Vergleichende Genexpressionsanalyse

als Reaktion auf
abiotische Stressfaktoren
in Arabidopsis thaliana

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit

der Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf

Vorgelegt von
Assa Yeroslaviz

aus Tirat-Zvi, Israel

Diisseldorf, Dezember 2011



n




Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung

Abstract

1 Einleitung

2

1.1
1.2

1.3

Umweltbedingte Stressfaktoren bei Pflanzen . . . . . . . . . .. ... ... ... ..
Stresstoleranz und -anpassung . . . . . . ..o e
Kaltestress . . . . . . . . e e
Hitzestress . . . . . . . . . . e
Lichtstress . . . . . . .
Trockenstress . . . . . . . . . .. e e
Salzstress . . . . . ... e e e e e e
Chemischer/oxidativer Stress . . . . . . . . . . . . . . e
UV-B Stress . . . . . . . . . e
Ziel der Arbeit. . . . . . . . L

Materialien und Methoden

2.1
22
2.3
24
2.5

2.6
2.7
2.8

2.9

Pflanzenmaterialien und Anzucht . . . . . . .. ... o oo oL
Chemikalienund Enzyme . . . . . . . . . . ... Lo o
Oligonukleotide . . . . . . . . . . . . . . e
Pufferund Medien . . . . . . .. ..o
Software Tools und Internet Ressourcen . . . . . . ... .. ... ... ... ....
2.5.1 Software Tools . . . . . . . . . .
2.5.2 Internet Ressourcen, Datenbanken und Tools . . . . . ... ... ... ...
Gerite und Materialien . . . . . . . ... L
Die Applikation umweltbedingter Stressfaktoren bei A. thaliana Pflanzen . . . . . .
Nukleinsdure-Chemische Methoden . . . . . . .. .. ... ... ... .......
2.8.1 Vorbereitungder Proben . . . . . .. ... ... ... ... ... ...
2.8.2 Isolierung der Gesamt-RNA . . . . . .. . ... ... ... ...
2.8.3  Photometrische Mengenbestimmung der Gesamt-RNA . . . . ... ... ..
2.84 cDNA-Synthese . . . . . . . . . . . ... e
2.8.5 In-Vitro Transkription (IVT) . . . . . . . ... ... ... ... ... .
2.8.6 FragmentierungdercRNA . . . . .. ... .. ... ... .. .. .. ...
2.8.7 HybridisierungderProben . . . . . ... ... oL oo
Oligonucleotide Microarrays . . . . . . . . . . v v v v i vt it it
2.9.1 VorbereitungderChips . . . . . . . .. .. Lo

O 00 00 00 1 31O O L i



1A% INHALTSVERZEICHNIS

29.2 Waschenund Farben . . . . ... ... .. ... ... ... ... 19

2.9.3 Visualisierung . . . . . . . ... e 19

2.9.4 Auswertung und Interpretationder Daten . . . . . . ... ... L0 20

2.10 Qualitdtsanalyse der technischen Daten . . . . . . . ... ... ... .. ...... 20

2.10.1 DieRefiner-Analyse . . . . . . .. .. ... ... 20

2.10.2 DieR-Software . . . . . . . . ... 22

2.11 Die Identifizierung der deregulierten Gene . . . . . . . .. .. ... ... ...... 22

2.11.1 Die Bestimmung statistisch signifikanter, differentiell regulierter Gene . . . . 22

2.12 Analyse der abiotischen Stressreaktion mittels Gensignaturen . . . . . . . . .. . .. 24

2.13 Die Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen . . . . . ... ... ... ... .. 26

2.14 Zeitreihenanalyse . . . . . . . . . ... 26

3 Ergebnisse 28

3.1 Vorversuche zur Etablierung des experimentellen Designs . . . . . . . .. .. .. .. 28

3.1.1  Kaéltestress . . . . . .. e e 29

3.1.2  Hitzestress . . . . . . ... e e 31

3.1.3 Lichtstress . . . . . . . .. 31

3.1.4  TrockenStress . . . . . . . ... e e 32

315 Salzstress . . . . ..o e 33

3.1.6  Die Induktion von oxidativem Stress mittels Paraquat . . . . . . .. ... .. 34

317 UV-BStress. . . .o o oo oo 34

3.2 Die Qualitdtsanalysen der technischenDaten . . . . . . . .. ... ... ... .... 34

3.3 Die Analyse differentiell-regulierter Gene anhand Genexpressionsprofile . . . . . . . 43

3.3.1 Die Reaktion der Pflanze auf Hitzestress . . . . . . . . ... ... ... ... 44

3.3.2  Stressinduktion durch Trockenheit . . . . . . . . ... ... ... ... ... 69

3.3.3 Die Analyse der pflanzlichen Reaktionen auf UV-B Stress . . . . . . .. .. 85

4 Diskussion 100

4.1 Methodische Uberlegungen . . . . . . . .. ... ... ... ... ... ... ... 100

4.1.1 Einheitliche Phdnotypisierung . . . . . . . .. ... ... ... ....... 100

4.1.2 Microarray-basierte Analyse . . . . . . . .. ... .. ... .. ... ... 100

4.1.3 Festlegung der Parameter - Vergleichbare Methodik . . . . . . .. ... ... 102

4.2 Analyse der Genexpressionsprofile als Reaktion auf abiotischen Stress . . . . . . . . 102

4.3 Die Reaktion der Pflanze auf erhohte Temperaturen . . . . . . . .. ... ... ... 108
4.4  Die Identifizierung neuer stressregulierender Gene unter trockenheitsbedingten Stress-

bedingungen . . . . . . . . . e e e e e 111

4.5 Regulation der UV-Stress-Stressantwort . . . . . . . . . ... ... 115

S Ausblick 121

Literaturverzeichnis 125

Danksagung 148



Abbildungsverzeichnis

2.1
22
2.3
24
2.5
2.6
2.7
2.8
29

3.1
32
33
34
3.5
3.6
3.7
3.8
39
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21
3.22
3.23
3.24
3.25

Versuchsablauf . . . . . . .. .. 13
Molekulare Struktur vom Paraquat . . . . . . . .. ... ..o 14
Gelelektrophoretische Auftrennung der gRNA . . . . . . .. . ... ... ... ... 16
Das Fragmentierungsgel von biologischen Replikaten . . . . . . . ... .. ... .. 17
B2-Oligos Grid . . . . . . . . .. 17
RNA-Aufarbeitung in Ubersicht . . . . . . .. .. ... ... ... ......... 19
Workflow der Refiner Analyse . . . . .. ... ... ... ... ... ........ 21
Arbeitsablauf der Analyst Session . . . . . .. ... Lo 23
Schematischer Uberblick des GSEA Algorithmus . . . . . . .. .. .. ....... 25
Bestimmung der Stressbedingungen unter Hitze-, Kélte- und Lichtstress . . . . . . . 30
Bestimmung der Trockenstressbedingungen . . . . . . ... ... ... ... .... 32
Gradient der Salzkonzentrationen fiir die phénotypische Analyse . . . . . . ... .. 33
Vorversuche der UV- und Paraquat-Stressfaktoren . . . . . . .. ... ... .. ... 35
MA-Plot vor und nach der RMA-Normalisierung eines UV-Experimentes nach 9h. . 38
Log-log Plot Analyse . . . . . .. . . . . . ... 39
Kerndichteschitzer-Analyse der Expressionsintensititen . . . . .. ... ... ... 40
3’-5’ Verhiltnis der Kontrollgene auf dem Chip . . . . . . .. ... ... ... ... 41
RNA Degradationskurve . . . . . . . . . . . ... e 42
Zusammenfassung der aus der Analyse entfernten Experimente . . . . . . . .. . .. 43
Deregulierte Gene aller Stressfaktoren . . . . . . . ... ... ... ......... 45
Das Expressionsverhalten der Hsf Gene unter Hitze . . . . . . . .. ... ... ... 46
Hsf als Biomarker des Hitzestimulus . . . . . .. ... ... ... ... ... .... 46
Veridnderte Expression unter Hitzestress . . . . . . . . ... .. ... .. ...... 51
Repression verschiedener Gene als Reaktion auf Hitzestress . . . . ... ... ... 51
Regulation des ROS-Netzwerkes unter Hitze . . . . . . . .. . ... ... ...... 58
Einfluss der Hitze auf metabolische Prozesse der Photosynthese und den Kalvinzyklus 59
Genexpressionsverdnderungen des Stirkemetabolismus wihrend Hitzestress . . . . . 61
Regulation des Auxin-Signalweges durch Hitzestress . . . . . ... ... ... ... 61
Spektral-Map Analyse der Hitzestressexperimente . . . . . . . . . . ... ... ... 64
Zeitabhidngiges Expressionsverhalten von Biomarkern unter Hitze . . . . . . . . .. 65
Expression der Gene mit einem einheitlichen Expressionsverhalten unter Hitzestress 66
Markergene unter Trockenstressbehandlung . . . . . . . .. .. ... ... ... .. 70
Transkriptionsfaktoren unter dem Trockenstresseinfluss . . . . . . . .. .. ... .. 72
Expression der Hitzeschockfaktoren unter Trockenstress . . . . . .. ... ... .. 73

v



\41 ABBILDUNGSVERZEICHNIS
3.26 ABA-abhingige Genexpression unter Trockenstress . . . . . . . . .. .. ... ... 75
3.27 Gene des Photosystems II unter Trockenstress . . . . . . . . .. ... ... ..... 76
3.28 Osmotischer Schutz gegen Trockenheit. . . . . . . . ... ... ... ... ..... 76
3.29 Stirkeabbau zum Schutz vor Energieverlust . . . . . ... ... ... ... ... .. 76
3.30 Hauptkomponentenanalyse der Trockenstressanalyse . . . . .. ... ... ... .. 81
3.31 Das Expressionsverhalten von UV-Stress Biomarkern . . . . . . ... ... ... .. 87
3.32 Deregulation der Zinkfingergene unter UV-Stress . . . . . . .. ... ... ... .. 88
3.33 NAC-Transkriptionsfaktoren unter UV-Stress . . . . . . .. ... ... ... .... 88
3.34 Hitzeschockfaktoren unter UV-Stress . . . . . . . . .. ... ... ... .. ..... 88
3.35 Deregulierte MYB-Gene unter UV-Stress . . . . . . .. ... ... ... ...... 88
3.36 Regulation der Antennen- und Photosystem II-Gene unter UV-Stress . . . . . . . .. 90
3.37 Die Expression seneszenzregulierender Gene unter UV-Stress . . . . . . . . . . . .. 90
3.38 Verdnderungen im Auxinmetabolismus als Reaktion auf UV-Stress . . . . . . . . .. 91
3.39 Zellwandmodifizierende Gene unter UV-Stressbedingungen . . . . . . . . .. .. .. 91
4.1 Korrelationskoeffizienten aller Experimente und Zeitpunkte . . . . . . . . . ... .. 101
4.2 Die relativen Genexpressionsprofile der abiotischen Stressfaktoren . . . . . . . . .. 105
4.3 Der Vergleich verschiedener differentiell regulierter Genlisten unterschiedlicher Stress-

faktoren. . . . . . L 107
4.4  Die Expressionsdnderung der Trockenstress-deregulierten Gene . . . . . . . . . .. 111
4.5 Differentielle Regulation des RD29A-Gens . . . . . . .. ... ... ... ..... 112
4.6 Deregulierte Kinasen aufgrund des trockenheitsbedingten Stresses . . . . . . . . .. 113
4.7 Gemeinsame deregulierte Gene unter Hitze-, Trockenheits- und UV-B-Stressfaktoren 119



Tabellenverzeichnis

2.1
22

3.1
32
33
34
3.5
3.6
3.7
3.8
39
3.10
3.11
3.12

3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21
3.22
3.23
3.24
3.25
3.26
3.27
3.28
3.29

Spritzmischung . . . . . . .. L 14
Die Bibliothek der GSEA-Analyse . . . . . . . .. ... ... ... ... ... 24
Vorversuche zur Bestimmung der Stressbedingungen . . . . . . . .. ... ... .. 29
Anzahl der Chips pro Stressfaktor und Zeitpunkt . . . . . . .. ... ... ... .. 36
Qualitdtsanalyse mittels Affymetrix-Software . . . . . ... ... ... ... .... 36
Die differentiell regulierten Gene in den verschiedenen Stressfaktoren . . . . . . .. 44
Hochregulierte Gene unter Hitzestress . . . . . . . .. .. ... ... ... ..... 47
Herabregulierte Gene unter Hitzestress . . . . . . . . . ... ... .. .. ...... 48
Angereicherte funktionelle Kategorien der deregulierten Gene unter Hitzestress . . . 50
Transkriptionsfaktorbindestellen unter Hitzestress . . . . . . .. .. ... ... ... 52
Bindestellenanalyse der hochregulierten Gene unter Hitzestress . . . . . . . . . . .. 53
GO-Klassifizierung der hitzespezifischen Promotormotive . . . . . . . .. ... .. 53
Bindestellenanalyse der herabregulierten Gene unter Hitzestress . . . . . . . . . .. 56
GO-Klassifizierung der Gene in der Gruppe der herabregulierten hitzespezifischen

Promotormotive . . . . . . .. L L 56
Verdnderungen der pflanzlichen Stoffwechselwege aufgrund des Hitzestresses . . . . 63
Funktionelle Kategorien der deregulierten Gengruppen unter Hitzestress . . . . . . . 65
Clusteranalyse transient exprimierter Gene unter Hitze . . . . . . .. ... ... .. 67
Genexpressionsprofile der aufeinander folgenden Zeitpunkte . . . . . . .. ... .. 68
Deregulierte Gene unter trockenheitsinduziertem Stress . . . . . . ... ... .. .. 71
Anreicherung biologischer Funktionen unter trockenheitsbedingtem Stress . . . . . . 74
Die Signalwege unter dem Einfluss von Wassermangel . . . . . .. ... ... ... 77
Uberreprisentierte Transkriptionsfaktorenbindestellen unter Trockenstress . . . . . . 80
Das Vorkommen biologischer Funktionen unter Trockenstress . . . . . .. ... .. 80
Zeitabhingige Expression der Gene mit steigender Expression unter Trockenstress . 82
Transient exprimierte Gene unter Trockenstress . . . . . . . ... ... ... .... 83
Expressionsverdnderungen direkt benachbarter Zeitpunkte . . . . .. ... ... .. 84
Differentiell regulierte Gene unter UV-Stress . . . . . . . . . ... ... ... ... 86
Verdnderungen der metabolischen Prozesse unter UV-Stress . . . . . . .. ... .. 93
Die transiente Expression der differentiell regulierten Gene unter UV-Stress . . . . . 96
Verdnderungen in der Genregulation als Reaktion auf UV-Stress iiber die Zeit . . . . 97
Transkriptionsfaktorbindestellen unter UV-Stressbedingungen . . . . . . . . . . .. 98

VII



VIIT TABELLENVERZEICHNIS




Zusammenfassung

Pflanzen als sessile Organismen konnen extremen Umweltbedingungen wie dem Sonnenlicht, Tro-
ckenheit, oder Kilte nicht entgehen. Aus diesem Grund haben sie im Verlauf der Evolution unter-
schiedliche Mechanismen entwickelt, um solche Stressfaktoren zu kompensieren. Im Verlauf der letz-
ten Jahrzehnte und trotz aufwendiger Analysen konnte noch nicht entscheidend festgelegt werden, ob
die Reaktion auf verschiedene umweltbedingte Stressfaktoren allgemein fiir alle Faktoren oder eher
stressspezifisch stattfindet.

Die Komplexitit der Stressantwort zeigt, dass mehrere Mechanismen aktiviert bzw. reprimiert wer-
den, wenn die Pflanze dem Stress ausgesetzt wird. Die Ahnlichkeiten im Expressionsverhalten (glei-
che Signaliibertragungswege) konnen trotz der Differenzen auf der Genebene zum Teil die Schwie-
rigkeiten bei der Losung dieses Problems erkliren. Die Frage der stressspezifischen bzw. allgemeinen
Eigenschaften der Stressreaktion auf abiotischen Stress wurde in dieser Arbeit auf der Ebene der
Genexpression nachgegangen.

Hochdurchsatzmethoden wie die Microarray-Technologie wurden u.a. dafiir entwickelt, eine gro-
Bere Anzahl an Genen unter gleichen Grundbedingungen aber unterschiedlichen Konditionen gleich-
zeitig analysieren zu konnen. Obwohl frithere Experimente die Reaktion der Pflanze auf den Stress
bereits untersucht haben, stellt diese Arbeit erstmalig ein Kompendium unterschiedlichen Stressfak-
toren zur Verfiigung, die unter den gleichen Wachstumsbedingungen herangezogen wurden und noch
wichtiger, eine dhnliche Stressintensitiit aufgewiesen haben. Die Pflanzen wurden Hitze, Trockenheit,
Kilte, Salz-, chemischem (oxidativem) Stress und UV-Licht ausgesetzt. Nach einer zweiwochigen
Wachstumsperiode wurden die Pflanzen dem Stress ausgesetzt und an unterschiedlichen Zeitpunkten
geerntet und verarbeitet. Die gewonnene Gesamt-RNA wurde synthetisiert, in-vitro-transkribiert, hy-
bridisiert und auf die Microarrays aufgetragen. AnschlieBend wurden die Intensititen der Arrays in
Expressionswerte umgerechnet und die Daten analysiert. Die Datenanalyse sollte Aufschluss iiber die
Reaktion der Pflanzen bei den verschiedenen Stressfaktoren geben.

Die Resultate in dieser Arbeit deuten darauf hin, dass es keine eindeutige Aufteilung in stresss-
pezifischer und allgemeiner Antwort gibt. Bei der Analyse auf der Genebene wurden verschiedene
Gene identifiziert, deren differentielle Expression einem einzigen Stressfaktor zugeordnet werden
konnte, andere dagegen wurden bei mehreren oder gar allen Faktoren dereguliert. Manche dieser
Ubereinstimmungen haben sogar die entgegengesetzte Expressionsrichtung gezeigt. Auf der katego-
rischen Ebene wurden mehrere Signalkaskaden, metabolische Funktionen sowie biologische Prozesse
identifiziert, die bei den verschiedenen Stressfaktoren unterschiedlich reagieren. Wihrend zum Bei-
spiel die Akkumulation der ROS-Elemente bei fast allen Stressfaktoren erhoht wurde, wiesen die
metabolischen Prozesse der Phytohormone ein differentielles zum Teil widerspriichliches Verhalten
auf. In der Zeitreihenanalyse wurde die Reaktion einzelner Gene sowie vollstindiger Signalkaska-
den iiber aufeinander folgenden Zeitintervallen beobachtet. Mit Hilfe dieser Art der Analyse war es
moglich, die Frage nach einer fritheren bzw. spéteren Stressantwort zu beantworten. Zusammen mit
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2 TABELLENVERZEICHNIS

der Transkriptionsfaktorbindestellen-Analyse (TFBS) konnte hier gezeigt werden, dass diese Auftei-
lung zwar existiert, zeigt aber keine eindeutige Trennung fiir alle Stressfaktoren bzw. Kaskaden. Die
TFBS-Analyse konnte zum Beispiel eine deutliche Unterteilung zwischen einer fritheren allgemei-
nen und einer spdteren stressspezifischen Akkumulation von Bindestellen und Hitzestress feststellen.
Unter Trockenheit dagegen wurde keine solche Unterteilung identifiziert.

Die sehr gro3e Anzahl an nicht-annotierten Genen, die in dieser Arbeit dereguliert wurden, kann
bei der Losung dieser Fragestellungen vielleicht weiter hilfreich sein. Dies bedarf aber weiterer Expe-
rimente, um sowohl deren Rolle als auch deren Zusammenhinge bzw. Abhingigkeiten zu definieren.



Abstract

Plants as sessile organisms can’t prevent facing extreme environmental conditions such as intense
sunlight, drought, or cold. Plants have therefore presumably developed many diverse mechanism to
cope with such extreme life conditions. In the last 50 years, a lot of effort was put into solving the
question of how plants respond to abiotic stress factors. Though on the phenotypic level similarities
could be found, an explanation for the difficulties in understanding the complete metabolome lies in
the multiplicity of signalling pathways which react to a single stress and the diversification of gene
expression profiles in each of the stress factors. In this thesis the question of stress specificity versus
global stress reaction to various stress factors was investigated on the level of gene expressions.

High-throughput methods such as the microarrays were designed solely for the purpose of parallel
investigation of a great number of genes or proteins (such as a complete genome) under identical
conditions. To my knowledge, this work represents the first compendium of stress reactions, under
which several abiotic stress conditions with similar phenotypes were analyzed on the basis of simi-
larities in stress intensity. During this analysis the plants were exposed to various stress conditions
(heat, drought, UV-light, cold, salt, treatment with paraquat to simulate chemical stress and intense
light stress) on variable time periods as well as at different concentrations. After a growth period of
two weeks, the plants were harvested at multiple time points. The probes were than processed and
the total-RNA was synthesized, in-vitro transcribed and hybridized onto the microarrays. After wa-
shing and staining the probes intensities were calculated and converted into expression values. These
expression profiles should shed more light on the mechanisms behind plants response to different
stress factors and give better clarity whether a strict differentiation exists between a global and a
stress-specific reaction to certain stress factors.

The results of this work suggest no clear separation into stress-specific and global stress reactions.
During the analysis, various genes were identified, whose differential expression depends on specific
stress factors. Others have shown a deregulation in response to many or even all stress factors. Some
genes show an opposite regulation in different stress responses, being down-regulated in some, and
up-regulated in other abiotic factors. At the systems level, several signaling pathways, metabolic
functions and biological processes showed differential behaviour during various stress factors. While
the accumulation of ROS-elements was an unanimous response to almost all stresses, the metabolic
processes of phytohormones displayed a more differential and partially contradictory behavior. In the
time-series analysis, the response of individual genes as well as complete signaling pathways over
successive time intervals was observed. With the help of this analysis, it was possible to search for
the early and late response of plants to stress on a gene- and pathway level.

The identification of transcription factor binding sites showed a clear separation of binding sites
in early and late periods of reactions to heat stress, while a definite global reaction of binding sites
accumulated under drought. Based on our observation, we conclude that no definite time-dependent
division of stress responses exits. Instead there is a mixture of stress-specific and global signaling
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pathways and gene expression profiles. As a next step, I propose to investigate the function of the vast
number of non-annotated genes with no known functions that were deregulated in one or more stress

factors. This will lead to a better understanding of the intertwined processes induced as a reaction to
stress.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Umweltbedingte Stressfaktoren bei Pflanzen

Pflanzen existieren bereits mehr als 700 Millionen Jahre. Im Laufe dieser Evolutionszeit mussten die
Pflanzen sich immer wieder an wechselnde Umweltbedingungen anpassen. Weil die Pflanzen sessile
Organismen sind, mussten sie ihre Stoffwechsel- und Entwicklungsmetabolismen flexibel und anpas-
sungsfihig programmieren. Pflanzen besitzen die Fihigkeit, sich auf veridnderte bis extreme Stress-
bedingungen einzustellen. In den vergangenen Jahren wurden mehrere Experimente durchgefiihrt,
um die Reaktionen der Pflanzen auf abiotische Stressfaktoren wie Hitze, Kilte, Trockenheit, hohe
Salzkonzentration, Lichtintensititen sowie UV-Licht besser verstehen zu konnen. Mit Hilfe dieser
Arbeit sind verschiedene neue Verhaltensmuster festgestellt worden. Auch wenn diese Mechanismen
noch nicht komplett entschliisselt wurden, ist es heutzutage eine allgemein akzeptierte Annahme,
dass Pflanzen iiber Stressrezeptoren verfiigen. Ob es nur einen einzigen Rezeptor gibt, der zwischen
den verschiedenen Stressfaktoren unterscheiden kann oder verschiedene stressspezifische Rezeptoren
existieren, war bisher unklar.

Der Grund fiir die Schwierigkeiten bei der Analyse dieses Problems ist die Annahme, dass Pflan-
zen auf zweierlei Weise auf Stress reagieren. Ein Teil der Stressantwort wird als allgemein klassi-
fiziert, wenn deren Reaktion bei mehreren Faktoren sichtbar wird. Es wird angenommen, dass die-
se globale Antwort bzw. die Mechanismen, die in dieser Phase aktiviert werden, fiir alle abiotische
Stressfaktoren gelten. Es wurde bereits in mehreren unterschiedlichen Untersuchungen herausgefun-
den, dass Calcium als Sekundirmetabolit an der Regulation mehrerer stressbedingter Metabolismen
teilnimmt. Ein weiterer Befund war die erhohte Aktivitit der reaktiven Sauerstoffelemente (ROS) in
unterschiedlichen Konzentrationen bei mehreren abiotischen Stressfaktoren. ROS-Elemente sind fiir
ithre doppelte Funktion bekannt. In kleineren Konzentrationen dienen sie als sekundére Signalmolekii-
le bei der Regulation der Stressantwort und weiteren Mechanismen. Bei einer erhohten Konzentration
haben diese Molekiile einen negativen Einfluss auf die zellulidre Infrastruktur. Dies fiihrt zu der Ein-
leitung des programmierten Zelltodes und zu starken Gewebeschiden. Dariiber hinaus kontrollieren
die ROS-Elemente mehrere Mechanismen von Entwicklungs- und Wachstumsprozessen bis hin zum
Schutz vor biotischen und abiotischen Reizen. Wie auch in dieser Arbeit gezeigt wird, verhalten sie
sich nicht immer konstant und konnen teilweise auch stressspezifisch wirken.

Alle pflanzlichen Mechanismen weisen gewisse Biomarker auf. Dabei handelt es sich um Gene, die
meistens eine Schliisselposition im oberen Level der verschiedenen Signalkaskaden besitzen. Diese
Gene gehoren meistens zu einer von drei Kategorien, Transkriptionsfaktoren, Kinasen oder Phospha-
tasen. Die Funktion der Transkriptionsfaktoren in verschiedenen Stresssituationen wurde bereits in
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6 1. Einleitung

fritheren Experimenten gezeigt (u.a. [266, 274, 265, 322, 117, 20, 159, 290]). Diese Transkriptions-
faktoren werden beim Einwirken von unterschiedlichen Stressfaktoren aktiv. Die Tatsache, dass auf
diesen Stress in unterschiedlicher Weise reagiert und dabei auch verschiedene Signaliibertragungswe-
ge dereguliert werden, deutet darauf hin, dass diese Schliisselgene zum Teil eine globale, aber zum
Teil auch eine stressspezifische Reaktion steuern konnen. Frithere Untersuchungen konnten bereits
zeigen, dass beim Vergleich der verschiedenen Stressfaktoren eine gemeinsame Gruppe deregulierter
Gene aktiviert wurde [161, 280, 348, 361, 288]. Diese Beobachtung verstirkt die Annahme, dass ein
gemeinsames Genset fiir die Signaliibertragung mehrerer Stressfaktoren existiert. Die Komplexitit
der Stressfaktoren und deren Reaktionseigenheit ldsst sich jedoch deutlich anhand der Differenzen
sowohl in der Anzahl der Gene als auch anhand der unterschiedlichen verdnderten Signaliibertra-
gungswege sowie der Periodizitit der Expressionsprofile erkennen.

Die Hypothese iiber die Existenz mehrerer primirer Stressrezeptoren wird dadurch bestétigt [348].
Dagegen konnte gezeigt werden, dass Sekunddrmetaboliten, wie ROS-Elemente, Calcium-Ionen oder
Phytohormone eine Reihe unterschiedlicher Signaliibertragungswege auf unterschiedliche Weise ak-
tivieren. Die sekundir aktivierten Prozesse unterscheiden sich von der priméren Reaktion sowohl
zeitlich als auch vermutlich rdumlich. Diese Sekundirantwort kann auch eine andere Spezifitit auf-
weisen.

1.2 Stresstoleranz und -anpassung

Ein Stress kommt selten allein. Wenn der Boden trocken ist, steigt auch der Salzgehalt in der Erde.
Weil Pflanzen wenige Moglichkeiten haben, Stress zu umgehen, miissen sie ausreichende Strategien
entwickeln, um sich den wechselhaften umweltbedingten Situationen anzupassen. Obwohl die Pflan-
zen eine sehr wichtige Rolle im Leben auf der Erde spielen, ist trotzdem nur wenig dariiber bekannt,
wie sie sich den wechselnden Lichtverhéltnissen bzw. den plotzlichen Klimaverdanderungen anpassen,
welche die Stressreaktionen hervorrufen [18]. In dieser Arbeit sollte ein Stresskompendium erstellt
werden, in dem die Reaktionen auf verschiedene abiotische Stressfaktoren miteinander verglichen und
explizit auf die weiteren Analysen angeschlossen werden konnen. Fiir diese umfangreiche Analyse
wurden unterschiedliche Faktoren mit einer grolen Auswirkung auf das Ertragsvolumen bzw. die
Ertragsstabilitidt der Nutzpflanzen ausgewihlt. Diese Stressfaktoren werden in der ndheren Zukunft
aufgrund der globalen klimatischen Verdnderungen an Bedeutung gewinnen. Um die Agrarwirtschaft
auf diesen Wechsel vorzubereiten, miissen weitere Erkenntnisse iiber die pflanzlichen Wechselwir-
kungen als Reaktion zum Beginn und wihrend der Stressperiode erlangt werden. Aus diesem Grund
wurden die folgenden Stressfaktoren fiir diese Analyse ausgesucht:

Kaltestress

Kiltestress stellt einen bedeutenden abiotischen Stressfaktor dar. Die Effekte der Kéltebedingungen
auf die Pflanze hingen vom Entwicklungsstadium, von der Stressintensitit sowie von der Stressdauer
ab [309]. Wihrend eine schwache Kiltephase lediglich die Akklimatisierungsprozesse der Pflanze
startet, wird diese durch eine intensive Kilteperiode veranlasst, Wasser durch Osmose nach auflen zu
verlieren. Dies fiihrt zu einer erhohten Konzentration geldster Stoffe in der Zelle und zu osmotischem
Stress. Viele Nutzpflanzen (wie z.B. Weizen, Gerste, Roggen) bendtigen sogar eine Kilteperiode fiir
die Vernalisation, bevor sie iiberhaupt keimen konnen. Trotz dieser Voraussetzung beginnt die Pflan-
ze ihre Akklimatisierungsfdahigkeit im Anschluss an die vegetative Phase zu verlieren [76]. Andere
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Pflanzen sind bereits von Beginn an kélte-sensitiv und besitzen gar kein Akklimatisierungspotenzial
(u.a. Reis, Tomate, Baumwolle). Frithere Studien iiber Kilte- bzw. Frosttoleranz haben zu weiteren
Erkenntnissen in diesem Bereich beigetragen. Beim Akklimatisierungsprozess werden zelluldre so-
wie Gewebestrukturen reorganisiert und umstrukturiert. Dabei spielen verschiedene Mechanismen
verbunden mit verdnderten Genexpressionsprofilen eine wichtige Rolle [313, 329].

Hitzestress

Hitzestress beeinflusst das Erntevolumen sehr stark [36, 39, 43, 163, 244]. Er fiihrt zu Stérungen im
zelluldren Gleichgewicht sowie zur Verzogerung im Wachstum und in der Entwicklung der Pflanze
[232]. Die Anwesenheit von iiber 20 Hitzeschockfaktoren (HSFs) im Arabidopsis-Genom zeigt die
Bedeutung dieses Stresses fiir die Pflanze sowie die Komplexitit ihrer Antwort [36, 39]. Ahnlich wie
beim Kiltestress wird eine schwache Hitzeperiode Pflanzen veranlassen, eine Abwehrreaktion gegen
diesen Stress zu entwickeln. Dies ist notig, um die intensiven Verdnderungen zu iiberstehen, welche
die Hitzestress ausgesetzten Pflanze durchliuft. Hitze fiihrt zu einer sehr komplexen Auswirkung
auf die Pflanze, was durch die aufwendige Umstrukturierung der zelluldren Metabolismen deutlich
wird. Die Akkumulation mehrerer Hitzestressfaktoren (HSFs) signalisiert die komplexe Antwort der
Pflanze auf den Stress.

Lichtstress

Eine plotzliche Erhohung der Lichtintensitit fiihrt in der Pflanze zu einer Umstellung der metabo-
lischen und physiologischen Prozesse. Dabei spielen die Erhohung der ROS-Konzentrationen, die
Anpassung der photosynthetischen Prozesse und die VergroBBerung des Vorrats an antioxidativen Me-
taboliten eine grofe Rolle beim Schutz der Pflanze gegen diesen Stress. Die Photosynthese ist der
einzigartige Prozess fiir die Energiegewinnung in Pflanzen. Wird die Pflanze einer starken Lichtquel-
le ausgesetzt, dann wird in der Pflanze ein Uberschuss an reaktiven Sauerstoffelementen produziert,
die durch die Anregung der Photosysteme und dem ,,Auslaufen* der Elektronen aus dem Elektro-
nentransportsystem akkumuliert werden [12, 153]. Die sekundiren Effekte der ROS-Akkumulation
belaufen sich auf die Synthetisierung von ROS-Abbaukomponenten (Peroxidasen, Katalasen usw.),
der Produktion antioxidativer Metabolite (z.B. Anthocyane) zum Schutz gegen das Licht oder den
Abbau des Photosyntheseapparates (z.B. Antennenpigemente oder Lichtkomplexe), um die Schiden
zu begrenzen. Trotz mehrerer Untersuchungen blieben bisher viele Schritte in der sogenannten ,,sys-
temic acquired acclimation® (systemisch angeeignete Akklimatisierung, SAA) unklar [258].

Trockenstress

Wasserstress kann unter anderem durch Trockenheit induziert werden. Die Veridnderungen des Was-
serpotenzials im Boden rufen einen zusétzlichen osmotischen Stress hervor und bringen die ionische
Homoostasis aus dem Gleichgewicht. In der physiologischen Reaktion der Pflanze auf Trockenheit
werden mehrere zellulidre Prozesse aktiviert. Einer der Effekte des trockenheitsinduzierten Stresses
ist die Verminderung der Wachstumsrate [182, 38]. Die Einschrinkungen im Wasserhaushalt haben
immense Konsequenzen auf die Ernteproduktivitit. Als Reaktion auf Trockenheit werden mehrere
photochemische sowie physiologische Metabolismen geédndert. Aufgrund der Reduktion der Wasser-
konzentration wird die CO,-Fixierung behindert, Osmolyten sowie kompatible Soluten werden akku-
muliert und der osmotische Stress wéchst. Obwohl man die Effekte des Stresses gut definieren kann,
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sind die genauen Mechanismen, mit dem sich die Pflanze gegen Trockenheit schiitzen, noch nicht
vollstindig gekldrt. Da man davon ausgehen kann, dass die meisten Verdnderungen auf der Genebene
stattfinden, wird durch weitere Experimente die Vervollstindigung des Stressbildes angestrebt.

Salzstress

Die immer groer werdende Weltbevolkerung und intensivere Agrarwirtschaft in Kombination mit
dem verédnderten Klima fithren zum zunehmenden Salzstress in der Erde. Die Versalzung der Erdober-
fliche ist ein weit verbreitetes Problem der Agrarwirtschaft. Uber 20% des Ackerlandes leiden unter
zu hohen Salzkonzentrationen. Der wachsende Bedarf an Nahrungsmitteln verlangt Nutzpflanzen mit
einer verbesserten Salztoleranz. Gro3e Mengen von Salzionen fiihren zu einer toxischen Wirkung auf
die Pflanze [180]. Sie konnen die enzymatische Aktivitit in der Zelle hemmen. Salzstress ruft eine
komplexe Reaktion von physiologischen Prozessen und einem verdnderten Genexpressionsverhalten
hervor [313, 286, 80, 350, 287]. In den letzten Jahren wurden viele Fortschritte in der Analyse der
Stressreaktion auf Salzstress erreicht (z.B. die Beteiligung der Ca?*-Signale [179], die Aktivierung
der SOS-Signaliibertragungswege [97] oder die Ahnlichkeiten zu weiteren Stressfaktoren in der Grup-
pe der osmotischen Stresssituationen wie Kélte oder Trockenheit). Als Reaktion auf den Stress wird
ein komplexes regulatorisches Netzwerk aktiviert, das die Genexpressionsmechanismen kontrolliert.
Dabei werden Proteinmodifikationen und genetische oder epigenetische und transkriptionelle Verén-
derungen hervorgerufen.

Chemischer/oxidativer Stress

Der oxidative Stress wird durch die Freisetzung radikaler Elemente (ROS) in der Zelle hervorgeru-
fen. Diese Sauerstoffderivate sind natiirliche Nebenprodukte der Redox-Reaktionen in der Zelle. In
niedrigen Konzentrationen dienen die ROS-Elemente sogar als Signalbotenstoffe bei der Regulierung
verschiedener Mechanismen. Die erhohte Produktion toxischer Elemente ist ein gemeinsamer Fak-
tor bei der pflanzlichen Reaktion auf verschiedene biotische Stressfaktoren. Die Pflanzen haben im
Verlauf der Evolution verschiedene Mechanismen entwickelt, um diese Schwankungen in der Radi-
kalenkonzentration zu regulieren. Der antioxidative Stoffwechselweg besteht aus einer grolen Menge
verschiedener Molekiile und Enzyme z.B. der Produktion von Anthocyanen, Ascorbaten oder Peroxi-
dasen. Die Effekte der ROS-Akkumulation sind umfangreich. Einige davon sind Zellmembranabbrii-
che, Storungen in verschiedenen Signaliibertragungswegen, Lipidperoxidation oder die Veresterung
der Fettsdauren. Transkriptomanalysen der durch Paraquat behandelten Pflanzen konnen Aufschluss
tiber die Pflanzenreaktion wéhrend eines oxidativen Stresses geben.

UV-B Stress

Pflanzen konnen sich ohne das Sonnenlicht nicht entwickeln, da sie die lichtbetriebene Photosynthe-
se als Energiequelle zwingend benétigen. Das Sonnenlicht enthélt UV-Strahlung. Dieses Beiprodukt
stellt eine potenzielle Gefahr fiir die Pflanze dar. Durch die Erosion der Ozonschicht in verschiede-
nen Bereichen der Atmosphire wird die Gefahr des UV-Stresses in der nidheren Zukunft in einigen
Teilen der Erde weiter wachsen. Die Effekte des UV-Lichts auf Pflanzen und diverse Organismen
wurden bereits in der Literatur diskutiert [190, 201, 149, 321, 351]. Dabei zeigt sich, dass Stérke
und Dauer der Stressbehandlung eine immense Bedeutung bei der Stressreaktion haben. Unter star-
ker UV-Bestrahlung kann es in der Pflanze zu starken Gewebeschidden (Nekrosis) kommen. Darauf
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reagiert die Pflanze mit der Aktivierung verschiedener Gene der Pathogenabwher [321, 149] Pflan-
zen mit einer Storung in den UV-Schutzmechanismen (Flavonoide, Sinapinsdure-Esterverbindungen)
weisen eine hohe Sensitivitdt gegeniiber dem Stress auf [172, 166]. Trotz der immensen Wichtig-
keit der UV-Stressreaktion wurden die dieser zugrunde liegenden Prozesse und Stoffwechselwege
bisher noch nicht vollstidndig entschliisselt. So konnte z.B. der Stressrezeptor noch nicht identifi-
ziert werden. Es wurde auch bereits bewiesen, dass sich diese Antwort von den normalen DNA-
Reparaturmechanismen unterscheidet [41, 78].

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein erstes Kompendium mehrerer Stressfaktoren unter identischen
Stressbedingungen zu erstellen. Die Analyse mehrerer Stressfaktoren wurde getrennt vorgenommen,
um die Effekte des Stresses auf das Genexpressionsverhalten einzelner Stressfaktoren sowie zusam-
menhédngender Stresseffekte zu identifizieren Das Neue im experimentellen Design dieser Arbeit
ist die Systematik mit der die Grundbedingungen der unterschiedlichen Stressfaktoren aneinander
angepasst wurden, um einen einheitlichen Stresslevel zu erreichen. Dieser globale Transkriptions-
bzw. Translastionsvergleich mehrerer Faktoren unter langanhaltenden Stressbedingungen wurde bis-
her noch nicht durchgefiihrt. Diese Arbeit soll eine fundierte Basis fiir weitere spezifische Analysen
bilden, um auf verschiedene stressbezogene Fragestellungen antworten zu konnen. In dieser Arbeit
sollte untersucht werden, wie die Stressreaktion einzelner Stressfaktoren verlduft. Es wird hier der
Hypothese nachgegangen, dass die Stressantwort in eine allgemeine (frithere/priméire) Phase und eine
stressspezifische (sekundire/spitere) Phase unterteilt werden kann. Mit Hilfe dieses Kompendiums
sollen weitere Analysen ermoglicht werden, um sich auf interessantere spezifischere Gengruppen
oder Pathways zu konzentrieren, deren Verhalten unter einem bestimmten Stressfaktor verdndert wur-
de. Es soll versucht werden, spezifische Gene zu identifizieren, die fiir einen einzigen Stress oder fiir
eine Stresskombination interessant sein konnen. Hierdurch kann bei weiteren Analysen die Durchfiih-
rung einer globalen Expressionsanalyse eingespart und der Fokus auf eine kleinere genauere Anzahl
signifikanter Gene gelegt werden.



Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Pflanzenmaterialien und Anzucht

Arabidopsis thaliana cv. Columbia (col-0) aus eigener Ziichtung wurde unter sterilen Bedingungen
kultiviert. Vor dem Aussden wurden die Samen fiir zwei Stunden mittels Chlorgas sterilisiert und fiir
eine weitere Stunde unter sterilen Bedingungen zur Verdampfung gelassen. Im Anschluss wurden
die Samen fiir 2 Tage stratifiziert. Die Pflanzen wurden als sterile Sprosskulturen auf 2 MS-Medium
[220] bei 22°C, einer Lichtintensitdt von 30uE, 70% Luftfeuchtigkeit und 16h Lichtperiode (Lang-

Tag-Bedingungen) herangezogen.

Fiir die Priparation der Gesamt-RNA (gRNA) zur Herstellung von cRNA wurden 12-14 Samen
pro Platte in standardisierten Petrischalen in der Klimakammer ausgelegt. Nach 14 Tagen wurden
die Keimlinge verschiedenen abiotischen Stressfaktoren ausgesetzt. Die Proben wurden anschlieBend
an bestimmten Zeitpunkten geerntet, sofort im fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C bis zur

weiteren Analyse gelagert.

2.2 Chemikalien und Enzyme

Die folgende Chemikalien bzw. Enzyme wurden in diesen Analysen verwendet.

Chemikalien
7.5M Ammoniumacetat
Bacto™ agar
B-Mercaptoethanol
EDTA
Ethanol
Glukose
Glykogen
MES
Murashige and Skoog basal salt
Natriumchlorid (NaCl)
Paraquatdichlorid Hydrat
Polyethylenglykol 8000 (PEG)
Phenol Chloroform
UltraPure - destilliertes Wasser

2.3 Oligonukleotide

Sigma

BD Company
Sigma
Ambion
Merck

Merck
Invitrogen
Sigma

Sigma

Sigma

Riedel de-haen
Fluka

Roth

Gibco

Enzyme
DNA Polymerase I Invitrogen
DNA Ligase Invitrogen
RNase Invitrogen
Superscript II RT Invitrogen
T4 DNA Polymerase Invitrogen

molekularbiologische Kits
Eukaryoric hybridisation controls  Enzo Biochem
RNA Mini Kit Qiagen
RNA Plant Mini Kit Qiagen
RNA transcript labeling Kit (T7)  Enzo Biochem

Der folgende Oligo-dT Primer wurde bei der cDNA Synthese verwendet (MW G BIOTECH):
T7-(T)-24 5’-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’

10
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2.4 Puffer und Medien

Fiir die Kultivierung der Arabidopsis Sprosslinge wurde das folgende Wachstumsmedium verwendet:

MS Medium [220] Je 5% MS Micro- und Macrosolutions, 1.7% Glucose 0.05% MES
Mit 5SM KOH auf pH-Wert 5.8. 0.5% Agar

Bei der Autbereitung der Proben zur Isolierung der Gesamt-RNA, cDNA-Synthese und cRNA-Trans-
kription (In-Vitro, IVT) wurden die folgenden Losungen benutzt:

TAE Puffer Tris, Acetat (Essigsdure), 0.5M Nay EDTA

TE Puffer Tris (pH 8.0), 0.5M Na; EDTA

Erststrangsynthese Losung 5x first strand buffer, 0.1M DTT, 10mM dNTPs

Zweitstrangsynthese Losung 5x second strand buffer, DNA-Polymerase I, 10mM dNTPs, DNA-Ligase, RNaseH
Fragmentierungspuffer IM Tris acetate (pH 8.1), MgOAc, KOAc

Hybridisierungscocktail Control Oligo B2 3nM, 20x Control cRNA Cocktail, Herings Sperma (19mg/ml), ace-

tyliertes BSA (50mg/ml), 2x MES Hybridisierungspuffer
Fiir die Vorbereitung, Hybridisierung und Aufarbeitung der Microarrays wurden die folgende Losun-
gen genommen:

Hybridisierungspuffer 12x MES Stock buffer, SM NaCl, 0.5M EDTA, 10% Tween 20
Waschpuffer A 20x SSPE, 10% Tween 20

Waschpuffer B 12x MES Stock buffer, SM NaCl, 10% Tween 20

Férbelosung 1,3 2x Stain buffer, BSA (50mg/ml), SAPE (1mg/ml)

Férbelosung 2 2x Stain buffer, BSA (50mg/ml), Goat IGG, Antistreptavidin (biotinylated)
Stain Buffer 12x MES Stock buffer, SM NaCl, 10% Tween 20

12x MES Stock buffer MES free acid monohydrate, MES sodium salt

2.5 Software Tools und Internet Ressourcen

2.5.1 Software Tools

AuBer den iiblichen Software fiir die Bild- und Textbearbeitung (Microsoft Office, Photoshop, Text-
pad usw.) wurden die folgenden speziellen Applikationen fiir die Arbeit verwendet:

GeneChip® Operating System Affymetrix Bedingungsprogramm fiir die Waschstation der Chips

Refiner Ver. 5.0 GeneData Statistische Analysen und Preprozessierung der DNA Microarrays

Analyst Ver. 5.3 GeneData Auswertung der Daten aus Microarray Experimenten

R Software Paket Ver 2.9 R  Statistical  Applikationsplattform fiir statistische Methoden zur Analyse von DNA Mi-
Computing croarrays

GSEA broad Institute Applikation zur Analyse statistischer Signifikanz anhand von Gensignaturen

Scifinder 2007 cas Literatursuche in mehreren naturwissenschaftlichen Datenbanken

Spotfire Tibco Visualisierungsprogramm fiir statistische Resultate

Pathway Studio 7 Ariadne geno-  Erstellung, Interpretation und Darstellung von Genexpressionsprofilen und
mics Stoffwechselwegen. Suche nach Beziehungen zwischen Genen, Proteinen oder

funktionelle Gruppen.

2.5.2 Internet Ressourcen, Datenbanken und Tools

Das Internet als Informationsquelle spielt eine besonders wichtige Rolle bei der Beschaffung von
Informationen. Die nachfolgenden Webseiten wurden besonders hédufig benutzt und trugen viel zur
Vervollstindigung der Information in dieser Arbeit bei:
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http://www.arabidopsis.org/index.jsp
http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi
http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
http://datf.cbi.pku.edu.cn/

http://ptam.sanger.ac.uk/
http://www.affymetrix.com/analysis/netaffx/
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/info.html
http://www.ebi.ac.uk/GOA/
http://www.genome.jp/kegg/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.r-project.org/
http://www.bioconductor.org/
http://www.scopus.com/

2.6 Geriate und Materialien

The Arabidopsis Information Resource Homepage

Arabidopsis Gene Regulatory Information Server

Gene Ontology Datenbank
Datenbank zur Visualisierung funktioneller Annotationen
Information iiber Arabidopsis Transkriptionsfaktoren
Proteinfamilien Datenbank
Annotationen der Affymetrix Proben
Datenbank fiir cis-wirkende regulatorische DNA Elemente
Gene Ontology Annotationen
Datenbank fiir genomischen, molekularbiologischen und Netzwerk-
basierten Information, Literaturrecherche
Datenbank fiir molekularbiologischen Information
Software fiir statistischen Analysen
Softwareplattform fiir statistische Methoden zur Genomeanalyse
Datenbank fiir Literaturrecherchen

Geriite Materialien
Biophotometer Eppendorf Adapterrack Retsch
Cellcam b/w phase GmbH Microarrays Affymetrix
Centrifuge 5415 R /D Eppendorf Micropore M
Cryscopic Osmometer Osmomat 030 Gonotec PE-Ré&hrchen Sarstedt
Feinwaage Sartorius Petrischalen Greiner
Fluidics Station 400 Affymetrix Phase-Lock Gel heavy Eppendorf
GeneChip Hybridization Oven 640 Affymetrix Pipette Rainin
GeneChip Scanner 3000 Affymetrix Pippetenspitzen Rainin
Inkubationsschrank OV3 Biometra Rohrchen Sarstedt
Sterilbank LaminAir HA 2448 Hereaus Uvetten Eppendorf
LI 1000 DataLogger Li-Cor Biosciences UV-Leuchtrohren Philips
PowerShot A640 Canon Wolframerbide Kiigelchen  Qiagen
Retscher MM 301 Retsch
Stratalinker 2400 Stratagene
Thermocycler T3 Biometra
Thermomixer compact Eppendorf
Ultra Thurrax RZR-2000 Heidolph
UV-Entkeimungs-strahler NN30/82 Hereaus
Uvikon Spectrophotometer 930 Kontron instruments
Versatile environmental test chamber MLR-350HT  Sanyo

2.7 Die Applikation umweltbedingter Stressfaktoren bei A. thaliana Pflanzen

Die zugrunde liegende Hypothese in dieser Arbeit war, dass Pflanzen auf jede Art des umweltbe-
dingten Stresses in dhnlicher Weise reagieren. Um diese abiotischen Stressfaktoren vergleichen zu
konnen, war es von hochster Wichtigkeit, dass die phidnotypische Antwort auf jeden Stress moglichst
identisch verlduft.

Aus diesem Grund wurden fiir alle Stressfaktoren erst mehrere Vorversuche durchgefiihrt. Es sollte
vermieden werden, dass die Stressbedingungen dazu fiihren, dass die Pflanzen zu schnell absterben,
ohne dass der Stress gemessen werden kann oder dass die Intensitét des Stresses zu schwach ist, um
eine Reaktion hervorzurufen. Nach Beendigung der Analyse der Vorversuche konnten die experimen-
tellen Bedingungen in Erwartung einer dhnlichen Reaktion bei allen Stressfaktoren (SF) festgelegt
werden.

Am Tag des Stressbeginns wurden die Platten den jeweiligen Stressbediengungen ausgesetzt (Abb.
2.1). Bei Stressfaktoren unter einem kontinuierlichen Stress (Hitze, Kilte, Salzstress, Lichtstress, che-
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Abbildung 2.1: Versuchsablauf. Der feste Zeitpunkt fiir die Entnahme der Proben wurde gesetzt, um circadianische Fluktuationen in der pflanzlichen
Reaktion zu vermeiden. Um sicherzustellen, dass alle Stressfaktoren miteinander vergleichbar sind, wurde darauf geachtet, dass eine bestimmte
Uhrzeit fiir den Beginn aller Stressbehandlungen so wie einheitliche Zeitpunkte fiir die Probenentnahme bei allen Experimenten eingehalten wurden.

mischer Stress - Paraquat, Trockenstress - PEG 8000) wurden die Pflanzen diesem Stress ausgesetzt
und bis zum Zeitpunkt der Ernte unter den Stressbedingungen gelagert. Bei dem transienten Stress-
faktor (UV-Licht) wurden die Pflanzen dem Stress fiir die festgelegte Zeitperiode ausgesetzt und
anschlieBend in der Klimakammer gelagert. Alle Stressversuche wurden gezielt um 09:00 Uhr gestar-
tet, um mogliche circadianische Fluktuationen kontrollieren zu kdnnen. Zu bestimmten Zeitpunkten
(1, 3, 6,9, 24 und 48 Stunden nach Stressbeginn) wurden die Rosetten der behandelten Pflanzen und
der Kontrollpflanzen in Eppendorf-GefidBien (mit Schraubverschluss, SARSTEDT) geerntet (Abb. 2.1).
Um zu vermeiden, dass die Pflanzen einem zusétzlichen Stress durch das Ernten ausgesetzt wurden,
achtete man darauf, dass bei der Prozedur vom Beginn der Ernte bis zum Einfrieren der Probe der
Zeitraum von Imin nicht iberschritten wurde.

Kiiltestress. Die Pflanzen wurden unterschiedlich niedrigen Temperaturen (0°C, 2°C, 5°C und
10°C) fiir verschiedene Zeitperioden ausgesetzt. Die Zeit des Aussetzens variierte von drei Stunden
bis zu fiinf Tagen. Die Petrischalen wurden aus der Klimakammer genommen und in einem Kli-
maschrank (Versatile environmental test chamber MLR-350HT, SANYO) gelagert. Die Temperatur
wurde eingestellt. Die Lichtintensitit wurde bei 30-40uE (Mikroeinstein) gemessen. Die Feuchtig-
keit im Klimaschrank lag bei ca. 70-80%. Als die Analyse der Vorversuche abgeschlossen war, wurde
eine Temperatur von 5°C fiir das eigentliche Experiment festgelegt.

Hitzestress. In den experimentellen Vorversuchen zur Festlegung der experimentellen Bedingun-
gen bei Hitzestress wurden die Pflanzen verschiedenen hoheren Temperaturen (48°C, 45°C, 38°C und
35°C) fiir Zeitperioden von drei Stunden bis zu einer Woche ausgesetzt. Der experimentelle Verlauf
dhnelt dem fiir die Applikation vom Kiltestress. Mit Ausnahme der Temperatur wurden identische
Bedingungen im selben Klimaschrank verwendet. Aufgrund der phinotypischen Ahnlichkeiten zu
den anderen Stressfaktoren und dem schnellen Gewebezerfall wurde eine Temperatur von 38°C fiir
die weiteren Analysen ausgewihlt.

Lichtstress. Zwei Wochen alte Pflanzen wurden aus den Standardbedingungen genommen und
unter die Lichtanlage gelegt. Fiir die phédnotypische Analyse waren die Pflanzen zwei Tage einer
Lichtintensitidt von ca. 300-420uE ausgesetzt. Fiir die weiteren Analysen wurde aufgrund der phino-
typischen Ahnlichkeiten mit den restlichen Stressfaktoren eine Lichtintensitit von ca. 380uE gewiihlt.

Oxidativer Stress induziert durch Behandlung mit Paraquat. Fir den chemischen Stresseffekt
wurde das Kontanktherbizid Paraquat Dichlorid (Cat. Nummer: 1910-42-5, RIEDEL DE-HAEN) ein-
gesetzt. Es handelt sich um eine quartire Ammoniumverbindung (Abb. 2.2), welche Superoxide und
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andere reaktive Sauerstoffspezies (ROS-Elemente) in der Pflanze generieren kann. Fiir die Behand-
lung der Pflanzen wurde eine Spritzmischung hergestellt (Tab. 2.1).

96%  0,2% Agrotin Cl . N/ \ / \N ' cl
2,8%  Herbizidvormischung
1,2%  Wirkstoffmischung

Tabelle 2.1: Spritzmischung Abbildung 2.2: Molekulare Struktur vom Paraquat

2mg Paraquat wurden in 200uL. Wasser aufgelost, was eine Konzentration von 100g/ha ergibt.
Die Basislosung wurde entsprechend verdiinnt, so dass unterschiedliche Endkonzentrationen erreicht
wurden. Die Platten wurden dann mit den Konzentrationen 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20 und 50g/ha gespritzt.
Die phénotypische Analyse zeigte, dass Konzentrationen von 10g/ha und hoher zu derart starken
Schiden fiihren, dass sich die Pflanze hiervon nicht mehr erholen kann. Aus diesem Grund wurde
entschieden, mit einer Konzentration von 5g/ha fiir die Microarrays zu arbeiten.

Trockenstress. Polyethylenglykol (PEG) mit einem hoheren Molekulargewicht reduziert die Tran-
spiration und das Wasserpotenzial durch die Erh6hung der Losungsviskositit [ 168, 327]. Die Senkung
des Wassertransports fithrt zum Austrocknen der Pflanze. Zunédchst mussten zwei Schwierigkeiten bei
der Arbeit mit PEG gelost werden, damit es als Trockenstressinduktor eingesetzt werden konnte. Zum
einen durfte PEG nicht autoklaviert werden, da es seine strukturelle Integritét verliert. Zum anderen
kann beim mischen vom PEG mit einem autoklaviertem Wachstumsmedium die Mischung nur bei
sehr niedrigen PEG-Konzentrationen polymerisieren.

Aus diesem Grund wurde eine Overlay-Losung erstellt, welche aus PEG mit Wachstumsmedi-
um ohne Agar besteht. Unter sterilen Bedingungen wurde sie iiber das fest gewordene Agarmedium
gegossen. Die Platten wurden fiir 48h im Kiihlraum gelagert. Es musste darauf geachtet werden,
dass die Overlay Losung die doppelte Konzentration an PEG enthilt, die fiir das Agar vorgesehen
ist, da beide Losungen einen Konzentrationsausgleich anstreben, wodurch sich die Konzentration im
Overlay halbiert. Fiir die Feststellung der richtigen PEG-Konzentration wurde eine Testreihe gest-
artet (5%, 10%, 20%, 30%, 40%. 50% und 70% PEG). 48 Stunden vor dem Stressbeginn wurden
neue Petrischalen mit Ndhrmedium begossen. Nachdem das Agar polymerisiert wurde, wurden 30 ml
Overlay-Mischung iiber das Agar gegossen und fiir 48 Stunden gelagert. Durch diese Art der Lage-
rung kann das Polyethylenglykol in das Agarmedium diffundieren. Dadurch wird das Wasserpotenzial
im Ndhrmedium herabgesetzt.

Kurz vor Stressbeginn und unter sterilen Bedingungen wurden die Platten ge6ffnet und die Overlay-
Losung verworfen. Die Pflanzen wurden aus der Lang-Tag-Kammer genommen und ebenfalls unter
sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig! in die neuen Platten mit dem niedrigeren
Wasserpotenzial umgesetzt. Nach dem Transfer wurden die Platten in die Klimakammer zuriickge-
bracht. Nach zwei Tagen wurde die Phéanotypisierung der Platten durchgefiihrt. Aufgrund der phino-
typischen Ergebnisse, der Wachstumsgeschwindigkeit und des Schidigungslevels der Pflanzen wurde
eine PEG Konzentration von 30% fiir die weitere Analysen festgesetzt.

Salzstress. Die Pflanzen wurden mit Natriumchlorid (NaCl) in verschiedenen Konzentrationen
gestresst. Um eine zu hohe Salzkonzentration zu vermeiden, die zusitzlich osmotischen Stress aus-

'Die Wurzel darf nicht beschiidigt werden. Mechanisch zerstorte Wurzeln erlauben den Pflanzen die Aufnahme des PEG-verdiinnten Wassers. Da-
durch wird der Stresseffekt reduziert oder gar gestoppt. Wenn zuviel PEG in die Pflanze eindringt, hat es eine toxische Wirkung, welche die Stressantwort
verfilschen kann.
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losen wiirde [6], wurde die Versuchsreihe mit einer niedrigen Konzentration von 50 mM begonnen
und anschlieBend schrittweise auf 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 300 mM und 400 mM NaCl
erhoht.

Ahnlich wie beim Trockenstress wurden fiir das Aussetzungsprozedur der Pflanzen neue Platten
vorbereitet, welche mit einer Mischung aus 1/2 MS Losung und der entsprechenden NaCl-Konzen-
tration gefiillt wurden. Die Pflanzen wurden am Beginn des Stresses auf die neuen Platten umgesetzt
und fiir weitere zwei Tage unter Standardbedingungen gelagert. Es zeigte sich, dass 150 mM die
hochste Konzentration ist, welche die Pflanzen iiberstehen konnen, ohne pathologische Reaktionen
hervorzurufen. Dies wurde ebenfalls in anderen Experimenten nachgewiesen [161]. Aufgrund der
phénotypischen Ahnlichkeiten mit den anderen Stressfaktoren wurde fiir die weiteren Analysen die
Salzkonzentration von 150mM NacCl verwendet.

UV-B Stress. Der UV-Stress wurde als einziger Stress auf transiente Weise analysiert. Die Plat-
ten wurden unter sterilen Bedingungen fiir verschiedene Zeitperioden (10-180 Minuten) einer UV-
Strahlung ausgesetzt. Die Bestrahlungsdauer sollte lang genug sein, damit die Pflanzen Stresseffekte
(phinotypische als auch metabolische) aufweisen, jedoch so gewihlt werden, dass pathologische Re-
aktionen vermieden werden konnen.

Nach der vorgegebenen Stressdauer wurden die Platten zuriick zur Klimakammer transportiert und
dort bis zur weiteren Analyse gelagert. Nach der Auswertung der Pflanzenreaktion auf UV-Stress,
zwei Tage und eine Woche nach Stressanfang, wurde entschieden, dass die Aussetzungsdauer von 30
Minuten eine dhnliche Reaktionsstédrke in den Pflanzen hervorruft.

Transferstress. Zwei der sieben untersuchten Stressfaktoren beinhalten zusitzlich zum eigentli-
chen abiotischen Stress auch einen weiteren Faktor, der nicht unbeachtet bleiben darf. Sowohl beim
Trockenstress (Seite 14) als auch beim Salzstress (Seite 14) werden die Pflanzen aus einer Platte
mit einem unbehandelten Medium in eine zweite Platte mit einem neuen verdnderten Medium trans-
feriert, welches der Stress verursachende Reagenz enthélt. Damit konnte ein weiterer Stressfaktor
auf die Pflanzen wirken, der vom abiotischen Stress unabhingig ist. Der mechanische Stress sollte
deshalb separat analysiert werden, um das Expressionsverhalten der Gene, deren Expressionswerte
lediglich aufgrund des mechanischen Stresses hoch- bzw. herunterreguliert werden, von der abioti-
schen Stressantwort zu unterscheiden. Um dies zu erreichen, wurde eine Testreihe aufgestellt, bei der
die Pflanzen keinem abiotischen Stress ausgesetzt wurden. Die Pflanzen wurden lediglich von einer
Platte in eine zweite transferiert und in den gleichen Zeitpunkten wie die restlichen Stressfaktoren
geerntet und eingefroren.

2.8 Nukleinsidure-Chemische Methoden

2.8.1 Vorbereitung der Proben

Fiir die Isolierung der gRNA wurden die Pflanzen in gefrorenem Zustand mit einer Schwingmiihle
(MM 300, RETSCH) vollstiandig gemorsert. Die Arbeit wurde komplett im Stickstoff durchgefiihrt,
damit der RNA-Haushalt der Pflanze sich nicht mehr verindert.
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Abbildung 2.3: Gelelektrophoretische Auftrennung der isolierten gRNA aus
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2.8.2 Isolierung der Gesamt-RNA aus A. thaliana Pflanzen

Die Isolierung der gRNA wurde nach dem von Qiagen entwickelten Protokoll fiir die RNA-Reinigung
durchgefiihrt [252]. Die Féllung der RNA wurde mittels Ethanol-Ammoniumacetat Préizipitation iiber
Nacht bei -80°C durchgefiihrt. Das Pellet wurde mit Ethanol gereinigt, anschlieend getrocknet und
fiir die Quantifizierung wieder im Wasser gelost.

2.8.3 Photometrische Mengenbestimmung der Gesamt-RNA

Der Nukleinsduregehalt und die Reinheit der Probe konnen durch eine spektralphotometrische Mes-
sung im UV-Bereich bestimmt werden. Hierbei wird die Absorption bei 260nm und 280nm gemessen.
Die optische Dichte (OD) einer Nukleinsdurelosung bei 260nm (Ey¢q) ist ein MaB fiir die Konzen-
tration an Nukleotiden. Der Wert bei Egp gibt Aufschluss iiber die Verunreinigung. Eine optische
Dichte von 1 entspricht bei Eogg 4011 g/ml ssRNA. Der Quotient E»g0/E2g0 sollte um den Wert 2,0 lie-
gen. Die Messung wird in speziellen Quarzkuvetten vorgenommen, da diese keine Eigenabsorption
im UV-Bereich besitzen.

Der Faktor 40 entspricht OD=1 bei der Wellenldnge E»¢o. Der Verdiinnungsfaktor, in dem die Pro-
be mit Wasser vermischt wurde, wird ebenfalls beriicksichtigt. Nach der photometrischen Quantifi-
zierung der Probenmenge wurde eine qualitative Analyse mittels 1,5%igem Formaldehyd-Agarosegel
durchgefiihrt (Abb. 2.3). Auf dem Gel konnen die Banden fiir die unterschiedlich grofe rRNA an-
hand der gelaufenen Strecke identifiziert werden. Je grofler das Molekiil ist, desto langsamer bewegt
es sich auf dem Gel. Aus diesem Grund befindet sich die groBte 28S rRNA Molekiile am nichsten
zum Ursprungspunkt, wihrend die 23S rRNA Molekiile sowie rRNA-Fragmente am weitesten liegen.
Anschlieend wurde die Nukleinsidurekonzentration mittels Formel 2.1 in jedem Gefd8 auf 2ug/uL
eingestellt.

UgRNA
ml

Yrva =40 x Ejgo X Verdiinnungsfaktor = 2.1

2.8.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde nach dem Affymetrix Protokoll fiir One-Cycle cDNA Synthesis Herstel-
lung durchgefiihrt [5]. Als Primer fiir die Initialisierung der Synthese wurde den Proben 1ul T7-(T)-
24-Primer (MWG,100pmol/ul) gegeben.

Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion zur Abtrennung der Nukleinsduren aus den proteinhaltigen
Losungen wurden die ,,Phase-Lock Gel heavy* Gefid3e (EPPENDORF) nach dem beiliegenden Proto-
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Abbildung 2.4: Das Fragmentierungsgel der cRNA Proben. Je zwei Abbildung 2.5: Beispiel fiir B2-Oligos in der Ecke und am Rand eines
Spalten enthalten abwechselnd eine fragmentierte und eine Microarrays. Positive Kontrolle fiir eine erfolgreiche Hybridisierung
unfragementierte Aliquot derselben Probe. Vier biologische Replikate einer stellen die B2 Kontrolloligos dar. Sowohl das Schachbrettmuster als auch
bestimmten Probe wurden auf einem Agarosegel aufgetragen. Die obere  der Rand des Chips dienen als Kontrolle fiir die GleichmiBigkeit des
Reihe enthélt die behandelten Proben, die untere die entsprechende Prozesses.
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koll benutzt. Der Uberstand wurde in ein zweites GefiB gegeben. Fiir die Fillung wurde ein Gemisch
aus Ammoniumacetat, Ethanol und Glykogen verwendet. Die Zugabe vom Glykogen zum Fallungs-
gemisch bewirkt eine bessere Visualisierung des Pellets und vergrofert die Ausbeute [108, 314]. Das
Pellet wurde dann mit Ethanol gewaschen und getrocknet. Fiir die photometrische Quantifizierung
wurden die Proben wieder in Wasser gelost.

2.8.5 In-Vitro Transkription (IVT)

Nachdem die cDNA qualitativ und quantitativ analysiert wurde, begann die In-Vitro Transkription
(IVT) nach dem Protokoll von Enzo Life Science Inc. [68]. Der IVT-Prozess produziert eine erhohte
Menge Biotin-markierter Antisense mRNA (die Markierung findet an den Basen UTP und CTP statt),
welche auch als cRNA gekennzeichnet wird (Abb. 2.6). Darauffolgend wurden die IVT-Produkte ge-
mil dem RNeasy Mini Kit Protokoll (QIAGEN) gewaschen. Nach der Elution der Proben folgte eine
weitere photometrische Messung der cRNA-Ausbeute. Fiir eine erfolgreiche IVT sollte die cRNA-
Menge moglichst 80-100u g, mindestens 50t g, entsprechen.

2.8.6 Fragmentierung der cRNA

Damit die cRNA-Striange an die Proben im Array anbinden kdnnen, mussten sie zunichst fragmen-
tiert werden. Mit Hilfe von Hitze und Mg?*-Ionen wurden sie zu kiirzeren Sequenzen der Linge
25-200bp geschnitten (Abb. 2.6). Laut dem Affymetrix-Handbuch [5] ist dies eine Voraussetzung
fiir eine erfolgreiche Hybridisierung. Diese Lénge ist optimal, um eine einheitliche Verteilung der
Zielsequenzen auf der gesamten Flidche des Chips zu erreichen. Sequenzen in dieser Gro3enordnung
minimieren die gegenseitigen sterischen Effekte, welche bei der Bindung vorkommen konnten. Die
Fragmentierung erleichtert die Hybridisierung und erhoht deren Effizienz und Reproduzierbarkeit.
Die Fragmentierung erfolgte nach dem Affymetrix Protokoll fiir die Probenaufbereitung auf die
Hybridisierung [5]. Zur Qualititskontrolle wurden die fragmentierten Proben zusammen mit de-
ren unfragmentiertem Gegenstiick abwechselnd auf einem Agarosegel aufgetragen (Abb. 2.4). Der
Schmier in den unfragmentierten Banden (2,4,7,9) deutet auf cRNA in unterschiedlichen Gré8en hin,
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wihrend in den fragmentierten Spalten (3,5,8,10) sich die gesamte Menge in einem Bereich kon-
zentriert, was auf eine einzige Fragmentengrofe schlieen lidsst. Die Spalten 1 und 6 (M) dienen als
Laufkontrolle und enthalten die 1kB DNA-Leiter. Die Aliquots in der oberen Hélfte wurden der be-
handelten Probe entnommen, wihrend die Kontrollproben unten aufgetragen wurden. Ein Beispiel fiir
eine nicht korrekte Fragmentierung kann in Bahn 10 beobachtet werden. Am unteren Rand ist kein
Fleck zu sehen. Dagegen ist eine schwache Markierung entlang des Gelverlaufs sichtbar.

2.8.7 Hybridisierung der Proben

Nach der Fragmentierung wurden die Proben mit dem Hybridisierungscocktail aufgefiillt. Diese Lo-
sung enthilt Salze, Blockierungsagentien und bakterielle RNA-Spikes: Control Oligo B2 3nM, 20x
Control cRNA cocktail, Herings-Sperma [10mg/ml], acetyliertes BSA 50mg/ml und Hybridisierungs-
puffer.

Die B2 control-Oligos dienen als positives Hybridisierungssignal. Sie werden von der GCOS-
Software dazu verwendet, ein sogenanntes Grid (Gitter) auf den Chip zu legen (Abb. 2.5). Schwan-
kungen in der B2-Hybridisierungsintensitit sind normal und deuten nicht auf ineffiziente Hybridisie-
rung hin. Das Analyseprogramm legt ein Gitter iiber den Chip, um ihn auswerten zu konnen. Das
alternierende Muster am Rande des Chips (hell-dunkel) und die schachbrettartige Struktur in den
Ecken des Arrays werden durch die B2 Oligos angegeben und markieren die Grenzen des Chips.

Der 20x-Control Cocktail enthilt eine Mischung von bakteriellen biotinmarkierten cRNA-Trans-
kripten bestimmter Gene (BioB, BioC, BioD, Cre) in festgesetzten und bekannten Konzentrationen.
Sie werden der Probe immer in derselben Menge hinzugefiigt und dienen als Kontrolle fiir die Effizi-
enz der Hybridisierung. Bis zur Auswertung wurden die Proben bei -80°C gelagert.

2.9 Verwendung der Microarray fiir die Genexpressionsprofile-Analyse

Fiir alle Analysen in dieser Arbeit wurden die GeneChip® Arabidopsis ATHI Genome Arrays der Fir-
ma Affymetrix verwendet [4]. Die ATH1 Arrays enthalten 22.810 Proben mit iiber 24.000 Genen. Die
Information tiber die Gene wurde aus verschiedenen Quellen (TIGR, TAIR) gesammelt und werden
auf der Seite der NetAffx™ Analysis Center’ kontinuierlich weiter aktualisiert.

2.9.1 Vorbereitung der Chips

Als Vorbereitung fiir die Hybridisierung wurden die Arrays erst mit 200ul 1xMES-Hybridisierungs-
puffer gefiillt und im Hybridisierungsofen (vorgeheizt auf 45°C) bei 60rpm gedreht. Das Drehen der
Chips im Ofen fiihrt zu einer gleichméBigen Verteilung der Losung iiber die Oberflache des Chips.

Die aufgetaute Probe wurde bei 94°C fiir fiinf Minuten inkubiert und bis zur Abkiihlung wieder auf
Eis gelegt. Die Gefidle wurden kurz gevortext und dann fiir 5 Minuten auf hochster Geschwindigkeit
zentrifugiert. Fiir einen Temperaturausgleich wurden die Rohrchen fiir fiinf Minuten im Heizblock
bei 45°C gelagert.

Paarweise wurden die Chips aus dem Ofen entnommen, der Hybridisierungspuffer wurde ver-
worfen und die Chips wurden stattdessen mit dem vorgewidrmten Hybridisierungscocktail gefiillt.
Anschliefend wurden die Chips fiir 16 Stunden in konstanter Bewegung hybridisiert. Am Ende des

Zhttp://www.affymetrix.com/analysis/index.affx
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Hybridisierungsprozesses wurde der Hybridisierungscocktail aus dem Chip entnommen, die Chips
wurden vollstidndig mit Puffer A befiillt und kalt und dunkel gestellt.

2.9.2 Waschen und Firben

Der Waschprozess wurde gemiB dem Affymetrix3-Protokoll durchgefiihrt [5]. Mit Puffer A, einem
nicht-stringenten Reagenz wurden die unspezifischen cRNA-Stringe aus dem Array gewaschen. Puf-
fer B wirkt spezifischer und sorgt dafiir, dass nur solche cRNA-Sequenzen mit einer hohen Homologie
auf dem Array gebunden bleiben.

Entsprechend desselben Protokolls wurden die Arrays anschlieend gefirbt [S]. Die an den Ar-
rays gebundenen biotinylierten cRNA-Zielsequenzen wurden in drei Schritten gefidrbt (Abb. 2.6). Die
erste Farbelosung enthilt Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE). Die SAPE-Molekiile haben eine hohe
Affinitdt zu Biotin und gehen mit diesem eine sehr stabile und selektive Bindung ein. Fiir die Signal-
amplifizierung enthilt die zweite Firbelosung Anti-Streptavidin-Antikdrper (Goat) und biotinylierte
goat IgG Antikorper. (2.6). Die dritte Fiarbelosung wurde erneut mit SAPE versetzt. Diese binden jetzt
an die IgG Antikorper. Dadurch wird das fluoreszierende Licht verstirkt und das Signal vervielfacht.
Die Zusammenfassung aller Aufbereitungsschritte von der Ernte bis zum Scannen der Arrays wurde
in Abbildung 2.6 dargestellt.
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Abbildung 2.6: RNA Aufarbeitung-Workflow. Nach der Ernte folgt die RNA-Isolierung und die cDNA-Synthese. Mittels IVT wird cRNA
transkribiert und die neuen Sequenzen mit Biotin markiert. Nachdem die Sequenzen fragmentiert wurden, folgt die Hybridisierung. Der Firbeprozess
erfolgt in drei Schritten, beginnend mit SAPE (Streptavidin-Phycoerythrin), SAPE-Antikorper und wieder SAPE fiir die Signalamplifizierung. Die
Lichtsignale werden gescannt und die Data im Rechner analysiert.

2.9.3 Visualisierung

Nach der Fiarbung miissen die SAPE-Intensititen gemessen werden. Mit einer Bildbearbeitung Soft-
ware (GCOS, GeneChip® Operating System) wurden die Chips in den Scanner (GeneChip® Scanner

3http://www.affymetrix.com/support
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3000 AFFYMETRIX) eingelesen.

Das Programm erstellt mehrere Dateien. Die *.DAT Dateien enthalten Information iiber die Ab-
bildung (Image Files), welche vom Scanner beim Einlesen der Probe generiert wurden. Aus diesen
Dateien werden die *.CEL Files erstellt. Hier werden die Expressionswerte (Intensititen) der Proben
gespeichert. Die *.CHP Dateien fassen die numerischen Daten aus den beiden oberen Dateien zu-
sammen. Die *.RPT Files sind Textdateien, welche alle wichtigen Daten iiber die Einstellungen der
Expressionsanalyse und die Hybridisierungsintensititen der Proben zusammenfiihren. Hier werden
die Werte fiir die Qualitidtskontrollen der Hybridisierung gespeichert.

2.9.4 Auswertung und Interpretation der Daten

Fiir die Normalisierung der Daten wurde der RMA-Algorithmus (Robust Multichip Average) ver-
wendet [124]. Dieser wurde aufgrund seiner hoheren Spezifitit im Vergleich zu anderen Algorithmen
gewdhlt [176]. Die erwartete Sensitivitit wurde im Experiment durch eine konstante RNA-Menge in
allen Proben und identische Grundbedingungen erreicht. Ein weiterer Vorteil von RMA ist Die Iden-
tifizierung von weniger falsch-positiven Ergebnissen als bei anderen Kondensierungsalgorithmen wie
z.B. MASS [131].

2.10 Qualititsanalyse der technischen Daten

Fiir die Qualitdtskontrolle der technischen Daten wurden zwei Software-Pakete verwendet. Die Ex-
pressionist®-Software (GENEDATA®) unterstiitzt die Automatisierung des Analyseprozesses des kom-
pletten Genoms. Sie beinhaltet Algorithmen fiir die Qualititskontrolle sowie Datenbearbeitung und
unterschiedliche statistische Tools. Das Refiner-Modul wertet die Qualitdt der Chips aus und dient
als technisches Kontrollelement. Es beinhaltet die verschiedenen Normalisierungsalgorithmen und
Kondensierungsmethoden. Der Analyst dient der Analyse der Microarray-Data. Er enthélt mehrere
statistischen Methoden fiir die Datenauswertung und fiir den Vergleich mit externen Quellen.

Die R-Softwareumgebung® enthilt mehrere Algorithmen fiir die Qualititskontrolle und Daten-
extraktion fiir Microarrays [164]. Hierbei existieren fiir jeden Bereich der Genexpressionsanalyse
einzelne Pakete. Mit Hilfe der R-Software wurden weitere Qualitdtskontrollen durchgefiihrt. Dariiber
hinaus wurde in dieser Arbeit das Bioconductor-Paket® verwendet, eine weitere open-source Anwen-
dung fiir die Analyse und das Verstindnis genomischer und metabolischer Daten.

2.10.1 Die Refiner-Analyse

Fiir die Automatisierung der Analyse im Refiner-Modul der Expressionist®-Software wurde ein Work-
flow erstellt (Abb. 2.7). Zuerst wurde die Formatierung der *.CEL Dateien iiberpriift. Im néchsten
Schritt wurde die mittlere Intensitit aller Proben in jedem Chip errechnet und Informationen iiber die
prozentuale Menge der maskierten Bereiche und der Ausreifer in jedem Chip ermittelt (es handelt
sich z.B. um Proben, deren Intensitit viel zu hoch ist im Vergleich zum vom Algorithmus errechneten
Mittelwert oder solche mit einem negativen Expressionswert. Diese Biases konnen durch technische

“http://www.genedata.com/products/expressionist/
Shttp://cran.r-project.org/index.html
Shttp://www.bioconductor.org/
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Abbildung 2.7: Der Workflow der Qualitéitskontrolle im Refiner. Abgebildet werden alle Einzelschritte der Refiner-Analyse. Die einzelnen Schritte
sollen sicher stellen, dass die verschiedenen Microarrays miteinander vergleichbar werden. In diesem Durchlauf werden Outliers entfernt,
Hintergrundrauschen geglittet und Defekte in den Arrays entdeckt und maskiert. Die RMA-Normalisierung macht es moglich, unterschiedliche
Experimente miteinander zu vergleichen. Detaillierte Informationen zu den einzelnen Schritten sind im Text aufgefiihrt.

Faktoren in der Chipherstellung oder durch biologische Faktoren in der Vorbereitung der unterschied-
lichen Proben entstehen). Da solche Werte die Ergebnisse mancher Analysen verfilschen konnten,
wurden sie markiert und im néchsten Schritt ,,outliers masking* von der Analyse verborgen.

In der ,,Control Gene Statistics* wurde der MASS5-Algorithmus [124] auf die nicht-kondensierten
Daten angewandt, um die Qualitidt der Kontrollgene zu iiberpriifen. Die Affymetrix-Chips besitzen
zwei Sets von Kontrollgenen. Die Haushaltsgene (wie GAPDH oder f3-Actin) werden in der Regel
unabhingig vom Entwicklungsstatus oder physiologischen bzw. pathologischen Zustand der Pflanze
exprimiert. Die Expressionswerte der restlichen Gene auf dem Chip wurden iiber diese Gene norma-
lisiert.

Der zweite Set besteht aus den sog. Spike-Ins. Es handelt sich um Gene aus dem E. coli Genom
(bioB, bioC, bioD) und das cre Gen der P1 Bakteriophage. Diese Gene kommen im pflanzlichen Ge-
nom nicht vor und werden zu der Probe in variablen, vorher bekannten Konzentrationen hinzugefiigt
[131]. Die Expression dieser Gene wird bei der Berechnung von ,,biases* (Tendenzen) der Genexpres-
sionsprofile der Arabidopsis-Gene und bei der Bestimmung der Spezifitit und Sensitivitit des Arrays
als Referenzgrof3e verwendet.

Im nichsten Schritt wurde eine Ahnlichkeitsanalyse (,,similarity analysis*) durchgefiihrt und ein
hierarchisches Clustering mit Hilfe von Unéhnlichkeitsberechnungen erstellt [133, 102]. Die paar-
weisen Unterschiede in den Arrays wurden gebildet und als ein hierarchischer Baum wiedergegeben.
Die dhnlichen Experimente wurden zu Gruppen zusammengefasst. Die Distanz zwischen den unter-
schiedlichen Experimenten wurde anhand der logarithmischen Expressionswerte von jeweils zwei
Experimenten bestimmt.

Fiir jede dieser Gruppen wurde in der darauf folgenden Referenzexperiment-Analyse eine virtuelle
Referenz erstellt. Diesem lag ein globaler Mittelwert aus allen Werten in allen Arrays dieser Gruppe
zugrunde. Die Arrays wurden Median-normalisiert, damit die Chips aus verschiedenen Experimenten
miteinander verglichen werden konnten. In der nichsten ,,.Defect Masking Activity® wurden spezi-
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fische Bereiche maskiert, welche im Vergleich mit dem Referenzexperiment eine zu hohe oder zu
niedrige Intensitit aufwiesen. Die darauffolgende ,,Signal Correction Activity* errechnet mogliche
Gradienten und Verformungen im Log-Log-Plot der Signalintensitédten. Falls solche Abweichungen
gefunden wurden, wurde eine Korrektur angesetzt. Diese Signale wurden relativ zum Referenzexpe-
riment errechnet.

Im Klassifizierungsschritt wurden alle Kontrollanalysen zu einem globalen Qualitdtswert zusam-
mengefasst. Die Chips wurden als ,,gut”, ,,mittel*“ oder ,,schlecht* klassifiziert. Aus dieser Analyse
wurden Reports erstellt, welche die zusammengefassten Resultate aller Analysen enthalten.

Der néchste Kondensierungsschritt ist von zentraler Bedeutung fiir die Analyse. Ein sehr wichti-
ger Grund fiir die Anwendung von Microarrays ist die Frage nach den Unterschieden in der RNA-
Expression zwischen einer bestimmten genetischen bzw. umweltbedingten Umgebung und einem nor-
malen Kontrollzustand. Diese Differenzen in den Expressionslevels konnten aber nicht nur aufgrund
der Konfrontation der Pflanze (oder Zelle) mit einer Stresssituation auftreten. Abweichungen in den
Aufarbeitungs- oder Hybridisierungsschritten oder weitere technische Griinde kénnen ebenfalls Un-
terschiede in verschiedenen Experimenten hervorrufen. Da es sich bei Affymetrix GeneChip® Arrays
um One-Channel Arrays handelt, muss es moglich sein, verschiedene Chips mit einander zu verglei-
chen. Damit dieser Vergleich nicht durch solche technischen Storungen verfilscht wird, miissen diese
Arrays normalisiert werden. Bei der Kondensierung werden die Ergebnisse der verschiedenen Proben
eines Probesets mittels Kondensierungsalgorithmus zu einem Wert zusammengefasst. Diese Werte
werden anschlieend in die Datenbank exportiert oder als *.abs File gespeichert. Fiir die Analyse al-
ler Arrays wurde der RMA-Algorithmus (Robust Multiarray Averaging) verwendet [130]. Nachdem
die qualitativ schlechten Arrays aus der Analyse entfernt wurden, wurde ein zweiter Durchlauf mit
den iibrigen Experimenten gestartet. Der RMA-Algorithmus basiert auf dem robusten Durchschnitts-
wert der korrigierten PM-Werte (Perfect Match, Proben mit einer 100%igen Sequenzihnlichkeit wie
die entsprechneden RNA-Sequenz) [130, 342]. Die PM-Intensitidten wurden so angepasst, dass die
Hintergrundeffekte entfernt werden konnten.

2.10.2 Die R-Software

Fiir die Qualititskontrolle wurden insbesondere zwei Pakete verwendet. Das Affy Paket’ enthilt die
Funktionen fiir die Analyse von Oligonucleotide-Microarrays [83, 129]. Es benétigt eine so genannte
* CDF-Datei, welche die Information beziiglich der Position der Proben auf dem Chip enthilt. Das
SimpleAffy Paket® [341, 340] stiitzt sich auf das Affy Paket und liefert mehrere Funktionen fiir das
Lesen von Affymetrix *.CEL Files sowie phenotypische Daten.

2.11 Die Identifizierung der deregulierten Gene

2.11.1 Die Bestimmung statistisch signifikanter, differentiell regulierter Gene

Nach der Quantifizierung und Korrektur der Expressionssignale wurde ein statistischer Test ange-
wandt, um Gene zu identifizieren, deren Expression statistisch signifikante Unterschiede zwischen ei-
nem Behandlungszustand und einer Kontrolle aufweisen. Die Resultate der Microarray-Experimente
konnen als ein Vergleich zwischen diesen beiden Zustinden interpretiert werden. Fiir die Analyse der
signifikant regulierten Gene wurde in dieser Arbeit ein t-Test verwendet [91]. Der t-Test bestimmt, ob

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/affy.html
8http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/simpleaffy.html
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Genen im Analyst-Arbeitsablauf. Der Workflow stellt die
verschiedenen Schritte fiir die Suche nach den differentiell
regulierten Genen dar. In jedem Durchlauf wurden alle sechs s
Zeitpunkte gleichzeitig analysiert. Jeder Zeitpunkt bekam zwei
Experimentgruppen (behandelt und Kontrolle) und eine e A

. Die Experimente wurden Median-normalisiert. In { @& ) eroperties ( @;‘
beiden Gruppen wurden die Gene mit einem Fold-Induktion<2 = o —~ Properties
ausgefiltert (1). Auf der anderen Seite wurden im t-Test die
Gene weiter betrachtet, deren p-Value unter p<0.01 lag (2).
Aus diesen beiden Gruppen wurde die Schnittmenge gebildet
(3). Mit Hilfe eines Venn-Diagramms (4) und der 6
Kalkulationen der Distanzmatrix (5) wurden die Gene in ( &,
,hoch*- und ,,herabreguliert” unterteilt. Exporntto Ses

die Differenz in der Expression zwischen zwei Probesets signifikant genug ist (d.h. unter einem be-
stimmten Schwellenwert liegt). Je niedriger der p-Value ist, desto unwahrscheinlicher ist es, dass die
Nullhypothese wahr ist. Das Ergebnis wird dadurch signifikanter. Ein Nachteil dieser Statistik ist die
Moglichkeit fiir Gene mit einer sehr kleinen Varianz einen hohen p-Wert zu erzielen. Dadurch wird
fiir diesen Vergleich ein kleiner p-Value errechnet. Solche falsch-positiven Gene, die filschlicherwei-
se als signifikant deklariert wurden, konnen die korrekte Interpretation der Resultate verhindern. Um
diesem Problem entgegenzuwirken, wurde der Algorithmus von Benjamini & Hochberg zur Kontrol-
le des FDR-Wertes (False Discovery Rate) angewandt [26, 27]. Mit diesem Wert wird nicht nur die
Wahrscheinlichkeit einer einzigen, filschlicherweise verworfenen Hypothese kontrolliert. Mit diesem
Algorithmus wird der zu erwartende Anteil filschlicher Verwerfungen in allen Hypothesen kontrol-
liert.

Nach der Normalisierung im Refiner wurden die Experimente in den Analyst geladen. Diese Soft-
ware wurde dann benutzt, um die signifikanten, differentiell regulierten Gene zu identifizieren. Ge-
ne, deren Expression den Schwellenwert von 2-facher Expressionsintensitit im Vergleich zu den
Kontrollexperimenten unterschritten hatten, wurden aus den weiteren Analysen verworfen (Fold-
Change>2). Fiir die Gene, welche diesen Filter bestanden haben, wurde der t-Test durchgefiihrt. Es
wurden Gene gesucht, deren Signifikanz mit einem p-Value von hochstens p = 0.01 festgelegt wurde.
Um dem Problem der ,,multiplen Testing Hypothese* entgegenzuwirken, wurde der FDR-Wert mit
Hilfe des Benjamini-Hochberg Algorithmus errechnet [26, 283].

Fiir diesen Schritt wurde der in der Abbildung 2.8 dargestellte Workflow erstellt. Als Eingabe wur-
den zwei Gruppen fiir jeden Zeitpunkt genommen (Kontrolle und behandelte Gruppe). Nach der Nor-
malisierung aller Experimente wurde die Analyse in zwei Schritten durchgefiihrt. Zunichst wurden
mittels einer Fold-Regulation-Analyse alle Gene mit einem Fold-Inductionswert unter 2.0 ausgefiltert
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Tabelle 2.2: Die Bibliothek der Gensetanreicherungsanalyse. Kategorie Gruppen Anzahl | Quelle
Fiir ;ilie GSEA-ﬁnetll)]/Ese v;ur'den fIr'l'fl(l)rmatlizonen.aus \t/erschig,denen Kilian et al. 161 [148]
uellen verwendet. BErgeonisse rrunerer cxperimente wurden .
t?enutzt, um die Qualit'z%t der Ergebnisse zu gberpn’ifen. Mit der Experimente Ma et al. 75 | [189]
Information iiber die Gene aus weiteren Quellen wurde das Weston et al. 72 | [337]
Verhalten unterschiedlicher Gengruppen mit einer gemeinsamen Ramonell et al. 27 | [255]
Funktion oder identischen Annotation unter verschiedenen biologische Prozesse 2544
Stressbedingungen anhand der Akkumulation bestimmter GO-Kategorien | molekulare Funktion 1720 | [311] 9
Gensignaturen identifiziert. zellulare Komponente 477
KEGG 139 | [139] 0
Pathways AraCyc 239 | 21911
Mapmann 1039 | [312] 2
Pathway Studio 5 | [226]
Transkriptions- | Bindestellen (TransBCS) 157 | [71]
faktoren DATF 69 | 302113
Pfam 2801 | [74]1 ™4
Protein- TMHMM 15 | 3031
domiine TargetP 6 | [303]1T®
Kinasen 129
Bibliothek: 13222

(1). Mit dem t-Test wurde die Signifikanz der differentiell regulierten Gene mit einem Schwellenwert
von p=0.01 begrenzt (2). Fiir die weitere Analyse wurden ausschlie3lich die Gene in der Schnittmen-
ge dieser beiden Gruppen herangezogen (3). Diese wurden dann in ,,hoch-*“ (Venn-Diagramm, 4) und
,herabreguliert” (search by distance, 5) aufgeteilt. Die Methode der Suche nach Distanzen verwendet
ein vorgegebenes Referenzprofil. Das Expressionsverhalten aller Gene wird mit diesem Profil ver-
glichen. Die Gene wurden anschlieend in zwei Gruppen unterteilt. Dadurch wurde die Gruppe der
hochregulierten Gene isoliert. Mit dem Venn-Diagramm wurde dagegen die Gruppe der herabregulier-
ten Gene identifziert. Die beiden Gruppen wurden fiir weitere Analysen an den Analyst weitergeleitet

(6).

2.12 Analyse der abiotischen Stressreaktion mittels Gensignaturen

Mit DNA-Microarrays werden gleichzeitige Veridnderungen im Expressionsverhalten mehrerer Ge-
ne beobachtet und identifiziert. Bei geringen Unterschieden auf der Genebene stellt sich diese Auf-
gabe jedoch als eine Herausforderung dar. Die Gensetanreicherungsanalyse (GSEA) ermoglicht die
Erkennung solcher feinen, aber letztendlich koordinierten, Differenzen in Gengruppen, welche eine
gemeinsame bzw. verwandte Funktion besitzen [216, 299]. GSEA versucht nicht die Unterschiede in
den individuellen Genen zu finden, sondern durchsucht die Daten auf dem Level von biologischen
Signalwegen bzw. gleichzeitig regulierten Gensets. In einer ,,Gene Set Enrichment*-Analyse wird die
differentielle Expression von Gengruppen untersucht. Das bedeutet, dass die statistische Anhdufung
extremer Expressionswerte eines vordefinierten (!) Genesets evaluiert wird.

Fiir die Analyse der Anreicherung von Gengruppen wurden Informationen aus verschiedenen
Quellen verwendet (Tab. 2.2). Die Resultate aus bekannten abiotischen Stressexperimenten wurden
mit den Daten in dieser Arbeit verglichen [148, 337, 189, 255]. Die Differenzen in den Ergebnissen
zwischen dieser Arbeit und den in der Bibliothek gespeicherten Experimenten zeigen die Wichtig-
keit eines identischen Stresslevels fiir den Vergleich unterschiedlicher Stressfaktoren. Fiir die Be-
stimmung von iiberrepridsentativen Gensignaturen wurden GO-Annotationen (Gene Ontology), In-
formationen iiber Signalwege, Proteine sowie Transkriptionsfaktorbindestellen verwendet (Tab. 2.2).
Fiir die Kategorisierung der GO-Annotationen wurden die Daten aus zwei Quellen entnommen. Die
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GSEA
Bibliothek

Vorsortierte
Liste der
logarithmierten

Der ES wird mittels Expressionswerte

running sum Statistik
nach Kolmogorov-
smirnov fiir jeden
Geneset errechnet.

1000 Permutationen
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MNAME DESCRIPTION GEMNE_SYMBOL GENE_TITLE SCORE
260978_at  17.6 kDa class | small heat shoct HSP17.6C-Cl 17.6 kDa class | small v 4.9782686
252515_at 17 4 kDa class | heat shock prote HSP17 4-Cl 174 kDa class | heat sh 4976841
4 254059 _at 236 kDa mitochondrial small heg HSP23.6-M 23.6 kDa mitochondrial : 4.97481
253884 _at 253 kDa small heat shock protei HSP25.3-P 25 3kDa small heat sho 407172 Tabelle der
250351_at  17.7 kDa class Il heat shock prot HSP17.7-ClI 17.7kDa class |l heat st 4969388 ES Werte in
255811 _at  22.0 kDa ER small heat shock pr HSP22.0-ER 22.0kDa ER small heat 4964873 .
250296_at 176 kDa class Il heat shock pro HSP17.6-Cll 17 6kDa class Il heat s 4.960705| jedem Durchlauf
262911_s_at 17.8 kDa class | heat shock prote HSP17.8-Cl 17.8 kDa class | heat sh  4.9573045
248657_at  peptidyl-prolyl cis-trans isomeras NULL MULL 4.9471617
248434 at 235 kDa mitoch ondrial small hee HSP23.5-M 235 kDa mitochondrial ©  4.944397
1 KILLIAN_HEAT 3 UP Details ... 400 |(0.93(|14.23 o
_ Suche nach Uber-
2 KILLIAN_HEAT 1_UP Details ... 203 |(0.90(|3.86 bzw. Unter-
3 KILLIAN_HEAT 4 _UP Details ... 360 (|0.79]|3.57 représentier‘ten
4 WESTON_HEAT 3_UP Details ... 50 096|3.35| Genesets
5 WESTON_HEAT 1_UP Details ... 50 096(|3.33| |n jeder Liste.
B WESTON_HEAT 05_UP Details ... 50 0.93(/3.30
v GO_BIO_RESPONSE TO HEAT Details ... 94 0.80(3.11

Abbildung 2.9: Arbeitsablauf der Gensetanreicherungsanalyse. Eine Bibliothek wurde aus den verschiedenen Quellen erstellt (Tabelle 2.2) (1). Im
zweiten Schritt wurden die zu vergleichenden Gene nach den Expressionsdifferenzen im Vergleich zur Kontrolle absteigend sortiert (2). Mittels der
,running sum-Statistik“ (Algorithmus nach Kolmogorev-Smirnov, [113]) wurden die Gengruppen fiir Anreicherungen bestimmter funktioneller
Gruppen durchsucht (3). Ein sog. ES-Wert (Enrichment Score) wurde fiir jede Gengruppe errechnet (4). Die Prozedur wurde fiir jede Gruppe 1000 Mal
mit verschiedenen Permutationen wiederholt (5). Anschlieend wurden die Ergebnisse kategorisch nach absteigenden ES-Wert sortiert (6).
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BLAST-Suchergebnisse, welche nach lokalen Parametern durchgefiihrt wurden, und die Datensiit-
ze der AmiGo-Datenbank!” [311] wurden parallel verglichen, um die Ergebnisse zu verifizieren.
Die Information iiber Signaliibertragungswege wurde den Datenbanken KEGG [139], AraCyc [219]
und Mapman [312] entnommen. Die Angaben iiber Transkriptionsfaktoren und Bindestellen stam-
men von der DATF-Datenbank ab [302]. Als zweite Informationsquelle hierfiir diente die TransBCS-
Datenbank zur Durchsuchung der proximal gelegenen Promotorregionen nach spezifischen Sequenz-
motiven [71]. Die Informationen iiber Zellkomponenten, Transmembranproteine oder Proteinzie-
le wurden aus der TAIR-Datenbank genommen [303]. Das Wissen iiber Proteinkinasen wurde der
InterPro-Datenbank [10] entnommen und in der lokalen Bibliothek gespeichert.

Der GSEA-Algorithmus vom Broad Institute'® wurde in dieser Analyse benutzt, um Muster in
der Akkumulation der Gensignaturen zu bestimmen. Die Vorgehensweise dieser Analyse ist in Ab-
bildung 2.9 dargestellt. Als erster Schritt wurden die errechneten Expressionswerte aller Gene in
jedem Behandlungszustand addiert und gemittelt, vom Wert der Kontrolle derselben Gengruppe ab-
gezogen und logarithmiert. Die Werte wurden absteigend sortiert und mit den einzelnen Gruppen in
der Bibliothek verglichen. Fiir jede der Genlisten wurde mit Hilfe der ,,running sum* Statistik [113]
ein Anreicherungswert errechnet. Die Berechnung wurde mit Permutationen 1000 Mal wiederholt,
um das Problem der multiplen Hypothesen Testing zu korrigieren. Eine Korrelation zwischen der
Genliste und einem Datensatz deutet darauf hin, dass Gene, die sich in einem gemeinsamen Signal-
tibertragungsweg befinden oder die eine bestimmte Funktion oder ein bestimmtes Motiv aufweisen,
in dieser Gruppe iiberreprédsentativ angereichert vorkommen. Eine umgekehrte Akkumulation weist
eine antagonistische Reaktion der spezifischen Gengruppe in dieser Behandlung auf.

Fiir jeden Stressfaktor wurden die Gene aus den behandelten Gruppen mit der Kontrollgruppe
verglichen und in jedem Zeitpunkt getrennt analysiert. Die Ergebnisse wurden anschlieBend nach den
errechneten ES-Werten absteigend sortiert und nach deren funktionellen Gruppen kategorisiert. Die
Analyse wurde fiir die hoch- bzw. herabregulierten Gene separat in Tabellen zusammengefasst.

2.13 Die Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen

Die Idee hinter der Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen-Analyse (TFBS) basiert auf der An-
nahme, dass Gene mit identischen Funktionen von den gleichen Transkriptionsfaktoren korreguliert
werden. Fiir diese Analyse wurde eine TFBS-Datenbank erstellt. 1000bp stromaufwirts vom Tran-
skriptionsanfang jedes Gens im Arabidopsis-Genom wurde nach konservierten Sequenzen von be-
kannten Bindestellen durchsucht [71]. Diese wurden in einer Datenbank gespeichert. Fiir jeden Zeit-
punkt in jedem Stressfaktor wurden die differentiell regulierten Gene mit dieser Datenbank vergli-
chen. Es wurde nach den Akkumulationen bestimmter Sequenzmotiven mittels eines Fisher’s Exact
Tests gesucht [75] . Uberreprisentative TFBS-Sequenzen mit einem p-Value<10E~—3 wurden als si-
gnifikant betrachtet.

2.14 Zeitreihenanalyse

Bei der Analyse der Verdnderungen der pflanzlichen Reaktion nach der Zeit wurden zwei Methoden
angewandt. Als erster Schritt wurde die Reaktion der Pflanze iiber alle Zeitpunkte hinweg analysiert.

Thttp://www.geneontology.org/
18www.broadinstitute.org/gsea/
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Die zweite Methode konzentrierte sich auf die Expressionsunterschiede zwischen zwei benachbarten
Zeitpunkten.

Fiir die Analyse des Expressionsverhaltens aller Zeitpunkte wurde das samr-Paket'” verwendet
[85, 319]. Es wurden Gene gesucht, deren Expressionsverhalten zu einem von drei bestimmten Mus-
tern passt. Gene mit einer kontinuierlich steigenden Expressionsintensitit, kontinuierlich sinkender
Intensitidt oder solche, deren Expressionsmaximum in einem mittleren Zeitpunkt liegt. Solche Ge-
ne wiesen einen transienten Expressionsverlauf auf. Um das multiple Testing Problem zu reduzie-
ren, wurde der FDR-Schwellenwert<1% gesetzt. Alle Gene unterhalb dieser Grenze wurden weiter
betrachtet. Die Gene mit einem transienten Expressionsverhalten wurden anschlieBend mit einem
K-means Clustering-Algorithmus weiter analysiert [101]. Mit Hilfe dieses Clustering-Algorithmus
sollten die Gene in weitere Gruppen unterteilt werden, die ein spezifisches Expressionsmuster auf-
weisen.

Im zweiten Schritt wurden explizit die Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten unter-
sucht. Fiir diese Analyse wurde das LIMMA -Paket?° benutzt [85, 294]. LIMMA unterstiizt die Ana-
lyse differentiell regulierter Gene mit Hilfe linearer Modelle. In jedem Schritt wurden die differentiell
regulierten Gene zweier benachbarter Messungspunkte miteinander verglichen. Gesucht wurden die
Gene, welche in der aktuellen Messungseinheit signifikant dereguliert wurden, im Zeitpunkt davor
dagegen keine signifikante Expression aufgewiesen hatten. Die so gefundenen Gene wurden mittels
eines auf GO-Annotationen basierenden Fisher’s Exact Tests nach deren funktionellen Annotationen
kategorisiert.

t19

http://www-stat.stanford.edu/ tibs/SAM/
2Ohttp://bioinf.wehi.edu.au/limma/



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Vorversuche zur Etablierung des experimentellen Designs

Dieses Projekt untersucht u.a. das Verhalten der Pflanzen unter verschiedenen abiotischen Stress-
faktoren. Ein Stresskompendium der pflanzlichen Reaktion auf die unterschiedlichen Stressfaktoren
wird angestrebt. Mit einem solchen Kompendium ist es moglich, die Stressreaktionen miteinander
zu vergleichen. Ahnliche Signalwege bzw. regulatorische Reaktionen kénnen so leichter identifiziert
und damit die pflanzliche Stressantwort besser verstanden werden. Als Teil dieser Arbeit wurde das
Ziel verfolgt, ein experimentelles Design fiir eine mogliche vergleichende Analyse verschiedener
Stressbedingungen zu erstellen. Dafiir wurden verschiedene Stressfaktoren aufgrund ihres immensen
Einflusses auf das Erntevolumen der Nutzpflanzen gewihlt. Fiir drei wichtige Stressfaktoren (Hitze,
Trockenheit und UV-Licht) wurde eine weiterfithrende Analyse der Stressantwort durchgefiihrt. Die-
se Faktoren wurden aufgrund des auffélligen Verhaltens der Pflanzen ausgesucht. Hitze indiziert in
Pflanzen eine starke und schnelle Reaktion, Trockenheit dagegen eine sehr geringe Anzahl an Ge-
nen, dafiir aber eine intensive Antwort. UV-Stress zeigt eine stetig steigende Genanzahl, die nach 24h
plotzlich einbricht. Mit dem in dieser Arbeit erstellten Kompendium kénnen die deregulierten Gene
bestimmten Stressfaktoren zugeordnet werden. Es stellt die Grundstruktur fiir nachfolgende Analy-
sen. In den darauffolgenden In-Depth-Analysen wurde auf bestimmte Stressfaktoren konzentriert.
Diese drei Faktoren stellen ein besonderes Interesse fiir die verdnderten klimatischen Bedingungen in
der Agrarwirtschaft dar und weisen ein auffilliges Expressionsverhalten auf.

Die unterschiedlichen Stressfaktoren aktivieren diverse Mechanismen mit verschieden starker Wir-
kung in der Pflanze. Ein moglicher Weg fiir die Bestimmung der Stressintensitit ist der Vergleich
sichtbarer Verdnderungen. Aus diesem Grund wurde hier im Gegensatz zu fritheren Experimenten ein
einheitliches phinotypologisches Niveau fiir alle analysierten Stressfaktoren angestrebt. Ein weiterer
Faktor fiir die Suche nach einer gemeinsamen Vergleichsmoglichkeit ist die Auswertung der Ertrags-
verluste anhand der Stressintensitidten. Im feldrelevanten Bereich werden solche Analysen erst dann
interessant, wenn die Daten bonitiert werden konnen. Ohne erkennbare Verdnderungen konnen solche
Experimente nicht verifiziert und wiederholt werden.

Vorversuche wurden durchgefiihrt, um diese Ziele zu erreichen. Sie sollten garantieren, dass der
Stresslevel in den unterschiedlich wirkenden Stressfaktoren so dhnlich wie moglich ausfillt. Da-
fiir wurde eine Reihe von Analysen mit verschiedenen Stressperioden (UV-Stress), Konzentrationen
(Salzstress, Behandlung mit Paraquat oder Polyethylenglykol) oder unterschiedlichen Temperaturen
(Hitze, Kilte) durchgefiihrt. Die Phdnotypen aller Stressfaktoren wurden 48 Stunden nach Stressbe-

28
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Stressfaktor analysierte Bedingungen Endkonzentration bzw. -dauer
Kiltestress 2°C-10°C 5°C

Hitzestress 38°C - 48°C 38°C

Lichtstress 200uE - 450uE ~380uE
Trockenheit (PEG) 5% - 60% PEG 30% PEG
Salzstress (NaCl) 50mM - 400mM NaCl 150mM
Oxidativer Stress (Paraquat) 0.1g/ha - 100g/ha Sg/ha

UV-Stress Bestrahlung fiir 10-90 Minuten 30 Minuten

Tabelle 3.1: Bestimmung der Stressbedingungen anhand phénotypischer Analysen. In der Tabelle werden die analysierten Stressfaktoren auf-
gelistet. In der mittleren Spalte wurde der Bereich der untersuchten Bedingungen fiir die Festlegung der notigen Konditionen in der Analyse
dargestellt, um einen einheitlichen Stresslevel zu erreichen. Die rechte Spalte gibt die ausgewihlte Konzentration bzw. die Dauer der Behandlung fiir
die entsprechenden Analysen an.

ginn verglichen und die passenden Bedingungen fiir die weiteren Analysen anschlieBend festgelegt.

Stressinduktion: Zwei Wochen alte A. thaliana Pflanzen wurden den genannten Arten abiotischem
Stressfaktoren ausgesetzt. Hitzestress wurde bei 38°C, Kilte bei 5°C analysiert. Trockenheit wurde
durch 30% PEG induziert, Salzstress mit 150mM NaCl. Oxidativer Stress wurde mit einem chemi-
schen Herbizid, Paraquat appliziert. Bei Lichtstress wurden die Pflanzen einer stdrkeren Lichtintensi-
tdt von ca. 380UE, bei UV-Stress 30 Minuten UV-Licht ausgesetzt. Tabelle 3.1 gibt alle Stressfaktoren
mit den verschiedenen analysierten Parametern an. Die Parameter in der rechten Spalte stellen die
Endbedingungen dar, mit denen ein vergleichbarer Phénotyp fiir die unterschiedlichen Stressfaktoren
erreicht wurde. Diese Stresskonditionen wurden anschlieBend fiir die In-Depth-Analyse der verschie-
denen Stressfaktoren ausgewdhlt.

3.1.1 Kailtestress

Kiltestress ist ein sehr wichtiger abiotischer Stressfaktor, den Pflanzen aufgrund ihrer sessilen Ei-
genschaften zu bewiltigen haben. Eine Pflanze begegnet in verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung
unterschiedlichen Temperaturbedingungen, so wie auch Kilte. Die Effekte der Kiltebedingungen auf
die Pflanze hingen vom Stresslevel sowie von der Dauer des Stresses ab [295]. Fiir die Bestimmung
der richtigen Temperatur wurde eine Versuchsreihe mit unterschiedlichen Temperaturen gestartet. Die
Pflanzen sollten zwar einen bestimmten phinotypischen Effekt aufweisen, den Stress aber iiberleben.

14 Tage alte Arabidopsis Pflanzen wurden einem Kiltestress von verschiedenen Temperaturen
im Temperaturbereich vom 2°C-10°C ausgesetzt. In Abbildung 3.1.A, Spalte 1 sind die phéinoty-
pischen Verdnderungen bei einer Temperatur von 5°C dargestellt. Mit der Dauer der Kilteperiode
wird der Wachstumsprozess verlangsamt. Die Pflanzen sind kleiner und weisen weniger Blattpaare
im Vergleich zu den gleichaltrigen Kontrollpflanzen auf. Sie besitzen kiirzere Petiolen sowie kleinere
Blitter. Der Aufbau der Wurzel wird ebenfalls durch den Kiltestress beeintrichtigt. Unter lingerem
Kiltestress wirkt die Hauptwurzel kleiner und enthélt kaum Verzweigungen.

Abbildung 3.1.B zeigt den Phinotyp der Arabidopsis Pflanzen nach 48 Stunden Dauerstress bei
2°C. Hier sind schon Anzeichen fiir das Einleiten des programmierten Zelltodes erkennbar. Die Pflan-
zen weisen nekrotische Bereiche in den Blittern auf. Die Epykotyle werden rot. Dies ist ein Hinweis
auf die Vermehrung der ROS-Elemente in den Zellen. Kéltestress fiihrt bei langerem Stress sogar zum
Zerfall des Gewebes und zu beschleunigter Seneszenz [96].

Die Stressintensitét unter konstanter Kilte von 2°C zeigt fiir einen phidnotypologischen Vergleich
verschiedener Stressfaktoren zu grofe Schiden. Aufgrund der phinotypischen Ahnlichkeiten mit
Hitze- und Lichtstress wurde fiir den Kaltestress eine Temperatur von 5°C gewihlt.
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Abbildung 3.1: Vorversuche: Bestimmung der Stressbedingungen unter Hitze-, Kilte- und Lichtstress

14 Tage alte Arabidopsis Pflanzen wurden verschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt. (A) Unter den entsprechenden Bedingungen zeigen Pflanzen unter
Kilte-, Hitze- und Lichtstress einen vergleichbaren Phinotyp. Alle drei Stressfaktoren verursachen eine Verlangsamung der Wachstumsrate. In allen
drei Fillen werden Blitter mit der Dauer des Stresses heller und weisen erste Anzeichen der Seneszenz auf. Die rote Farbung unter erhohten
Stressbedingungen ist ein erstes Anzeichen fiir die Akkumulation von Anthocyannen. (B-D) zeigen die Auswirkungen extremerer Stressbedingungen
wihrend der Vorversuche unter kilteren (B) oder heileren (C) Temperaturen bzw. einer stirkeren Lichtintensitit (D). Die in (B) und (D) mit Pfeilen
markierten Pflanzenteile zeigen die ersten Symptome des eingeleiteten programmierten Zelltodes.
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3.1.2 Hitzestress

Hitzestress kann das Erntevolumen sehr stark beeinflussen [213, 157]. Er fiihrt zu Storungen im zel-
luldren Gleichgewicht und Verzégerungen im Wachstum sowie in der Entwicklung der Pflanze. Die
Anwesenheit von iiber 20 bekannten Hitzeschockfaktoren im Arabidopsis-Genom zeigt die Bedeu-
tung dieses Stresses fiir die Pflanze und die Komplexitét der Antwort.

Hohe Temperatur iiber ldngere Zeit fithrt zu zelluldren Schiden und Zelltod. Eine subletale Dosis
ruft dagegen eine erhohte Thermotoleranz hervor. Daher war es von gro3er Bedeutung, die richtigen
Bedingungen fiir einen phéanotypologischen Vergleich der Stressfaktoren zu finden. Hierzu wurden
Temperaturen im Bereich 48°C-38°C getestet. Die Vorversuche haben bei der hochsten Temperatur
begonnen und die Temperatur wurde solange herabgesetzt, bis die gewiinschte phinotypische Reak-
tion erreicht wurde.

In Abbildung 3.1.A, Spalte 2 wird der Phinotyp der Reaktion der Arabidopsis-Pflanzen auf Hit-
zestress in den verschiedenen Zeitpunkten bei 38°C dargestellt. Die Pflanzen weisen ein verlangsam-
tes Wachstum auf. Bei ldngerer Stressdauer wird der Anteil an zelluldren reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS-Elementen) erhoht [9, 352]. Die rote Fiarbung an den Stidngeln und Blattansitzen deutet auf die
Akkumulation des gegen ROS-Elemente schiitzenden Sekundédrmetabolits Anthocyan hin [119, 257].

Abbildung 3.1.C stellt den Phénotyp der Arabidopsis-Pflanzen unter erhohten Hitzebedingun-
gen (48°C) 24 Stunden nach Stressbeginn dar. Die Pflanzen weisen ein stark geschidigtes Gewebe
auf. Der Programmierte Zelltod ist weit fortgeschritten. Fast die komplette Pflanze zeigt Bleaching-
Merkmale. Von solchen Schiden konnen sich die Pflanzen nicht mehr erholen. Bei 48°C ist der Stress-
level sehr hoch. Die behandelten Pflanzen weisen fiir die vergleichende phénotypologische Analyse
zu hohe Schéden auf. Dariiber hinaus ist es nicht mehr moglich, aus diesen Pflanzen RNA zu gewin-
nen. Aufgrund der phédnotypischen Similaritdt mit dem Kiltestress und dem moderaten Stresslevel
wurde eine Temperatur von 38°C als geeignet erachtet und fiir die weiteren Analysen verwendet.

3.1.3 Lichtstress

Eine plotzliche Erhohung der Lichtintensitit fiihrt in der Pflanze zu einer Umstellung der metabo-
lischen und physiologischen Prozesse. So erhoht sich dabei z.B. der Anteil an ROS-Elementen in
der Zelle, es erfolgt eine Anpassung der photosynthetischen Prozesse sowie eine VergroBBerung des
Vorrats an antioxidativen Metaboliten [196].

Die Lichtstirke in dieser Arbeit unter Normalbedingungen betrdgt 30uE. Wihrend der Vorver-
suche zur Festlegung der optimalen Lichtintensitdt wurden bei 14 Tage alten Pflanzen unter einem
Lichtstress von 380uE bereits nach drei Stunden starker Lichtintensitit eine hellere Blattfarbe fest-
gestellt (Abb. 3.1.A. Spalte 3) Dies deutet auf eine Verminderung der Chlorophyllmenge in der Zel-
le hin. Nach 24 Stunden wurde eine rote Farbung auf den Stingeln und Petiolen deutlich sichtbar.
Ahnlich wie bei der Hitzestressantwort und unter extrem kalten Bedingungen dient die Akkumu-
lation der chemoprotektiven Anthocyanmolekiile als Schutz gegen die freigesetzten ROS-Elemente
[325, 202, 203].

In Abbildung 3.1.D wird der Phinotyp des Lichtstresses bei einer stiarkeren Lichtintensitdt von
~450uE dargestellt. Hier wurden die Stressmerkmale deutlicher sichtbar. Die Blitter wirken ver-
brannt und weisen nekrotische Symptome auf. Aufgrund dieser phinotypologischen Analyse wurde
die Lichtintensitidt von ~380uE fiir die weiteren Experimente als geeignet festgestellt.
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Abbildung 3.2: Phénotypische Vorversuche: Bestimmung der trockenheitsinduzierten Stressbedingungen. 14 Tage alte Arabidopsis-Pflanzen
wurden auf mit PEG vorbehandelte Platten transferiert. Bei niedrigen Konzentrationen sind keine Unterschiede zwischen den Kontrollpflanzen und der
Behandlung erkennbar. Dagegen fiithren hohere PEG-Konzentrationen zu einem deutlichen Riickgang der Wachstumsgeschwindigkeit. Gleichaltrige
Pflanzen besitzen weniger Blitterpaare als die Kontrollpflanzen. Bei starkem trockenheitsinduziertem Stress werden die Blétter eingerollt, um den
Wasserverlust noch weiter zu reduzieren. Der Hauptwurzel ist sehr lang und weist kaum Verzweigungen auf.

3.1.4 Trockenstress

Wasserstress kann unter anderem durch Trockenheit induziert werden. Die Verdnderung des Was-
serpotenzials im Boden ruft einen zusitzlichen osmotischen Stress hervor und bringt die ionische
Homodstasis aus dem Gleichgewicht. In der physiologischen Reaktion der Pflanze auf Trockenheit
werden mehrere zellulidre Prozesse aktiviert. Einer der Effekte des trockenheitsinduzierten Stresses
ist die Verminderung der Wachstumsrate [64].

Abbildung 3.2 stellt die phianotypischen Verianderungen in 14 Tage alten Arabidopsis-Pflanzen mit
den analysierten PEG-Konzentrationen dar. Niedrige PEG-Konzentrationen zeigen keine sichtbaren
phénotypischen Verdnderungen. Bei PEG-Konzentrationen iiber 30% verlangsamt sich die Wachs-
tumsgeschwindigkeit mit steigenden PEG-Konzentrationen stark. Die Nodien werden kiirzer und die
Blattoberfliache kleiner, je intensiver der Stress wird.

Bei hoheren Konzentrationen sind erste Anzeichen fiir die Einleitung des programmierten Zell-
todes erkennbar. Die Pflanzen weisen Bleaching-Merkmale und nekrotische Bereiche auf. Um die
Effekte des Stresses zu reduzieren, werden die Blitter bei den hoheren Konzentrationen nach Innen
eingerollt. So verkleinert die Pflanze die Blattoberflache und die Spaltoffnungen werden weiter einge-
schlossen. Die Hauptwurzel der behandelten Pflanze ist lang und weist weniger Verzweigungen auf.
Dadurch werden vermutlich Energie und Mineralstoffe gespart und die Chance, Wasser zu finden,
vergrofert.

Aufgrund der vorliegenden Resultate des phéanotypologischen Vergleiches wurde entschieden, die
weiteren Analysen fiir die Induktion des trockenheitsbedingten Stresses mittels PEG8000 mit einer
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Abbildung 3.3: Phénotypische Analyse des Salzstresses mit verschiedenen Salzkonzentrationen.14 Tage alte Arabidopsis-Pflanzen wurden
verschiedenen Salzkonzentrationen ausgesetzt. Behandelte Pflanzen mit NaCl-Konzentrationen ab 200mM weisen zu starke Bleaching-Merkmale auf.

Konzentration von 30% durchzufiihren. Dies entspricht am dhnlichsten dem Phinotyp der Hitze- oder
Kiltestressfaktoren.

3.1.5 Salzstress

Die Versalzung der Erdoberfliche ist ein weit verbreitetes Problem der Agrarwirtschaft. Uber 20%
des Ackerlandes leiden unter zu hohen Salzkonzentrationen. Grole Mengen von Salzionen sind fiir
die Pflanze toxisch, da sie die Enzymfunktionen hemmen kénnen [343].

In einer Versuchsreihe mit verschiedenen Konzentrationen wurden Pflanzen mit NaCl in verschie-
denen Konzentrationen zwischen 75mM-400mM behandelt. Abbildung 3.3 zeigt die Effekte verschie-
dener NaCl-Konzentrationen im Wachstumsmedium auf 14 Tage alte Arabidopsis-Pflanzen zwei Tage
nach Stressbeginn. Bei niedriger Konzentration wurden keine Unterschiede zu den Kontrollpflanzen
beobachtet. Bei Konzentrationen iiber 200mM weisen die Pflanzen hingegen deutliche Schédden auf.
Die Blitter sind stark gebleicht und die Pflanzen weisen eine Chlorosis im fortgeschrittenen Zustand
auf. Der Stresslevel ist so stark, dass die Pflanze aufgrund der Behandlung nicht mehr iiberleben kann.
Die Behandlung mit Konzentrationen iiber 200mM zerstort den pflanzlichen Wasserhaushalt und das
Ionengleichgewicht [229, 349], sowohl auf zelluldrer als auch auf pflanzlicher Ebene. Die hohe Salz-
konzentration fiihrt zu molekularen Schédden, einer Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit und
bei hoheren Konzentrationen auch zum Zelltod. Aus diesem Grund wurde eine etwas niedrigere Salz-
konzentration von 150mM fiir die weiteren Analysen gewihlt.
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3.1.6 Die Induktion von oxidativem Stress mittels Paraquat

Fiir die Induktion des oxidativen Stresses wurde das chemische Kontaktherbizid Paraquat verwendet.
Nach der Aufnahme in die Pflanze nehmen die Paraquat-Kationen im Chloroplast Elektronen vom
PS-I auf, wodurch das Molekiil zum Paraquat-Radikal wird. Uberschiissige Elektronen werden an-
schlieBend an Sauerstoffmolekiile abgegeben. Paraquat indiziert die Generierung von reaktiven Sau-
erstoffspezies wie z.B. Superoxiden (O, ). Der phytotoxische Effekt findet in der Elektronentrans-
portkette des Photosystems 1 (PS-I) statt [137] und setzt sich so lange fort, bis das PS-I komplett
zerstort ist. Die Zellmembran wird pords und die Pflanze verliert Wasser. Das Resultat ist die Aus-
trocknung der Pflanze innerhalb weniger Stunden [17]. Die richtige Konzentration von Paraquat darf
eine sichtbare phianotypische Reaktion hervorrufen, ohne letal zu wirken.

In Abbildung 3.4.B werden die phédnotypischen Verdnderungen der Behandlungsreihe mit ver-
schiedenen Paraquat-Konzentrationen dargestellt. Behandlungen in niedrigen Konzentrationen zeigen
keine stressbedingten Symptome. In der Behandlung mit Konzentrationen iiber 5g/ha konnen zwei
Tage nach Stressbeginn Veridnderungen festgestellt werden. Bei hoheren Konzentrationen wird der
programmierte Zelltod eingeleitet. Die Pflanze kann sich vom Stress nicht mehr erholen. Aufgrund
der Ergebnisse des phianotypologischen Vergleiches der unterschiedlichen Konzentrationen wurde fiir
die weiteren Analysen eine Konzentration von 5g/ha ausgewihlt.

3.1.7 UV-B Stress

Das Sonnenlicht enthilt UV-Strahlung als Beiprodukt, was eine potenzielle Gefahr fiir die Pflanzen
darstellt. Der UV-Stress wird in der Zukunft durch die Erschopfung des Ozons weiter steigen. Die
Lichtabsorption von UV-Strahlen kann zu weitreichenden Schiden auf molekularer Ebene fiihren.
DNA- und RNA-Sequenzen konnen durch UV-Strahlen mutiert, Proteine und Lipide zerstort werden
[298, 320].

Fiir die phinotypische Bestimmung des UV-Stresses wurden die Pflanzen fiir unterschiedliche
Dauer mit UV-Licht bestrahlt. Es sollte herausgefunden werden, wie lang die Stressperiode sein kann,
bis die Pflanzen den Schwellenwert fiir eine mogliche Regenerierung iiberschreiten.

Abbildung 3.4.A zeigt den Phinotyp von 14 Tage alten Arabidopsis-Pflanzen unter verschieden
langen UV-Bestrahlungsperioden zwei Tage nach Stressende. Bei kiirzeren Bestrahlungsperioden
konnen leichte Stressmerkmale beobachtet werden. Die Wachstumsrate ist verlangsamt und die Blatt-
stiele sind kiirzer. Ab 45 Minuten werden die Stresssymptome deutlicher. Die Bleaching Merkmale
deuten auf das Einleiten des programmierten Zelltodes hin. Die zelluldren Schiden werden immer
immenser. Der oxidative Stress ist durch die Freisetzung von ROS-Elementen zu stark.

Dementsprechend wurde eine Bestrahlungsperiode von 30 Minuten fiir diese Arbeit definiert. Die
phénotypischen Symptome dhneln den Stressreaktionen, welche fiir die anderen Stressfaktoren ge-
wihlt wurden.

3.2 Die Qualitidtsanalysen der technischen Daten

Fiir die Analyse der differentiellen Expression wurden Chips fiir jeden Stressfaktor angesetzt, wo-
bei fiir jeden Stressfaktor mehrere Expositionsdauerexperimente durchgefiihrt wurden. In Tabelle 3.2
wird die Anzahl der Arrays fiir jeden Stressfaktor gezeigt. Die Zahlen in den Klammern geben die
Anzahl der durch die Qualitdtsanalysen verworfenen Chips wieder.
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A. UV-Licht Stress

Kontrolle 10 Min.

B. Paraquat Behandlung
Kontrolle 0.1g/ha

Abbildung 3.4: Bestimmung der Bedingungen bei UV-Stress und Behandlung mit Paraquat.14 Tage alte Arabidopsis-Pflanzen wurden mit
UV-Licht fiir verschiedene Perioden bestrahlt (A) oder mit Paraquat in verschiedenen Konzentrationen behandelt (B). Die phénotypischen Symptome
werden mit steigender Stressintensitit immer deutlicher. Das Wachstum wird verlangsamt und die Pflanzen werden heller. Die nekrotischen Merkmale
deuten auf die Einleitung des programmierten Zelltodes hin.
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Stressfaktor | Chips 1h 3h 6h 9h 24h 48h
ctrl [ Behd | ctrl [ Behd | ctrl | Behd | ctrl | Behd | ctrl | Behd | ctrl | Behd |

Kiilte 50 (5) 4 4 5 5 4 4 43) | 5(1) 4 4 4 3(1)
Trockenheit 24 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Hitze 513) | 4 A 6| 7 1650 (30| 4 4 i | 4] 4

56(2) | 3(1) 4 6 5(1) 5 5 5 5 5 5 4 4
Paraquat | 33(5) | 0 0 3 3 [ 3] 4 (40433 3 | 3] 3
Salzstress 27 (1) 2 2 2 2 2 2 4 3(1) 2 2 2 2

602 | 4 4 4 4 | 4 [30) | 4 4 4 4 [ 4 30D
UV-Stress 28 (2) 2 2 2 2 2 2 3(1) | 3(1) 2 2 4 2

Tabelle 3.2: Anzahl der Chips pro Stressfaktor und Zeitpunkt. Getrennte Kontrollproben wurden fiir jeden Zeitpunkt analysiert. Dadurch konnten
differentielle Expressionswerte aufgrund des circadianischen Rhythmus genauso ausgeschlossen werden, wie Varianzen in der Aufbereitung der RNA.
Die Zahlen in den Klammern geben die Chipsanzahl in jedem Stressfaktor an, welche aufgrund der technischen Qualititskontrolle aus den weiteren
Analysen entfernt wurden. Im folgenden Kapitel werden einige Qualititskontrollen dargestellt.

Damit die verschiedenen Experimente miteinander verglichen werden konnen, musste deren Ge-
samtqualitit analysiert werden. Die qualitative Analyse bestand aus drei Teilen. Als erster Schritt
wurde jedes Array mit Hilfe der Affymetrix-internen Software (GeneChip Operating System, GCOS)
gescannt. Das Arraybild wurde untersucht und die Qualitdtsparameter fiir eine erfolgreiche Durchfiih-
rung der Experimente bestimmt. AnschlieBend wurden die Arrays im Refiner®-Modul normalisiert
und unterschiedlichen Qualititskontrollen unterzogen. Im letzten Teil wurde das *R’-Softwarepaket
verwendet, um die qualitativ unzureichenden Experimente zu identifizieren und von weiteren Analy-
sen auszuschliefen. Hierzu wurden die Pakete Affy (V. 1.24.2), simpleaffy (V. 2.22.0) und AffyQ-
CReport (1.24.0) verwendet. Folgende Parameter wurden fiir die Analyse betrachtet: Ahnlichkeit
innerhalb des Arrays, Anzahl der identifizierten Proben auf dem Array, Hintergrundrauschen, der
Erfolg bzw. die Genauigkeit der Hybridisierung, die Qualitit der cRNA-Proben, die Einheitlichkeit
der Resultate und die Vergleichbarkeit der verschiedenen Experimente unter unterschiedlichen Stress-
faktoren (Tab. 3.3). Die Ergebnisse fiir die Arrays, die aus weiteren Analysen verworfen wurden, sind
in Tabelle 3.10 zusammengefasst.

Analyse Parameter Beschreibung Markierte Ex-
perimente
Ahnlichkeitsfaktor idealer Wert liegt bei 1.0 Mittlere Arrayintensitit des kompletten Daten- | Kilte — 48h,
satzes Hitze 3h
Hintergrundrauschen | gut<80<mittel<120<schlecht Analyse der Verunreinigungen in der Probe chem. Stress
24h
Maskierte Bereiche gut<0,2<mittel <0,5<schlecht Bereiche mit einer ungewohnlich hohen bzw. | Licht 3h
niedrigen Intensititsstirke werden maskiert
Corner noise gut<0,015<mitte] <0,02<schlecht | Variationen in der Signalstirke der Kontrollpro- | Transfer 6h,
ben in den Chipecken werden gemessen 48h
3’/5” Mean gut<2,5<mittel<3,5<schlecht Diese Werte werden iiber die Gene der Haus- | Hitze 9h,
haltsgene bzw. hinzugefiigte Spikes errechnet. Transfer 6h
Gradientenverteilung | gut<0,12<mitte]l<0,165<schlecht | Die stark- und schwach-exprimierten Proben | Kilte 1 48h
sollen im Array gleich verteilt sein. Bereiche
mit einem iiberdurchschnittlichen Hintergrund-
rauschen werden markiert
Kurvenverformung gut<0,16<mittel<0,2<schlecht Der direkte Vergleich zwischen dem Array und | Hitze 1,2 48h
dem Referenzexperiment der Gruppe
Klassifizierung gut/mittel/schlecht Ergebnis der Gesamtqualitit der Chips

Tabelle 3.3: Qualititsanalyse mittels Affymetrix-Software. Diese Methoden wurden bei den Qualititsanalysen der Experimente in der
Expressionist®-Software angewandt. Die Parameterangabe wird in Prozent der gesamten Chipoberfliiche bzw. in deren Intensitit gemessen. Zu hohe
Werte deuten auf eine ungewdhnliche Expressionsintensititverteilung hin und bediirfen weiterer Analysen.
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Ein Grund fiir die Unterschiede in der Chipqualitit kann zum Beispiel in Abweichungen der Be-
dingungen wihrend der Aufarbeitung oder des Scannens liegen. Mit dem GCOS-Programm kann die
Image-Datei (*.DAT File) der Chips begutachtet werden und einen ersten Eindruck iiber die Quali-
tit des Chips liefern. Fiir jeden Chip wurden Reports-Files erstellt. In diesen wurden Angaben iiber
den Erfolg der Hybridisierung gespeichert. Hierzu wurde auf bestimmte Werte besondere Augenmerk
gelegt. Der Ahnlichkeitsfaktor trifft Aussagen iiber die mittleren Arrayintensititen. Der ideale Wert
liegt bei ca. 1.0. Ein Faktor>3.0 weist zu grofle Variationen innerhalb eines Experiment-Sets auf und
muss mit Vorsicht behandelt werden. Das Experiment unter Kiltebedingungen nach 48h weist ei-
ne mittlere Intensitidt von iiber 115 auf. Eine zu hohe RNA-Konzentration in der Probe konnte eine
solche Intensititserhohung verursachen. Aufgrund dieser Tatsache kann dieses Experiment mit den
restlichen abiotischen Stressfaktoren in diesem Datensatz nicht verglichen werden. Das Experiment
wurde daher aus folgenden Analysen entfernt (Tab. 3.10). Die prozentuale Angabe (% Vorhanden)
beantwortet die Frage, wie viele Gene aus dem kompletten Datensatz auf dem Array nach der Hy-
bridisierung identifiziert wurden. Ein niedriger Wert deutet auf unvollstindige Hybridisierung hin.
Die Transferexperimente nach 6h bzw. 48h oder Kélte nach 48h sind einige der Experimente mit
sehr geringer prozentualer Anwesenheit (Tab. 3.10). Es ist nicht moglich, diese Arrays mit den an-
deren zu vergleichen, da die Werte fiir die entsprechenden Gene fehlen. Aus diesem Grund wurden
Experimente mit solchen geringen prozentualen Werten aus den weiteren Analysen ausgeschlossen.
Der Wert des Hintergrundrauschens deutet auf Verunreinigungen hin, die auf eine unspezifische Art
binden konnen und die Expressionsintensitét der eigentlichen Proben verfilschen. Das Lichtstressex-
periment nach 3h weist, im Vergleich zu den anderen Arrays, ein erhohtes Hintergrundrauschen auf.
Die Konzentration an Verunreinigungen in der Probe ist zu hoch. Diese Probe ist mit den anderen
Arrays nicht mehr vergleichbar. Dieses Array, sowie solche mit einem @hnlichen Verhalten, wurden
verworfen (Tab. 3.10).

Eine qualitativ gute 3’-5° GAPDH- und fB-Actin-Ratio besagt eine vollstindige und effiziente
cDNA-Synthese bzw. In-Vitro Transkription (IVT). Wie aus Tabelle 3.10 ersichtlich ist, weisen meh-
rere der aus dieser Analyse verworfenen Experimente schlechte 3’-5’-Verhiltnisse sowohl fiir die
GAPDH als auch fiir B-Actin auf. Zwei Experimente des Kiltestresses zeigen ein 4.5-faches Verhilt-
nis. Mogliche Ursache fiir diese Werte konnten unvollstindige RNA-Sequenzen sein. Diese konnten
durch eine fehlerhafte cDNA-Synthese oder (c)RNA-Degradation entstanden sein. Ein Hitzestressar-
ray nach 6h sowie ein Lichtstressexperiment nach 3h stellen ein umgekehrtes Bild dar. Hier wurde
das 5’-Sequenzende viel intensiver identifiziert. Unspezifisches Binden der Probesequenzen an deren
Gegenproben auf dem Array ist moglicherweise die Ursache fiir diese Werte. Bei solchen Werten
sind diese Arrays nicht mit dem restlichen experimentellen Datenset vergleichbar. Aus diesem Grund
wurden diese Experimente ebenfalls aus der Analyse genommen.

In Abbildung 3.5 wird das Expressionsverhalten eines UV-behandelten Experimentes nach Sh dar-
gestellt. Die beiden Plots zeigen die Verdnderungen in der Expressionsintensitit vor und nach der
Normalisierung wieder. Diese Gegeniiberstellung in den MA-Plots (M: Intensititsratio der Gene; A:
mittlere Intensitit eines Gens) verdeutlicht, wie durch die Normalisierung die Vergleichbarkeit der
Arrays verbessert wird. Mit dem MA-Plot kdnnen statistisch signifikante Intensititsschwankungen in
einem Array im Vergleich zum restlichen Datensatz reprisentiert werden. Die Rohdaten, wie z.B. die
in Abb. 3.5.a, zeigen einen kurvenformigen Verlauf. Diese Struktur deutet auf einen Intensititsbias
hin, der durch die Normalisierung korrigiert werden kann (Abb. 3.5.b). Der MA-Plot stellt den Ein-
fluss des Intensitétsbias auf die Interpretation der Expressionswerte dar. Die Normalisierung entfernt
solche systematische Fehler. Wenn keine Intensitdtsschwankungen vorkommen, muss die Punktwolke



38 3. Ergebnisse

UV Stress 9h Behandluﬁg @1 UV Stress 9h Behandlung

=
N
6 8 10 12 14 4 6 8 10 12 14
A A
(a) Die Intensitdtensverteilung der Rohdaten (b) Expressionsverteilung der normalisierten Daten

Abbildung 3.5: MA-Plot vor und nach der RMA-Normalisierung eines UV-Experimentes nach 9h. Die MA-Plots zeigen die Veridnderung der
Streuung in der Punktwolke der Expressionswerte aufgrund der Normalisierung. Beim direkten Vergleich zweier Experimente wurden die
Expressionswerte in der Punktwolke aufgrund der Normalisierung in die Mitte geschoben. M: Intensititsratio der Gene; A: mittlere Intensitit eines
Gens

gegen Null (die Horizontale) streuen (Abb. 3.5.b).

Qualitiitsanalyse mittels Expressionist®. Im zweiten Schritt der Qualititsanalyse wurden die Experi-
mente mit Hilfe der Refiner bzw. Analyst untersucht. Tabelle 3.3 gibt eine Zusammenfassung iiber ei-
nige der Qualititsanalysen mit den entsprechenden Parametern aus dem Refiner-Modul wieder. In der
Analyse mittels Refiner wurden Bereiche mit zu hohen Intensititsschwankung im Vergleich zum rest-
lichen Array maskiert. Dadurch wurde vermieden, dass kleine fehlerhafte Bereiche die Gesamtquali-
tit des Experiments verfdlschen. Wenn der prozentuale Bereich dieser Maske dem Anteil von 0,5%
der Gesamtfliche tibersteigt, wird das Array als ,,schlecht* qualifiziert. Bei den Transferexperimenten
nach 6h sowie nach 48h (Tab. 3.10) wurde iiber 0,5% der Chipoberflache maskiert. Die Qualitit dieser
Arrays wurde aus diesem Grund als ,,schlecht* gekennzeichnet. Die Proben in den Arrayecken dienen
als Kontrolle der Hybridisierungsprozesse. Zu hohe Werte in diesen Bereichen deuten auf mogliche
Fehler in der Hybridisierung hin (Unvollstandigkeit, unterschiedliche RNA-Konzentrationen usw.).
Wie in Tabelle 3.10 dargestellt ist, fithrten Werte iiber 0,02% zur Herabstufung der Arrayqualitét (Tab.
3.3). Das Lichtstressexperiment nach 3h weist einen extrem hohen Wert von iiber 7% auf, was zu einer
tiberdurchschnittlich schlechten Gesamtqualitét beitridgt. Das 3°-5’-Verhiltnis fiir die Haushaltsgene
mit einer konstanten Expression sowie die in einer bekannten Konzentration hinzugefiigten Spikes
wurden gemessen. Eine gleichmifBige Ratioverteilung dieser Gene in alle Experimenten eines Daten-
sets deutet auf eine erfolgreiche Hybridisierung und vergleichbare Grundbedingungen fiir die Analyse
hin. Das Hitzestressexperiment nach 9h sowie das Transferstressexperiment nach 6h weisen ein unge-
wohnlich hohes Verhiltnis auf. Solche Werte deuten auf eine mogliche zu hohe RNA-Konzentration
hin, die bei der Hybridisierung aufgetragen wurde. Aus diesen Griinden konnen solche Arrays nicht
mit dem restlichen Datensatz verglichen werden und aus den weiteren Analysen entfernt.
Anschliefend wurden die Experimente im Analyst weiteren Analysen unterzogen. Hier wurde
die Verteilung der Expressionswerte begutachtet und das Verhalten der einzelnen Chips zueinander
analysiert. Abbildung 3.6 zeigt ein Beispiel fiir den Vergleich der Expressionsintensitidten zweier Ex-
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Abbildung 3.6: Der Qualitiitsvergleich der einzelnen Chips im Log-log Plot. Niedrige Korrelationen zwischen zwei Chips deuten auf Anomalien
im Expressionsverhalten hin. Sowohl biologische (unterschiedliche RNA-Mengen) als auch technische Griinde (defekte Chips, fehlerhafte
Hybridisierung) konnen dieses Verhalten erkldren. Eine Methode, solche Abweichungen zu detektieren, liefert der Log-Log Plot. Auf der linken Seite
wird der Vergleich der Microarrays aus der Kéltestress-Serie in einem Zeitpunkt (9 Stunden) miteinander dargestellt. Rechts werden alle Chips mit
deren prozentualen Qualititsangaben aufgelistet. Die blauen Chips weisen eine sehr niedrige Korrelation zu den anderen Arrays auf. Der Vergleich der
zwei Kontrollexperimente mit den Replikaten 3 (22%) und 5 (70%) auf der linken Seite verdeutlicht das Ziel der Qualitdtsanalyse. Im Idealfall miissen
sich alle Punkte innerhalb der beiden blauen Linien aufhalten. Alles was dariiber hinaus geht weist eine Foldinduktion von iiber 2 auf. Dies sollte bei
Arrays derselben Behandlung nicht stattfinden. Wenn die Expression stark abweicht, werden die Chips von weiteren Analysen entfernt.

perimente. Die Prozentangaben auf der rechten Seite geben an, wie viele Proben in den jeweiligen
Chips als vorhanden bzw. nicht vorhanden klassifiziert wurden. Beim Vergleich der logarithmischen
Expressionswerte verschiedener Replikas wurden auf diesem Wege Artefakte identifiziert. Beim Ver-
gleich zweier Experimente soll die Punktwolke als eine Linie in der Plotmitte liegen. Abbildung 3.6
zeigt ein Beispiel fiir den Vergleich verschiedener Experimente miteinander. Replikas 3 und 4 zeigen
eine groBe Ubereinstimmung wihrend 3 mit 5 eine Verformung der logarithmischen Kurve aufwei-
sen. Der Grund dafiir ist die sehr niedrige Prozentangabe der gefundenen Proben im Experiment Nr.
5 (lediglich 22%). Der Vergleich dieses Arrays mit dem restlichen Datensatz wiirde zur einseitigen
Verformung des Gesamtbildes fiihren. Fehlende Werte verféalschen die Berechnung der Intensitét die-
ser Gene in der Versuchsreihe. Aus diesem Grund wurden Arrays wie das Experiment Nummer 3 in
Abbildung 3.6 ausgesondert.

Fiir die Qualitéitsanalyse der Microarrays wurden weitere Analysen im Analyst durchgefiihrt. Box-
plots vergleichen die Verteilung der Expressionswerte aller Experimente. Ausreiler bzw. Verschie-
bungen der Boxen deuten auf Probleme in der Normalisierung der Daten hin [318]. Die Hauptkom-
ponentenanalyse (PCA) dient der Reduktion und Visualisierung multivarianter Datensitze [192, 7].
Mit Hilfe der PCA konnen Beziehungen zwischen Experimenten identifiziert werden. Sie hilft bei der
Analyse und dem Entfernen von Ausreillern, die fiir bestimmte Verdnderungen bei der Projektion der
Experimente zustindig sind. Wihrend der Boxplot die Expressionsverteilung innerhalb des Arrays
abbildet, wird das Gesamtbild aller Experimente mit Hilfe einer PCA dargestellt. Das Experiment
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Abbildung 3.7: Die Dichteverteilung der PM-Intensititen dient dem Vergleich der Expressionsverteilung aller Experimente in einem Datenset. Die
unterschiedlichen Experimente verursachen vor der Normalisierung eine breitere Streuung der Expressionsintensititen (oben). Durch die
RMA-Normalisierung wurde die Verteilung der einzelnen Arrays auf einer Linie vereinheitlicht (unten), wodurch sie vergleichbar wurden. Das mit
einem Sternchen markierte Experiment weist nach der Normalisierung eine abweichende Intensititsverteilung der PM-Werte auf. Dieses Experiment
wurde aus der Analyse ausgeschlossen.

mit chemischen Stress nach 24h bzw. Kiltestressexperiment nach 9h, um nur einige zu nennen, zei-
gen ein auffilliges Verhalten. Viele Ausreifler in diesem Experiment fiihren dazu, dass die PCA bzw.
Boxplotanalyse sie als ,,qualitativ schlecht* gekennzeichnet haben. Diese Arrays miissen mit Vorsicht
betrachtet werden, bevor sie in die Analyse aufgenommen werden.

Qualititsanalyse mittels R-Software. Der dritte Schritt der Qualitidtsanalyse der technischen Daten
wurde mittels der Statistik-Software 'R’ durchgefiihrt [83, 129, 341, 240]. In der Kerndichteschitzer-
Analyse [240, 241] wurde die Verteilung der logarithmierten Intensititswerte der PM-Proben (Perfect
Match, vollstindige Ubereinstimmung) auf dem Array abgebildet (Abb. 3.7). Je hoher und schméler
die Kurve ist, desto hoher ist die Auflosung der Expressionswerte. Im Idealfall wiren alle Kurven
gleich hoch und breit und wiirden iibereinander liegen. Wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist, liegt die
Streuung der Rohdaten (oben) groBer als die der normalisierten Daten (unten). Das Lichtstressexpe-
riment nach 1h fillt aus der Norm aus. Dieses Array wurde aus den weiteren Analysen ausgefiltert.
Eine weitere Qualitédtsanalyse stellt das QC-Diagramm dar (Quality Control, Abb. 3.8). Hier wur-
den verschiedene Qualititsparameter zusammengefasst abgebildet. Mit Hilfe dieser Darstellung wur-
de die Analyse von Ausreilern vereinfacht. Im ersten Teil der QC-Analyse (3.8.A, % present call)
wurde fiir jedes Array die Anzahl der Gene errechnet, welche als anwesend gekennzeichnet wurden.
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Abbildung 3.8: 3’-5° Verhiiltnis der Kontrollgene auf dem Chip. Jede Zeile reprisentiert ein Array, wobei der obere Wert den prozentualen Anteil
der als vorhanden gekennzeichneten Gene (A) und der untere den als Hintergrundrauschen (B) wiedergeben. Die roten Zahlen deuten auf eine
Differenz tiber 10% in der Anzahl der gefundenen Gene oder das Hintergrundrauschen ist zu hoch relativ zu %-Present. Die blauen Linien geben den
Skalierungsfaktor fiir die einzelnen Arrays im Vergleich zu der allgemeinen mittleren Arrayintensitidt wieder (C). Skalierungswerte unter 3-fach der
mittleren Intensitit werden fiir eine erfolgreiche Analyse benotigt und werden blau markiert. Die Kreise und Dreiecke zeigen das 3°-5° Verhiltnis der
GAPDH (D) bzw. B-Actin (E) in den entsprechenden Arrays. Diese Haushaltsgene werden stressunabhingig exprimiert. Die 3°-5” Ratio ist ein Signal
fiir eine gelungene Hybridisierung. Eine Ratio iiber 1.25-fach fiir GAPDH oder iiber 3-fach fiir f-Actin wurde rot gefirbt. Diese Werte deuten auf
mogliche Probleme bei der Aufbereitung.

Die rote Farbe deutet darauf hin, dass die Diskrepanz zwischen den verschiedenen Experimenten in
diesem Vergleich ,,groBer als 10%* betrédgt. Fiir das Lichtexperiment nach 1h (Replika 2) wurden un-
ter 50% der Proben im Array als Anwesend klassifiziert. Dies bedeutet, dass die Hélfte der Proben auf
dem Array eine zu schwache Expressionsintensitit aufweisen. Unter Beriicksichtigung der Ergebnis-
se der restlichen Qualititsanalysen wurde dieses Array aus den Analysen verworfen (Tab. 3.10). Die
Ergebnisse dieser Analyse sollten zusammen mit denen der mittleren Hintergrundwerte betrachtet
werden (Abb. 3.8.B). Hohes Hintergrundrauschen deutet auf mogliche Probleme wihrend der Hy-
bridisierung hin. Dasselbe Lichtexperiment nach 1h zeigt einen starken Hintergrund. Dies dient als
weiterer Beweis fiir die geringe Qualitit dieses Experimentes. Die ndchsten drei Faktoren (Abb. 3.8.C
der Skalierungsfaktor, GAPDH (3.8.D) sowie -Actin (3.8.E)) zeigen die Expressionsintensitt fiir
die Spike-Ins bzw. die Haushaltsgene auf dem Array. Der Skalierungsfaktor représentiert den mittle-
ren Bereich der Expressionsintensititen dieser Gene. Rot markierte Experimente stellen Arrays mit
einem erhohten Wert dar, was auf einen moglichen Fehler im Hybridisierungsprozess hindeutet. Die
3’-5’ Ratio von GAPDH und 3-Actin sollte laut Affymetrix unter 1,25 bzw. unter 3 liegen [5]. Werte
auBlerhalb dieses gewiinschten Bereiches (in Abb. 3.8 rot markiert) deuten auf mogliche Stérungen
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Abbildung 3.9: Die RNA-Degradationskurve. Abgebildet wurden die positionsabhidngigen mittleren Expressionsintensititen der einzelnen Arrays im
Vergleich zur gesamten mittleren Intensitét in den Sequenzen in Richtung 5°->3’. Die Steigung der Kurve zeigt das Verhiltnis der
Expressionsintensitidten zwischen dem 3’- und dem 5°-Ende. Eine steile Kurve deutet somit auf eine unvollstindige Hybridisierung hin. Das mit einem
Sternchen markierte Experiment unter Kéltebedingungen nach 9h weist ein Verhiltnis 6,44 auf (Tab. 3.10). Aufgrund dieses Wertes, sowie der
Resultate weiterer Qualititsanalysen wurde dieses Experiment entfernt.

im Aufbereitungsprozess der Proben, wie z.B. RNA Degradation oder Fehler in der Hybridisierung
hin. Zusammen mit weiteren Resultaten wurde das Hitzestressexperiment nach 9h aus diesem Grund
aus weiteren Analysen entfernt.

Mit der RNA-Degradationskurve in Abb. 3.9 wird die nichste Qualititsanalyse der Hybridisierung
abgebildet. Die Proben im Probeset werden nach deren Nédhe zum 5°-Ende des Zielmolekiils ange-
ordnet [3]. In der Regel beginnt die RNA-Degradation am 5’-Ende des Molekiils. Es war deshalb zu
erwarten, dass die Probenintensititen in Richtung 3’-Ende sinkten. In Abb. 3.9 wurden die mittleren
Intensitidten entlang der 5°-3’-Sequenzpositionen geplotet. In dieser Analyse wird die Unvollstédn-
digkeit der RNA-Hybridisierung bzw. die Stiarke des RNA-Abbaus untersucht. Hierbei miissen zwei
Punkte beachtet werden. Die Steigung der Kurven fiir alle Experimente soll im optimalen Fall par-
allel verlaufen. Unterschiedliches Verhalten wird auf Differenzen in den Resultaten der Arrayhybri-
disierung zuriickgefiihrt. Eine zu steile Steigung (i.d.R. iiber 5) deutet auf eine stirkere Degradation
bestimmter Sequenzen hin. Dies verfilscht die Ergebnisse der Experimente [8].

In Tabelle 3.10 der verworfenen Experimente waren fiinf Arrays mit einem Degradationswert von
iber 5 gemessen. Diese Experimente weisen zusitzlich hohe Ratioverhiltnisse in den 3’-5’-GAPDH
sowie den Mittelwerten der Haushaltsgene auf. Diese drei Faktoren zusammen deuten stark darauf
hin, dass die RNA-Synthese nicht vollstindig abgelaufen ist. Diese Degradationskurve der chemi-
schen Stressexperimente nach 6h bzw. 24h ist ebenfalls in Abb. 3.9 dargestellt. Die Steigung die-
ser Experimente verlduft verhiltnisméBig steiler als die Hauptgruppe der Experimente. Diese Arrays
konnten deshalb nicht mit den restlichen unter gleichen Bedingungen analysiert werden. Sie wurden
zusammen mit den anderen drei Experimenten mit aufféllig hohen Degradationswerten aus weiteren
Analysen entfernt.
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Abbildung 3.10: Zusammenfassung der aus der Analyse entfernten Experimente. Die Tabelle listet die Microarrays mit einer zu schlechten
Qualitit auf. Diese Experimente wurden aufgrund verschiedener Parameter aus weiteren Analysen ausgeschlossen. Die rot markierten Zellen weisen
Werte auf, die sich auflerhalb des qualitativ akzeptablen Bereiches befinden.

Ein Experiment wurde nicht aufgrund einer einzigen Analyse aus dem Datensatz ausgefiltert. Je-
des der Arrays, das in irgendeiner Analyse wegen der schlechten Qualitdt durchgefallen ist, wurde
auch in den restlichen Analysen untersucht. Erst wenn Arrays bei mehreren Analysen schlechte Qua-
litdt aufwiesen, oder wenn die Werte in einzelnen Analysen Ausreiller gezeigt haben, wurden diese
ausgefiltert. Ein Ausschnitt aus der gesamten Qualitétstabelle, in der die Ergebnisse der Qualitits-
analyse zusammengefasst werden, wird in Tabelle 3.10 abgebildet. Hier wurden die 21 Experimente,
welche aufgrund unzureichender Qualitéit aus der Analyse ausgeschlossen worden sind, aufgelistet.
Nachdem die Arrays mit unzureichender Qualitiit entfernt wurden, konnten die restlichen Arrays zu
einem Datenset zusammengefasst. In den folgenden Analysen wurden die Pflanzen auf stressbedingte
signifikant differentiell regulierte Gene in den unterschiedlichen Stressfaktoren analysiert (Tab. 3.4).

3.3 Die Analyse differentiell-regulierter Gene anhand Genexpressionsprofile

Im Anschluss an die technische Qualitdtsanalyse wurden die einzelnen Gruppen auf signifikant dif-
ferentiell regulierte Gene mittels eines t-Tests, gekoppelt an eine Testkorrektur fiir die Analyse von
multiplen Hypothesen nach Benjamini und Hochberg getestet [91, 26]. Als ,,signifikant dereguliert*
wurde ein Gen dann klassifiziert, wenn bei ihm eine relative Expression von mindestens zwei gemes-
sen wurde. Die relative Expression eines Gens stellt das Verhiltnis zwischen der Expressionsintensitét
des behandelten Gens zu dessen Kontrolle dar. Es zeigte sich, dass eine zweifache Expressionsinten-
sitdt als Standardwert das beste Verhiltnis bei der Identifizierung der falsch-positiven zu den wahr-
negativen Treffern stellt. Mit diesem Wert konnten die meisten wahren signifikant differentiell regu-
lierten Gene (sog. ,,true positives*) gefunden werden, wihrend die Fehlerrate minimiert wurde [29].
Die Gene wurden fiir jeden Stressfaktor und Zeitpunkt in Gruppen der hoch- bzw. runterregulierten
Gene unterteilt (Tab. 3.4).

Der zeitliche Verlauf der Genexpression weist fiir die verschiedenen Stressfaktoren unterschied-
liche kinetische Verhaltensmuster auf (Abb. 3.11). Die Hitzestressantwort zeigt eine sehr intensive
und schnelle Reaktion der Pflanzen. Es werden sehr viele Gene direkt bei Stressbeginn stark expri-
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Stress 1h 3h 6h 9h 24h 48h
.. 49 286 652 723 949 996
Kilte
Trockenheit 29 85 178 154 133 24
. 691 780 944 1341 1220 1378
Hitze
295 523 540 399 346 92
0 782 558 419 318 557
Paraquat 0
. 303 361 342 469 400 695
Salzstress
122 471 366 18 50 0
UV-Stress 161 607 932 1172 496 876

Tabelle 3.4: Die Anzahl der zweifach differentiell regulierten Gene pro Stressfaktor und Zeitpunkt nach einem t-Test (p=0.01) gekoppelt an einer
FDR-Testkorrektur fiir multiple Testhypothesen. Die hoch- (in rot) und die herabregulierte Gene (in ) sind markiert. Hitzestress weist nach einer
Stunde bereits sehr viele differentiell regulierte Gene auf. Die Anzahl der deregulierten Gene steigt hier kontinuierlich an. Dagegen zeigt die Reaktion
auf Kilte und Trockenheit eine eher schwichere Reaktion. Das Wachstum in der Anzahl der Gene unter Kilte dndert sich stark gegen Ende, wobei die
Anzahl bei Trockenstress bis zum Ende sehr niedrig bleibt. In den meisten Messungen wurden mehr herabregulierte als hochregulierte Gene gefunden.

miert. Bei Kilte- und Salzstressantwort steigt die Anzahl an deregulierten Gene kontinuierlich mit
der Stressdauer an. Dagegen weisen Lichtstress und die Behandlung mit Paraquat ein Maximum
nach sechs bzw. drei Stunden auf. Die Antwort auf Trockenheit beschrinkt sich auf relativ wenige
Gene. Die Trockenstressantwort erreicht ein Maximum bei 6h. Die relative Stressintensitit des Tro-
ckenstresses ist jedoch viel intensiver als bei anderen Faktoren (Abb. 4.2 auf Seite 105). Trotz der
transienten Behandlung weisen Pflanzen, die UV-Stress ausgesetzt wurden, eine kontinuierlich und
schnell steigende Anzahl an signifikant deregulierten Genen auf.

Die unterschiedlichen Stressantworten deuten darauf hin, dass die Stressantwortkinetik von mehre-
ren Faktoren beeinflusst wird. Beispiele hierfiir sind die Dauer und Intensitit des Stresses, die Stressart
oder das experimentelle Design. Der Vergleich dieser Daten mit anderen Experimenten (AtGenEx-
press') hat gezeigt, dass die Stressbedingungen oder unterschiedliche experimentelle Designs einen
starken Einfluss auf die Kinetik der Stressantwort sowie auf die Anzahl und Funktion der deregulier-
ten Gene ausiiben (Abb. 3.11) [148, 337, 189, 357]). Wie bereits vorher erwdhnt wurde, wiirden drei
der sieben untersuchten Faktoren (Hitze, Trockenheit, UV-Licht) aufgrund ihres starken Einflusses
auf den Ertrag fiir die weiterfithrenden Analysen gewihlt. In den kommenden Abschnitten wird der
Einfluss dieser Stressfaktoren auf die Pflanze ausfiihrlich analysiert.

3.3.1 Die Reaktion der Pflanze auf Hitzestress

Die Expression von Hitzestress-regulierten Biomarkern Hohe Temperaturen stellen einen zentralen
Stressfaktor in der Pflanzenwelt dar. Pflanzen als sessile Organismen miissen Methoden entwickeln,
um sich Temperaturverdnderungen anzupassen. Steigende Temperaturen iiben einen negativen Effekt
auf die pflanzlichen Wachstumsrate aus (Abb. 3.1 auf Seite 30, [167, 157]) und reduzieren deren Pro-
duktivitit [356]. Die Reaktionen auf einen solchen Stress sind daher vielféltig und komplex. Mehrere
pflanzliche Systeme werden ausgeschaltet und verschiedene Prozesse beschleunigt bzw. verlangsamt
[22].

Uhttp://www.arabidopsis.org/portals/expression/microarray/ATGenExpress.jsp
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Abbildung 3.11: Deregulierte Gene aller Stressfaktoren. Abgebildet auf der linken Seite wurde die Anzahl aller signifikant deregulierten Gene fiir
jeden Stressfaktor in den unterschiedlichen Zeitpunkten. Hitzestress zeigt eine sehr intensive Reaktion bereits nach einer Stunde. Diese Intensitit bleibt
wihrend des gesamten Stressverlauf bestehen. UV-Stress beginnt wie die restlichen Stressfaktoren, und steigt kontinuierlich bis zu einem Maximum
nach 9h. AnschlieBend sinkt die Zahl der deregulierten Gene wieder. Die Zahl der an Trockenstress deregulierten Gene bleibt niedrig.

Auf der rechten Seite wurde der Expressionsverlauf der Stressfaktoren aus den Experimenten der AtGenExperess Kompendium dargestellt. Wihrend
bei manchen Stressfaktoren ein dhnliches Verhalten beobachtet werden kann, wird deutlich, dass ein unterschiedliches experimentelles Design einen
groflen Einfluss auf die Anzahl der deregulierten Gene ausiiben kann. Die transiente Hitzeperiode weist eine deutlichere niedrigere Zahl deregulierter
Gene auf, welche bereits nach 3h fast auf Null sinkt.

Hitzestress verursacht die stirkste Stressantwort von A. thaliana in dieser Arbeit. Bereits nach
einer Stunde werden hunderte von Genen differentiell exprimiert. Wie in Tabelle 3.4 sowie im Dia-
gramm 3.11 ersichtlich ist, wird diese intensive Reaktionsvielfalt im Verlauf der Stressdauer nicht
reduziert.

Bei der Reaktion der Pflanze auf den Stress werden als primére Antwort Gene bzw. Prozesse dere-
guliert, welche fiir den Schutz gegen den Stress zustindig und dadurch fiir das Uberleben der Pflanze
unverzichtbar sind. Zur primédren Gruppe gehoren u.a. verschiedene Hitzeschockfaktoren (Hsf) (Abb.
3.13) und deren Zielproteine, die Hitzeschockproteine (HSP). Die meisten Hsfs werden schnell und
stark exprimiert. Von den 21 Hsfs in A. thaliana wurden iiber die Hilfte unter Hitzestress differentiell
reguliert, wobei die Mehrheit sogar ein hitzespezifisches Verhalten aufgewiesen hat. Als sekundéire
Antwort wurden beim anhaltenden Stress Mechanismen fiir die Verbesserung der Thermotoleranz
aktiviert. Weil die Pflanze Energie fiir den Schutz gegen den Stress bendotigt, wurden verschiedene
Prozesse herabreguliert, um Ressourcen fiir die lebenswichtigen metabolischen Prozesse zu sparen.
In der Literatur werden verschiedene Gene als Biomarker fiir die Reaktion auf Hitzestress klassifi-
ziert. Einige Hsf-Proteine werden als Biomarker fiir die Hitzereaktion angesehen (Abb. 3.13). HsfAl,
-A2 und -A3 wurden als Masterregulatoren in der pflanzlichen Antwort auf Hitzestress identifiziert
[210, 228, 274, 356]. Sie regulieren mehrere Stoffwechselwege und kontrollieren verschiedene zellu-
lare Prozesse. Die Hsfs beteiligen sich an der Regulation von ROS-Elementen sowie an der Herabset-
zung der Photosyntheserate und des Kohlenhydratmetabolismus [238, 212, 213, 209, 330].

Aufgrund der Unvollstindigkeit der Arabidopsis-Annotationen wurden hier mehrere Gene oh-
ne bekannte Funktionen identifiziert. Unter diesen befinden sich auch solche mit einer Hitzestress-
spezifischen Antwort (Abb. 3.13). Die weitere Erforschung solcher Gene kann weitere Erkenntnisse
tiber den Stressverlauf und die Reaktion der Pflanze auf den Stress erbringen. Die genaue Funktion
der Gene At4g17250 und At4g21320 wurde bisher noch nicht identifiziert. Es wird vermutet, dass
sie eine Rolle in der Akklimatisierung bei Hitzestress spielen. Das Expressionsverhalten dieser Gene
in dieser Analyse bestitigt diese Annahme (Abb. 3.13). Das dritte Gen At2g07722 ist bislang kom-
plett unbekannt. Weder seine Funktion noch dessen biologischer Prozess sind bekannt. Anhand seines
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Abbildung 3.12: Das Expressionsverhalten der
Hsf-Gene unter Hitze Das Expressionsverhalten der 21
Arabidopsis-Hsfs unterscheidet sich je nach
Wachstumsstadium bzw. Organelle. 13 Hsfs werden unter
Hitze differentiell reguliert (unterstrichene Proteine). Uber
die Hilfte (*) weisen in dieser Arbeit sogar eine
hitzespezifische Antwort auf. Die 2D-hierarchische
Clusteranalyse wurde mit den gemittelten
Expressionswerten aller Experimente durchgefiihrt. Als
Distanzmatritze wurde der Euklidische Algorithmus
verwendet [133].
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Expressionsverhaltens lisst sich jedoch eine Rolle in der Regulation des Hitzestresses vermuten.

Aus 42.000 Arabidopsis-Genen werden auf den AFFYMETRIX ATHI1 Arrays 24.000 Gene fiir die
Analyse aufgetragen. Aufgrund der unvollstindigen Annotationen weist A. thaliana mehrere Proteine
mit einer unbekannten Funktion bzw. Doméine auf, sowie solche mit bekannten Proteindominen,
deren Funktion noch nicht identifiziert wurde. Nicht annotierte Gene bzw. die dazugehorigen Proteine
wurden in dieser Analyse nicht weiter betrachtet. Ein Drittel dieser Gene zeigt eine hitzespezifische
differentiell regulierte Expression.

Hitze verursacht eine enorme Umgestaltung des pflanzlichen Haushalts. Mehrere metabolische
Prozesse und molekulare Funktionen werden dadurch intensiver aktiviert (Tab. 3.5) bzw. durch den
Stress geblockt (Tab. 3.6). Unter Hitze findet die Deregulation verschiedener Hsfs sehr frith im Stress-
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Abbildung 3.13: Hitzeschockfaktoren als Biomarker e ZE —
fiir Hitzestress Bekannte Hitzestressfaktoren wurden B!
spezifisch unter Hitze dereguliert. In dieser Arbeit wurde =E§Euuat HEie HER i
auch fiir weitere Gene mit einer bisher noch unbekannten ) =y 2 - 2
Funktion eine hitzestressspezifische Antwort festgestellt. Hitzestress- 5 I
Drei Beispiele werden in der unteren Reihe dargestellt. as_sozuerte Proteine 1 4 -
Aufgetragen wurden die gemittelten relativen mit unpekannter ?
Funktion 0

Expressionswerte fiir jeden Stressfaktor iiber alle
Zeitpunkte. At2g07722 At4g17250 At4921320
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Genname AGI Nummer Bezeichnung Fold Induktion Zeitpunkt
Transkriptionsfaktoren

HsfA2 AT2G26150 heat shock factor A2 192,60 1h
HsfB1 AT4G36988 heat shock factor B1 53,70 1h
DREB2A AT5G05410 DRE binding protein 2A 53,9 1h
abiotischer Stress

HSP17.4 AT3G46230 Heat shock protein 17 452.4 3h
HSP70B AT1G16030 Heat shock protein 70B 179,30 1h
HSP15,7 AT5G37670 Heat shock protein like 118,50 lh
RNA Regulation

SDG37 AT2G17900 Set domain group 37 14,60 1h
TAF7 AT1G55300 TBP associated factor 7 3,90 1h
GBF4 AT1G03970 G-box binding protein 3,80 1h
Proteinabbau

EGY3 AT1G17870 Ethylene-dependent Gravitropism deficient 42,80 3h
UBA AT2G41160 Ubiquitin-associated 12,40 1h
UBP19 AT2G02360 Ubiquitin specific protease 19 6,80 48h
Programmierter Zelltod

BAG6 AT2G46240 BCL-2 associated athanogene 6 195,00 1h
BI-1 AT5G47120 Bax inhibitor 1 3,55 1h
PAI5 AT2G34040 Apoptosis inhibitory 5 3,20 1h
Chromatinmodelling

CHR9 AT1G03750 Chromatin Remodelling 9 5,50 1h
LOS4 AT3G53110 Low expression of osmotically responsive genes 1 5,00 48h
GTE2 AT5G10550 global TF group E 2 2,80 1h
Proteinfaltung

CYP2 AT2G21130 Cyclophilin 2 46,60 48h
CPN10 AT1G14980 Chaperonin 10 3,60 1h
AR192 AT4G26780 Adenyl-nucleotide exchange factor 21,00 1h
Ribosomebiogenese

eEF1 AT5G12110 Elongation factor 1B 38,00 6h
RPS4 ATMG00290 Ribosomal protein S12 37,17 1h
RPL16 ATMG00080 Ribosomal protein L16 20,90 24h
Elektronentransportkette

NAD6 AT2G07731 NADH dehydrogenase subunit 6 73,70 %h
COX3 AT2G07687 Cytochrome c¢ oxidase subunit 3 85,30 48h
CYTB AT2G07727 Cytochrome b 45,20 48h
biotischer Stress

Thaumatin AT4G36010 thaumatin family protein 44,10 48h
ADRI1-L2 AT5G04720 ADRI-like 2 4,40 48h
ADL4 AT3G60190 Dynamic-like protein 4 3,40 48h
unbekannte Funktion

AT5G10695 unbekannte Funktion 77.36 1h
AT3G09350 unbekannte Funktion 52.98 1h
AT1G03070 unbekannte Funktion 58.80 1h
AT1G30070 unbekannte Funktion 37.65 1h

Tabelle 3.5: Ausgewihlte signifikant-hochregulierte Gene (FC>2, p<0,01) in verschiedenen biologischen Prozessen bzw. molekularen Funktionen
unter Hitzestress. Die eingetragene Foldinduktion (FC) entspricht dem ermittelten hochsten Wert im Stressverlauf. Die meisten dieser Gene weisen ein
Expressionsmaximum in den fritheren Zeitpunkten auf. In dieser Analyse wurden ebenfalls mehrere Gene mit einer Reaktion auf Hitzestress, fiir die
noch keine Funktion zugeordnet werden konnte, festgestellt.

verlauf statt (Tab. 3.5 und [148]). Bereits nach der ersten Messung zeigen sie eine starke, zum Teil
stressspezifische, Reaktion (Abb. 3.13). Als Folge dieser Expressionsintensivierung wurde die Ex-
pression verschiedener HSPs erhoht (Tab. 3.5). TBP-assoziierte Faktoren (TAF) sowie weitere Gene
der RNA-Regulation wurden stidrker exprimiert. Um die Qualitdt bzw. die Quantitit der Proteine
zu erhohen, wurden anschlieBend Elongationsfaktoren sowie Gene fiir die Herstellung ribosomaler
Proteine exprimiert (RPS- und RPL-Familien). Hitzestress beeinflusst die Proteinfaltung [175]. Aus
diesem Grund wurde erwartet, dass Gene der Chromatinmodelierung (u.a. CHR9 oder LOS4,Tab 3.5)
oder Chaperone und Cyclophiline, die den Faltungsprozess unterstiitzen, im gesamten Stressverlauf
starker exprimiert werden. Wihrend die Elektronentransportkette unter Hitzestress ohne Unterbre-
chung weiter lduft, wird die Funktion des photosynthetischen Apparatus stark beeintrichtigt (Tab.
3.6, Abb. 3.17). Gene der Elektronentransportkette wurden hier von Beginn an hoch exprimiert. Sie
erreichen ein Maximum in den spiteren Messungseinheiten. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Gene
der PS-1 und -II am stérksten herabreguliert. Dieser Prozess fiihrt zu einer erhohten Konzentration der
ROS-Elemente, die wiederum fiir die Einleitung des programmierten Zelltodes sorgen.

Wihrend aufgrund des Stresses Gene der regulatorischen Prozesse zum Schutz der Pflanze hoch
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Genname AGI Nummer Bezeichnung Fold Induktion Zeitpunkt
Aminosiuremetabolismus

GLDP AT4G33010 Glycine decarboxylase P protein 37,3 48h
AKN2 AT4G39940 APS kinase 2 28,4 48h
PEN2 AT2G44490 Penetration 2 232 48h
Chromatinstruktur

HMGB2 AT1G20693 High mobility group protein B2 38,8 6h
HIS1-3 AT2G18050 Histone H1-3 12,4 3h
HTA6 AT5G59870 Histone H2A like 41,8 6h
Energiemetabolismus

LHCB2:4 AT3G27690 PS-II light harvesting complex 109,0 %h
ACL AT2G23600 Acetone cyanohydrine lyase 34,6 48h
PRXRI1 AT4G21960 Peroxidase 42 22,8 48h
Kohlenhydratmetabolismus

BETAFRUCT4 AT1G12240 Vacuolar invertase 64,3 48h
APL1 AT5G19220 ADP-glucose pyrophosphorylase 55,1 48h
CYP83A1 AT4G13770 Cytochrome P450 monooxygenase 53,7 48h
Lipidmetabolismus

CPuORF32 AT1G73602 Open reading frame 32 56,0 3h
ELP AT1G12090 Extensin-like protein 31,4 48h
LTL1 AT3G04290 Li-tolerant lipase 1 23,6 48h
P}lthllUl taboli

ABA1 (ZEP) AT5G67030 Zeaxanthin epoxidase 322 48h
LOX2 AT3G45140 Lipoxigenase 2 27,0 48h
AOP2 AT4G03060 Alkenyl hydroxalkyl producing 2 22,3 48h
Sekundirmetabolismen

4CL1 AT1G51680 4-Coumaroyl-CoA ligase 47,6 48h
DFR AT5G42800 Dihydroflavonol 4-reductase 475 48h
F3H AT3G51240 Flavonone 3-hydroxylase 40,6 48h
Transkriptionsfaktoren

COL2 AT3G02380 Constans-like 2 57,8 %h
LHY AT1G01060 Late elongated hypocotyl 429 48h
MYB28 AT5G61420 Myb domain protein 28 40,5 48h
Zellwand und Zytoskelettstruktur

EXPA1 AT1G69530 Expansin Al 57,7 48h
EXPA8 AT2G40610 Expansin A8 38,6 %h
CSLD5 AT1G02730 Cellulose synthase-like D5 28,2 6h
unbekannte Funktion

unbekannt AT3G47295 34 48h
unbekannt AT1G60010 36 48h
OFP16 AT2G32100 ovate family protein 16 25 48h
unbekannt AT5G67370 27 48h
Unbekannt

AT1G78170 unbekannte Funktion 73 24h
AT5G08390 unbekannte Funktion 25 48h
AT4G39860 unbekannte Funktion 74 24h

Tabelle 3.6: Ausgewihlte signifikant-herabregulierte Gene (FC>2, p<0.01) in verschiedenen biologischen Prozessen bzw. molekularen Funktionen
unter Hitzestress. Die eingetragene Foldinduktion (FC) entspricht dem niedrigsten Wert im Stressverlauf. Die meisten Gene wurden in der spiteren
Zeitpunkten maximal reprimiert. Diese Gene gehdren zu den metabolischen Prozessen der sekundidren Antwort, die in den spiteren Phasen der
Stressreaktion abgeschaltet werden. In dieser Gruppe waren ebenfalls Gene mit einer Stressreaktion, deren Funktion noch nicht identifiziert wurde,
nachgewiesen.

exprimiert wurden, zeigen viele Gene der metabolischen Signaliibertragungswege eine negative Kor-
relation zum Stressverlauf. Die Herabregulierung der Gene der (sekundér-) metabolischen Prozesse
erreicht ein Maximum zu spéteren Zeitpunkten (Tab. 3.6). Gene der Photosynthese bzw. des Kalvinzy-
klus wurden stetig mit der Zeit herabreguliert. Die Lichtsammelkomplexe (LHCa sowie LHCb Gene)
wurden fast ausnahmslos reprimiert. Aufgrund der sinkenden Energieproduktion wurden weitere Pro-
zesse verlangsamt. Weitere Gene des Kohlenhydratmetabolismus, des Aminosiduremetabolismus und
von verschiedenen Sekundédrmetabolismen wurden in Tabelle 3.6 aufgelistet. Des weiteren beeinflusst
der Hitzestress die strukturelle Integritédt der Zelle. Expansine sowie Cellulosesynthasen wurden be-
reits frither im Stressverlauf reprimiert. Die Herabregulierung der Gene fiir die Chromatinstruktur ist
ein weiterer Schritt in der stressbedingten Deregulation der Transkriptions- und Translationsprozesse.
Das Fehlen von Histongenen fiihrt zur Lockerung der DNA-Struktur und somit moglicherweise zu
einer Erhohung der Transkriptionsrate.

In Tabellen 3.5 sowie 3.6 wurden exemplarisch stressspezifische, stark deregulierte Gene aufge-
listet, deren Funktion noch nicht identifiziert werden konnte. Es zeigt sich, dass noch viel iiber das
Arabidopsis-Genom nicht bekannt ist. Fiir das vollstdndige Verstehen der regulatorischen bzw. meta-
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bolischen Verdnderungen, die aufgrund des Stresses auftreten, werden weitere Experimente benotigt.

Funktionelle Modifikationen der biologischen Prozesse in der Pflanze als Reaktion auf Hit-
zestress mit Hilfe von Gensignaturen Die Erkenntnisse iiber die unterschiedlichen Verinderungen
im Stoffwechsel aufgrund eines Stressfaktors sind hilfreich, um die Gesamtreaktion der Pflanze auf
Stress zu verstehen [289, 95]. Die Analyse einzelner differentiell-regulierter Gene wurde im vorheri-
gen Abschnitt besprochen. Moderate Verinderungen im Expressionsverhalten eines Gens waren mit
dieser Analyse aufgrund der eingesetzten Parameter nicht erkennbar. Gene mit einer schwicheren
Expressionsintensitit wurden nicht weiter betrachtet, da es nicht moglich war, sie vom fehlerhaften
Hintergrundrauschen zu unterscheiden. Wenn mehrere Gene aus dem gleichen Prozess, Stoffwech-
selweg oder einer dhnlichen Funktion eine schwache Expressionsintensitit aufweisen, konnen sie mit
der verwendeten Testmethode nicht identifiziert werden [29]. Eine Moglichkeit, solche kleinen Varia-
tionen zu erkennen, liefert die Anreicherungsanalyse kompletter Gensets. Auf dieser Ebene konnen
Gengruppen gefunden werden, welche ein dhnliches Expressionsmuster in allen Experimenten auf-
weisen.

Mit Hilfe der Genset-Anreicherungsanalyse (GSEA, [299]) konnen stressbedingte biologische
Verdnderungen auf kategorischer Ebene identifiziert werden (Tab. 3.7). Die Akkumulation der Gene
eines 'a priori’-definierten Gensets im oberen bzw. unteren Bereich der nach dem Enrichmentscore
sortierten Liste deutet auf eine funktionelle Regulation dieses Gensets durch den Stressfaktor hin.

Die Information fiir die Gengruppen stammt aus 6ffentlichen und intern generierten Gensets ver-
schiedener Funktionen. Wihrend der Stressreaktion wurden komplette Signaliibertragungswege ver-
dndert. Die Information iiber Proteinfamilien (Pfam, [74]), Stoffwechselwege (KEGG, [139]) und
metabolische Signalwege (Mapman, [312], AraCyc, eine spezifische Arabidopsis-Datenbank fiir me-
tabolische Stoffwechselwege [219]) wurde deshalb fiir die Erstellung der Vergleichsbibliothek ver-
wendet. Fiir den Vergleich mit verschiedenen Stressfaktoren wurden weitere Analysen mit einem
dhnlichen experimentellen Design verwendet [148, 189, 255, 337], welche ebenfalls die Reaktion der
Arabidopsis-Pflanze auf abiotischen Stress untersucht haben.

Die Informationen iiber Proteindominen (Transmembranproteine), die Lokalisation (TargetP) und
Funktionen (Kinasen) wurden analysiert, um festzustellen, ob funktionelle Gruppen bei bestimm-
ten Stressfaktoren oder Zeitpunkten eine signifikant erhohte/reduzierte Aktivitit aufweisen. Die GO-
Annotationen wurden hinzugefiigt, da sie Informationen iiber biologische Funktionen, molekula-
re Prozesse und die zelluldre Lokalisation liefern. Fiir die Analyse wurden die Affymetrix Chip-
Sequenzen gegen die TAIR-DB geblastet (Version 8, [303]). Informationen iiber Transkriptionsfak-
torbindestellen wurden zur Bibliothek hinzugefiigt (DATF, [302], TransBCS, [71]). Eine Akkumula-
tion von bestimmten Promotordoménen bei bestimmten Stressfaktoren kann viel iiber die Funktionen
dieser Stelle bzw. iiber die Gene mit einer solchen Sequenz im proximalen Promotorbereich aussagen.
Eine Zusammenfassung aller Informationen fiir die GSEA-Analyse ist in Tabelle 2.2 auf Seite 24 ein-
gefiigt. Die Erstellung der GSEA-Bibliothek aus dffentlichen und internen Datensédtzen gewéhrleistet
die Qualitit der Resultate und ermdglicht die Beantwortung verschiedener, spezieller Fragestellun-
gen. Diese Kombination stellt die Spezifitit der Ergebnisse sicher.

Durch den Vergleich der stressderegulierten Gene mit den differentiell exprimierten Genen ande-
rer Stressfaktoren wurden zwei Aspekte verfolgt. Zum einen wird der verwendete Datensatz auf sei-
ne Qualitdt bzw. Vergleichbarkeit durch den Vergleich mit verschiedenen Literaturquellen tiberpriift.
Desweiteren wurden gemeinsame Gengruppen bzw. biologische Funktionen, welche bei unterschied-
lichen Stressfaktoren zur gleichen Zeit bzw. zeitversetzt aktiviert oder reprimiert wurden, auf diese
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GO-Level biol. Funktion Gengruppen ITh| 3h | 6h| 9h| 24h 48h Quelle
Cytokinin ARR Gene - Transkriptionsregulation + + + 1,2
hormonelle Reaktion auf ABA 3h + 1
Antwort 3h + + 1.2,5
Auxin + 23
Jasmonsiure + + + 2
Transkription + + + + + 2,5
bZIP + 34
SNF2 + | 47
Transkription Transkriptionsfaktoren HSF + + + 34,6
HB + + + 4.7
bHLH + [ 3
DNA Replikation + + 2.5
packaging + + 2,5,6
Translation RNA-Polymerase + + + | 2,7
Translation RNA spleilen RNA-Polymerase + + + + + + 2,5
RNA metabolische Prozesse, Binding rRNA, mRNA, + + + + + + 2,34
Ribosomen DEAD (Helikase) + + + + 2.4
Faltung Chaperone + + + + + + 2,3
Protein Abbau Ubiquitination, Neddylation, Proteolysis + + + + + 2,5
modifikationen Proteosome complex + + + 2,4
Hitzeschockproteine HSP20, HSP70, DnaJ + + + + + + 2,34
katabolische Prozesse + + + 2
Proteinkinasen RLK + 2,38
MAPK -AKktivitit + + + + + 2,38
Signal-/ Protein-Protein Interaktionen TPR, PPR + + + 4,7
Bindeprozesse GTPase BP HSR1 like + 4
ZF-CCHC Zink-knuckle + 2,5
Elektronen-/Protonentransport + + + + + 2,3
Membrantransport + + + + + 2,3
Proteintransport Translocasekomplex + + + + | 2
Transport Protein targeting + + 3
Intrazelluldrer Transport cytoskeleton-dependent + + + + 2
Transporter fur organische Séure + 2,4
Metaliontransport + + + + 2
Zuckertransport Sukrose, Saccharide + + + 2,3
Entwicklung Cuticle + 2
zelluldre Zellwachstum cyclin CDKs, + + + 2,34
Prozesse Zellbewegung + 2
Miose + 2
Motoraktivitit kinesin, expansin + + + + + 2,6
Microtubuli Aktivititen kinesin, expansin + | + + + + 2
Cytoskeleton biogenesis + + + 2
Nukleosome Histone, Chromatin + + + + + + 2,34
zellulire Zellwand Apoplast, Cellulose + + + + 2
Strukturen Pectatelyase + + + 2,4
Chloroplast thylakoid plastoglobue, PS-I, PS-II + + + 2,3
Photosysteme PS-1 PS-1T + + 1,2
Nuklearer Speck Spliessfaktoren + + + + + + 2,6
Membrane Transmembranproteine, ER + + 2
Nukleus nukleare Lumen, Nukleolus + + + 2
Signalosome Proteindeneddylation + + + + + 2,4
Energie Stickstoffmetabolismus + + 5
metabolismen Schwefelmetabolismus Assimilation + + + + 2.5
Photosynthese Lichtreaktion + + 2,5,6
Reaktion auf oxidative Phosphorylierung Respirationsprozesse, NADH- | + + + + + + [ 2,6
Dehydrogenase
Sekundir- UDP-Glycosyltransferase activity Anthocyanpigment Biosynthese + + 2,4
metabolismen- Sekundirprozesse + + + 2
Aminoséure aromatische Verbindungen + + + 1,3,4
metabolismen Phenylpropanoid, Transferase, Tetraterpenoid Lignin + + + + + 24,5
Lipid Phospholipide + 2,3
metabolismus Polyketide + 2
Oxylipin, Fettsiure + | + + + + + | 2
Carotenoide Terpenoide, Isoprenoide + 35
Kohlenhydrat- Glycoproteine + + + 1,3
metabolismus Glycosinolatebisynthese + [+ |+ [ + ] 146
Stirkemetabolismus + + 1,2
Jacalin, Lectin + + 2
Oxido- NADH-Dehydrogenase + + + + + 1,2,5
reduktasen Cytochromekomplex Assemblierung Biogenese + + + 1,2

Tabelle 3.7: Anreicherung biologischer Funktionen unter Hitzestress. Der Vielfalt der Stressantwort auf Hitze ist durch den Vergleich der

deregulierten Gene mit externen Gensignaturen moglich. Die Akkumulation von hochregulierten Gengruppen (rot) wird bei den RNA- und
DNA-Prozessen erkennbar. Oxidative Phosphorylierung und die Elektronentransportkette werden unter Hitze intensiver betrieben. Dagegen werden
metabolische Prozesse wie Energie-, Kohlenhydrat- oder Sekundérmetabolismen verlangsamt (griin). Die strukturelle Integritit der Zellwand wird
ebenfalls schwicher. Die Biogenese der Zellwandproteine und des Zytoskeletts wird reduziert. 1-Literaturquellen; 2- GO-Annotationen; 3- Mapman;
4-Pfam; 5-KEGG; 6- AraCyc; 7-DATF; 8- Kinasen
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h 3h  6h % 2h 48R

1005
10
1 o SRR SRR SRR I
Genname | Gen-ID biologische Funktion Min. Expression
Genname | Gen-ID biologische Funktion Max. Expression 261660_at | Kinesin-Motorprpotein 1/9.40
247655_at | Transkriptionsfaktor 12.63 CYCI 253051_at | Cyclin - Zellzyklusprotein 1/4.19
264255_at | Spleififaktor 8.26 248683_at | Lipidtransferprotein 1/125.6
NAD7 244925_at | NADH-Dehydrogenase 24.98 UDP 249469_at | UDP-glucose 6-dehydrogenase 1/7.29
HSP70 261838_at | Hitzeschutz 179.29 252911_at | Energiemetabolismus 1/10.77
250910_at | Transkriptionsfaktor 27.73 LHCB2 258239_at | chlorophyll A-B binding protein 1/109
eEF1 250304_at | Elongationsfaktor (Translation) 38.0 PC 253480_at | Energiemetabolismus 1/19.4
DREB2A| 250781_at | Transkriptionsfaktor 53.89 SULT 255773_at | Schwefelmetabolismus 1/22.3
Cyt be; 246944 _at | Ionentransport 64.95 259736_at | Kohlenhydratmetabolismus 1/21.17
DNAJ 258984_at | Chaperone 87.92982 GBSS 261191_at | Kohlenhydratmetabolismus 1/13.46
RPS4 266042_s_af Ribosomenbiosynthese 37.17 ASP4 262646_at Aminosiduremetabolismus 1/10.08
254232 _at | Cofaktormetabolismus 1/13.8

Abbildung 3.14: Veréinderte Expression unter Hitzestress.
Verschiedene Transkriptionsfaktoren, Elemente der Transkriptions- oder ~ Abbildung 3.15: Repression verschiedener Gene als Reaktion auf

Translationsprozesse oder Ionentransport werden durch Hitze Hitzestress. Aufgrund des Stresses werden mehrere metabolische
hochreguliert. Die frithe starke Expression dieser Gene und die Prozesse herabreguliert. Zu dieser Gruppe gehoren Proteine der
darauffolgende Senkung deuten auf deren Rolle in der priméren Energie-, Kohlenhydrat- sowie Lipidmetabolismen. Die Tabelle zeigt
Stresserkennung hin, welche anschlieBende Mechanismen kontrolliert den relativen niedrigsten Expressionswert der Gene in dieser Arbeit
und reguliert. Dazu gehoren Gene zum Schutz vor Hitze wie z.B. HSPs. (stdrkste Repression).

Die Tabelle listet den hochsten erreichten Expressionswert in dieser
Arbeit auf (Werte sind relativ zur Kontrolle aufgetragen).

Weise identifiziert.

Die Hitzestressanalyse zeigt eine hohe Ahnlichkeit zwischen den eigenen Daten und vergleich-
baren Experimenten aus anderen Laboren [148, 337, 189, 213]. Bei den Experimenten des AtGen-
Express Konsortiums [148] wurden Proben aus fritheren Zeitpunkten analysiert. Das Genexpressi-
onsmuster in diesen Versuchen zeigt einen dhnlichen Verlauf wie in dieser Arbeit. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die Genexpression in fritheren, in dieser Analyse nicht gemessenen Zeitpunkten, eben-
falls dhnlich verlduft. Dadurch wird ein Einblick in die Anfangsphase der Stressreaktion gewonnen.
Die einzelnen Zeitpunkte weisen keine punktuellen Treffer auf, sondern einen kontinuierlichen Ver-
lauf liber alle Zeiten. Die Reaktion der Pflanze ist nicht auf einen Zeitpunkt begrenzt. Aktivierte Gene
iben ihre Funktion lidnger als eine Messungseinheit aus. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Zeitpunkte in mehreren Vergleichen gefunden.

Wie in Tabelle 3.7 zusammengefasst wurde, verursacht Hitze eine starke Deregulation mehrerer
Prozesse der DNA- sowie RNA- und Proteinmodifizierung. In den ersten Zeitmessungen wurden ver-
schiedene Transkriptionsfaktoren sowie Replikationselemente identifiziert. Hitze verursacht eine Um-
stellung des Proteinhaushalts in der Pflanze. Translations- und Transkriptionsprozesse wurden ver-
starkt betrieben. Entsprechend aktiver wurden auch die Ribosomenbiogenese und die Spleilprozesse,
welche fiir die Anfertigung der Proteine nétig sind. Durch die Hitze hdufen sich falsche Konformatio-
nen bzw. Faltungen der neu synthetisierten Proteine an. Diese miissen korrigiert werden. Der zellulére
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Ionentransport (vor allem Elektronen in der Elektronentransportkette) arbeitet intensiver, ebenso die
Cytochrome und NADH-Dehydrogenasen als Teil der Elektronentransportkette, die fiir den Ionen-
transfer zusténdig sind (Abb. 3.14). Spleil3- und ribosomale Elemente wurden aufgrund des Stresses
kontinuierlich hoher exprimiert. Die frithere Reaktion der ABA-abhéngigen Prozesse zusammen mit
der erhohten Expression der Hitzeschockproteine (HSP20, HSP70 sowie DnalJ-Familien) stellt ein
Zeichen fiir den Versuch der Pflanze dar, den Stress zu bekdmpfen. Wihrend die Elektronentransport-
kette hoch reguliert wurde, weisen die intrazelluldren sowie Zucker- und weiteren Transportmechanis-
men eine kontinuierliche Senkung ihrer Aktivitét auf. Wie in Tabelle 3.7 zusammengefasst wurde, hat
der Hitzestress zur Folge, dass die strukturelle Integritit der Zelle nicht mehr aufrechterhalten werden
kann. Gengruppen der strukturellen Integritit (Zytoskelett, Mikrotubuli, Nukleosome) sowie Zelltei-
lungsprozesse wurden, genauso wie verschiedene Transportmechanismen der Sekundédrmetaboliten
(Zucker, lonen), schwicher exprimiert (Abb. 3.15). Der Grund dafiir ist die Repression verschiedener
Prozesse der Energie- (Photosynthese, Photosystemen I und II) sowie der Kohlenhydratmetabolis-
men. Die Reduktion weiterer sekundidrmetabolischer Prozesse wie der Biosynthese von Aminosduren
oder Lipiden ist eine weitere Auswirkung der Stressreaktion. Diese metabolischen Stoffwechselwege
wurden verlangsamt, damit die Pflanze ihre Ressourcen auf die Stresssituation konzentrieren kann.

Die Analyse der Promotorregionen nach vordefinierten Transkriptionsfaktorbindestellen Durch
die Verinderung der Genexpression kann die Pflanze auf ihre verinderte Umgebung reagieren [21,
170]. Pflanzen besitzen mehr als 1500 Transkriptionsfaktoren, die jeweils Dutzende bis Hunderte
Gene in verschiedenen bzw. ineinander greifenden Signaltransduktionskaskaden kontrollieren [326].
Die Identifizierung solcher Promotorregionen und die Erkennung der Prozesse, die zum Binden der
Transkriptionsfaktoren an diesen Stellen fiihren, kann wesentlich zum Verstiandnis der Kontrollme-
chanismen bei der Induktion bzw. Repression der Genexpression als Reaktion auf Veridnderungen in
der Umgebung beitragen. Schliisselgene, die bei mehreren Signalkaskaden von verschiedenen Tran-
skriptionsfaktoren aktiviert werden, sollten dementsprechend mehr cis-regulatorische Elemente in
ihrer proximalen Promotorregion aufweisen.

Alle deregulierten Gene wurden auf cis-regulatorische Elemente im Promotorbereich analysiert.
Die Anreicherung der einzelnen Motive wurde mittels Fisher’s Exact Test [75] fiir jeden Stressfaktor
bei einem Schwellenwert von p<1E~3 notiert (Abb. 3.9, 3.11).

Hochregulierte Motive herabregulierte Motive

Motivename

Motivesequenz

Quelle

Motivename

Motivesequenz

Quelle

ABRELATERDI

ACGTG

Simpsom et al. [290]

ACGTABREMOTIFA20SEM

ACGTGKC

Hattori et al. [103]

ABRE-like binding site motif

AACGTG[GT][AC]

Shinozaki et al. [286]

EBOXBNNAPA

CAmTG

Stalberg et al. [297]

ABRERATCAL

[ACJACG[CT]GA

Kaplan ct al. [142]

IBOX

GATAAG

Giuliano et al. [88]

CACGTGMOTIF

CACGTG

Chandrasekharan et al. [47]

MYCATERD1

CATGTG

Simpson et al. [290]

ACGTABREMOTIFA20SEM

ACGTGKC

Hattori et al. [103]

MYCATRD22

CACATG

Abe et al. [2]

ACGTATERD1

ACGT

Simpson et al. [290]

POLASIGI

AATAAA

Heidecker et al. [107]

GADOWNAT

ACGTGTC

Ogawa et al. [233]

ABRELATERD1

ACGTG

Simpson et al. [290]

ANAERO2CONSENSUS

AGCAGC

Mohanty et al. [215]

ABRERATCAL

[ACJACG[CT]GA

Kaplan et al. [142]

CARGATCONSENSUS

CC[AT](6)GG

Hepworth et al. [110]

ANAERO1CONSENSUS

AAACAAA

Mohanty et al. [215]

HEXAMERATH4

CCGTCG

Chaubert ct al. [48]

Bellringer/replumicss/pennywise BST IN AG

AAATTAAA

Bao ctal. [24]

HSEs binding site motif

AGAANTTCT

Nover et al. [232]

DPBFCOREDCDC3

ACACnnG

Kim et al. [151]

MYBCOREATCYCBI1

AACGG

Planchais et al. [247]

GADOWNAT

ACGTGTC

Ogawa et al. [233]

SURECOREATSULTR11

GAGAC

Maruyama-Nakashita et al. [195]

GAREAT

TAACAA[AG]

Ogawa et al. [233]

UPIATMSD

GGCCCA[AT][AT][AT]

Tatematsu et al. [308]

L1BOXATPDF1

TAAATG([CT]A

Abe et al. [2]

SITEIHATCYTC

TGGGC[CT]

Welchen et al. [334]

MYBPLANT

[ACJACC[AT]A[AC]C

Sablowski et al [263]

SORLIP2AT

GGGCC

Hudson et al. [125]

UPRMOTIFIIAT

CCn(12)CCACG

Martinez t al. [194]

TELOBOXATEEF1AA1

AAACCCTAA

Tremousayque et al. [315]

HEXAT

TGACGTGG

Schindler et al. [271]

UP2ATMSD

AAACCCTA

Tatematsu et al. [308]

SORLIPIAT

GCCAC

Hudson et al. [125]

Tabelle 3.8: Transkriptionsfaktorbindestellen unter Hitzestress Aufgelistet sind Motive im proximalen Promotorbereich, welche unter Hitzestress
als iiberreprisentativ identifiziert wurden. Diese TFBS wurden mittels eines Fisher-Exact Tests mit einem Schwellenwert von 1E~3 in der 1000 Basen
vor dem Translationsbeginn identifiziert. Die Sequenzen der jeweiligen Motiven sind hier in Fuzznuc Form angegeben [30].
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In der Tabelle 3.8 wurden alle unter Hitzestress angereicherten Bindestellen fiir die hoch- bzw. her-
abregulierten Gene aufgelistet. Alle stressbedingten Motive wurden bei allen Stressfaktoren wiederge-
funden. Sie besitzen eine ABA-abhingige Promotorbindestelle (ABRE-Motive [188, 197], ACGTA-
TERDI1 [290], GADOWNAT [121]). Das deutet auf eine allgemeine, ABA-abhingige (Abscisinsdure)
Stressantwort hin, welche unter Hitzestress interessanterweise nur in den ersten zwei Messpunkten
zu beobachten ist. Die spitere Reaktion der Pflanze wirkt hitzespezifisch (Tab. 3.9). Bei der Analyse
der Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) wurden verschiedene hitzespezifische Promotormotive
identifiziert (Tab. 3.9). Die direkte Rolle der Motive HSE-BS und UP1ATMSD in der Regulation der
Hitzestressantwort wurde bereits in fritheren Untersuchungen nachgewiesen [81, 232, 308, 324]. Eine
dritte Gruppe beinhaltet die temperaturabhéngigen Promotormotive, deren Gene sowohl unter Hitze
als auch unter Kilte signifikant differentiell reguliert wurden (Tab. 3.9).

Viele hitzeinduzierten Gene weisen das palindromische Bindestellenmotiv AGAAnnTTCT in ih-
rem Promotorbereich auf (Hitzestresselemente, HSE [81, 232]). Die Hitzeschockfaktoren [28] und
weitere hitzeregulierende Transkriptionsfaktoren (z.B. bZIP28 [81]) erkennen dieses Motiv und bin-
den dort. Diese Proteine dienen als Hitze-Fritherkennungssystem fiir die Pflanze und sind sofort beim
Eintreten in die Stresssituation einsatzbereit. Als Teil dieser priméren Stressantwort sind sie bereits
in den ersten zwei Messeinheiten tiberméfig aktiv. AnschlieBend geht die Pflanze in die zweite Pha-
se (die Sekunddrantwort) tiber. Hier wurden weitere Mechanismen aktiviert, welche unabhiingig von
HSE-Elementen funktionieren.

Das Proteinbindemotiv UP1ATMSD mit der DNA-Sequenz 'GGCCCA[AT][AT][AT]’ ist fiir sei-
ne Rolle in der Regulation verschiedener Wachstumsprozesse bekannt (Tab. 3.8 [308]). Bisher wur-
de jedoch keine direkte funktionelle Beziehung zwischen der Reaktion auf Hitzestress und diesem
Motiv experimentell bestitigt. In dieser Analyse wurde zum ersten Mal ein moglicher Zusammen-
hang zwischen dem Motiv UP1ATMSD und der Stressantwort gefunden (Tab. 3.10). In Tabelle 3.10
wurden ebenfalls weitere Funktionen dieses Motivs in der Modifizierung bzw. Transport von RNA-
Molekiilen sowie in verschiedenen Prozessen der Proteinmodifikation und der Ribosombiogenese
identifiziert. Zusétzlich konnte diesem Motiv eine Rolle in bestimmten Entwicklungsprozessen nach-
gewiesen werden (Tab. 3.10). Das verstirkte Auftreten von Proteinen mit einer Rolle in der Erhhung
der strukturellen Integritit der Proteine und RNA lédsst vermuten, dass diese Bindestelle eine solche
Funktion unter Hitzestress ausiibt.

Die TFBS SITEIIATCYTC ist fiir seine Rolle in der verstirkten Aktivitit beim Aufbau der mit-
ochondrialen oxidativen Phosphorylierung und Regulation der ribosomalen Proteine bekannt [334,
335, 317]. Der durch den Hitzestress verstirkte Elektronentransfer in der respiratorischen Kette ist
einer der Griinde fiir den erhohten Anteil an ROS-Elementen in der Zelle. Die funktionelle Zugeho-
rigkeit erklirt die Akkumulation der Gene mit dieser Bindestelle unter Hitze. Dieses Motiv zeigt ein
stressspezifisches Verhalten (Tab. 3.9). Die Gene mit einer solchen Sequenz im proximalen Promo-
torbereich weisen eine starke Beteiligung an verschiedenen Prozessen in der Regulation von RNA
und Proteinen auf (Tab. 3.10). Gene mit diesem Motiv {iben zuséitzlich eine Funktion in der Reaktion
der Pflanze auf Lichtverinderungen aus (Tab. 3.10). Das cis-regulatorische Bindestellenmotiv HE-
XAMERATH4 iibt eine regulatorische Funktion bei der Genexpression der Histongene aus. Das AN-
AERO2CONSENSUS TFBS wurde in Genen des fermentativen Stoffwechselweges entdeckt [215].
Die Resultate dieser Arbeit weisen fiir Gene mit diesen Motiven im proximalen Promotorbereich ei-
ne explizite, regulatorische Funktion in der RNA-Modifizierung zu (Tab. 3.10). Die Gene in dieser
Gruppe sind in der spéteren Stressphase aktiv. Sie dienen moglicherweise als Verstirkung der Trans-
lationsprozesse bzw. sorgen fiir die Aufrechterhaltung der RNA-Modifizierungsprozesse (Tab. 3.7,
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3.10). Gene mit den Proteinbindestellen MYBCOREATCYCB1 und CARGATCONSENSUS wur-
den bei verschiedenen zeitabhéngigen Entwicklungsprozessen gefunden [247, 206, 116], das Motiv
SURECOREATSULTRI11 dagegen in Genen des Schwefelmetabolismus [195]. Die Gene in diesen
beiden Bindestellengruppen wurden ebenfalls hauptséichlich in den spéteren Zeitpunkten stirker aktiv
(Tab. 3.9). In der Gensignaturanreicherungsanalyse wurden diesen Motivgruppen einer Funktion in
der RNA-Modifizierung sowie in der Regulation der Proteinfaltung zugerodnet (Tab. 3.10). Die Gene
mit dem MYBCOREATCYCB1 Motiv wurden bei der Reaktion auf Licht- und UV-Stressfaktoren
und zusitzlich bei den Prozessen der Zellteilung iiberreprisentativ gefunden. Das ldsst sich durch die
allgemeine, ubiquitdre Funktion der MY B-Transkriptionsfaktoren in mehreren regulatorischen und
zelluldren Metabolismen in der Pflanze erklidren [234].

Bei der Uberpriifung der Gene mit diesen Motiven in ihren proximalen Promotorregionen wurden
biologische Funktionen iiberreprésentativ identifiziert, deren Stoffwechselwege unter Hitze deregu-
liert wurden, wie z.B. Proteinfaltung oder -abbau oder RNA-Modifizierungsprozesse (Abb. 3.10 und
Tab. 3.7). Fiir diese vier Motive konnte bisher noch keine Beziehung zum Hitzestress experimentell
verifiziert werden. Die hier durchgefiihrte Computer-basierte Analyse zeigt eine eindeutige Zuord-
nung dieser DNA-Sequenzen zur pflanzlichen Reaktion auf Hitzestress.

Bei der Gruppe der herabregulierten Gene wurden weitere Proteinmotive mit einem hitzespezifi-
schen Expressionsverhalten gefunden (Tab. 3.11). Eine direkte Verbindung zur Hitze wurde in frii-
heren Experimenten bei keinem dieser Motive entdeckt. Vier der zehn Promotormotive wurden in
ABA- und GA-kontrollierten Genen identifiziert, gehdren also zur Gruppe der phytohormonregulier-
ten Gene, die unter Hitzestress herabreguliert wurden. ABRELATERD1 und GADOWNAT werden
durch die Anwesenheit von ABA aktiviert [323, 152], die Expression von Genen mit den Motiven
DPBFCOREDCDC3 und GAREAT wird durch Gibberellinsdure kontrolliert [154, 233]. Die Gene
mit dem ABRELATERDI-Motiv wurden iiberreprisentativ in der spiteren Stressphase akkumuliert
(Tab. 3.11). Dies deutet auf deren mogliche Funktion in der Regulation photosynthetischer und weite-
rer energiemetabolischer Prozesse hin, die unter Hitze in der sekundiren Stressantwort herabreguliert
wurden (Tab. 3.12). Dieses Ergebnis untermauert die wichtige Rolle von ABA in der Regulation meta-
bolischer Prozesse in der Pflanze als Reaktion auf den Stress [347, 33]. Die GADOWNAT-Gengruppe
wurde bei den temperaturabhédngigen Stressfaktoren in den spiteren Zeitpunkten identifiziert (Tab.
3.11). In Gengruppen mit einer Funktion in der Biosynthese der photosynthetischen Organelle wurde
eine Anreicherung dieses Motivs wiedergefunden (Tab. 3.12). Dieses Verhalten liefert eine mogliche
Erkldarung fiir die Herabsetzung der Photosyntheserate in der spéteren Hitzeantwort. Die Repression
der Gene fiir die Chloroplasten verursacht eine Stérung im Ablauf der Photosynthese, die wiederum
zur Senkung des Energiemetabolismus fiihrt.

Die weiteren hitzestressspezifischen Motive wurden tiberreprédsentativ bei Genen identifiziert, de-
ren biologische Funktion dem Hitzestress nicht zugeordnet werden konnten. ANAERO1CONSENSUS
und ANAERO2CONSENSUS werden dem fermentativen Stoffwechselweg unter anaerobischen Be-
dingungen zugeordnet [215]. Der unter anaerobischen Bedingungen bevorzugte Energieherstellungs-
stoffwechselweg, der Krebs-Zyklus, wird unter Hitze herabreguliert [160]. Es lésst sich deshalb ver-
muten, dass die Priorititen weiterer Energiemetabolismen ebenfalls in den Hintergrund geraten. Die
Motive LIBOXATPDEF]1 und Bellringer/replumless/pennywise, welche das Gen AGAMOUS regulie-
ren, wurden Entwicklungsprozessen zugewiesen [332, 109, 24]. ABRERATCAL wurde bei Genen
der ABA-abhiingigen Ca>* Regulation in der Pflanze identifiziert [142].
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Diese drei Motive wurden in samtlichen fritheren Stressantworten gefunden (Tab. 3.11). Bei der
Analyse der funktionellen Annotationen konnten diese drei Motive verschiedenen, unter Hitzebe-
dingungen deregulierten, funktionelle Kategorien zugeordnet werden, z.B. Reaktion auf abiotischen
Stress, Energie- oder Kohlenhydratmetabolismen (Tab. 3.12).

Das Motiv UPRMOTIFIIAT weist ungewohnliche Resultate auf. Proteine mit diesem Motiv wur-
den bei Prozessen der Proteinfaltung entdeckt. In dieser Arbeit dagegen wurde eine Anreicherung von
Genen mit dieser Domine bei den herabregulierten Genen gefunden. Die UPR-Reaktion (unfolded
protein response) wird im Endoplasmatischen Retikulum wegen der Akkumulation von ungefalte-
ten Proteinen ausgelost und wird durch Stress (unter anderem auch Hitzestress [40, 194]) verursacht.
Zur Gruppe der UPR-Gene gehoren unter anderem verschiedene Chaperone, BiP- und PDI-Proteine,
welche bei der Proteinfaltung eine Rolle spielen, einer wichtigen biologischen Funktion unter Hitzest-
ress. Der UPR-Stoffwechselweg wird durch verschiedene Phosphatasen negativ reguliert [336]. Dies
fiihrt unter anderem zur Verminderung des zelluldren Wachstums, einem Phénotyp des Hitzestresses.
Weitere Gene in dieser Gruppe gehoren u.a. zu verschiedenen Sekundéarmetabolismen und Zellwand-
modifizierungsprozessen, welche unter Hitze gesenkt werden. Daraus lésst sich schlieBBen, dass Gene
mit diesem Motiv auch weitere Hitze-relevante Funktionen ausiiben.

Eine Korrelation zwischen abiotischem Stress und bestimmten Proteindoménen wurde hier nach-
gewiesen. Sowohl fiir die hoch- als auch fiir die herabregulierten Gene wurden angereicherte Stress-
spezifische, cis-regulatorische Bindestellen gefunden. Die Gene, welche diese Motive in ihrer pro-
ximalen Promotorregion beinhalten, gehoren verschiedenen biologischen Klassen an und iiben eine
Vielzahl von Funktionen aus. Bisher sind nur wenige Promotorstellen in direkten Zusammenhang mit
Hitze gebracht worden. In dieser Arbeit wurde eine Reihe weitere Transkriptionsfaktorbindestellen
mit einer spezifischen Hitzestressregulation nachgewiesen. Die Ergebnisse in dieser Analyse weisen
darauf hin, dass diese Motive ebenfalls wie die HSE-Elemente [81], einen Einfluss auf die Hitzest-
ressregulation ausiiben.

Die Verdnderungen verschiedener Stoffwechselwege unter Hitzestress In dieser Analyse wies die
Pflanze unter Hitzeeinfluss die grote Anzahl an differentiell regulierten Genen {iiber alle Zeitpunk-
te hinaus sowohl fiir die hoch- als auch fiir die herabregulierten Gene auf (Tabelle 3.4). Hitze und
Lichtstressfaktoren reduzieren die CO,-Aufnahme in der Pflanze. Die Stomata werden geschlossen,
um zu verhindern, dass die Pflanze zu viel Wasser verliert. Als Reaktion auf den Stress wurden in
dieser Arbeit verschiedene, signifikant veridnderte, metabolische Prozesse nachgewiesen. Der Kalvin-
zyklus verlangsamt sich, die Photosyntheserate wurde reduziert und es entsteht eine Photoinhibition.
An diesem Prozess sind u.a. die sog. reaktiven Sauerstoffelemente beteiligt. Pflanzen sind gut ge-
riistet, um gegen den photooxidativen Stress vorzugehen. Wie stark die Pflanze vom Stress betroffen
wird, hingt von ihrer Fidhigkeit ab, die ROS-Elemente abzubauen. Diese radikalen, sehr reaktiven
Ionen mit einem ungepaarten Elektron werden bei der Respiration und der Elektronentransportkette
unter Stress verstdrkt produziert und konnen die DNA, RNA und Proteine schidigen [291, 212].

Da die ROS-Elemente gleichzeitig eine wichtige Signalfunktion bei verschiedenen Stoffwechsel-
wegen ausiiben, muss eine Balance zwischen deren Bildung und Bekdmpfung in der Zelle existieren
(Abb. 3.16). Damit dieses Gleichgewicht aufrecht erhalten werden kann, miissen regulatorische Pro-
zesse fiir die Produktion der ROS-Elemente aktiviert werden. In Abb. 3.16 wurde das regulatorische
Netzwerk der Produktion bzw. des Abbaus von reaktiven Sauerstoffelementen dargestellt. An diesem
Prozess nehmen verschiedene Oxidasen teil (Glycolatoxidasen, Amineoxidasen, NADPH Oxidasen
oder Kupferoxidasen) [212]. Zusammen mit Salicylsidure (SA) und Stickstoffmonoxid (NO) vermin-
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Abbildung 3.16: Die Regulation des ROS-Netzwerkes unter Hitzestress. Das Gleichgewicht zwischen ROS-Produktion durch verschiedene
Oxidasen (LDL, FLD, PAO ,etc.) und dem Abbau dieser giftigen Molekiile mittels antioxidativer Proteine und der Detoxifikation der Zelle muss
aufrecht erhalten bleiben. Radikalfinger wie Peroxidasen, Thioredoxine, Glutathione, Catalasen oder Superoxiddismutasen regulieren die
Akkumulation dieser Sauerstoffradikale in verschiedenen Organellen. Weitere Transkriptionsfaktoren (ZAT-Proteine, GI oder WRKY's) beteiligen sich
an der Regulation. Weitere Sekundirmetabolismen werden durch den Stress beeinflusst. PCD und das Abbauen falsch gefalteter Proteine nehmen zu,
wihrend metabolische Stoffwechselwege wie der Energie- oder Kohlenhydratmetabolismus herabreguliert werden. Abgebildet ist eine
Momentaufnahme nach einer Stunde Stress. Die Heatmaps iiber ausgewihlten Genen zeigen deren Expressionverhalten im Verlauf der Analyse. Die
Farbskala zeigt bei herabregulierten Genen und rot bei einer erhohten Expression. Das Netzwerk wurde mit Hilfe der "Pathway Studio’ Software
V. 6.2 erstellt [226, 11].

dern diese die Aktivitdt von ROS-Fingern wie APX, CAT, oder SOD- Proteinen (Ab. 3.16) [155].
Andererseits besitzt die Pflanze mehrere Mechanismen fiir die Detoxifikation der Zellen. Als Re-
aktion auf Hitze wurden in der Zelle stressspezifische Hitzeschockfaktoren intensiver aktiviert. Als
Folge dieser Aktivitdt wurden weitere von Hsf regulierte Gene stdrker exprimiert. Die in den Chloro-
plasten entstehenden Sauerstoffradikale werden mit Hilfe verschiedener antioxidativer Gene wie z.B.
APX1, CSDs, CATs und AOX reduziert. Die aufgrund des photooxidativen Stresses entstehenden
Elektronen werden im PS-I vom Sauerstoff aufgefangen. Die erzeugten Hydroxid-Ionen und Wasser-
stoffperoxid werden im Wasser-Wasser-Zyklus durch Superoxiddismutase und Peroxidase zu Wasser
reduziert. Die Regenerierung der beteiligten Peroxidasen iibernehmen Glutathione mit NADPH Mole-
kiilen bzw. Monohydroascorbate [77, 92]. Wie in Abbildung 3.16 sichtbar ist, nehmen weitere Protei-
ne beim Schutz vor den ROS-Elementen teil, wie z.B. die Superfamilie der Thioredoxine (TRX, TPX,
GRX, PDI und GST) (Abb. 3.16). Dabei handelt es sich um Oxidoreduktasen, welche in der zelluldren
Redox-Homoostase involviert sind. [65]. Diese konnen einerseits die Peroxidasen durch Reduktion
reaktivieren, andererseits dienen sie als Chaperonen beim Schutz der Proteine. Diese werden durch
verschiedene Transkriptionsfaktoren (HSfs, WRKYs ODER MYBs) reguliert [212, 13, 339] (Abb.
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Das Zinkfingerprotein ZAT12 reguliert die Expression von APX1, einer Ascorbatperoxidase (Abb.
3.16) [63]. Dieses Protein ist wiederum fiir die Hitzeresistenz unverzichtbar. Bei seiner Abwesen-
heit wird die Pflanze gegeniiber oxidativem Stress sensitiver und weist Wachstumsmissbildungen auf
[209]. APX1 beteiligt sich an der Regulation weiterer Signaliibertragungswege wie z.B. der Photo-
syntheserate oder des Kohlenhydratmetabolismus durch seinen Einfluss auf das GIGANTEA Protein
(Abb. 3.16) [165].

Ein Resultat steigender Temperaturen ist die SchlieBung der Spaltoffnungen. Dadurch versucht die
Pflanze, ihren Wasserverlust zu reduzieren. Weil die Verbindung nach auBlen gekappt wird, reduziert
sich die CO,-Aufnahme. Aus diesem Grund wird der Energiemetabolismus unter Hitze herabregu-
liert. Einen der Kontrollmechanismen bilden die ROS-Elemente. Aus Abbildung 3.17 wird ersichtlich,
wie der Hitzestress die Photosynthese unterdriickt. Mehrere Gene der Photosysteme I und II werden
als Reaktion auf Hitze herabreguliert. Die molekularen Komplexe und funktionellen Klassen beinhal-
ten mehrere Gene, die eine Verbindung eingehen und nur zusammen eine dhnliche zelluldre Funktion
ausiiben.

Die photochemische Aktivitidt des PS-II wird durch den Protonengradienten im Thylakoid re-
guliert. Das Ausmal} dieses Gradienten hingt von der Turnover-Rate des zelluliren ATP ab. Diese
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wiederum ist von der Aktivitdt der photosynthetischen Prozesse in der Pflanze (Photorespiration,
Stickstoff- und Schwefelassimilierung) abhéngig. Wie in Abbildung 3.17 sichtbar ist, wurden diese
Prozesse aufgrund des Hitzestresses herabreguliert. Die Funktion der durch Licht aktivierten Enzyme
des Kalvinzyklus wurden unter Hitze ebenfalls herabreguliert, damit die Menge an ROS-Elementen
im Bereich der kontrollierbaren Konzentration bleibt. TRX-Proteine, welche durch ROS-Elemente
beeinflusst werden, regulieren den Verlauf dieses Prozesses und senken dessen Aktivitdt (Abb. 3.17)
[207].

Die Verlangsamung des Kalvinzyklus hat zur Folge, dass die Pflanze mehr NADPH (z.B. Thiore-
doxine oder Glutathione) fiir die ROS-Detoxifikation zur Verfiigung hat [230, 260]. Die Genexpressi-
onsintensitit der Rubisco activase (RCA), eines wichtigen Enzyms fiir die Aktivierung des RuBisCo
Komplexes, wurde in dieser Analyse durch den Hitzestress gesenkt (Abb. 3.17). Hitzestress inhibiert
dessen Funktion, was zur Deaktivierung des Kalvinzyklus fiihrt.

Verschiedene Gene des Kalvinzyklus, deren Expression aufgrund des Hitzestresses reduziert wur-
den, sind an der Regulation des Kohlenhydratmetabolismus beteiligt. Wie in Abbildung 3.17 und
3.18 zu sehen ist, fiihrt die Senkung ihrer Aktivitdt zur Herabregulierung der Stirkebiosynthese so-
wie weiterer metabolischer Prozesse der Kohlenhydratproduktion. Glukose und weitere Kohlenhy-
drate werden als Folge der Photosynthese und des Kalvinzyklus synthetisiert. Diese Energie wird
in Form von Stirke oder Lipiden in der Zelle gespeichert. Mit der Senkung dieser Prozesse wird
auch die Produktion der Kohlenhydrate schwicher. Mehrere Proteine des Kalvinzyklus beteiligen
sich an der Regulation des Stiarkemetabolismus. Das Rubisco-Gen besitzt eine zentrale Funktion so-
wohl im Kalvinzyklus als auch in der Regulation der Kohlenhydratbiosynthese. Die RCA ist fiir
den ersten Schritt der Kohlenstofffixierung im Kalvinzyklus zustindig. Ketolasen beschleunigen die
Produktion der Ribophosphatasen aus D-Sedoheptulose-7-Phosphat. Dies wird durch die Spaltung
eines 3-Glycerinaldehydmolekiils eingeleitet. Wie in Abbildung 3.17 zu sehen ist, wurden im Ver-
lauf des Klavinzyklus mehrere Gene aufgrund des Hitzestresses herabreguliert. Als Reaktion auf die
Aktivititsinhibierung des Rubisco-Gens aufgrund des Hitzestresses wurden die Stirkebiosynthese im
Chloroplast sowie weitere Prozesse des Kohlenhydratmetabolismus reduziert (Abb. 3.18).

Kohlenhydrate beteiligen sich an vielen verschiedenen Metabolismen in der Pflanze. Entwicklungs-
und Wachstumsprozesse brauchen Sucrose, Cellulose hilft bei der strukturellen Integritit der Zelle
und Stirke wird als Energiespeicher verwendet. Die Stoffwechselwege der Energie- und Kohlenhy-
dratmetabolismen sind miteinander verkniipft und werden gegenseitig reguliert. Die Einwirkung von
Hitzestress fiihrt zur Energiereduzierung in der Zelle, wodurch die zellulédre Stirkekonzentration sinkt
(Abb. 3.18).

Eine weitere Gruppe von Prozessen, die durch Hitzestress dereguliert wurden, ist die der hormon-
bedingten Metabolismen. Phytohormone beteiligen sich an verschiedenen zelluldren Signalprozes-
sen. Sie regulieren das Wachstum und verschiedene Entwicklungsmetabolismen. Auxin fungiert als
Signalmolekiil in mehreren verschiedenen Prozessen, wie z.B. der Zellteilung, der Rosetten- oder
Bliitenreifung, der Wurzel- oder Hypokotylentwicklung [61, 162, 198, 222], aber auch in anderen
metabolischen Prozessen mit oder ohne der Beteiligung weiterer Signalmolekiile [23, 358]. Auxine
dienen als Transkriptionsregulatoren. Sie binden an AUX/IAA-Proteine und markieren sie fiir den
Abbau. Das F-Box Protein TIR1 gehort zum Ubiquitin-Ligase-Komplex. Dieser Auxinrezeptor iden-
tifiziert spezifische IAA-Repressoren fiir die Ubiquitination. Um das zelluldre Wachstum zu verlang-
samen und die Entwicklung der Pflanze zu kontrollieren, werden mehrere Gene im Auxinsignalweg
unter Hitze herabreguliert (Abb. 3.19). Hierdurch kann die aufgrund der Einwirkung des Hitzestresses
geringere gespeicherte Energie fiir die Akklimatisierungsprozesse verwendet werden.
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Abbildung 3.18: Genexpressionsverinderungen des Stirkemetabolismus wihrend Hitzestress. Die Gene der Stirkebiosynthese werden unter

Hitzestress herabgesetzt. ABA und Zucker regulieren diesen Metabolismus. Die Repression der Glykosyldonor ADP-Glukose Synthase verursacht die
Herabsetzung der Starch synthase Konzentration in der Zelle.

Die abgebildeten Elemente zeigen die Intensitit nach 48 Stunden an. In den Heatmaps und Liniendiagrammen kann der komplette Verlauf iiber alle
Zeitpunkte beobachtet werden. Das Netzwerk wurde aus dem ’Pathway Studio Software Paket’ V. 6.2 entnommen [226, 11].
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Abbildung 3.19: Regulation der Auxin-abhiingigen metabolischen Stoffwechselwege unter Hitze. Hitze reguliert alle Bereiche der pflanzlichen
Auxin-Biologie, die Synthese von Indol-3-Essigsdure (IAA), den Zell-Zell-Transport von IAA Molekiilen (z.B. PIR als Efflux) und den TIR-Komplex
Signalweg. Verschiedene metabolische und Entwicklungsprozesse werden durch Auxin beeinflusst. Hitzeschockfaktoren regulieren die Expression

sowohl von Auxin-induzierten Genen (AUX1, IAR1) als auch Genen fiir die Ubiquitinierung von Auxin (TIR1, ASK1, CANDI). Das Netzwerk wurde
aus dem "Pathway Studio Software Paket’ V. 6.2 entnommen [226, 11].
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Wie im Auxinsignaliibertragungsweg abgebildet wurde (Abb. 3.19), regulieren auxinabhingige
Gene (AUXI, TAA, ARF, etc.) mehrere Entwicklungsprozesse [147]. Diese wurden durch die Inhi-
bierung von auxinmetabolischen Vorgingen abgeschaltet. IAA-Proteine (Indol-3-Essigsdure) bilden
Dimere mit den ARF-Proteinen (Auxin Responsive Factors) und inhibieren so deren Aktivitit. Au-
xin trennt die beiden Molekiile voneinander, wobei die ARFs anschlieBend an die Promotoren der
auxinabhédngigen Gene binden und diese aktivieren. Hitzestress induziert die Expression der IAA-
gesteuerten Proteine und verringert die Aktivitdt der ARF-Proteine (Abb. 3.19), wodurch der Au-
xinsignalweg und alle davon abhédngigen Prozesse herabreguliert werden. Abbildung 3.19 zeigt die
Komplexitit bzw. die Vielfalt an Prozessen, bei denen Auxinmolekiile eine regulatorische Rolle aus-
tiben.Wihrend die meisten IAA-Gene herabreguliert wurden, zeigen andere eine erhdhte Expressi-
onsintensitit (z.B. IAA2, IAA19). Das ldsst vermuten, dass diese Gene andere Prozesse kontrollieren
wie z.B. die Seneszenz, welche unter Hitze verstérkt auftritt. Das Expressionsverhalten von auxinre-
gulierenden Transkriptionsfaktoren (HSFA2, ZAT12) zeigt eine frithe intensive Reaktion, gefolgt von
einer sofortigen Senkung der Expressionsintensitit im nachfolgenden Zeitpunkt. Am Auxinsignalweg
nehmen viele Gene mit unterschiedlichen Verhaltensmuster teil. Die Gene mit einer Funktion in den
Wachstumsprozessen wie z.B. IAA11 oder IAA27 wurden durch den Stress herabreguliert. Gene mit
einer hemmenden Funktion im Auxinsignalweg (z.B. CAND1) weisen eine kontinuierlich steigende
Expressionsintensitit im Stressverlauf auf (Abb. 3.19). CAND1 besteht aus HEAT-Wiederholungen,
wie fiir die Assemblierung und Abbau des SCF-Proteinabbaukomplexes zustidndig sind [50]. Die
IAA/AUX-Proteine werden von diesem Proteinkomplex als Substrat erkannt und degradiert.

Hohe Temperaturen verursachen eine umfangreiche und aufwendige Umstrukturierung im pflanz-
lichen Metabolismus. In Tabelle 3.13 wurden weitere Prozesse mit einigen dazugehorigen Schliissel-
genen aufgelistet, die unter Hitze hoch- bzw. herabreguliert wurden. Die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse bestitigen die Resultate fritherer Experimente [213, 148]. Die Konzentration der ROS-
Elemente oder der Proteine zur Beseitigung von falsch gefalteten Proteinen sowie zu deren Schutz
steigen als Reaktion auf den Stress schnell und stark. Lang anhaltender Stress verringert die Photo-
syntheserate und senkt den Kohlenhydratmetabolismus. Die Elektronentransportkette wird durch die
Verringerung der Photosyntheserate nicht veridndert. Dies fiihrt zu einem Konzentrationsanstieg der
freien Elektronen und dadurch der ROS-Elemente. Der oxidative Stress steigt.

Weitere Resultate in dieser Arbeit geben neue Erkenntnisse in verschiedenen Bereichen der pflanz-
lichen Stressantwort. Phytohormone z.B. beteiligen sich an der Regulation mehrerer zelluldren Pro-
zesse. Viel ist bereits iiber die Regulation von ABA oder Ethylene unter Stressbedingungen erforscht
worden. Die Ergebnisse in dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Auxin- und etwas schwicher
auch die Gibberelinkonzentration vom Stress beeinflusst werden. Der Einfluss der Hitze auf die Ri-
bosomenbiogenese oder die Verdnderungen des Histonmetabolismus ist ebenfalls noch nicht geklart.
Obwohl die genaue Rolle der Histon-Acetyltransferasen (HAT) bzw. -Deacetylasen (HDAC) noch
nicht ganz geklért wurde, deuten die Resultate in dieser Arbeit auf deren Rolle in der Regulation der
Stressantwort in der Pflanze hin. Die Histone halten die DNA-Struktur zusammen. Die Deregulati-
on der Deacetylasen und Acetyltransferasen beeinflusst direkt die Translations- bzw. Transkriptions-
prozesse. Die Expressionserhohung der HDAC-Proteine fiihrt zur Reduktion der Transkriptionsrate
aufgrund der Hitzestresseinwirkung. Dadurch wird die Transkriptionsrate gesenkt. Um festzustellen,
welche Prozesse fiir diese Herabregulierung zusténdig sind, bzw. welcher Einfluss diese Reaktion auf
die pflanzliche Stressantwort hat, sind weitere Experimente notig.
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Stoffwechselweg Gene Zeitpunkt Literatur
1h 3h 6h 9h 24h 48h
ROS Produktion RbohE Apel, K. [9]
FLD Meda, R. [200]
APX2 B | ViR 202
ROS Abbau AOX1A Mitler, R. [212]
CAT1 Miller, G. [209]
Elektronentransportkette Cytochrome C reductase Zahng, R. [357]
NADH-Dehydrogenase Zahng, R. [357]
Ribosombiosynthese RPL4 Tarifa, Y. [307]
RPS11 Lenvik, T.R. [169]
SpleiBen SpleiBfaktoren (z.B.SRP30)
UBA Jenks, M [135]
Proteinabbau (Ubiquitination) UBC Feussner, K. [72]
UBP Yan, N. [353, 246]
oxidative Phosphorylierung Cytb Zahng, R. [357]
Fettsiuremetabolismus FAD3 Qin, M. [253]
ADS1 Larkindale, J. [167]
Tetraterpenoidbiosynthese ZEP Larkindale, J. [167]
Phenylalaninbiosynthese PAL2
FRY1
Schwefelbiosynthese APS2
APK
Stickstoffbiosynthese GDH
ASN2
Histone H2B
Histonemetabolismus Histone H3
Histone H4
PPC1
Glykolyse PCK1
PDHC
Raffinosebiosynthese GOLS1 Panikulangara et al. [238]

Tabelle 3.13: Verinderungen der pflanzlichen Stoffwechselwege aufgrund des Hitzestresses. Hitzestress reguliert mehrere metabolische Prozesse
neu. Die Synthese zelluldrer Strukturen wie der Ribosomen oder Histone wird aufgrund des Stresses gedndert. Wihrend die Pflanze den Anstieg der
ROS Konzentration und die unterbrochene Elektronentransportkette ohne weitere Zufuhr von CO, zu bewiltigen hat, werden sekundire Metabolismen
reduziert (Energie, Kohlenhydrate, Lipide, Aminosduren usw.).

Die Genexpressionsverinderungen in der pflanzlichen Hitzestressantwort in Abhdngigkeit von
der Zeit In der Zeitreihenanalyse wurden Gene identifiziert, deren Expressionsverhalten sich in Ab-
hingigkeit vom Zeitfaktor signifikant dndert. Die gewonnenen Erkenntnisse konnen dazu beitragen,
metabolische Stoffwechselwege und die regulatorischen Beziehungen zwischen den einzelnen teil-
nehmenden Genen besser zu erklédren.

Wie in der gewichteten Spektralanalyse abgebildet wurde (Abb. 3.20), ldsst sich die Hitzestressant-
wort in eine frithere (1h-3h), mittlere (6h-9h) und spitere (24h-48h) Phase unterteilen. Mit 18% weist
der Zeitfaktor den groften Einfluss auf die Expressionsunterschiede zwischen den behandelten Ex-
perimenten und den Kontrollgruppen auf. Mehrere Faktoren zeigen bereits nach der ersten Messung
eine 10-100fache Expressionsintensivierung im Vergleich zur Kontrolle. Abbildung 3.21.A zeigt das
Expressionsverhalten einiger frith-exprimierten HSPs sowie weiterer wichtiger Gene in der Hitzest-
ressregulation. Die Hsfs (z.B. HsfA2>190fach oder HsfB1>50fach) reagieren auf den dufleren Reiz,
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Abbildung 3.20: Spektral-Map Analyse der Hitzestressexperimente. Die grauen bzw. schwarzen Kreise stellen die Gene dar. Die farbigen
Rechtecke stehen fiir die unterschiedlichen Experimente. Die Symbolgrofie ist proportional zum absoluten Expressionswert der Gene bzw.
Experimente. Die Kontrollexperimente aller Zeitpunkte wurden in einer Gruppe zusammen geclustert. Die behandelten Experimente der Zeitpunkte 1h
und 3h wurden separat unterhalb der restlichen Experimente gruppiert. PC1 und PC2 sind jeweils die erste und zweite Komponente der Reduktion in
der Multivariantanalyse.

aktivieren unter anderem verschiedene HSPs (Abb. 3.21), die wiederum an weitere Promotormotive
binden. Dadurch entfaltet sich die Stressreaktion und weitere abwirts geschaltete Gene werden in un-
terschiedlichen Signalkaskaden im Verlauf der Zeit aktiviert (Abb. 3.21.B). In dieser fritheren Phase
wurden mehrere Transkriptionsfaktoren schnell und intensiv exprimiert. In dieser Phase reagiert die
Pflanze auf den allgemeinen Stress, bevor die Signalkaskade in stressspezifische Prozesse umgeschal-
tet wird. In dieser Phase findet man aber bereits den Anfang der stressspezifischen Antwort, welche
die Regulation verschiedener Metabolismen zum Schutz der Pflanze iibernimmit.

In der spiteren Phase sind bereits mehrere Signalkaskaden aktiv und eine breit aufgeficherte me-
tabolische Veridnderung findet statt. Ein gutes Beispiel dafiir ist die Regulation des HsfA3 durch das
DREB2A-Protein [275]. In Abbildung 3.21 wird diese Aktivierung durch die Verschiebung des Ex-
pressionsverhaltens deutlich. Bisher unbekannte Hsfs binden an die Promotorsequenz des DREB2A-
Proteins. Die transkribierten DREB2A-Elemente binden anschlieBend an die DRE-Elemente in der
proximalen Promotorregion des HsfA3-Gens und regulieren so dessen Expression. Die Ergebnisse
der Spektralanalyse (Abb. 3.20) lassen sich mittels des SAM Algorithmus bestidtigen (Signifikante
Analyse der Microarrays, ([319]). Die SAM-Analyse wurde mit einem Schwellenwert der falsch ge-
fundenen signifikanten Gene (FDR)>1.0 durchgefiihrt. Die Suche nach signifikanten Genen in den
einzelnen Zeitpunkten hat in dieser Arbeit gezeigt, dass die groBiten Differenzen nach sechs Stun-
den auftritt. In den ersten Messpunkten wurden hauptsédchlich Gene fiir die Reaktion auf Hitze und
weitere Stressfaktoren mit einer dhnlichen Wirkung (Licht, UV, oxidativer Stress) signifikant dere-
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Abbildung 3.21: Zeitabhéingiges Expressionsverhalten von Biomarkern unter Hitze. Die Aufteilung der Stressantwort in eine frithere (A) und
eine spitere Reaktion (B) korreliert mit der Expression verschiedener Hitze-Biomarkern. Die Gene der spezifischen Reaktion werden in den ersten
zwei Zeitpunkten exprimiert. AnschlieBend werden sie herabreguliert. Die Gene der allgemeinen Stressantwort werden spéter aktiviert.

steigende Expression I sinkende Expression
Funktion Anzahl der Gene Funktion Anzahl der Gene
Aminosduremetabolismus 3 Aminosiuremetabolismus 31
Kohlenhydratmetabolismus | 4 Kohlenhydratmetabolismus 35
Zelluldre Organisationund | 5 Zellulire Organisation und | 38
Zellwandmodifizierung Zellwandmodifizierung
Entwicklungsprozesse 3 Entwicklungsprozesse 21
DNA Metabolismus (TF) | 9 DNA Metabolismus (TF) 48
Energiemetabolismus 3 Energiemetabolismus 51
Hormonmetabolismus 1 Hormonmetabolismus 23
Proteinabbau 19 Lipid metabolism 26
Proteinmodifizierung 11 Cofaktorenmetabolismus 10
Transport 6 Nukleotidemetabolismus 7
RNA Prozesse 10 Proteinabbau 35
Sekundirmetabolismus 1 Proteinmodifikation 57
Signalwege 7 RNA Modifikation 23
Stressantwort 2 Sekundirmetabolismus 32
Unbekannt Funktion 84 Signalwege 40
Stressantwort 24
Transport 47
Xenobiotischer Metabolismus 2
Unbekannte Funktion 50

Tabelle 3.14: Funktionelle Kategorien der transient deregulierten Gengruppen unter Hitzestress. Diese Gruppen wurden bei der Analyse des
Expressionsverhaltens mittels SAM-Analyse gefunden [319]. Gene mit einem konstanten Expressionsverhalten iiber alle Zeitpunkte wurden in deren
biologische Funktionen unterteilt. Die Tabelle zeigt die Gruppen mit einer konstant erhdhten bzw. sinkenden Expressionsintensitit. Die
hervorgehobenen Gruppen besitzen durchschnittlich deutlich mehr Gene im Vergleich zu den anderen in derselben Kategorie. Diese biologischen
Funktionen werden in Abhingigkeit von der Zeit stirker vom Stress beeinflusst als die anderen Gruppen.

guliert. Dagegen wurde nach sechs Stunden eine Aufficherung der Stressantwort erkannt. Wihrend
die spezifische Hitzestressantwort nicht ganz nachgelassen hat, kommen auch weitere metabolische
Prozesse und strukturelle Komponenten hinzu, z.B. Energie- bzw Kohlenhydratmetabolismen oder
die Biosynthese von Sekundidrmetaboliten.

Mit dem SAM-Algorithmus wurde die Expression im kompletten Stressverlauf iiber alle Zeitpunk-
te untersucht. Zwei Verhaltensmuster wurden in der Stressantwort analysiert. Gene, deren Expression
eine steigende bzw. sinkende Tendenz im Experimentsverlauf aufweisen und solche mit einer tran-
sienten Expression, also solcher mit einem Expressionsmaximum bzw. -minimum mitten im analy-
sierten Zeitverlauf ([319, 224]). Bei der Analyse der spezifischen Tendenzen wurden die Gene in
bestimmte biologische Funktionen unterteilt. Tabelle 3.14 stellt die Kategorien dar, welche in dieser
Analyse identifiziert wurden. In der zweiten Analyse wurden die einzelne Zeitpunkte miteinander
verglichen. Hier wurde nach Genen gesucht, deren Expression zwischen zwei aufeinander folgenden
Zeitpunkten signifikant dereguliert wurden (LIMMA, [293, 294]). In der Gruppe der konstant stei-
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Abbildung 3.22: Zeitabhiingiges Expressionsverhalten der Gene unter Hitzestress. Gene, deren Expression kontinuierlich steigt (links) bzw. sinkt
(rechts) wurden nach deren funktionellen Kategorien unterteilt. Abgebildet wurden die gemittelten Expressionswerte der jeweiligen biologischen
Funktionen in allen Zeitpunkten.

genden Genexpression wurden die Prozesse fiir die RNA-, Proteinmodifizierungen und deren Abbau
iberreprésentativ identifiziert (Tab. 3.14). Zusitzlich weisen verschiedene Transkriptionsfaktoren ei-
ne steigende Expressionsintensitit auf. Gene der RNA- und DNA-Modifizierungsprozesse wurden
hier erwartet. Aufgrund des ldnger andauernden Stresses erhoht sich die zelluldre Transkriptions-
bzw. Translationsaktivitdt. Der Hitzestress verstirkt die Akkumulation von falsch- bzw. ungefalteten
Proteinen. Der signifikant groBere Anteil der Gene mit einer Schutz- (Chaperone) oder Abbaufunkti-
on (Ubiquitine) wurde hier ebenso entdeckt. Zu den Genen des Energiemetabolismus gehort u.a. eine
NADPH-Dehydrogenase (ATMGO00510), welche bei der oxidativen Phosphorylierung aktiv ist. Ein
weiterer Grund fiir die Steigung der NADH-Dehydrogenase konnte der auf den Hitzestress folgende
oxidative Stress sein. Durch die Hitze schlieBen sich die Spaltéffnungen. Dadurch wird die Photosyn-
these verlangsamt. Elektronen werden weiterhin freigesetzt und die Elektronentransportkette arbeitet
ununterbrochen weiter. In der Zelle wurden ROS-Elemente akkumuliert, die zum Teil abgebaut wer-
den miissen, um den Zelltod zu verhindern. Das erklirt die Identifizierung eines Cytochroms b5, der
bei der Zellentgiftung mitwirkt. Die Genfamilie der Dehydrogenasen spielt eine wichtige Rolle im
Elektronentransport. Ein weiteres Gen in dieser Gruppe ist ein Mitglied der Thioredoxinfamilie, wel-
che fiir den Abbau der ROS-Elemente verwendet wird. Endomembran-Transportgene wurden stirker
exprimiert, weil der zelluldire CO,-Level steigt. In der Kategorie der Signalproteinen wurden Gene
gefunden, deren Expression aufgrund der H,O,-Konzentrationserhohung aktiviert wurden.

Die Analyse hat ergeben, dass die pflanzliche Stressantwort wesentlich mehr herabregulierte Gene
als solche mit einer erh6hten Expression beinhaltet (Tab. 3.4). Bei der Analyse der signifikant deregu-
lierten Gene mit einer kontinuierlich sinkenden Expressionsintensitit wurden iiber 600 Gene wieder-
gefunden. Die Zuordnung dieser Gene zu deren funktionellen Kategorien wurde in Tabelle 3.14 auf-
gelistet. Gene aus verschiedenen sekundidrmetabolischen Prozessen kommen in dieser Gruppe héufig
vor. Diese Funktionen weisen unter Hitze eine schwéchere Aktivitit auf. In diesen Gruppen befinden
sich mehrere Transkriptionsfaktoren aus den Familien der bZIP, MYB, bHLH und der Zinkfingerpro-
teinfamilie C2H2. Sie kontrollieren mehrere regulatorische Prozesse wie z.B. den Energiemetabolis-
mus oder den Kohlenhydratmetabolismus. Die Senkung dieser Faktoren liegt moglicherweise an der
Herabsetzung der von ihnen regulierten metabolischen Prozesse. Zu dieser Gruppe zihlen interessan-
terweise auch Gene fiir den Proteinabbau. Die Expression dieser Gene wurden hauptsédchlich in den
spiteren Zeitpunkten herabgesetzt (Abb. 3.22).

In der Gruppe der herabregulierten Gene befinden sich Gene der Reaktionszentren beider Pho-
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Nr. | Anzahl | Expressionsmuster | angereicherte biologische Funktionen

1 502 Metabolische Prozesse - Energie, Aminosiure; zelluldre Organization
2 153 ~ keine auffillige Uberreprisentatation bestimmter Funktionen

3 75 abiotischer Stress (Hitze, Licht), Reaktion auf ROS-Elemente

4 521 Reaktion auf Lichtsignale

5 144 Reaktion auf Hitze, Licht, oxidativen Stress; Proteinfaltung

6 128 keine auffillige Uberreprisentatation bestimmter Funktionen

7 132 keine auffillige Uberreprisentatation bestimmter Funktionen

Tabelle 3.15: Clusteranalyse transient exprimierten Gene unter Hitze. Die Gene wurden in sieben Expressionscluster unterteilt. Die Clusters 1,4
und 6 enthalten Gene mit einer spdteren erhohten Aktivitit. Die Gene in den Clustern 3 und 5 dagegen wurden frith stark exprimiert. Sie wurden im
spiteren Stressverlauf herabreguliert. Diese Gene gehoren zur spezifischen (abiotischen-) Hitzestressantwort. Die K-Means Analyse wurde mit einer
positiven Korrelation Distanzmatrix errechnet [101]. Die tiberreprésentativen biologischen Gruppen wurden mittels Fisher’s Exact Text auf die
entsprechenden GO-Annotationen identifiziert [75, 311]

tosysteme, die aufgrund des Stresses herabreguliert wurden, mehrere Cytochrome P450 und deren
Reduktasen, welche an mehreren metabolischen und strukturellen Prozessen (oxidativen Reaktionen)
beteiligen sind sowie verschiedene Pyrophosphorylasen, die eine Funktion in der Sukrose bzw. Stir-
kebiosynthese ausiiben. In Abb. 3.22 wurden die gemittelten Expressionswerte jeder biologischen
Funktion in den konstant steigenden (A) sowie sinkenden (B) Gengruppe abgebildet. In der Analyse
wurden lediglich die Gene identifiziert, welche eine fortlaufende Expressionsidnderung zeigten. Eine
Intensititsdifferenz von einer Zehnerpotenz in beiden Gruppen ist deutlich sichtbar. Dieses Verhalten
zeigt, wie umfangreich und kontinuierlich die Umgestaltung der pflanzlichen Stressantwort auf Hitze
stattfindet.

In der zweiten Analyse wurde das Verhalten transient exprimierter Gene untersucht (SAM, [319]).
Mittels einer k-Means Analyse wurden die Gene mit einer maximalen Expressionsintensitdt im mitt-
leren Zeitbereich der Stressbehandlung nach deren Expressionsmuster gruppiert (Tab. 3.15 [101]).
Cluster 1, 4 und 6 weisen eine positive Tendenz auf. Im ersten Cluster wurden mehrere Gene aus me-
tabolischen Prozessen identifiziert, die in den spéteren Zeitmessungen differentiell reguliert wurden
(Tab. 3.15). Dagegen wurde in den Clustern 3 und 5 in dieser Tabelle eine intensive Anfangsphase
beobachtet. Die Gene in diesen Clustern gehoren zur Gruppe der abiotischen Stressantwort (Hitze,
Licht oder oxidativer Stress) und der Reaktion auf ROS-Elemente. Es wurde hier gezeigt, dass die
erste spezifische Stressantwort, mit der die Pflanze beim Stressbeginn startet, deren direkten Schutz
beinhaltet. Als Erstes wurden die Chaperone mit einer Schutzfunktion der Proteinfaltung und die
Proteosome bzw. Ubiquitine fiir die Entsorgung falsch gefalteter Proteine exprimiert. Die spitere Ex-
pression enthélt Gene der metabolischen Prozesse wie Photosynthese, Lipidmetabolismus, sowie der
zelluldren Organisation.

Ein weiterer zeitabhiingiger Algorithmus analysiert die Expressionsunterschiede zwischen zwei
aufeinander folgenden Zeitpunkten. In Tabelle 3.16 werden die mittels des Limma-Pakets als signifi-
kant identifizierten regulierten Gene nach deren funktionellen Kategorien gezeigt [294]. Die Analyse
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Tabelle 3.16: Analyse der Genexpressionsprofile mittels LIMMA Paket. Bei der Analyse von zwei aufeinander folgenden Zeitpunkten konnen drei
Reaktionsstufen erkannt werden. Eine primére (abiotische-) Hitzestressantwort kommt nach drei Stunden vor. Die zweite Phase beginnt nach sechs
Stunden, wobei es sich hierbei um eine allgemeine Stressantwort handelt. Hier wurden unterschiedliche metabolische Prozesse dereguliert. In der
dritten Phase zwischen 24h und 48h hat die Pflanze eine Art Gleichgewicht erreicht. Hier wurden keine messbare Verdnderungen festgestellt. Gene mit
einem p-Value>0.01 und einer Fold-Induction <2 wurden verworfen.

konzentriert sich auf die punktuellen Veridnderungen zwischen zwei einzelnen Zeitpunkten. Der Vor-
teil dieser Art der Analyse ist die gleichzeitige Betrachtung zweier benachbarter Zeitpunkte. Die
Reaktion auf Hitze wurde in drei sichtbare Phasen unterteilt. Die primédre Antwort in den fritheren
Zeitpunkten dient vermutlich als Signalgenerierung. Sie wirkt stressspezifisch. In dieser Phase wur-
den sowohl Chaperone zur Hilfe und zum Schutz exprimiert sowie Proteosome und Abbauproteine
fiir die Beseitigung falsch gefalteter Proteine. Die geringe Anzahl an differentiell regulierten Genen
zwischen den Zeitpunkten 3h und 6h deutet darauf hin, dass eine Pause zwischen diesen Zeitpunk-
ten existiert (Tab. 3.16). In dieser Phase wird der metabolische Haushalt der Pflanze auf den Stress
umgestellt. In der ndchsten Phase beginnt nach 6h die allgemeine Stressantwort etwas verzogert. Be-
reits hier wurden mehrere metabolische Prozesse reprimiert. In der darauffolgenden Messung wurden
dieselben Gruppen mit einer stiarkeren Intensitéit exprimiert. Wie in Tabelle 3.16 zu sehen ist, wurden
viele metabolische Prozesse erst nach 24h signifikant dereguliert. Fast alle wurden herabreguliert.

In der Limma-Analyse wurden keine Unterschiede in der Regulation von Genen zwischen den
letzten zwei Messungszeitpuntken identifiziert (Tab. 3.16). Dieser Befund deutet darauf hin, dass
im pflanzlichen Haushalt eine gewisse Aquilibrierung erreicht wurde. Die Pflanze befindet sich in
einem bestimmten Gleichgewicht zwischen der Transkription neuer Proteine zum Schutz der Pflanze
und der Abschaltung metabolischer Prozesse fiir die Energiesparmafinahmen. Nach den Ergebnissen
beider Analysen kann mit groBer Wahrscheinlichkeit gesagt werden, dass die Pflanze immer noch sehr
aktiv auf den Stress reagiert. Eine stetige Erhohung der Expressionsintensitit mehrerer Ubiquitine,
Proteosome und Chaperone fiir den Schutz der Pflanze gegeniiber Hitze stellt auch nach 48h eine
immer noch wichtige Funktion dar.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse der Zeitreihenanalyse darauf hin, dass in der pflanzli-
chen Stressantwort unterschiedliche Phasen existieren. Die erste Phase findet schnell statt und wirkt
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vermutlich stressspezifisch. Hier aktiviert die Pflanze ihre Schutzmechanismen gegen den Stress.
Hilfsproteine werden intensiver generiert. Chaperone sowie Ubiquitine, F-Box Proteine und Proteo-
some werden in diesem Stadium aktiviert. Die kontinuierliche, ungewo6hnlich starke Expression der
Chaperone in den spiteren Zeitpunkten ist hier aufféllig. Dies deutet darauf hin, dass die Pflanze
trotz des langanhaltenden Stresses versucht, ihre Prozesse zu schiitzen. In der zweiten Phase wurden
viele Mechanismen fiir die direkte Stressantwort herabreguliert. Obwohl der Energiebedarf wichst,
kann die Pflanze wenig neue Ressourcen gewinnen. Sie konzentriert simtliche Ressourcen auf die
Aufrechterhaltung notwendiger Systeme.

Hitzestress verursacht eine starke und schnelle Umstellung des pflanzlichen Haushaltes. Die Stress-
analyse in dieser Arbeit hat gezeigt, wie viele Gene tatsiichlich vom Stress beeinflusst werden. Altere
Ergebnisse wurden hier bestitigt. Eine Reihe Hitzeschockfaktoren sowie weitere andere Transkrip-
tionsfaktoren wurden (zum Teil spezifisch) unter Hitze stark exprimiert [213, 331]. Es wurden aber
auch bisher unbekannte Gene identifiziert, welche explizit unter Hitze dereguliert werden. Die Rolle
dieser Gene konnte fiir das Verstindnis der Hitzestressantwort von zentraler Bedeutung sein. Mit Hilfe
der Pathway- und Gene-Set-Anreicherungsanalysen wurde hier gezeigt, dass die Pflanze zwei Phasen
durchléuft, bis ein Gleichgewichtszustand erreicht wird. In der ersten Phase wurden Schutzmechanis-
men hochgefahren. Die Pflanze versucht sich zu schiitzen. In der zweiten Phase schaltet die Pflanze
alle sekundédren Metabolismen ab, um Energie zu sparen. So versucht die Pflanze ihre Stresstoleranz
zu erhohen, um die Stressperiode zu tiberstehen. Ganz neu war die Entdeckung von bestimmten Tran-
skriptionsfaktorbindestellen, welche nur unter Hitzestress signifikant liberrepridsentativ vorkommen.
Die Antwort hier zeigte eindeutig eine Aufteilung in eine frithe allgemeine und spéte stressspezifische
Stressantwort.

Um die Mechanismen, die gegen den Stress aktiviert werden und die Pflanze schiitzen, besser
verstehen zu konnen, sind weitere Experimente notig. Die Identifikation von Schliisselgenen, die in
diesen Signalwegen mitwirken, kann hierzu einen wichtigen Beitrag leisten. Langzeitstudien konnten
dabei helfen, die Umstellung zwischen den Schutz gegen den Stress und Stresstoleranz genauer zu
identifizieren.

3.3.2 Stressinduktion durch Trockenheit

Pflanzen werden wihrend ihrer Entwicklungsperiode hidufig Trockenstress in verschiedenen Inten-
sitdten ausgesetzt. Aufgrund des trockenheitsinduzierten Stresses werden bestimmte Verdnderungen
in der pflanzlichen Entwicklung beobachtet. In der phédnotypischen Analyse wurden Wachstumsver-
zogerungen der Rosette und eine verldngerte Wurzel erkannt. Physiologische bzw. molekularbiolo-
gische Veridnderungen als Reaktion auf den Stress beeinflussen metabolische Prozesse in der Pflan-
ze. Der Stress reguliert die Expression verschiedener Gene (Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Phos-
phatasen) sowie biochemische und physiologische Vorginge (Kohlenhydrat- und Energiemetabolis-
men, Produktion von ROS-Elementen). Es lassen sich zwei Aspekte in der Reaktion der Pflanze auf
Trockenheitsstress erkennen. Die Pflanze versucht einerseits ihren Wasserverlust zu reduzieren und
die Wasseraufnahme und -speicherkapazitiit zu erhohen. Diese Ziele werden insbesondere durch die
SchlieBung der Stomata und ein verstirktes Wurzelwachstum erreicht. Auf der anderen Seite muss
die Pflanze versuchen, ihre Zellen gegen den Stress zu schiitzen. Hierfiir wird die Zellwandstruktur
modifiziert und verschiedene Substanzen (Salze) werden in der Zelle akkumuliert, um die Reduktion
des Wasserpotenzials zu verhindern [328].

Differentiell regulierte Gene unter trockenheitsinduzierten Stressbedingungen Auf molekular-
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biologischer Ebene reagiert die Pflanze auf Trockenstress hauptsédchlich liber zwei regulatorische We-
ge [223]. Der erste Signalweg wird durch die Synthese und den Abbau des Phytohormons Abscisin-
saure (ABA) reguliert. Die zweite Signalkaskade wird von ABA-unabhingigen Transkriptionsfakto-
ren kontrolliert (AP2/ERF, NAC, ZF-HD).

Die meisten durch ABA kontrollierten Gene besitzen das ABRE cis-Element im proximalen Pro-
motorbereich. Bei dieser Analyse, die im folgenden diskutiert wird, wurden signifikant deregulierte
Trockenstressbiomarker identifiziert, die konform mit der Literatur sind [214, 278, 322, 120, 187,
350, 159] (Abb. 3.23). NCED3 hat in der trockenstressabhidngigen ABA-Biosynthese eine Schliissel-
rolle inne [187]. RAB18 und der Transkriptionsfaktor ATHB-7 wird von ABA kontrolliert. Dariiber
hinaus wurden in dieser Analyse weitere Faktoren mit einer bisher unbekannten Rolle in der Reaktion
auf Trockenstress gefunden. AtbZIP9 (AT5G24800) oder AtbZIP60 (AT1G42990) sind zwei der 15
Transkriptionsfaktoren der bZIP-Familie, die unter Trockenheit dereguliert werden (Tab. 3.17). Wie
in Abbildung 3.23 zu sehen ist, verlduft das Expressionsmuster solcher Gene dhnlich zu denen der be-
kannten trockenstressinduzierten Gene. Neun signifikant deregulierte bZIP-Faktoren (60%) wurden
bisher dem Trockenstress noch nicht zugeordnet. Daraus ldsst sich postulieren, dass diese Gene eine
bestimmte Rolle in der Stressantwort besitzen. Fiir die Bestitigung dieser Hypothese sind weitere
Experimente notwendig.

LEA-Proteine (Late embryogenesis abundant) wurden in allen Entwicklungsstadien der Pflanze
exprimiert. Sie beteiligen sich an mehreren Prozessen zum Schutz der Pflanze gegen abiotische Stress-
faktoren [115]. Uber die Sequenzihnlichkeitsanalyse wurden in Arabidopsis iiber 50 LEA-Proteine
entdeckt. Das LEA-Protein RAB18 weist eine bis zu 115-fach (Zeitpunkt 9h) stdrkere Expressi-
onsintensitit im Vergleich zur Kontrolle auf, XERO2 (AT3G50970) erreicht eine knapp 100-fache
(24h) Intensivierung. Bei weiteren LEA-Proteinen wurden #hnlich starke Expressionsverhiltnisse
(z.B. AT1G52690 (Abb. 3.23) oder AT5G06760 (Tab. 3.17)) mit einer stetig steigenden Intensitit
nachgewiesen. Bislang wurden diesen Genen keine biologische Funktionen zugeordnet. Die Rolle
von ABA in der Expression der LEA-Proteine wihrend der pflanzlichen Entwicklung [115] und die
spitere Expression der Gene in dieser Arbeit deuten auf eine mogliche ABA-Kontrolle dieser Gene
hin. Fine Beteiligung im ABA-abhidngigen Reaktionsweg auf Trockenstress konnte ausgehend von
den vorliegenden Ergebnissen durch weitere Experimente bestitigt werden.

Dem ABA-unabhingigen Signalweg werden Mitglieder der AP2/ERF- oder NAC-Familien zuge-

1St 3St 65t 9St 245t 485t
1% Genname Beschreibung AGI Nummer | Zeit- FC
AINCED3 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase AT3G14440 9h- 12
RABI18 Rab GTPase AT5G66400 Oh - 115

homeobox-leucine zipper protein 7 AT2G46680 %h-23

&1y ABRE Domain containing protein AT5G52300 24h - 98
ﬁ ABRE Domain containing protein AT5G52310 24h - 20
?} NAC domain containing protein AT4G27410 24h - 21
5 DREBIA DRE-binding protein AT4G25480 6h -9
% 104 Heat Shock Protein class ¢ AT3G24520 Oh-12
° ERD10 LEA protein AT1G20450 24h -9
AT1G52690 LEA protein AT1G52690 24h - 129
7 unbekannt AT1G69260 9h - 35
1 Lipidtransfer AT5G59320 9h - 107
unbekannt AT1G21110 3h-12

Abbildung 3.23: Deregulierte Markergene unter Trockenheitsstimulus. Das Expressionsverhalten dieser Biomarker spiegelt das allgemeine Profil
der hochregulierten Gene unter Trockenstress wieder. Bei diesem transienten Expressionsverlauf steigt die Intensitét kontinuierlich bis 24h.
AnschlieBend reduziert sich die Expression auf das Anfangsniveau. Das Histogramm zeigt die relativen Expressionswerte der angezeigten Gene im
Vergleich zur Kontrolle (die gestrichelte Linie bei 1 deutet auf relative Expression= 0 hin). Die Tabelle gibt fiir spezifische Trockenstress-Biomarker
die maximale Expressionsintensitit an den genannten Zeitpunkten wieder. Die letzten vier Gene in der Tabelle weisen ebenfalls eine spezifische
Reaktion auf den Stress auf. Die Rolle dieser wie auch weitere in dieser Analyse identifizierten Gene im Trockenstress ist noch nicht bekannt.
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Genname AGI Nummer Bezeichnung Foldinduktion (Zeit)
Reaktion auf Stress

RABI8 AT5G66400 Rab GTPase 18 115 (%h)
XERO2 AT3G50970 Low Temperature induced 30 97.7 (24h)
RD26 AT2G33380 Responsive to dessication 26 20.7 (24h)
PP2C AT5G59220 Phosphatase 36.8 (%9h)
DREBIA AT4G25480 DRE binding element 1A 8.8 (6h)
GBF3 AT2G46270 G-box binding factor 3 11 (%h)
RD29A AT5G52310 Cold regulated 78 19.6 (24h)
ERD10 AT1G20450 Early rsponsive to dehydration 10 9.2 (24h)
Lipidtransport

COR12 AT4G33550 LEA-like protein 78.9 (24h)
AT2G37870 AT2G37870 Protease inhibitor 59.9 (24h)
LTP3 AT5G59320 Lipid transfer protein 3 107.5 (9h)
LTP4 AT5G59310 Lipidtransferprotein 4 28.1 (9h)
Entwicklungsprozesse

VSP2 AT5G24770:AT5G24780 vegetative storage protein 2 8.9 (24h)
Nodulin AT5G13170 nodulin 15.2 (24h)
AT5G06760 AT5G06760 Lea Protein 70.7 (24h)
DNA-Prozesse

HIS1-3 AT2G18050 Histone H1-3 28.7 (24h)
ATHB-7 AT2G46680 ATH Homeobox 7 23.7 (%9h)
ATHB-12 AT3G61890 homeobox-leucine zipper protein 12 22 (%h)
Zellwandmodifikation

Pectinase AT1G48100 pectinase family protein 8.5 (3h)
CSLA10 AT1G24070 Cellulose synthase-like A10 10.1 (%9h)
carboxylesterase AT1G57590 carboxylesterase 18.6 (24h)
Hormonmetabolismus

AFPI AT1G69260 ABI Five binding protein 34.6 (6h)
ABF3 AT4G34000 ABA-responsive elements-binding factor 10.7 (6h)
ABI1 AT4G26080 protein phosphatase 2C 5.4(%h)
KIN2 AT5G15960:AT5G15970 Cold responsive 6.6 10.2 (24h)
CYP707A2 AT2G29090 cytochrome P450 family protein 3 (48h)
CYP707A4 AT3G19270 cytochrome P450 family protein 4 (24h)
Transportproteine

AT2G41190 AT2G41190 amino acid transporter family protein 22.4 (9h)
AT2G16990 AT2G16990 unknown 8.3 (24h)
Kohlenhydratmetabolismus

TPSS AT4G17770 trehalose phosphatase/synthase 5 2.7 (%h)
IPS2 AT2G22240 inositol-3-phosphate synthase 2 3.8 (24h)
SIP1 AT5G40390 seed imbibition1-like 2.5 (9h)
Aminosiuremetabolismus

P5CS AT2G39800:AT3G55610 Pyrroline-5-carboxylate synthase 2 11.9 (9h)
Proteinmodifizierung

XERICO AT2G04240 Ring-H2 zinc-finger motif 4 (9h)
MYB43 AT5G16600 6 Myb domain protein 43 4.4 (24h)
Energiemetabolismus

LHCB4.3 AT2G40100 light harvesting complex PS-II 1/2.2 (48h)
NIR1 AT2G15620 Nitrit reductase 1/2.4 (3h)
Plastocyanin AT5G15350 unbekannt 1/5.1 (6h)

Tabelle 3.17: Das Expressionsverhalten deregulierter Gene unter trockenheitsinduziertem Stress. Aufgelistet wurden deregulierte Gene mit einer
mindestens zweifachen Expressionsintensitit (im Vergleich zur Kontrolle) aus verschiedenen iiberreprésentativen metabolischen Prozessen und
biologischen Funktionen unter Trockenheit. Die Fold-Induktion in der rechten Spalte gibt den hdchsten Wert (und Zeitpunkt) im Experimentverlauf
wieder. Einige Gene wie z.B. MYB43 oder AT5G06760 wurden in dieser Arbeit zum ersten Mal mit der Trockenstressantwort der Pflanze in
Zusammenhang gebracht.

ordnet (Abb. 3.23 und Tab. 3.17). Transkriptionsfaktoren (wie z.B. RD26, DREB1A oder ERD10) und
deren kontrollierte Gene wurden unter Trockenheit dereguliert. DREB1A besitzt ein DRE-Element im
Promotorbereich und wurde bereits nach einer Stunde 5-fach stirker exprimiert mit einem Maximum
bei 6h. Zwolf weitere AP2-Proteine zeigten in dieser Analyse eine differentiell regulierte Expression
(Abb. 3.24.B, links). Drei herab- und fiinf hochregulierte Gene konnten noch nicht mit Trockenstress
in Verbindung gebracht werden.

DREBI1A kontrolliert die Expression mehrerer Gene wie z.B. RD29A, KIN2, ERD10, GOLS3
oder P5CS (Prolinbiosynthese), die bei Trockenheitsbedingungen hochreguliert wurden (Tab. 3.17)
[159, 143, 120]. Sie erreichten ein Maximum in den spiteren Zeitpunkten (Abb. 3.24.B). NAC-
Proteine nehmen an den Entwicklungsprozessen verschiedener Organe teil (Meristem, laterales Wur-
zelsystem oder Bliiten). ANAC19 und RD26 (ANACO072) wurden bereits eine Stunde nach Stressbe-
gin 10-fach bzw. 50-fach hochreguliert (Tab. 3.17 und Abb. 3.24.C, [186, 236]). Eine weitere Gruppe
von Transkriptionsfaktoren mit einer regulatorischen Aufgabe unter Trockenstress ist die der RING-
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Abbildung 3.24: Bekannte so wie neue Transkriptionsfaktoren unter dem Trockenstresseinfluss. AP2- (A) und NAC-TF(C) wurden unter
Trockenstress signifikant dereguliert. Alle NAC-Gene wurden hochreguliert, AP2-TFs zeigten ein unterschiedliches Verhalten. DREB1A (rot, B)
kontrolliert die Expression verschiedener unter Trockenstress deregulierter Gene wie z.B. RD29A oder KIN2. DREB1A-Expression erreicht ein
Maximum nach 6h. Die Expression der stromabwirts-regulierten Gene erreicht das Maximum zu einem spiteren Zeitpunkt (Tab. 3.17).

H2 Zinkfingerproteine wie z.B. das XERICO Gen (Abb. 3.23) [156, 173]. Zinkbindemotive variieren
in deren Struktur und entsprechend in ihrer Funktion. Sie regulieren RNA-, DNA- und Proteininter-
aktionen. Sie reprasentieren einen wichtigen Teil verschiedener Signaliibertragungswege und spielen
eine Rolle bei der Reaktion der Pflanze auf verschiedene Stressfaktoren. In Abbildung 3.26 (Seite
75) wurden die regulatorische Rolle von ABA und die von ihr kontrollierten metabolischen Pro-
zessen dargestellt. Mehrere Prozesse der DNA-Modifizierung sowie Entwicklungsprozesse (Wachs-
tum, Zellteilung usw.) wurden durch die erhohte Produktion des Phytohormons kontrolliert. Positive
Regulatoren der ABA-Biosynthese (z.B. OST1, NCED3, AAO3, ABA2 [359, 277, 211, 99, 221])
weisen eine kontinuierlich hohe Expression auf (Abb. 3.26). Dagegen zeigen viele negative Regu-
latoren keine differentiell regulierte Expression (z.B. DOR, PLD, ABHI1, ERA1 [126, 58, 359)).
Die zellulire ABA-Homeostase wird u.a. durch XERICO und AtTLP9 (At3g06380) reguliert [156].
Wihrend XERICO, wie in Abbildung 3.26 abzulesen ist, in dieser Arbeit hochreguliert wurde, weist
AtTLP9 keine Verianderungen auf. Das ldsst vermuten, dass diese Regulatoren bei unterschiedlichen
Prozessen aktiviert werden bzw. fiir verschiedene Rollen im pflanzlichen Metabolismen zustidndig
sind. Die zellulire ABA-Konzentration erhoht sich. Das ist die Erklidrung fiir die spétere Erhohung
der Expressionsintensitit verschiedener CytP450 Gene (Tab. 3.17), die fiir den ABA-Abbau zustén-
dig sind. Die Gleichgewichtsverhiltnisse zwischen der Biosynthese und dem Katabolismus werden
durch die Expression verschiedener Ubiquitine und Proteasen aufrechterhalten. Die Hydroxylation
der 8’-Position des ABA-Molekiils ist bekannt als der wichtigste Schritt beim ABA-Katabolismus
[264]. Die CYP707As, welche diesen Prozess durchfithren, wurden in spiteren Zeitpunkten (9h-48h)
hochreguliert (Tab. 3.17).

Sowohl in der Gruppe der ABA-abhingigen Gene als auch in der ABA-unabhéngigen Gengruppe
wurden weitere Transkriptionsfaktoren identifiziert. Mehrere durch XERCIO regulierte Gene wur-
den unter Trockenstress differentiell reguliert. MYB43 bzw. bHLH101 wurden zum Beispiel unter
lang anhaltendem Stress kontinuierlich stirker exprimiert. Desweiteren befinden sich Gene mit einer
Funktion in verschiedenen metabolischen Prozessen (Hormon-, Lipid- oder Sekundidrmetabolismus),
in der RNA- bzw. DNA-Regulation (Proteinabbau, Transkriptionsregulation) oder in den strukturellen
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Abbildung 3.25: Expressionsverhalten der Hitzeschockfaktoren unter
Trockenstress. Im Gegensatz zum gewohnten sehr frithen
Expressionsverhalten unter Hitze werden diese Hsfs unter Trockenheit
relativ spét exprimiert. HSfA6a weist eine sehr starke,
trockenstressspezifische Expression auf. g

relative Expression

Zellwandmodifikationen (Tab. 3.17). Die Gruppe der NF-Y Transkriptionsfaktoren bildet heterotrime-
rische Strukturen (NF-YA, -B und -C). Manche dieser nuklearen Faktoren (NFYAS und NFYA7, aber
auch bisher unbekannte HAP3 und HAPS (NF-YB und -YC)) wurden unter Trockenheitsbedingungen
differentiell reguliert. Verschiedene MYB- bzw. MYC- oder bHLH-Gene wurden in dieser Analyse
unter Trockenstress dereguliert. Nur wenige dieser Gene weisen bereits eine annotierte Funktion auf.
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist es gelungen, weitere nicht-annotierte Gene der Trockenstressre-
aktion zugeordnet werden. Wie in Abbildung 3.25 sichtbar ist, wurden in der Analyse der pflanzlichen
Reaktion auf Trockenstress drei Hitzeschockfaktoren differentiell reguliert. Im Gegensatz zu fritheren
Experimenten [208] weisen HSFA6a und -6b eine spezifische Stressreaktion unter Trockenheitsbedin-
gungen auf. Das HSFC1-Gen zeigt dagegen in dieser Arbeit eine intensive Expression in allen drei
osmotischen Stressfaktoren (Salz-, Kilte- und Trockenstress). Obwohl die Funktion dieser Gene unter
Trockenheit noch nicht identifiziert wurde, ldsst deren erhohten Aktivitéit in den spéteren Zeitpunk-
ten (Abb. 3.25) auf eine korrelative Regulation mit weiteren Chaperonen und Schutzproteinen (LEA,
Osmolyten) in der Reaktion auf Trockenstress vermuten.

Gensignaturanalyse der deregulierten Gene unter Trockenstress zur Bestimmung der biologi-
schen Funktion Die Analyse der Gensignaturen auf die Trockenstressreaktion ergab unterschied-
liche spezifische Funktionen, welche in Tabelle 3.18 dargestellt wurden. Abscisinsdure (ABA) {ibt
einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation der pflanzlichen Reaktion auf Trockenstress aus.
ABA spielt eine wichtige Rolle in mehreren metabolischen Prozessen. In dieser Analyse wurden u.a.
Verdnderungen im Kohlenhydratmetabolismus, bei der RNA-Prozessierung (Ribosombiogenese, Nu-
kleosidmetabolismus usw.), in den Entwicklungsprozessen (Wachstum, Reifung, Zellteilung usw.),
im Phenylpropanoidmetabolismus sowie im Aminosduremetabolismus [146, 111, 174] identifiziert.
ABA iibt ebenfalls Einfluss auf den Prozess der Samenreifung aus. Verschiedene Schliisselgene im
Lipidmetabolismus stehen unter ABA-Kontrolle [268, 94]. In dieser Analyse wurde fiir die Prozesse
Lipidmetabolismus bzw. -transport in den frithen Zeitpunkten ein signifikanter Unterschied zur Kon-
trolle identifiziert. Daraus ldsst sich schlieBen, dass ABA auch unter Trockenheit eine Rolle in der
Regulation von Lipiden ausiibt.

Wie in Tabelle 3.18 zu sehen ist, werden Phosphatasen unter trockenheitsinduziertem Stress diffe-
rentiell reguliert. Proteinphosphatasen sind Signalmolekiile, die an mehreren metabolischen Prozes-
sen, wie dem Schutz gegen abiotischen Stress teilnehmen (z.B. ABI1, ABI2 in Abb. 3.26). Zusammen
mit spezifischen Kinasen funktionieren sie als An/Aus-Schalter fiir die ABA-Signalweiterleitung. Von
Stressbeginn an wurden Proteinphosphatasen der Klassen 2C und 2D intensiver exprimiert. Aufler den
bekannten PP2C, ABI1 und ABI2 wurden auch AHG3, HAB1 und HAB?2 kontinuierlich exprimiert.
Diese Proteine dienen als negative Regulatoren des ABA-Signalweges [227, 306]. Dariiber hinaus
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GO-Level Biologische Funktion Gengruppen 1h | 3h | 6h | Sh | 24h| 48h| Quelle
hochreguliert + + + + + + [146],2
herabreguliert [146],2
Hormon- Reaktion auf ABA EMBPITEAM + + + 39
reaktion ABA Signaltransduktion + + + + + + [197],2,3
ABA-induzierter Hormonmetabolismus + + + [239, 197],2,3.4
Auxin [44].4
Nukleotidmetabolismus DNA-Synthese 5,6
Nucleosidmetabolismus Phosphoribosyltransferase 2,5
Ribonucleoproteinbiogenese Helikasen (DEAD) 2,5,6
Translation Ribosomstruktur & Biogenese kleine & grofle Untereinheiten. 2,5,6
& Zellkernkomponente Ribonucleoproteinkomplex Synthese 2
Transkription Translation HGTP BD (all) 2
metabolische Prozesse rRNA, Ligase 2
tRNA-aminoacylation 2
Zytosolkomponente 2,4
Stabilisierung und Bindung Pentatricopeptide, TPR 34
Proteinbindedomine - LRR disease resistence 4
Signalwege ATP-Bindungen - NB-arc, disease resistence 2.4
TIR
Proteinphosphatase ABIP + + + + + 2,4
DNA-Bindungen G-box Faktors, GBOXLERBCS Bindestelle + + 2.9
Entwicklung LEA Proteine Schutz gegen abiotischen Stress + + + + [60],2.3.5
Zellwand membraneverankerte Proteine, Cellulose, Pektin 23
Zelladhesion, Fasciclin 2
Zelluldre Cytoskelett Tubulin 2.4
Strukturen Nukleotide mitochondrische DNA Kompartimente 2
Plastide Chromosome 2
Chloroplast Thylakoide + + + 2
Photosystem + + 2
Energie- Photosynthese Lichtreaktion + + 2,6
metabolismus Chlorophyllbiosynthese + + 2
Methanmetabolismus 2,5,8
UDP-glycosyltransferase Anthocyanin Pigmentbiosynthese + + 2.4
Sekundir- Phenylpropanoidbiosynthese Flavonoide, Lignin + + + + + [35, 138],2,6
methabolismen Carotenoidbiosynthese + 5
Flavonoide + 3,5,6
Aminosiure- Phenylpropanoidbiosynthese Flavonoide, Lignin + + + + + [35, 138],2,6
metabolismus Aminosiure-Aktivierung Aln, Asp, tRNA-Synthetase 2,5
Biosynthese Riboflavin 2
Lipid- Polyketide, Fettsduren 2,5
metabolismus Phospholipide 2
Glycoproteine (AGP) Zellwand 3
Glucanmetabolismus + + + 2
Kohlenhydrat- Kohlenhydrate Hydrolyse 2.4
metabolismus Sucrose Biosynthese, Metabolismus 1,3,4,5,8
Stirkemetabolismus + + + + 2
Jacalin + 4
Galactosidase Hydrolyse, Glycosyl 2

Tabelle 3.18: Anreicherung biologischer Funktionen unter Trockenheitsbedingtem Stress. Unter Trockenstress wurden unterschiedliche
metabolische bzw. physiologische Prozesse dereguliert. Die dargestellten Gensignaturen wurden aufgrund ihrer Anreicherung unter allen Zeitpunkten
in dieser Analyse ausgewihlt. Die pflanzliche Trockenstressantwort ist mit der ABA-Regulation (Abb. 3.26) stark verkniipft. Die Prozesse der
DNA-Synthese und Translation wurden bei Trockenheit reprimiert, sowie die Gene der strukturellen Zellintegritit herabreguliert. Die Aktivitiit
verschiedener Polysaccharide wie Stiirke oder Sukrose weisen ebenfalls eine erhohte Aktivitit unter Trockenstress auf. 1- Referenzen; 2- GO
Annotationen; 3- Mapman; 4-Pfam; 5-KEGG; 6- AraCyc; 7-DATF; 8- Kinasen; 9- Bindestellenanalyse

sind weitere Proteinphosphatasen der SnRK-Familie (z.B. OST1, SnRKI1, -2), die in dieser Arbeit
hochreguliert wurden, fiir ihre Rolle im ABA-Signalweg bekannt. Eine Gruppe von ABA-Rezeptoren
(PYR/RCAR/ABIP) ist fiir das Einfangen der PP2C-Gene verantwortlich [267]. Diese Rezeptoren
besitzen eine handférmige Struktur, in der die ABA-Molekiile hineinpassen. Die PP2C-Molekiile
binden dann an diese Rezeptoren und stehen dadurch fiir die negative Regulation der Stressreaktion
nicht mehr zur Verfiigung. Diese Erkenntnisse konnen die kontinuierliche Stressreaktion durch ABA-
abhingige Gene erkldren. Um die Komplexitit der Proteinphosphatasenrolle in der Stressantwort zu
verdeutlichen, soll darauf hingewiesen werden, dass manche Phosphatasen unter Trockenstress hoch-
reguliert wurden (u.a. AT1G66090 [20-fach], AT3G08590 [5-fach], AT5G59220 [4-fach]). Ein mogli-
cher Grund dafiir ist z.B. die Bindung der ABIP-Genprodukte an PP2C. Sie blockieren die PP2-Gene
und reprimieren sie. Es scheint ein gewisses Gleichgewicht zwischen der Aktivierung und der Inhi-
bierung des ABA-abhingigen Signalweges durch die Proteinphosphatasen zu existieren.
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Abbildung 3.26: Die Regulation von ABA-kontrollierten Prozessen unter trockenheitsbedingtem Stress. Das Phytohormon Abscisinsidure (ABA)
kontrolliert mehrere Zellzyklus- und Entwicklungsprozesse. Trockenheit fithrt zu Verdnderungen in der Genexpression vieler ABA-regulierten Gene.
Durch die Akkumulation der zelluldiren ABA wurden verschiedene metabolische Prozesse und strukturelle Komponente differentiell reguliert. Die
Schlieung der Stomata wird durch Trockenstress induziert (Transpiration). Wurzel- und Sprosswachstum werden durch den Stress beeinflusst. Bei
einem lang anhaltendem Stress werden CytP450 Gene, die den ABA-Abbau regulieren, stirker exprimiert. Das Netzwerk wurde mit Hilfe der
’Pathway Studio Software Paket’ V. 6.2 erstellt [226, 11].

Das niedrige Wasserpotenzial in den Blittern und die Ausschiittung des ABA-Hormons leiten die
SchlieBung der Stomata als Reaktion auf den Trockenstress ein (Tab. 3.18, Abb. 3.26). Wie auf Seite
75 abgebildet ist, zeigt die Analyse eine kurzfristige, erhohte Aktivitit der lichtabhéingigen Photosyn-
these (PS-II) sowie ihrer Strukturelemente (Abb. 3.27). Dies deutet auf eine zwei Phasen-Antwort der
Pflanze auf den Stress hin. In der ersten Phase arbeitet das Photosystem II weiter und versucht die
Akkumulation der durch den Stress entstehenden ROS-Elemente zu verhindern. In der zweiten Pha-
se wurden karboxylierende Enzyme (z.B. Rubisco) und die Elektronentransportgene herabreguliert.
Dies fiihrt im weiteren Verlauf zum Zusammenbruch des kompletten Systems. In dieser Phase kann
die Photosynthese nicht mehr korrekt arbeiten [354].

Einen wichtigen Bestandteil des pflanzlichen Schutzes gegen Wassermangel stellt die Gruppe der
osmotischen Schutzmittel (Osmoprotectants) dar [171]. Trehalose wirkt bereits in kleineren Konzen-
trationen als ein sehr effizienter Osmolyt [66]. Da dieses Molekiil in Pflanzen eher rar ist, wird Sucrose
als Ersatz fiir den Schutz gegen die verinderten Konzentrationsverhiltnisse in der Zelle verwendet.
Wie in Abbildung 3.28 dargestellt wird, kann eine Erhohung des zelluldren Kohlenhydratmetabo-
lismus beobachtet werden. Galactinol-, Raffinose- und Sucrosesynthasen wurden in dieser Analyse
intensiver exprimiert [46, 82, 269]. Wihrend bei der Trehalose und Sucrose die Gene fiir die Erstel-
lung der Molekiile iiberwiegen (Tab. 3.19), wurden beim Stirkemetabolismus eher die Gene fiir den
Katabolismus intensiver exprimiert (Abb. 3.28). Die Nitratreductase (NR1) spielt eine wichtige Rolle
bei der Stickstofffixierung und dessen Konvertierung zu Aminosiuren. Wasserstress fiihrt zum Abbau
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dieses Enzyms und dadurch zu einer Storung im Assimilierungsprozess (Tab. 3.19).

Eine weitere wichtige Reaktion auf Trockenstress ist die Reduktion der Translationsmaschinerie.
His1-3 gehort zur Gruppe der bekannten Linkerhistonen (H1-1 bis -3). Bereits bewiesen ist deren
Expression unter trockenstressbedingter Antwort im Wurzelmeristem. Dort inhibieren sie verschie-
dene Translationsprozesse [14]. Wie aus Tabelle 3.19 sichtbar ist, wurde His1-3 in dieser Analyse
ebenfalls mit steigender Intensitit kontinuierlich hoch exprimiert. Die Expressionsidnderung dieser
Gene in den gestressten Pflanzen wurde unter Trockenstress in den Sprossen bestitigt, was auf einen
Transfer der Stresssignale von der Wurzel hindeutet. Eine wahrscheinliche Rolle dieser Linkerhisto-
ne ist die Repression verschiedener Translationsprozesse in den Blittern bzw. im Spross [15]. DNA-
und RNA-Helikasen sind essentielle Bestandteile der Transkription bzw. der Translation. Die Ex-
pressionsherabsetzung der Linkerhistone fiihrt zur Verlangsamung der entsprechenden Prozesse. Die
RNA-Helikasen nehmen am Spleiflen und an der Ribosomenbiogenese teil. Wie die Resultate dieser
Arbeit zeigen, wurden DEAD-box, DNA-, ATP-abhingige bzw. ATP-unabhingige Helikasen (zum
Teil mit einer bisher nicht identifizierten Funktion) aufgrund des Stresses herabreguliert (Tab. 3.19).
Ein weiterer Faktor bei der Translationskontrolle sind die Ribosomen. In friiheren Analysen mit unter-
schiedlichen Pflanzen (z.B. Glycine max (L.) Merr. [150], Nicotiana tabacum [ 145]) wurde bereits von
der Inhibierung der Ribosome als Reaktion auf Dehydrierung berichtet. Hier wurde herausgefunden,
dass dhnliche Mechanismen bei Arabidopsis thaliana die Translationsprozesse herabregulieren (Tab.
3.18). Dabei handelt es sich um verschiedene Gene der RPL-, RFC- und RPS-Proteinfamilien, deren
Funktion die Aufrechterhaltung der Stabilisierung der Ribosome fiir die RNA-Bindungen (Translati-
onsinitiation bzw. -elongation) bzw. Gene ist (Tab. 3.18). Wie aus Abb. 3.26 erkennbar ist, fiihrt der
trockenheitsinduzierte Stress zu der Akkumulation von ABA-induzierten Genen. Dadurch wird die
DNA-Replikation intensiver exprimiert.

Eine weitere Gruppe der herabregulierten Gensignaturen beinhaltet Gene bzw. Genprodukte der
strukturellen Integritdt der Zellwand und der Zelle. Fascicline regulieren Prozesse der Zelladhesi-
on. Arabinogalactane dienen als strukturelle Molekiile in der Zellwand. Pektine verleihen der Zelle
ihre Festigkeit, kontrollieren verschiedene Wachstumsprozesse und werden vom Wasserhaushalt re-
guliert. Die Aktivitit dieser Genprodukte wurde in dieser Arbeit herabreguliert (Tab. 3.19). Dadurch
reduzierte sich das zelluldre Wasserpotenzial als Folge des Trockenstresses. Infolgedessen wurde die
Zellstruktur beschidigt. Das fiihrt zu einem Wasserverlust in der Zelle, so dass der osmotische Stress
wichst. LRR-Proteine (Leucine-rich repeats) sind an mehreren Funktionen in der Pflanze beteiligt.
Nur wenige dieser Gene sind bis heute komplett annotiert. Im Rahmen der durchgefiihrten Experi-
mente konnten einige LRR-Gene identifiziert werden, die unter Trockenstress eine signifikante dif-



3.3. Die Analyse differentiell-regulierter Gene anhand Genexpressionsprofile 77

ferentiell regulierte Expression gezeigt haben. Wie in Tabelle 3.19 ersichtlich ist, wurden mehrere
Gene aufgrund des Trockenstresses herabreguliert. Signifikant sind dabei insbesondere AT4G13340
(3,6-fach [6h]) oder AT3G04210 (5,3-fach [48h]). Diese Ergebnisse deuten auf eine mogliche Rolle
der LRR-Gene in der Regulation der strukturellen Integritit der Zelle als Antwort auf einen trocken-
heitsbedingten Stress hin.

Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen in trockenstressinduzierten Genen Die Resultate
der Transkriptionsfaktorbindestellenanalyse (TFBS) zeigen keine spezifischen Bindestellen fiir den
Trockenstress. Ein wahrscheinlicher Grund ist die geringe Anzahl an Genen, welche unter Trocken-
heit signifikant dereguliert wurden. Ein weiterer Grund konnte in der intensiven Kontrolle des Tro-
ckenstresses durch ABA liegen. ABA ist ein allgemeines Stresshormon, das nicht nur unter Trocken-
heitsbedingungen eine wichtige Rolle spielt, sondern auch bei weiteren osmotischen Stressfaktoren,
wie Kilte oder Salz. Die Tatsache, dass trotz dieser schwachen Antwort auf den Trockenstress die
Motive fiir die allgemeine Stressantwort auch unter Trockenstress gefunden wurden, deutet darauf
hin, dass diese Motive beim Trockenstress tatsdchlich eine wichtige Rolle spielen konnten.

Die Resultate der Analyse fiir die Transkriptiosfaktorbindestellen, die in Tabelle 3.20 abgebil-
det wurden, bestitigen die ABA-Kontrolle iiber mehrere Prozesse unter Trockenstressbedingungen
[73]. Acht von neun Promotormotive, die unter Trockenstress iiberreprisentativ identifiziert wurden,
gehoren entweder direkt zur Gruppe der ABA-abhingigen Gene oder werden durch ABA deregu-
liert. Sieben Motive wurden hier mit der allgemeinen Stressreaktion in Verbindung gebracht, da sie
mehrere Treffer in allen Stressfaktoren aufweisen. Die restlichen drei Motive wurden als spezifische
Antwort auf osmotische Stressfaktoren identifiziert. Osmotischer Stress wird als die Veridnderung
der Konzentration I6slicher Stoffe innerhalb der Zelle bzw. in deren Umgebung definiert, was einen
Wassertransport iiber die Zellmembran zur Folge hat. Trockenheit (PEG), Salzstress und Kilte rufen
osmotischen Stress hervor.

Sechs der sieben Motive der allgemeinen Stressantwort, die in Tabelle 3.20 aufgelistet sind, weisen
eine ABRE-Bindestelle auf. Das siebente Motiv, ACGTABOX, ist eine Bindestelle fiir AP2/EREBP-
Proteine. Von 71 identifizierten Transkriptionsfaktoren gehoren viele der Familie mit einer ABA-
abhingigen Rolle an. Die bZIP-Proteine (ABF3, BZIP1) binden an ABRE-Motive unter ABA-Einfluss.
MYC- und MYB-TF wurden ebenfalls aktiv ist, sowie Faktoren aus der Familie der Homeobox-
Domine (ATHB7, -12). Diese dienen als negative Regulatoren des ABA-Hormons. ABA-unabhéngige

Stoffwechselweg Gene Zeitpunkt Literatur
Trehalose- TPS5 1.54 | 2.03 | 2.32 | 2.67 | 1.92 1.72 | Garg, A. [82]
biosynthese AT4G22590 1.02 | 1.66 | 249 | 374 | 1.34 1.22 | Sazzad, K. [269]
Nitrat- NIR1 0.72 0.53 | 0.54 0.54 | Silveira, J.LA.G [59]
assimilation NRI1 0.74 Schmadel-Hagebolling, H.E. [272]
Chromatinstruktur | HIS1-3 269 | 476 | 6.64 | 9.21 | 28.73 | 7.78 | Ascenzi, R. [16]
Helikasen STRSI 0.84 0.65 | 0.84 1.14 | Kant, P. [141]

DEAD Box Helikase AT3G18600 | 0.89 1.16

DEAD Box Helikase AT1G59990 | 0.92 | 0.55 0.69 0.95
Zellstruktur LRR Protein AT4G13340 0.50

RLK Kinase AT1G52290

FLA9

AGP7 0.56

Tabelle 3.19: Expressionsverinderung verschiedener Signaliibertragungswege unter Wasserstressbedingungen. Als Reaktion auf Trockenstress
wurden unterschiedliche metabolische Prozesse veridndert. Bei den Kohlenhydraten wurden die langkettigen Stirkemolekiile zu den Grundbausteinen,
Sucrosen, abgebaut, um die Pflanze mit der notigen Energie zu versorgen. Aufgrund fehlender Ressourcen (niedriger Nitratflux, SchlieBung der
Stomata, umgekehrtes Wasserpotenzial) wurden verschiedene Energiemetabolismen, wie hier die Assimilation von Nitratmolekiilen herabreguliert.

Die Farbmarkierung entspricht die folgende Expressionsintensititen: Herabreg. Gene | 1 hochregulierte Gene.
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Transkriptionsfaktoren nehmen ebenfalls an der Regulation des Trockenstresses teil. Hier findet man
bestimmte AP2/EREBP (DRE-Elemente) oder NAC-Proteine. Hinzu kommen weitere TF z.B. aus
den Familien TCP, Trihelix oder C2C2-GATA. Wie diese Faktoren kontrolliert bzw. reguliert werden
ist zwar noch nicht bekannt, sie wurden aber einer Funktion in der Entwicklung und Differenzierung
bzw. Chromatinregulation zugewiesen, also Prozessen, die indirekt von ABA kontrolliert werden.

Aus der Analyse erkennt man, dass ABA nicht nur die Reaktion auf Trockenstress reguliert, son-
dern auch bei der Stressregulation anderer Stressfaktoren wie Kilte, Salz oder des chemischen Stres-
ses eine wichtige Rolle besitzt. In Tabelle 3.21 wurde die Anreicherung der in der TFBS-Analyse
identifizierten Motive in unterschiedliche funktionelle Kategorien unterteilt. Die Mehrheit dieser Mo-
tive zeigt eine Anreicherung nicht nur in der Reaktion auf Trockenheit, sondern auch auf Kiltestress,
Salzstress sowie den chemischen und hormonellen Stress. Bei diesen Reaktionen wurden deregulierte
Gene mit sowohl ABRE- als auch DRE-Promotormotiven identifiziert. Ein moglicher gemeinsamer
Signalweg der Stressantwort bei verschiedenen Stressfaktoren wurde hiermit bestétigt. Die Resul-
tate dieser Analyse zeigen die Komplexitit der Stressantwort sowie einen Zusammenhang in der
pflanzlichen Reaktion auf verschiedene abiotische Stressfaktoren. Gene, die in dieser Arbeit gefun-
den wurden, werden durch mehrere abiotische Faktoren reguliert. Manche Gene sind bereits bekannt
(ob durch ABA kontrolliert oder unabhéngig davon). Es wurden hier weitere, bisher noch nicht iden-
tifizierte Transkriptionsfaktoren bestimmt, die zum Teil sogar eine trockenstressspezifische Reaktion
aufweisen. Fiir eine genauere Bestimmung der Funktion dieser Gene sind weiterfithrende Experimen-
te notig.

Das Motiv ABREATCONSENSUS ([CT]ACGTGGC, [140]) wurde bereits bei ABA-kontrollierten
Genen identifiziert. Das Motiv ist eine Bindestelle fiir die ABF-Transkriptionsfaktorfamilie. ABF-
Gene (ABA responsive elements binding factor) sind bekannt fiir ihre durch ABA-kontrollierte Ex-
pression und die Regulation der Stressantwort durch verschiedene Signalwege. In der Analyse der
TFBS wurde eine Akkumulation solcher Gene in der funktionellen Kategorie der Trehalosebiosythe-
se identifiziert (Tab. 3.21). Aufgrund der Tatsache, dass die Analyse fiir dieses Motiv keine ABA-
relevanten Treffer liefert, wurde hier postuliert, dass die Trehalosebiosynthese einen ABA-unabhén-
gigen Weg durchliuft. Es wurden bestimmte Trehalose-6-Phosphatasen mit diesem Motiv im Promo-
torbereich identifiziert (AT5G65140, AT2G22190) [301], die im mittleren bis spéteren Stressverlauf
dereguliert wurden. Die Expression von ABF-Genen in fritheren Zeitpunkten konnte auf deren re-
gulatorischen Funktion im Trehalosemetabolismus hindeuten. Um genauer feststellen zu konnen, ob
die ABF-Gene und dieses Motiv in der Regulation der Trehalosebiosynthese unter der Kontrolle von
ABA stehen oder einen zweiten parallelen Signalweg stellen, sind weitere Experimente notig.

Das MYCATRD22 (CACATG) ist ein wichtiges cis-Element fiir die Bindung verschiedener MY C-
TF. MYC-Elemente funktionieren in der ABA-induzierten Genexpression ohne ein ABRE-Motiv.
Obwohl dieses Motiv in allen osmotischen Stressfaktoren gefunden wurde (Tab. 3.20), zeigt es ei-
ne Reaktion, die eher auf einen ABA-abhingigen Wasserstress hindeutet (Tab. 3.21). Die ABA-
Akkumulation in der Pflanzenzelle aufgrund des Trockenstresses fiihrt zur Expression der MYC-
Gene. Dieser erste Schritt erklért die spitere Aktivierung von z.B. RD22, einem trockenstressindu-
zierten Gen, mit einer MYC-Bindungsstelle in dessen proximal-gelegenen Promotorregion.

Das dritte Motiv, EBOXBNNAPA (CANNTG, [297]) kommt in 90% der Gene vor. Dieser Fakt
erklart sich mit der Schliisselrolle von ABA in Pflanzen. Signalgene (iiber 90% der trockenheitsde-
regulierten Kinasen) besitzen dieses Motiv in der proximalen Promotorregion. Die Kinase OsCPK7
(Oryza sativa) weist diese Promotorsequenz auf, wird aber durch ABA nicht induziert [1]. Das zeigt,
dass das Wissen iiber die cis-Elemente allein fiir eine genaue Funktionsvorhersage nicht ausreichend
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ist. Die Expression eines Gens ist ein komplexer Prozess, der von vielen Faktoren abhédngt (Wachs-
tumsstadium, Organelle, Wachstumsbedingungen etc.).

Uber die weiteren Motive und deren Rolle in der Trockenstressantwort ist bisher nichts bekannt.
Eine spezifische Stressreaktion ist zwar hier nicht erkennbar, eine relevante Funktion in der Stressre-
gulation jedoch schon. Um diese Motive besser beschreiben zu konnen, miissen weitere Experimente
durchgefiihrt werden. Das Wissen iiber die Funktion eines bestimmten Motivs kann bei der Identifi-
zierung der Gene helfen, die an diesem Motiv binden.

Zeitreihenanalyse: Genexpression unter Trockenheitsbedingungen. Mittels Zeitreihenanalyse ist
es moglich, Verianderungen im pflanzlichen Genexpressionsprofil, die aufgrund des Stresses stattfin-
den, zu erkennen. Diese Differenzen lassen sich zum Beispiel mithilfe der Hauptkomponentenanalyse
darstellen. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA, [245, 136]) stellt eine Methode dar, um multiple
Varianten in einem multidimensionalen Raum (=Datensatz) zu vereinfachen bzw. um zu ermogli-
chen, diesen Datensatz zu veranschaulichen. Grob gesagt, wird die Korrelation mehrdimensionaler
Merkmale auf drei darstellbare Vektoren minimiert. Fiir die Berechnung der Varianzen in der Haupt-
komponentenanalyse wird angenommen, dass sich die meiste Information iiber einen Datensatz in
der grofiten Streuung (=Varianz) befindet. In Abbildung 3.30.A wurde die PCA der Pflanzen unter
Trockenstressbehandlung abgebildet. Auf der ersten Komponente mit 39% ist der Einfluss der Be-
handlung auf die Varinaz zwischen den behandelten und den Kontrollpflanzen sichtbar. Mit Ausnah-
me von den Proben aus dem ersten Zeitpunkt (1h), die wenig Unterschied zu den Kontrollpflanzen
zeigen, weisen die anderen Zeitpunkte einen deutlichen Abstand zwischen der Behandlung und der
Kontrolle auf. Auf der zweiten Achse wird eine Unterteilung der Proben nach dem Zeitfaktor sichtbar.
Die Zeitpunkte 1h sowie 24h und 48h bilden gemeinsam eine Gruppe. Dies deutet auf einen mogli-
chen zirkadianischen Effekt hin. Die Proben nach 3h stehen separat als eine Gruppe. Die Proben der
letzten zwei Zeitpunkte (6h und 9h) gruppieren sich zu einem getrennten Cluster. Der Abstand zwi-
schen behandelten und Kontrollexperimenten wichst mit der Zeit. Daraus lédsst sich schlielen, dass
der Stresslevel im Vergleich zur Zeit kontinuierlich wéchst (Abb. 3.30.A). Der kleinere Abstand nach
48 Stunden liefert eine Erkldrung fiir die relativ kleine Anzahl an differentiell regulierten Genen zu
diesem Zeitpunkt. Das allgemeine Profil des Expressionsverhaltens aller trockenheitsderegulierten
Gene zeigt eine konstante Erhohung der Expression bis 24h gefolgt von einer deutlichen Intensitits-
senkung im letzten Zeitpunkt (48h). Abbildung 3.30.B zeigt einige Beispiele solcher Gene mit einer
wichtigen Rolle in der Trockenstressreaktion der Pflanze [279, 122].

Unter den angegebenen Parametern wurde der Expressionsverlauf in vier Phasen unterteilt. In der
ersten Phase (1h und frither) wurden iiberwiegend regulatorische Proteine exprimiert. Dabei handelt
es sich um Gene fiir die ABA-Biosynthese (z.B. NCED3) oder verschiedene Transkriptionsfaktoren
fiir den ABA-abhingigen Regulationsweg (ABRE, NAC, HB) sowie den ABA-unabhingigen Weg
(AP2/ERF oder ZFHD). Weitere regulatorische Elemente wie Phosphatasen und Kinasen zeigen in
den behandelten Proben bereits nach einer Stunde eine vielfach stirkere Expression. Dazu gehdren
sowohl bereits bekannte Phosphatasen, wie z.B. ABII oder die RPK1-Kinasen, als auch noch bisher
unbekannte Kinasen.
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Ein weiterer Beweis fiir die ABA-Beteiligung in der Kontrolle der Stressantwort ist die Analyse
des positiven Expressionsverhaltens deregulierter Gene zwischen 1h und 24h. Eine Anreicherungs-
analyse der GO-Annotationen weist eine Anhdufung von knapp 60% fiir Gene auf, deren Expression
durch ABA reguliert wird (Tab. 3.22). Die Analyse der signifikant regulierten Gene (R-Paket siggenes
[319]) fand verschiedene ABA-abhéngige, hochregulierte Gene im ersten Messpunkt. NCED3, eines
der wichtigen Gene in der ABA-Biosynthese wurde bereits frither exprimiert und weist im ersten
Zeitpunkt eine iiber achtfache Expressionsintensitdt im Vergleich zu den Kontrollexperimenten auf.
Weitere ABA-kontrollierte Transkriptionsfaktoren wurden relativ schnell nach Stressbeginn stirker
exprimiert.

In der zweiten Phase wurden weitere regulatorische Elemente exprimiert. Transkriptionsfaktoren
der Familien MYC, MYB, bZIP und bHLH, die das ABRE-Motiv in ihren proximalen Promotorregio-
nen besitzen, wurden hier reguliert. Zusitzlich wurden Gene mehrerer funktioneller Proteine expri-
miert. Lipidtransportproteine (LTPs) und weitere Transporter (AA, Ionen) sowie calciumabhéngige
Signalmolekiile wurden hochreguliert. Ein interessanter Punkt ist die Herabregulierung von Genen,
die durch Auxin induziert werden (GH3, IAA). Die Ergebnisse in dieser Arbeit weisen auf eine mog-
liche Rolle dieser Gene in der Stressregulation mit einer antagonistischen Wirkung zu ABA hin. Die
genaue Funktion dieser Gene unter Trockenheit bzw. deren Kontrolle durch die Phytohormone bedarf
weiterer Experimente.

In fritheren Analysen wurde das Zusammenspiel verschiedener Phytohormone in der Regulation
des Pflanzenwachstums nachgewiesen [282, 98]. Der Transkriptionsfaktor MYB96 ist bekannt fiir sei-
ne regulatorische Funktion im Trockenstress in der Wurzel. Die erhohte Expression in dieser Arbeit
deutet darauf hin, dass MYB96 nicht nur in den Wurzeln, sondern auch im Spross eine Funktion aus-
ibt. Gene der Auxinbiosynthese werden von ABA kontrolliert. Dieses Resultat verstdrkt die Annah-
me, dass Gene im Auxinmetabolismus (SAUR-Gene, IAA-Familie und weitere Gene wurden unter
den hier angesetzten Stressbedingungen herabreguliert) und in der ABA-Biosynthese (ABF-, AREB-
oder ABA-Genfamilien werden intensiver exprimiert unter Trockenstress) ein antagonistisches Ver-
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Biologische Funktion Anzahl  p-Value
Antwort auf Stimuli 80 1.58E-05
chemischer Stress 52  7.64E-08
Hormonstimulus 29 1.37E-04
ABA-Antwort 15 9.45E-06
abiotischer Stress 31 2.23E-04
Lichtstress 7 5.91E-05
oxidativer Stress 13 3.90E-04
Hitzestressantwort 9 3.82E-04
Temperaturstimuli 15 8.60E-04
Reaktion auf Wassermangel 11 8.48E-06
Stressreaktion 47 8.63E-08
Wasserstress 12 3.18E-06
Sekundidrmetabolismen 22 4.56E-06
Flavonoidbiosynthese 6 2.02E-04
Phenylpropanoidmetabolismus 12 1.75E-05
Aminoséurederivate 13 2.80E-04
Lipidtransport 9 4.09E-04
Cellulose, Zellwandsynthese 4 1.08E-04
Schwefelassimilation 4 1.49E-04

Tabelle 3.22: Positive zeitabhéingige Expression signifikant deregulierter Gene unter Trockenheitsbedingungen. Obwohl die Anzahl der
deregulierten Gene unter Trockenstress relativ gering bleibt, findet eine kontinuierliche Stressintensivierung wihrend der Stressbehandlung statt.
Trockenheitsbedingungen fiihren zur Aktivierung mehrerer Gene in verschiedenen biologischen Funktionen. Die stirkste Antwort zeigen die Gene fiir
die allgemeine Stressantwort. Weitere Gene verschiedener metabolischer Prozesse weisen ebenfalls eine kontinuierliche Expressionssteigerung im
Stressverlauf auf, deren Zahl ist aber vergleichsweise gering.

halten zueinander aufweisen. Die Identifizierung dieser Zusammenhénge zwischen den verschiedenen
Phytohormonen werden dazu beitragen, das Verstidndnis iiber die Stressantwort auf abiotischen Stress
zu vervollstindigen.

In der dritten Phase (6h-9h) wurden viele Gene kontinuierlich stidrker exprimiert und haben jetzt
ihr Expressionsmaximum erreicht. Wihrend in den ersten zwei Phasen hauptsidchlich Gene fiir die
Regulation der Stressantwort exprimiert wurden, findet man in dieser Phase auch solche Gene, die
fiir die Aufrechterhaltung der metabolischen Prozesse und zelluldren Strukturen zustidndig sind. Gene
der strukturellen Integritdt der Zellwand (Pektine, Fascicline) oder aus dem Phospholipidmetabolis-
mus wurden angereichert. Weitere funktionelle Proteine z.B. fiir die Osmolytenbiosynthese [Aldehy-
de (ALDH), Proline (Prolyl, Prolinoxidase) oder Zucker-Synthasen] oder Schutzproteine gegen Stress
wurden in diesem Stresszustand stdrker exprimiert. Chaperone, die bei der Proteinfaltung helfen, ver-
schiedene LEA Proteine oder Ubiquitine, die falsch gefaltete Proteine zum Abbau markieren, wurden
in dieser Phase intensiver exprimiert.

Interessanterweise wurden Gene, die an der Einleitung des programmierten Zelltodes beteiligt
sind, bereits in dieser Phase signifikant hochreguliert (STP13 [231], Bax Inhibitor, PR-Proteine).
Anhand der Ergebnisse kann man erkennen, dass die lebenserhaltenden Systeme noch immer der
Stressbelastung Stand halten. Mehrere Signal- und Transportgene wurden exprimiert. Verschiedene
metabolische Prozesse wurden dereguliert. Der tatsdchliche Grund fiir die Expression der PCD-Gene
zu diesem Zeitpunkt sollte deshalb weiter untersucht werden. Der ABA-Einfluss ist auch in diesen
Phasen extrem stark. Die Gene mit einem transienten Expressionsverlauf (d.h. sie weisen ein In-
tensitdtsmaximum in einem der mittleren Zeitpunkte auf) wurden in acht Clustern zusammengefasst
(Tab. 3.23). In fiinf der acht Gruppen wurden iiberwiegend Gene gefunden, die unter ABA-Kontrolle
stehen.
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Nr. | Anzahl | Expressionsmuster | biologische Funktionen

1 48 abiotischer, chemischer Stress
[ALDH7B4, RD29A/B, ERD7,
COR15A]

2 8 — Sekundidrmetabolismen [DREBI1A,

Pektine, GOLS3]

3 9 Transkriptionsfaktoren, Energieme-
tabolismus [CYP Proteine, WRKY]

4 29 abiotischer Stress, Reaktion auf
ABA [LTP3, P5CS, ABF3]

5 7 Keine Auffélligkeiten in dieser
Gruppe gefunden
6 17 abiotischer Stress, Reaktion auf

ABA [COR Gene, XERO2, KIN1]

7 17 PCD (STP13), Reaktion auf ABA
(ABI1).
8 24 abiotischer Stress, Reaktion auf

ABA [ABI2, RD26, HB12, HB7]

Tabelle 3.23: Transient exprimierte Gene unter Trockenstress. Die Analyse der transient exprimierten Gene weist eine starke abiotische
Stressantwort verschiedener Faktoren auf. Es wurde keine spezifische Trockenstressantwort identifiziert, dafiir ist die Kontrolle des Phytohormons
ABA sehr deutlich. Es handelt sich um Gene mit einer Funktion in mehreren Signalwegen und allgemeinen abiotischen Stressreaktionen. Die Analyse
des transienten Expressionsverlaufs wurde mittels SAMR Algorithmus erstellt [319, 224]. Die K-Means Analyse wurde mit einer positiven Korrelation
Distanzmatrix errechnet [101].

Die letzte Phase beinhaltet die Gene der Zeitmessungen 24h und 48h. Nach 24h erreicht die Stress-
reaktion ein Intensititsmaximum. In dieser Phase iiberwiegt die Anzahl der Gene, die an der Regu-
lation von Sekundédrmetaboliten beteiligt sind. Im Gegensatz zu den fritheren Zeitpunkten wurden in
dieser Phase mehrere dieser Gene stirker dereguliert. Verschiedene Gene mit einer Funktion in der
Zuckerabbauregulation wurden intensiver exprimiert. Dagegen wurden Gene, die mit den Energie-
metabolismen verkniipft sind, herabgesetzt. Wihrend Gene der Proteindegradation, Entgiftung und
Proteolyse (Ring H2, WD-40, GLX) hochreguliert wurden, ist die Expression von Genen mit einer
Funktion in der Regulation von RNA bzw. DNA gesunken. Gene der Zellwandmodifizierung wurden
hier ebenfalls herabreguliert. Infolgedessen verliert die Zelle ihre strukturelle Integritidt. Dies wire
eine Erkldrung fiir die Einleitung des programmierten Zelltodes.

Aufgrund der geringen Anzahl an differentiell regulierten Genen nach 48h kann keine spezifi-
sche Aussage iiber die Reaktion der Pflanze nach einem langanhaltenden Trockenstress getroffen
werden. Trotz eines phédnotypisch stark ausgeprigten Stresslevels wurden mehrere Transkriptionsfak-
toren weiterhin hoch exprimiert. DREB1A, bekannt durch seine Deregulation unter Kéltestress, wur-
de hier erneut exprimiert. Seine Funktion bei diesem Stress kann bisher nur vermutet werden. Eine
mogliche Rolle dieses Gens konnte in der Inhibierung photosynthetischer Prozesse liegen (bereits un-
ter Kéltebedingungen gezeigt [262]). Die Wichtigkeit der verschiedenen TF-Familien MYB, MYC,
AP2/ERF u.v.m) in der Regulation des abiotischen Stresses ist bekannt. Bisher konnten nur wenige
einzelne Faktoren einer spezifischen Rolle zugeordnet werden. Hier wurde aber gezeigt, dass unter
langandauerndem Trockenstress mehrere Transkriptionsfaktoren noch eine wichtige Rolle spielen.
Als ein weiterer Schritt bei der Analyse der Regulation und der Stressantwort wird die Identifizierung
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Tabelle 3.24: Die Analyse der direkt benachbarten Zeitpunkte auf Expressionsverinderungen. Der paarweise Vergleich von Zeitpunkten
miteinander unterstiitzt die Aufteilung der Experimente in verschiedenen Phasen. In den Anfangsphasen ruft der Stress eine Reaktion mehrerer
metabolischen Prozesse hervor. Die Reaktion auf biotische Stressfaktoren, verschiedene hormonelle Reize aber auch abiotischen Stressantworten sind
vertreten. Im weiteren Verlauf wurde die Reaktion etwas spezifischer. Die spéteren Zeitpunkte zeigen eine Anreicherung der Gruppen des osmotischen
Stresses. Als der wichtigste Hormon in der Reaktion auf Trockenheit ist ABA-Stimulus an allen Zeitpunkten zu sehen. Die einzelnen Gruppen wurden
mittels LIMMA Algorithmus berechnet [294]. Gene mit einem p-Value>0.01 und einer Foldinduktion <2 wurden verworfen. Die GO-Annotationen
wurden mittels Fisher’s exact Test bestimmt [75].

dieser regulatorischen Mechanismen eine wichtige Rolle spielen konnen.

Gene fiir die Regulation der Ribosombiosynthese oder RNA- bzw. DNA-Prozessierung wurden
weiterhin transkribiert. Beim direkten Vergleich zwischen den letzten zwei Zeitpunkten wurden meh-
rere deregulierte Gene der allgemeinen Stressantwort identifiziert (Tab. 3.24). Darunter fallen z.B.
Transkriptionsfaktoren (MYB, HB, Dehydrin/LEA) oder Gene mit einer Schutzfunktion (Osmoly-
tenakkumulation, Proteinabbau oder -faltung). All diese Faktoren deuten darauf hin, dass die Pflanze
thren Proteinhaushalt immer noch anzupassen versucht, um den Stress besser iiberstehen zu kénnen.
Der Stress wurde noch aktiv bekdampft. Das Erscheinen bestimmter Gene mit einer Funktion in der
Einleitung des programmierten Zelltodes bzw. in den Entgiftungsprozessen geben bereits erste Hin-
weise darauf, dass bei einer lingeren Stressbehandlung die Pflanze der Stressintensitit nicht mehr
Stand halten kann.

In jedem Zeitpunkt der Trockenstressanalyse kann gezeigt werden, dass die differentiell regulier-
ten Gene iiberwiegend durch ABA kontrolliert wurden. Neue Untersuchungen haben gezeigt, dass
ABA fast 90% der unter Trockenheit deregulierten Gene direkt oder indirekt kontrolliert [122]. In
der Analyse der Expressionsverinderungen iiber die Zeit wurde der Einfluss des Phytohormons sehr
deutlich gemacht. In allen Zeitpunkten wurde eine signifikante Expressionsdnderung solcher Gene
beobachtet. Die Trennung der ABA-abhingigen und -unabhingigen Signalwege kann nicht eindeu-
tig definiert werden. Bestimmte Gene sind fiir ihre Koregulation bekannt. RD29A weist in seinem
Promotorbereich sowohl das DRE- als auch das ABRE-Element auf. Frithere Analysen haben nach-
gewiesen, dass RD29A nur durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren an beiden Motiven im
proximalen Promotorbereich seine vollstindige Funktion ausiiben kann [225]. Die Antwort der pflan-
ze auf die unterschiedlichen Stressfaktoren durch die verschiedenen Transkriptionsfaktoren scheint
verflochtener zu sein, als bisher bekannt ist. Die fortwihrende ABA-Anwesenheit in allen Schritten
der Stressreaktion bekriftigt die gegenseitige Abhédngigkeit dieser beiden TF-Gruppen weiter.

Die Analyse der Trockenstressantwort hat in dieser Arbeit eine geringe Anzahl an deregulierten
Genen identifiziert. Dennoch wurden die Gene sehr intensiv exprimiert. Die Stdrke des Stresses iiber-
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wiegt fast alle anderen Stressfaktoren (mit Ausnahme von Hitze, Abb. 4.2 auf Seite 105). Die Analyse
zeigt eine Schliisselrolle fiir das Phytohormon ABA in der Regulation der Stressantwort und der Kon-
trolle mehrerer Prozesse unter Stressbedingungen. Hinzu kommt das Zusammenspiel zwischen ABA,
Auxin und weiteren Phytohormonen. Aufgrund der geringen Anzahl an differentiell regulierten Genen
konnten hier keine stressspezifischen, signifikant angereicherten Motive fiir Transkriptionsfaktorbin-
destellen gefunden werden. Fast alle identifizierten Motive enthalten ABA-Motive in ihren Promo-
torbereichen. Diese Gruppen wurden als allgemeine Stressantwort deklariert, weil sie in allen Stress-
faktoren und zu fast allen Zeitpunkten beobachtet wurden. Die Analyse der zeitabhingigen Stressant-
wort und der angereicherten funktionellen Annotationen haben wieder ABA als das hauptmitwirkende
Element in der Trockenheitsreaktion identifizieren konnen. Die ABA-Akkumulation fiihrt zur Inhi-
bierung verschiedener metabolischer Prozesse (u.a. Energie-, Kohlenhydrat-, Auxinmetabolismus).
Die Analyse hier zeigt die Beteiligung von ABA in der Regulation der Gene mit einer Funktion in der
Einleitung der Pathogenese. PR-Gene (z.B. PR-1, 4.5-fach nach 24h oder BGL2, 6-fach nach 24h)
sowie Gene der Thaumatin-Familie (AT1G20030, 4,4-fach oder AT4G36010, 4-fach beide nach 6h)
wurden unter Trockenstress in den spéteren Zeitpunkten hoch exprimiert.

3.3.3 Die Analyse der pflanzlichen Reaktionen auf UV-B Stress

Aufgrund der klimatischen Verinderungen kommt es héufiger vor, dass Pflanzen UV-B-Stress aus-
gesetzt werden. Der UV-B-Stress veridndert die Expression mehrerer Gene und den Verlauf verschie-
dener Prozesse in der Pflanze. Die Absorption von UV-Lichts hat nicht nur auf die DNA- (z.B. die
Bildung von Thymindimeren) oder RNA-Synthese, sondern auch auf die Proteinsynthese und die Li-
pidstruktur in der Pflanze einen starken Einfluss. UV-Licht fiihrt zu der Vernetzung von ribosomalen
Proteinen mit der RNA-Struktur und damit zur Inhibierung der Transkription. Die Pflanzen wirken
dem entgegen, indem sie die Translation ribosomaler Proteine intensivieren.

Die Identifizierung von Markergenen in unter UV-Licht gestressten Pflanzen. Die zelluldren
Reaktionen pflanzlicher Zellen auf den UV-Stress werden allgemein als UV-Antwort definiert. Dabei
bewirken verschiedene Aktivatoren die Bildung von ROS-Elementen. Diese sekundidren Botenstof-
fe aktivieren eine Reihe von Transkriptionsfaktoren [276, 177]. In den letzten Jahren wurde deut-
lich, dass auch die Auswirkungen des UV-Stresses auf die Pflanze keinesfalls unspezifisch sind. Die
Pflanze besitzt ebenfalls eine spezifische UV-Antwort [190]. Diese besteht aus der Aktivierung von
verschiedenen priméren (Transkriptionsfaktoren, MAP-Kinasen) und sekundidren (ROS-Elemente,
Antioxidanten) Elementen. In dieser Arbeit wurden diese Fragestellungen nachgegangen. Die UV-
Lichtreaktion der Pflanzen wurde hier untersucht, um eine mogliche spezifische Stressantwort auf
UV-B Licht zu identifizieren.

Deregulierte Gene unter UV-Stress wurden in drei Kategorien mit unterschiedlichen Expressions-
intensititen unterteilt. Das Expressionsverhalten in dieser Analyse deutet eher auf ein hohes Stres-
sintensitédtslevel hin. UV-Marker, die fiir deren Aktivitdt bei hoheren Strahlungsdosen bekannt sind,
wurden hier (vor allem in den spiteren Zeitpunkten) stark exprimiert (Abb. 3.31).

MEBS5.2 (AT3G17800), PDX1 (AT5G01410) und UBQ3 (AT5G03240) (Tabelle unter Abb. 3.31)
wurden bereits bei niedrigen UV-Strahlen exprimiert [320]. Die differentielle Expression dieser Gene
ist relativ schwach. Dagegen weisen die Gene PR-1 (AT2G14610), PDF1.2 (AT5G44420) und PR-5
(AT1G75040) eine viel stirkere Expression auf. Sie sind fiir ihr Verhalten unter starker UV-Strahlung
bekannt. Diese Gene erreichen ihr Intensititsmaximum nach 48h. Das ldsst vermuten, dass sie eine
mogliche Funktion bei der Reaktion der Pflanze auf lingere Stressperiode mit UV-Strahlung inne
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Genname AGI Nummer Bezeichnung Foldinduktion (Zeit)
Reaktion auf Stress

MYB77 AT3G50060 MYB protein 4,07 (1h)
TETS AT2G23810 Tetraspanin8 7,52 (1h)
SAG21 AT4G02380 Senescence-associated gene 21 23,31 (3h)
SAGI101 AT5G14930 Senescence-associated gene 101 8,88 (24h)
ATCAMBP25 AT2G41010 Calmodulin (cam)-binding protein 12,53 (1h)
Proteindegradation

bZIP60 AT1G42990 Basic region/leucine zipper motif 60 7,69 (3h)
Zn-finger AT5G27420 C3HCH4 type ring finger 35.51 (6h)
SBT3.5 AT1G32940 Subtilase 24.53 (24h)
MC8 AT1G16420 Metacaspase 8 10,27 (1h)
Entwicklungsprozesse

F24B22.110 AT3G54150 embryo-abundant protein-related 45,9 (6h)
nodulin family protein AT2G39210 nodulin family protein 25,63 (48h)
F13H10.7 AT2G41380 LEA protein-related 29,12 (6h)
Signalproteine

WAKL7 AT1G16090 Wall-associated kinase 7 7,75 (6h)
MI1J24.17 AT5G39670 Calcium binding protein 67 (24h)
CPK28 AT5G66210 Calcium-dependet PK 15,2 (1h)
CPK6 AT2G17290 Calcium-dependent protein kinase 6 6,83 (24h)
Aminosiure- und Sekundéirmetabolismen

ASA1 AT5G05730 Anthranilate synthase component I-1 9,8 (6h)
PAD3 AT3G26830 Phytoalexin deficient 3 289.56 (3h)
GSTU22 AT2G29460 Glutathione s-transferase 22 92.27 (3h)
RNA-Prozesse

CAF1 AT3G44260 CCR4-associated transcription complex 22 (1h)
SigE AT5G24120 RNA polymerase sigma subunit E 2,09 (%h)
Zellwandmodifizierung

AGP10 AT4G09030 Arabinogalactan protein 10 7,8 (1h)
TCH4 AT5G57560 touch 4 20,84 (1h)
Hormonmatabolismus

ABA3 AT1G16540 ABA deficient 3 4.46 (6h)
T19L5.4 AT5G13200 ABA-responsive protein-related 18,2 (24h)
TIFY10 AT1G19180 Jasmonate signalling repressor 67,25 (3h)
F25G13.70 AT4G12980 Auxin-responsive protein 1/ 10,08 (24h)
SAUR AT4G38840 Auxin-responsive protein 1/17,91 (6h)
AXR3 AT1G04250 Auxin resistant 3 1/7,21 (6h)
PIN7 AT1G23080 Auxin transport protein 1/1,63 (6h)
Energiemetabolismus

LHCAG6 AT1G19150 Photosystem I light harvesting complex gene 6  1/7,94 (24h)
PSBQ AT1G14150 Photosystem II subunit g-2 1/12,01 (Sh)
CYP71b4 AT3G26280 Cytochrome P450, family 71 1/4,88 (6h)
Kohlenhydratmetabolismus

TPS8 AT1G70290 Trehalose phosphatase/synthase 8 1/3,13 (3h)
AGAL2 AT5G08370 Alpha-galactosidase 2 1/3,21 (6h)
SEX1 AT1G10760 Starch excess 1 1/6,49 (6h)

Tabelle 3.25: Differentiell regulierte Gene unter UV-Stress. Im frithen Stressstadien wurden metabolische Prozesse zum Schutz gegen den Stress
aktiviert (wie z.B. DNA- oder RNA-Modifizierungsprozesse). Die Seneszenzregulation wurde bereits nach 1h hoch exprimiert. Wihrend Gene des
ABA- und JA-Katabolismus intensiver exprimiert wurden, wiesen verschiedene haushaltsmetabolischen Prozesse bei lingerem Stressdauer eine
sinkende Intensitét auf (Kohlenhydratmetabolismus, Energiemetabolismus, Auxinmetabolismus).
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10% ‘ Abbildung 3.31: Das
W MEBS.2 Expressionsverhalten deregulierter
W PDX1 UV- Markergene. Die langsam
B CHS steigende Intensitit deutet auf eine
g 1004 [ uBQ3 Vs spiétere Stressa‘mwort auf
B W LHCB6 UV-B-Stress hin. Gene, deren
» [ FSD21.10 / Expression unter hoher
e Il PR-1 Strahlungsintensitit bekannt sind
(o} [0 POF1.2 A (PR-Gene, PDF1.2) weisen hier eine
Ll>j 10 M PR-S - sehr hohe Deregulation auf. LHCB6,
} il ein weiteres Markergen fiir UV-Stress
) T 7~ zeigt in dieser Analyse keine
o0 - signifikante Expression. Dargestellt
L wird die zur Kontrolle relative
Expression in den unterschiedlichen
Zeitpunkten.
Gene AGI Funktion FC [Zeit]
AT1G51400 unbekannt 1/3.1 [6h]
PDX1 AT5G01410 Zelluldre Abwehr 2.2 [6h]
MEB5S.2 AT3G17800 Stressantwort 3.4 [9h]
AT5G03240 Sekundirmetabolismus 6.5 [24h]
CHS AT5G13930 Stressantwort 1/5.8 [24h]
PR-1 AT2G14610 Pathogenese 107 [48h]
AT5G44420 Zelluldre Abwehr 33.0 [48h]
PR-5 AT1G75040 Pathogenese 17.3 [48h]
LHCB6 AT1G15820 Energiemetabolismus nicht DE
haben.

Tabelle 3.25 stellt weitere Gene dar (z.B. SAG21, SAUR, F24B22.110, SEX1, TIFY10 oder
SBT3.5), deren Expression unter UV-Stress signifikant dereguliert wurden. Die in der Tabelle ge-
zeigten Gene wurden verschiedenen metabolischen und morphologischen Prozessen zugewiesen. Die
Bekdmpfung von ROS-Elementen und die Einleitung des PCD sind als Reaktionen auf UV-Stress be-
reits bekannt (SAG-Genfamilie, [62, 105]). Wihrend He et al. [105] nur ein Caspase-Gen (MC8) iden-
tifiziert haben, wurden in dieser Arbeit zwei weitere Gene, eins davon sogar UV-spezifisch, gefunden
(MC3 und LOL3), deren Reaktion auf UV-Stress bisher nicht bekannt war. Mehrere Transkriptions-
faktoren sind in die Stressantwort involviert. WRKY-Gene (WRKY33, WRKY70, WRKY6 u.v.m)
beeinflussen die Seneszenz und die Reaktion auf den Pathogenangriff [178, 67]. Bekannt sind auch
Gene der MYB-TF Familie, deren Funktion in der Regulation der Phenylpropanoid- und Flavonoid-
biosynthese bestehen (z.B. MYB77 in Tab. 3.25) [185, 263]. In dieser Analyse wurden 276 Transkrip-
tionsfaktoren aus unterschiedlichen Familien gefunden, die unter UV-Stress dereguliert wurden. Fiir
viele dieser Gene wurde bisher weder eine Funktion noch deren Zielgene identifiziert. Einige Gene
weisen sogar eine UV-spezifische Reaktion auf.

Fiir das menschliche Genom und das anderer Sdugetiere ist bereits bekannt, dass Zinkfingerprotei-
ne eine wichtige Rolle in der Reaktion auf UV-Licht spielen [218]. Die durch den Stress entstehenden
Sauerstoffradikale bewirken die Entstehung von DNA-Lisionen. In dieser Arbeit wurden Gene meh-
rerer Zn-Fingerproteine identifiziert (z.B. AT5G27420 in Tab. 3.25 oder AT2G40140 in Abb. 3.32),
welche unter UV-Stress hochreguliert wurden. Manche dieser Gene weisen eine spezifische Reaktion
fiir diesen Stress auf. Diese Zn-Fingerproteine binden an DNA und RNA und beeinflussen somit die
Transkriptions- und Translationsprozesse in der Zelle. AT2G40140 ist ein Zinkfingerprotein, welches
zusammen mit WRKY-TF korreguliert wird [248]. AT3g55980 (in Abb. 3.32) dagegen weist eine re-
gulatorische Funktion in der Reaktion auf Trockenstress auf [142]. Wie in Abbildung 3.32 abgebildet
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Abbildung 3.33: Die Expression der NAC-Gene Abbildung 3.35: Deregulation der MYB-TF

Die Deregulation der Transkriptionsfaktoren unter UV-Stress. Diese Faktoren weisen ein vielfiltiges Expressions-
verhalten auf. Zn-Finger wurden bereits frith im Stressverlauf stark exprimiert. Die Intensitit sinkt mit fortlaufenden
Stressverlauf. Die Expression der Hitzeschockfaktoren began etwas schwicher, steigt aber bei einem ldanger anhaltenden
Stress. Die MYB-Transkriptionsfaktoren weisen ein ambivalentes Expressionsverhalten auf. Einige wurden herabre-
guliert, andere dagegen stirker exprimiert. Einige NAC-Gene wurden relativ konstant exprimiert. Die Expression des
ATAF]1, eines trockenstressinduzierten Gens verdndert sich um mehr als einen Zehnerfaktor im Stressverlauf.

wurde, weist die Expression dieser zwei Gene sowie weiterer in dieser Arbeit identifizierter Zn-Gene
eine hohe Intensitit in den fritheren Zeitpunkten auf. Das deutet auf eine mogliche Funktion in der
primédren Stressantwort hin.

Als Reaktion auf UV-Stress wurden iiber 270 verschiedene deregulierte Transkriptionsfaktoren
identifiziert. Bei 38 Genen wurde sogar eine stressspezifische Expression nachgewiesen. Dabei han-
delt es sich um Gene aus iiber 50 verschiedenen Familien. Mehrere dieser Gene wurden in dieser
Arbeit zum ersten Mal mit der Reaktion auf UV-Stress in Verbindung gebracht. Darunter befinden
sich auch Hitzeschockfaktoren (Abb. 3.34), NAC-Gene (Abb. 3.33) oder Gene aus der MYB-Familie
(Abb. 3.35). Die erhohte Expression der Hitzestressfaktoren aufgrund des UV-Stresses wurde bereits
dokumentiert [305]. HsfB1 ist bekannt fiir seine Rolle als Aktivator fiir die Erhéhung der DNA-
Bindeaffinitit anderer Transkriptionsfaktoren [316]. Die Resultate in dieser Arbeit deuten darauf hin,
dass HsfB1 auch eine Funktion bei der Regulation der Reaktion auf UV-Stress besitzt. HsfA4a und
HsfA8 wurden unter UV-Stress intensiver exprimiert. Gleichzeitig werden verschiedene Hitzeschock-
proteine durch UV-Stress induziert (HSP70, HSP90, aber auch mitochondriale HSP Proteine wie z.B.
HSP23). Die Resultate in dieser Arbeit lassen vermuten, dass dies vermutlich durch die Expressi-
onserhohung der Hsf-Gene HsfA4a oder HsfA8 geschieht. Miller & Mittler [208] haben bereits die
Hypothese gestellt, dass die Hitzeschockfaktoren als HyO,-Sensor dienen konnten. Das Expressions-
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verhalten dieser Hsfs unter UV-Bedingungen unterstiitzt diese Annahme.

Die Gene der NAC-Familie sind an wichtigen Funktionen in verschiedenen pflanzlichen Entwick-
lungsstadien beteiligt [236], z.B. beim Auxinsignaliibertragungsweg und bei der Stressreaktion auf
Trockenheit [236, 345]. Mehrere NAC-Gene in den verschiedenen Untersuchungen wurden identifi-
ziert, die unter UV-Stress signifikant differentiell reguliert worden sind (wie z.B. RD26 oder ATAF in
Abb. 3.33). Einige Gene wie z.B. ANACO047 wurden sogar ausschlieBlich unter UV-Stress exprimiert.
RD26 und ATAF1 (Abb. 3.33) wurden bei der Regulation der Trockenstressantwort differentiell re-
guliert. In dieser Arbeit weisen sie eine stark erhohte Expression unter UV-Bedingungen auf. Die
Rolle der NAC-Faktoren unter UV-Stress wurde bisher noch nicht identifiziert. Eine mogliche Funk-
tion, welche die Expression in spéteren Zeitpunkten erklidren konnte, ist die Regulation der Seneszenz
[346].

Die MYB-Gene reprisentieren eine grofe Familie mit Einfluss bei mehreren Funktionen, z.B.
im zelluldren Zellzyklus, in der Regulation metabolischer Prozesse und der Kontrolle der Apoptose
[234]. Die MYB-Gene reagieren auf unterschiedliche Weise. Wihrend einige eine frithe Expression
aufweisen (wie z.B. MYB51), wurden andere Gene erst zu spiteren Zeitpunkten aktiv (MYB50) oder
sogar reprimiert (MYB29 oder MYB16). Das Gen MYBS5I ist bereits fiir seine Rolle in der Regu-
lation verschiedener Sekundédrmetaboliten [87], die wiederum als Schutzmechanismus gegen externe
Angriffsfaktoren dienen, bekannt. MYBS50 dagegen reduziert die Pflanzensensitivitéit gegeniiber Cy-
tokinin [296, 199], ein Phytohormon, das unter anderem fiir die Entwicklung neuer Blitter zustindig
ist. Daraus kann man schliefen, dass die Konzentrationserhohung des MYB50-Gens als Reaktion auf
den Stress der Wachstumsverlangsamung dient. Die hier ausgefiihrten sowie weitere MY B-Faktoren
weisen in dieser Arbeit zum ersten Mal eine stressspezifische Deregulation aufgrund des UV-Stresses
auf. Auch Gene weiterer TF-Familien wurden hier identifiziert (z.B. AP2/EREP, WRKY, bHLH). Ei-
ne Vielzahl dieser Gene konnte hierbei zum ersten Mal mit der pflanzlichen Reaktion auf UV-Stress in
Verbindung gebracht werden. Eine genaue Identifizierung der konkreten Funktion vieler dieser Gene
war bisher noch nicht moglich. Die Ergebnisse in dieser Arbeit konnten jedoch zu deren Entschliisse-
lung beitragen.

Wie in Abbildung 3.36 fiihrt der erhthte UV-B-Anteil im Licht zu weitreichenden Storungen in der
Photosynthese sowie zu weiteren Veridnderungen in verschiedenen Prozessen des Energiemetabolis-
mus. UV-Strahlung verursacht Verianderungen in der Elektronentransportkette des PS-II. Sie senkt die
strukturelle Integritédt des Thylakoids und des Chlorophylls und kann die Untereinheiten der Ribulose-
1,5 Bisphosphatcarboxylase-Oxygenase beschiddigen [284]. Wihrend die Gene fiir die Elektronen-
transportkette (UCC2, NDB2, AOX1A) stirker exprimiert wurden, sinkt die Expression der Gene fiir
den Energiemetabolismus als Reaktion darauf (Abb. 3.36). Die Gene fiir die Antennenproteine (LHC-
Genfamilie) und PS-II (psa- und psb-Gene) wurden reprimiert. Das lédsst sich durch die intensivere
Expression der Gene der Elektronentransportkette wie z.B. RFNRI1 (7.5, 3h) oder NDB2 (22.7, 3h)
erklidren. Die erhohte Expression der ELIP1,2-Gene kann als weiterer Beweis dafiir herangezogen
werden, dass das UV-Licht einen zusitzlichen photooxidativen Stress in der Pflanze hervorruft. Die
Regulation dieser Gene zeigt Ahnlichkeiten mit der pflanzlichen Reaktion auf Lichtstress. Weitere
Gemeinsamkeiten weisen die stdrker regulierten ELIP-Gene auf, die einen Schutz gegen photoinhibi-
torische Bedingungen darstellen [259].

Der verstidrkte photooxidative Stress und die dadurch entstehenden Verdnderungen in der Elek-
tronentransportkette haben als weitere Konsequenz das Einsetzen der Seneszenz [250]. Wie in Abbil-
dung 3.37 zu sehen ist, wird die Expression der Gene mit einer Funktion in der direkten Regulation der
Seneszenz unter UV-Stress verstidrkt. Interessanterweise reguliert die Einleitung der Seneszenz ver-
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Abbildung 3.36: Genexpressionsverhalten im Energiemetabolismus  Abbildung 3.37: Die Expression der seneszenzregulierenden Gene

UV-Stress ruft eine verstirkte Expression der Gene des Elektronentransportes hervor. Die Konzentration der Gene wird
friith in der Stressphase (1-3h) erhoht und erreicht anschlieend ein Gleichgewicht. Als Reaktion darauf werden Gene der
strukturellen Integritit des Chlorophylls herabreguliert. In Abbildung 3.36 wird das Expressionsverhalten der Gene fiir
die Antenneproteine und das Photosystem II exemplarisch dargestellt.

Gene mit einer direkten Funktion in der Einleitung des programmierten Zelltodes (YLS- und SAG-Gene) wurden
unter UV-Bedingungen hoch exprimiert. Dagegen weisen Gene mit einer indirekten Rolle in der Seneszenz eine
Herabregulierung auf. Gene wie Schwefeltransferase (Entwicklungsprozesse), Oxidcyclase (Hormonmetabolismus) oder
weitere Gene der Sekundidrmetabolismen werden als Reaktion auf den Stress bereits in der frithen Phase reprimiert.

schiedene pflanzliche Prozesse herab. Darunter befinden sich z.B Gene des Jasmonsédure-Signalweges
(Hormonmetabolismus, AOC), Schwefeltransferasen (Energiemetabolismus, STR-Gene) oder ver-
schiedene Transmembranproteine (TET Gene) [355].

Der Einfluss von UV-Stress auf den Auxinmetabolismus wurde bisher noch nicht vollstindig un-
tersucht. Die wenigen Experimente mit miRNA haben gezeigt, dass der Auxinsignalweg aufgrund
der UV-Bestrahlung differentiell reguliert wurde [360]. In Abbildung 3.38 wurden einige Gene des
Auxinsignalweges abgebildet. In der Untersuchung hat sich gezeigt, dass sowohl die durch Auxin re-
gulierten Transkriptionsfaktoren (ARF- und AUX/IAA-Gene) als auch die Auxin regulierenden Ge-
ne (SAUR, AFB) herabreguliert wurden. Auxin funktioniert als Regulator fiir das Wachstum und
die zelluldre Differenzierung. Die Reduktion der Gene in der Auxinsignaltransduktion erklért die
Verlangsamung des Wachstums aufgrund des Stresses. Eine Ausnahme in dieser Arbeit bildet die
AIR-Genfamilie. Ein Zusammenhang zwischen dem Auxin und den ROS-Elementen als sekundiren
Signalmetaboliten wurde bereits frither vermutet [251, 86]. Die erhohte Expression der AIR-Gene als
Reaktion auf den UV-Stress in dieser Arbeit (Abb. 3.38) dient als eine weitere Unterstiitzung dieser
Annahme.

Einen weiteren starken Effekt zeigen die Gene mit einer Rolle in der Regulation der Zellwandmo-
difizierungen. Die Enzyme fiir den Abbau der Zellwand wurden stirker exprimiert. Dagegen fiihrte
der Stress zur Expressionsreduktion solcher Gene, die fiir die Herstellung von Polysaccharide zu-
standig sind, aus denen die Zellwand besteht (Expansin, Arabinogalactan und Cellulose) (Abb. 3.39)
[89].

Insgesamt ruft die Stressreaktion unter UV-Bedingungen bei der Pflanze eine intensive Reakti-
on hervor. Die Anzahl der signifikant differentiell regulierten Gene steigt kontinuierlich mit der Zeit
(Abb. 3.11 auf Seite 45). Die Gesamtintensitit dieser Gene verhilt sich dagegen umgekehrt und sinkt
mit der fortlaufenden Stressbehandlung (Abb. 4.2 auf Seite 105). Dieses Verhalten kann dadurch
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Abbildung 3.38: Gene des Auxinmetabolismus werden unter UV- Abbildung 3.39: Zellwandmodifizierende Gene unter
Stress reprimiert. UV-Stressbedingungen.

Der Auxinmetabolismus wird als Reaktion auf den Stress verindert (Abb. 3.38). Transkriptionsfaktoren im Auxin-
signalweg (AUX, IAA), Gene fiir Auxintransport (z.B. PIN7, SAUR) sowie die durch Auxin regulierenden Gene
(AXR) wurden in der fritheren Phase herabreguliert. Dagegen weisen die durch ROS-Elemente regulierenden Gene der
AIR-Familie eine stirkere Aktivitit, was auf einem Zusammenhang zwischen dem Auxin und den ROS-Elementen als
Sekundédrmetaboliten hindeutet.

Die strukturelle Integritit der Zellwand wird unter UV-Stress zerstort. Gene fiir die Bauelemente der Zellwand
(Expansin, Pectin oder Arabinogalactan) wurden langsam aber kontinuierlich herabreguliert (Abb. 3.39). Die Repression
dieser Gene geht mit einer stidrkeren Expression solcher Gene einher, die fiir den Abbau der Zellwand zusténdig sind, wie
z.B. Pectinesterase). Die herabregulierten Gene zeigen eine erneute Intensititserhohung in den spiteren Zeitpunkten. Der
Grund fiir die erneute Erholung kann auf den transient angewandten Stress zurtickgefiihrt werden.

Expression Value

Relative Expression

erkliart werden, dass die Stressantwort mit einer niedrigeren Anzahl an regulatorischen Genen be-
ginnt. Diese Gene wurden friih aktiviert und stark exprimiert. Im weiteren Verlauf regulieren sie eine
wachsende Anzahl an Genen mit einer niedrigeren Expressionsintensitit. Bei allen hier abgebilde-
ten herabregulierten Genen wird eine zweite Aktivierungsphase in den spéteren Zeitpunkten erkannt.
Die Expression dieser Gene steigt langsam auf das Anfangsniveau. Dies geht mit dem Verhalten der
Histon-Decetylasen (HDAC) bzw. -Acetyltransferasen einher. Die HDACs entfernen Acetylgruppen
vom N-terminalen Histonende. Durch die Deacetylierung wird die Transkription herabreguliert. Die
Acetylierung des Chromatins triagt zu dessen Lockerung bei, wodurch die Transkription begiinstigt
wird. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Gene fiir die Deacetylasen nach 48h herabreguliert
wurden. Dagegen wurden Acetyltransferasen in dieselben Phase intensiver exprimiert. Das ldsst dar-
auf schlieBen, dass die Transkriptionsmaschinerie nach 48h erneut aktiviert wurde. Die Pflanze hat
sich mittlerweile vom Stress erholt. Ein moglicher Grund fiir dieses Verhalten ist der in dieser Arbeit
verwendete transiente UV-Stress. Die Pflanzen wurden lediglich fiir 30 Minuten dem Stress ausge-
setzt. Es ldsst sich vermuten, dass die Akklimatisierungsphase bei der Pflanze nach einer gewissen
Zeit einsetzt. Lingere Stresssperioden waren fiir die Pflanzen tddlich.

Aufgrund der unvollstindigen Annotationen des Arabidopsis-Genoms ist es bisher nicht moglich,
den kompletten Reaktionsverlauf auf der Genebene zu kldren. Um das Verhalten der Pflanze unter
Stressbedingungen besser zu verstehen und die hieraus resultierende Aufficherung der Reaktion zu
erkldren, wurde anschlieBend eine Analyse der funktionellen Annotationen durchgefiihrt.

Verdnderungen im pflanzlichen Metabolom aufgrund des UV-Stresses UV-Stress fiihrt zu einer
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Verdnderung mehrerer metabolischer Prozesse und in der Struktur unterschiedlicher Organellen. In
Tabelle 3.26 wurden die Verdnderungen sowohl im metabolischen Haushalt der Pflanze als auch in
der strukturellen Integritdt der Zelle dargestellt. Die Gene der metabolischen Signalwege als Ant-
wort auf den biotischen Stress (Elicitoren, Pilzinfektion, Jasmonsidure) sowie die hormonelle Ant-
wort (ABA, Cytokinine, Ethylen) wurden konstant hoch exprimiert. Prozesse der Protein-, DNA- und
RNA-Modifizierungen wurden intensiver betrieben. Mehrere Transkriptionsfaktoren wurden hochre-
guliert, um die immensen Verdnderungen in den verschiedenen Signalprozessen zu regulieren. Im
Gegensatz dazu zeigte sich, dass die sekunddrmetabolischen Prozesse stark vom Stress reprimiert
wurden. Energieprozesse sowie Kohlenhydratmetabolismen wurden herabreguliert. Die Prozesse zur
Aufrechterhaltung der strukturellen Integritit wurden ebenfalls reprimiert.

Die schédliche UV-Strahlung ruft starke Verdanderungen in pflanzlichen metabolischen Prozessen
hervor, die Ahnlichkeit mit der Reaktion auf einen Angriff durch pathogene Erreger haben. Dies
lasst das iiberreprisentative Auftreten metabolischer Prozesse im Zusammenhang zu einer biotischen
Stressantwort erkldren [183]. Das bakterielle Protein Harpin bindet an die zelluldre Membran und ak-
tiviert iiber eine MAP-Kinase pflanzliche Abwehrmechanismen [185]. Methyljasmonat beteiligt sich
an mehreren Entwicklungsprozessen sowie an der Seneszenz [281]. Die Elicitoren sowie die UV-
Strahlung induzieren die Produktion von ROS-Elementen. Die Pflanze macht sich deren Funktion
als Signalmolekiile zunutze. Diese dienen als Signalelemente, um z.B. den programmierten Zelltod
einzuleiten. Die Reaktion der Pflanze auf Verwundungsstress dhnelt ebenfalls der Reaktion auf UV.
Verschiedene MAP-Kinasen mit einer Funktion in der Antwort auf Verwundung wurden in dieser Ar-
beit differentiell reguliert. Die Familie der WRKY-Transkriptionsfaktoren wurde iiber ihre W-Box bei
all diesen Faktoren induziert. Sie regulieren mehrere Prozesse von der Entwicklung und dem Wachs-
tum bis hin zum Proteinabbau und dem programmierten Zelltod (PCD). Dieses Verhalten erklirt die
erhohte Aktivitidt in den Gruppen der Abbauprozesse und der Autophagie. Proteinabbau ist einer der
ersten Schritte beim PCD. Eine erhohte Aktivitdt von Ubiquitin und Proteosomen sowie verschiedener
Proteasen sind hiufig ein Zeichen fiir die Einleitung des PCD.

Interessant ist die Akkumulation von Genen fiir Proteine mit einem VQ-Motiv bzw. Ankyrin in den
fritheren Messungseinheiten. Die Funktion der VQ-Proteingruppe konnte bisher noch nicht explizit
bestimmt werden. Es wird vermutet, dass sie an Prozessen der Transkriptionsinitiation teilnehmen.
Ankyrine sind bekannte Bindungsproteine, welche die Verteilung von Membranproteinen mitbestim-
men konnen. VQ-Motive wurden in vielen unterschiedlichen Proteinen gefunden. Sie weisen ver-
schiedene Langen und Strukturen auf, besitzen aber alle eine bestimmte Sequenz (FXhVQChHTG,
[74]). Um die genaue Rolle der VQ-Gene unter UV-Stress bestimmten zu konnen, sind weitere Expe-
rimente notig. Die Tatsache, dass diese Gene am Anfang der Stressbehandlung aktiv wurden, deutet
darauf hin, dass sie eine mogliche Rolle bei der Regulation der Stressantwort unter UV-Strahlung
spielen. Die Gruppe der VQ-Proteine beinhaltet unter anderem verschiedene MAP-Kinasen und Tran-
skriptionsfaktoren (ARR-Gene), deren Funktion noch nicht geklirt ist, die jedoch fiir ihre regulato-
rische Rolle bekannt sind. Diese Gruppe konnte das Verbindungsstiick zwischen der dufleren Stress-
quelle und den inneren Schutzmechanismen zur Regulation der Stressantwort darstellen.

Phytohormone beteiligen sich an mehreren Wachstums- und Entwicklungsprozessen in der Pflan-
ze. Wihrend Abscisinsdure (ABA) und Ethylen als hemmende Hormone gelten, fordert Auxin das
Wachstum. Unter UV-Stress geridt der Hormonhaushalt aus dem Gleichgewicht. In einer der ersten
Reaktionen der Pflanze auf den neuen Stress wird die Ethylensynthese und -konzentration erhoht
[254]. Ethylen fungiert unter anderem als Regulator anderer Phytohormone wie z.B. Abscisinsiure.
ABA spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Pflanze auf UV-Stress. Die Regulation der



3.3. Die Analyse differentiell-regulierter Gene anhand Genexpressionsprofile

93

GO-Level Biologische Funktion Gengruppen 1h | 3h | 6h | Sh | 24h| 48h| Quelle
Harpin Z + + + + + + 1
Antwort auf Elicitoren Mela + + + + + + 1
Reaktion auf GST + + + + + 1,2
biotischen Stress Chitin + + + + + + 1,2
Pathogenangriff Reaktion auf Pilzinfektion + + + + + + 2
Abwehrreaktion + + + + + + 2,34
Verwundungsstress + + + + + 1,2,4
Immunantwort Antwort auf Stress externer Stress + + + + + + 2,5
ABA Reaktion auf ABA + + + + + 1,3,5.6
Hormonreaktion Cytokinin Glycosidbiosynthese + 3,6
Auxin SAUR-Proeine 1,2,5,6
Ethylene + + + + 3
AP2/EREB Gene + + + + + + 3,4,6
WRKY-Familie + + + + + + 1,3,4,6
Transkription Transkriptionsfaktoren NAC-, NAM-Familie + + + + + + 3,46
HSF-Gene + + 24,6
bHLH-Faktoren 2
Protein- Abbauprozesse Ubiquitin, Proteosome, Autophagie + + + + 1,2,3,5
modifizierung Proteinbindung VQ-Motiv + + + 2,34
Ankyrin + + 2.4
Kinasen (ST, TK) LRR-Proteine + + + + 234
Signalingsprozesse Calciumsignaling Calmodulin (Ef-Hand) + + + + + + 34
Hormon-bedingte Reaktion Ethylene, Auxin + + + + + + 2,3
Transport Exozytose Vesikeltransport + + + + 2,34
Protonentransport 3
Zellwachsum multidimensionales Wachstum 3
Entwicklung Zelltod PCD + + + + 1,24
Cuticula Struktur 2
Coenzymbindung Epimerase
zellulidre Prozesse Peroxidaseaktivitit Peptidase + + 2
Motoraktivitit Kinesin, Dynein 2.4
Microtubuli 2,4
Cytoskeleton Expansin, Pectin + 1,24
Membranstruktur intrinsische TM-Proteine + 2
Zellstrukturen Zellwand Pectin, Lyase 1,2
Proteosomkomplex Ubiquitin, Proteasen + + + + 2,45
Chromatinstruktur Chromosome 2
Nucleosome Histone, Chromatin 1,2,4
Plastid, Chloroplast Thylakoid 1,2
Photosystem I/ IT PS-, LHC-Proteine 2
Chrlorophyllbiosynthese 2,5
Energiemetabolismus | Photosynthese, Lichtreaktion 2,5
Phototropismus NPH3 4
Stickstoffmetabolismus Glycine, AMMIT)P + + 2
Methanmetabolismus + 2
Aminosiure- aromatische Verbindungen + + + + 2
metabolismus Phenylpropanoidbiosynthese Flavonoide, Lignine + + + + 2,5
Carotenoide
Lipidmetabolismus Lipase Carboxyltransf., Acetyltransf., -synthase 34
Steroide Biosynthese 2.4
Polyketide, Fettsduren ‘Wachsbiosynthese + 2,4
Lectin Jacalindoméne + 4
UDP-glycosyltransferase Aktivitit + 4
Kohlenhydrat- Stirke Abbau 2
metabolismus Metabolismus 2
Polysaccharidemetabolisms 2
Kohlenhydratbindungen B-galactosidase 2,34

Tabelle 3.26: Verinderungen der metabolischen Prozesse unter UV-Stress. UV-Licht ausgesetzte Pflanzen weisen verschiedene Verdnderungen im
metabolischen Haushalt auf. Mehrere Prozesse zum Schutz der Pflanze vor dem Stress wurden aktiviert (Produktion der ROS-Elemente,
Abwehrmechanismen, WRKY-Transkriptionsfaktoren usw.). Abbauprozesse und deren Elemente treten verstirkt auf (Ubiquitine, Proteasen). Auf der

anderen Seite wurden mehrere metabolische Prozesse reprimiert. Die Energie- und Kohlenhydratmetabolismen wurden verlangsamt, Prozesse des

Zellwachstums und der zelluldren Entwicklung wurden reduziert.
1-frithere Experimente; 2- GO Annotationen; 3- Mapman; 4-Pfam; 5-KEGG; 6-DATF (Information iiber bekannte Stoffwechselwege)
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Seneszenz und die Stressanpassung sind zwei solche Funktionen. Die Konzentrationserh6hung von
ABA und des Ethylen in der Zelle fiihrt zur Wachstumsverzogerung und einer verbesserten Stresstole-
ranz [93, 254]. Nicht viel ist bisher iiber den Einfluss von UV-Licht auf das Verhalten der Auxin-Gene
bekannt [144]. Die Ergebnisse in dieser Arbeit liefern eine mogliche Erklidrung fiir das Verhalten der
Auxin-Gruppen. Wie aus Tabelle 3.26 ersichtlich ist, wurde der Auxinmetabolismus reprimiert. Au-
xin ist fiir das Wachstum und die Meristembildung zustindig. Aufgrund der Herabregulierung des
Auxinmetabolismus wurden diese Prozesse verlangsamt und das Wachstum gehemmt.

Wihrend der Phenylpropanoidsignalweg unter Hitzebedingungen reprimiert wird, weist er hier-
dhnlich wie bei Trockenstress (Seite 74)- eine erhohte Aktivitit auf. Diese sekundiren Pflanzenstof-
fe werden von der Pflanze als Schutz gegen UV-Stress verwendet [201]. Die Biosynthese der Phe-
nylalaninderivate aus dem aromatischen Cg-Ring findet frith im Stressverlauf statt. Die Bildung der
unterschiedlichen Produkte ist sowohl einem zeitlichen als auch einem rdumlichen Muster unterlegen.

Die Flavonoide befinden sich in den Vakuolen der Epidermis und bewirken einen UV-Schutz des
darunterliegenden Gewebes. Sie absorbieren UV-Strahlen und verhindern so die Schiden an der zellu-
laren DNA. Die Lignine sind dagegen Heteropolymere, die zur Dichtung und Festigung der Zellwand
beitragen. Die Bildung von Lignin ist vom Entwicklungsstadium abhéngig und wird von Umweltfak-
toren wie Licht oder Temperatur beeinflusst [127]. Uber den Einfluss des UV-Stresses auf Liginaufbau
und -struktur ist bisher nicht viel bekannt. Die Verholzung der Zellwand wird von der Pflanze als ei-
nes der Mechanismen zum Schutz der Zelle vor duleren Reizen verwendet (z.B. Pathogenangriff,
Verwundung oder auch abiotischer Stress). Die Ergebnisse in dieser Arbeit bestdrken die Annahme,
dass UV-Stress die Verholzung (Lignification) der Zelle befordert. Die Akkumulation der Ligninmo-
lekiile ist notig, um die durch den Stress expandierenden Epidermalzellen zu stabilisieren [351]. Um
Information iiber die genauen Ablidufe des Phenylpropanoidsignalweges und die daraus hervorgehen-
den Veridnderungen in den pflanzlichen Metabolismen miissten weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden.

Ahnlich wie bei der Reaktion auf Hitzestress weisen die sekundirmetabolischen Prozesse eine
herabregulierende Tendenz auf. Energie-, sowie Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus wurden als
Reaktion auf den Stress reprimiert. Das Photosystem II wurde unter UV-Stress sehr schnell ange-
griffen. Das Reaktionszentrum des Systems mit den D1- und D2-Proteinen wurde degradiert [34].
Frithere Experimente haben den Einfluss von UV-Stress auf PS-II bereits identifiziert [134]. In dieser
Arbeit wurden die Schiden im Photosystem-I nachgewiesen. Nicht nur die photosynthetische Ma-
schinerie, sondern die komplette Chlorophyllbiosynthese wurden herabreguliert oder beschédigt. Ein
moglicher Grund fiir die Reduktion der Aktivitit des Energiemetabolismus liegt in der erhohten Akti-
vitidt der ROS-Elemente. Diese werden unter UV-Stress als Signalmolekiile fiir verschiedene Prozesse
verwendet (unter anderem fiir die Regulation von Zellteilungen und die Einleitung des programmier-
ten Zelltodes).

Die Schéden in der Struktur und Funktion der Plastiden haben weitreichende Einfliisse auf weitere
metabolische Funktionen. Langkettige Fettsduren werden hauptsichlich in den Plastiden hergestellt.
Das hat zur Folge, dass deren Biosynthese aufgrund des Stresses reprimiert wurde. Der Lipidmetabo-
lismus und die Lipaseaktivitidt wurden direkt nach Stressbeginn deutlich reduziert. Diese Reduktion
bedeutet fiir die Pflanzen weniger Energie (Lipasen sind an der Hydrolyse von Triglycerinen betei-
ligt). Die Lipidperoxidation wurde durch die Erhohung der zelluldaren ROS-Anteile begiinstigt. Ein
langanhaltender Stress fiihrte zum starken Abbau der Lipide. Infolgedessen wurden Schidden in der
strukturellen Integritéit der Zellmembran und Zellwand hervorgerufen.

Die Prozesse der Kohlenhydratmetabolismen wurden als Reaktion auf den Stress ebenfalls re-
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primiert. Die Regulation der Kohlenhydratbiosynthese ist von vielen weiteren Prozessen abhingig.
ROS-Elemente, ABA oder Auxine in der Zelle sind nur einige der Metaboliten, die einen Einfluss auf
die Biosynthese verschiedener Kohlenhydrate ausiiben. Ob ein direkter Einfluss des UV-Lichtes auf
Kohlenhydrate existiert, ist bisher experimentell nicht eindeutig identifiziert worden. In dieser Arbeit
kann gezeigt werden, dass die Aktivitét in unterschiedlichen Kohlenhydratmetabolismen, wie z.B. die
der UDP-Glycosyltransferase, dem Stirkemetabolismus und der anderen Polysaccharidbiosynthesen
in der spiteren Phase des UV-Stresses reduziert wurde. Ein interessantes und etwas unerwartetes Er-
gebnis ist die Herabregulierung der UDPG-Prozesse. Die UDP-Glycosyltransferasen beteiligen sich
an der Synthese von Anthocyanen. Sie dienen dem Schutz der Pflanze vor der UV-Strahlung. Aus
diesem Grund scheint es etwas ungewohnlich, dass diese Gengruppe unter UV-Stressbedingungen
herabreguliert wird. Ein moglicher Grund ist der Versuch der Pflanze, Energie zu sparen. Es wire
auch moglich, dass die Reduktion der Syntheserate von UDPG-Molekiilen einem anderem, bisher
unbekannten Grund, dienen soll. Hier wurden Stdrkemolekiile aufgrund des Stresses abgebaut. Die-
ses kann dadurch erklirt werden, dass die Pflanze wegen der Herabregulierung der Energiemetabolis-
men nicht genug Energie produziert. Sie greift deshalb auf die in den Stirkemolekiilen gespeicherten
Energiereserven zuriick. Dies kann die Pflanze nur iiber einen begrenzten Zeitraum durchhalten, bevor
auch diese Vorrite aufgebraucht sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen die Induktion verschiedener Prozesse auf den Stressbeginn
bzw. dauerhafte Stressbehandlung wiedergeben. Eine bestimmte Reaktionsreihenfolge kann dadurch
bisher jedoch nicht genau bestimmt werden. Um festzustellen, ob z.B. die instabile Zellintegritit
durch die Lipidperoxidation verursacht wurde, oder durch die Reduktion der Genexpression fiir die
Zellmembranproteine (Pectin, Expansin usw.) hervorgerufen wird, sind weitere Experimente erfor-
derlich.

Analyse der zeitabhdngigen differentiellen Regulation unter UV-Stress. Die Gesamtintensitit der
durch UV-Licht deregulierten Gene sinkt in Zeitverlauf (Abb. 4.2). Unabhiingig vom Expressionsver-
halten wurden in fast allen Kategorien Gene der Abwehr- und biotischen Stressreaktion differentiell
reguliert (Tab. 3.27). Als erste Reaktion auf den Stress wurden Gene der Abwehrreaktion hoch re-
guliert. Cluster 1, 2 und 3 in Abb. 3.27 beinhalten Gene, deren Expression bereits nach einer Stunde
hoch reguliert wurde. Cluster 4, 5 und 6 weisen Gene der biotischen Stressantwort auf. Die Expres-
sion dieser Gene steigt kontinuierlich mit der Zeit. Sie erreicht ein Maximum nach 3h bzw. 24h, was
auf einen circadianischen Zyklus in der Stressreaktion hindeutet. In den letzten zwei Clustern wurden
jedoch auch Gene aus verschiedenen sekunddrmetabolischen Signaliibertragungswegen identifiziert.
Diese Gengruppen zeigen eine kurzeitig erhohte Expression in den ersten zwei Messungseinheiten.
Gene mit einer Funktion in der Reaktion auf die biotische Stressantwort und Stressabwehr sind fiir
diese Intensitdtserhohung verantwortlich. AnschlieBend sinkt die Expression wieder. In dieser Phase
tiberwiegt die Expressionsverminderung der Gene fiir die sekunddrmetabolischen Prozesse. Gene der
Energie- oder Hormonmetabolismen, sowie solche fiir die Bildung von Sekunddrmetaboliten, weisen
ein Expressionsmaximum nach 3h bzw. 6h auf. AnschlieBend wird die Expression dieser Gene repri-
miert. Es kommen hier mehrere Gene vor, deren Funktion noch nicht bestimmt werden konnte. Mit
diesen Resultaten wurde es zum ersten Mal moglich, diesen Genen eine regulatorische Funktion in
den sekundédrmetabolischen Prozessen zuzuordnen.

Die Analyse der Veridnderungen im Expressionsverlauf weist auf ein zweiphasiges Expressions-
verhalten hin (Tab. 3.28, [294]). Die iiberwiegende Antwort der Gene mit einer Funktion in der Reak-
tion auf externe Stressfaktoren (Pilz- und bakterielle Stressreaktion) wurde in beiden Phasen sichtbar.
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Cluster-Nr. | Anzahl | Expressionsverlauf | biologische Funktionen

1 50 Abwehrreaktion
2 27 Abwehrreaktion, SA-, JA-Signalweg, SAR
3 76 Abwehrreaktion, Chitinabwehr, Reaktion auf

Temperaturstimulus

4 161 Reaktion auf biotischen Stress (SA, Camalexin,
Chitin), toxische Stressantwort

5 50 A ) Reaktion auf toxischen Stress
6 86 biotische Stressantwort, SAR, HR, Zellwandabbau
7 97 ~— AA Biosynthese, JA-Synthese, Oxylipinreaktion,
; Immunabwehr
8 158 AA Biosynthese, Auxin-, IAA- Biosynthese,

Nukleotidmetabolismus, Sekundédrmetabolismen

Tabelle 3.27: Die transiente Expression der differentiell regulierten Gene unter UV-Stress. Transient exprimierte Gene unter UV-Licht weisen
eine starke Uberreprisentation der Gene mit einer Funktion in der Reaktion auf biotischen Stress auf. In allen Clustern iiberwiegt die Anzahl der Gene
mit einer Funktion in der Reaktion auf toxischen Stress, SAR und HR sowie Gene der Salicyl- und Jasmonsiuresignalwege. Cluster 7 und 8 zeigen
eine schnelle, kurzfristige Akkumulation der Sekunddrmetabolismen-relevanten Gene. Diese Gene wurden in den spéteren Phasen des UV-Stresses
herabreguliert.

Die Akkumulation der Gene fiir die Sekundidrmetabolismen zeigt einen groflen Anstieg in der ersten
Phase, wihrend in der zweiten viele Gene der abiotischen Stressantwort herabreguliert wurden.

Die hier verwendeten Algorithmen der Zeitreihenanalyse [224, 319, 294, 293] lieferten ein ein-
deutiges Ergebnis zum Expressionsverhalten der Pflanzen als Reaktion auf UV-Stress. Die Pflanze
erkennt den Bestrahlungsstress als einen dufleren Reiz und aktiviert mehrere Prozesse der SAR- (Sys-
temic Acquired Resistance) und HR-Signalwege (Hypersensitivity Reaction) [292, 118]. Dies geht
mit der Expressionserhdhung der Gene fiir JA und SA einher (Jasmonic bzw. Salicyl Acid). [45, 84].
Die deregulierte Expression dieser Gengruppen findet in zwei Phasen statt. Nach 1h und nach Sh wur-
de eine signifikante Deregulation identifiziert. Aufgrund der transienten Stressperiode deutet dieses
Verhalten auf eine schnelle Stressantwort in der ersten und den Beginn des Erholungsprozesses in
der zweiten Phase zuriickfiihren. Wihrend in der ersten Phase viele sekunddrmetabolischen Prozesse
dereguliert wurden, zeigt sich keine Verdnderungen in der Expression der Gene fiir die abiotische
Stressantwort. Erst in der spiteren Stressreaktion wird die Akkumulation dieser Gengruppen signifi-
kant. Der Weg, iiber den das Signal erkannt und die Stressantwort eingeleitet wird, konnte bisher nicht
geklart werden. Der Anstieg der Gene fiir die Produktion der ROS-Elemente in den ersten Stunden
deutet jedoch auf eine mogliche Rolle dieser Elemente als Stresssensor hin.

Die Analyse der UV-deregulierten Transkriptionsfaktorbindestellen. Bei der Analyse der diffe-
rentiellen Expression der iiberreprisentativen Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) wurden zwei
Motive gefunden, die einzig unter UV-Stress akkumuliert wurden (Tab. 3.29). Das erste Motiv wurde
in der Tabak-Pflanze identifiziert (NtRSG_AT, Sequenz TCCAGCTTGA) [132]. Dort wurde dieses
Motiv der Familie der bZIP-TF zugeordnet. Eine wahrscheinliche Rolle ist dessen Beteiligung in
pflanzlichen Entwicklungsprozessen. Eine Verbindung zwischen dem UV-Licht und diesem Motiv
ist bisher noch nicht bekannt. Dieses Motiv kommt lediglich in 18 Genen des Arabidopsis-Genoms
vor. Sechs dieser Gene wurden unter UV-Stress hochreguliert. Diesen Genen wurde bisher keine be-
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|| Funktion | 3h-1h | 6h-3h | 9h-6h | 24h-9h | 48h-24h ||
Reaktion auf Reize 1.71E-13 2.82E-14
Reaktion auf biotischen Stress 1.24E-7 8.39E-4 4.26E-12
Reaktion auf abiotischen Stress 2.52E-6
Reaktion auf chemischen Stress | 8.87E-12 2.28E-5
Abwehrreaktion 2.32E-5 1.97E-4 8.06E-7
Bakterien-/Pilzabwehr 7.13E-8 6.36E-4 3.11E-8
Pathogenese 4.28E-6
Toxinstress 6.27E-6
SA-Metabolismen 8.21E-4 2.70E-5
JA-Stressantwort 5.89E-7
Reaktion auf Hormonstress 5.68E-5
Ethylensignalwege 8.27E-7
Sekundéirmetabolismen 6.04E-9 5.49E-4
Phenylpropanoidbiosynthese 5.22E-6 7.14E-4
Ligninbiosynthese 1.99E-4
aromatische AA-Biosynthese 5.64E-9
Camelaxinbiosynthese 1.81E-5
Zellwand katabolische Prozesse | 9.75E-4
Indolebiosynthese 8.81E-5
Tryptophanbiosynthese 8.82E-6
Glucanmetabolismus 2.24E-4
Lipidtransport 7.36E-5
Zelladhesion 3.08E-4
Hitzestressantwort 7.87E-5 3.70E-4
Trockenstressantwort 3.93E-4
Lichtstress 2.04E-4
Oxidativer Stress 4.84E-4
UV-Stress 2.56E-4
ROS-Antwort 3.63E-4
Anthocyanmetabolismus 6.92E-5

Tabelle 3.28: Deregulationsveriinderungen in der Genexpression der unter UV-Stress exprimierten Gene. Die Analyse der Verdnderungen im
Expressionsverlauf deutet auf eine Stressantwort in zwei Phasen hin. Sowohl in der ersten (nach 3h) als auch in der zweiten Phase (zwischen 9h und
24h) iiberwiegen die Gene der biotischen Stressantwort. In der ersten Phase wurden Gene der Sekundidrmetabolismen differentiell reguliert. Gene aus
den funktionellen Gruppen der Hormon-, Energie- und Aminosduremetabolismen sowie die Gene fiir die strukturelle Integritét zeigen in dieser Phase
eine differentielle Expression. Die Gene der abiotischen Stressantwort weisen keine differentielle Regulation iiber die Zeit in der ersten Phase auf. Sie
wurden vom Stressbeginn an stark exprimiert. Im nichsten Schritt wurden diese Gene herabreguliert.

kannte Funktion zugeordnet. Eine mogliche Funktion hingt mit dem konservierten Lysin zusammen,
das die Aminosdure Arginin innerhalb der Bindedoméne ersetzt. Lysine spielen eine Rolle bei der
Regulation der Transkription durch Acetyltransferasen-Deacetylasen. Die Verdnderung der Lysinla-
dung dereguliert die Transkriptionsmaschinerie. Die Deregulation dieser Gene geht vermutlich mit
der differentiellen Expression der Histonstruktur-regulierenden Gene einher.

Das zweite Motiv, SREATMSD (Sequenz TTATCC) wurde als Zucker-reprimierendes Element
(SRE) identifiziert [308]. Herabregulierende Gene mit diesem Motiv wurden bei Pflanzen nach ei-
ner Dekapitation der Sprossachse akkumuliert. Das deutet auf eine Rolle dieser Gene in der Wachs-
tumsregulation hin. In der Kategorie der durch UV-Stress differentiell regulierten Gene wurden in
dieser Arbeit mehrere Gene des Energiemetabolismus identifiziert. Gene mit einer Funktion in der
Erstellung der Lichtsammelkomplexe (LHCs) und Photosystemproteine (Psas und Psbs) wurden un-
ter UV-Bedingungen herabreguliert [323]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gene der
Kohlenhydratmetabolismen differentiell reguliert werden. Trotz der Erwartungen fiir die Herabregu-
lierung der Gene mit diesem Motiv unter UV-Licht weisen sie in dieser Arbeit eine verstédrkte Expres-
sionsintensitit auf. Gene aus der Glykolyse (Epimerasen, Aldolasen) sowie Gene des TCA-Zyklus
(Succinyl-CoAs) und des Pentosephosphatweges wurden intensiver exprimiert. Eine mogliche Er-
kldarung fiir den Anstieg in der Expressionsintensitdt konnten weitere bisher unbekannte Funktionen
dieser Gene in der Regulation der Pflanze mit einer ansteigenden zelluldren ROS-Konzentration sein.
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Bindestelle Stress Sequenz O0lh 48h
ABRELATERD1 Allgemein ACGTG

ABRE-like binding site motif Allgemein AACGTG[GT][AC]
ABRERATCAL Allgemein [ACJACG[CTIGA
CACGTGMOTIF Allgemein CACGTG
ACGTABREMOTIFA20SEM Allgemein ACGTGKC

ACGTATERD1 Allgemein ACGT

GADOWNAT Allgemein ACGTGTC

SREATMSD uv TTATCC

NtRSG_AT Uv TCCAGCTTGA
CGCGBOXAT oxidativer TCGCGA
ANAEROI1CONSENSUS Stress AAACAAA

TBOXATGAPB ACTTTG

TRABI1 CGCGTG
ASFIMOTIFCAMV TGACG
Bellringer/replumless/pennywise BS1 IN AG AAATTAAA e

Tabelle 3.29: Transkriptionsfaktorbindestellen unter UV-Stressbedingungen. Die durch ABA-TFBS regulierte allgemeine Stressreaktion wird
unter UV-Licht im mittleren Bereich tiberreprisentiert. 6h bzw. 9h nach Stressbeginn wurden die ABA-abhéngigen TFBS tiberdurchschnittlich in der
Anreicherungsanalyse gefunden. Die Reaktion der oxidativen Stressgruppen (d.h. diese Gruppen kommen unter UV-Stress und Paraquatbehandlung
vor) erscheint direkt mit dem Stressbeginn und klingt in der zweiten Phase ab. Dagegen wurden die stressspezifischen TFBS erst in der zweiten Phase
identifiziert, was auf deren Rolle in der Stresserholung bzw. in der Toleranzentwicklung schliefen lasst.

Die Identifizierung dieses signifikanten Verhaltens bei vielen Genen, die lediglich unter UV-Stress
und bei den mit Paraquat behandelten Pflanzen differentiell reguliert wurden, verstéarkt diese Annah-
me. Weitere iiberreprisentative Funktionen in der Gruppe der unter UV-Stress deregulierten Gene
mit diesem Motiv wurden gefunden. Zu dieser Gruppe gehoren Gene der Proteinmodifikation (Ab-
bau, Faltung). Die differentielle Expression solcher Gene wurde beim UV-Stress erwartet, wobei die
Pflanze sich gegen den Stress zu schiitzen versucht. Die Ergebnisse in dieser Arbeit deuten auf eine
neue mogliche Funktion der Gene mit einem SRE-Motiv hin.

In der Analyse der iiberreprisentativen TFBS wurden weitere Motive in der Gruppe der allgemei-
nen Stressantwort mit einer Verbindung zu ABA- hauptsédchlich im mittleren Messbereich- gefunden.
Die Signalwege der UV-Stressantwort konnten bisher nicht vollstandig gekldrt werden [254]. ABA
dient als einer der sekundidren Metaboliten in der Regulation der Schutzmechanismen gegen den
Stress. Die Motive der ABA-relevanten Gene wurden hauptsédchlich in den Zeitmessungen 3h und
6h gefunden. Ein moglicher Grund fiir die erhohte Anzahl der Gene mit einer ABA-Abhéngigkeit
ist die Verdnderung in der Wachstumsregulation aufgrund des Stresses. Ein weiterer Grund ist die
Beteiligung von ABA an der Stressregulation von Sekundidrmetaboliten.

Die Suche nach weiteren angereicherten Sequenzen in der UV-deregulierenden Gengruppe lie-
ferte weitere Motive. In den fritheren Messungspunkten wurde das Motiv CGCGBOXAT (Sequenz
GCCGCGGC) mit einer moglichen Funktion in der Ca?*/Calmodulin-Bindung gefunden. Ca?* und
Calmodulin sind fiir ihre Funktion als Signalmolekiile bekannt. Die erhohte Expression in den friihe-
ren Phase deutet darauf hin, dass sie unter UV-Bedingungen moglicherweise als eines der Sensoren
bei der Stressdetektion dienen.

Die Reaktion der Pflanze auf UV-Stress zeigt in dieser Arbeit nach Hitzestress die zweitgrofite
Anzahl an differentiell regulierten Genen (Abb. 3.11). Die relative Intensitdt war bereits nach 1h
sehr hoch (Abb. 4.2). Das deutet auf eine niedrige Anzahl von stark differentiell regulierten Genen
hin. Wihrend diese Anzahl steigt, sinkt die relative Intensitit. Daraus kann vermutet werden, dass die
Antwort auf UV-Stress mit einer niedrigeren Anzahl an stressspezifischen Genen beginnt. Diese Gene
wiederum regulieren eine wachsende Anzahl weiterer metabolischer Prozesse.
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Durch verschiedene Analysen wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass mogliche Stresssensoren
(ROS-Elemente, Ca®*/Calmodulin) sowie Gene zum Schutz der Pflanze vor dem Stress bereits in der
frithen Stressphase hoch reguliert wurden. Die Expression dieser Gengruppen geht im Verlauf des
Stressaussetzens nicht zuriick. Dafiir kommen weitere sekunddrmetabolische Prozesse sowie Gene
der strukturellen Integritidt hinzu. Die Analyse der TFBS konnte wenige spezifischen Motive identi-
fizieren. Der Zusammenhang zwischen diesen Motiven und dem UV-Stress kann bisher nur vermutet
werden. Beide Motivgruppen beinhalten Gene der RNA- bzw. Proteinregulationsprozesse. Daraus
lasst sich eine neue Funktion fiir die Gene mit diesem Motiv in der Modifikation der Transkriptions-
bzw. Translationsmaschinerie postulieren.

Am Stressanfang wurden mehrere Transkriptionsfaktoren differentiell reguliert. Zum Teil wurde
sogar ein stressspezifisches Verhalten festgestellt. Fiir viele TFs aus dieser Liste wurden hier zum
ersten Mal einer Funktion in der Antwort auf UV-Stress nachgewiesen. Die grof8e Anzahl an ver-
schiedenen TF verdeutlicht die Komplexitit der Stressantwort. Um die genauen Mechanismen besser
verstehen zu konnen, miissen die von diesen TF stromabwirts regulierten Gene identifiziert werden.

In dieser Arbeit wurde die experimentelle Analyse mehrerer abiotischer Stressfaktoren durchge-
fiihrt. Die Rohdaten aller Experimente sind Eigentum der Bayer CropScience AG und wurden deshalb
nicht veroffentlicht. Fiir die ausfiihrlichere Analyse erfolgte eine Konzentration auf drei Stressfakto-
ren (Hitze, Trockenheit, UV-Licht). Dies wurde aus zwei Griinden entschieden. Die Analyse aller sie-
ben Stressfaktoren wiirde den Rahmen einer Promotionarbeit sprengen. Aus diesem Grund fokusierte
sich diese Arbeit auf die Stressfaktoren, die fiir die Agrarwirtschaft eine bedeutendere Rolle spie-
len. Aufgrund der verédnderten klimatischen Bedingungen werden Nutzpflanzen mehr und mehr dem
Stress wie Hitze, Trockenheit (Wassermangel) oder UV-Licht (das Verschwinden der Ozonschicht)
ausgesetzt. Die Analysen dieser drei Stressfaktoren zeigen ein aullergewohnliches Expressionsver-
halten. Hitzestress weist eine kontinuierlich hohe Anzahl differentiell regulierter Gene auf. Die tro-
ckenheitsbedingte Stressantwort zeigte zwar eine niedrige Anzahl deregulierter Gene, dafiir wurden
diese aber sehr intensiv exprimiert. UV-Stress wurde als einziger Stressfaktor transient angesetzt (kon-
tinuierlicher Stress konnte nicht verwendet werden). Obwohl der Stress lediglich 30 Minuten dauerte,
wurde bis 9h nach Stressbeginn die Anzahl der deregulierten Gene immer grofer. Erst nach 24h
konnte eine relative Erholung der Planze beobachtet werden.

Die Analyse der restlichen vier Stressfaktoren, Kilte, Salz-, Licht- und chemischen Stress zeigte
ein relativ mildes Expressionsverhalten. Die Intensitit der Gene bleibt niedrig (Abb. 4.2). Die Anzahl
der deregulierten Gene unter Kilte wichst zwar kontinuierlich, die anderen drei Faktoren weisen im
Durchschnitt eine dhnliche Anzahl an verdnderten Genen auf. Um die Antwort der Pflanze auf abio-
tischen Stress verstehen zu konnen, wire die Vervollstindigung dieser Analyse sehr sinnvoll. Durch
die Gemeinsamkeiten und Unterschieden in den verschiedenen Stressfaktoren kann die Reaktion der
Pflanze besser verstanden werden.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Methodische Uberlegungen

4.1.1 Einheitliche Phinotypisierung

Wie bereits im Teil 3.1 auf Seite 28 angemerkt, war es in dieser Arbeit von besonderem Interesse,
einen einheitlichen Phénotyp fiir alle Stressfaktoren zu erreichen. Der Grund fiir dieses Ziel lag in
der Komplexitit der Stressantwort. Wie bereits in mehreren Experimenten beobachtet wurde, hangt
das Ergebnis sehr stark vom experimentellen Design ab. Bei Anwendung verschiedener Methoden
zeigten sich wiederholt unterschiedliche Resultate. Frithere Experimente, bei denen mehrere Stress-
faktoren miteinander verglichen werden sollten, haben unterschiedliche, zum Teil widerspriichliche
Aussagen ergeben [148, 189, 337, 304, 305]. Um sicherzustellen, dass die verschiedenen Stressfak-
toren miteinander vergleichbar sind, musste darauf geachtet werden, dass die Pflanzen unter einem
dhnlichen Stresslevel analysiert werden. Ein Beispiel bietet der Vergleich der Genanzahl im Hitzest-
ress zwischen dieser Arbeit und den Experimenten von AtGenExpress Konsortium [148] oder der
Mittler-Gruppe [256]. Im Gegensatz zum kontinuierlichen Hitzestress in dieser Arbeit wurden die
Pflanzen einer transienten Hitzeperiode ausgesetzt. Hieraus resultierten in einer geringeren Anzahl
an differentiell regulierte Genen. Hitze zeigte in der vorliegenden Arbeit die stirkste Antwort von
allen Stressfaktoren. Es lisst sich deshalb nur vermuten, dass in der Pflanze wesentlich komplexe-
re Prozesse ablaufen, als in den bisherigen Experimenten beobachtet wurden. Die Tatsache, dass in
[148] bereits nach 6h fast keine differentiell regulierten Gene mehr nachgewiesen wurden, deutet
darauf hin, dass das Aussetzen transientes Stresses einen niedrigeren Effekt ausiibt als die konstante
Hitzestressausetzung in dieser Arbeit erzielt wurde. Dagegen zeigt die Reaktion auf Kiltestress eine
kontinuierliche Steigerung an deregulierten Genen (Pflanzen wurden einem kontinuierlichen Kiltest-
ress ausgesetzt) (Abb. 3.11). Um Stressfaktoren iiber lingere Zeitperioden miteinander vergleichen
zu konnen, musste hier deshalb darauf geachtet werden, dass die Experimente unter dhnlichen Bedin-
gungen stattfinden.

4.1.2 Microarray-basierte Analyse

Die Microarray-Technologie stellt eine sehr effiziente Strategie zur Informationserfassung von meh-
reren Quellen in einem Experiment dar. Auf einem Array kann man gleichzeitig die Expressions-
verdnderungen tausender Gene auf ein Mal untersuchen. Dadurch kann der genauere Ablauf der Si-
gnaliibertragungswege analysiert werden, die entweder global oder unter spezifischen pflanzlichen
Bedingungen stattfinden (Entwicklungsstadium, abiotischer oder biotischer Stress, bestimmte Mu-
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tationen oder Knock-down Experimente oder die Analyse bestimmter Pflanzenteile). Diese globale
Analyse hilft dabei, das Wissen iiber die Zusammenhinge in der pflanzlichen Reaktion auf verschie-
dene Faktoren zu erweitern. Das hierfiir optimierte Protokoll zur Sonderherstellung der Affymetrix®
Chips aus Gesamt-RNA wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendet (dieses Protokoll wur-
de ausfiihrlich im Materialien und Methoden Teil auf Seite 15 beschrieben). Mit diesem Protokoll
war es moglich, Arabidopsis-Pflanzen unter verschiedenen abiotischen Stressfaktoren simultan mit
identischen Grundbedingungen zu analysieren. Dadurch konnte die Expression einer Vielzahl von
Genen innerhalb einer Untersuchung mehrerer abiotischen Faktoren verglichen und eine detaillierte
Momentaufnahme der pflanzlichen Reaktion auf verschiedene Stresssituationen geliefert werden.

In dieser Arbeit wurde die Gesamt-RNA aus A. thaliana Pflanzen isoliert, die unter unterschiedli-
chen abiotischen Stressfaktoren geziichtet wurden. Die Proben wurden gereinigt und in cDNA umge-
schrieben. Diese wurden anschlieBend mit Biotin markiert und auf einem Affymetrix®-Array hybri-
disiert. Die Verwendung eines einzigen Protokolls stellte sicher, dass die Resultate aus den verschie-
denen Experimenten vergleichbar waren. Im Rahmen dieser Analyse wurden sogenannte ’one-color’-
Microarrays verwendet. Diese Technologie wurde bevorziigt, da hier mehrere Stressfaktoren an un-
terschiedlichen Zeitpunkten analysiert wurden. Ein gro3es Problem in der Analyse mit diesen Arrays
stellt die technische Varianz beim Vergleich unterschiedlicher Experimente dar. Die *one-color’ Arrays
wurden fiir diese Arbeit ausgewihlt, da sie einen geringen zwischen-Array Variationskoeffizienten
im Verrgleich zu den ’two-colors’ Arrays aufweisen. Hinzu kommt auch die hohe (>80%) qualitative
Erkennungsrate der einzelnen Proben [49, 191]. Ein wesentlicher Faktor bei der Wahl der verwen-
deten Arraytechnologie in dieser Arbeit ist die mogliche Reproduzierbarkeit. Dieser Wert liegt bei
Affymetrix-Arrays bei iiber 90% [19].

Aufgrund der Tatsache, dass Microarray-Experimente sogar unter optimalen Bedingungen eine
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gewisse Variabilitdt zwischen den einzelnen Arrays vorweisen, ist eine Kombination aus technischen
und biologischen Replikaten notig, um die Genauigkeit und Sensitivitit der Resultate zu gewihrleis-
ten. Wie in Abb. 4.1 zu sehen ist, wurden in dieser Analyse mehrere Arrays verwendet. Diese wurden
nach Behandlungsfaktor und Erntezeitpunkt sortiert. Wihrend die rote Farbe mit einem Korrelati-
onskoeffizienten von iiber 90% fast iiberall zu finden ist, wurde hier eine Gruppe von Experimenten
identifiziert, die unter sich zwar hoch korreliert sind, mit den anderen Stressfaktoren aber eine nied-
rige Ubereinstimmung aufweisen (obwohl immer noch iiber 80%). Um das hohe MaB an Qualitt in
dieser Arbeit zu garantieren, wurde diese Gruppe fiir die Analyse der Resultate nicht mit einbezogen.

Obwohl die Pflanzen unterschiedlich behandelt, zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet, und
die Proben an verschiedenen Tagen bearbeitet wurden, kann hier generell gesagt werden, dass diese
Arbeit einen hoch reproduzierbaren Microarray-Datensatz verschiedener abiotischer Stressfaktoren
anbietet. Die sehr hohe Qualitét, die verschiedenen Qualititskontrollen, die den biologischen (und
technischen) Replikas zugrunde liegt, die Vergleichbarkeit dieser Experimente sowie die Beachtung
der strengeren und verldsslicheren Parameter erlauben hier eine starke, hoch korrelative In-Depth-
Analyse der transkriptionellen Stressreaktion von Arabidopsis thaliana.

4.1.3 Festlegung der Parameter - Vergleichbare Methodik

Es wurden bereits mehrere Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen einzelne Stressfaktoren oder ein
bestimmtes Entwicklungsstadium (Salzstress [189], Hitzestress [157],Trockenheit [64], UV-Stress
[320] uvm.) oder auch multiple Zeitreihen analysiert wurden [31, 148, 305]. Diese Arbeit unter-
scheidet sich von den restlichen fritheren Analysen aufgrund der einheitlichen Vorgehensweise der
Behandlung sowie durch die vorgenommenen Schritte zur Einhaltung der phidnotypischen Merkmale.
Die Untersuchungen wurden bei allen Stressfaktoren auf einem #hnlich starken Level gefiihrt, um
zu vermeiden, dass die identifizierten Differenzen im Expressionsverlauf aufgrund der unterschiedli-
chen Stressintensitét entstehen. Dies hitte einen Vergleich der unterschiedlichen abiotischen Faktoren
erschwert. Nur mit diesem komplexen Prozess zur Etablierung des experimentellen Designs konnte
gewihrleistet werden, dass Signalwege unter den unterschiedlichen Stressfaktoren dhnlich verlaufen
konnen, und dass die Differenzen tatsdchlich auf Unterschiede im eigentlichen Stress und auf die Art
der Behandlung und die technischen Parameter zuriickzufiihren sind.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine langfristige Stressreaktion analysiert. Die Analyse der Pflan-
zen unter kontinuierlichem Stress iiber eine Zeitperiode von 48h ohne Unterbrechung liefert Antwor-
ten nicht nur auf die primédre Stressantwort, sondern auch iiber sekundédre oder gar tertidre Signal-
tibertragungswege, welche die Pflanze als Reaktion auf den Stress aktiviert bzw. reprimiert. Dabei
wurde eine zweiphasige Reaktion identifiziert. Die frithe Antwort besteht hauptséachlich aus Schutz-
malBnahmen, um den Stresseffekt zu mildern. In der zweiten Phase werden Prozesse gefiihrt, welche
die Stoffwechselbalance im Haushalt aufrechterhalten sollen.

4.2 Analyse der Genexpressionsprofile als Reaktion auf abiotischen Stress

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Genexpression bei Arabidopsis als Reaktion auf ver-
schiedene abiotische Stressfaktoren (Hitze, Kilte, intensives Licht, UV-Licht, Salz, Trockenheit und
chemischer Stress) sich sowohl in einem zeitlichen, globalen Muster zeigt, der bei allen Stressfaktoren
auftritt, als auch einem stressspezifischen Verhalten folgt. Es wurde bereits frither erkannt, dass die
Reaktion der Pflanze auf Stress sehr schnell stattfindet [337, 189, 148]. In Abbildung 3.11 auf Seite
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45 wurden die abiotischen Stressantworten dieser Arbeit mit denen des AtGenExpress-Kompendiums
verglichen. Dieser Vergleich verdeutlicht die Wichtigkeit der Einhaltung standardisierten Stressbedin-
gungen. Wihrend die Anzahl der differenziell regulierten Gene nach 1h bei beiden experimentellen
Designs auf dem gleichen Level liegt, wurden in dieser Arbeit bis zu den spiteren Zeitpunkten bei
Hitzestress fast 1500 signifikant differentiell regulierte Gene mehr als im Referenzexperiment gefun-
den. Die Ursache fiir diese immensen Unterschiede sind sehr wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren,
dass die Pflanzen in dieser Arbeit fiir eine Zeitperiode von 48h einen kontinuierlichen Stress ausge-
setzt wurden. Der Grund fiir diesen immensen Unterschied liegt mit grof3ter Wahrscheinlichkeit an
der dauerhaften Stressaussetzung der Pflanzen fiir den gesamten analysierten Zeitraum bis 48h.

Fiir die Erstellung dieses Stresskompendiums wurden sieben Faktoren behandelt. Fiir eine ausfiihr-
liche Analyse konzentriert sich die Arbeit auf folgende drei Stressfaktoren: Hitze, Trockenheit und
UV-B-Licht. Dies wurde aus zwei Griinden entschieden. Diese drei abiotischen Stressfaktoren stellen
die heutige Agrarwirtschaft vor grole Probleme. Laut dem Report des zwischenstaatlichen Ausschus-
ses fiir Klimaidnderungen (IPCC) aus 2003 wurden die agrarwirtschaftlichen Ertrdge aufgrund der
Hitzewelle in diesem Jahr um 30% reduziert [112]. Aufgrund des Klimawandels und ausgelost durch
Verinderungen in der Atmosphére ist die bodennahe UV-Strahlung zu einem wichtigen Umweltpa-
rameter geworden. Der kontinuierliche Abbau der Ozonschicht steht im direkten Zusammenhang zur
Intensivierung des UV-Stresses der Pflanzen. Laut Boyer [36] ist trockenheitsinduzierter Stress der
Grund fiir fast 50% der globalen Ertragssenkung verantwortlich. Weitere Reports der IPCC iiber die
Haufigkeiten der Trockenperioden stellen fest, dass diese in den néchsten 50 Jahren immer héufiger
und stéirker auftreten werden. Dementsprechend war die genaue Untersuchung dieser drei Faktoren
(Hitze, Trockenheit und UV-Stress) in weiteren Analysen besonders praxisrelevant. Der zweite Grund
wird in Abbildung 4.2 dargestellt. In dieses Diagramm wurde die relative Stressintensitit aller Stress-
faktoren nach der gewdhlten Zeitpunkten aufgetragen. Das Diagramm zeigt die mittlere Intensitit
einzelner Zeitpunkte fiir jeden Stress. Die Hohe der Y-Achse entspricht der relativen mittleren Inten-
sitdt, wihrend der Kreisumfang mit der Anzahl der Gene zu den einzelnen Zeitpunkten korreliert. Man
erkennt das komplexe Verhalten der unterschiedlichen Stressfaktoren. Wihrend Hitze-, Trockenheits-
und UV-Lichtstressfaktoren ein sehr individuelles und variables Expressionsverhalten aufweisen, zei-
gen Kilte-, Licht-, Paraquat- und Salzstressfaktoren ein etwas einheitlicheres Expressionsmuster. Die
Expression dieser letzten vier Faktoren bleibt relativ niedrig und verlduft konstant iiber alle Zeitpunk-
te. Hitze ist der markanteste Stress in dieser Arbeit. Hitzestress zeigt den stirksten Effekt und unter
diesem Stress wird die grofite Anzahl deregulierter Gene identifiziert. Trockenstress weist eine kon-
tinuierlich steigende Expressionsintensitidt auf. Sehr deutlich ist hier die relativ starke Intensitit im
Vergleich zu der niedrigen Anzahl an differentiell regulierten Genen. Dies ist ein Beweis fiir die unter
trockenheitsbedingten Bedingungen hervorgerufene Stressreaktion. UV-Stress, der einzige transien-
te Stress, zeigt eine konstante Senkung der mittleren Expressionsintensitidt und korreliert mit einer
gegensitzlichen Erhohung der Anzahl an differentiell regulierten Genen.

Interessant fiir das Verstdndnis der Stressantwort ist nicht nur die Reaktion der Pflanze auf einzel-
nen Stressfaktoren, sondern auch mogliche Beziehungen und Abhingigkeiten zwischen den Stress-
faktoren. Pflanzen werden selten einem einzigen Stress ausgesetzt. Es handelt sich meistens um eine
Kombination aus zwei oder gar mehreren Stressfaktoren (z.B. Hitze und Trockenheit mit oder ohne
UV-Stress, Kilte und Trockenheit oder eine erhohte Salzkonzentrationen in der Erde in trockenen
Regionen). Die Erkenntnisse iiber solche Zusammenhinge spielen deshalb eine wichtige Rolle bei
der Aufklidrung der Reaktion auf abiotischen Stress [189, 213, 52, 161]. Die Ergebnisse in dieser Ar-
beit deuten auf eine teilweise zusammenhingende Reaktion hin. Es wurden hier Gruppen von Genen
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identifiziert, die in mehreren Stressfaktoren differentiell reguliert wurden. Darunter kann man z.B.
die bekannte Familie der Hitzeschockfaktoren sowie wichtige Transkriptionsfaktoren erkennen, die
als Regulatoren fiir weitere Signaliibertragungswege dienen. Dazu kommt der deutliche Unterschied
in der Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS). Hier ist die Trennung zwischen der allge-
meinen Stressantwort und den einzelnen Stressfaktoren, vor allem unter Hitzestress, sichtbar. Frithere
Annahmen, die zugrunde legten, dass die gemeinsame Stressantwort eher in den fritheren Stresspe-
rioden stattfanden [304, 305], konnten jedoch hier nicht eindeutig fiir alle Stressfaktoren bestitigt
werden.

In dieser Arbeit scheint dies fiir den Hitzestress deutlich zutreffend zu sein. Tab. 3.9 zeigt eine
deutliche Unterteilung in einer fritheren allgemeinen und einer spiteren spezifischen Antwort. Die
Genexpressionsprofile in Tab. 3.15 sowie die Zeitreihenanalyse mittels LIMMA in Tab. 3.16 zeigen
weiterhin eine klare zeitabhiingige Expression. Dagegen weist UV-Stress keine solche klare Trennung
zwischen einer fritheren und einer spiteren Phase auf, weder bei der Analyse der differentiellen Ex-
pression auf kategorischer Ebene (Tab. 3.28) noch bei der Akkumulation der TFBS-Gruppen (Tab.
3.29). Auch in der Analyse der trockenstressbedingten Verinderungen konnten keine markanten zeit-
abhiéngigen Unterschiede erkannt werden (TFBS-Analyse in Tab. 3.20 bzw. Zeitreihenanalyse in Tab.
3.23). Obwohl die restlichen Faktoren nicht weiter analysiert wurden, ist erkennbar, dass bei diesen
Faktoren eine gewisse Unterteilung in zwei Phasen existiert. Es wurde eine frithe Phase in den ers-
ten drei Messungen (1h-6h) und eine spite Phase (9h-48h) beobachtet. In Abb. 4.2 kann bei Kilte-,
Salz- und etwas schwiicher bei Lichtstress eine eine gewisse Trennung zwischen diesen zwei Peri-
oden beobachtet werden. Kilte und Salzstress weisen beide eine kontinuierlich steigende Anzahl an
differentiell regulierten Genen auf. Es scheint aber so als wenn bei beiden Faktoren zwischen 6h und
h eine plotzliche Ruhephase beginnt, wobei die relative Stressintensitéit wieder sinkt. Es entsteht den
Eindruck, als hitten hier zwei unterschiedliche Stressphasen unabhéngig voneinander begonnen, die
nach drei Messungszeitpunkten wieder beendet wurden.

In Abbildung 4.3 wurden verschiedene Stressfaktoren auf Gemeinsamkeiten analysiert. Das Venn-
Diagramm in Abb. 4.3.A vergleicht diejenigen Genlisten, die fiir die Stressfaktoren Kilte, Salz-, che-
mischem Stress und Trockenheit gefunden wurden. Es wird sofort sichtbar, wie viele der Gene fiir
jeden der Stressfaktoren spezifisch wirken und wie viele von diesen bei mehreren Stressfaktoren dif-
ferentiell reguliert werden. 156 Gene wurden bei allen vier Stressfaktoren dereguliert. Uber ein Vier-
tel der Kilte-deregulierten und fast die Hilfte der Salzstress-deregulierten Gene werden von diesen
beiden Faktoren gemeinsam kontrolliert. Dies zeigt eine bedeutende Korrelation in der pflanzlichen
Stressantwort zwischen Kaélte- und Salzstress und erkldrt zum Teil das Verhalten in Abbildung 4.2.
Der Vergleich zwischen Hitze, UV-Stress, Licht und Trockenheit resultiert in 155 Gene, die bei al-
len vier Faktoren signifikant dereguliert wurden (Abb. 4.3.B). Uber 40% der Hitze- und knapp 60%
der UV-Stress deregulierten Gene wurden von beiden Stressfaktoren beeinflusst, was auf eine si-
gnifikanten Ahnlichkeit zwischen den beiden Stressreaktionen hinweist. Wie in Abb. 4.3.C deutlich
sichtbar ist, weisen sogar Hitze und Kilte iiber 2000 Gene auf, die in beiden Stressfaktoren signifi-
kant dereguliert wurden (35% der Gene unter Hitze und 58% unter Kilte). Ein Drittel davon wirkt
sogar spezifisch unter Kélte- bzw. Hitzestress. Auch fiir Stressfaktoren mit komplett unterschiedli-
chem Expressionsverhalten, wie z.B Hitze und Trockenheit oder Salzstress (Abb. 4.2) oder solche mit
unterschiedlichen Phénotypen, wie z.B. UV-Stress und Kilte (Abbildungen 3.1.A und 3.4.A), wurden
gemeinsamen Gene gefunden, was auf eine Stressantwort mit einem dhnlichen Verlauf hindeutet.
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Beim Vergleich derselben Stressfaktoren zu den separaten Zeitpunkten wurde festgestellt, dass
die frithere Reaktion stressspezifischer wirkt (weniger Gene wurden gemeinsam identifiziert) als die
Reaktion nach 48h (Abb. 4.3.C). Die funktionellen Eigenschaften der Gene, die in dieser Arbeit
als stressspezifisch klassifiziert wurden, konnen weitere Erkenntnisse iiber die Mechanismen liefern,
welche die verschiedenen Stresssignalreaktionen teilen. Genauso kann die stressspezifische Antwort
einen Einblick gewdhren, wie die Pflanze auf einzelne Stressfaktoren reagiert.

Eine stressallgemeine und stressspezifische Reaktion kann mit groer Wahrscheinlichkeit durch
die Aktivierung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren eingeleitet werden. Das Gen RVE6 (MYB-
Faktor, AT5G52660) wird in der mittleren Stressperiode spezifisch unter Kiltestress exprimiert. Die-
ser Transkriptionsfaktor wird durch verschiedene Phytohormone aktiviert (ABA, Ethylen, JA, Gibbe-
rellinsdure). Obwohl diese pflanzlichen Hormone eine allgemein bekannte Rolle in der pflanzlichen,
abiotischen Stressreaktion spielen, wurde hier gezeigt, dass die verschiedenen Signalwege auf unter-
schiedliche Weise reguliert werden konnen. Dies erfordert die Aktivierung mehrerer Gene.

Die Generierung und der Abbau der ROS-Elemente wurden in dieser Arbeit mit mehreren Stress-
faktoren assoziiert (u.a. Hitze - Abb. 3.16, Trockenheit - Abb. 3.27 oder UV-B - Abb. 3.25). Dieses
Ergebnis stimmt mit fritheren unterschiedlichen Quellen iiberein ([243, 158, 237] uvm.). Gene mit
einer Rolle in der Signaltransduktion und -regulation der ROS-Elemente zeigen hier ein mehrdeuti-
ges Verhalten. Wihrend verschiedene CYP-Gene (Cythochrome P450, ROS-erzeugende Gene), wie
z.B. CYP72AS8, bei mehreren Stressfaktoren dereguliert wurden, weisen andere (z.B. CYP81F4) eine
stressspezifische Aktivitit auf. Ahnlich werden Gene des Glutathionsignalweges, die bei der Ent-
giftung der Pflanze eine Rolle spielen, differenziell reguliert. Wahrend GSTF12 (AT5G17220) und
GSR1 (AT5G37600) eine allgemeine Stressreaktion aufweisen, wurden GSTF9 (AT2G30680) stress-
spezifisch unter Hitze und GPX2 (AT2G31570) unter UV-Stress dereguliert.

Ahnliche Verhaltensmuster konnen hier bei den Gengruppen beobachtet werden, die als Reakti-
on auf Auxin, ABA oder andere Phytohormone exprimiert wurden. Das Auxin-regulierende Protein
AT2G21210 zeigt eine konstante Herabregulierung bei mehreren Stressfaktoren. Das AIR12-Protein
wurde unter Kilte hoch-, unter Hitze dagegen herabreguliert. AIR12 ist bekannt fiir seine Funktion
bei der Stressreaktion in der Wurzel. Da in dieser Arbeit nur die Rosette fiir die Analyse benutzt
wurde, deutet dies darauf hin, dass dieses Protein in weiteren pflanzlichen Bereichen aktiv ist. Eine
weitere Moglichkeit wire die Existenz eines bisher nur vermuteten, aber noch nicht identifizierten
Stressrezeptors, der das Signal erkennt und eine Signalkaskade aktiviert. Dadurch kdnnen in anderen
Pflanzenteilen Vorbereitungen gegen Stress getroffen werden. AT2G46690, ein SAUR-like Auxin-
responsive Protein, wurde dagegen nur bei Hitze signifikant dereguliert. Fiir dieses Protein konnten
keine Funktionen zugeordnet werden.

Microarrayanalysen konzentrieren sich meist auf Gene mit einer relativ starken Erhohung der Ex-
pressionsintensitét (der sogenannten Fold Induction, FC) [280, 51, 161, 189]. Da aber bereits kleine
Expressionsverinderungen eine bedeutende Wirkung auf die Regulierung metabolischer Signalkas-
kaden haben konnen, bei denen diese schwach deregulierten Gene ggf. eine Rolle spielen, fiihrt diese
Vorgehensweise zu einem Informationsverlust. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit bei der
Anreicherungsanalyse der Gensets darauf geachtet, dass nicht nur die Stirke der Verdnderungen, son-
dern auch die Klassenzugehorigkeit untersucht wurde. Es wurden hier Gene mit einer Verdnderung in
mehreren Stressfaktoren identifiziert, die bisher keiner bekannter Funktion zugeordnet werden konn-
te. Die Tatsache, dass ein Gen einen erhohten FC-Wert aufweist, deutet nicht unbedingt darauf hin,
dass es eine Schliisselrolle bei der Koordinierung physiologischer bzw. stressspezifischer (oder allge-
meiner) Reaktionen ausiibt [70]. Es ist sehr wahrscheinlich, dass eine gro3e Menge an Genen mit eher
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milden FC-Werten eine ebenso wichtige Rolle spielen, wenn sie alle gemeinsam an einer bestimmten
zelluldren Reaktion beteiligen.

Kalt Salzst
ilte alzstress uv Lichtstress

Trockenstr.

Trockenhel = 7 Paraquat Hitze

kélte 1h

Vergleich der Stressfaktoren
4.3.C nach 1h

kélte 48h salz 48h
Hitze 48h

Vergleich der Stressfaktoren
4.3.C nach 48h

Abbildung 4.3: Der Vergleich verschiedener Stressfaktoren auf gemeinsam bzw. spezifisch deregulierte Gene.Der Vergleich zwischen den
Stressfaktoren der osmotischen Stressantwort (A) zeigt eine sehr starke gemeinsame Antwort. Viele deregulierten Gene des Hitze- und UV-Stresses
werden von beiden Faktoren im Stressverlauf reguliert (B). Interessant hier ist die Tatsache, dass viele der Trockenstress-verdnderten Gene ebenfalls
unter Hitze und/oder unter UV-Stress differentiell reguliert wurden. Das Venn-Diagramm der Temperatur-abhingigen Stressfaktoren (C) deutet auf
eine hohe Ahnlichkeit nicht nur zwischen Hitze und Kilte hin, sondern zeigt auch, dass Stressfaktoren, die angeblich nicht gleich wirken sollten einen
gewissen Anteil gemeinsam regulierter Gene vorzuweisen haben. Die Aufteilung in Friih- und Spitphase (C) gibt hier einen viel starkeren
gemeinsamen Anteil der verglichenen Stressfaktoren nach 48h im Vergleich zum Beginn der Behandlung wieder. Diese Venn-Diagramme wurden
mittels VENNY erstellt [235].

Eine Kombination verschiedener Stressfaktoren wie es regelmissig in der Natur vorkommt (wie
z.B. Hitze und Trockenheit), ist einer der hdufigen Faktoren fiir den reduzierten Ertrag bzw. die limi-
tierte Ertragsfiahigkeit kommerzieller Nutzpflanzen [213]. Das Verstidndnis dieser multiplen Stressant-
wort stellt deshalb einen sehr wichtigen Schritt fiir die Ertragsteigerung dar. Der Weg zur vollstdn-
digen Problemldsung ist vermutlich noch lang, wenn die Anzahl der in dieser Arbeit gefundenen
unbekannten Gene beriicksichtigt wird. Fiir die Bestimmung von Schliisselgenen fiir die allgemeine
Stressantwort sind weitere Experimente notig. Eine wichtige Entscheidung ist, die richtigen geneti-
schen Marker zu identifizieren, die eine solche Schliisselposition ausiiben. Eine interessante Heraus-
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forderung wird sein, die Genexpressionsprofile der Gene mit einer Rolle in multiplen Stressfaktoren
so zu manipulieren, dass diese nicht zur Senkung der Pflanzen-Fitness fiihren. Dies konnte besonders
dann von Bedeutung sein, wenn diese Gene mogliche Schliisselrollen in metabolischen Prozessen aus-
tiben. Hinzu kommt, dass die erweiterte Identifizierung solcher Gene eine flaichendeckende, system-,
bzw. stressorientierende Datenbank der pflanzlichen Stressantwort liefern konnte. Ein solches Kom-
pendium wird bei biotechnologischen Methoden zur Erhohung des Ertrags und der Resistenz der
Pflanzen eine bedeutende Rolle haben.

4.3 Die Reaktion der Pflanze auf erhohte Temperaturen

Erhohte Temperaturen werden von der Pflanze als Hitzestress empfunden. Die Reaktion der Pflan-
ze auf den Stress ist sehr komplex und beinhaltet mehrere Transkriptionsfaktoren. Es wurde bereits
Vieles iiber die Rolle verschiedener Hitzeschockfaktoren in der Regulation des Hitzestresses heraus-
gefunden. Wie auch in dieser Arbeit gezeigt wurde, spielt z.B. HsfA2 eine zentrale Rolle bei der Re-
aktion auf Hitze (Abb. 3.16). HsfA2 dient als ein Schliisselgen bei der Aktivierung und Abschaltung
mehrerer Gene in verschiedenen metabolischen Funktionen. Es reguliert Gene fiir den Abbau von
ROS-Elementen (APX1, APX2 oder AOX1A), beeinflusst Gene im Energie- und Kohlenhydratme-
tabolismus und hat sogar einen indirekten Einfluss auf verschiedenen Gene der Seneszenz (wie z.B.
BCB oder manche WRKY-TF). Es konnte hier gezeigt werden, dass unter Hitze mehrere mitochon-
driale Gene stark hochreguliert werden (RPS4, NAD4, -7, COX1, -3 uvm). Diese Gene spielen eine
wichtige Rolle bei der primdren Antwort in der Regulation der RNA- und Proteinsynthese, als auch in
der Sekundirreaktion bei der Kontrolle des Energiemetabolismus. 13 von 30 deregulierte Genen wur-
den iiber alle Zeitpunkte hochreguliert. Die restlichen Gene wurden in spiteren Zeitpunkten aktiviert.
Dies lédsst vermutlich auf die Erhhung der Mitochondrienzahl zuriickfithren. Die Pflanze benétigt
mehr Energie, um sich gegen den Stress zu schiitzen und muss entsprechende Metabolismen aktivie-
ren. Die erhohte Energieproduktion und die durch den Stress fehlerhafte Elektronentransformation
fiihrt zu einer Erhohung der ROS-Konzentration und schlieBlich zur Einleitung des programmierten
Zelltodes. Das Expressionsmuster von HsfA2 wurde bereits in vielen Details analysiert [273, 228].
HsfA2 wird durch H;O, reguliert. Mehrere HSPs sowie Gene des ROS-Metabolismus werden von
ithm kontrolliert. Dagegen ist noch nicht viel iiber seine Funktion in der Repression verschiedener
sekundidrmetabolischer Signalwege bekannt. HsfA2 wurde bereits im ersten Messungszeitpunkt fast
200fach hoher exprimiert und sinkt dann kontinuierlich. Dies deutet darauf hin, dass dieses Gen zu
Beginn des Stresses seine Schliisselrolle ausiibt und die darunterliegenden Prozesse aktiviert. Pas-
send zu diesem Verhalten zeigen verschiedene Schliisselgene im Photosystem I und II (Abb. 3.17),
sowie Gene des Kohlenhydratmetabolismus, eine konstante Herabregulierung, die nach 24h (GH9)
bzw. 48h (GBSS) ihren niedrigsten Punkt erreicht haben. Hinzu kommen mehrere Gene unbekannter
Funktionen, die ebenfalls mit diesem Verhalten korrelieren. Es werden weitere Analysen notig, um
ein vollstindiges Bild von HsfA2 und den von ihm distal-regulierten Genen zu erhalten. Obwohl die
Pflanzen stindig unter Stress standen, wird die Expression dieses Gens schwicher. Da in dieser Arbeit
die Regenerierungsphase nicht untersucht wurde, ldsst sich die Rolle von HsfA2 in Bezug zu dieser
Phase nicht feststellen. Die Herabregulierung trotz des Stresses konnte jedoch darauf hindeuten, dass
es eher eine weitere Rolle in der Akklimatisierungsphase ausiibt.

Nicht viel ist iiber das Zusammenspiel der verschiedenen Hsfs bekannt. HsfA2 zeigt fast die stérks-
te Expression unter den HS-Faktoren und fast allen HS-regulierten Genen. Hohere Expressionswerte
zeigen nur einige HSP (sowohl chloroplastische, als auch mitochndriale oder nukleédre Proteine) und
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das BAG6-Gen, das fiir die Einleitung der Apoptose und die Reaktion auf Pathogenitit zustdandig ist.
Weitere HS-Faktoren weisen ein Expressionsverhalten auf, das dem vom HsfA2 dhnlich verlduft. Sie
erreichen ein Expressionsmaximum nach 1h und werden anschlieend kontinuierlich herabreguliert
(Tab. 3.5). Die Daten in dieser Arbeit sind nicht ausreichend, um konkrete Zusammenhénge iiber die
genauen Funktionen dieser Hitzestressfaktoren nachweisen zu konnen. Es ldsst sich deshalb anhand
der Ahnlichkeit des Expressionsverlaufs lediglich spekulieren, dass diese Faktoren auf dieselbe Wei-
se kontrolliert werden. Durch diese Ahnlichkeiten lassen sich mogliche Abhiingigkeiten voneinander
postulieren oder auf die Existenz eines gemeinsamen bisher nur hypothetischen Stressrezeptors spe-
kulieren, der diese Gene auf dhnliche Weise reguliert. Die Ergebnisse in dieser Arbeit liefern jedoch
bestimmte Kandidaten, die zusammen mit den Hitzeschockfaktoren die pflanzliche Stressreaktion
kontrollieren konnen.

Auch wenn die Hitzestress-induzierte Reaktion eine Aktivierung der Hsf-Gene zur Folge hat, sind
diese nicht die einzigen hochregulierten Transkripte. Es wurden tiber 6000 Gene identifiziert, iiber
11% wurden bereits nach 1h intensiver exprimiert. Die Diversitidt der multiplen Hsfs ldsst vermuten,
dass diese Faktoren verschiedene, wenn auch zum Teil {iberlappende Funktionen, in der stressindu-
zierten Transkriptionsregulation besitzen. Das Zusammenspiel zwischen Redundanz und Spezifitit
dient als eine Methode, die Transkriptionsrate der HS-Gene differentiell zu kontrollieren und dadurch
die Interaktionen mit anderen regulatorischen Elementen zu gewéhrleisten. Bei anderen Organismen
(z.B. Vogeln) wurde bereits die Ko-Expression verschiedener HS-Faktoren sowie die Interaktion zwi-
schen Hsfs und anderen regulatorischen Elementen beobachtet [217]. Die Expression verschiedener
Transkriptionsfaktoren (MYB-, MYC-, DREB- oder WRKY-Gene) in dieser Analyse kann die Hypo-
these bestitigen, dass auch bei den Pflanzen gewisse regulatorische Signaliibertragungswege aktiviert
werden, die den zelluldren Stress mit dem Wachstum verbinden. Die phéinotypischen Auswirkun-
gen der Hitze auf die Pflanze (Abb. 3.1 zeigt kleinere Pflanzen mit weniger Blittern) verstéirkt diese
Annahme.

Wie vorhin erwihnt, ist hdufig nicht die Stirke der Antwort eines einzelnen Transkripts von Bedeu-
tung, sondern es kann manchmal die Ansammlung moderater Verdnderungen ebenso eine wichtige
Rolle spielen. Die Gen-Set-Anreicherungsanalyse (GSEA) untersuchte Transkriptionsverinderungen
auf der kategorischen Ebene. Die extreme Intensitidtserhohung bei den Gengruppen der Tranlation,
Transkription, Proteinmodifikationen und mehreren Signal- und Transportmechanismen deutet auf
die funktionelle Komplexitit der pflanzlichen Stressantwort hin. Die GSEA wurde hier verwendet, um
statistisch signifikante Gensets auf kategorischer Ebene zu identifizieren. Die Analyse von Genlisten,
ohne Festlegung explizit auf einzelne Genexpressionsmuster kann subtile Veridnderungen im Daten-
satz erkennen lassen. Die Ergebnisse der GSEA-Analyse in dieser Arbeit verdeutlichen die Komple-
xitit der pflanzlichen Reaktion auf Hitze. Die Pflanze fihrt die Translations- bzw. Transkriptionsma-
chinerie hoch. Untereinheiten der RNA-Polymerasen I und II, von Transkriptionsinitiationsfaktoren
(TFIA, D und F) sowie Translationsinitiations- (eIF-3d, -3b, -2 uvm) oder -elongationsfaktoren wer-
den aktiviert und kontinuierlich stark exprimiert. Die ribosomale Aktivitdt wurde verstirkt. Weiterhin
interessant ist hier die erhohte Aktivitidt mitochondrialer Transkriptions- und Translationselemente,
was mit der erhohten Expression mitochondrialer Gene (COX- und NAD-Gene) iibereinstimmt. Das
hat zur Folge, dass die Elektronentransportkette (ETC) stérker arbeitet und mehr negativ-geladene
Elektronen produziert. Wihrend die ETC-Rate steigt, wird aufgrund des Hitzestresses die zellulére
Aktivitdt in den fiir den Abbau der iiberschiissigen Elektronen verantwortlichen Organellen verlang-
samt. Gene der Photosynthese I und II wurden hier vom ersten Messungszeitpunkt an herabreguliert.

Kontinuierlicher Hitzestress fiihrt zuerst zur Verzogerung des Wachstumsprozesses. Die Senkung
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der Zellbewegung, des Zellwachstums und der Miktotubuli- sowie der Zytoskelettsaktivitidt sind ein
deutliches Zeichen hierfiir. Wenn die Pflanze dem Stress weiter ausgesetzt wird, fiihrt dies zu irre-
versiblen Gewebeschiden und zur Einleitung des programmierten Zelltodes. Die Anzahl an freien
Elektronen wichst stindig und so auch die zelluldre ROS-Konzentration. Dadurch steigt auch der
oxidative Stress.

Interessante Resultate lieferte hier die Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS). Die
deutliche Aufteilung der liberrepridsentativen Promotorbindestellen der deregulierten Gene unterstiitzt
die Theorie von einer zweiphasigen Stressantwort. In Tabelle 3.9 wird die Rolle der Hsf-Gene in
der Anfangsphase des Stresses sichtbar. Gene mit einem HSE-Promotormotiv wurden in den ersten
zwel Messungen angereichert identifiziert. Es ist bereits bekannt, dass Hsf-Gene eine sehr globale
Rolle in der Stressregulation spielen. Sie binden nicht nur an Loci, die mit dem Hitzestress in Ver-
bindung gebracht werden konnen, sondern regulieren Gene durch das Binden an unterschiedlichen
TFBS [338, 90]. Die Tatsache, dass ein dhnliches Ergebnis fiir die HSE-Motive und die Motive fiir
die allgemeine Stressantwort gefunden wurde, beweist die Vielfiltigkeit der HS-Faktoren. Viele Gene
mit einem Bindestellenmotiv fiir Hsf besitzen ebenfalls ein oder mehrere Motive aus der Gruppe des
allgemeinen Stresses (>86 gemeinsame Gene). Weitere Analysen dieser Gene konnen helfen, den
Ubergang zwischen der allgemeinen und spezifischen Stressreaktion besser zu verstehen. In den wei-
teren Messungspunkten wurden die Gene mit dem HSE-Motiv nicht mehr wiedergefunden. Dagegen
weisen viele der Gene mit einem der HS-spezifischen Motive eine stressspezifische Antwort unter
Hitze auf. In dieser Arbeit konnte zum ersten mal ein Zusammenhang zwischen einer hitzestressspe-
zifischen Reaktion und bestimmten Transkriptionsfaktorbindestellen beobachtet werden. Eine weite-
re Analyserichtung wire festzustellen, ob eine bestimmte Korrelation zwischen den Genen existiert,
die in den fritheren Zeitpunkten von den HSE-Motiven reguliert wurden und Gene, die eine spétere
Reaktion auf TFBS mit den Motiven der allgemeineren Stressantwort aufweisen. Ein solcher Zusam-
menhang wiirde weitere Hinweise liefern konnen, wie die Pflanze ihren metabolischen Haushalt als
Reaktion nicht nur auf den Stress selbst, sondern auch auf die Dauer bzw. Intensitit des Stresses dn-
dert. Die in dieser Arbeit verwendete Liste der TFBS ist bei weitem noch nicht vollstidndig. Es werden
kontinuierlich sowohl neue Transkriptionsfaktoren (-familien) als auch neue Bindestellen im Genom
gefunden. Diese Motive sowie weitere Analysen mit neueren Technologien (wie z.B. Chip-ChiP oder
ChiP-Seq Methoden) werden weitere bisher unbekannte Erkenntnisse iiber die Kontrolle der Tran-
skriptionsfaktoren iiber deren Zielgene liefern konnen. Diese Beziehungen spielen eine unmittelbare
Rolle beim Verstindnis der globalen Hitzestressantwort.

Die transkriptionelle Stressreaktion wurde bereits bei fritheren Studien als Modell fiir die mo-
lekulare Stressreaktion, DNA- und Chromatinreorganisation und regulatorischen Mechanismen ver-
wendet, die mit dem Stress assoziiert sind. Ziel war die Entschliisselung der molekularen Strategien
zum Schutz vor Stress. Die Rolle der Hsfs wurde weitgehend, wenn auch nicht komplett, fiir diesen
Prozess untersucht. In dieser Arbeit konnten weitere Transkriptionsfaktoren mit zum Teil hitzespezifi-
scher Regulation identifiziert werden. Die Funktion dieser Transkriptionsfaktoren, die Identifizierung
ihrer Zielgene und die Bestimmung der von ihnen kontrollierten Signaliibertragungswege werden
Aufschluss iiber den Hitzestress und die Art der pflanzlichen Reaktion geben kénnen.
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Abbildung 4.4: Die Expressionsintensitiit der
differentiell regulierten Gene unter
Trockenheitsbedingungen. Im Vergleich zu den anderen
Stressfaktoren werden unter Trockenstress relativ wenig
Gene dereguliert (Tbl. 3.4). Die Intensitit dagegen wurde
im Stressverlauf deutlich stirker. Sie wichst kontinuierlich
iiber die Zeit bis 24h und bricht bei 48h stark ein. Es ist
interessant zu sehen (B), dass diese Verdnderungen fast
ausschlieBlich den hochregulierten Gene zu verdanken ist.
Die gemittelte Expression nach 24h ist mit knapp 8 fast die
stirkste in dieser Arbeit.
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4.4 Die Identifizierung neuer stressregulierender Gene unter trockenheitsbe-
dingten Stressbedingungen

Trockenstress stellt einen der wichtigsten abiotischen Stressfaktoren dar. Es konnte bereits vor zwei
Jahrzehnten festgestellt werden, dass Trockenstress Storungen im Pflanzenmetabolismus und als Fol-
ge in deren Entwicklung hervorruft [37]. Transkriptomanalysen der dem Trockenstress ausgesetzten
Arabidopsis-Pflanzen haben einen Uberblick iiber dessen Genregulation gegeben [279, 280]. Es wur-
de gezeigt, dass sich Mitochondrien ebenfalls an verschiedenen metabolischen Prozessen beteiligen
[242]. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Gene der Phosphorespiration (u.a. ATPasen)
oder des Energiemetabolismus (Ascorbatsynthasen, Trehalosen, Photosynthesegene uvm.) aufgrund
des Stresses dereguliert werden. Insbesondere wurde in dieser Arbeit auf die deutlich starke Betei-
ligung des Phytohormons ABA in der Stressregulation hingewiesen. Die Analyse der Signaliibertra-
gungswege, gezeigt in Abb. 3.26, stellt die Vielfdltigkeit von ABA als Regulator mehrerer metabo-
lischer und Entwicklungsprozesse dar. Die Beteiligung des ABA-Hormons ist zu allen Zeitpunkten
zu sehen. Darunter sind auch wichtige Tanskriptionsfaktoren wie DREB1, ERD10, RD29, RAB oder
COR Gene. Sie zeigen zum Teil eine extrem hohe Intensitit (RAB18>115fach, COR12>78fach). Die
Darstellung in Abb. 4.4 dient als klare Zusammenfassung der Reaktion zwischen der niedrigen An-
zahl an deregulierten Genen und deren relativ starken Expression. Obwohl die Anzahl der Gene ein
Zehntel der hitzestressderegulierten Gene ausmacht, weist die relative Intensitidt der trockenheitsbe-
dingten Gene einen fast genauso hohen Wert wie unter Hitze auf. Es lésst sich deshalb vermuten, dass
die Pflanze fiir den Schutz vor Trockenheit zwar nicht sehr viele einzelnen Gene benotigt, dafiir aber
werden diese stark exprimiert.

Die Vorversuche in dieser Arbeit wurden durchgefiihrt, um einen einheitlichen Phinotyp in allen
Stressfaktoren sicherzustellen (Seite 12). Deshalb kann trotz geringer Anzahl an differentiell regulier-
ten Genen davon ausgegangen werden, dass der Stress auf einem dhnlichen Level wie bei den anderen
Stressfaktoren liegt. In Abbildung 3.2 wurde die Auswirkung des Trockenstresses auf die Pflanze dar-
gestellt. Die Wachstumsrate verlangsamt sich, die Blitter rollen sich nach Innen, erste Anzeichen von
Nekrose sind bereits sichtbar und die Hauptwurzel verldngert sich auf der Suche nach Wasser. Diese
Symptome sind die typischen Merkmale einer dem Trockenstress ausgesetzten Pflanze. Dies lédsst ver-
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muten, dass die Anzahl der Gene keinen Einfluss auf die Stressintensitét hat. Es wird die Hypothese
gestellt, dass Trockenstress im Vergleich zu den anderen Stressefaktoren weniger Gene (oder weniger
zentrale Gene mit einer vergleichbaren starken Deregulation) braucht, um einen dhnlichen Effekt zu
erzielen. Eine Moglichkeit wire, dass der Trockenstress weniger komplex geregelt wird als z.B. Hit-
ze mit tiber 6000 differentiell regulierten Genen. Eine zweite Option wire der geringere Bedarf und
die entsprechend niedrigere Nutzung weniger Signalkaskaden mit unterschiedlichen Genen. Diese
Zentralisierung der Stressantwort wiirde die Hypothese einer allgemeinen Stressantwort unterstiitzen.

Trockenstress kommt selten allein. Oft wird Trockenheit von extremen Temperaturbedingungen
oder Salzkonzentrationen begleitet. Aus diesem Grund kommt es nicht {iberraschend, dass mehrere
Gene sowohl unter Trockenstress als auch unter Salzstress dereguliert wurden. Diese groe Ahnlich-
keit zu erhohten Salzkonzentrationen ldsst sich zum Teil auf die Koexistenz der ABA-abhéngigen und
-unabhéngigen Signalwege zuriickfiihren [25, 33, 181]. Ein gutes Beispiel ist RD29A (in dieser Ar-
beit iiber 78fach hochreguliert). RD29A wurde nicht nur bei Trockenstress, sondern auch unter Kélte
und Salzstressbedingungen induziert. Dieses Gen besitzt sowohl das ABRE-Motif, das von ABA-
abhiéngigen Genen gebunden werden kann, als auch ein DRE-Motif, das von den ABA-unabhiingigen
Genen gesteuert wird. Die Expression von RD29A kann durch die Bindung von Genen an diesen
beiden Motiven reguliert werden [322, 225]. Die Gensets-Anreicherungsanalyse der Trockenstress-
deregulierten Gene liefert einen weiteren Beweis fiir die Komplexitit der Stressantwort. Wie in Abbil-
dung 4.5 sichtbar, reagiert RD29A nicht nur auf Trockenheit, sondern spielt eine regulatorische Rolle
bei allen anderen Stressfaktoren (mit Ausnahme von Paraquat-behandelten Pflanzen). Ein moglicher
Grund fiir dieses Verhalten ist die Anwesenheit dieser zwei Bindestellenmotive fiir unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren. Es ldsst sich vermuten, dass diese zwei Motive auf verschiedene Art aktiviert
werden konnen. In bestimmten Fillen konnen sie zusammen, in anderen Situationen aber separat
wirken. Dadurch werden auch die Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen der osmotischen
Stressfaktoren (Trockenheit, Kilte, Salz) und denen von Hitze bzw. zum Teil UV-Stress hervorge-
rufen, wobei in der ersten Gruppe die Intensititen deutlich hoher liegen als bei UV-B Stress. Hit-
zestress wirkt herabregulierend auf dieses Gens. Um mehr iiber die unterschiedlichen Moglichkeiten
der RD29A-Regulierung zu erfahren, muss zuerst entschliisselt werden, wie diese beiden Bindestel-
lenmotive miteinander arbeiten und wann sie auch getrennt eine Wirkung vorweisen konnen. ABA-
abhéngige Gene wurden in allen hoch- und herabregulieren Prozessen identifiziert. Diese Reaktionen
verstdrken sich, je langer der Stress andauert. Die TFBS-Analyse zeigte, wie wichtig ABA fiir die Re-
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Abbildung 4.6: Deregulierte Kinasen aufgrund des trockenheitsbedingten Stresses. Diese drei Gruppen der Kinaseklassen wurden in der GSEA
Anallyse als iberreprésentativ identifiziert. All diesen Kinasen wurden bisher keine Funktion zugeordnet. Weitere Analyse sollen helfen, festzustellen,
auf welcher Weise diese Kinasen bei der Regulation und der Kontrolle des Trockenstresses beteiligt sind.

gulation der Trockenstressantwort ist. Es konnten keine Bindestellen im proximalen Promotorbereich
gefunden werden, die stressspezifisch iiberreprisentativ akkumulierten. Fast alle Motive wurden hier
unter der allgemeinen Stressantwort klassifiziert (diese Motive wurden so genannt, weil sie bei allen
Stressfaktoren in verschiedenen Zeitpunkten und Konzentrationen entdeckt wurden). Die restlichen
drei Motive beteiligen sich an der Regulation der Gene mit einer Funktion im osmotischen Stress
(dies beinhaltet die drei Faktoren Kilte, Salz und Trockenheit, welche unter anderem einen Einfluss
auf den osmotischen Druck innerhalb der Zelle haben).

Homeoboxgene wie AtHB7 oder AtHB12 sind prominente Trockenstressregulatoren, die fiir ihre
Rolle in der Kontrolle des Pflanzenwachstums unter Stress bekannt sind. Die Tatsache, dass diese
(und dhnliche) Gene auch nach 48h noch hochreguliert wurden, deutet auf die mogliche Aktivie-
rung der Akklimatisierungsprozesse hin. Diese Transkription wurde vermutlich deshalb gestartet, um
die ldngere Stressperiode zu iiberwinden. Weitere Gene, die ebenfalls eine mogliche Rolle bei der
Akklimatisierung der Pflanze spielen, sind verschiedene Transkriptionsfaktoren (z.B. NAC-Familie
in Abb. 3.24 [100]), Proteinphosphatasen (ABI, IPS) oder Kinasen (wie z.B. CIPKS). Im Gegen-
satz zu Hitzestress wurde hier eine erhohte Aktivitit sekunddarmetabolischer Signaliibertragungswege
beobachtet. Die erhohte Aktivitdt in der Lignin/Flavonoid-Metabolismen verhilft der Pflanze, ihre
Wasserverlustsrate zu reduzieren. Die Lignin-Molekiile iiben eine Schliisselrolle bei der Regulation
des Wasserhaushalts in der Pflanze aus. Durch die Vernetzung der Zelle mit den hydrophobischen
Ligninketten werden die hydrophylen Xylemelemente wasserabweisend. Die Pflanze verliert dadurch
weniger Wasser. Eine weitere Rolle der Ligninketten ist die Aufrechterhaltung der zelluldren Struk-
tur. Sie verleihen ihr mehr Integritiat. Durch den Wasserverlust wichst der Turgurdruck und ohne
die Lignin-Molekiile wiirden die pflanzlichen Zellen dem Druck von Auflen nicht Stand halten und
kollabieren [123].

Eine der Stirken der GSEA ist die Identifizierung iiber-reprisentativer Gengruppen, die allein
durch deren Fold-Induktion nicht aufgefallen wiren. Bei deren Analyse wurden dadurch mehrere
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bisher nicht-annotierte Transkriptionsfaktoren und Kinasen mit einem deregulierten Verhalten unter
trockenheitsbedingtem Stress identifiziert (Abb. 4.6). Dabei handelt es sich um verschiedene Kina-
sen der RLK- und TKL-Klassen (Recpetor-Like bzw. Tyrosinkinase). Diesen Genen konnte bisher
keine funktionelle Rolle im metabolischen Haushalt der Pflanze zugeordnet werden. Wie aus dieser
Arbeit postuliert werden kann, spielen diese Kinasen eine Rolle in der Trockenstressregulation. Der
Kohlenhydratmetabolismus zeigt unter Trockenstress ein zwiespiltiges Verhalten. Die Glycoproteine
(Zellwandproteine) wurden in der Anfangsphase signifikant herabreguliert [57]. Dagegen wurde die
Glucanproduktion in der mittleren Stressperiode intensiver betrieben. Der Stirkeabbau wird erhoht,
vermutlich als Ersatz fiir die Herabregulierung der Kohlenhydratsynthese. Weil die Glykolyserate her-
abgesetzt wurde, miissen die langkettigen Stirkemolekiile abgebaut werden. Die Pflanze verwendet
diese Bausteine als alternative Energiequelle. Es wurde hier gezeigt, dass verschiedene Prozesse wi-
derspriichliche Verhaltensmuster vorweisen. Die Akkumulation von Glycoproteinen wurde bereits bei
Untersuchungen zur ABA-Funktion in Trockenstress-ausgesetzten Pflanzen beobachtet [205]. Es lédsst
sich hier vermuten, dass die Akkumulation dieser Proteine zur einer Art Schutzmechanismus gehort,
dem die Pflanze aktiviert, um sich vom Stress erholen zu konnen. Als weitere Hypothese wurde an-
genommen, dass die Erhohung von Kohlenhydrat-regulierten Elementen eine Transkriptionskontrolle
fiir die photosynthetischen Gene fungiert. Die Photosynthese wird unter Trockenstress reprimiert,
die C- und N-Metabolismen werden aufgrund des Wassermangels und des Fehlens an Nihrstoffen
gesenkt. N-verkniipfte Glycoproteine spielen eine entscheidende Rolle bei der Zellwandbiosynthese
als Reaktion auf abiotischen Stress. In der Analyse der einzelnen Genexpressionsprofile wurden kei-
ne expliziten Gene der Glycosylierungsprozesse gefunden. Die Identifizierung dieser Gene als eine
iberreprisentative Gruppe in der Genanreicherungsanalyse unter Trockenheit ist wahrscheinlich ein
Signal dafiir, dass in den hier untersuchten Prozessen nicht-annotierte, signifikant differentiell regu-
lierte Gene eine Rolle im Proteinmodifizierungsprozess ausiiben. Die Verdnderungen sind aber zu
schwach, um diese bei den einzelnen Genen erkennen zu konnen. Als eine Gruppe aber ist das Signal
dominant genug, um detektiert zu werden. Die Herabregulierung der Glucosemetabolismen (UDPa-
sen) ist ein weiterer Effekt des trockenheitsbedingten Stresses. Die UDP-glucose pyrophosphorylasen
sind Schliisselenzyme in der Herstellung der UDP-Glukose, ein Bestandteil mehrerer wichtiger Si-
gnalkaskaden, unter anderem der Saccharose- und Glucosesynthese [54]. Die Expressionssenkung
dieser Gene stimmt mit der Senkung der zelluldren Glukosekonzentration in der Pflanze aufgrund des
Stresses iiberein.

Abbildung 3.30 auf Seite 81 stellt das Verhiltnis zwischen dem Einfluss der Behandlung und
der Zeit iiber den einzelnen Zeitpunkten dar. Es scheint, dass die Pflanze einen gewissen zirkadia-
nen Rhythmus folgt. Der Abstand zwischen den behandelten Pflanzen und den Kontrollexperimenten
wichst mit der Zeit und wird nach 48h wieder geringer. Dies deutet auf eine von zwei Moglichkeiten
hin. Die Pflanze iiberschreitet nach 48h andauerndem Trockenstress ihren Schwellenwert zur Lebens-
fahigkeit und geht ein. Auf der anderen Seite ist es moglich, dass die Akklimatisierung erfolgreich
bewerkstelligt wurde. Die niedrige Anzahl an differentiell regulierten Genen sowie die erhohte Ex-
pression von Genen mit einem Bezug zu ROS-Elementen lédsst eher auf die zweite Option schlie3en.
Fiir die Bestitigung einer dieser Theorien miissen weitere Akklimatisierungsexperimente mit linge-
ren Beobachtungsperioden durchgefiihrt werden.

Die Stressreaktion ldsst sich schwer in separate einzelne Zeitpunkte unterteilen. Prozesse hingen
oft vom Tagesrhythmus ab und werden nur zu bestimmten Zeitpunkten oder spezifischen Entwick-
lungsstadien gestartet oder beendet. Andere Prozesse werden beim Stressbeginn gestartet und dauern
so lange an, wie die Pflanze entweder vom @uleren Reiz bedroht wird, oder sich akklimatisiert hat.
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Tabellen 3.22—3.23 bilden die Aufteilung der Gene kategorisch nach der Zeit ab. Es ist deutlich sicht-
bar, dass mehrere funktionelle Kategorien (z.B. solche, die direkt mit dem Schutz gegen den Stress
oder die Beteiligung von ABA an der Stressregulation) zu mehreren Zeitpunkten vorkommen, an-
dere zeigen ein Maximum im mittleren Bereich des Stressverlaufs. Ein interessantes Ergebnis zeigt
die Tatsache, dass in der Analyse der zeitlichen Differenzen keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen 9h und 24h festgestellt wurden. Ein wahrscheinlicher Grund fiir dieses Verhalten ist der vorhin
erwihnte zirkadiane Rhythmus des Stressverlaufs. Es ldsst sich postulieren, dass diese Periode im
Stressverlauf einen kritischen Verzweigungspunkt zwischen dem Weg der Akklimatisierung und dem
des programmierten Zelltodes bildet. Trockenstressexperimente anderer Labore haben im Vergleich
zu dieser Arbeit unterschiedliche Resultate nachgewiesen [357, 148, 256, 44, 359, 173]. Diese Diffe-
renzen lassen sich auf Unterschiede im experimentellen Design zuriickfiihren.

Das Alter der Pflanze sowie die Art, Intensitit und Dauer des Stresses iiben dabei einen erhebli-
chen Einfluss auf die gelieferten Ergebnisse aus. Um genauer verstehen zu konnen, welche Prozesse
wihrend der Stressregulation von Bedeutung sind, welche Metabolismen zu welchem Zeitpunkt eine
Rolle spielen oder um ein Gesamtbild der Stressantwort zu bekommen, werden weitere Experimente
notig sein. Dabei spielen sowohl die Funktion eines Gens als auch der zeitliche Ablauf der metaboli-
schen Prozesse, in denen dieses Gen (und den von ihm abhingigen bzw. regulierten Genen) beteiligt
ist, eine wichtige Rolle.

4.5 Regulation der UV-Stress-Stressantwort

Die phénotypischen Vorversuche haben gezeigt, dass UV-Stress nur transient ausgefiihrt werden kann.
Langanhaltende Stressaussetzung des Stresses hat in jeder Dosierung unweigerlich zur vollstindigen
Zerstorung des pflanzlichen Gewebes gefiihrt. Der ausgewéihlte Vorversuch mit der transienten Stress-
behandlung zeigte beim 30miniitigen Stress einen dhnlichen Phinotyp wie der des Hitzestresses.

Die detaillierte Genexpressionsanalyse in dieser Arbeit weist eine auBergewohnliche Reaktion auf
den Stress auf. Trotz der Unterschiede in der Vorgehensweise zeigt sie eine starke Korrelation im
Expressionsverhalten zu den anderen Experimenten, die UV-Stress untersucht haben [148, 321, 320].
Obwohl in dieser Arbeit eine transiente Methodik angewandt wurde, stieg die Anzahl der signifikant
deregulierten Gene kontinuierlich weiter (Abb. 3.11). Die relative Stressintensitit dagegen sinkt im
Laufe der Zeit. Es ldsst sich vermuten, dass die Genexpressionsintensitdt wihrend der Messperiode
konstant bleibt. Interessant ist, dass in beiden Diagrammen in Abbildung 3.11 ein dhnliches Verhal-
ten sichtbar wurde. Die Anzahl der Gene steigt bis 6h (AtGenExpress) bzw. 9h (diese Arbeit) und
sinkt dann bis 24h wieder. Im letzten Messungszeitpunkt dieser Arbeit nach 48h wurde ein Anstieg in
der Anzahl der deregulierten Gene beobachtet. Die Mehrheit dieser Gene wurde herabreguliert (Koh-
lenhydratmetabolismen sowie Energieprozesse). In der kleineren Gruppe der hochregulierten Gene
wurde unter anderem Gene der SAR- und HR-Signalwege akkumuliert. Seneszenz-regulierende Ge-
ne weisen eine erhohte Aktivitit auf. Des weiteren wurde eine Aktivitdtserhohung der Transkripti-
onsfaktoren identifiziert. Mehrere WRKY (u.a. AT2G46400, AT2G38470), die fiir ihre Rolle im Pa-
thogenitidtsschutz sowie der Seneszenz bekannt sind, wurden hier intensiver exprimiert. Die erhohte
Expression von Genen der NAC-, bZIP- oder MY B-Familien deutet dagegen auf erhohte transkriptio-
nelle Aktivitét hin. Das ldsst vermuten, dass die Pflanze weiterhin versucht, den Stress zu bekdmpfen.
Die Herabsetzung verzichtbarer Metabolismen dient dazu, Energiereserven fiir die Bekdmpfung des
Stresses zu sparen.

Uber ein Drittel der identifizierten deregulierten Gene in dieser Arbeit konnten bisher funktio-
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nell nicht annotiert werden. Darunter sind auch mehrere Transkriptionsfaktoren aus verschiedenen
Familien mit unterschiedlichen Expressionsrichtungen. Sowohl die bereits bekannten annotierten Ge-
ne, als auch die Akkumulation unterschiedlicher Transkriptionsfamilien mit verschiedenen bekannten
und hypothetischen Funktionen deuten auf die notwendige Diversitit in der zelluldren Reaktion auf
UV-Stress hin. Weitere Experimente konnten helfen, die Interaktionen der UV-Reaktion mit ande-
ren umweltbedingten Stressfaktoren zu charakterisieren. Als Beispiel dafiir konnen Experimente mit
einer groBen Reaktionsidhnlichkeit zu UV-Stress, wie die Reaktion auf chemischen Stress oder Expe-
rimente mit unterschiedlichen Lichtstressfaktoren, dienen. Die in dieser Arbeit identifizierte, erhohte
Aktivitit verschiedener Transkriptionsfaktoren deutet auf einen moglichen, bisher unbekannten UV-
Lichtsensor stromaufwiérts in dieser Signalkaskade hin, der die Reaktion auf den Stress steuert und
so viele Transkriptionsfaktoren bereits im ersten Messungspunkt aktiviert hat. Es wire von grof3ter
Wichtigkeit, mehr iiber diese Transkriptionsfaktoren zu erfahren, da sie in der Regel Schliisselpositio-
nen in den Signalkaskaden besetzen und so die Regulation des Stresses steuern. Vor allem diejenigen
Transkriptionsfaktoren mit einer UV-spezifischen Aktivitit konnen eine wichtige Wirkung auf den
Stress vorweisen. Im Gegensatz zum Phytochrom A-Signalweg [310], wo der Signalrezeptor bereits
bekannt ist, wurde ein UV-Photorezeptor zwar vermutet, konnte bisher aber nicht identifiziert werden
[149, 320]. In der Analyse der signifikanten Verdnderungen auf kategorischer Ebene wurden mehre-
re verschiedene Transkriptionsfaktoren hoch reguliert. Faktoren mit einer Funktion in der Reaktion
auf Stress (DREB2A, ZAT12, WRKY, STZ), Entwicklungsprozesse (MYB- oder NAC-Gene), Licht-
signale (HYH) und weitere Faktoren deuten auf eine mdgliche Aktivierung eines transkriptionellen
Netzwerkes hin, das von einem solchen Rezeptor induziert werden konnte. Diese Akkumulation ver-
schiedener Faktoren dient als Indiz fiir die Komplexitidt der UV-Stressantwort. Die GSEA-Analyse
zeigt eine zweiphasige Antwort auf den Stress, wobei diese Transkriptionsfaktoren wihrend des kom-
pletten Prozessverlaufs eine wichtige Funktion fiir deren Regulation innehaben. Die UV-Signalwege
richten sich auf zwei unterschiedliche Ziele. UV-Licht verrichtet Schiden nicht nur auf DNA-Ebene
an, indem es Dimerbriicken produziert [32] und Strandbriiche verursacht [320], sondern fiihrt eben-
falls zur fehlerhaften Transkription und somit direkt oder indirekt zur inkorrekten Proteinfaltung.
Aus diesem Grund werden DNA-Reparaturmechanismen aktiviert und Prozesse zur Beseitigung der
falsch-gefalteten Proteine intensiver betrieben (WRKY-kontrollierte Prozesse). Da die Pflanze sich
gegen den entstehenden abiotischen Stress schiitzen muss, wurden mehrere entsprechende Schutz-
maBnahmen aktiviert. Die Erhohung des oxidativen Stresses fiihrt zu einer Konzentrationszunahme
der zelluldaren ROS-Elemente. Superoxide und Wasserstoffperoxid-Molekiile dienen einerseits als in-
terzelulldre Signalboten, andererseits verursachen sie in zu hohen Konzentrationen zellulidre Schiden
und miissen deshalb abgebaut werden. Dies erklirt zum einen die Intensivierung der Entgiftungs- und
Seneszenzsprozesse, zum anderem aber auch die iiberrepridsentative Identifizierung von Prozessen,
die von Jasmonsédure bzw. Salizylsdure reguliert werden.

Die Aktivierung der Phenylpropanoid-Signaliibertragungswege und insbesondere deren Herstel-
lung ist ein weiteres Signal, dass die Pflanze sich gegen den Stress zu schiitzen versucht. Flavonoide
und andere Phenylpropanoidverbindungen sind bekannt fiir ihre antioxidative Funktion. Zusammen
mit weiteren Prozessen wie z.B. der Alkaloidbiosynthese schiitzen sie die Pflanze vor UV-Licht [134].
Wider Erwarten wurde keine signifikante erhohte Aktivitdt der Carotinoide, einer weiteren Gruppe
antioxidativer Molekiile beobachtet. Sie wurden sogar gegen Ende der Messungsperiode herabregu-
liert. Eine mogliche Erkldrung dafiir wiren unterschiedliche Aktivierungsmethoden fiir die beiden
Antioxidanten-Gruppen, die vielleicht auf unterschiedliche Arten von oxidativem Stress reagieren.
Es ist andererseits moglich, dass diese Prozesse herabreguliert wurden, um Energie fiir die Stressbe-
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kdmpfung einzusparen. Eine dritte Erklidrung fiir die Senkung gerade in den spéteren Zeitpunkten ist
das Vorhandensein ausreichender Konzentration dieser Molekiile in der Zelle.

Die Expressionserhohung der Schliisselgene der Lichtreaktion (HYH, ELIP usw.) geht mit dem
Versuch einher, die DNA zu reparieren [321]. Gene zum Schutz vor photooxidativen Schidden so-
wie zur Aufrechterhaltung der photosynthetischen Aktivitit und deren Prozesse wurden hier akti-
viert (Tab. 3.26). HYH ist ein HY5-homolog, ein bZIP-Transkriptionsfaktor mit einer Schliisselrolle
in verschiedenen Wachstumsprozessen, insbesondere bei der Transition von der Vergeilung (Etiole-
ment) zur Photomorphogenese. Er spielt ebenfalls eine wichtige Rolle beim Phytochromsignalweg.
Die frithe Erhohung dessen Expression ist ein Zeichen fiir den Versuch der Pflanzen, Schutzmecha-
nismen gegen den Stress in Gang zu setzen. Diese Gene sind fiir das Uberleben der Pflanzen unter
Stress von immenser Wichtigkeit. Die Tatsache, dass HYH differentiell reguliert wurde, HYS dagegen
nicht, konnte darauf hindeuten, dass diese beiden Gene unterschiedlichen, bisher unbekannten Akti-
vierungsmechanismen unterstehen. Der genaue Ablauf dieser Reaktion und die Art, wie diese sehr
dhnlichen Faktoren in separater Weise zu untersuchen werden, miissen weitere Experimente durchge-
fiihrt werden.

Einer der Effekte des UV-Stresses ist die Transkriptionsreduktion der Gene des photosynthetischen
Apparates. Von der ersten Messung an konnte hier sowohl die Aktivitdtssenkung dieser Prozesse als
auch die Herabregulierung der Gene verantwortlich fiir die Strukturen dieser zelluldren Komponente
beobachtet werden. Proteine der Lichtreaktion, der Chlorophyllbiosynthese, der beiden Photosysteme
sowie der Thylakoidstrukturen wurden hier fast ausnahmslos reprimiert (Abb. 3.36, Tab. 3.25-3.26).
Hector et al. [106] konnten zeigen, dass ein niedriger UV-Level eine erhohte Expression der Chlo-
rophyllbiosynthesegene hervorruft. Protochlorophyllide Reductase A bzw. B wurden unter schwa-
chem UV-Licht hochreguliert, wihrend deren Expression in dieser Arbeit gesunken ist. Es scheint,
dass die Reduktion der Chlorophyllbiosynthese (und vermutlich auch weiterer Photosyntheseelemen-
te) von der Lichtkonzentration abhéngt. Die Erhohung der Chlorophyllbiosynthesegene kommt bei
Akklimatisierungsprozessen vor. Dagegen wurden diese Gene bei einer stirkeren Stressintensitit her-
abreguliert. Es ist auch moglich, dass die Entscheidung, diese Gene hoch- oder herabzuregulieren,
von weiteren Faktoren abhédngt. Eines dieser Signalmolekiile konnten die ROS-Elemente sein. Kata-
lasen, Ascorbatperoxidasen/-oxidasen sowie Glutathionoxidasen/-peroxidasen, die unter bestimmten
Stresssituationen herabreguliert wurden [106], weisen hier eine zum Teil sehr starke Expressionsin-
tensivierung auf.

UV-B Licht ausgesetzte Pflanzen zeigen hiufig einen verianderten Phytohormonmetabolismus, der
zu viel kleineren Pflanzen als normal fiihrt. Ahnliche Phinotypen wurden bei Pflanzen mit Stérungen
im Brassinosteroidsignaliibertragungsweg beobachtet [79]. Solche Pflanzen weisen eine reduzierte
Expression der UV-B Markergene auf. Ein weiteres Phytohormon mit einem geschwichten Metabo-
lismus ist Auxin. Diese Hormonfamilie ist ebenfalls fiir das Pflanzenwachstum zusténdig. Die auffal-
lend grofe Menge an herabregulierten Genen bietet eine weitere Erkldrung fiir den Zwerg-Phénotyp.
Die Deregulation der Phytohormongene weist im Durchschnitt in dieser Arbeit keine sehr grof3en
Veridnderungen auf. Es wurde aber bereits in friiheren Experimenten nachgewiesen, dass auch klei-
nere Schwankungen im Phytohormonmetabolismus einen deutlichen biologischen Effekt nach sich
ziehen [106]. Die Tatsache, dass hier nicht alle Gene des Auxinmetabolismus herabreguliert, manche
sogar stark hoch reguliert (AT2G26440 - 20fach, AT1G76650 - 19fach usw.) wurden, deutet auf die
Komplexitiit der pflanzlichen Auxinantwort auf abiotischen Stress hin. Ahnlich wie in Abbildung 3.19
dargestellt wurde, iibt Auxin (sowie andere Phytohormone) mehrere Rollen aus, die direkt oder indi-
rekt mit dem Wachstum zu tun haben. Diese Fluktuationen in den Expressionsintensititen sowie die
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Identifizierung der stressspezifischen deregulierten Gene fiir jeden dieser Stressfaktoren verstérkt die
Annahme, dass die Phytohormone entweder unterschiedliche Funktionen bei verschiedenen Stress-
faktoren besitzen, oder dass sie dort von unterschiedlichen Faktoren reguliert werden.

Wie aus den Resultaten dieser Arbeit ersichtlich ist, wurde die strukturelle Integritit der Zelle auf-
grund des Stresses gestort. Es wurden mehrere Gene der intra- bzw. interzelluldren Strukturen herab-
reguliert (PSI,-II, Mikrotubuli und das Zytoskelett usw.). Schliisselgene fiir die strukturelle Integritét
der Zellwand wurden hier herabreguliert. Das Zusammenspiel von herabregulierenden Phytohormon-
genen, von der Schwichung der strukturellen Integritit und dem Stress funktioniert als Regulator
des Pflanzenwachstums. Die Zellwand spielt eine wichtige Rolle bei der Ausfiihrung phytohormon-
bedingter Zellwachstumsprozesse. UV-Licht absorbierende Verbindungen sind kovalent an der Zell-
wand gebunden [261]. Auxin stimuliert das Wachstum, indem es die Zellen anregt, ihre extrazellu-
laren Raume anzuséduern. Dadurch werden sie elastischer. Expansine wurden als Katalysatoren fiir
diesen Prozess identifiziert [S5]. Gene der Expansin-Familie wurden hier als Reaktion auf den Stress
herabreguliert (Expansin A1 - 3.5fach, AS - 12.5fach, A3 - 14.3fach, EXLLA 3.3fach, XTH -5.5 fach).
Die Familie der Lignine beinhaltet Makromolekiile, welche die Verholzung der Zellwand bewirken.
Dies verleiht der Zelle die notige Stabilitit. Die Reduktion der zelluldren Strukturintegritit geht mit
der Senkung der Ligninmenge in der sekundiren Zellwand sowie der Familie der Expansine einher.
Die Expressionssenkung der Schliisselgene des zelluldren Wachstums zusammen mit dem Stress fiihrt
mit groter Wahrscheinlichkeit zu einer gednderten Zellmorphogenese in der Pflanze.

Die Pflanzenreaktion auf UV-Stress variiert, abhiingig von vielen Faktoren, stark. Die Pflanzenart,
die Intensitit des UV-Lichtes, die Dauer der Behandlung (transient, chronisch oder akut) bzw. die
Stédrke und weitere umweltbedingte Parameter konnen diese Reaktion beeinflussen. Diese Komplexi-
tat wird dadurch sichtbar, dass verschiedene Experimente mit unterschiedlichen Grundbedingungen
nicht das gleiche Expressionsprofil aufweisen. Gene fiir den Carotenoidmetabolismus werden bei ei-
ner Untersuchung mit schwachem UV-Licht herabreguliert [106], wéahrend in dieser Arbeit wenige
Gene dieser Signalkaskade, bei einer hoheren Stressintensitéit hochreguliert wurden (z.B. Photosynt-
hase oder Carotenhydroxylase). Diese haben aber vermutlich mehr mit der Reaktion auf Lichtstress zu
tun als direkt mit der antioxidativen Funktion der Carotinoiden-Familie. MEBS5.2, ein UV-Markergen,
wurde dhnlich wie in dieser Arbeit in einem fritheren Experiment unter einer 15miniitigen Stresspe-
riode hochreguliert [321]. Dagegen wurde in einer anderen Untersuchung keine differentielle Dere-
gulation beobachtet. HYS, ein bZIP-Transkriptionsfaktor und Schliisselgen der Photomorphogenese,
wurde bei fritheren UV-induzierten Experimenten hochreguliert (15 Minuten Stressdauer [320] oder
vier bzw. sechs Stunden Behandlung von drei Wochen alten Pflanzen [42]). In dieser Arbeit weist
HYS keine differentielle Expression auf. Dasselbe gilt auch fiir UVRSE, ein Chromatingen mit einer
Schliisselfunktion in der UV-Resistenz [69, 106], fiir verschiedene Gene des Ethylenmetabolismus
(z.B. ACC-Synthase, ACC-Oxidase) und fiir weitere Gene, die in den regulatorischen Mechanis-
men der pflanzlichen Stressantwort mitwirken. Akuter UV-Stress zeigt im Vergleich zum chronischen
Stress ein anderes Expressionsverhalten. Diese Unterschiede in den verschiedenen Experimenten zei-
gen, wie viel iiber die Stressantwort noch nicht bekannt ist. Ein wichtiger Faktor bei den weiteren
Analysen, um die Zusammenhinge in den verschiedenen Reaktionen zu entziffern, ist die Stabilitét.
Es scheint, dass die Grundbedingungen einen starken Einfluss auf die Reaktion haben. Um die Er-
kenntnisse iiber den Stress bzw. die Stressantwort zu vervollstindigen, miissen diese *Bedingungen
konstant gehalten werden.

Diese Komplexitit ist nicht nur UV-Stress spezifisch. Solche widerspriichlichen Ergebnisse wur-
den ebenfalls fiir Hitze und den trockenheitsbedingten Stress gefunden. Diese Arbeit stellt den bisher



4.5. Regulation der UV-Stress-Stressantwort 119

Cloroplast, Thylakoid und
photosynthetische Prozesse

Reaktion auf inorganischen Substanzen
ATPase-Aktivitat
Glycosyltranferaseaktivitat

Wasserstress
Pectinesteraseaktivitit
Hyper-, Osmotischer Stress

Stickstoffbedingte Prozesse
5|
&l
Trockenstress /
Abiotischer Stress Wasserstress
Zellwandproteine ABA-kontrollierte Prozesse
Lichtreaktion Osmotischer Stress

Transferase Aktivitat Temperaturabhéngige Reize
Trehalosephosphatmetabolismus

Starkemetabolismus

Abbildung 4.7: Gemeinsame deregulierte Gene unter Hitze-, Trockenheits- und UV-B-Stressfaktoren. Deregulierte Gengruppen aller drei
Stressfaktoren wurden verglichen. Die Gruppen mit Genen in mehr als einem einzigen Stress wurden weiterhin auf Anreicherung der funktionellen
Kategorien untersucht. Die fiir alle drei Faktoren gemeinsame Gruppe ist im Vergleich zur Gesamtheit relativ klein, beinhaltet aber
Transkriptionsfaktoren mit einer Schliisselrolle in der pflanzliche Stressantwort.

ersten Vergleich unterschiedlicher Stressfaktoren basierend auf dem gleichen Stresslevel (und einem
dhnlichen Phénotyp) dar. Durch diese Arbeit sollte insbesondere gekldrt werden, wie der Stress re-
guliert wird, welche Gene bei welchem Stressfaktor hoch- oder herabreguliert werden oder wie dhn-
lich bzw. unterschiedlich die Pflanze auf die verschiedenen Faktoren reagiert. In Abb. 4.7 wurden
die Gruppen der differentiell regulierten Gene der drei in dieser Arbeit untersuchten Stressfaktoren
verglichen. Fiir jede der vier gemeinsamen Subgruppen wurden die Gene auf iiberreprisentative funk-
tionelle Annotationen untersucht. Mit einem solchem Vergleich ist es moglich, zusammenhingende
Prozesse sowie Differenzen in der Stressreaktion zu identifizieren. Die roten Bereiche in den jeweili-
gen Heatmaps stellen gemeinsame Gengruppen iiberrepriasentativer GO-Kategorien dar. Die fiir alle
drei Stressfaktoren gemeinsame Gengruppe beinhaltet zwar vergleichsweise wenig Gene, dafiir aber
auch einige bekannte (RAV1, ERF8 oder HB7). Dariiber hinaus wurden hier Transkriptionsfakto-
ren mit einer unbekannten Funktion identifiziert (z.B. BZO2H2 oder 3, bHLH64, NACOB). Diese
Faktoren regulieren die Stressantwort in allen drei Stressfaktoren. Es ist noch nicht klar, ob dies in
allen drei Stressfaktoren auf dieselbe Art ausgefiihrt wird. Die Tatsache, dass dieselben funktionel-
len Annotationen in den Subgruppierungen mit nur zwei Stressfaktoren (Hitze und Trockenheit und
UV und Trockenheit) dhnlich iiberreprisentativ angereichert wurden, stiitzt die Hypothese, dass die
allgemeine und die stressspezifische Antwort sehr komplex aufgebaut ist. Manche Prozesse konnen
von bestimmten Genen unter einem spezifischen Zustand kontrolliert werden. Dagegen werden diese
Prozesse unter einem anderen Stressfaktor von anderen Faktoren reguliert.

In der gemeinsamen Gruppe wurden mehrere temperaturabhéingige Gene beobachtet (u.a. COR15a,
-b, RD29A, ERD10, WAK1). Diese Gene sind bereits bekannt fiir ihre Rolle unter Kiltestress bzw.
Salzstress. Diese Faktoren regulieren mehrere Signaliibertragungswege, und kontrollieren mehre-
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re Verzweigungspunkte, wodurch die Signalkaskade aufgefachert wird. In dieser Arbeit wurde ein
neues Protokoll beschrieben und getestet, um mehrere abiotische Stressfaktoren auf der Gen- sowie
funktionellen Ebene zu analysieren. Als Ziel wurde gesetzt, ein Stresskompendium der Genexpressi-
onsprofile zu erstellen. Dabei solltefestegestellt werden, inwieweit sich die pflanzliche Reaktion auf
verschiedene Faktoren iiberlappt bzw. unterscheidet. Bereits bekannte Erkenntnisse konnten hier be-
statigt werden. Andere Resultate widersprechen fritheren Ergebnissen. Dies dient als eine Bestédtigung
fiir die Komplexitidt der Stressantwort und wie die Grundbedingungen die herausgefundenen Resul-
tate beeinflussen. Diese entgegenstehenden Fakten sprechen fiir unsere Wahl der Analyse basierend
auf einem &dhnlichen Stresslevel. In dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse gewonnen, wie z.B. die
Gruppe der TFBS-Domine, fiir die ein hitzestressspezifisches Verhalten identifiziert wurde, die De-
regulation der Phytohormone Auxine und Gibbereline und die Regulation der Ribosomenbiosynthese
sowie die Histone durch Hitze, um nur einige zu nennen.

Es bleiben trotz der hinzugewonnen Erkenntnise noch viele Fragen offen. Hierzu zédhlen der Grund
fiir die Herabregulierung des Stirkemetabolismus unter Hitze oder wie die Pflanzen die Stressart er-
kennen, wenn sie in den unterschiedlichen Signalkaskaden gemeinsame Gene haben. Ein wichtiger
Faktor wire festzustellen, ob ein solcher spezifischer Stressrezeptor existiert, der die Signale auf un-
terschiedliche Weise weiterleitet. Zur Beantwortung dieser Fragen bedarf es weiteren Experimenten.
Die Kombination der ausfiihrlicheren Experimente mit weiteren physiologischen und quantitativen
Analysen, konnte in der Zukunft weiterhin dazu beitragen, die Fragen nach dem pflanzlichen Verhal-
ten unter unterschiedlichen abiotischen Stressfaktoren zu beantworten.



Kapitel 5

Ausblick

Das vollstindige Genom der A. thaliana steht bereits seit einigen Jahren der Forschung zur Verfii-
gung. Mit Hilfe der genomischen Information ist es moglich geworden, high-throughput Analysen
des kompletten Genoms durchzufiihren. Das Ziel dieser neuen Richtung, der ,,funktionellen Geno-
mik* war, die biologischen Funktionen der Gene und deren Produkte zu definieren [114]. Es sollte
nicht nur eine Art Katalog entstehen, sondern man wollte versuchen, die Beziehungen zwischen die-
sen Genen zu verstehen. Einer dieser Hochdurchsatzmethoden basiert auf Microarrays fiir die globale
Genexpressionsanalyse. Bei dieser Vorgehensweise wird eine Quantifizierung der hybridisierten Pro-
ben auf RNA-Level durchgefiihrt. Dies erlaubt die gleichzeitige Analyse Tausender Gene bzw. Proben
im Genom. Die RNA- bzw. Oligonukleotid-Microarrays werden seit iiber 15 Jahren in der Pflanzen-
forschung intensiv benutzt, um deren Transkriptome zu erforschen [270, 184].

Einen sehr wichtigen Aspekt der Pflanzenforschung stellt die Analyse der pflanzlichen Reaktion
auf abiotische Stressfaktoren dar. Dieses Thema wird in den kommenden Jahren aufgrund der kli-
matischen Verdnderungen immer akuter. 2003 hat eine Hitzewelle europaweit den Ernteertrag der
Nutzpflanzen um 30% reduziert [53]. Die Information iiber das komplette Genom gibt uns die Mog-
lichkeit, alle metabolischen Signalkaskaden auf einem Blick zu untersuchen. Es hat sich aber auch
gezeigt, dass die Microarray-Technologie nicht alle Fragen zum Stress und zur Stressreaktion beant-
worten kann. Zumal bereits bekannt ist, wie komplex und umfangreich die tatsdchliche Stressantwort
wirklich verlduft, und dass nicht nur die eigentlichen Gene in diesen Signalkaskaden eine Funktion
bei deren Regulation ausiiben. Die Entdeckung der kleinen funktionellen RNA-Molekiile wie mi-
croRNA [104], small interference RNA (siRNA, [344]), lincRNA [249] oder PASR/TSAR (Promotor-
/Terminator-associated small RNA [56]) bietet eine Erweiterung fiir die regulatorische Stressantwort
und steigert die Komplexitit dieser pflanzlichen Mechanismen [300]. In den letzten Jahren wurde
die Fiille der Hochdurchsatz-Technologien um eine weitere Moglichkeit erweitert. Die sog. ,,Next-
Generation Sequencing* (NGS) [204, 285]. Dieses neue Plattform beinhaltet verschiedene experi-
mentelle Richtungen fiir unterschiedliche Fragestellungen. Die NGS-Daten konnen in der Transkrip-
tomanalyse, der Protein-DNA Interaktionen oder auch fiir die Analyse der Genomvariationen benutzt
werden. Im Vergleich zu den Microarray-Technologien werden den NGS-Plattformen verschiedene
Vorteile zugeschrieben. Die Microarrays, so wie wir sie heute kennen, werden wegen deren Aufbau
und zum Teil starken Hintergrundrauschen und Cross-Hybridisierungen an Effektivitit verlieren. Auf-
grund dessen ist es fiir Microarrayexperimente schwieriger, schwache Verdnderungen zu bestimmen.
In dieser Arbeit konnte fiir den trockenheitsbedingten Stress vergleichsweise weniger deregulierte
Gene identifiziert werden. Anhand des phédnotypischen Vorversuche kann davon ausgegangen wer-
den, dass die Stressintensitit gleich hoch war. Ein moglicher Grund fiir diese niedrige Anzahl an
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differentiell regulierten Genen lésst sich auf diesen Nachteil zuriickfiihren. Vielleicht wiirden keine
weitere Gene unter Trockenheit identifiziert, da deren Intensitit zu schwach war, um diese mit einem
Microarray-basierten Experiment herauszufinden. Die Identifizierung mehrerer metabolischer Verin-
derungen mittels der GSEA-Analyse, die nicht nur die einzelnen Intensitédten betrachtet, sondern auf
kategorischer Ebene wirkt und Gene mit dhnlichen Gengruppen sucht, unterstiitzt diese Annahme.
Weiterhin konnen mittels Arrays lediglich diejenige Transkripte untersucht werden, die auf dem Ar-
ray fixiert wurden. RNA-Seq Analysen sind nicht darauf limitiert [333, 193]. Die RNA-Seq Methode
erweitert die Analyse auf das komplette Genom, wobei auch unbekannte Sequenzen charakterisiert
und quantitativ bestimmt werden konnen. Aufgrund der Tatsache, dass die NGS-Analysen bis zum
einzelnen Nukleotid vordringen konnen, wire es viel leichter, neue Gene zu annotieren, funktionelle
Sequenzbereiche zu definieren und SNPs zu entdecken. Dies war mit den Microarrays bisher nicht
moglich.

Trotz der vielen Vorteile der neuen NGS-Technologien ist der Weg zum vollstidndig annotierten
Genom noch weit. Die groBten Schwierigkeiten dieser Methoden stellen die immensen Kosten und
das aufwendige Datenmenagement dar. Wihrend die Kosten in den letzten Jahren kontinuierlich sin-
ken, bleibt die tatsdchliche Analyse immer noch sehr umfangreich und komplex. Die sehr hohe Sen-
sitivitdt der NGS-Analyse fiihrt zu sehr groBen Datenmengen. Diese massiven Dateien benotigen
spezielle bioinformatische Tools, um hieraus sinnvolle Ergebnisse herausfinden zu kdnnen. Verfiig-
bare Downstream-Software Tools fiir die Analyse dieser Daten stellen momentan den Engpass im
Workflow der NGS-Datenverarbeitung dar. Da die NGS-Technologien sich auf das korrekte Mapping
der kleineren Sequenzbruchstiicke an die richtige Position fokusieren, muss diese Aufgabe mit grofer
Vorsicht ausgefiihrt werden. Die bisher existierenden Differenzen in den vorhandenen Technologien
(bei der Vorbereitung der Proben, den involvierten chemischen Prozessen der PCR, der Sequenzie-
rung und der Identifizierung, den Rohdatenformaten usw.) erschweren das Erstellen eines Standard-
programms oder Workflows fiir die Automatisierung dieses Prozesses. Wie bei den Microarrays fehlt
es immer noch an Normalisierungsalgorithmen, um aus diesen Rohdaten einen quantitativen Expres-
sionswert abzuleiten. Wegen dieser extrem hohen Anfilligkeit der RNA-Seq-Daten benétigen diese
Protokolle eine sehr genaue Qualitidtskontrolle.

Dieser Technologienzweig entwickelt sich in rasanter Geschwindigkeit. Es werden immer wieder
neue Sequenziertechnologien auf den Markt gebracht, die schneller, effizienter und kostengiinstiger
arbeiten konnen. Die Anzahl an bioinformatischen Tools fiir jeden der moglichen Bereiche in der
NGS-Welt steigt tiglich an'. Mit Hilfe dieser Technologien wird es in der Zukunft wahrscheinlicher
sein, nicht nur das komplette Genom der A. thaliana zu sequenzieren, sondern auch die Interaktionen
im Transkriptom als Reaktion auf den abiotischen Stressantwort zu entdecken und deren Kinetik und
Reaktionspartner zu definieren. Die NGS-Methoden werden es ermoglichen, weitere Teilnehmer an
der abiotischen Stressantwort zu bestimmen und so den Verlauf der Stressantwort zu vervollstdndigen.

Eine weitere Problematik, die nicht zu unterschitzen ist, liegt in der Diskrepanz zwischen den
Experimenten im Labor und den Bedingungen auf dem Feld. Damit der Ernteertrag erhoht werden
kann, miissen Stresskombinationen untersucht werden. Dieser Unterschied in den experimentellen
und reellen Grundbedingungen kann die korrekte Interpretation der Ergebnisse verfdlschen. Wih-
rend im Labor die Pflanzen unter konstanten Bedingungen und sehr oft zu kurzen Stressperioden
gehalten werden, begegnen sie in der Natur meist einer Kombination von mehreren Stressfaktoren.
Frithere Experimente konnten bereits zeigen, dass die pflanzliche Reaktion auf einzelnen Stressfakto-
ren sich von der Kombination derselben Stressfaktoren unterscheidet [167, 213]. Hinzu kommt, dass

Ihttp://seqanswers.com/wiki/software



sogar verschiedene Zelltypen ein unterschiedliches Expressionsprofil fiir einen einzigen Stressfaktor
vorweisen konnen. Die molekularen Mechanismen, die fiir dieses unterschiedlichen Verhalten ver-
antwortlich sind, konnten bisher noch nicht identifiziert werden [112]. Die Verbesserung der Pflanze
fiir einen Faktor wird aus diesem Grund nicht unbedingt den erwarteten Effekt erzielen, wenn auf
dem Feld getestet wird. Um diese Probleme zu iiberwinden, muss erst mehr iiber dieses komplette
wotressreaktion-System* in Erfahrung gebracht werden. Trotzdem stehen wir vor groeren Heraus-
forderungen. Identifizierung von Stresssensoren des abiotischen Stresses muss bewerkstelligt wer-
den. Die Ermittlung der Schliisselgene, die als Verbindungsstiick zwischen den abiotischen Faktoren
und den distal liegenden und von denen regulierten Entwicklungs- und Wachstumsprozessen stellt
einen bedeutenden Schritt in dieser Richtung dar. Ein wichtiger Faktor fiir zukiinftige Analyse ist die
Erstellung naturgetreuerer experimentellen Bedingungen, um Langzeitstressperioden von multiplen
Stressfaktoren analysieren zu konnen.
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