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Cristina Cvitanich, Institut for Molekylaerbiologi, Aarhus Universitet. crc@mb.au.dk

Jern er et ngdvendigt mikronaeringsstof for alle organismer. Jernmangel er et vaesentligt
problem, for en stor del af verdens befolkning og isar i udviklingslande, hvor folk lever
af enkeltafgrader. Dette skyldes, at jern i tilstedeveaerelsen af ilt danner tungt opleselige
forbindelser, som er svert tilgeengelige for levende organismer. Planter har udviklet
mekanismer til at optage jernet fra jordskorpen, og er hovedansvarlige for at bringe jern
til fadekaeden. Planternes evne til at optage og lagre jern i deres spiselige dele har stor
betydning for human ernaering. Formalet for den verdensomspandende organisation,
"HarvestPlus”, er at forbedre naeringsveerdien af vigtige afgrader ved at oge deres
indhold af biotilgaengelige mikronaeringsstoffer, som pro-vitamin A, zink og jern gen-
nem planteforaedling eller transgene teknikker. Denne proces kaldes "biofortifikation".
Da begnner er vigtige afgrader i udviklingslande, er foragelsen af mikronaeringsstoffer i
denne balgplante et af malene. Ved at studere modelbalgplanten Lotus japonicus og
relaterede arter kan vi bidrage til foreedlingen af banner med et hgjere indhold af for

eksempel jern og zink.

Jernmangel et stort problem for verdensbe-
folkningen

Det anslas, at naesten halvdelen af tilfeeldene af blod-
mangel skyldes mangel pa jern '. WHO (World Health
Organization) anslér, at 24,8 % af verdens befolkning
lider af blodmangel, men blandt bern fra et halvt til
fem ar og gravide kvinder er tallet hojere end 40 %
Jernmangel, iseer hos smabern, heemmer desuden udvik-
lingen af nervesystemet 1, hvilket har negativ virkning p4
samfundsudviklingen i de pavirkede omrader. Smabern
og gravide kvinder i udviklingslande er de mest udsatte
grupper. For eksempel skennes 67 % af alle sméabern
i Afrika at lide af blodmangel. I mange tilfeelde lever
disse grupper af enkeltafgroder som for eksempel ris,
majs og hvede, der kun indeholder sma maengder af
biotilgaengeligt jern og zink. Endvidere forsvinder meget
af jernet, nar skallen poleres af ris og hvedekerner for at
fremstille hvide ris og hvedemel. Det er ikke ligegyldigt,
hvilke afgreder maltiderne er sammensat af. Normalt
er jernindholdet i kornkerner lavere end i beelgplanter.
Samtidig har benner et hejt indhold af protein, men
indeholder mindre af de svovlholdige aminosyrer som
methionin 2. I modseetning hertil indeholder kornker-
ner mere af de svovlholdige aminosyrer, men mangler
andre aminosyrer som for eksempel lysin. Dermed vil
en diet sammensat af bade kornkerner og beelgplanter
veere mere naerende end en dieet, som bestar af et enkelt
planteprodukt.
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Hvorfor opstar der jernmangel nar jorden er
sarig pajern?

Selv om jordskorpen indeholder ca. 5 % jern, er dette
jern ikke seerligt tilgeengeligt for levende organismer.
Mens Fe?* er letopleseligt i vand, bliver det meste jern
pé jordens overflade, som er rig pa ilt, oxideret til tungt
opleselige Fe** forbindelser. I planterne er jern en vigtigt
komponent af enzymer, som har afgerende betydning
for fotosyntesen og respirationen, og dermed for plan-
ternes vaekst og udvikling. Da planter udelukkende lever
af de elementer, som findes i jorden og i luften, samt af
solens energi og vand, er de athaengige af at kunne op-
tage jernet fra jordskorpen. En betingelse for at jernet
kan optages af planterne er, at det er opleseligt i vand.
For at opna en hgjere opleselighed af dette element har
planterne udviklet flere mekanismer 3,4,

Den ene som bruges mest af grasserne, og dermed
kornsorterne, er baseret pa udskillelsen af organiske
molekyler, som binder jernet i jordpartiklerne Dermed
gores dette vandopleseligt og kan optages af planterne.
Den anden mekanisme, som bruges hovedsageligt af de
andre plantetyper, benytter sig af, at jernets opleselighed
stiger med faldende pH. For eksempel er oploseligheden
afjern fra Fe(OH), henholdsvis 2x107, 2x10%, 2x10** og
2x10* Mved pH 4, 6,7, 0g 9. Derfor udskiller redderne
af disse planter protoner som seenker pHen ved redder-
nes overflade og dermed bliver jernet mere opleseligt i
netop dette omrade. Derneest producerer planterne et
enzym, Ferric Chelate Reductase (FRO), som reducerer
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Figur 1. Gener og proteiner som regulerer jernmetabolismen i planter 3,8, 9 Modificeret fra Briat 3. VIT1: vacuolar iron
transporter 1, NRAMP 3/4: A. thaliana proteiner med homologi til Natural Resistance Associated Macrophage Protein,
STA1: A. thaliana ABC transporter, OPT3: A. thaliana oligopeptide transporter 3, YSL: Yellow Stripe Like transporter prote-
ins, FRD3 og OsFRDL1: proteiner fra MATE (Multidrug And Toxin Efflux) familien, MYB: MYB transkriptionsfaktor, FIT (FER):
transkriptionsfaktorer af bHLH (basic helix-loop-helix) familien, bHLH 38/39: bHLH38 og bHLH39, FRO: Ferric Chelate
Reductase, IRT1: Iron Root Transporter 1 som er en ZIP type kation transporter, Ferritin-Fe: jern bundet til ferritin, heem-Fe:
jern som findes i haem grupper, Fe-S: jern som findes i svovl clusters, Fe(IlIDITP: jern bundet til ITP (Iron Transport Protein),

Fe(I)NA: jern bundet til NA (nicotianamine), PIC1 (Permease in chloroplasts1)

Fe** til Fe** (se Figur 1). Det er Fe** som kan optages
igennem den divalent kation transporter IRT1 (som
tilhgrer ZIP familien) i reddernes epidermis.

Ved at optage jordskorpens jern er planterne de vaesent-
ligste kilder til jern i fodekaeden. Indeni planternes celler
skal tilstedeveerelsen af jern reguleres meget omhyg-
geligt. Frit jern er giftigt for cellerne, da det kan indga i
Fenton reaktioner, der producerer meget reaktive iltfor-
bindelser, som kan edelaegge vigtige cellekomponenter,
f. eks. cellemembraner. Derfor er stort set alt jernet i
cellerne bundet til organiske molekyler, f. eks. citrat,
nicotianamine (NA), peptider eller proteiner.

Hvilke forbindelser, jernet indgar i, har en betydning
for dyrenes og menneskernes ernzering. Det vides for
eksempel at jern i heem fra heemoglobin, som findes mest
ikedprodukter, er letoptageligt og dermed er ca. 20 % af
det jern som findes i ked biotilgeengeligt. I modsaetning
er det jern, som findes bundet til fosfor i for eksempel
fytat eller det jern, som bindes af tanniner (garvesyre)
i planteprodukter mindre biotilgeengeligt. Man regner

med at ca. 5 % af det jern, som findes i planteprodukter,
er biotilgeengeligt.

Men disse biotilgeengelighedstal er ikke seerligt preecise,
da de bliver pavirket af mange faktorer °. Organismens
behov pavirker f. eks. den effektivitet, hvormed jern
bliver optaget. Siledes kan en person, som mangler jern,
optage mere jern fra et maltid end en person, som er
velerneeret. Samtidig har méltidets sammensztning og
tilberedning en stor effekt pa jernets biotilgeengelighed.
Derfor vil planternes evne til at lagre jern i forskellige
forbindelser, plus lagring af andre stoffer i deres spiselige
dele, have betydning for jernets biotilgeengelighed.

Hvor meget jern findes der i bonner, og hvad
betyder det for human ernaring?

For alle planteprodukter gelder, at der er stor variation i
jernindholdet mellem forskellige sorter indenfor samme
art, og veerdierne varierer ogsa med vakstbetingelserne.
For eksempel viser nogle studier, at jernkoncentrationen
ibrune ris varierer fra 7,5 til 24,4 mg jern/kg ris, i bred-
hvede fra 28,8 til 56,5 mg jern/kg hvede, mens bonner
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indeholder fra 34 til 92 mg jern/kg ©. Normalt antages,
at ca. 5 % af det jern, som findes i korn og benner, er
biotilgeengeligt. Ud fra denne antagelse skal kvinder over
18 ar indtage 58,8 mg jern/dag fra disse afgreder, mens
meend i samme alcé\%rsgruppe kan nejes med 27,4 mg/
dag (FAO/WHO) "".

Hvis man omregner det til den mengde benner, der
skal indtages pr. dag, vil veerdierne for kvinderne vaere
lidt over 600 g af de mest jernrige og 1,7 kg af de mest
jernfattige bonner, mens vaerdierne for mandene er
hhv. 300 og 800 g. Ud fra disse vaerdier er det tydeligt
at se, hvorfor benner med hejt jernindhold vil kunne
yde et vaesentligt bidrag til ernzeringen. Det er ikke kun
jernindholdet, som varierer mellem begnnesorter, ogsa
biotilgeengeligheden af jernet er forskelligt 7. Dermed vil
det veere fordelagtigt, hvis hejt jernindhold kombineres
med hgj biotilgeengelighed.

"Biofortifikation" af bonner
Beelgplanteprodukter er vigtige afgreder i udviklings-
lande, hvor jernmangel er et problem. Baelgplanters evne
til at vokse i ufrugtbar jord takket veere symbiotisk kveel-
stoffiksering gor dem til gode afgreder for lavindkomst
befolkningsgrupper. Bonner, Phaseolus vulgaris, er den
vigtigste baelgplante, som bliver brugt til direkte menne-
skefode 2. De bliver hovedsageligt dyrket i Latinamerika
og i Ost- og Sydafrika pa sma landbrugsejendomme
(1-10 ha) pa skréninger med darlig jord.

Det Internationale Center for Tropisk Landbrug (CIAT)
i Colombia, foraedler nye bennesorter med forhgjet ind-
hold af vigtige mikronzeringsstofter som jern og zink (se
artiklerne af Preben Bach Holm ef al og Matthew Blair
et al, samt Yassir Islam og Bonnie McClafferty i denne
Biozoom udgave). Variationen af jern- og zinkindholdet
idyrkede benner er sa stor, at de gnskede forhgjelser for
disse mineraler kan opnés ved traditionel planteforeed-
ling og uden at skulle bruge vilde bennegenotyper eller
transgene planter. Gode kvalitets bonnesorter med hajt
indhold af jern og zink er allerede blevet fremstillet, og
deres effekt p4 human erneering vil snart blive afprovet
i Brasilien. Men der skal foradles flere sorter, hvis de
fleste forbrugere af benner skal nas. Dette skyldes, at
forskellige befolkningsgrupper foretreekker forskellige
sorter samt diversiteten i veekstbetingelser.

Hvordan foraedles nye bennesorter?

Foradling af nye hgjkvalitets-bennesorter som inde-
holder mere af et mikronzeringsstof, f. eks. jern, opnas
ved at en elite-bennesort, dvs. en sort som foretrakkes
af landmaend og forbrugere, som giver hgjt udbytte, og
som er tilpasset veekstbetingelserne, krydses med en
bennesort, som har et hojt indhold af mikronzerings-
stoffet. Afkommet fra dette kryds testes for de vigtigste
egenskaber, f. eks. vaekstegenskaber. Figur 2 viser en
typisk forsegsmark i CIAT, Colombia. Benner med
ugnskede egenskaber sorteres fra, og de resterende un-
dersoges mere detaljeret for andre gnskede egenskaber,
f. eks. indholdet af mikroneeringsstofter. Bennernes
egenskaber, f. eks. ensartethed, farve og smag studeres. I
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Figur 2. Forsagsmark med nye bgnnesorter i CIAT, Colom-
bia. Planternes tilstand noteres af Hector Buendia, som er
ansvarligt for at fare tilsyn med planternes vaekstegenska-
ber.

Figur 3 kan man se nogle repreaesentanter fra fem forskel-
lige bennesorter. Da analyserne af ca. 3000 genotyper
hvert ar resulterer i nogle fa forbedrede bennesorter, er
processen bade tidskreevende og kostbar.

Derfor er der stor interesse for at udvikle molekylere
DNA-markerer, som folger onskede egenskaber. Disse
DNA-markerer er baseret pa den genetiske diversitet,
som findes mellem sorterne, og som forarsager den
variation i egenskaberne, som findes mellem dem. Nar
man ved hvilke dele af genomet (loci), der har betyd-
ning for den enskede egenskab, kan der bruges DNA-
markerer der folger disse loci til at folge egenskaben
under planteforadlingen.

Figur 3. Baelgklapper og banner fra fem forskellige ben-
nesorter fra CIAT, Colombia . G19833, NUA45, NUA35,
G21242, og G14519 er sorternes navne.
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Fordelen ved at bruge markerer under foradlingspro-
cessen ogsa kaldet “marker assisted breeding” er, at man
kan analysere for tilstedevaerelsen af flere forskellige
markerer og dermed loci, som er ansvarlige for flere
onskede egenskaber, i DNA fra kimplanter. Hvis man f.
eks. kender, hvilke loci, der har en effekt pa sygdomsre-
sistens, udbytte, bennestorrelse eller indhold af vigtige
neringsstoffer, vil man kunne udvelge de planter, som
indeholder alle disse loci allerede mens planterne er
sma. Dermed kan analyser og markforseg udferes
med et begreenset udvalg af linjer, som indeholder de
onskede loci.

Fra gener til markearer

Huvis gener, som er ansvarlige for et karaktertraek, f. eks.
hgjt jernindhold i fre eller hoj jernbiotilgengelighed,
kendes, kan der laves DNA-markerer, som er specifikke
for disse gener. Undersggelser af indholdet af mikro-
neringsstofter, som f. eks. jern og zink, og ikke mindst
deres biotilgaengelighed, er kostbar.

De mekanismer og gener, som er involveret i planternes
evne til at optage jern, har leenge veeret studeret og flere
gener kodende for jerntransporterende proteiner samt
transkriptionsfaktorer, som koordinerer planternes
reaktioner pa jernmangel, er blevet karakteriseret de
seneste ar > 8 9, se Figur 1. Selv om der er gjort store
fremskridt pa omrédet, vides kun lidt om jernlagring i
freene. Ferritin er et protein som kan danne et kuglefor-
met molekyle bestdende af 24 ferritin enheder. Denne
“kugle” kan oplagre op til 4500 jernatomer.

I mennesker er dette protein involveret i jernlagring
og derfor har man indtil for nyligt antaget, at ferritin
ogsa var “jernlagringproteinet” i planterne 10, Men
nye resultater peger pa at ferritins hovedfunktion ikke
er jernlagring i planternes fro 11> 12, T planternes led-
ningsveev menes jern at veere bundet til citrat i xylemet
og til NA (nicotianamine) eller ITP (Iron Transport

Phaseolus vulgaris
Lotus filicaulis

hy .-+

Figur 4. Fro og balgklapper fra to Lotus arter, L. japonicus
og L. filicaulis, sammenlignet med de fem bgnnesorter fra
Fig. 2.

Peptides) i phloemet. Jern i mitokondrier og kloroplaster
findes i Fe-S clusters, i heem forbindelser og i ferritin.
Det vides ikke, hvordan jern transporten til disse or-
ganeller, men STAI, et protein fra ABC-transporterer
familien, er muligvis involveret i transporten af Fe-S
ud af mitokondriaen. Ny viden tyder pa, at vakuolen er
vigtig for jernlagring i fre. I Arabidopsis fre er jern lagret
i forbindelse med de celler, som vil danne ledningsveev
i kimbladerne 11,

Mutationen af et gen, vitI, som koder for en transporter
der er lokaliseret i vakuolens membran, resulterer i fre
hvis jern er lagret laengere veek fra ledningsveevet og i
planter med svakket udvikling under jernmangel 11,
NRAMP, som tilhorer en familie af transporterer af
divalente kationer, og som ogsé er lokaliseret i vakuo-
lens membran, er involveret i at mobilisere jern under
frospiring 13 og en transporter, AtOPT3, som tilhgrer
en familie af oligopeptid transporterer, synes at have en
funktion ved jernlagring i Arabidopsis fro 14,

For jernet kan na freene, skal den transporteres igennem
plantens ledningsvaev. Nogle af de transportere som
menes at vaere ansvarlige for at flytte jernforbindelser
mellem celletyperne er transporterer af YSL (Yellow
Stripe Like) familien. Disse membranproteiner kan for
eks. transportere Fe-NA. Deres navn stammer fra jern-
mangel symptomerne, i form af klorosis, i majsplanter
som manglede en af disse proteiner (YS1). FRD3 og
OsFRDLI, proteiner fra MATE (Multidrug And Toxin
Efflux) familien, er ansvarlige for transporten af citrat
til xylemet i redderne og dermed pavirker mobilisering
af jern fra redderne til skuddene.

Udtrykket af flere af de naevnte gener bliver reguleret
af jern igennem aktivering af transkriptionsfaktorer.
FER fra tomat, og dets ortolog FIT1 i Arabidopsis,
tilherer bHLH (basic helix-loop-helix) familien af
transkriptionsfaktorer. FIT1 interagerer med to andre
bHLH proteiner (PHLH38 og 39), nar den kontrollerer
jernmangel reaktionerne i redderne. DWMYB2 er en
MYB transkriptionsfaktor, som muligvis er involveret i
styring af jerntransporten mellem rod og skud.

De fleste gener, som koder for ovennzvnte proteiner,
er blevet karakteriseret i modelplanten Arabidopsis tha-
liana. Det er muligt, at tilsvarende gener i beelgplanterne
regulerer jernindholdet i fre. I vores laboratorium for-
soger vi at finde ud af, om disse eller andre gener er an-
svarlige for jernoplagring i beelgplanternes frg. Samtidig
undersoger vi, hvor i freene jern oplagres, samt ligheder
og forskelle i jernoplagring mellem forskellige arter af
beelgplanter. Vi undersgger ogsa om jernfordelingen i
bennerne har en effekt pa biotilgeengeligheden.

Gener som er ansvarlige for jernoplagring i
balgplanternes fro

For at finde hvilke gener, der er vigtige for lagring af nae-
ringsstoffer i baelgplanternes frg, bruger vi modelbeelg-
planten Lotus japonicus 151, japonicus er en art, som er
teet beslaegtet med den danske almindelig keellingetand,
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hvis latinske navn er Lotus corniculatus. Fordelen ved at
bruge modelplanter er, at mange bioteknologiske teknik-
ker, som for eksempel transformation, er veludviklede
i disse planter, og at modelplanter som regel er mindre
end deres dyrkede besleegtede arter og dermed kan vokse
pé et mindre areal og i mere kontrollerede omgivelser.
Figur 4 viser storrelsesforskellen mellem begnnerne og
to Lotus arter. Modelplanternes genom er ogsa relativt
lille, hvilket gor genanalyserne mere tilgaengelige. For
L. japonicus er en stor del af genomet sekventeret. Der
findes en stor samling sekvenser af udtrykte gener (EST).
Der er lavet Affymetrix chips, som kan bruges til at stu-
dere genregulering, og der findes samlinger af muterede
planter, som f. eks. TILLING og EMS mutanter, som kan
bruges til at studere funktionen af bestemte gener.

Da der er vasentlige forskelle mellem jernindholdet
i fro fra L. japonicus sammenlignet med L. filicaulis,
kan deres afkom bruges til at bestemme loci, som er
vigtige for jernlagring i fre. Figur 5 viser L. japonicus
og L. filicaulis fre farvet ved brug af Perl’s Prussian Blue
metoden, som giver bla farvning de steder, hvor Fe** er
til stede. L. filicaulis fro viser staerkere bla farvning end
L. japonicus.

Kloning af et gen, som er ansvarligt for en bestemt egen-
skab eller har en betydelig indvirkning herpé, ud fra et
kortlagt locus, er en kreevende proces, som forenkles be-
tydeligt, nar plantens genom er sekventeret. Derfor vil L.
japonicus sekvensdatabaser blive brugt til at undersege
kortlagte loci for tilstedeveerelsen af gener, som kunne
veere arsagen til eendringer i jernlagringen i fro.

Endvidere undersoges det hvordan L. filicaulis og L.
japonicus reagerer pa jernmangel. Disse studier kan
belyse hvilke mekanismer, der er drsag til forskellen
i jernoptag mellem disse arter. I Figur 6 kan man se,
at L. japonicus planter, vokset uden tilsat jern i deres
veekstmedie, far typiske symptomer pé jernmangel, som
f. eks. gule blade.

Detaljerede undersegelser af jernlokaliseringen i deres
fre vil ogsa vise, om den hgjere mengde jern bliver lagret
jeevnt igennem froene, eller om der er bestemte celler
eller omréader af freene, som er ansvarlige for jernlag-
ring. Denne viden vil stotte jagten pa de gener, som er
ansvarlige for jernlagring i fre, da de vil pege pa, hvor og
hvornér i freudviklingen, generne vil vere aktive.

Jernlokalisering, gener, bedre bgnner

En bedre forstéelse af hvor og hvordan jern oplagres i
fre, vil ogsa stette karakterisering af, hvilke molekyler,
der er bundet til jern i fre. Disse molekyler kan pavirke
biotilgaengeligheden af jern og dermed have en betyd-
ning for ernaeringen af dem, der spiser freene. Derfor
bliver jernlokalisering ikke kun studeret i Lotus frg, men
ogsd i benner og i andre baelgplanter. Vores studier viser
at benner med hgjt indhold af jern, ligesom Arabidopsis
fre, lagrer jern i forbindelse med ledningsveevet. Jern
i dette omrade kunne ikke detekteres i bonner med
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Figur 5. Perl's Prussian Blue farvning af L. japonicus og L.
filicaulis fra. Jern bliver farvet bla og pa billedet kan ses at
L. filicaulis viser en kraftigere bla farvning end L. japoni-
cus.

lavt jernindhold, og heller ikke i en teet beslagtede art,
Phaseolus lunatus.

Vores studier viste at der var tydelige forskelle i jernlag-
ringstrategierne imellem forskellige frg, selvindenfor teet
beslaegtede arter. Nogle beelgplanter ser ud til at opsamle
en stor del af deres jern i froskallen, op til 40 % af det
totale jern i froene, mens andre lagrer en ubetydelig
mengde jern i fraskallen. Indenfor samme art var va-
riationen ogsé stor. Nogle benner havde 20 % af deres
jern i fraskallerne, mens andre har under 5 % af jernet i
dette veev. Denne lokalisering kan have en stor betydning
for hvor meget jern, der bliver tabt under tilberedning
af maltidet, men ogsa for biotilgeengeligheden.

Huvis der findes en sammenheeng mellem biotilgeenge-
lighed og jernlokalisering, kan gener som bestemmer
jernlokalisering bruges til at folge biotilgeengeligheds

Figur 6. L. japonicus planter som er vokset i raret med
plantevaekstmedie hvor der ikke er tilsat jern (-), hvor der er
tilsat 5 uM jern (5) eller 20 pM jern (20). Tydelige jernman-
gel symptomer, i form af gule blade og mindre veekst, kan
ses pa planterne som vokser uden tilsat jern (-).
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egenskaben. Dermed kan studier, der sammenligner
jernlokalisering i Lotus og i benner med biotilgaen-
gelighed, danne baggrund for at avle benner, som har
et forhgjet indhold af biotilgaengeligt jern og dermed
veere med til at athjelpe udviklingslandenes jernsult-
problemer.
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