyruvat zu Phosphoenolpyruvat in der Gluconeogenese und spielt somit

eine zentrale Rolle im Aminosidureabbau (Carroll et al., 1990).

Tabelle 6.4: Gene des Aminosiduremetabolismus, die nach 6 h NaCl in der
bzip1/bzip53-Mutante herunterreguliert sind: Die Tabelle zeigt die mit dem Aminoséu-
remetabolismus assoziierten Gene, die in der Microarray Analyse nach 6 h Salzstress differen-
tiell im Vergleich zum Wildtyp zum selben Zeitpunkt herunterreguliert wurden ( > log2(0,7)).
Die Tabelle ist nach den verschiedenen Aminoséuren sortiert.

AT-Nummer | Name Induktion | p-
(log2) Wert

BCAA

AT5G34780 BCDH (Branched-Chain alpha-Keto Acid Dehydrogenase | -1.52 1E-05
E1 alpha subunit, putative)

AT1G10070 | ATBCAT-2 (ARABIDOPSIS THALIANA BRANCHED- | -1.39 2E-06
CHAIN AMINO ACID TRANSAMINASE 2)

AT1G03090 | MCCA (METHYLCROTONYL-COA CARBOXYLASE) | -1.28 4E-07

AT3G06850 | DIN3 (DARK INDUCIBLE 3) -1.13 2E-05

AT3G13450 | DIN4 (DARK INDUCIBLE 4) -0.84 1E-05

AT4G34030 | MCCB (3-METHYLCROTONYL-COA CARBOXYLA- | -0.81 1E-07
SE)

AT3G45300 | IVD (ISOVALERYL-COA-DEHYDROGENASE) -0.79 1E-04

AT1G55510 | BCDH BETA1 (BRANCHED-CHAIN ALPHA-KETO | -0.70 4E-05
ACID DECARBOXYLASE E1 BETA SUBUNIT)

Tyr

AT5G54080 | HGO (HOMOGENTISATE 1,2-DIOXYGENASE) -1.26 1E-08

AT5G53970 TAT7 (TYROSINE AMINOTRANSFERASE 7) -1.03 1E-05

AT4G23590 | Tyrosine Aminotransferase -0.74 1E-03

Gln/Asn

AT3G47340 | ASN1  (GLUTAMINE-DEPENDENT ASPARAGINE | -1.19 1E-03
SYNTHASE 1)

AT5G07440 GDH?2 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 2) -0.73 1E-05
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AT3G16150 | ASPARAGINASE B1 -0.70 7E-04

Met

AT1G64660 | ATMGL (METHIONINE GAMMA-LYASE) -1.21 4E-04

Lys

AT4G33150 | lysine-ketoglutarate reductase/saccharopine dehydrogenase | -0.84 2E-06
bifunctional enzyme

Pro

AT3G30775 | ERD5 (FARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 5) | -0.81 1E-05

Thr

AT1G08630 THA1 (THREONINE ALDOLASE 1) -0.78 4E-04

Ala

AT2G13360 | AGT!1 (ALANINE:GLYOXYLATE AMINOTRANS- | -0.75 1E-03
FERASET)

AT4G39660 | AGT2 (ALANINE:GLYOXYLATE AMINOTRANS- | -0.72 2E-05
FERASE 2)

Neben den mit dem Aminoséduremetabolismus assoziierten Genen findet man auch Ge-
ne, die im Zuckermetabolismus eine Rolle spielen (Tabelle 6.5).

Neben der PPDK findet man auferdem noch FBP (FRUCTOSE-1,6-BISPHOS-
PHATASE) unter den herunterregulierten Genen. Beide Gene kodieren fiir Schliis-
selenzyme in der Glukoneogenese (Carroll et al., 1990; Rolland et al., 2006). Dieser
Stoffwechselprozess ist bei Kohlenhydratmangel wichtig. Lipide und Proteine werden
zu Acetyl-CoA abgebaut, dieses wird iiber den Glyoxylatzyklus in Succinat umgewan-
delt und kann somit durch die Glukoneogenese zu Glukose umgewandelt werden.

Zwei weitere Gene werden in der bzip1 /bzip53-Mutante herunterreguliert. Zum einen
findet man SWEET/, das zur Familie der Zuckertransporter gehort, iiber dessen genaue
Funktion ist allerdings noch nicht mehr bekannt (Chen et al., 2012; Xuan et al., 2013).
Zum anderen wird SUS/ differentiell reguliert. Es kodiert fiir eine Saccharose-Synthase
und ist im Zusammenhang mit Hypoxia von Pucciariello and Perata (2012) beschrieben

worden.

Tabelle 6.5: Gene des Zuckermetabolismus, die nach 3 h bzw. 6 h NaCl in der
bzip1/bzip53-Mutante herunterreguliert sind: Die Tabelle zeigt die mit dem Zucker-
metabolismus assoziierten Gene, die in der Microarrayanalyse nach 3 h bzw 6 h Salzstress

differentiell im Vergleich zum Wildtyp zum selben Zeitpunkt herunterreguliert wurden ( >
log2(0,7), P-Wert: 0,01).

Induktion | p-
(log2) Wert
AT3G43190 | SUS4 (SUCROSE SYNTHASE /) | -1.73 | 4E-05

AT-Nummer | Name
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AT3G28007 SWEFET/ putative sugar Transporter, nodulin MtN3 family | -1.90 6E-07
protein

AT4G15530 | PPDK (PYRUVATE ORTHOPHOSPHATE DIKINASE) | -1.29 8E-04

AT1G43670 | FBP (FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE) -0.95 7E-04

AT5G23660 | SWEET2, (HOMOLOG OF MEDICAGO TRUNCATULA | -0.93 5E-04
MTNS)

AT1G58180 | BCA6 (BETA CARBONIC ANHYDRASE 6) -0.91 2E-06

AT5GH7655 | xylose isomerase family protein -0.90 2E-06

AT4G33110 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases su- | -0.90 5E-07
perfamily protein

AT1G12240 | ATBETAFRUCT (FRUCTOSIDASE /) -0.78 9E-03

AT5G18670 | BAM9 (BETA-AMYLASE 9) -0.77 8E-05

AT5G20250 | RS6 (RAFFINOSE SYNTHASEG) -0.76 4E-04

AT1G63180 UGE3 (UDP-D-GLUCOSE/UDP-D-GALACTOSE 4- | -0.75 4E-04
EPIMERASE 3)

6.3.3 Die Transkriptionsfaktoren bZIP1 und bZIP53 haben eine

Funktion im Aminosaureabbau unter Salzstress

Die Transkriptomanalyse von bzip!/bzip53 nach sechs Stunden Salzstress konnte zei-
gen, dass viele Gene, die im Aminosdureabbau eine Rolle spielen, differentiell reguliert
werden. Das folgende Schema (Abbildung 6.17) zeigt, an welchen Stellen im Amino-

sdurestoffwechsel diese im Microarray gefundenen Gene eine Rolle spielen.

Die Expression einiger der herunterregulierten Gene, die zum Zeitpunkt 6 h nach
Salzstress in der Doppelmutante gefunden wurden (siehe Tabelle 6.4), wurden in Wild-
typ, bzip1/bzip53 und bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 mittels qRT-PCR noch einmal tiber-
priift. Die Quadrupelmutante wird zu den Experimenten hinzugezogen, da zum einen
bekannt ist, dass bZIP1 und bZIP53 bevorzugt Heterodimere mit bZIP-Transkriptions-
faktoren der Gruppe C bilden (Weltmeier et al., 2009), zum anderen da in der Phénotyp-
Analyse die Keimung auf NaCl diese Mutante besonders beeintréchtigt war (siehe Ka-
pitel 6.2).

Die Abbildungen 6.18 A-F zeigen, dass in allen Genen, die untersucht wurden, die
Expression nach Salz in den Mutanten geringer ist als im Wildtyp. Die Expression von
ASNT ist in der Doppelmutante etwas verringert, in der Quadrupelmutante hingegen ist
eine massive Reduktion der Transkription zu sehen. Beit HGO, TAT7, MGL und MCCA
reicht schon allein das Fehlen von bZIP1 und bZIP53 aus, um deren Transkription
signifikant zu beeintrachtigen. Die Quadrupelmutante zeigt hier keine weitere deutliche
Reduktion in der Expression.

ASNT1 ist das einzige Gen, das differentiell reguliert wird, das in der Aminoséure-
Biosynthese eine Rolle spielt. Unter Stressbedingungen ist Asparagin auf Grund seines

hohen Stickstoff zu Kohlenstoff-Verhéltnisses eine wichtige Aminosaure fiir den Stick-
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Abbildung 6.17: Aminosdureabbau: Stark vereinfachtes Schema zum Aminosédureabbau.
Abgebildet sind die Aminosduren (griin) und die Gene (braun), die in der Degradierung von
Aminoséuren eine Rolle spielen. Abgewandelt nach Binder (2010) und Rocha et al. (2010).
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stofftransport in der Pflanze. Es ist sehr stabil und eignet sich sowohl zur Speicherung

von Stickstoff, als auch fiir einen Transport iiber lange Strecken (Lam et al., 1994).
All das spricht dafiir, dass bZIP1 und bZIP53 unter Salzstress-Bedingungen eine

regulatorische Funktion im Aminosaureabbau einnehmen, und somit eine alternative

Energiequelle bereitgestellt wird (Aratjo et al., 2011).
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Abbildung 6.18: Expression von Aminosduremetabolismus assoziierten Genen nach
Salzstress in Wildtyp, bzipl/bzip53 und bzipl/bzip53/bzip10/bzip25: Wildtyp
(grau), bzip1/bzip53 (blau) und bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 (gelb) wurden sechs Wochen un-
ter Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (3 h, 6 h, 19
h) mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-
PCR wurde die Expression verschiedener Gene (ASN1, HGO, TAT7, MGL, BCAT2, MCCA)
untersucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandel-
tem Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5. (n=2-3; Fehler: SE; T-Test:
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass auf transkriptioneller Ebene in der bzip1 /bzip53-
Mutante nach Salzstress einige Gene des Zucker- und Aminosduremetabolismus diffe-
rentiell reguliert werden als im Wildtyp, wurden nun mittels HPLC (Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie) Aminoséuren gemessen. Dafiir wurde Wurzelmaterial so-
wohl von Wildtyp-Pflanzen als auch aus der bzip!/bzip53-Mutante und der Quadru-
plemutante bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 verwendet.

In den folgenden Abbildungen 6.19 A-E sind ausgewéhlte Aminoséduren, deren Stoff-
wechsel von den oben genannten, in qRT-PCR iiberpriiften Genen reguliert wird, ge-
zeigt. Dargestellt ist die Menge der Aminoséaure (nm pro mg Frischgewicht) in den drei
verschiedenen Pflanzenlinien, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Salz behandelt
wurden. Wenn man zunéchst nur den Wildtyp betrachtet, fillt auf, dass die Menge aller
abgebildeten Aminosauren bis zum Zeitpunkt 6 h zunéchst verstarkt ansteigt und dann
relativ konstant bleibt bzw. wieder etwas abnimmt. Man kann daraus schlieffen, dass
als eine Antwort auf den Stress, Proteine abgebaut werden, um Energie zu gewinnen
(Fujiki et al., 2001a). Dadurch steigt die Menge einzelner Aminoséuren an.

Sowohl in bzip1 /bzip53 als auch in bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 ist nach drei bis sechs
Stunden Salzstress auch ein Anstieg der Aminoséduremenge zu sehen. Aber man kann,
besonders bei den verzweigtkettigen Aminoséuren (Valin, Leucin, Isoleucin), deutlich
erkennen, dass der Aminosduregehalt nach den Zeitpunkten 6 h und 24 h NaCl hoher
ist, als im Wildtyp. In der Transkriptomanalyse (Kapitel 6.3.2) wurde bereits gezeigt,
dass viele Gene, die im Aminosédureabbau eine Rolle spielen, nach sechs Stunden her-
unter reguliert wurden. Die Ergebnisse aus der Metabolitanalyse unterstiitzen dies. Die
Menge an Aminoséuren steigt weiter an, da die Gene, die fiir die abbauenden Enzyme

kodieren, weniger aktiv sind.
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Abbildung 6.19: Messung des Aminosiuregehalts nach Salzstress in Wurzeln von
Wildtyp, bzip1/bzip53 und bzip1/bzip53/bzip10/bzip25: Wildtyp, bzipl/bzip53 und
bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 wurden sechs Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydroponik
angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 6 h, 24 h) mit 150 mM NaCl behandelt und
zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von HPLC wurde die Menge der verschiede-
nen Aminosduren gemessen (Agnes Fekete und Jasper Schierstaedt, Universitat Wiirzburg).
Dargestellt sind die Aminoséuremengen in nm pro mg Frischgewicht. (n=>5; Fehler: SE)

6.3.3.1 bZIP1 bindet den BCAT2-Promotor in vivo

Die Metabolit- und Array-Daten sprechen dafiir, dass bZIP1 in der Arabidopsis tha-
liana-Wurzel im Stoffwechsel der verzweigtkettigen Aminoséuren eine Rolle spielt. Um
zu untersuchen, ob dieses nur indirekte Effekte sind, oder ob bZIP1 direkt an Promo-
toren von BCAA-Genen bindet, wurden ChIP-Experimente durchgefiihrt. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass bZIP1 unter Energieverarmung im Blatt direkt an den
ASN1-Promotor bindet (Dietrich et al., 2011).
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Die Experimente wurden mit Wildtyp und bZIP1-Uberexprimierern (Pro35S:HA-
AtbZIP1) durchgefithrt. Mittels ChIP-Experiment wurde der BCAT2-Promotor ge-
testet. In diesem Promotor befinden sich viele ACTG-Motive (bZIP-Bindemotive)
(Schindler et al., 1992; Sibéril et al., 2001). In den ersten 1500 bp findet man al-
lein sechs Motive. Fiir die Experimente wurde ein Primerpaar gewéhlt, dass ein 109 bp
grofes Fragment amplifiziert, dass zwei ACTG-Motive enthélt.

Nach der Immunoprézipitation sieht man deutlich, dass dieses Promotorfragment in
den Pro35S:HA-AtbZIP1-Wurzeln deutlich angereichert ist. Das spricht fiir eine direkte
Bindung des Transkripionsfaktors an den Promotor. Dieser Versuch ergianzt die vorheri-
gen Ergebnisse, dass in bzipl-Mutanten die Expression von BCAT2 deutlich reduziert
ist (6.3.2). Aus zeitlichen Griinden konnte dieser Versuch nur ein Mal durchgefiihrt

werden.
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Abbildung 6.20: bZIP1 bindet direkt an den BCAT2-Promotor:

A: Schema des BCAT2-Promotors (Progcarz) mit zwei benachbarten ACGT-Elementen. Die
Pfeile geben die Position der Primer fiir die Amplifikation des 109 bp grofsen Fragments an.
B: Wildtyppflanzen (Col-0) und die Uberexpressionsline Pro35S:HA-AtbZIP1 wurden sechs
Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen. Nach der Immunoprézipitation
mit einen ChIPgrade HA-Antikérper wurde eine qPCR, der aufgereingten DNA mit Primern
durchgefiihrt, die das Fragment des BCAT2-Promotors mit den zwei ACGT-Motiven umfas-
sen. Dargestellt ist die Anreicherung dieses Fragments im Vergleich zum Wildtyp mit Abgleich
mit Inputkontrolle und einem unspezifischen Actin-Gen. (n=2; Fehler: SE)

6.3.4 Die bzipl/bzip53-Mutante spielt eine Rolle im
Kohlenhydratstoffwechsel

Neben den Aminosduren wurde auch der Zuckerhaushalt im Wurzelmaterial der drei
Linien nach Salzstress analysiert. Diese Ergebnisse zeigen, &hnlich wie die Aminoséure-
messung, deutliche Effekte der Stoffwechselumprogrammierung sowohl im Wildtyp als
auch in der bzip!/bzip53-Mutante.
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Abbildung 6.21: Glukoneogenese: Stark vereinfachtes Schema zur Glukoneogenese (bzw.
Glykolyse) und zum Citratzyklus. Die Proteine, deren Gene auch im Array gefunden wurden,
sind braun dargestellt.

Wie schon in Kapitel 6.3.1 dargestellt, werden im Wildtyp nach 3 h bzw. 6 h einige
Gene des Kohlenhydratstoffwechsels verstéarkt induziert. Unter anderem sind SUS1I,
SUS8, SUS4, SPS2F, SUC2, SPP2 und PPDK zu finden. In der bzip1/bzip53-Mutante
ist zu beobachten, dass die Expression einiger dieser Gene reduziert ist. Die Expression

dieser Gene nach Salzstress wurde zusétzlich noch in qRT-PCR iiberpriift.
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In der Abbildung 6.22 wird veranschaulicht, dass die Expression von SUS/ im Wild-
typ nach Salzstress bereits nach drei Stunden signifikant verstarkt ist. Im Laufe der Zeit
nimmt die Expression aber wieder ab und ndhert sich dem geringen Expressionsniveau
der beiden Mutanten an. Auch die Expression von FBP steigt im Wildtyp bis zum
Zeitpunkt 6 h schnell an und bleibt dann konstant. Die Expression in den Mutanten
steigt auch an, aber deutlich langsamer und schwacher als im Wildtyp. Die Expression
von PPDK zeigt eine deutliche Abhéngigkeit vom C/S1-Netzwerk. Im Wiltdtyp steigt
die Expression deutlich an, in der Doppelmutante ist bereits eine merklich ausgeprégte
Reduktion der Expression zu sehen. In der Quadrupelmutante ist aber die Expressi-
on der PPDK kaum noch zu erkennen. Bei SWEET) ist lediglich eine Tendenz zu
erkennen, dass die Expression im Wildtyp hoher ist, als in den Mutanten. Allerdings

sprechen die Array-Daten fiir eine differentielle Regulation (siehe Tabelle 6.5).
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Abbildung 6.22: Expression von bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppen C und
S1 in Blatt und Wurzel nach Salzstress: Wildtyppflanzen wurden sechs Wochen unter
Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6 h,
19 h) mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von
qRT-PCR wurden die Expression der verschiedenen Gene untersucht. Dargestellt sind die
relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wurzelmaterial von SUS4
(A), SWEET4 (B), FBP (C) sowie PPDK (D) nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQJ5.
(n=2-3; Fehler: SD; T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

Die Expression der PPDK, die ein zentrales Gen im Aminosaure- und Zuckermetabo-
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lismus darstellt, wurde zusitzlich auch noch mittels qRT-PCR in einer bZIP1-Uber-
expressionspflanze (Pro35S:HA-bZIP1) getestet. Hier ist die Abhéngigkeit der Gens
von bZIP1 deutlich dargestellt. In der Uberexpressionsline ist ein stérkerer Anstieg
der Expression nach Salz zu erkennen, als im Wildtyp. Die geringere Expression im
Wildtyp in diesem Versuch als im vorherigen (Abbildung 6.18) lasst sich damit erkléren,
dass dort die Pflanzen in Hydroponik angezogen wurden, in diesem Versuch stammt
das Wurzelmaterial jedoch von drei Wochen alten Pflanzen, die auf Platte angezogen

wurden.
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Abbildung 6.23: Expression von PPDK nach NaCl in Wildtyp und transgenen HA-
bZIP1-Uberexpressionslinien: Wildtyp,und HA-bZIP1-Pflanzen wurden drei Wochen lang
auf MS-Agar-Platten (Lichtbedingungen 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) angezogen. Die Pflanzen
wurden 6 h bzw. 3 h lang mit 250 mM NaCl behandelt und dann die Wurzeln gleichzeitig zum
Zeitpunkt 0 h geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression von PPDK untersucht.
Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von Wurzelmaterial nach
Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQJ5. (n=3, Fehler: SD)

Nachdem gezeigt werden konnte, dass nach Salzstress viele Gene, die im Zuckermetabo-
limus eine Rolle spielen im Salzstress hochreguliert wurden bzw. in den bzip1/bzip53-
Pflanzen weniger stark exprimiert wurden, wurde der Zuckergehalt der mit Salz behan-
delten Pflanzen mittels HPLC analysiert. Der vollstdndige Datensatz dafiir befindet
sich im Anhang, Tabelle 8.5.

Bis auf Glukose-6-Phosphat steigt der Zuckergehalt im Wildtyp bis zum Zeitpunkt 6
h an. Die Menge an Fruktose, Glukose und Saccharose nimmt dann wieder ab. Glukose-
6-Phosphat wird im Wildtyp nach drei Stunden Salzstress zunéchst weniger, nimmt

dann wieder zu, aber von den Zeitpunkten 6 h bis 24 h langsam wieder ab.
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Im Wurzelmaterial von den bzip1/bzip53-Pflanzen ist die Menge aller Zucker zum
ungestressten Zeitpunkt 0 h groker als im Wildtyp. Bei Fruktose und Saccharose sieht
man auch eine Zunahme bis zum Zeitpunkt 6 h, danach wieder eine Reduktion. Die
Menge von Glukose und Glukose-6-Phosphat hingegen nimmt nach NaCl-Gabe direkt
ab. Die Unterschiede in der Menge der verschiedenen Zucker spiegelt gut die unter-
schiedliche Expression der oben genannten Gene wieder.

Zucker wie Raffinose dienen als kompatible Osmolyte. Die Synthese dieser Verbin-
dungen ist eine Anpassung der Pflanze an Salzstress (Krasensky and Jonak, 2012).
Wihrend man im Wildtyp einen stetigen Anstieg der Raffinose-Menge nach Salzstress
beobachtet, nimmt in der bzip1/bzip53-Mutante die Menge an Raffinose nach 6 h
Salzstress wieder ab. Dazu passt die in der Microarray-Analyse gefundene reduzier-
te Induktion der RAFFINOSE SYNTHASE (DIN10).
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Abbildung 6.24: Menge verschiedener Zucker in der Wildtyp- und bzip1/bzip53-
Wurzel nach Salzstress: Wildtyp (schwarz) und bzip1/bzip53 (grau) wurden 6 Wochen
unter Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6
h, 24 h) mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von
HPLC wurde die Menge der verschiedenen Zucker gemessen (Markus Krischke, Universitét
Wiirzburg). Dargestellt ist die Menge der Zucker in nmol/g FW. (n=3, Fehler: SD, T-Test:

*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)
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6.4 bZIP1 ist Teil eines regulatorischen
Signaltransduktionsnetzwerks nach abiotischem

Stress

Durch die bereits gezeigten Ergebnisse leitet sich ab, dass bZIP1 und bZIP53 makgeb-
lich an der metabolischen Anpassung der Pflanze an Salzstress beteiligt sind.

In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass bZIP1 unabhéngig vom ABA-SnRK2-
AREB-Signaltransduktionsweg zu sein scheint (6.1.3.2). Jedoch wurden in der Micro-
arrayanalyse einige Gene gefunden, die in der bzip1/bzip53-Mutante nach 6 h Salzstress
herunterreguliert wurden, die beschrieben sind, in der Antwort auf abiotischen Stress ei-
ne Rolle zu spielen, wie z. B. DIN2 (DARK INDUCIBLE 2), SEN1 (SENESCENCE
ASSOCIATED GENE 1), EARLI1 (EARLY ARABIDOPSIS ALUMINUM INDU-
CED 1), RD29B (RESPONSIVE TO DESSICATION 29B) (Fujiki et al., 2001b; Azu-
mi and Watanabe, 1991; Wilkosz and Schlappi, 2000; Msanne et al., 2011). Von denen
sind z.B. EARLI1 und RD29B bekannt, dass sie durch ABA aktiviert werden (Oh
et al., 1996; Zimmermann et al., 2004; Nemhauser et al., 2006; Toufighi et al., 2005).

In den folgenden Experimenten wurde die Expression der im Array gefundenen Ge-
ne in den ABA-zugehorigen Mutanten snrk2.2/anrk2.3/snkr2.6, arebl/areb2/abf3 und
aba? nach Salzstress getestet, um ein mogliches Zusammenspiel dieser Signaltransduk-
tionswege zu analysieren. Nach den durchgefiihrten qRT-PCRs konnten die untersuch-

ten Gene in vier verschiedene Klassen eingeteilt werden.

Die Klasse 1 setzt sich aus den Genen zusammen, deren Transkription von den bZIPs
der Gruppe A reguliert wird. Die Expression im Wildtyp nach Salz ist verstérkt, jedoch
in den drei Mutanten des ABA-Signaltransduktionswegs ist keine Expression mehr zu
erkennen. Zu dieser Gruppe gehoren unter anderem FARLI1 und LEA76. Die Expres-
sion dieser Gene wurde zusétzlich in salzbehandeltem Wurzelmaterial von Wildtyp,
bzip1/bzip53 und bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 mittels qRT-PCR {iberpriift. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass die Gene sowohl im Wildtyp als auch in den der Doppel- und Qua-
drupelmutante exprimiert werden. Auferdem beginnt die Expression schon viel friiher,
als bei bZIP1. Somit sind sie keine Zielgene von bZIP1. Die verringerte Expression, die

im Array gezeigt wurde, wurde also durch indirekte Effekte hervorgerufen.
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Abbildung 6.25: Expression der Klasse 1-Gene in Mutanten des ABA-
Signaltransduktionswegs, sowie des C/S1-Netzwerks nach Salzstress: Wildtyp, aba?2,
snrk2.2/2.3/2.6 und arebl/areb2/abf3, sowie bzipl/bzip53 und bzipl/bzip53/bzip10/bzip25
wurden sechs Wochen unter Kurztaghedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschied-
lich lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h) mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h)
geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression der verschiedenen Gene untersucht.
Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wur-
zelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5 von LEA76 (A) und EARLII (B).
(n=2-3, Fehler: SE, T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

Zu der Klasse 2 gehoren nach dieser Aufteilung die Gene MCCA und BCAT2, die am
Abbau der verzweigtkettigen Aminosauren beteiligt sind. Die Expression in den ABA-
Signalweg-Mutanten zeigt, dass die Expression beider Gene unabhéngig von ABA2
sind. In den Mutanten snrk2.2/2.3/2.6- und arebl/areb2/abf3 ist jedoch eine verrin-
gerte oder keine Expression von BCAT2 oder MCCA zu sehen. In den bZIP-Mutanten
ist die Expression beider Gene ahnlich, Doppel- bzw. Quadrupelmutante zeigen eine
verringerte Expression, aber kaum Unterschiede. Das Fehlen von 0ZIP1 und bZIP53
reicht schon aus, um die Transkription deutlich einzuschranken. Die Expression scheint

sowohl von bZIPs der Gruppe A, als auch von der Gruppe S1 reguliert zu werden.



Ergebnisse 90

A 12 MCCA 3 MCCA

Induktion

Induktion
- N
\
*
*
*

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Zeit [h] Zeit [h]
B 80 - ~
| BCAT2 30 BCAT2

Induktion

0 5 10 15 20

0 5 10 15 20
Zeit [h] Zeit [h]
== WT ~=5snrk2.2/2.3/2.6 areb1/2/abf3 <= aba-2 == WT —8—bzip1/bzip53 —*— bzipl/bzip53/bzip10/bzip25

Abbildung 6.26: Expression der Klasse 2-Gene in Mutanten des ABA-
Signaltransduktionswegs, sowie des C/S1-Netzwerks nach Salzstress: Wildtyp, aba2,
snrk2.2/2.3/2.6 und arebl/areb2/abf3, sowie bzipl/bzip53 und bzip1/bzip53/bzip10/bzip25
wurden sechs Wochen unter Kurztaghedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschied-
lich lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h) mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (0 h)
geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression der verschiedenen Gene untersucht.
Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expression von unbehandeltem Wur-
zelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5 von MCCA (A) und BCAT?2 (B).
(n=2-3, Fehler: SE, T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

Die Gene TAT7 und HGO, spielen eine Rolle im Tyrosin-Abbau (siche Abbildung
6.17). Beide Gene lassen sich der Klasse 3 zuordnen. Die Expression dieser Gene ist un-
abhéngig von den bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe A. Aufserdem geht daraus
hervor, dass, wie bei den Genen der Klasse 2, nur eine Abhéngigkeit von den Genen
der Gruppe S1 vorliegt. Die Quadrupelmutante zeigt ein dhnliches Expressionsmuster,

wie die Doppelmutante.
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Abbildung 6.27: Expression der Klasse 3-Gene in Mutanten des ABA-
Signaltransduktionswegs, sowie des C/S1-Netzwerks nach Salzstress: Wildtypp-
flanzen, aba2-, snrk2.2/2.3/2.6- und arebl/areb2/abf3-Pflanzen, sowie bzipl/bzip53 und
bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 wurden sechs Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydropo-
nik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h) mit 150 mM NaCl behandelt
und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression der
verschiedenen Gene untersucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expres-
sion von unbehandeltem Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5 von
HGO (A) und TAT7 (B). (n=2-3, Fehler: SE, T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

Zu der letzten Gruppe, Klasse 4 gehéren ASNI und PPDK. Die Expression dieser Ge-
ne ist abhéngig von den C/S1-bZIP-Transkriptionsfaktoren. Wie schon vorher gezeigt,
ist die Expression in der Doppelmutante bzip1/bzip53 verringert, in der Quadrupel-
mutante bzipl/bzip53/bzip10/bzip25 jedoch deutlich eingeschrénkt. Nach der Analyse
der ABA-Signalweg-Mutanten kann keine Abhéngigkeit von den Transkriptionsfakto-
ren der Gruppe A festgestellt werden. Interessanterweise ist aber eine Abhéngigkeit

von den SnRK2 festzustellen.
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Abbildung 6.28: Expression der Klasse 4-Gene in Mutanten des ABA-
Signaltransduktionswegs, sowie des C/S1-Netzwerks nach Salzstress: Wild-
typ, aba2, snrk2.2/2.3/2.6 und arebl/areb2/abf3Pflanzen, sowie bzipl/bzip53 und
bzip1 /bzip53/bzip10/bzip25 wurden sechs Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydropo-
nik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h) mit 150 mM NaCl behandelt
und zum selben Zeitpunkt (0 h) geerntet. Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die Expression der
verschiedenen Gene untersucht. Dargestellt sind die relativen Werte im Vergleich zur Expres-
sion von unbehandeltem Wurzelmaterial nach Abgleich mit dem Haushaltsgen UBQ5 von
ASN1. (n=2-3, Fehler: SE, T-Test: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)
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7 Diskussion

In dieser Arbeit soll herausgearbeitet werden, welche Rolle bZIP1 und bZIP53 in der
Antwort auf Salzstress in der Arabidosis thaliana-Wurzel spielen. Dabei wurde zunéchst
betrachtet, welche Singnaltransduktionskaskaden an der transkriptionellen Aktivierung
von bZIP1 beteiligt sind, aufserdem welchen Einfluss die Transkriptionsfaktoren auf die
transkriptionelle sowie auf die metabolische Anpassung der Pflanze an Salzstress haben
und wie bZIP1 Teil der Verkniipfung verschiedener Stressantworten ist.

Es ist bereits bekannt, dass die Expression von bZIP1 und bZIP53 nach Salzstress
gewebespezifisch induziert wird und somit nur in den Wurzeln und nicht in den Blattern

vorkommt. Daher wurde in dieser Arbeit nur das Wurzelmaterial untersucht.

7.1 Verschiedene stress- und energieabhingige

Signale werden auf dem bZIP1-Promotor vereint

Die Expression von bZIP1 wird in der Arabidopsis thaliana-Wurzel sowohl durch io-
nische als auch durch osmotische Stimuli induziert. Dieser Effekt ist spezifisch fiir die
Wurzeln, da im Blatt keine bZIP1-Expression nach Salz oder osmotischem Stress ge-
zeigt werden kann. Auffaillig ist, dass die Induktion des Transkriptionsfaktorgens, un-
abhéngig vom Stimulus, sehr langsam geschieht. Es konnen zwar Unterschiede in der
Expressionsstarke gezeigt werden, aber erst nach drei bis sechs Stunden lésst sich eine
deutliche Expressionszunahme erkennen. Andere bekannte stressresponsive Gene, wie
z.B. RD29B (Msanne et al., 2011) oder Transkriptionsfaktoren (siche Anhang Tabelle
8.1) werden deutlich frither induziert. Daraus lasst sich schliefsen, dass die Transkription
nicht direkt durch die Zugabe von Salz induziert wird, aber indirekt iiber Signalwege,
die durch den Salzstress aktiviert werden. Sun et al. (2012) konnten zeigen, dass die
Uberexpression von bZIP1 zu einer erhéhten Toleranz beziiglich Salz, Trockenheit und
osmotischem Stress fiihrt. Die bzipl-Mutanten hingegen zeigten eine starkere Anfallig-
keit fiir diese Stresse, was bestétigt, dass bZIP1 eine wichtige Rolle in der durch Salz
induzierten Signaltransduktion spielt.

Es ist bekannt, dass hohe Salzkonzentrationen in der Zelle zu einem cytosolischen
Calcium-Einstrom fithren (Kaplan et al., 2006; Laohavisit et al., 2013). Die alleinige Ga-

be von W7, einer organisch-chemischen Verbindung, die in der Zelle zu Ca?"-Antworten
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fithrt, 16st eine Induktion von bZIP1 aus, der Calciumkanalblocker LaCl; hingegen fiihrt
in Kombination mit NaCl zu einer verringerten Induktion. Calcium wird also in der
Signalkaskade zur transkriptionellen Aktivierung von bZIP1 durch Salz bendotigt.

Wie schon erwéhnt, wird die Expression bZIP1 in den Blattern von Arabidopsis tha-
liana nicht durch Salz oder osmotischen Stimulus induziert. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass Energieverarmung, z.B. durch Dunkelinduktion, die Transkription akti-
viert (Dietrich et al., 2011). Durch zusétzlich zugefithrte Glukose kann diese Expression
auch wieder inhibiert werden (Kang et al., 2010). Diese Inhibierung ist von der HEXO-
KINASE1 (HXK1) abhéngig, die eine der Hauptsensoren fiir Glukose ist (Moore et al.,
2003). In der HXK1-Mutante gin2 (glucose insensitive 2) konnte z.B. nach Glukose-
gabe bZIP1 in dunkelinduzierten Bléttern detektiert werden, wobei im Wildtyp die
dunkelinduzierte Expression von bZIP1 durch Glukose inhibiert wird. In der Wurzel
hingegen ist die salzinduzierte Transkription von 6ZIP1 abhéngig von der HXKI1. In der
gin2-Mutante kann nach Salzstress nur noch eine geringe bZIP1-Expression detektiert
werden. Zudem kann man in einer Analyse der Zuckermengen nach Salzstress sehen,
dass im Wildtyp die Menge an Glukose und Glukose-6-Phosphat bis zum Zeitpunkt
6 h deutlich zunimmt. In der gin2-Mutante sind die Mengen der Zucker bereits im
ungestressten Zustand sehr hoch, die Menge an Glukose-6-Phosphat nimmt mit dem
Salzstress ab. Es ist zu vermuten, dass die Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-
Phosphat durch die HXK1 ein wichtiges metabolisches Signal darstellt, das den Ener-
giezustand der Pflanze widerspiegelt und somit auf die Transkription von bZIP1 wirkt.
Es is nicht bekannt, wie das von der HXK1 wahrgenommene Signal die Transkription
von bZIP1 beeinflusst. Die HXK1 ist im Nukleus lokalisiert und kann somit direkt an
der Regulation von Zielgenen beteiligt sein (Cho et al., 2006). Zudem ist bekannt, dass
in Keimlingen die Signaltransduktion nach hoher Glukosekonzentration mit der ABA-
Signaltransduktion interagiert (Cho et al., 2010). Hier kénnte getestet werden, welche
Auswirkungen die externe Applikation von ABA auf die Transkription von bZIP1 in der
gin2-Mutante hat, um weitere Zusammenhénge der Signaltransduktion zu tiberpriifen.

Da die pflanzliche Antwort auf Stress sehr energieaufwendig ist, wird vermutet, dass
hohe Salzkonzentrationen zu Energieverarmung fiithren (Jacoby et al., 2011; Araujo
et al., 2011). Die SnRK1-Kinasen KIN10 und KIN11 spielen eine Rolle bei der Wie-
derherstellung des pflanzlichen Gleichgewichts bei Energiemangelbedingungen. Wie
der Stress durch Energiemangel wahrgenommen wird, bzw. wie dadurch die SnRK1-
Kinasen reguliert werden, ist noch nicht bekannt (Baena-Gonzalez and Sheen, 2008).
Die durch KIN10 und KIN11 verdnderte Genexpression, soll teilweise durch bZIP-
Transkriptionsfaktoren der Gruppe S1 vermittelt werden (Baena-Gonzalez et al., 2007;
Hanson et al., 2008). Zum Beispiel konnte in Protoplasten ein synergistischer Effekt
von KIN10 und bZIP1 bei der Aktivierung eines ProASN1:LUC-Reporterkonstrukts
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gezeigt werden. Da die Expression von bZIP1 durch Energiemangel induziert wird,
wird vermutet, dass bZIP1 von SnRK1 reguliert wird (Baena-Gonzalez et al., 2007).
In Salzstress-Versuchen mit einer fs-Estradiol induzierbaren artificial micro RNA (ami)
kinll in einem kinl0-Hintergrund (kin10/ami-kin11) konnte nachgewiesen werden,
dass beide SnRK1-Kinasen notwendig fiir eine salzinduzierte Transkription von bZIP1
sind. Auch wenn es noch nicht gezeigt werden konnte, wird vermutet, dass die Kina-
sen unter anderem Transkriptionsfaktoren, die die Transkription von bZIP1 regulieren
und somit zur Anpassung des pflanzlichen Metabolismus an Energiemangel beitrigt,
phosphorylieren.

ABA ist ein Phytohormon, das eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion nach
verschiedenen Stressen spielt (Leung and Giraudat, 1998; Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2000). Sowohl die Transkription von bZIP1 als auch die von bZIP53 kann
durch extern appliziertes ABA aktiviert werden. Allerdings ist die Induktion von bZIP1
und von bZIP53 unabhéngig von der ABA-Biosynthese. Die aba2-Mutante zeigt nach
Salzstress eine gleichstarke Induktion beider Transkriptionsfaktoren, wie der Wildtyp.
Die Expression scheint also iiber einen anderen Signalweg aktiviert zu werden. Rodri-
gues et al. (2013) konnten kiirzlich zeigen, dass die clade A PP2Cs, ABI1 und PP2CA,
nicht nur negative Regulatoren von SnRK2-Kinasen sind, sondern auch direkt mit der
katalytischen Untereinheit von SnRK1-Kinasen interagieren, sie dephosphorylieren und
somit inaktivieren. Durch die Inhibierung der PP2C durch ABA kann also auch SnRK1
aktiviert werden, was dann eine Aktivierung von bZIP1 zur Folge haben kann. Zudem
fithren erhohte ABA-Konzentrationen zu einem Anstieg von cytosolischem Ca®". Beides
spricht fiir eine Interaktion des SnRK1-Signaltransduktionsweges nach Energieverar-
mung mit dem ABA-induzierten Signaltransduktionsweg nach abiotischem Stress.

Die Induktion der bZIP1-Transkription wird von vielen verschieden Einfliissen re-
guliert. Die Ergebnisse lassen darauf schlieffen, dass sowohl Calcium, Zucker und die
SnRK1-Kinasen unabhéngig voneinander auf den bZIP1-Promotor wirken. Die genaue
Aktivierung des Promotors ist noch unklar, jedoch sprechen die Ergebnisse dafiir, dass
ein komplexes Netzwerk oberhalb der Regulation des bZIP1-Promotors steht. Um ei-
ne genaue Regulierung zu bestimmen, sollte z.B. die Transkription von bZIP1 in der
SnRK1-Mutante kin10/ami-kin11 nach ABA-Gabe untersucht werden, sowie im Wild-
typ nach ABA in Kombination mit dem Ca®"-Kanalblocker LaCl,.
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7.2 Nach Salzstress sind bZIP1 und bZIP53 Teil der
Reprogrammierung des Kohlenhydrat- und
Aminosiauremetabolismus in der Arabidopsis

thaliana-\Wurzel

Vieles deutet darauf hin, dass bZIP1 und bZIP53 eine bedeutende Rolle in der pflanz-
lichen Antwort auf Stress spielen. So konnte bei langanhaltender Dunkelheit bereits
nach vier Stunden eine deutliche Steigerung der Expression von 6ZIP1 und eine etwas
geringere von bZIP53 beobachtet werden. In der Pflanze herrscht zu diesem Zeitpunkt
Energiemangel, da Stérke als Energiespeicher bereits aufgebraucht ist (Usadel et al.,
2008). Bereits kleine Abweichungen im Energiezustand, die durch verldngerte Nacht
hervorgerufen werden, fiihren zu einer transkriptionellen Aktivierung von bZIP1 und
bZIP53 im oberirdischen Teil von Arabidopsis. Daher wurden die Transkriptiosfakto-
ren von Usadel et al. (2008) nach einer Transkriptom-Analyse in dunkelinduzierten
Blattern bereits beschrieben, eine mogliche regulatorische Rolle in der Anpassung an
Energiemangel einzunehmen. Zudem wird bZIP1 circadian transkriptionell reguliert
(Gutiérrez et al., 2008). Fur CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATEDLI), einer
Hauptkomponente der inneren Uhr (Yakir et al., 2007), konnte mittels ChIP gezeigt
werden, dass es durch Stickstoff-Signale aktiviert direkt an den bZIP1-Promotor bindet
und die Expression somit reguliert. ASNI wiederum ist ein Zielgen von bZIP1 und As-
paragin eine wichtige Aminoséaure fiir die Speicherung und den Transport von Stickstoff
(Lam et al., 1994). Da die Transkription von bZIP1 auch iiber Kohlenhydratvorkom-
men reguliert wird (Gutiérrez et al., 2007; Kang et al., 2010), wird bZIP1 bereits die
Funktion als moglicher Integrator von C- und N-Assimilierung fiir die Regulation der
Stickstoff-Assimilierung in Arabidopsis zugeschrieben.

In Experimenten, in denen Pflanzen einer verlangerten Nacht ausgesetzt wurden,
konnten Dietrich et al. (2011) belegen, dass bZIP1 und bZIP53 eine funktionelle Red-
undanz in der Antwort auf Energieveramung zeigten. In Experimenten dieser Arbeit
konnte nachgewiesen werden, dass bZIP53 durch dieselben Stimuli (z.B. Salz und
ABA) aktiviert wird, wie bZIP1, jedoch ist die Expressionsstirke von bZIP53 gerin-
ger. Unterschiede in der Regulation von bZIP53 konnten mit Mutanten des ABA-
Signaltransduktionswegs gezeigt werden. bZIP1 und bZIP53 zeigen dhnliche Reaktio-
nen auf Stimuli und auf Grund funktioneller Redundanz, werden aber unterschiedlich
reguliert. In dieser Arbeit konnte der von Sun et al. (2012) gezeigte Phénotyp der
bzip1-Mutante nicht reproduziert werden. Hier zeigte die Mutante nach Keimung auf
salzhaltigem Medium keinen Unterschied zum Wildtyp. Zum einen aus diesem Grund

und auf Grund der funktionellen Redundanz, wurde fiir eine Transkriptom- und Me-
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tabolomanalyse eine bzip1/bzip53-Doppelmutante verwendet.

Im Wildtyp ist auffillig, dass bereits nach einer Stunde Salzstress viele Gene, die
fiir Transkriptionsfaktoren kodieren, verstéirkt exprimiert werden. Viele der Transkrip-
tionsfaktoren sind an der Antwort auf abiotischen Stress beteiligt, wie z.B. CBFI und
DREB2A, die kilteinduzierbare Gene aktivieren (Liu et al., 1998; Stockinger et al.,
1997) oder ERF- und WRKY-Transkriptionsfaktoren (Yamasaki et al., 2013). Die ge-
haufte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren nach Salzstress spricht fiir eine schnelle
Anpassung der Pflanze an den Stress. Gene, die fiir Calmoduline kodieren, die mit
Ca®" Komplexe bilden (Lee et al., 2000; Yang and Poovaiah, 2003), werden auch nach
einer Stunde Salzstress verstarkt induziert. Die Transkriptionsfaktorgene vZIP1 und
bZIP53 zeigen erst nach lingerem Salzstress (3-6 h) eine verstirkte Expression. Die
Vermutung liegt hier nahe, dass die Transkription von anderen viel frither aktivierten
Faktoren reguliert wird. Um eine Regulation iiber frither induzierte Transkriptionsfak-
toren zu analysieren, miisste die Expression von bZIP1 in loss-of-function-Mutanten
der moglichen Regulatoren durchgefiihrt werden. Auferdem sollte die Promotorregi-
on von bZIP1 auf Bindeelemente untersucht werden. Ein weiterer Ansatz wire ein
Protoplasten-Screening im PTA-System (Wehner et al., 2011), bei dem die Aktivitét
des Pro:bZIP1:LUC-Reporterkonstrukts nach Zugabe der verschiedenen Trankriptions-
faktoren gemessen wird. Mogliche Interaktionen sollten dann mittels ChIP verifiziert
werden.

Nach drei bzw. sechs Stunden Salzstress findet man auch immer noch Transkripti-
onsfaktorgene, die hochreguliert werden, bei weitem jedoch nicht so viele, wie nach der
ersten Stunde. LEA-Gene, die in der Samenentwicklung wichtig sind (Alonso et al.,
2009) und Gene, die an der ABA-Biosynthese bzw. -Signaltransduktion beteiligt sind,
wie z.B. HAI1, 2 und 8 (HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 1, 2, 3) (Fujita
et al., 2009) oder PP2CA (PROTEIN PHOSPHATASE 2CA) (Schweighofer et al.,
2004) werden hier verstirkt exprimiert. ABA wird bei abiotischem Stress gebildet.
Hier wird deutlich, dass im Wildtyp eine Anpassung an den Stress geschieht indem die
Expression stressresponsiver Gene verstéarkt wird.

Fiir bZIP1 und bZIP53 konnte in der Transkriptom- und Metabolomanalyse gezeigt
werden, dass sie unter Salzstress sowohl im Kohlenhydrat- als auch im Aminoséure-
metabolismus eine wichtige Rolle spielen. Zunéchst ist auffallend, dass es in der Tran-
skriptomanalyse kaum eine Uberschneidung der differentiell zum Wildtyp regulierten
Gene zu den verschiedenen Zeitpunkten gibt. Das lasst darauf schlieften, dass die Reak-
tion auf den Salzstress in zwei Phasen ablduft. Nach drei Stunden Salzstress sieht man
deutlich, dass in der Wurzel viele mit Hypoxia und Fermentation assoziierte Gene in
der bzip1/bzip53-Doppelmutante weniger stark induziert wurden als im Wildtyp. Un-
ter anderem findet man die Hypoxia-Gene SUS4 (SUCROSE SYNTHASE 4), PDC1
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(PYRUVATE DECARBOXYLASE 1) und ADHI (ALCOHOL DEHYDROGENASE
1) (Gibbs et al., 2011). SUS/ ist von Pucciariello und Perata (2012) als core hypo-
xic gene beschrieben worden und kodiert fiir ein Saccharose degradierendes Enzym
(Baroja-Fernandez et al., 2012), was erkldren konnte, dass nach drei bis sechs Stunden
Salzstress ein Anstieg von den Monosacchariden Glukose und Fruktose zu sehen ist,
was durch den Abbau von Saccharose geschehen kann, um Energie zu mobilisieren. In
Versuchen in denen die Blatter von salzgestressten Arabidopsis thaliana-Pflanzen unter-
sucht wurden, konnten Kempa et al. (2008) zeigen, dass sich die Menge vieler 16slicher
Zucker und auch das Verhéltnis von Glukose zu Fruktose deutlich &ndert, was auf eine
Beeintrachtigung des Kohlenhydratstoffwechsels hinweist. Langerer Salzstress iiber drei
bis fiinf Tage fiihrte zu einem verstéarkten Starkeabbau und somit zu einem Anstieg der
Maltose-Menge. In der Microarrayanalyse im Wildtyp konnte nach Salzstress zwar ei-
ne leicht verstéirkte Expression der fs-Amylasegene BAM1 und BAM7 gezeigt werden,
die Menge an Stirke im mit Salz behandelten Wurzelmaterial verdndert sich jedoch
nicht (siche Anhang, Abbildungen 8.3 und 8.4). In dieser Arbeit wurden die Proben
allerdings nur bis zu 24 h mit NaCl behandelt. Hier ist zu vermuten, dass in diesem
Fall Zucker aus dem sink-Gewebe in die Wurzel transportiert wird (Ludewig and Fliig-
ge, 2013). Eine weitere Starkemessung mit salzbehandeltem Wurzelmaterial muss hier
sowohl im Wildtyp als auch in der Doppelmutante durchgefiihrt werden, um die Ande-
rungen im Kohlenhydratmetabolismus nach ldngerem Salzstress zu beobachten. Zudem
findet man unter den herunterregulierten Genen SWEETY, das zur Familie der Zucker-
transporter gehort, {iber dessen genaue Funktion allerdings noch nicht mehr bekannt
ist (Chen et al., 2012; Xuan et al., 2013). Ob dieser Transporter eine wichtige Rolle
in der bZIP1-vermittelten Signaltransduktion nach Salzstress spielt, ist zu tiberpriifen.
Die salzinduzierte Expression von bZIP1 sweet4-Mutante konnte diese zeigen.

Nach sechs Stunden Salzstress ist es aufféllig, dass die Zuckermengen in der Wildtyp-
Wurzel nicht weiter ansteigen. In qRT-PCR-Experimenten konnte gezeigt werden,
dass Gene wie FFBP und PPDK nach drei bzw. sechs Stunden Salzstress im Wild-
typ stark induziert werden. FBP wird eine Funktion als Fruktose-Sensor zugeschrieben
(Cho and Yoo, 2011). Ein missregulierter Kohlenhydratstoffwechsel kann somit in der
bzip1/bzip53-Doppelmutante auch auf die verringerte Expression der FPB zuriickge-
fiihrt werden. FBP und PPDK spielen eine Schliisselrolle in der Glukoneogenese und
werden hauptsichlich unter anaeroben Bedingungen exprimiert (Pucciariello et al.,
2012; Hsu et al., 2011). Wenn unter Stressbedingungen zu wenig Kohlenhydrate zur
Verfiigung stehen, werden Stoffwechselwege induziert, die andere Substrate zum Ener-
giegewinn abbauen, wie z.B. Lipide oder Proteine (Mentzen et al., 2008; Aratjo et al.,
2011). Die Daten der Transkriptom-Analyse zeigen, dass nach Salzstress viele Gene, die

in den Abbau von Aminosduren involviert sind, im Wildtyp verstéarkt induziert wer-
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den. Aminosaduren konnen zu Vorstufen fiir die Glukoneogenese abgebaut werden und
somit als alternative Energiequelle dienen. Fujiki et al. (2001a) konnten zeigen, dass in
zuckerverarmten Zellen die verzweigtkettigen Aminoséduren abgebaut werden. Auch die
Daten der Metabolomanalyse sprechen dafiir, dass der Abbau von Aminosduren unter
Stressbedingungen erhoht wird. Nach sechs Stunden kann z.B. fiir die verzweigtketti-
gen Aminosduren Leucin, Isoleucin und Valin eine Abnahme beobachtet werden. Dazu
passt, dass die Gene BCAT2 und MCCA stark exprimiert werden. Diese Aminoséduren
werden zu Acetyl-CoA abgebaut, das wiederum ein Zwischenprodukt fiir den Citrat-
zyklus darstellt (Binder, 2010; Aratjo et al., 2011). Zudem konnte gezeigt werden,
dass verzweigtkettige Aminosduren beim Abbau Elektronen direkt fiir die Elektronen-
Transport-Kette tiber das Elektronentransferierende Flavoprotein (ETF) bereitstellen
kénnen (Aratjo et al., 2010). Eine weitere Aminosédure, die nach Salzstress abgebaut
wird ist Tyrosin, auch hier konnte eine verstarkte Expression von den Abbaugenen
TAT7 und HGO gezeigt werden (Riewe et al., 2012; Fernandez-Canén and Penalva,
1995). Tyrosin wird zu Fumarat abgebaut und somit auch in den Citratzyklus einge-
schleust (Dixon and Edwards, 2006).

In der bzip1/bzip53-Doppelmutante zeigt sich, dass die Gene fiir den Aminoséure-
Abbau weniger stark exprimiert werden, das spiegelt sich auch in den Aminosdure-
Mengen wieder, so dass in der Mutante eine héhere Menge an Aminosduren zu fin-
den ist. Dazu passt, dass in dunkelinduzierten Bléttern nachgewiesen wurde, dass die
Zunahme an verzweigtkettigen Aminosduren in Pro35S:bZIP1- und Pro35S:bZIP53-
Uberexpressionpflanzen reduziert ist (Dietrich et al., 2011).

Der Citratzyklus in Teil vieler metabolischer Signalwege. Fast alle Aminoséuren wer-
den zu Vorstufen von Intermediaten des Citratzyklus abgebaut (Aradjo et al., 2011).
Jiang and Deyholos (2006) konnten zeigen, dass die Transkriptmengen u.a. von Ge-
nen des Citratzyklus nach Salzstress im Wildtyp generell reduziert sind. Differentiell
in der bzip1/bzip53-Mutante regulierte Gene, die eine Rolle im Citratzyklus spielen,
konnten in dieser Transkriptomanalyse nicht gefunden werden, jedoch sieht man auf
metabolischer Ebene Unterschiede fiir die zweite Hélfte des Citratzyklus (sieche Anhang,
Abbildung 8.5). Die Mengen an Succinat, Fumarat und Malat sind in der Doppelmu-
tante hoher als im Wildtyp, was die Idee der metabolischen Umprogrammierung durch
bZIP1 und bZIP53 unterstiitzt.

ASNT1 ist das einzige Gen der Aminosdure-Biosynthese, das nach Salzstress in der
Wurzel differentiell in bzip1/bzip53 reguliert wird. qRT-PCR-Daten belegen, dass die
Reduktion der Induktion in der bzip1/bzip53/bzip10/bzip25 noch stérker ist, als in der
Doppelmutante, was sonst nur noch fiir PPDK zu sehen ist. In den anderen Genen, die
am Aminosdureabbau beteiligt sind, unterscheidet sich die Expression in der Doppel-

und in der Quadrupelmutante kaum. Die Expression dieser Gene wird vermutlich durch
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andere Heterodimerisierungspartner von bZIP1 und bZIP53 reguliert. Die Induktion
von ASN1 fiihrt zur Biosynthese von Asparagin. Dietrich et al. (2011) konnten bereits
nachweisen, dass ASN1 im Blatt auch durch Energieverarmung nach Dunkelheit ver-
starkt exprimiert wird. Auf Grund seines hohen Stickstoff zu Kohlenstoff-Verhéltnisses
und seiner Stabilitit ist Asparagin eine wichtige Aminoséure fiir den Stickstofftransport
tiber lange Strecken und auch fiir die Stickstoffspeicherung geeignet (Lam et al., 1994).
Die PPDK zeigt ein dhnliches Expressionsmuster in Wildtyp, Doppel- und Quadrupel-
mutante nach Salzstress wie ASNI. Zudem konnte belegt werden, dass die Expression
auch in dunkelinduzierten Blattern von Arabidopsis thaliana und in Wurzeln von Oryza
sativa unter Hypoxia erhoht ist (Lin and Wu, 2004; Taylor et al., 2010). Die Expression
der PPDK in der Pro35S:AtbZIP1-Uberexpressionspflanze ist erhoht. Da eine verstérk-
te Expression von b0ZIP1 unter normalen Umstédnden bei Energiemangel auftritt, ist
es schliissig, dass die Transkription von PPDK, die eine zentrale Rolle in der Gluko-
neogenese spielt, in einer Pro35S:AtbZIP1-Uberexpressionspflanze erhoht ist. Durch die
Glukoneogenese konnen abgebaute Aminoséuren wieder als Energiequelle bereitgestellt
werden.

Salzgestresste Wurzeln und dunkelinduzierte Blétter von Arabidopsis thaliana zeigen
eine dhnliche Signaltransduktionsantwort, die SnRK1 und bZIP-Transkriptionsfaktoren
beinhaltet, um das Gleichgewicht der Pflanze aufrecht zu erhalten (Baena-Gonzalez
et al., 2007; Dietrich et al., 2011). Daher lésst sich vermuten, dass bZIP1 eine zentrale

Rolle in der pflanzlichen Antwort auf Stress spielt.

7.3 Stressresponsive Gene werden durch verkniipfte
ABA-abhangige und ABA-unabhingige
Signaltransduktionswege reguliert

Es konnte hier nachgewiesen werden, dass bZIP1 und bZIP53 unter Salzstress wichtige
Komponenten fiir die Regulation des Zucker- und Aminosdurehaushaltes darstellen.
Auch bei Energieverarmung in Blattern konnte ihnen eine regulatorische Funktion zu-
geschrieben werden. ChIP-Analysen in Blattmaterial konnten ASN1 bereits als direktes
Zielgen von bZIP1 identifizieren (Dietrich et al., 2011). In dieser Arbeit konnte in Ara-
bidopsis thaliana-Wurzeln eine direkte Bindung von bZIP1 an den BCAT2-Promotor
gezeigt werden. Das Ergebnis ist jedoch nur vorlaufig und konnte bisher nicht reprodu-
ziert werden. Zudem konnte das Ergebnis nur fiir unbehandeltes Wurzelmaterial gezeigt
werden, daher ist ein weiteres Experiment notig. Interessant ware auch, eine mogliche
Bindung von bZIP1 an den Promotor von PPDK zu untersuchen. Fiir PPDK konn-

te in der bzipl/bzip53-Mutante eine verringerte Transkription festgestellt werden, in
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Pro35S:AtbZIP1-Uberexpressionspflanze eine verstirkte.

Die bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe S1 bilden bevorzugt Heterodimere mit
bZIPs der Gruppe C (Ehlert et al., 2006; Weltmeier et al., 2006). Im Blatt konnte bereits
nachgewiesen werden, dass in Quadrupelmutanten, wie bzip1/bzip53/bzip10/bzip25, die
induzierte Genexpression durch Energiemangelbedingungen reduziert wurde. Ahnli-
ches konnte in dieser Arbeit in der Wurzel gezeigt werden. Die Expression von PPDK
und ASN1 ist in der Quadrupelmutante stiarker reduziert, als in der Doppelmutante.
Fiir die Gene, die im Aminosédure-Katabolismus eine Rolle spielen, wie z.B. BCAT?2,
MCCA, TAT7 und HGO, ist jedoch die Expression von bZIP10 und bZIP25 nicht
von regulatorischer Bedeutung. Die Expression der Gene in der Doppelmutante zeigt
keine signifikanten Unterschiede zu der in der Quadrupelmutante. Hier scheinen die
Transkriptionsfaktoren bZIP1 und bZIP53 mit bislang noch unbekannten Faktoren
zu heterodimerisieren um die Genexpression zu aktivieren. Die Expression der bZIP-
Transkriptionsfaktoren der Gruppe C selbst wird nicht durch Salz induziert, allerdings
konnte ihnen hier fiir die Gene PPDK, ASN1 und DIN2 eine Rolle in der Antwort auf
Salzstress zugewiesen werden. Zudem ist bekannt, dass die Transkriptionsfaktoren als
Heterodimere mit Gruppe S1-bZIPs zu einer verstarkten Genaktivierung fiihren. Das
spricht dafiir, dass durch die Bildung spezifischer Heterodimere ein komplexes regulato-
risches Netzwerk entsteht, das die transkriptionelle Umprogrammierung nach Salzstress
steuert. In der bzip1/bzip53-Doppelmutante werden nach sechs Stunden Salzstress Ge-
ne, z.B. FARLII, LEA76 und RD29B, die durch ABA und somit durch die Tran-
skriptionsfaktoren der Gruppe A (AREB, ABF) aktiviert werden (Oh et al., 1996;
Zimmermann et al., 2004; Nemhauser et al., 2006; Toufighi et al., 2005), herunter-
reguliert. Da die Induktion von 6ZIP1 unabhéngig vom ABA-Signatransduktionsweg
ist, wurden mit den aba2-, snrk2.2/2.3/2.6- und arebl/areb2/abf3-Mutanten, die in
der ABA-Biosynthese bzw. in der ABA-Signaltransduktion eine Rolle spielen, weitere
qRT-PCR~Analysen durchgefiihrt. Obwohl bZIP1 und bZIP53 nah verwandt sind (Ja-
koby et al., 2002), zeigt bZIP53 hier ein anderes Muster. Die Induktion ist von den
SnRK2-Kinasen und den AREB-Transkriptionsfaktoren abhéngig. Viele salzresponsive
Gene, die in der Microarrayanalyse unter den differentiell regulierten Genen gefunden
wurden, werden durch bZIP Transkriptionsfaktoren der Gruppe A reguliert (Yoshida
et al., 2010). Das ldsst vermuten, dass sowohl bZIP-Transkriptionsfaktoren des C/S1-
Netzwerks, als auch bZIPs der Gruppe A die Promotoren der Zielgene aktivieren. Die
in der Microarrayanalyse gefundenen salzresponsiven Gene konnten mittels qRT-PCR-
Experimenten in vier Hauptklassen eingeteilt werden.

Die Klasse 1 besteht aus Genen wie LEA76, AIL1, EARLI1 oder RD29B, die nicht
vom C/S1-Netzwerk sondern nur von den Transkriptionsfaktoren der Gruppe A sowie

den anderen Komponenten des ABA-Signaltransduktionsweges abhéngig sind. Die ver-
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minderte Induktion dieser Gene in der bzip1/bzip53-Mutante im Microarray lasst sich
hier auf indirekte Effekte zuriickfiihren.

Die Gene der Klasse 2 sind sowohl abhéngig von den Transkriptionsfaktoren der
Gruppe A, als auch von bZIP1 und bZIP53. Die Expression der Gene ist sowohl in
der bzip1/bzip53-Doppelmutante, als auch in der areb!/areb2/abf3-Mutante reduziert.
Zudem ist auch eine Abhéngigkeit von den SnRK2-Kinasen zu sehen. Unter den Klasse
2-Genen sind z.B. BCAT?2, als direktes Zielgen von bZIP1, sowie MCCA. Diese Gene
werden z.B. auch im Blatt unter Energiemangelbedingungen aktiviert. Es spricht da-
fiir, dass die Gene identisch reguliert sind, da beide Gene am Abbau verzweigtkettiger
Aminosauren beteiligt sind. Bei dieser Genregulation scheint sich also der ABA-SnRK2-
AREB-Signalweg mit dem SnRK1-bZIP1-Signalweg zu iiberschneiden bzw. zu intera-
gieren. Ob allerdings die S1- und A-bZIPs untereinander Heterodimere bilden oder mit
anderen Faktoren ist noch unklar. Eine Analyse der Bindestellen im bZIP1-Promotor
konnen dariiber Aufschluss geben.

Zur Klasse 3 gehoren die Gene TAT7 und HGO, die beide im Tyrosin-Abbau zu
Fumarat eine Rolle spielen. Nach Salzstress ist die Expression beider Gene in der
arebl/areb2/abf3-Mutante gleich der im Wildtyp, somit ist die Transkriptionsregu-
lation unabhéngig von den Transkriptionsfaktoren der Gruppe A. Die anderen Kom-
ponenten des ABA-Biosynthese- bzw. Signaltransduktionsweges sind auch nicht an der
Genexpression beteiligt. Hier ist lediglich eine Abhéngigkeit von bZIP1 und bZIP53 zu
sehen. Wie auch bei den Klasse 2-Genen scheint hier bei der Genaktivierung keine He-
terodimerisierung mit bZIP10 und bZIP25 vorzuliegen. Wieder werden zwei Gene, die
eine Funktion im Aminosdurekatabolismus haben iiber die gleichen Transkriptionsfak-
toren reguliert. Welche Heterodimerisierungspartner hier eine Rolle spielen muss noch
weiter untersucht werden. Kandidaten hierfiir waren unter anderem die Transkripti-
onsfaktoren bZIP9 und bZIP63, die den bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe C
angehoren, aber auch weitere noch unbekannte Faktoren kénnen hier von Bedeutung
sein.

Zur letzten Klasse 4, gehoren PPDK, ASN1 und DIN2. Diese Gene sind ebenfalls
von den Gruppe A-bZIPs unabhéngig. Dafiir zeigen sie eine Abhéngigkeit vom C/S1-
Netzwerk, also sowohl von bZIP1 und bZIP53 als auch von bZIP10 und bZIP25. In
der Quadrupelmutante ist die Expression deutlich geringer als in der Doppelmutante.
Daraus lasst sich schliefsen, dass in diesem Fall eine Heterodimerisierung der Transkrip-
tionsfaktoren der Gruppe C und der Gruppe S1 vorliegt. Interessanterweise zeigen die
drei Gene auch eine Abhéngigkeit von SNRK2. Das weifst auf eine Regulation verschie-
dener iibergreifender Signaltransduktionswege hin, was aber noch intensiver untersucht
werden muss.

Die Regulation der Klasse 1-Gene ist eindeutig. Die anderen drei Genklassen schei-
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nen einer komplexen Regulation aus SnRK1 und den C/S1-bZIPs mit dem ABA-
SnRK2-AREB zu unterliegen. Aufserdem konnten weitere Gene in dieser Arbeit ge-
funden werden, die sich nicht eindeutig einer Klasse zuordnen lassen und sowohl durch
Komponenten des einen als auch des anderen Signalwegs reguliert werden. In einem
Protoplasten-Two-Hybrid-Versuch konnte keine Heterodimerisierung von C/S1-bZIPs
und Gruppe A-bZIPs festgestellt werden (siehe Anhang, Abbildung 8.6). Allerdings
wurde der Versuch in Blattmesophyll-Protoplasten durchgefiihrt, wohingegen fiir alle
anderen Versuche Wurzelmaterial verwendet wurde. In einem weiterfiihrenden Versuch
sollten Wurzelprotoplasten analysiert werden. Durch diese Ergebnisse lasst sich ablei-
ten, dass hier der ABA-Signaltransduktionsweg, der durch abiotischen Stress aktiviert
wird mit dem Signaltransduktionsweg, der durch Energieverarmung SnRK1-Kinasen
und somit bZIP1 aktiviert, zusammenhédngt. Die Vernetzung der unterschiedlichen
Signaltransduktionswege muss genauer untersucht werden, um anfallende Fragen zu
klaren. Bilden C- oder S1-bZIPs in der Wurzel Heterordimere mit Gruppe A-bZIPs?
Welche Transkriptionsfaktoren bilden mégliche Heterodimerisierungspartner mit bZI1P1
und/oder bZIP537 Welchen Einfluss hat die Dephosphorylierung der SnRK1 durch
PP2Cs (Rodrigues et al., 2013), oder die Phosphorylierung der SnRK1 durch SnRK2

(Umezawa et al., 2013) auf die Expression der regulierten Gene?
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Zusammenfassend ergibt sich aus den Daten folgendes Modell:
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Metabolische Anpassung Antwort auf Stress

Abbildung 7.1: Modell zur Zusammenfassung der Ergebnisse: Dieses Modell soll einen
Uberblick der aus dieser Arbeit hervorgegangenen Ergebnisse bieten. Salzstress wird iiber
einen noch nicht bekannten Ionen- oder osmotischen Sensor wahrgenommen und 16st ver-
schiedene Antworten in der Zelle aus, die auf den bZIP1-Promotor wirken. Calcium-Ausstrom
(Ca?"), die HEXOKINASE 1 (HXK1) und die Aktivierung der SnRK1, die wahrscheinlich un-
abhéingig voneinander wirken, aktivieren die Expression der bZIP1-Transkription. Auch ABA
fithrt zu erhohter bZIP1-Induktion und 16st zudem den ABA-Signaltransduktionsweg iiber
SnRK2 und AREB aus, von dem die bZIP1-Expression aber unabhéngig ist. Die durch Stess
induzierten Transkriptionsfaktoren bZIP1 und AERBs bewirken nun die Expression von Ge-
nen, die zum einen in der Antwort auf abiotischen Stress, zum anderen an der metabolischen
Anpassung der Pflanze beteiligt sind. Hierbei kénnen die potentiellen Zielgene auf Grund ih-
rer unterschiedlichen Regulation in die Klassen 1 (reguliert von Gruppe A), 2 (reguliert von
Gruppen A und S1), 3 (reguliert von Gruppe S1) und 4 (reguliert von Gruppen C und S1)
eingeteilt werden. Fiir die Klassen 2 und 3 ist jedoch nicht klar, mit welchen Heterodimeri-
sierungspartnern die Transkriptionsfaktoren die Transkription des Gens regulieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass bZIP1 in der pflanzlichen Antwort
auf Salzstress in der Wurzel von Arabidopsis thaliana Teil eines komplexen regulato-

rischen Netzwerks ist, das zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege miteinander
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verkniipft. Die durch SnRK2 und AREB vermittelte ABA-Antwort auf abiotischen
Stress, konnte mit dem SnRK1-C/S1-Netzwerk, das durch den Energiestatus der Zelle
reguliert wird, verkniipft werden. Die hier untersuchten stressresponsiven Gene werden
durch unterschiedliche Faktoren dieser Signaltransduktionswege reguliert. Die Kombi-
nation von bZIP-Transkriptionsfaktoren verschiedener Gruppen fiihrt somit zu unter-
schiedlichen Genexpressionsmustern, die wiederum bestimmte metabolische Ereignisse
auslosen, was eine sehr prézise Regulation suggeriert. Das trégt dazu bei die pflanzliche
Antwort auf Salzstress besser zu verstehen, womit Moglichkeiten gegeben werden, die

Toleranz landwirtschaftlich genutzter Pflanzen gegeniiber Salzstress zu erhohen.
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8 Anhang

8.1 Zuckermessung in der gin2-Mutante
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Abbildung 8.1: Menge verschiedener Zucker in der Wildtyp- und gin2-Wurzel nach
Salzstress: Wildtyp (Ler) und gin2 wurden 6 Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydro-
ponik angezogen, dann unterschiedlich lange (1 h, 3 h, 6 h, 24 h) mit 150 mM NaCl behandelt
und zum selben Zeitpunkt (Oh) geerntet. Mit Hilfe von HPLC wurde die Menge der verschie-
denen Zucker gemessen (Markus Krischke, Universitdt Wiirzburg). Dargestellt ist die Menge

der Zucker in nmol/g FW. (n=3, Fehler: SD)
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8.2 Wurzellange in Mutanten des C/S1-Netzwerks

nach Salzstress

Abbildung 8.2: Wurzellinge nach Salzstress: Eine Woche alte Keimlinge, die auf MS-
Medium angezogen wurden, werden auf MS-Medium transferiert, das 125 mM NaCl enthélt.
Nach einer weiteren Woche wird die Wurzelldnge bestimmt.

8.3 Starkemessung im Wildtyp nach Salzstress
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Abbildung 8.3: Induktion der fi-Amylasen in der Wildtyp-Wurzel nach Salzstress:
Die Abbildung zeigt die Induktion (log2) der Gene verschiedener -Amylasen (BAM1I, 2, 3,
4, 5, 6 und 7) nach verschiedenen Zeitpunkten (1, 3, 6 h) Salzstress in der Wildtyp-Wurzel.
Das Material wurde zum selben Zeitpunkt geerntet und mittels Microarray ausgewertet.
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Abbildung 8.4: Stirkemessung in der Wurzel nach Salzstress: Wildtyppflanzen wur-
den sechs Wochen unter Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen, dann unterschiedlich
lange (1 h, 3 h, 6 h, 19 h, 24 h) mit 150 mM NaCl behandelt und die Wurzeln zum selben
Zeitpunkt (0 h) geerntet. Dann wurde die Stérke extrahiert und gemessen. Dargestellt ist die
Menge in pg pro Gramm Frischgewicht (n=3; Fehler: SE). Die Messung wurde von Lorenzo
Pedrotti durchgefiihrt

8.4 Daten der Microarrayanalyse des Wildtyps nach

Salzstress

Tabelle 8.1: Gene, die im WT nach 1 h Salzstress hochreguliert sind: Die Tabelle
zeigt die Gene, die in der Microarray Analyse nach 1 h Salzstress am starksten ( > log2(3))
induziert waren.

AT-Nummer | Name Induktion | P-Wert
(log2)
AT3G22830 | AT-HSFA6B 5.82 6E-14
AT1G56600 | AtGolS2 4.87 3E-16
AT5G20230 | ATBCB 4.80 4E-06
AT2G44840 | ERF13 4.56 3E-04
AT4G34410 | RRTF1 1 4.49 2E-03
AT4G37710 | VQ motif-containing protein 4.43 1E-07
AT5G13220 | JAZ10 4.37 1E-06
AT1G74930 | ORA47 4.37 4E-04
AT4G28140 | AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 4.06 1E-14
ve
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AT2G26150 | ATHSFA2 4.06 4E-09
AT5G42380 | CML37 4.00 1E-03
AT3G50930 | BCS1 3.98 2E-04
AT4G25490 | CBF1 3.97 3E-05
AT1G32970 | subtilase family protein 3.88 9E-06
AT1G01720 | ATAF1 3.72 1E-07
AT5G51990 | CBF4 3.71 1E-08
AT5G52760 heavy-metal-associated domain-containing protein 3.68 8E-05
AT3G01830 calmodulin-related protein, putative 3.65 4E-03
AT1G17380 | JAZ5 3.59 2E-04
AT1G19210 | AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 3.59 6E-03
ve
AT5G64870 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 3.58 TE-04
AT1G12610 | DDF1 3.58 3E-03
AT1G64160 disease resistance-responsive family protein 3.57 6E-06
AT5G05410 DREB2A; DNA binding / transcription activator 3.57 9E-07
AT3G28600 | ATP binding / ATPase/ nucleotide-binding 3.55 6E-08
AT1G80840 | WRKY40 3.53 3E-03
AT3G44860 | FAMT; 3.52 2E-05
AT2G29450 | ATGSTUS 3.52 3E-07
AT3G02840 | immediate-early fungal elicitor family protein 3.52 5E-03
AT1G61340 F-box family protein 3.48 2E-04
AT2G26380 disease resistance protein-related / LRR protein- | 3.45 1E-06
related
AT3G23250 MYB15 3.44 2E-03
AT5G63130 PB1 domain-containing protein 3.43 3E-07
AT1G76640 calmodulin-related protein, putative 3.41 2E-04
AT5G22530 | unknown protein 3.40 9E-06
AT5G19110 | extracellular dermal glycoprotein-related / EDGP- | 3.38 6E-07
related
AT3G25760 | AOC1 ALLENE OXIDE CYCLASE 1 3.37 3E-05
AT4G27657 | unknown protein 3.36 3E-04
AT4G31800 | WRKY18; transcription factor 3.34 1E-05
AT1G09950 transcription factor-related 3.34 2E-04
AT5G57560 | TCH4 3.34 6E-04
AT4G24380 unknown protein 3.34 3E-04
AT1G28480 | GRX480 3.26 2E-03
AT3G17690 | ATCNGC19 3.23 6E-06
AT2G01300 | unknown protein 3.23 2E-05
AT5G43620 S-locus protein-related 3.22 2E-04
AT4G29780 unknown protein 3.17 4E-03
AT1G52890 | ANACO019 3.16 3E-06
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AT2G41100 | TCH3 (TOUCH 3); calcium ion binding 3.16 3E-05
AT1G78070 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 3.16 2E-09
AT5G59490 | haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein | 3.15 6E-05
AT1G77450 anac032 3.13 2E-09
AT2G47190 | MYB2 3.13 3E-06
AT2G24850 | TAT3 3.13 1E-04
AT5G47220 | ERF2 3.12 8E-05
AT2G46400 | WRKY46; transcription factor 3.10 1E-03
AT1G72520 | lipoxygenase, putative 3.10 8E-04
AT1G80820 | CCR2 3.09 2E-07
AT4G25480 | DREB1A 3.07 2E-10
AT5G5H2750 heavy-metal-associated domain-containing protein 3.05 4E-04
AT2G26530 | AR781 3.04 1E-03
AT2G02000 | GAD3 3.02 2E-06
AT4G25470 | CBF2 3.01 1E-03

Tabelle 8.2: Gene, die im WT nach 3 h Salzstress hochreguliert sind: Die Tabelle
zeigt die Gene, die in der Microarray Analyse nach 3 h Salzstress am stérksten ( > log2(3))
induziert waren.

AT-Nummer | Name Induktion | P-Wert
(log2)
AT1G56600 | AtGolS2 6.92 3E-19
AT3G22830 | AT-HSFA6B 6.85 3E-15
AT2G26150 | ATHSFA2; DNA binding / transcription factor 6.03 4E-12
AT5G20230 | ATBCB 5.93 2E-07
AT2G29450 | ATGSTU5S 5.93 6E-11
AT2G41730 | unknown protein 5.88 1E-17
AT4G37710 | VQ motif-containing protein 5.79 2E-09
AT5G13220 | JAZ10 5.67 2E-08
AT5G51440 23.5 kDa mitochondrial small heat shock protein | 5.62 1E-11
(HSP23.5-M)
AT3G02480 | ABA-responsive protein-related 5.47 4E-13
AT5G11110 ATSPS2F 5.29 9E-16
AT1G32970 | subtilase family protein 5.27 1E-07
AT2G44840 | ERF13 5.23 6E-05
AT2G23170 GHa3.3; indole-3-acetic acid amido synthetase 5.23 3E-17
AT3G53600 | zinc finger (C2H2 type) family protein 5.21 3E-09
AT4G37370 | CYPS81DS8 5.20 TE-14
AT1G07430 protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative | 5.16 2E-14
AT3G44860 | FAMT 5.13 9E-08
AT5G19110 | extracellular dermal glycoprotein-related / EDGP- | 5.06 9E-10

related
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AT3G15670 | LEAT76 5.06 6E-13
AT2G24850 | TAT3 5.05 3E-07
AT1G64160 disease resistance-responsive family protein 5.05 4E-08
AT2G15780 | glycine-rich protein 5.03 2E-13
AT5G28510 | BGLU24 5.03 3E-10
AT2G29460 | ATGSTU4 4.82 7E-11
AT3G50930 | BCS1 4.80 3E-05
AT4G28140 | AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 4.80 5E-16
ve
AT1G70130 lectin protein kinase, putative 4.80 3E-07
AT4G15100 | scpl30 4.75 8E-10
AT5G42380 | CML37 4.71 2E-04
AT4G34410 | RRTF1 4.71 1E-03
AT3G63060 | EDL3 4.60 4E-14
AT3G12510 unknown protein 4.57 S8E-19
AT2G26380 disease resistance protein-related / LRR protein- | 4.57 2E-08
related
AT1G52890 | ANACO019 4.56 1E-08
AT3G06490 | MYBI108 4.53 2E-09
AT5G06760 | lea abundant group 1 domain-containing protein 4.50 7E-10
AT2G47770 | benzodiazepine receptor-related 4.50 6E-13
AT1G59860 17.6 kDa class I heat shock protein 4.46 2E-06
AT1G17380 | JAZ5 4.41 2E-05
AT1G01720 | ATAF1 4.41 8E-09
AT3G25760 | AOC1 4.39 9E-07
AT4G25490 | CBF1 4.39 8E-06
AT3G14440 | NCED3 4.37 TE-11
AT3G28600 | ATP binding / ATPase 4.33 2E-09
AT1G74930 | ORA47 4.32 5E-04
AT1G77450 | anac032 4.31 9E-12
AT1G71000 | heat shock protein binding 4.28 3E-10
AT3G17110 | pseudogene, glycine-rich protein 4.27 2E-10
AT3G17690 | ATCNGC19 4.25 1E-07
AT5G52400 | CYP715A1 4.24 TE-08
AT4G34300 | glycine-rich protein 4.22 1E-12
AT1G22810 | AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 4.22 4E-08
ve
AT5G59220 protein phosphatase 2C, putative 4.17 1E-11
AT2G02000 | GAD3 4.14 1E-08
AT1G80840 | WRKY40 4.13 6E-04
AT1G78070 FUNCTIONS IN: molecular function unknown 4.13 1E-11
AT3G49620 | DIN11 4.12 6E-09
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AT3G25250 | AGC2-1 4.10 6E-06
AT5G48850 | ATSDI1 4.09 4E-13
AT3G61400 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 4.09 2E-09
AT2G03760 | ST; brassinosteroid sulfotransferase/ sulfotransferase | 4.09 TE-17
AT2G29440 | ATGSTU6 4.09 3E-11
AT2G38240 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | 4.09 TE-08
AT5G52310 | LTI78 4.08 1E-12
AT5G64870 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 4.08 2E-04
AT5G52050 | MATE efflux protein-related 4.07 9E-05
AT1G09930 | ATOPT2 4.05 6E-12
AT5G17460 unknown protein 4.02 1E-15
AT3G28210 | PMZ 4.00 2E-07
AT3G23250 | MYB15 3.91 7E-04
AT1G61340 | F-box family protein 3.91 4E-05
AT3G02840 immediate-early fungal elicitor family protein 3.91 2E-03
AT4G24380 | unknown protein 3.89 6E-05
AT5G47220 | ERF2 3.88 5E-06
AT1G43160 | RAP2.6 3.88 2E-09
AT4G31800 | WRKY18 3.88 2E-06
AT3G12580 | HSP70 3.87 1E-10
AT1G28480 | GRX480 3.85 5E-04
AT5G03720 | AT-HSFA3 3.85 3E-11
AT5G05410 | DREB2A 3.84 3E-07
AT1G19210 AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 3.83 4E-03
ve
AT3G43250 | cell cycle control protein-related 3.83 4E-05
AT3G22910 | calcium-transporting ATPase 3.82 1E-07
AT5G12030 | AT-HSP17.6A 3.81 1E-04
AT5G52760 heavy-metal-associated domain-containing protein 3.80 6E-05
AT3G01830 | calmodulin-related protein, putative 3.78 3E-03
AT2G47950 | unknown protein 3.78 6E-10
AT1G60190 armadillo/beta-catenin repeat family protein 3.74 4E-07
AT5G06860 | PGIP1 3.74 1E-09
AT1G12610 | DDF1 3.73 2E-03
no match no match 3.72 3E-07
AT3G22370 AOX1A 3.72 4E-13
AT5G51990 | CBF4 3.72 1E-08
AT5G16010 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase family prote- | 3.70 9E-11
in
AT2G32020 | GCNb5-related N-acetyltransferase (GNAT) family | 3.70 TE-07

protein
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AT4G25480 DREBI1A 3.67 1E-11
AT1G09950 | transcription factor-related 3.67 9E-05
AT5G43620 S-locus protein-related 3.65 4E-05
AT1G72520 | lipoxygenase, putative 3.64 2E-04
AT2G47520 AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 3.63 1E-10
ve
AT2G41100 | TCH3 3.63 5E-06
AT4G22610 | protease inhibitor/seed storage/ (LTP) family prote- | 3.62 2E-06
in
AT5G63790 | ANAC102 3.62 1E-10
AT2G26530 | ART81 3.61 2E-04
AT3G51750 unknown protein 3.60 1E-12
AT2G47190 | MYB2 3.60 5E-07
AT1G01480 | ACS2 3.59 1E-09
AT2G29380 | protein phosphatase 2C, putative 3.58 2E-12
AT2G32140 transmembrane receptor 3.57 3E-04
AT5G59490 | haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein | 3.57 1E-05
no match no match 3.57 S8E-08
AT5G66400 | RABI1S8 3.56 7E-13
AT5G57560 | TCH4 3.53 4E-04
AT1G62570 | FMO GS-0OX4 3.52 1E-12
AT5G19875 unknown protein 3.51 1E-13
AT5G03210 | unknown protein 3.50 1E-08
AT2G46830 | CCA1l 3.47 1E-12
AT1G54050 17.4 kDa class III heat shock protein 3.47 1E-06
AT3G62100 | TAA30 3.46 1E-13
AT2G17660 nitrate-responsive NOI protein, putative 3.44 2E-05
AT5G43450 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 3.43 1E-10
AT2G34930 | disease resistance family protein 3.42 1E-05
AT1G73480 | hydrolase, alpha/beta fold family protein 3.41 1E-13
AT2G32190 unknown protein 3.41 4E-07
AT5G63130 | octicosapeptide/Phox/Bemlp  (PB1)  domain- | 3.41 3E-07
containing protein
AT2G20560 | DNAJ heat shock family protein 3.40 8E-08
AT4G27410 | RD26 3.39 2E-11
AT4G34470 | ASK12 3.39 8E-12
AT1G52690 late embryogenesis abundant protein, putative 3.38 5E-07
AT3G24310 | MYB305 3.38 1E-13
AT1G69920 | ATGSTU12 3.37 1E-07
AT1G80820 | CCR2 3.36 4E-08
AT2G36640 | ATECP63 3.36 4E-10
AT2G46400 | WRKY46 3.35 6E-04
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AT1G66090 disease resistance protein (TIR-NBS class), putative | 3.35 4E-06
AT4G27657 | unknown protein 3.35 3E-04
AT4G29780 unknown protein 3.34 2E-03
AT4G24960 | ATHVA22D 3.32 2E-16
AT5G52640 | ATHSP90.1 3.31 1E-07
AT2G29480 | ATGSTU2 3.31 1E-11
AT5G39580 peroxidase, putative 3.31 7TE-09
AT5G22530 | unknown protein 3.29 1E-05
AT5G54490 | PBP1 3.29 2E-06
AT5G59480 | haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein | 3.26 1E-10
AT1G26730 | EXS family protein / ERD1/XPR1/SYG1 family | 3.25 1E-07
protein
AT3G48450 nitrate-responsive NOI protein, putative 3.25 1E-08
AT5G15960 | KIN1 3.25 6E-08
AT2G34600 | JAZ7 3.24 4E-03
AT2G01300 | unknown protein 3.24 2E-05
AT2G14290 | F-box family protein 3.24 4E-04
AT3G48510 | unknown protein 3.21 2E-12
AT3G29670 | transferase family protein 3.20 5E-09
AT1G44350 | ILL6 3.19 4E-08
AT3G45960 | ATEXLA3 3.17 3E-04
AT5G40390 | SIP1 3.17 2E-13
AT2G22880 VQ motif-containing protein 3.17 1E-03
AT2G43620 | chitinase, putative 3.16 7TE-10
AT1G56060 | unknown protein 3.16 1E-05
AT5G62430 | CDF1 3.15 2E-13
AT4G19460 glycosyl transferase family 1 protein 3.14 2E-12
AT4G13480 | AtMYBT79 3.13 8E-11
AT3G09350 armadillo/beta-catenin repeat family protein 3.11 1E-11
AT2G46790 | APRRY 3.11 TE-12
AT5G54300 | unknown protein 3.09 5E-09
AT1G73510 | unknown protein 3.09 1E-06
AT4G14680 | APS3 3.08 2E-09
AT4G11280 | ACS6 3.07 4E-05
AT4G25470 | CBF2 3.07 9E-04
AT4G01026 unknown protein 3.06 2E-13
AT4G23190 | CRK11 3.05 2E-08
AT5G52750 | heavy-metal-associated domain-containing protein 3.05 4E-04
AT3G29575 | AFP3 3.03 3E-13
AT5G62520 | SRO5 3.03 8E-05
AT4G12400 | stress-inducible protein, putative 3.02 2E-09
AT3G02800 phosphatase/ phosphoprotein phosphatase/ protein | 3.01 2E-08

tyrosine phosphatase
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AT3G16530

legume lectin family protein

3.00

3E-08

Tabelle 8.3: Gene, die im WT nach 6 h Salzstress hochreguliert sind: Die Tabelle
zeigt die Gene, die in der Microarray Analyse nach 6 h Salzstress am starksten ( > log2(3))
induziert waren.

AT-Nummer | Name Induktion | P-Wert
(log2)
AT2G41730 | unknown protein 7.82 5E-20
AT4G37370 | CYP81D8 7.13 2E-16
AT1G56600 | AtGolS2 7.11 2E-19
AT3G02480 | ABA-responsive protein-related 7.02 3E-15
AT4G37710 | VQ motif-containing protein 6.95 6E-11
AT5G43450 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 6.95 3E-16
AT5G20230 | ATBCB 6.85 2E-08
AT3G22830 | AT-HSFA6B 6.82 3E-15
AT2G23170 GH3.3 6.72 2E-19
AT3G15670 | LEA- protein, putative 6.68 3E-15
AT5G06760 | LEA group 1 domain-containing protein 6.50 1E-12
AT2G26150 | ATHSFA2 6.48 1E-12
AT5G51440 23.5 kDa mitochondrial small heat shock protein 6.32 1E-12
AT1G07430 | protein phosphatase 2C, putative 6.25 6E-16
AT3G53600 | zinc finger (C2H2 type) family protein 6.17 2E-10
AT5G11110 | ATSPS2F 6.07 6E-17
AT2G02000 | GAD3 6.06 2E-11
AT2G03760 | ST; brassinosteroid sulfotransferase/ sulfotransferase | 6.04 3E-20
AT2G04050 | MATE efflux family protein 5.96 1E-15
AT5G28510 | BGLU24 5.94 2E-11
AT2G29450 | ATGSTUS 5.93 6E-11
AT1G05680 | UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family | 5.87 1E-10
protein
AT2G29460 | ATGSTU4 5.85 2E-12
AT5G66400 | RAB18 5.83 6E-17
AT4G25480 | DREB1A 5.80 2E-15
AT2G15780 | glycine-rich protein 5.80 1E-14
AT3G51750 unknown protein 5.75 2E-16
AT2G24850 | TAT3 5.70 4E-08
AT3G06490 | MYB108 5.58 5E-11
AT1G52890 | ANACO019 5.56 4E-10
AT1G52690 | LEA protein, putative 5.56 1E-10
AT1G70130 | lectin protein kinase, putative 5.54 3E-08
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AT1G01480 | ACS2 5.50 TE-13
AT3G50930 | BCS1 5.49 4E-06
AT5G19110 | extracellular dermal glycoprotein-related / EDGP- | 5.48 2E-10
related
AT3G60140 | DIN2 5.46 6E-14
AT4G15100 | scpl30 5.44 7E-11
AT2G46830 | CCA1l 5.44 3E-16
AT3G44860 | FAMT 5.42 4E-08
AT3G14440 | NCED3 5.41 1E-12
AT3G25250 | AGC2-1 5.37 1E-07
AT5G13220 | JAZ10 5.35 5E-08
AT1G59860 17.6 kDa class I heat shock protein 5.30 2E-07
AT1G09930 ATOPT?2 5.23 6E-14
AT1G43160 | RAP2.6 5.22 1E-11
AT3G63060 EDL3 (EID1-like 3) 5.22 3E-15
AT1G22810 | AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 5.20 1E-09
ve
AT2G32020 | GCNb5-related N-acetyltransferase (GNAT) family | 5.17 4E-09
protein
AT3G22370 AOX1A 5.17 9E-16
AT2G44840 | ERF13 5.16 7E-05
AT3G22910 calcium-transporting ATPase, plasma membrane- | 5.14 8E-10
type, putative
AT5G52400 | CYP715A1 5.11 3E-09
AT5G17460 unknown protein 5.10 1E-17
AT5G42380 | CML37 5.10 9E-05
AT2G29380 | protein phosphatase 2C, putative 5.05 3E-15
AT1G17180 | ATGSTU25 4.99 7E-13
AT5G52760 | heavy-metal-associated domain-containing protein 4.99 2E-06
AT3G28210 | PMZ 4.97 8E-09
AT1G66090 | disease resistance protein (TIR-NBS class), putative | 4.96 1E-08
AT2G38240 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | 4.95 3E-09
AT3G17110 pseudogene, glycine-rich protein 4.94 1E-11
AT2G47520 AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 4.94 6E-13
ve
AT1G32970 | subtilase family protein 4.94 3E-07
AT3G49620 | DIN11 4.91 3E-10
AT2G26380 disease resistance protein-related / LRR protein- | 4.86 6E-09
related
AT5G06860 | PGIP1 4.85 1E-11
AT4G25490 CBF1 4.81 2E-06
AT1G14540 anionic peroxidase, putative 4.79 7E-11
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AT1G69920 ATGSTUI12 4.77 5E-10
AT1G56060 | unknown protein 4.76 4E-08
AT2G21640 | unknown function / marker for oxidative stress re- | 4.73 4E-12
sponse.
AT1G32350 | AOX1D 4.70 9E-12
AT1G77450 | anac032 4.68 2E-12
AT1G71000 | heat shock protein binding 4.67 T7E-11
AT2G47770 benzodiazepine receptor-related 4.65 3E-13
AT3G17690 | ATCNGC19 4.64 3E-08
AT1G64160 disease resistance-responsive family protein 4.63 2E-07
AT5G48850 | ATSDI1 4.62 4E-14
AT1G07500 unknown protein 4.56 3E-10
AT3G12580 | HSP70 4.56 TE-12
AT5G52310 | LTI78 4.54 1E-13
AT1G10370 | ERD9 4.52 5E-15
AT3G60120 | BGLU27 4.51 9E-09
AT3G12510 unknown protein 4.51 1E-18
AT5G15950 adenosylmethionine decarboxylase family protein 4.50 4E-16
AT3G55090 ATPase, coupled to transmembrane movement of | 4.49 3E-09
substances

AT1G17380 | JAZ5 4.48 1E-05
AT4G16680 | RNA helicase, putative 4.47 4F-12
AT5G64870 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown

AT5G57510 unknown protein 4.46 S8E-06
AT3G28600 | ATP binding / ATPase 4.46 1E-09
AT5G39580 peroxidase, putative 4.45 4E-11
AT5G62490 | ATHVA22B 4.44 TE-13
no match no match 4.42 3E-09
AT1G74870 | protein binding / zinc ion binding 4.40 S8E-12
AT5G59220 | protein phosphatase 2C, putative 4.40 5E-12
AT3G62100 TAA30 4.39 1E-15
AT2G46790 | APRR9 4.37 1E-14
AT3G60420 LOCATED IN: cellular component unknown 4.35 4E-10
AT3G49580 | LSU1 4.34 2E-12
AT5G26340 | MSS1 4.33 2E-12
AT5G13320 | PBS3 4.33 2E-08
AT1G28480 | GRX480 4.30 1E-04
AT1G01720 | ATAF1 4.28 1E-08
AT2G35980 | YLS9 4.28 4E-11
AT1G61340 | F-box family protein 4.25 2E-05
AT4G34300 | glycine-rich protein 4.24 1E-12
AT4G35190 | unknown protein 4.24 1E-11
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AT3G30210 MYB121 4.24 1E-13
AT5G13080 | WRKY75r 4.24 3E-10
AT1GT74930 | ORAA47 4.23 6E-04
AT5G28520 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 4.22 1E-08
AT1G80840 | WRKY40 4.21 5E-04
AT2G41100 | TCH3 4.21 6E-07
AT1G68620 | hydrolase 4.19 5E-09
AT3G23250 | MYBI15 4.19 4E-04
AT3G16530 | legume lectin family protein 4.19 9E-11
AT4G24380 | unknown protein 4.18 3E-05
AT5G52050 | MATE efflux protein-related 4.15 TE-05
AT2G04070 antiporter/ drug transporter/ transporter 4.15 5E-13
AT4G31800 | WRKY18 4.12 8E-07
AT2G32140 | transmembrane receptor 4.12 6E-05
AT5G52750 heavy-metal-associated domain-containing protein 4.11 1E-05
AT2G37430 | zinc finger (C2H2 type) family protein (ZAT11) 4.11 4E-06
no match no match 4.10 6E-08
AT5G16010 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase family prote- | 4.08 2E-11
in
AT4G25470 | CBF2 4.07 4E-05
AT3G61400 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 4.04 3E-09
AT1G21120 O-methyltransferase, putative 4.03 1E-08
AT4G28140 AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 4.03 1E-14
ve
AT5G63790 | ANAC102 4.03 2E-11
AT5G54300 unknown protein 4.02 5E-11
AT2G30140 | UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family | 4.02 1E-13
protein
AT5G15960 | KIN1 4.02 2E-09
AT1G49450 | transducin family protein / WD-40 repeat family | 4.01 4E-13
protein
AT4G33666 | unknown protein 4.01 6E-12
AT3G02840 immediate-early fungal elicitor family protein 3.98 2E-03
AT5G54490 | PBP1 3.98 1E-07
AT4G19460 glycosyl transferase family 1 protein 3.97 2E-14
AT5G03210 unknown protein 3.97 1E-09
AT4G21680 | proton-dependent oligopeptide transport (POT) fa- | 3.97 9E-15
mily protein
AT1G62570 | FMO GS-OX4 3.96 1E-13
AT5G47220 | ERF2 3.96 4E-06
AT2G26530 | AR781 3.95 8E-05
AT3G12320 | unknown protein 3.93 5E-14
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AT1G78070 FUNCTIONS IN: molecular function unknown 3.92 4E-11
AT2G26560 | PLA2A 3.92 4E-11
AT2G47950 unknown protein 3.91 3E-10
AT5G59540 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | 3.90 2E-10
AT1G73480 | hydrolase, alpha/beta fold family protein 3.90 9E-15
AT3G25760 | AOC1 3.89 5E-06
AT3G11020 | DREB2B 3.89 5E-09
AT1G69490 | NAP 3.88 1E-11
AT5G17300 myb family transcription factor 3.88 1E-13
AT3G48510 | unknown protein 3.87 7E-14
AT3G43250 cell cycle control protein-related 3.87 3E-05
AT3G09405 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 3.86 1E-12
AT5G52640 | ATHSP90.1 3.86 9E-09
AT4G18350 | NCED2 3.85 4E-09
AT2G47190 | MYB2 3.85 2E-07
AT5G43620 | S-locus protein-related 3.85 2E-05
AT4G05020 | NDB2 3.84 2E-14
AT5G12030 AT-HSP17.6A 3.83 1E-04
AT4G27410 | RD26 3.81 2E-12
AT5G66640 | DAR3 (DA1-RELATED PROTEIN 3) 3.81 2E-08
AT5G07010 | ST2A 3.81 2E-10
AT1G26380 | FAD-binding domain-containing protein 3.80 2E-10
AT4G23190 | CRK11 3.79 5E-10
AT3G48450 nitrate-responsive NOI protein, putative 3.78 8E-10
AT4G28110 | AtMYB41 3.78 7E-11
AT4G34410 | RRTF1 3.76 7E-03
AT4G28460 | unknown protein 3.75 1E-07
AT2G32190 unknown protein 3.74 1E-07
AT3G28580 | AAA-type ATPase family protein 3.73 2E-06
AT2G18190 | AAA-type ATPase family protein 3.73 1E-14
AT2G29480 | ATGSTU2 3.73 2E-12
AT2G37870 | protease inhibitor/seed storage LTP family protein | 3.72 4E-09
AT4G28703 | FUNCTIONS IN: molecular function unknown 3.71 1E-11
AT5G62430 | CDF1 3.71 TE-15
AT3G25655 | IDL1 3.71 1E-07
AT4G33905 peroxisomal membrane protein 22 kDa, putative 3.71 2E-10
AT1G80820 | CCR2 3.71 9E-09
AT5G05410 | DREB2A 3.70 6E-07
AT2G02990 | RNS1 3.70 2E-12
no match no match 3.69 1E-08
AT5G57500 | transferase, transferring glycosyl groups 3.69 3E-14
AT2G29440 | ATGSTU6 3.67 2E-10
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AT5G57560 | TCH4 3.66 3E-04
AT1G60190 armadillo/beta-catenin repeat family protein 3.66 5E-07
AT3G01830 calmodulin-related protein, putative 3.66 4E-03
AT3G29575 | AFP3 3.66 8E-15
AT5G54470 | zinc finger (B-box type) family protein 3.65 3E-12
AT3G23240 | ERF1 3.65 8E-09
AT5G24110 | WRKY30 3.64 5E-07
AT5G57220 | CYP81F2 3.63 3E-08
AT4G12400 | stress-inducible protein, putative 3.63 7TE-11
AT1G12610 | DDF1 3.59 3E-03
AT2G38340 | AP2 domain-containing transcription factor, putati- | 3.58 2E-10
ve (DRE2B)
AT1G68765 | IDA 3.58 6E-07
AT3G29670 | transferase family protein 3.58 7TE-10
AT2G23270 unknown protein 3.57 5E-06
AT4G14680 | APS3 3.57 1E-10
AT3G09350 | armadillo/beta-catenin repeat family protein 3.57 8E-13
AT4G29780 | unknown protein 3.56 1E-03
AT3G02800 phosphatase/ phosphoprotein phosphatase 3.56 1E-09
AT2G31180 | MYB14 3.55 3E-12
AT5G22530 unknown protein 3.55 5E-06
AT5G59490 | haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein | 3.55 1E-05
AT4G18170 | WRKY28 3.53 2E-12
AT5G64120 | peroxidase, putative 3.52 1E-11
AT2G43620 | chitinase, putative 3.52 1E-10
AT1G32870 | ANAC13 3.52 TE-15
AT1G54050 17.4 kDa class III heat shock protein 3.52 1E-06
AT4G05100 | AtMYBT74 3.51 2E-10
AT5G03720 | AT-HSFA3 3.50 2E-10
AT4G11280 | ACS6 3.50 8E-06
AT1G01560 | ATMPK11 3.49 2E-09
AT5G37260 | RVE2 (REVEILLE 2); DNA binding / transcription | 3.49 TE-13
factor
AT1G17170 | ATGSTU24 3.49 6E-13
AT2G14290 | F-box family protein 3.48 2E-04
AT1G35210 | unknown protein 3.48 6E-05
AT5G04370 | NAMT1 3.48 7E-10
AT2G20560 DNAJ heat shock family protein 3.46 6E-08
AT3G26830 | PAD3 3.46 2E-12
AT5G14730 | unknown protein 3.46 9E-06
AT4G01870 | tolB protein-related 3.45 2E-10
AT4G34470 | ASK12 3.45 5E-12
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AT3G01970 | WRKY45 3.43 5E-13
AT5G60350 | unknown protein 3.42 8E-08
AT1G59740 | proton-dependent oligopeptide transport (POT) fa- | 3.42 6E-12
mily protein
AT4G25810 | XTR6 341 1E-04
AT5G63130 | octicosapeptide/Phox/Bemlp  (PB1)  domain- | 3.40 4E-07
containing protein
AT4G17785 | MYB39 3.40 3E-09
AT3G54150 | embryo-abundant protein-related 3.39 2E-06
AT3G47780 | ATATHG6 3.38 1E-10
AT1G44350 | ILL6 3.35 2E-08
AT2G17040 anac036 3.34 1E-10
AT5G22270 | unknown protein 3.34 2E-14
AT1G05100 | MAPKKK18 3.34 1E-08
AT2G22880 | VQ motif-containing protein 3.34 7TE-04
AT5G18470 | curculin-like (mannose-binding) lectin family protein | 3.33 2E-06
AT4G14365 | zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein | 3.33 5E-06
/ ankyrin repeat family protein
AT3G47340 | ASN1 3.32 2E-09
AT5G39610 | ATNACG6 3.32 2E-13
AT2G46400 | WRKY46 3.32 7E-04
AT5G51990 | CBF4 3.31 6E-08
AT3G46110 | unknown protein 3.31 2E-11
AT1G01060 LHY 3.31 7TE-11
AT2G42540 | CORI15A 3.30 4E-09
AT2G15490 | UGT73B4 3.30 2E-09
AT1G72520 lipoxygenase, putative 3.29 4E-04
AT2G17660 nitrate-responsive NOI protein, putative 3.29 4E-05
AT4G16820 | lipase class 3 family protein 3.28 3E-10
AT3G55970 | oxidoreductase, 20G-Fe(IT) oxygenase family protein | 3.28 1E-08
AT4G23180 | CRK10 3.28 2E-07
AT1G12950 | MATE efflux family protein 3.28 2E-08
AT2G01300 | unknown protein 3.27 2E-05
AT5G40390 | SIP1 3.27 1E-13
AT4G12480 | pEARLI 1 3.27 1E-11
AT3G62260 protein phosphatase 2C, putative 3.27 2E-05
AT3G59900 | ARGOS 3.27 1E-10
AT3G56710 | SIB1 3.27 8E-06
AT1G14120 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 3.25 1E-08
AT4G13480 | AtMYBT79 3.25 4E-11
AT3G17790 | PAP17 3.25 1E-11
AT5G40990 | GLIP1 3.25 3E-10
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AT4G22610 | protease inhibitor/seed storage/LTP family protein | 3.24 1E-05
AT3G51895 | SULTRS;1 3.24 2E-08
no match no match 3.24 2E-08
AT3G58190 | LBD29 3.24 1E-11
AT3G15500 | ANACO055 3.24 3E-11
AT4G11350 | transferase, transferring glycosyl groups 3.24 2E-10
AT2G04040 | TX1 3.22 8E-10
AT4G24960 | ATHVA22D 3.22 3E-16
AT2G41380 | embryo-abundant protein-related 3.21 5E-10
AT4G12430 | trehalose-6-phosphate phosphatase, putative 3.21 8E-11
AT5G67340 armadillo /beta-catenin repeat family protein 3.18 2E-10
AT1G68500 | unknown protein 3.17 5E-10
AT1G02850 | BGLU11 3.17 6E-14
AT4G31780 | MGD1 3.16 7E-09
AT5G59820 | RHL41 3.16 9E-05
AT5G13330 | Rap2.6L 3.16 3E-08
AT3G55630 | ATDFD 3.16 4E-14
AT2G36640 | ATECP63 3.16 1E-09
AT3G01420 | DOX1 3.15 5E-12
AT4G15120 V(Q motif-containing protein 3.15 6E-14
AT2G18660 | EXLB3 3.14 8E-08
AT2G34850 MEE25 3.14 2E-12
AT5G14700 | cinnamoyl-CoA reductase-related 3.14 9E-06
AT3G20300 unknown protein 3.13 1E-12
AT2G38250 DNA-binding protein-related 3.13 3E-10
AT3G24310 | MYB305 3.13 5E-13
AT5G01380 | transcription factor 3.12 TE-07
AT5G19875 unknown protein 3.12 1E-12
AT2G18210 | unknown protein 3.12 3E-05
AT5G39050 | transferase, transferring acyl groups other than | 3.11 2E-13
amino-acyl groups
AT5G64905 | PROPEP3 3.11 2E-04
AT5G48570 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative 3.11 2E-09
AT2G34600 | JAZ7 3.10 6E-03
AT3G53160 | UGT73C7 3.10 TE-14
AT5G22540 unknown protein 3.08 1E-07
AT2G27550 | ATC 3.08 1E-09
AT4G30430 | TET9 3.07 2E-04
AT3G23220 DNA binding / transcription factor 3.07 2E-05
AT2G30040 | MAPKKK14 3.06 6E-05
AT4G01026 | unknown protein 3.06 2E-13
AT1G74080 | MYB122 3.06 6E-11
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AT4G11480 protein kinase family protein 3.06 2E-08
AT3G45960 | ATEXLA3 3.05 4E-04
AT4G37770 | ACS8 3.04 2E-11
AT1G73510 | unknown protein 3.03 1E-06
AT5G65600 | legume lectin family protein / protein kinase family | 3.01 6E-10
protein
AT1G30040 ATGA20X2 3.01 7TE-11
AT1G74310 | ATHSP101 3.01 3E-06
AT2G35770 | scpl28 3.00 5E-12
AT5G13200 GRAM domain-containing protein 3.00 6E-07

8.5 Daten der Microarrayanalyse der

bzip1/bzip53-Mutante nach Salzstress

Tabelle 8.4: Herrunterregulierte Gene in der bzip1/bzip53-Doppelmutante nach 3
h Salzstress: Die Tabelle zeigt die Gene, die in der Microarray Analyse in der bzip1/bzip53-
Doppelmutante nach 3 h Salzstress am stérksten differentiell zum WT ( > log2(0,7)) reguliert

warer.

AT-Nummer | Name Induktion | P-Wert
(log2)

AT5G49450 | AtbZIP1 (BASIC LEUCINE-ZIPPER 1) -3.94 9E-15

AT2G34390 | NIP2;1 (NOD26-LIKE INTRINSIC PROTEIN 2;1) | -2.64 5E-04

AT3G62420 | AtbZIP53 (BASIC REGION/LEUCINE ZIPPER | -2.14 5E-15
MOTIF 53)

AT3G29970 | germination protein-related -2.10 6E-04

AT5G66985 | unknown protein -2.06 9E-05

AT2G42250 | CYP712A1 (CYTOCHROME P450, FAMILY 712, | -1.97 4E-07
SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE)

AT2G17850 | FUNCTIONS IN: molecular punctionunknown -1.94 TE-04

AT4G10270 | wound-responsive family protein -1.83 1E-03

AT1G18970 | GLP4 (GERMIN-LIKE PROTEIN 4) -1.79 9E-06

AT3G43190 | SUS4(SUCROSE SYNTHASE 4) -1.73 4E-05

AT4G33560 | unknown protein -1.72 2E-05

AT5G26200 | mitochondrial substrate carrier family protein -1.67 8E-05

AT1G08090 | ATNRT2:1 (NITRATE TRANSPORTER 2:1) -1.66 3E-06

AT1G43800 | SAD6 (STEAROYL-ACYL CARRIER PROTEIN | -1.64 5E-05
D9-DESATURASE 6)

AT5G06900 | CYP93D1 (CYTOCHROME P450, FAMILY 93, | -1.60 TE-06
SUBFAMILY D, POLYPEPTIDE)

AT5G39890 unknown protein -1.59 4E-04

AT1G52820 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative -1.56 8E-06
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AT5G10040 unknown protein -1.55 6E-03

AT5G50590 | AtHSD4 (hydroxysteroid dehydrogenase 4) -1.54 3E-06

AT1G52800 | oxidoreductase, 20G-Fe(IT) oxygenase family protein | -1.50 6E-06

AT3G10040 | transcription factor -1.47 4E-04

AT1G33055 | unknown protein -1.46 1E-03

AT1G52790 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | -1.42 8E-06

AT4G30110 | HMA2 (HEAVY METAL ATPASE 2) -1.41 9E-07

AT3G52970 | CYP76G1 (CYTOCHROME P450, FAMILY 76, | -1.37 3E-07
SUBFAMILY G)

AT2G30750 | CYP71A12 (CYTOCHROME P450, FAMILY 71, | -1.35 TE-04
SUBFAMILY A)

AT1G80320 | oxidoreductase, 20G-Fe(IT) oxygenase family protein | -1.31 2E-05

AT5G15120 | unknown protein -1.28 2E-04

AT3G02550 | LBD41 (LOB DOMAIN-CONTAINING PROTEIN | -1.28 2E-03
41)

AT3G27220 | kelch repeat-containing protein -1.27 4E-04

AT4G12510 | protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein | -1.27 9E-06
(LTP) family protein

AT1G48750 | protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein | -1.25 1E-05
(LTP) family protein

AT1G73602 CPuORF32 (Conserved peptide upstream open rea- | -1.22 5E-06
ding frame 32)

AT5G01740 | FUNCTIONS IN: molecular punctionunknown -1.22 5E-03

AT2G34490 | CYP710A2 (CYTOCHROME P450, FAMILY 710, | -1.20 8E-05
SUBFAMILY A)

AT3G26330 | CYP71B37 (CYTOCHROME P450, FAMILY 71, | -1.20 3E-06
SUBFAMILY B)

AT5G04950 | NAS1 (NICOTTANAMINE SYNTHASE 1) -1.20 9E-04

AT2G16060 | AHB1 (ARABIDOPSIS HEMOGLOBIN 1) -1.18 2E-05

AT5G43360 | PHT3 (PHOSPHATE TRANSPORTER 3) -1.17 3E-04

AT5G37450 | leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, | -1.15 4E-04
putative

AT4G24670 | TAR2 (TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE | -1.15 TE-06
RELATED 2)

no,,atch no,,atch -1.15 4E-03

AT5G53880 | unknown protein -1.14 1E-06

AT2G19590 | ACO1 (ACC OXIDASE 1) -1.13 7E-05

AT1G14120 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative -1.13 5E-03

AT4G14980 | INVOLVED IN: intracellular signaling cascade -1.12 9E-05

AT3G03270 | universal stress protein (USP) family protein / early | -1.12 6E-05
nodulin ENODI18 family protein

AT2G23410 | ACPT (CIS-PRENYLTRANSFERASE 3) -1.12 4E-06

AT4G33070 pyruvate decarboxylase, putative -1.12 3E-03
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AT3G30260 | AGL79 (AGAMOUS-LIKE 79) -1.10 5E-05
AT5G05250 | unknown protein -1.09 3E-05
AT5G54040 | DC1 domain-containing protein -1.08 6E-06
AT2G19970 | pathogenesis-related protein, putative -1.08 4E-05
AT1G49470 unknown protein -1.08 6E-03
AT5G61420 | MYB28 (MYB DOMAIN PROTEIN 28) -1.07 2E-05
AT5G14650 polygalacturonase, putative / pectinase, putative -1.06 3E-04
AT4G12030 | bile acid:sodium symporter family protein -1.05 1E-05
AT1G68040 S-adenosyl-L-methionine:carboxyl methyltransferase | -1.05 1E-04
family protein
AT3G27950 early nodule-specific protein, putative -1.04 4E-07
AT1G72360 ethylene-responsive element-binding protein, putati- | -1.04 3E-03
ve
AT4G13770 | CYP83A1 (CYTOCHROME P450 83A1) -1.04 4E-05
AT1G07880 | ATMPK13; MAP kinase/ kinase -1.03 9E-05
AT1G16410 | CYP79F1 (CYTOCHROME P450 79F1) -1.03 4E-06
AT3G20015 aspartic-type endopeptidase -1.03 8E-06
AT1G24280 | G6PD3 (GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDRO- | -1.03 2E-06
GENASE 3)
AT2G19990 | PR-1-LIKE (PATHOGENESIS-RELATED | -1.03 1E-04
PROTEIN-1-LIKE)
AT4G33950 | OST1 (OPEN STOMATA 1) -1.02 5E-05
AT1G32450 | NRT1.5 (NITRATE TRANSPORTER 1.5) -1.02 2E-05
AT5G35190 | proline-rich extensin-like family protein -1.01 2E-03
AT4G03210 | XTH9 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSY- | -1.01 4E-08
LASE/HYDROLASE 9)
AT2G36570 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, | -0.99 5E-06
putative
AT3G45160 | unknown protein -0.99 5E-07
AT1G55810 | uracil phosphoribosyltransferase, putative / UMP | -0.98 2E-04
pyrophosphorylase, putative / UPRTase, putative
AT1G68880 | ATbZIP8 (BASIC LEUCINE-ZIPPER 8) -0.98 2E-04
AT1G44050 DC1 domain-containing protein -0.97 3E-05
AT5G04960 | pectinesterase family protein -0.96 4E-03
AT2G28960 leucine-rich repeat protein kinase, putative -0.96 9E-05
AT3G45070 | sulfotransferase family protein -0.96 5E-06
AT5G50200 | WR3 (WOUND-RESPONSIVE 3) -0.96 2E-05
AT3G07970 | QRT2 (QUARTET 2) -0.96 1E-04
AT4G31730 | GDU1 (GLUTAMINE DUMPER 1) -0.96 5E-03
AT1G03870 | FLA9 (FASCICLIN-LIKE ARABINOOGALAC- | -0.95 5E-05
TAN 9)
AT2G43550 | trypsin inhibitor, putative -0.95 TE-06
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AT4G11650 | ATOSM34 (OSMOTIN 34) -0.95 9E-04
AT5G14920 | gibberellin-regulated family protein -0.94 2E-06
AT3G23340 | CKL10 (CASEIN KINASE I-LIKE 10) -0.93 9E-06
AT4G31910 | transferase family protein -0.93 1E-05
AT2G38600 acid phosphatase class B family protein -0.93 2E-04
AT1G78090 | ATTPPB (TREHALOSE-6-PHOSPHATE PHOS- | -0.93 1E-04
PHATASE)
AT5G51310 gibberellin 20-oxidase-related -0.92 4E-05
AT2G35920 | helicase domain-containing protein -0.92 8E-09
AT1G77120 | ADH1 (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1) -0.92 2E-03
AT5G5H54130 | calcium-binding EF hand family protein -0.92 1E-06
AT2G43535 | trypsin inhibitor, putative -0.92 5E-07
AT1G64780 | ATAMT1;2 (AMMONIUM TRANSPORTER 1;2) -0.92 2E-04
AT1G65900 | unknown protein -0.91 5E-05
AT1G35260 | MLP165 (MLP-LIKE PROTEIN 165) -0.91 6E-06
AT2G35150 | EXL1 (EXORDIUM LIKE 1) -0.91 6E-04
AT3G46330 | MEE39 (maternal effect embryo arrest 39); kinase -0.91 6E-04
AT1G49860 | ATGSTF14; glutathione transferase -0.91 8E-04
AT5G10580 | unknown protein -0.91 3E-06
AT1G78490 | CYP708A3 (CYTOCHROME P450, FAMILY 708, | -0.90 TE-04
SUBFAMILY A)
AT2G22920 serine carboxypeptidase S10 family protein -0.90 1E-06
AT2G23600 | ACL (ACETONE-CYANOHYDRIN LYASE) -0.90 2E-05
AT2G42610 | LSH10 (LIGHT SENSITIVE HYPOCOTYLS 10) -0.90 1E-03
AT2G15790 SQN (SQUINT); peptidyl-prolyl cis-trans isomerase | -0.90 1E-07
AT1G67910 | unknown protein -0.89 3E-04
AT1G60680 | aldo/keto reductase family protein -0.89 5E-07
AT1G69160 | unknown protein -0.89 5E-05
AT1G48300 unknown protein -0.89 6E-05
AT3G26210 | CYP71B23 (CYTOCHROME P450, FAMILY 71, | -0.89 7E-04
SUBFAMILY B)
AT5G19890 peroxidase, putative -0.88 2E-04
AT5G62720 | integral membrane HPP family protein -0.88 3E-05
AT5G60520 | LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) -0.88 3E-06
AT3G03190 | ATGSTF11 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE | -0.88 1E-04
F11)
AT4G11230 | respiratory burst oxidase, putative / NADPH oxida- | -0.88 5E-03
se, putative
AT3G15353 | MT3 (METALLOTHIONEIN 3) -0.88 5E-08
AT1G30530 | UGT78D1 (UDP-GLUCOSYL TRANSFERASE | -0.87 6E-03

78D1)
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AT5G44730 | haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein | -0.87 6E-05
AT2G33810 | SPL3 (SQUAMOSA PROMOTER BINDING | -0.87 9E-04
PROTEIN-LIKE 3)
AT5G45380 | sodium:solute symporter family protein -0.87 3E-05
AT2G31790 | UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family | -0.87 3E-06
protein
AT3G32040 geranylgeranyl pyrophosphate synthase, putative -0.87 2E-05
AT3G23730 | xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative -0.87 1E-04
AT4G14060 | major latex protein-related / MLP-related -0.86 2E-04
ATMGO00070 | NADH dehydrogenase subunit 9 -0.86 4E-04
AT1G12110 | NRT1.1; nitrate transmembrane transporter/ trans- | -0.86 7E-05
porter
AT2G39730 | RCA (RUBISCO ACTIVASE) -0.86 1E-03
AT5G64700 | nodulin MtN21 family protein -0.85 2E-05
AT3G54260 | unknown protein -0.85 1E-05
AT2G28970 leucine-rich repeat protein kinase, putative -0.85 2E-04
AT1G11545 xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative -0.85 4E-06
AT2G43140 | DNA binding / transcription factor -0.85 3E-04
AT5G38010 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family | -0.84 9E-04
protein
AT4G22790 | MATE efflux family protein -0.84 3E-04
AT2G07699 | pseudogene, similar to ATPase subunit 6 -0.84 1E-04
no,,atch no,,atch -0.83 S8E-04
AT3G26450 | major latex protein-related / MLP-related -0.83 6E-03
AT3G06740 | zinc finger (GATA type) family protein -0.83 TE-07
AT2G23760 | BLH4 (BEL1-LIKE HOMEODOMAIN 4) -0.83 3E-04
AT5G49780 | ATP binding / kinase/ protein serine/threonine | -0.83 5E-04
kinase
AT3G06390 | integral membrane family protein -0.82 8E-05
AT4G03280 | PETC (PHOTOSYNTHETIC ELECTRON | -0.82 9E-03
TRANSFER C)
AT5G54090 | DNA mismatch repair MutS family protein -0.82 2E-06
AT1G74470 | geranylgeranyl reductase -0.82 3E-05
AT1G15000 | SCPL50 (SERINE CARBOXYPEPTIDASE-LIKE | -0.82 1E-06
50)
AT5G19550 | ASP2 (ASPARTATE AMINOTRANSFERASE 2) -0.82 2E-04
AT3G13760 DC1 domain-containing protein -0.82 6E-04
AT3G10912 CPuORF63 (Conserved peptide upstream open rea- | -0.82 6E-04
ding frame 63)
AT2G36690 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | -0.82 4E-03
AT1G02430 | ATARFDIB (ADP-ribosylation factor D1B); GTP | -0.82 1E-05

binding
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AT1G22330 | RNA binding / nucleic acid binding / nucleotide bin- | -0.82 TE-03
ding
AT2G26820 | ATPP2-A3 (Phloem protein 2-A3) -0.82 1E-03
no,,atch no,,atch -0.81 4E-04
AT4G35030 | protein kinase family protein -0.81 3E-03
AT2G41820 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, | -0.81 3E-06
putative
ATCG00420 | Encodes NADH dehydrogenase subunit J -0.81 3E-03
AT5G48430 aspartic-type endopeptidase -0.81 1E-03
AT5G65970 | MLO10 (MILDEW RESISTANCE LOCUS O 10) -0.81 5E-05
AT3G02885 | GASA5 (GAST1 PROTEIN HOMOLOG 5) -0.81 2E-04
AT2G36120 | DOT1 (DEFECTIVELY ORGANIZED TRIBUTA- | -0.81 4E-04
RIES 1)
AT5G44550 | integral membrane family protein -0.81 1E-05
AT3G51740 | IMK2 (INFLORESCENCE MERISTEM | -0.80 3E-05
RECEPTOR-LIKE KINASE 2)
AT5G53250 | AGP22 (ARABINOGALACTAN PROTEIN 22) -0.80 3E-03
AT1G28400 | unknown protein -0.80 2E-06
AT5G40850 | UPM1 (UROPHORPHYRIN METHYLASE 1) -0.80 TE-06
AT1G12090 | ELP (EXTENSIN-LIKE PROTEIN) -0.80 1E-05
AT1G19530 unknown protein -0.80 1E-05
no,,atch no,,atch -0.80 1E-05
AT4G26130 unknown protein -0.80 1E-04
AT4G34760 auxin-responsive family protein -0.80 5E-03
AT3G57780 | EXPRESSED IN: 20 plant structures -0.80 TE-06
AT5G20640 | unknown protein -0.79 2E-04
AT3G58990 aconitase C-terminal domain-containing protein -0.79 7E-04
AT1G07090 | LSH6 (LIGHT SENSITIVE HYPOCOTYLS 6) -0.79 4E-04
AT1G72430 auxin-responsive protein-related -0.79 TE-05
AT2G15620 | NIR1 (NITRITE REDUCTASE 1) -0.79 3E-06
AT4G37540 | LBD39 (LOB DOMAIN-CONTAINING PROTEIN | -0.79 1E-03
39)
AT1G18590 | SOT17 (SULFOTRANSFERASE 17) -0.79 4E-05
AT5G19530 | ACL5 (ACAULIS 5) -0.79 6E-05
AT5G19140 | AILP1 -0.78 2E-04
AT5G59680 leucine-rich repeat protein kinase, putative -0.78 5E-03
AT1G78020 senescence-associated protein-related -0.78 1E-04
AT1G15380 | lactoylglutathione lyase family protein -0.78 2E-04
AT2G23560 | MES7 (METHYL ESTERASE 7) -0.78 1E-05
AT2G06925 | PLA2-ALPHA (PHOSPHOLIPASE A2-ALPHA) -0.78 TE-06
AT1G24575 | unknown protein -0.78 9E-04
ATMGO00210 | encodes a mitochondrial ribosomal protein L5, a con- | -0.78 1E-03

stituent of the large subunit of the ribosomal com-

plex
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AT4G22160 unknown protein -0.78 5E-06
ATMGO01190 | ATPase subunit 1 -0.78 1E-03
AT3G54390 | transcription factor -0.78 3E-06
AT3G63110 | ATIPT3 (ARABIDOPSIS THALIANA ISOPENTE- | -0.78 5E-04
NYLTRANSFERASE 3)
AT3G19370 | LOCATED IN: plasma membrane -0.77 9E-06
AT2G43100 aconitase C-terminal domain-containing protein -0.77 2E-04
AT3G11930 | universal stress protein (USP) family protein -0.77 2E-04
ATMGO01200 | hypothetical protein -0.77 9E-04
AT5G05180 unknown protein -0.77 1E-04
AT1G24420 | transferase family protein -0.76 6E-03
AT4G12800 | PSAL (PHOTOSYSTEM I SUBUNIT L) -0.76 9E-03
AT3G13610 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | -0.76 9E-04
AT4G33720 | pathogenesis-related protein, putative -0.76 1E-02
AT2G14210 | AGL44 (AGAMOUS-LIKE 44) -0.76 3E-03
AT1G64640 plastocyanin-like domain-containing protein -0.76 4E-05
AT3G10720 pectinesterase, putative -0.76 9E-05
AT3G49860 | ATARLA1B (ADP-ribosylation factor-like A1B) -0.76 5E-06
AT5G24010 | protein kinase family protein -0.76 2E-04
AT5G28650 | WRKY74 (WRKY DNA-BINDING PROTEIN 74) | -0.75 2E-04
AT4G25100 | FSD1 (FE SUPEROXIDE DISMUTASE 1) -0.75 2E-04
AT5G43350 | PHT1;1 (PHOSPHATE TRANSPORTER 1;1) -0.75 TE-04
AT5G18840 sugar transporter, putative -0.75 4E-05
AT5G23010 | MAM1 (METHYLTHIOALKYLMALATE SYNT- | -0.75 2E-03
HASE 1)
AT4G30640 | F-box family protein (FBL19) -0.75 1E-03
AT4G09420 disease resistance protein (TIR-NBS class), putative | -0.75 3E-03
AT1G14210 ribonuclease T2 family protein -0.75 6E-06
AT2G39310 | JAL22 (JACALIN-RELATED LECTIN 22) -0.75 4E-03
AT3G13840 | scarecrow transcription factor family protein -0.74 2E-03
ATMGO00040 | hypothetical protein -0.74 2E-04
AT2G33850 | unknown protein -0.74 1E-03
AT4G26050 | leucine-rich repeat family protein -0.74 3E-03
AT5G61480 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, | -0.74 4E-06
putative
AT1G78320 | ATGSTU23 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE | -0.74 3E-04
TAU 23)
AT3G54430 | SRS6 (SHI-RELATED SEQUENCE 6) -0.74 8E-05
AT4G02630 | protein kinase family protein -0.74 TE-07
AT2G21880 | ATRAB7A (RAB GTPASE HOMOLOG 7A) -0.74 2E-04
AT3G54040 photoassimilate-responsive protein-related -0.74 5E-03
AT1G29660 GDSL-motif lipase /hydrolase family protein -0.73 5E-05
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AT5G11320 | YUC4 (YUCCA4) -0.73 3E-03

AT2G48030 | endonuclease/exonuclease/phosphatase family pro- | -0.73 2E-05
tein

AT2G45210 auxin-responsive protein-related -0.73 4E-03

AT5G54140 | ILL3; TAA-amino acid conjugate hydrolase/ metallo- | -0.73 1E-05
peptidase

AT5G17880 | CSA1l (CONSTITUTIVE SHADE-AVOIDANCEL) | -0.73 2E-06

AT4G25310 | oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein | -0.73 1E-03

AT5G54770 | THIL; protein homodimerization -0.73 2E-03

AT4G39770 trehalose-6-phosphate phosphatase, putative -0.72 9E-04

AT5G57530 | xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative -0.72 4E-03

AT1G68740 | EXS family protein / ERD1/XPR1/SYG1 family | -0.72 2E-03
protein

AT5G54130 | calcium-binding EF hand family protein -0.72 3E-03

AT3G19710 | BCAT4 (BRANCHED-CHAIN AMINOTRANS- | -0.72 2E-04
FERASE4)

AT2G38970 | zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein | -0.72 1E-04

AT5G60100 | APRR3 (ARABIDOPSIS PSEUDO-RESPONSE | -0.72 4E-06
REGULATOR 3)

AT3G62040 | catalytic/ hydrolase -0.72 8E-05

AT2G24762 | AtGDU4 (Arabidopsis thaliana GLUTAMINE | -0.72 2E-03
DUMPER 4)

AT5G51550 | EXL3 (EXORDIUM LIKE 3) -0.72 5E-05

AT3G58550 | protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein | -0.71 1E-04
(LTP) family protein

AT3G25130 | unknown protein -0.71 2E-03

AT3G62280 | carboxylesterase/ hydrolase, acting on ester bonds -0.71 6E-05

AT2G03720 | MRH6 (MORPHOGENESIS OF ROOT HAIR 6) -0.71 9E-03

AT3G31415 terpene synthase/cyclase family protein -0.71 5E-04

AT1G13420 | ST4B (SULFOTRANSFERASE 4B) -0.71 3E-04

AT1G01170 ozone-responsive stress-related protein, putative -0.71 1E-04

AT4G27450 | unknown protein -0.71 7E-04

AT5G20250 | DIN10 (DARK INDUCIBLE 10) -0.71 1E-03

AT1G66020 | terpene synthase/cyclase family protein -0.71 1E-04

AT5G53320 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, | -0.71 2E-05
putative

AT1G09750 | chloroplast nucleoid DNA-binding protein-related -0.70 8E-04

AT1G10070 | ATBCAT-2 (ARABIDOPSIS THALIANA | -0.70 4E-03
BRANCHED-CHAIN AMINO ACID TRAN-
SAMINASE 2)

AT5G01870 | lipid transfer protein, putative -0.70 4E-04
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Tabelle 8.5: Herrunterregulierte Gene in der bzip1/bzip53-Doppelmutante nach 6
h Salzstress: Die Tabelle zeigt die Gene, die in der Microarray Analyse in der bzip1/bzip53-
Doppelmutante nach 6 h Salzstress am stérksten differentiell zum WT ( > log2(0,7)) reguliert
waren.

AT-Nummer | Name Induktion | P-Wert
(log2)

AT5G49450 | AtbZIP1 (BASIC LEUCINE-ZIPPER 1) -5.24 4E-17

AT3G62420 | AtbZIP53 (BASIC REGION/LEUCINE ZIPPER | -1.93 4E-14
MOTIF 53)

AT3G28007 SWEET4 putaive sugar Transporter -1.90 2E-06

AT3G60140 | DIN2 (DARK INDUCIBLE 2) -1.80 6E-06

AT4G35770 | SEN1 (SENESCENCE Associatedl) -1.60 2E-04

AT2G40670 | ARR16 (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULA- | -1.55 TE-07
TOR 16)

AT5G34780 BCDH (Branched-Chain alpha-Keto Acid Dehydro- | -1.52 2E-05
genase E1 alpha subunit, putative)

AT4G12480 | EARLI 1, induced by abitoc stress -1.43 TE-06

AT1G10070 | BCAT-2 (BRANCHED-CHAIN AMINO ACID | -1.39 2E-06
TRANSAMINASE 2)

AT1G80160 | lactoylglutathione lyase family protein / glyoxalase I | -1.38 5E-09
family protein

AT2G22990 | SNG1 (SINAPOYLGLUCOSE 1) -1.38 2E-04

AT1G15040 Glutamine Amidotransferase-related -1.29 1E-04

AT4G15530 | PPDK (Pyruvate-Orthophosphate Dikinase) -1.29 2E-06

AT1G03090 MCCA (Methylcrotonoyl-CoA Carboxylase) -1.28 5E-07

AT5G54080 | HGO (HOMOGENTISATE 1,2-DIOXYGENASE) -1.26 1E-08

AT1G64660 | ATMGL (ARABIDOPSIS THALIANA METHIO- | -1.21 4E-04
NINE GAMMA-LYASE)

AT3G47340 | ASN1 (GLUTAMINE-DEPENDENT ASPARAGI- | -1.19 1E-03
NE SYNTHASE 1)

AT5G52300 | RD29B (RESPONSIVE TO DESSICATION 29B), | -1.16 TE-04
LTI65 (LOW-TEMPERATURE-INDUCED 65)

AT3G17520 | LEA (Late Embryogenesis Abundant protein family | -1.15 6E-04
protein)

AT5G49360 | BXL1 (BETA-XYLOSIDASE 1) -1.14 4E-05

AT3G06850 | BCE2 (Dihydrolipoamide Branched Chain Acyl- | -1.13 2E-05
transferase), DIN3, LTA1

AT5G05390 | LAC12 (Laccase 12) -1.05 4E-03

AT3G59930 | DEFL (Defensin-like family protein) -1.04 1E-03

AT4G37220 Cold acclimation protein WCOR413 family -1.04 4E-05

AT5G53970 | TAT7 (Tyrosine Aminotransferase?) -1.03 1E-05

AT1G23090 | AST91 (SULFATE TRANSPORTER 91) -0.97 2E-03

AT1G79700 | WRI4 (WRINKLED4) -0.96 7E-05
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AT1G43670 | FBP (Fructose-1,6-Bisphosphatase), FINSI (Fructo- | -0.95 5E-07
se Insensitvel)

AT4G28040 | UMAMIT33 (USUALLY MULTIPLE ACIDS MO- | -0.94 4E-03
VE IN AND OUT TRANSPORTERS 33)

AT5G01880 | DAFL-2 (DAF-like Ringfinger) -0.93 6E-06

AT5G23660 SWEET2, MtN3 transporter family (Arabidopsis ho- | -0.93 9E-03
molog of Medicago truncatula MTN3)

AT3G26510 | octicosapeptide/Phox/Bemlp  (PB1)  domain- | -0.91 9E-03
containing protein

AT5G28640 | AN3 (ANGUSTIFOLIA 3) -0.91 2E-04

AT1G07040 unknown protein -0.91 2E-07

AT1G58180 | BCAG6 (Carbonic Anhydrase 6) -0.91 8E-05

AT5G23050 | AAE17 (ACYL-ACTIVATING ENZYME 17) -0.90 1E-05

AT5G57655 xylose isomerase family protein, Carbohydrate me- | -0.90 4E-04
tabolism

AT4G33110 | S-adenosyl-L-methionine-dependent = methyltrans- | -0.90 4E-04
ferases superfamily protein

AT5G03860 | MLS (MALATE SYNTHASE) -0.89 4E-05

AT3G14660 | CYP72A13 (CYTOCHROME P450, FAMILY 72, | -0.89 4E-04
SUBFAMILY A)

AT3G61210 | S-adenosyl-L-methionine-dependent  methyltrans- | -0.87 6E-03
ferases superfamily protein

AT1G69490 | ANAC29 (NAC-like transcription factor) -0.86 6E-03

AT3G08860 | PYD4 (PYRIMIDINEA4) -0.86 6E-04

AT5G51870 | AGL71 (AGAMOUS-LIKE 71) -0.86 1E-03

AT1G21890 | UMAMIT19 (USUALLY MULTIPLE ACIDS MO- | -0.85 2E-04
VE IN AND OUT TRANSPORTERS 19)

AT5G39050 | transferase/ transferase, transferring acyl groups | -0.85 1E-04
other than amino-acyl groups

AT3G45700 | proton-dependent oligopeptide transport (POT) fa- | -0.84 2E-04
mily protein

AT3G26740 | CCL (CCR-LIKE) -0.84 1E-03

AT4G01430 | nodulin MtN21 family protein -0.84 1E-04

AT3G15440 | unknown function -0.84 3E-06

AT3G13450 | BCDH (Branched-Chain alpha-Keto Acid Dehydro- | -0.84 1E-05
genase E1 alpha subunit); DIN4 (DARK INDUCI-
BLE 4)

AT4G33150 | LKR (LYSINE-KETOGLUTARATE REDUCTA- | -0.84 3E-06
SE/SACCHAROPINE DEHYDROGENASE)

AT1G15330 CBS domain-containing protein -0.83 1E-04

AT5G66400 | RAB18 (RESPONSIVE TO ABA 18) -0.82 1E-03

AT4G34030 | MCCB  (3-METHYLCROTONYL-COA  CAR- | -0.81 1E-07

BOXYLASE)
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AT5G24580 copper-binding family protein -0.81 4E-06
AT2G20670 | unknown protein, DUF505 -0.81 2E-04
AT3G30775 | PRODH (proline dehydrogenase), ERD5 (EARLY | -0.81 1E-05
RESPONSIVE TO DEHYDRATION 5)
AT3G51240 | F3H (FLAVANONE 3-HYDROXYLASE) -0.80 3E-04
AT3G45300 | IVD (ISOVALERYL-COA-DEHYDROGENASE) -0.79 2E-04
AT1G67480 | kelch repeat-containing F-box family protein -0.79 2E-06
AT2G17880 | DNAJ heat shock protein, putative -0.79 1E-03
AT5G24080 | protein kinase family protein -0.78 5E-03
AT3G50400 GDSL-motif lipase /hydrolase family protein -0.78 7TE-03
AT1G12240 | ATBETAFRUCT4; beta-fructofuranosidase -0.78 6E-07
AT1G75770 unknown protein -0.78 4E-04
AT1G08630 | THA1l (THREONIN ALDOLASE1) -0.78 5E-04
AT3G63470 | scpld0 (serine carboxypeptidase-like 40) -0.78 2E-06
AT1G01770 unknown protein, DUF1446 -0.77 4E-06
AT5G18670 | BMY3 (Beta-Amylase3) -0.77 8E-04
AT3G04070 | ANAC 47 (NAC DOMAIN CONTAINING PROTE- | -0.76 1E-02
IN 47)
AT3G23080 | Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport su- | -0.76 5E-04
perfamily protein
AT5G20250 | RS6 (RAFFINOSE SYNTHASES6), DIN10 (DARK | -0.76 7E-04
INDUCIBLE 10)
AT5G14180 | MPL1 (MYZUS PERSICAE-INDUCED LIPASE 1) | -0.76 1E-03
AT2G02710 | PLPB (PAS/LOV PROTEIN B) -0.76 2E-04
AT5G13170 | SAG29 (SENESCENCE-ASSOCIATED PROTEIN | -0.75 4E-04
29)
AT1G63180 | UGE3 (UDP-D-glucose/ UDP-D-galactose 4- | -0.75 5E-04
epimerase 3)
AT2G13360 | AGT1 (ALANINE:GLYOXYLATE AMI- | -0.75 2E-03
NOTRANSFERASE1)
AT4G23590 | Tyrosine Aminotransferase -0.74 1E-03
AT4G38470 | SERINE/THREONINE/TYROSINE KINASE 46, | -0.74 8E-05
STY46
AT1G78290 | SNRK2.8, SRK2C (SNFI1-RELATED PROTEIN | -0.74 1E-03
KINASE 2-8)
AT2G22980 | SCPL13 (serine-type carboxypeptidase 13) -0.74 4E-04
AT5G14780 | FDH (FORMATE DEHYDROGENASE) -0.74 2E-03
AT4G16447 unknown protein -0.73 1E-02
AT5G07440 | GDH2 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 2) -0.73 1E-05
AT1G02205 | CERI1 (ECERIFERUM 1) -0.72 3E-06
AT4G16190 | Papain family cysteine protease -0.72 3E-04
AT5G22920 | zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein | -0.72 1E-03
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AT2G05520 | GRP-3 (GLYCINE-RICH PROTEIN 3) -0.72 9E-04

AT4G39660 | AGT2 (ALANINE:GLYOXYLATE AMI- | -0.72 2E-05
NOTRANSFERASE 2)

AT5G16370 | AAE5 (ACYL ACTIVATING ENZYME 5) -0.72 3E-05

AT5G54090 | DNA mismatch repair MutS family protein -0.71 1E-05

AT3G03700 Plasma-membrane choline transporter family prote- | -0.71 1E-04
in, unknown function DUF580

AT3G16150 L-asparaginase, putative -0.70 S8E-04

AT1G10690 | unknown protein -0.70 2E-04

AT1G55510 | BCDH BETA1 (BRANCHED-CHAIN ALPHA- | -0.70 4E-05

KETO ACID DECARBOXYLASE E1 BETA SUB-
UNIT)

8.6 Originaldaten der Zuckermessung

Tabelle 8.6: Zuckermessung in Wildtyp, bzip1/bzip53, Ler und gin2 Daten der Zucker-
mengen nach HPLC-Messung von verschieden lang salzgestresstem Wurzelmaterial (3, 6, 19
und 24h). Gezeigt sind die Mengen in nmol pro g Frischgewicht. Die Messung wurde von
Markus Krischke (Uni Wiirzburg) durchgefiihrt.

WT 0 h WT 3 h WT 6 h WT 19 h WT 24 h
Glukose 975.93 986.51 1648.91 1205.65 1244.57
1033.99 1017.48 1664.02 1103.67 1882.61
961.95 910.45 1709.60 1391.64 905.31
Mittel 990.62 971.48 1674.18 1233.65 1344.16
SD 38.20 55.07 31.60 146.01 496.20
Fruktose 190.40 320.43 755.55 380.59 360.71
227.85 na 711.84 311.51 812.05
na 216.28 752.68 492.96 192.69
Mittel 209.12 268.36 740.02 395.02 455.15
SD 26.49 73.65 24.45 91.58 320.30
Saccharose 1307.44 1017.53 1753.22 1710.66 1021.66
1145.95 1194.00 1774.97 1764.63 485.32
1321.61 1209.23 1737.79 1624.14 1185.11
Mittel 1258.33 1140.25 1755.33 1699.81 897.36
SD 97.59 106.55 18.68 70.87 366.08
G-6-P 139.11 84.98 142.25 150.68 91.13
153.98 95.03 140.57 155.65 89.67
155.59 82.36 138.21 175.68 79.71
Mittel 149.56 87.45 140.34 160.67 86.84
SD 9.08 6.69 2.03 13.24 6.21
Raffinose 51.29 48.54 88.21 156.99 208.55
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66.78 54.31 89.13 147.20 232.10
63.39 49.78 88.03 154.96 220.07
Mittel 60.49 50.88 88.46 153.05 220.24
SD 8.15 3.04 0.59 5.17 11.77
bzip1/bzip53| bzipl/bzip53| bzipl/bzip53| bzipl/bzip53| bzipl/bzip53
Oh 3h 6 h 19 h 24 h
Glukose 1584.38 1913.99 1457.24 2184.32 688.02
1623.48 1626.53 1427.08 2012.11 714.01
1804.85 1630.71 1579.12 2350.00 835.77
Mittel 1670.90 1723.74 1487.82 2182.15 745.93
SD 117.64 164.77 80.50 168.95 78.88
Fruktose 296.83 621.80 525.35 983.27 202.03
na 509.77 na 866.57 216.01
334.08 433.17 580.72 986.64 na
Mittel 315.46 521.58 553.03 945.50 209.02
SD 26.34 94.87 39.15 68.37 9.88
Saccharose 1608.86 2671.26 2882.90 2505.01 825.17
1574.81 3049.81 3247.35 3078.80 793.70
1626.25 2657.69 3073.87 2823.50 1023.30
Mittel 1603.31 2792.92 3068.04 2802.44 880.73
SD 26.16 222.57 182.30 287.47 124.47
G-6-P 192.24 236.90 114.96 170.07 41.85
204.58 212.70 122.82 177.73 40.06
230.95 221.69 148.23 182.13 48.78
Mittel 209.26 223.76 128.67 176.64 43.56
SD 19.77 12.23 17.39 6.10 4.61
Raffinose 37.59 75.96 119.81 119.25 86.59
35.61 82.88 120.62 145.47 85.45
37.72 80.92 118.12 144.29 105.40
Mittel 36.97 79.92 119.52 136.34 92.48
SD 1.19 3.57 1.27 14.81 11.20
LerOh Ler 3h Ler 6 h Ler 19h Ler 24 h
Glukose 814.96 2559.32 2614.83 1599.38 2639.03
852.96 2754.10 5040.65 1421.57 2207.85
903.39 2229.00 2666.81 1458.59 3127.35
Mittel 857.11 2514.14 3440.76 1493.18 2658.08
SD 44.36 265.45 1385.78 93.81 460.04
Fruktose 159.41 1021.01 1071.23 599.82 1215.23
183.60 1102.85 851.74 485.36 1000.17
183.05 867.09 1120.65 553.36 1530.10
Mittel 175.35 996.99 1014.54 546.18 1248.50
SD 13.81 119.70 143.14 57.57 266.53




Anhang

154

Saccharose 1247.71 2723.63 3474.90 1712.82 4348.71
1169.35 2990.55 1958.32 1760.61 3897.04
1188.95 3215.16 3580.11 1901.90 6108.36
Mittel 1202.00 2976.45 3004.44 1791.78 4784.70
SD 40.78 246.07 907.49 98.32 1168.35
G-6-P 86.82 124.00 161.68 79.12 47.73
88.13 132.37 151.29 75.63 47.26
96.94 119.96 160.98 70.49 60.44
Mittel 90.63 125.44 157.99 75.08 51.81
SD 5.50 6.33 5.81 4.34 7.48
Raffinose 37.31 245.44 141.11 168.08 477.13
37.85 255.94 51.22 149.57 391.23
38.20 214.87 137.92 163.63 572.94
Mittel 37.79 238.75 110.08 160.43 480.43
SD 0.45 21.34 51.00 9.66 90.90
gin2 0 h gin2 3 h gin2 6 h gin2 19 h gin2 24 h
Glukose 3884.88 3266.70 4547.05 2860.07 4435.81
3007.87 4357.20 3165.31 3994.86
2913.51 2186.99 3226.96 5985.41
Mittel 3884.88 3062.70 3697.08 3084.11 4805.36
SD na 182.87 1311.22 196.46 1045.46
Fruktose 595.81 557.61 835.97 1387.31 2164.81
568.04 850.79 1570.19 1833.89
606.60 1066.83 1805.67 3366.08
Mittel 595.81 577.42 917.86 1587.73 2454.92
SD na 25.81 129.22 209.73 806.24
Saccharose 2288.67 11913.02 2089.24 3425.28 2161.86
2335.42 na 2836.03 2434.02
2112.06 4484.32 4029.41 1264.21
Mittel 2288.67 2120.17 3286.78 3430.24 1953.36
SD na 211.31 1693.58 596.70 612.14
G-6-P 232.95 134.50 84.41 69.43 75.50
119.31 77.30 68.78 74.87
124.52 81.11 60.89 77.11
Mittel 232.95 126.11 80.94 66.37 75.82
SD na 7.72 3.56 4.75 1.16
Raffinose 27.26 34.65 38.63 172.18 395.87
66.94 30.17 159.17 339.65
56.00 85.92 242.01 833.93
Mittel 27.26 52.53 51.57 191.12 523.15
SD na 16.42 30.05 44.55 270.61
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8.7 Originaldaten der Aminosauremessung

Tabelle 8.7: Aminosdure in Wildtyp, bzip1/bzip53 und bzip1/bzip53/bzip10/bzip25
Daten der Aminosduremengen nach HPLC-Messung von verschieden lang salzgestresstem
Wurzelmaterial (1, 3, 6 und 24h). Gezeigt sind die Mengen in nmol pro mg Frischgewicht. Die
Messung wurde von Agnes Fekete mit Jasper Schierstaedt (Uni Wiirzburg) durchgefiihrt.

Name WT 0 h WT 1h WT 3 h WT 6 h WT 24 h
Asn 5.06 8.71 4.08 15.21 10.85
4.40 7.81 5.99 13.19 12.51
3.21 8.51 3.61 13.43 9.81
2.88 7.25 4.92 14.87 14.62
5.33 7.09 4.55 9.53
Mittel 4.18 7.87 4.63 14.17 11.46
SD 1.09 0.72 0.91 1.01 2.11
Arg 0.89 5.05 2.79 8.41 2.96
1.90 2.22 3.52 6.81 6.02
0.74 2.10 4.14 10.24 3.09
0.49 2.58 3.52 4.76 5.44
2.30 3.14 3.51 3.83
Mittel 1.26 3.02 3.50 7.56 4.27
SD 0.79 1.20 0.48 2.33 1.39
Gln 10.54 11.41 6.53 15.39 20.30
7.95 8.20 9.18 19.09 16.67
7.58 10.48 2.75 18.54 10.71
7.51 7.64 7.96 21.48 18.28
14.42 9.29 7.48 11.80
Mittel 9.60 9.40 6.78 18.62 15.55
SD 2.97 1.56 2.45 2.50 4.15
Ser 5.22 6.36 4.79 11.09 10.34
6.14 6.71 5.57 7.93 8.83
4.31 6.79 3.91 10.24 8.30
4.00 4.73 4.24 9.50 10.33
5.83 6.54 4.19 10.55
Mittel 5.10 6.23 4.54 9.69 9.67
SD 0.93 0.85 0.66 1.34 1.03
Gly 1.56 1.28 0.47 1.12 2.08
2.27 2.03 0.59 1.19 2.11
1.50 1.46 0.57 0.88 1.63
1.28 1.05 0.48 2.23 2.13
2.06 1.64 0.66 3.96
Mittel 1.74 1.49 0.56 1.36 2.38
SD 0.42 0.37 0.08 0.60 0.91




Anhang

156

Asp 9.23 18.11 4.99 15.30 15.66
7.81 19.43 8.97 15.64 10.24
7.33 20.97 4.27 14.68 9.64
8.57 13.24 11.28 15.84 15.12
9.99 13.76 7.01 11.04
Mittel 8.58 17.10 7.31 15.36 12.34
SD 1.07 3.45 2.88 0.51 2.84
Glu 27.17 38.01 19.05 50.45 45.04
19.74 28.26 28.39 41.32 29.77
20.12 35.66 13.65 51.32 22.36
23.11 26.18 29.83 47.00 39.96
28.14 24.99 20.81 21.31
Mittel 23.66 30.62 22.35 47.52 31.69
SD 3.89 5.85 6.74 4.53 10.55
Thr 4.84 9.30 3.65 13.64 6.34
4.19 6.58 5.97 8.69 10.02
3.48 8.21 3.46 9.63 6.48
3.21 6.45 5.07 10.39 10.29
5.26 7.04 5.46 6.76
Mittel 4.20 7.52 4.72 10.59 7.98
SD 0.87 1.22 1.11 2.15 2.00
Ala 3.53 3.66 1.32 8.88 7.74
3.01 3.51 1.70 6.47 3.91
2.06 2.87 0.64 5.79 3.55
2.62 1.83 1.87 7.19 8.05
4.36 2.42 2.36 4.76
Mittel 3.12 2.86 1.58 7.08 5.60
SD 0.88 0.76 0.65 1.33 2.14
Pro 3.35 6.46 0.91 7.94 2.95
1.80 2.38 4.87 14.50 9.58
1.75 3.52 1.10 7.33 7.44
1.67 2.92 4.11 16.45 4.19
4.39 4.43 2.01 3.59
Mittel 2.59 3.94 2.60 11.55 9.55
SD 1.22 1.60 1.80 4.60 2.84
GSH 6.17 12.09 5.45 12.53 9.05
5.39 6.71 5.72 8.46 11.79
5.49 8.41 4.30 15.39 7.41
6.22 8.60 6.84 10.12 12.24
9.67 8.74 5.71 6.92
Mittel 6.59 8.91 5.61 11.62 9.48
SD 1.76 1.96 0.91 3.02 2.45
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Lys 1.18 4.78 1.71 6.07 2.79
1.93 2.44 3.99 4.10 4.95
0.64 2.83 2.04 9.58 4.03
1.09 2.44 3.58 3.92 5.41
1.69 2.43 2.95 3.66
Mittel 1.31 2.98 2.86 5.92 4.17
SD 0.51 1.02 0.98 2.63 1.04
Tyr 0.42 1.09 0.47 1.90 0.69
0.86 1.18 1.33 1.73 1.68
0.49 0.98 0.98 2.08 1.34
0.34 0.94 0.96 1.43 1.63
0.87 0.96 1.00 1.90
Mittel 0.60 1.03 0.95 1.78 1.45
SD 0.25 0.10 0.31 0.28 0.47
Val 1.31 5.80 1.29 9.83 3.42
1.90 3.00 3.44 4.25 5.21
1.11 2.85 2.30 5.57 3.87
1.03 2.51 2.69 4.13 6.55
2.24 2.79 2.73 4.37
Mittel 1.52 3.39 2.49 5.95 4.69
SD 0.53 1.36 0.79 2.67 1.24
Nor 1.37 3.93 1.37 6.51 2.64
1.61 1.64 1.64 1.62 1.62
2.15 2.16 2.15 2.14 2.15
1.62 1.61 1.61 1.62 1.62
1.63 1.61 1.64 1.63
Mittel 1.68 2.19 1.68 2.97 1.93
SD 0.29 1.00 0.28 2.37 0.46
Cys 0.35 0.68 0.33 0.69 0.34
0.44 0.68 0.45 0.71 1.00
0.48 0.81 0.47 0.91 0.68
0.43 0.90 0.58 0.98 1.05
0.81 0.96 0.74 0.75
Mittel 0.50 0.80 0.52 0.82 0.76
SD 0.18 0.13 0.15 0.15 0.29
Ile 0.56 2.07 0.64 3.73 1.05
0.91 1.51 2.00 2.09 3.06
0.51 1.36 1.08 3.45 2.14
1.17 1.35 1.62 2.13 3.40
1.07 1.42 1.49 2.47
Mittel 0.84 1.54 1.37 2.85 2.43
SD 0.30 0.30 0.52 0.86 0.91
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Leu 0.88 3.17 0.79 5.14 1.75
1.41 2.45 3.29 2.81 2.74
0.78 2.20 1.03 4.95 2.52
0.70 2.04 2.53 3.10 3.64
1.38 2.30 2.32 3.16
Mittel 1.03 2.43 1.99 4.00 2.76
SD 0.34 0.44 1.05 1.21 0.71
Phe 0.36 1.01 0.72 1.87 0.65
0.70 0.97 1.39 2.94 1.14
0.45 0.88 1.50 2.28 1.49
0.35 0.94 1.03 1.28 1.93
0.83 0.89 1.10 2.96
Mittel 0.54 0.94 1.15 2.09 1.63
SD 0.22 0.05 0.31 0.70 0.88
bzip1/bzip53| bzipl/bziph3| bzipl/bzip53| bzipl/bzip53| bzipl/bzip53
Oh 1h 3h 6h 24 h
Asn 2.76 4.18 4.49 16.76 20.26
5.15 4.55 3.72 27.47 11.66
4.51 6.97 4.69 18.52 6.85
5.30 7.04 7.08 14.67 13.17
2.72 4.63 4.48 8.48 12.51
Mittel 4.09 5.47 4.89 17.18 12.89
SD 1.27 1.41 1.28 6.89 4.81
Arg 1.10 1.63 1.44 9.24 10.20
2.86 3.01 0.80 8.76 3.48
4.15 3.16 1.13 12.04 2.96
5.42 4.13 4.55 7.44 5.26
1.59 2.72 3.57 5.85 6.68
Mittel 3.02 2.93 2.30 8.67 5.72
SD 1.79 0.90 1.66 2.30 2.91
Gln 7.22 7.23 12.00 29.42 14.43
7.99 8.52 5.15 37.15 12.69
9.59 11.45 6.86 32.18 9.18
8.44 7.70 8.12 17.58 12.98
7.67 8.16 9.08 12.53 9.67
Mittel 8.18 8.61 8.24 25.77 11.79
SD 0.91 1.66 2.57 10.32 2.27
Ser 3.27 4.81 2.98 12.10 8.95
4.68 5.94 2.86 11.95 9.55
4.98 6.21 5.27 15.46 5.60
4.77 5.39 5.40 10.40 7.68
5.97 4.80 5.04 6.33 9.55
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Mittel 4.74 5.43 4.31 11.25 8.27
SD 0.97 0.64 1.28 3.31 1.67
Gly 0.98 0.93 1.28 1.14 1.83
1.36 1.26 0.56 1.45 1.44
1.42 1.00 1.03 1.35 1.43
1.15 0.87 0.56 1.08 1.26
2.21 0.89 0.66 1.03 3.54
Mittel 1.42 0.99 0.82 1.21 1.90
SD 0.47 0.16 0.32 0.18 0.94
Asp 6.50 19.07 7.31 17.99 10.44
6.87 15.64 6.39 12.55 9.21
8.38 18.46 11.23 18.93 7.19
8.20 14.61 10.50 18.78 10.88
6.68 13.84 10.41 15.60 8.82
Mittel 7.33 16.32 9.17 16.77 9.31
SD 0.89 2.33 2.17 2.71 1.46
Glu 17.00 36.82 17.94 58.54 26.40
20.04 31.43 13.84 31.08 29.12
21.82 38.49 30.02 55.50 21.15
22.97 27.95 24.64 50.50 27.13
17.17 23.43 22.34 43.90 19.91
Mittel 19.80 31.62 21.76 47.91 24.74
SD 2.69 6.22 6.21 10.91 3.99
Thr 3.70 5.69 3.84 14.04 12.84
5.16 5.74 3.77 16.39 7.55
4.75 6.73 4.56 14.67 5.43
5.13 6.05 7.70 11.21 9.33
3.57 6.62 6.66 8.07 7.82
Mittel 4.46 6.17 5.31 12.88 8.60
SD 0.77 0.48 1.78 3.27 2.75
Ala 1.93 2.71 2.33 6.69 2.83
3.11 2.34 1.03 10.02 7.27
2.37 2.60 2.40 9.94 2.69
2.82 1.98 1.79 5.04 3.69
2.34 1.93 1.69 2.74 3.97
Mittel 2.52 2.31 1.85 6.89 4.09
SD 0.46 0.35 0.55 3.15 1.86
Pro 2.08 3.85 2.64 36.51 6.85
2.30 2.97 3.93 23.48 10.94
1.98 3.98 2.82 34.01 2.90
2.09 2.52 2.67 8.76 7.53
1.18 2.01 3.03 4.18 4.98
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Mittel 1.93 3.07 3.02 21.39 6.64
SD 0.43 0.85 0.53 14.56 3.00
GSH 5.25 9.47 3.23 10.06 10.82
6.90 8.39 2.97 8.62 7.57
7.64 9.18 5.38 12.94 5.16
8.21 8.80 6.61 15.76 8.13
5.54 7.73 6.39 9.97 6.93
Mittel 6.71 8.71 4.92 11.47 7.72
SD 1.29 0.68 1.72 2.87 2.06
Lys 1.39 2.45 1.73 4.05 10.08
2.56 3.23 1.40 3.09 3.94
3.17 2.85 1.93 6.47 3.98
2.85 2.80 4.41 6.26 5.25
1.44 2.18 3.08 4.66 5.42
Mittel 2.28 2.70 2.51 4.91 5.73
SD 0.82 0.40 1.24 1.45 2.53
Tyr 0.36 0.68 0.43 1.33 2.62
0.72 1.12 0.57 1.70 1.37
0.80 0.92 0.75 2.27 1.62
0.80 0.98 1.15 2.21 1.58
0.60 0.74 1.16 1.92 2.55
Mittel 0.66 0.89 0.81 1.89 1.95
SD 0.19 0.18 0.34 0.39 0.59
Val 1.09 2.68 2.67 5.82 16.77
2.29 2.57 1.53 5.52 4.96
1.64 2.73 1.94 7.08 4.04
2.82 3.41 4.29 7.04 6.40
1.31 2.57 3.48 4.89 6.95
Mittel 1.83 2.79 2.78 6.07 7.82
SD 0.72 0.35 1.12 0.96 5.13
Nor 1.25 2.23 2.03 4.23 10.61
1.62 1.62 1.63 1.63 1.61
2.17 2.16 2.17 2.15 2.16
1.63 1.62 1.62 1.62 1.61
1.62 1.62 1.62 1.63 1.64
Mittel 1.66 1.85 1.81 2.25 3.52
SD 0.33 0.32 0.27 1.13 3.97
Cys 0.37 0.57 0.24 0.57 0.86
0.58 0.66 0.36 0.89 0.66
0.73 0.90 0.65 0.87 0.74
0.74 0.79 0.75 1.09 1.00
0.46 0.94 0.82 0.93 1.16
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Mittel 0.58 0.77 0.56 0.87 0.88
SD 0.16 0.16 0.25 0.19 0.20
Ile 0.55 1.11 0.98 2.24 6.46
1.11 1.31 0.80 2.34 2.97
0.69 1.24 0.98 3.81 2.58
1.22 1.49 2.40 4.26 3.72
0.60 1.32 1.94 2.93 4.62
Mittel 0.83 1.29 1.42 3.12 4.07
SD 0.31 0.14 0.71 0.89 1.55
Leu 0.91 1.82 1.13 3.41 6.26
1.66 2.22 1.19 2.88 3.58
1.11 2.07 1.58 4.28 3.37
1.24 2.16 3.14 6.91 3.91
0.92 2.13 3.05 4.79 5.26
Mittel 1.17 2.08 2.02 4.45 4.47
SD 0.31 0.15 1.00 1.56 1.24
Phe 0.40 0.68 1.18 1.18 3.18
0.49 1.01 0.63 1.34 1.34
1.19 1.09 0.87 1.96 1.43
2.42 2.26 1.30 2.68 1.26
0.52 0.87 1.46 1.70 2.23
Mittel 1.01 1.18 1.09 1.77 1.89
SD 0.85 0.62 0.33 0.59 0.82
1/58/10/25 | 1/53/10/25 | 1/53/10/25 | 1/53/10/25 | 1/53/10/25
Oh 1h 3h 6h 24h
Asn 8.53 12.30 8.59 10.24 14.19
4.59 17.92 10.59 10.66 17.70
7.51 8.82 7.81 12.35 7.80
7.94 8.78 6.75 12.83 24.22
3.86 6.37 7.38 7.37 12.32
Mittel 6.49 10.84 8.22 10.69 15.25
SD 2.11 4.49 1.48 2.15 6.16
Arg 7.11 4.70 5.50 12.20 3.96
1.45 5.40 7.16 5.88 7.63
2.83 4.13 5.18 5.52 3.23
2.80 5.18 2.98 6.51 12.46
1.62 4.17 2.46 6.11 6.48
Mittel 3.16 4.72 4.66 7.25 6.75
SD 2.30 0.58 1.93 2.80 3.66
Gln 22.98 22.95 15.71 16.74 14.54
14.18 38.67 17.22 14.16 10.55
20.75 15.72 13.99 17.70 8.34
19.65 15.85 10.56 14.82 16.15
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13.57 13.98 12.59 11.44 13.78
Mittel 18.23 21.43 14.01 14.97 12.67
SD 4.15 10.23 2.61 2.43 3.17
Ser 9.00 8.76 7.16 8.05 9.69
4.56 9.31 7.45 7.34 7.34
6.97 7.12 6.70 10.68 5.96
5.72 7.16 5.34 9.22 10.36
4.11 6.66 5.12 6.49 7.85
Mittel 6.07 7.80 6.35 8.36 8.24
SD 1.98 1.16 1.06 1.64 1.79
Gly 2.46 1.48 0.83 1.01 1.51
1.56 1.62 0.91 0.90 1.39
1.39 1.57 0.71 1.09 1.86
1.11 1.36 0.66 0.85 2.13
0.93 1.43 0.73 0.87 1.90
Mittel 1.49 1.49 0.77 0.94 1.76
SD 0.59 0.11 0.10 0.10 0.30
Asp 9.49 14.63 15.48 16.62 12.39
7.33 10.54 13.15 14.80 7.54
10.35 14.52 14.94 22.67 7.97
11.75 14.37 11.31 19.90 13.92
7.61 14.65 12.28 9.66 11.31
Mittel 9.31 13.74 13.43 16.73 10.63
SD 1.86 1.79 1.76 4.98 2.79
Glu 26.44 45.70 32.62 45.71 33.25
20.35 35.56 29.61 38.10 16.16
29.09 30.90 30.35 62.26 15.77
31.26 35.92 24.49 48.32 23.86
19.55 31.58 25.09 35.08 22.93
Mittel 25.34 35.93 28.43 45.89 22.39
SD 5.21 5.91 3.51 10.62 7.12
Thr 9.79 10.58 9.60 9.24 9.47
5.36 15.30 9.90 8.12 9.42
8.97 9.15 8.83 11.14 6.18
9.09 8.23 7.48 10.83 13.74
4.82 7.53 8.42 7.50 7.84
Mittel 7.61 10.16 8.85 9.37 9.33
SD 2.33 3.09 0.96 1.61 2.81
Ala 4.66 6.59 2.53 4.63 4.62
2.35 9.40 2.35 3.28 1.70
3.33 3.01 2.13 5.97 2.83
3.57 3.86 1.57 3.48 2.77
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1.96 3.22 1.87 3.18 3.57
Mittel 3.17 5.22 2.09 4.11 3.10
SD 1.06 2.74 0.38 1.19 1.08
Pro 23.40 24.05 8.35 12.62 7.14
7.86 27.20 8.36 8.83 7.98
8.56 5.43 5.63 9.10 6.11
22.95 18.63 6.10 8.02 10.82
1.72 11.98 8.12 8.79 7.45
Mittel 12.90 17.46 7.31 9.47 7.90
SD 9.75 8.86 1.34 1.80 1.77
GSH 7.19 10.02 7.76 10.87 10.49
6.50 8.42 7.18 8.46 6.93
11.12 8.69 5.91 12.28 3.98
11.02 10.69 6.75 12.64 12.91
7.34 10.16 8.27 10.34 7.92
Mittel 8.63 9.60 7.17 10.92 8.45
SD 2.25 0.99 0.91 1.67 3.41
Lys 2.73 4.05 487 4.97 4.37
1.49 2.68 5.82 5.36 7.83
2.41 4.07 5.94 6.76 5.02
1.97 4.08 3.13 5.80 11.01
1.15 2.93 1.80 4.02 4.89
Mittel 1.95 3.56 4.31 5.38 6.62
SD 0.65 0.70 1.80 1.01 2.80
Tyr 0.81 1.05 1.37 1.19 1.45
0.38 0.96 1.91 2.24 2.65
0.72 1.34 1.30 2.00 1.45
0.43 1.18 0.72 2.07 3.21
0.38 1.26 0.64 1.84 1.94
Mittel 0.54 1.16 1.19 1.87 2.14
SD 0.21 0.15 0.52 0.40 0.77
Val 3.37 5.58 6.87 5.96 7.71
1.61 3.57 5.78 5.36 8.69
2.73 3.53 451 5.78 4.09
2.49 3.74 3.14 6.39 11.83
1.67 3.09 2.39 482 5.86
Mittel 2.37 3.90 4.54 5.66 7.64
SD 0.74 0.97 1.84 0.60 2.93
Nor 2.55 3.81 4.67 4.04 5.16
1.61 1.62 1.63 1.62 1.62
2.18 2.16 2.17 2.18 2.17
1.62 1.62 1.61 1.63 1.63
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1.61 1.63 1.63 1.62 1.62
Mittel 1.91 2.17 2.34 2.22 2.44
SD 0.43 0.94 1.32 1.05 1.54
Cys 0.45 0.61 0.61 0.54 0.75
0.41 0.92 0.85 0.66 0.90
0.99 0.97 0.70 0.91 0.73
0.82 0.92 0.73 0.98 1.83
0.63 1.00 0.89 0.93 0.97
Mittel 0.66 0.88 0.76 0.80 1.03
SD 0.25 0.16 0.11 0.19 0.45
Ile 1.31 2.00 2.74 2.37 3.14
0.73 1.51 3.46 3.41 5.92
1.24 1.91 2.64 3.45 2.65
1.07 2.03 1.69 4.07 7.89
0.71 1.76 1.24 2.90 3.76
Mittel 1.01 1.84 2.36 3.24 4.67
SD 0.28 0.21 0.89 0.64 2.19
Leu 1.60 3.23 4.26 3.68 3.78
0.95 2.48 5.12 0.41 6.96
1.65 3.23 4.13 5.64 3.31
1.59 3.19 2.53 6.40 9.28
0.99 3.04 1.88 4.23 4.98
Mittel 1.36 3.03 3.58 5.07 5.66
SD 0.35 0.32 1.33 1.10 2.47
Phe 0.62 0.90 1.53 1.36 0.93
0.38 0.66 2.01 2.19 1.87
0.62 1.34 1.42 2.08 1.11
0.43 1.29 1.10 2.26 2.39
0.41 1.35 1.00 1.64 1.58
Mittel 0.49 1.11 1.41 1.91 1.57
SD 0.12 0.31 0.40 0.39 0.59
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8.8 Promotorsequenz von BCAT?2

bZIP-Transkriptionsfaktoren binden an ACGT-Elemente in den Promotorregionen der
Zielgene. Die Bindung kann mittels ChIP nachgewiesen werden. Hier sind die ersten
1500 bp des Promotors von BCAT2-Promotors gezeigt, die ACGT-Elemente sind rot

markiert.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

CACAGCAACT
ATTGGGTTTT
TGATCACCCA
TATATCACCA
AAAACTAAAG
CATTTTGCCA
TTGCCAGACT
TTTTTTTTTG
CACGACAAAT
TTTGGTATAT
TGTGCTCGCG
AGGGACATCA

TCGATCTATT
GCAGATTGCC
TCAAAAGCTT
CATCGTATTA
ACCTTCAACT
CCATTGGTTC
CTACGGCGGT
TAAATATTGT
GCGATTTAAG

CTTGTCGGAA
TAAGTTACTT
TTGAAATAGT
GTATTAAACA
TCAAGGTCAG
AAAATACCAT
ATATTCGCTT
AGATTCCACA
ATTTTTCAAA

TACAANGENG
TCATATCCTA
TTTTGGTAAA
TTTGTTTCAC
GATATGTAAT
TGCTGTATGA
TTAGAAAAAA
CACAAGHEEN
GAAATGAGGT

TTATAATTTG
TCAAGTGTGT
ATATTCATTA

AGTTCTCAGH BEEIACGTGGC

TACGGACAAA
TTGTTTATCC
TCACATCTCA
TATTTGTTTG
TACCAACTTA
TAATTTTCTT
TCGTTAAAAT
CAAGTGACGA
AAATAAGAAA
ATAAGCTCCG
TCTTCCACCT
GTTGTTTTTT
ATG

GACGTTGAAA
GACAAAGACC
TGGAAAATTH
TATACTTTAG
CAATAGTTTA
CATTTATTTA
CTAGTTTCAG
AGCAAAAGAA
AAAAATAAAA
CATTCACTTA
TCTTTTTCGG
TTATTATTAT

AATTTTTTTT
ACTAATAGTC
GTAAGCCATC
TGTCAATCTC
AGACAACAAT
TCTTGGTCCA
BEWAAATTAG
GTAATTGCGT
CAGTTCAAAA
CCCCATAAGA
AAAGACACGT
ACACAAAAAT
CAAATTCAAC
CGTGTTGGAT
TATATCATTC
TGAAATCAAG

TTTAAAGATA
GATGACACTA
TTAGCAAAAA
CACAACGTGT
ATGGTCTAAA
ACGTGGCTTT
TACTTGTCTG
GCCGAAGAAA
ATAGAAATCT
GAACGAGAAA
CTAGATCTGT
AAGATAAGAA
GATTTGCCAA
ACTTAATTTG
AACAAAATTC
AGAATTAAAA

TTCTATCCAA
TAAATAATGT
TTTGTGACAT
TCTTCCAAAG
CTAATGGTTT
TCAGCCTCCT
AACAATTTTG
TCTAAGATTC
TCGTTGATTG
TTTATAAGAA
GTGATACGAC
CGTTGTTATC
TTATCTCCCA
AGATTGACAT
CACATCACTA
TATTTTGTTT
CATTGCTAAA
CCATTTTGAA
AGAACAATAG
CTGATCAGGG
CTCTTACCAC
GATAAAAGCA
ACACTCTTCT
TCTCTTCATT
CAGAGGCTCT

GACACTAAAG
TGCACTCTCT
AAATTTGTGA
AGACAAAAGC
GTCTTTGTGG
CAGATTCTAT
TCGAAACTTT
TTTGATAAGA
TTCCACTAGG
AACGAAGGAG
GATHEEBEGAA
AGATAAGAAA
TTTGGGTAGT
GGAAAGAAAA
GTTTACTATT
TTTCGTCAAG
TTGATATTTA
GATACACCAC
TCCGTTGATT
CAGATAGACA
TAAAAGATAA
GACHBEBETAC
TTGTGTTTTC
TCTTTATTTT
GCAAAAGAAG
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8.9 Metabolite des Citratzyklus in Wildtyp und
bzipl/bzip53 nach Salzstress
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Abbildung 8.5: Messung des Metabolite des Citratzyklus nach Salzstress in Wurzeln
von Wildtyp, und bzip1/bzip53: Wildtyp und bzip1/bzip53 wurden sechs Wochen unter
Kurztagbedingungen in Hydroponik angezogen. Die Pflanzen wurden unterschiedlich lange
(1 h, 6 h, 24 h) mit 150 mM NaCl behandelt und zum selben Zeitpunkt (Oh) geerntet. Mit
Hilfe von GC-MS wurde die Menge der Metabolite gemessen (Stefan Kempa, MPI Golm).
Dargestellt sind die relativen Mengen im Vergleich zum unbehandelten Material. (n=3-4,
Fehler: SE)
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8.10 Interaktion von bZIP1 und bZIPs der Gruppe A

in Protoplasten
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Abbildung 8.6: Interaktion von BD-bZIP1 und AD-bZIPs der Gruppe A in Pro-
toplasten: Blattmesophyll-Protoplasten wurden mittels PTS-System transformiert (Wehner
et al., 2011). Gezeigt ist die relative Induktion des Gald:UAS:LUC-Reporterkonstrukts durch
BD-bZIP1lin Kombination mit den den bZIP-Transkriptionsfaktoren der Gruppe A im AD-
Expressionsvektor.
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O Abkiirzungsverzeichnis

9.1 Allgemeine Abkiirzungen

ABA Abscisinsédure

ABA2 ABA DEFICIENT 2

ABI1 ABA INSENSITIVE 1

ABRE ABA responsives Element

AHK1 ARABIDOPSIS HISTIDIN KINASE 1
Amp Ampicillin

AMPK AMP- ACTIVATED PROTEIN KINASE
APS Ammoniumpersulfat

AREBI1 ABA RESPONSIVE ELEMENTS-BINDING PROTEIN 1
ASN1 GLUTAMINE-DEPENDENT ASPARAGINE SYNTHASE 1
AtANN1 ANNEXIN 1

AtbZIP Arabidopsis thaliana basischer Leucinzipper
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BCAT2 BRANCHED-CHAIN AMINO ACID TRANSAMINASE 2
bZIP basischer Leucinzipper

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Ca®" Calcium

CaCl, Calciumchlorid

Cay(NO;), | Calciumnitrat

cDNA komplemantiare DNA

ChIP Chromatin-Immunoprizipitation

Ccr Chlorid-Ionen

Col-0 Columbia

Ct Threshold-Cycle

CuSO, Kupfersulfat

DEPC Diethyldicarbonat

d.h. das heifst

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotide

DREB

DROUGHT-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
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E.coli Escherichia coli

ECL Enhanced Chemilumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ERF ETHYLEN RESPONSE BINDING

et al. und andere (et alii)

EtOH EtOH

FBP FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE
FeCl,4 Eisen(III)-chlorid

GFP Griin fluoreszierendes Protein

GIN2 GLUCOSE INSENSITIVE 2

GUS B-Glucuronidase

H,O Wasser

H;BO, Borsaure

HAB1 HYPERSENSITIVE TO ABA1

HAIl HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 1
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
HCl1 Salzsdure

HGO HOMOGENTISATE 1,2-DIOXYGENASE
HXK1 HEXOKINASE1

PP ISOPENTYL DIPHOSPHATE

KCl1 Kaliumchlorid

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

KIN SnRK1-Kinase

KNO,4 Kaliumnitrat

LaCl, Lanthanclorid

LB Luria-Bertani Broth

LEA LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT
Ler Landsberg erecta

Lsg Losung

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure
MCCA METHYLCROTONYL-COA-CARBOXYLASE
MgCl, Magnesiumchlorid

MGL METHIONIN-GAMMA-LYASE

MgSO, Magnesiumsulfat

MnSO, Mangan(II)-sulfat

MOPS Morpholinopropansulfonsédure

MS Murashige und Skoog Medium

Na™® Natrium-Ionen

Na,CO4 Natriumcarbonat

Na,SO, Natriumsulfat

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid
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NCED3 9-cis-EPOXYCORITENIOD DIOXYGENASE 3

NTC non template control

OD optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
pH negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PIPES 1,4-Piperazin-bis-(ethansulfonsiure)

PP2C PROTEIN PHOSPHATASE 2C

PPDK PYRUVAT ORTHOPHOSPHAT DIKINASE

Pro35S 35S-Promotor aus Cauliflower Mosaic Virus

PRODH1 PROLINE DEHYDROGENASE 1

PVDF Polyvinylendifluorid

PYL PYRBACTIN RESISTANCE-LIKE

PYR PYRBACTIN RESISTANCE

qRT-PCR quantitative Real-Time-PCR

RCAR REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR
RD29A RESPONSIVE TO DESSICATION 29A

RNA Ribonukleinadure

RNase Ribonuclease

ROS reactive oxygen species

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)

SIRT Saccharose induzierte Repression der Translation

SnRK SUCROSE NON FERMENTING RELATED KINASE 2
SUS4 SUCROSE SYNTHASE 4

SOS salt oerly sensitive

TAT7 TYROSINE AMINOTRANSFERASE 7

Taq Thermus aquaticus (DNA-Polymerase aus T. aquaticus)
TBE Tris-Borat-EDT A-Puffer

Tw Schmelztemperatur

UBQ5 UBIQUITIN 5

uORFs upstream open reading frames

UTR untranslatierte Region

i. N. iiber Nacht

v/v Volumenprozent (volume per volume)

w/v Gewichtsprozent (weight per volume)

W-7 N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide hydrochloride
WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel

ZnSO, Zinksulfat
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9.2 Einheiten

Grad Celsius

Ampere

Gramm, Erdbeschelunigung

Stunde

Molar

Minute

Sekunde

Unit (definierte Einheit der Enzymaktivitét)

Volt

Watt

9.3 Prafixe

kilo (10%)

milli (10°3)

micro (1076)

Bl B "

nano (10°)

9.4 Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsiure
E Glu Glutaminséure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I Ile Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Gln Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

A% Val Valin

w Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin




9.5 Nukleotide

A Adenosin
C Cytosin
G Guanin
T

Thymin
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