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Summary 

As all aerobic organisms, plants rely on the supply of oxygen as a substrate for energy production 

through oxidative phosphorylation. Most commonly, oxygen deprivation in plants is triggered by 

submergence due to the extremely low diffusion rate of gases in water in comparison to air. To 

counteract hypoxic conditions, plants rely on rapid and transient reprogramming of gene expression 

in order to introduce metabolical as well as morphological adaptations. This work aimed at the char-

acterization of the hypoxia-responsive transcription factors AtERF#111/ ABSCISIC ACID REPRESSOR 1 

(ABR1) and LOB DOMAIN CONTAINING PROTEIN 41 (AtLBD41) of Arabidopsis thaliana, especially in 

relation to oxygen deficiency. 

AtERF#111/ABR1 belongs to the group X of the ERF/AP2 transcription factor family (GXERFs) and is 

shoot specifically induced under submergence and hypoxia. Loss-of-function of AtERF#111 in 

erf#111-2 as well as stable overexpression (OE) in ERF#111-OE lines had no impact on plant survival 

after submergence. As the N-terminus of AtERF#111 initiates with the amino acids methionine and 

cysteine, the protein was analyzed as potential substrate of the Arg/N-degron pathway. The protein 

stability of (MA)AtERF#111, in which the highly conserved N-terminal cysteine residue was replaced 

by an alanine residue, showed no difference to the native (MC)AtERF#111 version. Therefore, 

AtERF#111 could not be assigned as a target of the Arg/N-degron pathway and gets degraded inde-

pendently of its N-terminus. An inhibition of the proteasome led to the accumulation of AtERF#111 

protein. Hence, AtERF#111 is still degraded by the ubiquitin/proteasome system.  

AtERF#111 was previously described to be an abscisic acid (ABA)-response repressor, since erf#111 

mutant lines showed a hypersensitive ABA-response in comparison to the wildtype. When repeating 

the experiments in this work, no relation between AtERF#111 and ABA-signalling was detected. Fur-

thermore, the AtERF#111 transcript itself was not induced upon exogenous ABA treatment or drought 

stress, but was strongly responsive to mechanical stress. Overexpression of AtERF#111 led to an 

altered root and shoot development. The effect of ERF#111-OE on global gene expression was 

investigated by microarray analysis. The expression data of the ERF#111-OE plants showed a significant 

overlap of genes induced by ERF#111-OE and the stress responses to wounding, hypoxia and 

submergence. Direct target genes of AtERF#111 were identified, which also showed a link to the 

wounding response. The mutant erf#111-2 displayed no differential gene expression after wounding 

in comparison to the wildtype. However, it is possible that other members of the GXERFs can com-

pensate for the loss of AtERF#111. 

AtLBD41 belongs to the subclass II of the plant specific LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB) DOMAIN 

(LBD) transcription factor family and is closely related to AtLBD40 and AtLBD42. As a member of the 

49 core hypoxia-responsive genes, AtLBD41 is strongly induced upon low-oxygen conditions in all cell 
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types of A. thaliana. Since AtLBD41 contains a C-terminal ERF-associated amphiphilic repression (EAR)-

domain and has been shown to interact with co-repressors, it is predicted to act as a repressing 

transcription factor. In order to characterize AtLBD41, the EAR-domain was replaced by the viral 

transactivation domain VP16, thereby turning the repressor of gene expression in a potential activator. 

AtLBD41 and AtLBD41ΔEAR:VP16 were overexpressed in Arabidopsis protoplasts and the effect on the 

transcriptome was analyzed by microarray analysis. A set of potential target genes of AtLBD41 was 

identified, whose function in relation to hypoxia is mainly unknown. However, it was evident that these 

genes were repressed by hypoxia and induced upon subsequent reoxygenation. Since this expression 

pattern is vice versa regarding the expression of AtLBD41, it strengthens the hypothesis of AtLBD41 

being a transcriptional repressor during hypoxia.  

AtLBD41 is likely to act redundantly with AtLBD40 and AtLBD42. The mutant lbd41 showed no modified 

hypoxia response regarding the putative target genes. Furthermore, expression of AtLBD40 displayed 

a stronger induction in lbd41 upon hypoxia in comparison to the wildtype. The effectors 

AtLBD40ΔEAR:VP16, AtLBD41ΔEAR:VP16 and AtLBD42ΔEAR:VP16 were all able to activate the 

promoters of the putative target genes in protoplast transactivation assays. Orthologous target genes 

of AtLBD41 were identified in rice, which could be regulated by LBD effectors of A. thaliana, thereby 

implying interspecific conservation of the LBD41 function. By using CRISPR/Cas9, the triple mutant 

lbd40/lbd41/lbd42 was generated and seedlings displayed a significant decrease in survival rate after 

hypoxia in comparison to the wildtype. Finally, it was shown that AtLBD41 gets SUMOylated. 
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Zusammenfassung 

Wie alle aerobe Organismen sind auch Pflanzen auf die Verfügbarkeit von Sauerstoff angewiesen, um 

mittels oxidativer Phosphorylierung Energie zu generieren. Überflutung ist eine häufige Ursache von 

Sauerstoffmangel, da Sauerstoff in Wasser im Vergleich zur Luft eine sehr niedrige Diffusionsge-

schwindigkeit aufweist. Um hypoxischen Bedingungen entgegenzuwirken, indem sowohl metabolische 

als auch morphologische Adaptationen induziert werden, ist eine effiziente sowie transiente Re-

Programmierung der Genexpression für die Pflanze essentiell. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, 

die beiden Hypoxie-responsiven Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana AtERF#111/ ABSCISIC 

ACID REPRESSOR 1 (ABR1) und LOB DOMAIN CONTAINING PROTEIN 41 (AtLBD41) vor allem in Bezug 

auf Sauerstoffmangel zu charakterisieren. 

AtERF#111/ABR1 gehört zu der Gruppe X der ERF/AP2 Familie (GXERFs) und wird Spross-spezifisch 

durch Überflutung und Hypoxie induziert. Ein Funktionsverlust von AtERF#111 in erf#111-2 Mutanten 

sowie eine stabile Überexpression (OE) in ERF#111-OE Linien hatten keinen Einfluss auf die Überle-

bensrate der Pflanzen nach Überflutung. Da der N-Terminus von AtERF#111 mit den Aminosäuren 

Methionin und Cystein initiiert, wurde das Protein als mögliches Substrat des Arg/N-degron pathways 

untersucht. Bei der Analyse der Proteinstabilität von (MA)AtERF#111, bei welchem der hoch 

konservierte N-terminale Cystein-Rest durch Alanin ersetzt wurde, konnten keine Unterschiede zur 

nativen Version MC(AtERF#111) festgestellt werden. Folglich wird AtERF#111 unabhängig von seinem 

N-Terminus und damit nicht durch den Arg/N-degron pathway abgebaut. Eine Inhibierung des 

Proteasoms resultierte in einer deutlichen Akkumulation von AtERF#111. Demnach  wird AtERF#111 

dennoch durch das Ubiquitin/Proteasom System degradiert.  

AtERF#111 wurde zuvor als ein Repressor der Abscisinsäure (ABA)-Antwort beschrieben, wobei 

erf#111 Mutanten eine hypersensitive ABA-Antwort im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Bei den in 

der Arbeit dargestellten Wiederholungen der Experimente konnte kein Zusammenhang zwischen 

AtERF#111 und der ABA-Signalgebung aufgezeigt werden. Zudem wurde festgestellt, dass das 

Transkript von AtERF#111 nicht durch exogen zugeführtes ABA oder Trockenstress, sondern sehr stark 

durch mechanischen Stress induziert wird. Eine Überexpression von AtERF#111 führte in Pflanzen zu 

einer veränderten Wurzel- und Sprossentwicklung. Mittels Mikroarrayanalyse wurde ein Gen-

expressionsprofil von zwei ERF#111-OE Linien erstellt, wobei eine signifikant große Anzahl der durch 

ERF#111-OE induzierten Gene auch durch die Stressantworten auf Verwundung, Hypoxie oder Über-

flutung induziert wurden. Es wurden direkte Zielgene von AtERF#111 identifiziert, welche ebenfalls 

eine Verbindung zur Verwundungsantwort belegten. Die Mutante erf#111-2 zeigte im Vergleich zum 

Wildtyp keine veränderte Expression der Zielgene nach Verwundung auf. Es ist jedoch denkbar, dass 

weitere Mitglieder der GXERFs einen Funktionsverlust von AtERF#111 kompensieren könnten.  
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AtLBD41 zählt zu der Klasse II der pflanzenspezifischen LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB) DOMAIN 

(LBD) Familie von Transkriptionsfaktoren und ist sehr nah mit AtLBD40 und AtLBD42 verwandt. Als 

eines von 49 core Hypoxie-responsiven Genen wird AtLBD41 bei Sauerstoffmangel in allen Zelltypen 

von A. thaliana sehr stark induziert. Da AtLBD41 eine C-terminale ERF-associated amphiphilic 

repression (EAR)-Domäne aufweist und eine Interaktion mit Co-Repressoren gezeigt wurde, besteht 

die Annahme, dass AtLBD41 als Repressor der Transkription fungiert. Zur Charakterisierung des 

Transkriptionsfaktors wurde die EAR-Domäne durch die virale Transaktivierungsdomäne VP16 ersetzt, 

um den Repressor der Genexpression in einen möglichen Aktivator umzufunktionieren. Anschließend 

wurde der Effekt einer Überexpression von AtLBD41 und AtLBD41ΔEAR:VP16 in Protoplasten mittels 

Mikroarray auf das Transkriptom analysiert. Dabei wurde eine Gruppe möglicher Zielgene von AtLBD41 

identifiziert, deren Funktion in Bezug auf Hypoxie noch weitestgehend unbekannt ist. Klar ist hingegen, 

dass diese bei Hypoxie reprimiert und bei Wiederbelüftung induziert werden. Da sich das 

Expressionsmuster der Zielgene vice versa zur Expression von AtLBD41 verhält, stützt das die These 

der Funktion von AtLBD41 als transkriptionellen Repressor bei Sauerstoffmangel.  

AtLBD41 agiert wahrscheinlich redundant mit AtLBD40 und AtLBD42. Ein Funktionsverlust von 

AtLBD41 führte zu keiner modifizierten Expression der Zielgene bei Hypoxie. Darüber hinaus wurde die 

Expression von AtLBD40 in der Mutante lbd41 im Vergleich zum Wildtyp bei Hypoxie verstärkt indu-

ziert. Die Effektoren AtLBD40ΔEAR:VP16, AtLBD41ΔEAR:VP16 und AtLBD42ΔEAR:VP16 waren alle in 

der Lage, die Promotoren der Zielgene im Rahmen von Transaktivierungsassays in Protoplasten zu ak-

tivieren. Es konnten orthologe Zielgene von AtLBD41 in Reis identifiziert werden, die ebenfalls durch 

die Effektoren aus A. thaliana reguliert werden konnten und damit eine hohe interspezifische Konser-

vierung der Funktion von LBD41 vermuten lassen. Mittels CRISPR/Cas9 wurde die Dreifachmutante 

lbd40/lbd41/lbd42 generiert, für welche im Keimlingsstadium eine signifikant schlechtere Überlebens-

rate bei Hypoxie im Vergleich zum Wildtyp demonstriert wurde. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass 

AtLBD41 posttranslational durch SUMOylierung modifiziert wird. 
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1 Einleitung 

1.1 Pflanzen benötigen Sauerstoff zum Überleben 

Sauerstoff macht 21 Volumenprozent der modernen Atmosphäre aus. Dies war jedoch nicht immer so 

– vor mehr als 2,3 Milliarden Jahren entstanden die ersten Cyanobakterien, welche in der Lage waren, 

Sauerstoff durch Photosynthese zu produzieren, und den Weg zu aeroben Lebensformen geebnet ha-

ben, wie wir sie heute kennen (Bendall et al., 2008; Lyons et al., 2014). 

So sind auch Pflanzen als aerobe Organismen auf die Verfügbarkeit von Sauerstoff angewiesen. Sauer-

stoff dient als Substrat in vielen Reaktionen des pflanzlichen Metabolismus, wie zum Beispiel der Ge-

nerierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder der Synthese der Phytohormone Ethylen, Ab-

scisinsäure (ABA) oder Gibberellinsäure (GA) (van Dongen & Licausi, 2015). Tatsächlich ist Sauerstoff 

mit mehr als 350 sauerstoffabhängigen Reaktionen eines der meist verwendeten Moleküle in 

eukaryotischen Organismen (Raymond & Segrè, 2006; Schmidt et al., 2018). Als terminaler Elektro-

nenakzeptor in der oxidativen Phosphorylierung ist Sauerstoff essentiell, um die Generierung des 

universellen Energieträgers Adenosintriphosphat (ATP) sicherzustellen. Pflanzen besitzen anders als 

Tiere kein effizientes Transportsystem für Sauerstoff, sodass dessen Verteilung lediglich durch Diffu-

sion erfolgt (van Dongen et al., 2009). Die Versorgung mit Sauersoff ist daher von der Länge des 

Transportwegs, der Durchlässigkeit des Gewebes und der Respirationsrate der Zellen abhängig. Nicht 

selten fallen daher die zellulären Sauerstoffkonzentrationen in Meristemen, Samen, aber auch in 

Wurzeln im Vergleich zu photosynthetisch aktiven Blättern rapide ab, obwohl außerhalb ein hoher 

Sauerstoffpartialdruck vorherrscht (Colmer, 2003; Greve et al., 2003; van Dongen & Licausi, 2015). 

Sauerstoffmangel wird dabei als Hypoxie bezeichnet, während man beim vollständigen Fehlen von 

Sauerstoff von Anoxie spricht (Sasidharan et al., 2017). Die Bereiche geringer Sauerstoffkonzentration 

innerhalb der Pflanze können sich merklich ausdehnen, sobald die Verfügbarkeit aus dem externen 

Milieu limitiert ist. Vor allem Überflutungsereignisse führen zu einem stark eingeschränkten 

Gasaustausch zwischen der Pflanze und ihrer Umwelt, da die Diffusionsgeschwindigkeit von Gasen im 

Wasser um den Faktor 104 im Vergleich zur Luft abnimmt (Armstrong, 1980; Jackson, 1985). Das gas-

förmige Phytohormon Ethylen akkumuliert, während ein Defizit an Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid 

sowohl Respiration als auch Photosynthese inhibiert und zu einer Energiekrise führt (Sasidharan et al., 

2017). Ob dennoch ein gewisser Grad der Unterwasserphotosynthese möglich ist, hängt von der 

Lichtdurchlässigkeit und daher von der Tiefe sowie Trübheit des Flutwassers ab (Lee et al., 2011; 

Vashisht et al., 2011; van Veen et al., 2013). Überflutete Wurzeln leiden sehr schnell unter hypoxischen 

Bedingungen: Für Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) wurde gezeigt, dass die Wurzeln schon unter 

normaler Bewässerung meist hypoxisch sind, jedoch bei Überflutung innerhalb von 15 min anoxisch 
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werden, da der restlich vorhandene Sauerstoff schnell durch aerobe Mikroorganismen verbraucht wird 

(Vashisht et al., 2011). Darüber hinaus weisen wassergesättigte Böden ein niedriges Redox-Potential 

auf, sodass Schwermetalle wie Eisen oder Mangan löslich werden und von der Pflanze vermehrt 

aufgenommen werden können (Voesenek & Bailey-Serres, 2015). Anaerobe Bakterien bilden zudem 

toxische Stoffwechselprodukte wie Acetaldehyd und Methan (Drew & Lynch, 1980; Blom & Voesenek, 

1996).  

Insgesamt muss Überflutung also als sequentieller Stress mit vielen verschiedenen Komponenten 

betrachtet werden, denn auch der Rückgang der Flut kann eine große Herausforderung für die Pflanze 

darstellen: Die plötzlich hohe Verfügbarkeit von Sauerstoff führt zu oxidativen Schäden durch die 

gesteigerte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Tamang & Fukao, 2015; Yeung et al., 2019). Ebenso 

kann die erneut hohe Lichtintensität photooxidative Schäden an den Reaktionszentren des Photosys-

tems II hervorrufen und zur Photoinhibierung führen (Ruban, 2015). Aber auch Nährstoffmangel, 

höheres Risiko der Pathogeninfektion, geringere Resistenz gegen Herbivore sowie Trockenstress auf-

grund einer Beschädigung des Wurzelsystems sind Stressfaktoren, welchen die Pflanze während und 

auch nach Überflutung ausgesetzt ist (Tamang & Fukao, 2015). 

Aufgrund des Klimawandels sieht sich die Landwirtschaft auf der ganzen Welt mit extremen Wetter-

bedingungen konfrontiert – vor allem abwechselnde Perioden von Dürre oder Überschwemmung stel-

len neben wirtschaftlichen, materiellen und sozialen Herausforderungen eine extreme Bedrohung für 

die Nahrungssicherung dar (Fukao et al., 2019). Zwischen 2006 und 2016 waren Überflutungen die 

Ursache für fast zwei Drittel der Ernteausfälle weltweit, angeführt von den desaströsen Schäden ext-

remer Monsunregen in Pakistan 2010 in Höhe von 4,5 Milliarden US-Dollar (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations, 2017). Mehrere aktuelle Studien haben gezeigt, dass die Frequenz 

von schweren bis extremen hydrologischen Ereignissen, wie starken Regenfällen oder Überflutungen, 

in den letzten Jahrzehnten merklich zugenommen hat und bis zum Ende des Jahrhunderts eine weitere 

Steigerung von Überschwemmungen in den meisten Teilen der Erde prognostiziert wird (Hirabayashi 

et al., 2008; Hirabayashi et al., 2013; Alfieri et al., 2017). Demnach ist es ist von großem Interesse, die 

Mechanismen der Pflanze, die zur Überflutungstoleranz beitragen, zu entschlüsseln und zu verstehen, 

um Strategien zur Verbesserung der Toleranz von Nutzpflanzen zu entwickeln.  

1.2 Anpassungsstrategien von Pflanzen bei Überflutung und Sauerstoffmangel 

Verschiedenste Pflanzenarten weisen eine extreme Diversität bezüglich ihrer Überflutungstoleranz 

auf. Während viele Nutzpflanzen wie Mais, Weizen und Kartoffel sehr empfindlich gegenüber Überflu-

tungsstress sind, können Arten aus Feuchtgebieten, zum Beispiel Reis oder auch der Sumpfampfer 
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Rumex palustris, wochenlang im Wasser stehen und Wasserpflanzen sogar dauerhaft überflutet leben 

(Fukao & Bailey-Serres, 2004; Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres & Colmer, 2014). 

Pflanzen haben daher unterschiedliche Strategien entwickelt, um sowohl ihre Morphologie als auch 

ihren Metabolismus bei Überflutung anzupassen, welche im Wesentlichen in zwei Hauptformen un-

terteilt werden können: Aufrechterhaltung des Gasaustauschs innerhalb des Pflanzengewebes durch 

morphologische Anpassungen (1) und Adaptationen des Stoffwechsels an eine geringe Sauerstoffver-

fügbarkeit (2). Die Dynamiken der Gase Ethylen und/oder Sauerstoff sind dabei die wichtigsten Regu-

latoren dieser Antworten (Voesenek & Sasidharan, 2013).  

1.2.1 Morphologische Anpassungen  

Das gasförmige Phytohormon Ethylen wird in allen Zellen höherer Pflanzen produziert (Abeles et al., 

1992) und es wurde gezeigt, dass dessen passive Akkumulation bei Überflutung eine Reihe morpholo-

gischer Adaptationen in vielen verschiedenen Pflanzenarten induziert (Voesenek & Sasidharan, 2013; 

Voesenek & Bailey-Serres, 2015). Im Gegensatz zu Sauerstoff und CO2 hängt die Konzentration von 

Ethylen nicht von der Lichtverfügbarkeit ab, was eine Anreicherung zu einem sehr frühen und verläss-

lichen Signal für Überflutung macht, noch bevor hypoxische Bedingungen vorherrschen (Voesenek & 

Sasidharan, 2013). 

Morphologische Anpassungen bei Überflutung dienen in erster Linie dazu, eine Versorgung der unter 

Wasser liegenden Pflanzenorgane mit Sauerstoff aufrechtzuerhalten (Voesenek & Sasidharan, 2013; 

Yamauchi et al., 2018). Einige Pflanzen sind in der Lage, zu diesem Zweck sogenannte Aerenchyme 

auszubilden – ein Pflanzengewebe, das mittels luftgefüllter Hohlräume einen Gasaustausch überflu-

teter Pflanzenorgane bis hin zur Wurzelspitze ermöglicht. Solch große Interzellularräume entstehen in 

Wurzelrinde, Sprossachse oder Blatt entweder durch Ausdehnung von Zellen (schizogene Interzellula-

ren) oder durch deren Auflösung (lysigene Interzellularen), was neben einem verbesserten 

Gasaustauch zudem die Anzahl stoffwechselaktiver Zellen reduziert (Justin & Armstrong, 1987; Drew 

et al., 2000). Während Aerenchyme bei überflutungstoleranten Pflanzen wie Reis oder Rumex palustris 

konstitutiv gebildet werden, werden diese bei Mais, Weizen oder Gerste erst durch Überflutung indu-

ziert (Colmer, 2003; Colmer & Voesenek, 2009; Yamauchi et al., 2018). 

Um ein Herausdiffundieren des Sauerstoffs aus der Wurzel in den Boden zu verhindern, können zum 

Beispiel die Wurzeln von Reis oder Zea nicaraguensis eine gasundurchlässige Barriere ausbilden 

(Armstrong, 1980; Colmer, 2003; Abiko et al., 2012). Diese entsteht in der äußersten Zellschicht der 

Wurzel womöglich durch Akkumulation von Suberin (Watanabe et al., 2013; Shiono et al., 2014).  

Auch die Ausbildung eines Gasfilms auf der sehr hydrophoben Blattoberfläche kann den Gasaustausch 

der Pflanze bei Überflutung verbessern (Pedersen et al., 2009). Die Expression des Wachs-Synthese-
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Gens Leaf Gas Film 1 (LGF1) trägt in Reis maßgeblich dazu bei, dass auf den Blättern der Reispflanzen 

ein Gasfilm ausgebildet wird und so die Unterwasser-Photosyntheserate gesteigert wird, was sich 

positiv auf die Überlebensrate bei Überflutung auswirkt (Kurokawa et al., 2018). 

Einige Pflanzen sind in der Lage, durch hyponastisches Wachstum ihre Blätter bei Überflutung nach 

oben zu bewegen, um die Wasseroberfläche zu erreichen und einen Gasaustausch zu ermöglichen. 

Dieser Vorgang wird ebenfalls durch Ethylen induziert und wurde in Sumpfpflanzen wie Rumex 

palustris (Cox et al., 2003), aber auch in Pflanzen, die nicht aus Feuchtgebieten stammen, wie A. 

thaliana (Lee et al., 2011) beobachtet. 

Zudem kann die interne Versorgung mit Sauerstoff durch die Ausbildung von Adventivwurzeln verbes-

sert werden, die zudem meist eine deutlich höhere Porosität als das primäre Wurzelsystem aufweisen 

(Visser et al., 1996; Voesenek & Sasidharan, 2013). Andere Pflanzen können wiederum ein rapides 

Längenwachstum einleiten, um einen Teil ihrer Organe über der Wasseroberfläche zu halten. So 

elongiert zum Beispiel Rumex palustris seine Petiolen (van Veen et al., 2013), während der Spross von 

Tiefwasserreis bei Überflutung sogar bis zu 25 cm pro Tag wachsen und eine Höhe von sieben Metern 

erreichen kann (Kende et al., 1998; Vriezen et al., 2003).  

Diese sogenannte Escape-Strategie zur Vermeidung von Sauerstoffmangel ist energetisch sehr teuer 

und nur erfolgreich, falls die Energiereserven ausreichen, um einen Kontakt mit der Wasseroberfläche 

herzustellen. Daher unterdrückt zum Beispiel Flachlandreis bei Überflutung Metabolismus und Wachs-

tum und nutzt die restlichen Energiereserven zum Durchhalten der Überflutungsperiode im Rahmen 

der Quiescence-Strategie (s. Abschnitt 1.4) (Bailey-Serres et al., 2012). 

1.2.2 Metabolische Anpassungen 

Natürlich ist es nicht immer möglich, durch oben genannte morphologische Anpassungen einen Sau-

erstoffmangel zu vermeiden. Die Verfügbarkeit von Sauerstoff ermöglicht einen kontinuierlichen Fluss 

des aus der Glykolyse entstandenen Pyruvats in den Trikarbonsäurezyklus und den konstanten 

Transfer von Elektronen in den Intermembranraum der Mitochondrien, wo sie an die Matrix mittels 

F1F0-ATP-Synthase zurückgegeben werden. Fällt die Sauerstoffkonzentration unter die Affinität der 

terminalen Cytochrom-c-Oxidase, so fällt das zelluläre ATP:ADP Verhältnis rapide ab, da die Bildung 

von ATP mittels oxidativer Phosphorylierung inhibiert wird (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Millar et 

al., 2011).  

Energie in Form von ATP kann nun nur noch im Rahmen der Glykolyse weiter produziert werden, wel-

che bei Sauerstoffmangel daher stark induziert wird – ein Phänomen, das unter dem Begriff Pasteur- 

Effekt bekannt ist (Summers et al., 2000). Die Ausbeute der Glykolyse liegt jedoch mit ca. zwei bis drei 

Molekülen ATP per Glukosemolekül deutlich unter den mehr als 30 Molekülen ATP, welche durch den 

oxidativen Metabolismus der Glukose unter aeroben Bedingungen generiert werden könnten (Drew, 
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1997; Magneschi & Perata, 2009). Da bei der Glykolyse NAD+ verbraucht wird und sich die reduzierte 

Form NADH anreichert, muss eine Oxidierung von NADH gewährleistet werden. Dies geschieht im Rah-

men der Fermentation mit Pyruvat als Substrat, wobei durch Alkohol- und Milchsäuregärung haupt-

sächlich Ethanol und Laktat entstehen. Das Enzym Laktatdehydrogenase katalysiert dabei die Bildung 

von Laktat aus Pyruvat, während bei der Alkoholgärung zunächst aus Pyruvat mittels Pyruvatdecar-

boxylase Acetaldehyd entsteht, gefolgt von einer Reduktion zu Ethanol mittels Alkoholdehydrogenase 

(Perata & Alpi, 1993; Geigenberger, 2003). Es wird angenommen, dass der cytosolische pH-Wert 

darüber entscheidet, welche Form der Gärung vorherrscht – ein saures Milieu inhibiert die Aktivität 

der Laktatdehydrogenase, wohingegen das pH-Optimum der Pyruvatdecarboxylase im sauren Bereich 

liegt (Davies et al., 1974; Davies, 1980). So wurde für Reispflanzen gezeigt, dass bei Anoxie fast 92 % 

des Pyruvats in Ethanol und nur 1 % in Laktat umgewandelt wird (Kato-Noguchi, 2006). Pyruvat kann 

zudem über andere Stoffwechselwege zu den Endprodukte γ-Aminobuttersäure (GABA) und Succinat 

metabolisiert werden. Zudem können aus Pyruvat und Glutamat mittels Alanin-Aminotransferase die 

Produkte Alanin und 2-Oxoglutarat entstehen (Bailey-Serres et al., 2012). 2-Oxoglutarat kann wiede-

rum im Rahmen des modifizierten Trikarbonsäurezyklus weiter zu Succinat umgesetzt werden, 

wodurch zusätzliches ATP generiert wird (Rocha et al., 2010; Sweetlove et al., 2010). 

Darüber hinaus werden bei hypoxischen Bedingungen energieverbrauchende, nicht essentielle Vor-

gänge, wie z.B. die Synthese von Stärke, Proteinen und Lipiden sehr schnell heruntergefahren 

(Geigenberger, 2003; Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass bei Hypoxie 

weniger als die Hälfte der mRNAs aktiv translatiert wird, was pro Aminosäure 4 Moleküle ATP einspart 

(Branco-Price et al., 2008). Dass Hypoxie-responsive Gene dennoch translatiert werden, könnte so zu 

erklären sein, dass deren Sequenzen relativ frei von Nukleosomen sind und mit epigenetischen Mar-

kern assoziiert sind, die eine aktive Transkription fördern (Branco-Price et al., 2005; Sorenson & Bailey-

Serres, 2014; Lee & Bailey-Serres, 2019). Die selektive Translation könnte zudem calciumabhängig 

reguliert werden, wobei CALMODULIN38 (CLM38) als potentieller Calciumsensor bei Hypoxiestress in 

Arabidopsis identifiziert wurde (Lokdarshi et al., 2016).  

Zudem werden bei Sauerstoffmangel Enzyme induziert, welche Pyrophosphat als alternative Energie-

quelle an Stelle von ATP nutzen können (Geigenberger, 2003; Greenway & Gibbs, 2003; Mustroph et 

al., 2005; Huang et al., 2008) sowie Saccharose-Synthasen, die für einen energieeffizienten Abbau von 

Saccharose sorgen (Guglielminetti et al., 1995; Santaniello et al., 2014). 
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1.3 Der Arg/N-degron pathway als Sauerstoffsensor in Pflanzen 

Wie können Organismen einen Sauerstoffmangel wahrnehmen und darauf reagieren? Sowohl in Tie-

ren (Kaelin & Ratcliffe, 2008; Ratcliffe, 2013) als auch Pflanzen (Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011) 

wurden Schlüsselregulatoren der Hypoxieantwort identifiziert. Interessanterweise beruhen beide Me-

chanismen auf der sauerstoffabhängigen Regulation der Stabilität von Hauptregulatoren anaerober 

Genexpression und weisen eine hohe funktionelle Ähnlichkeit auf (Gibbs & Holdsworth, 2020).  

In Tieren wird der heterodimere Regulator Hypoxia-inducible Factor (HIF) konstitutiv exprimiert und 

an konservierten Prolinresten von HIFα (Ivan et al., 2001) durch Prolylhydroxylasen sauerstoffabhängig 

hydroxyliert (Bruick & McKnight, 2001; Epstein et al., 2001). Durch diese Modifikation wird HIFα für 

einen Ubiquitin-abhängigen Abbau durch das 26S-Proteasom markiert (Maxwell et al., 1999). Aufgrund 

einer geringen Aktivität der Prolylhydroxylasen in Abwesenheit von Sauerstoff akkumuliert HIFα bei 

Hypoxie, kann mit seiner β-Untereinheit Heterodimere im Nukleus bilden und so die Expression ver-

schiedener Zielgene induzieren (Depping et al., 2008). Letztere wurden direkt mit der Entwicklung von 

Blutgefäßen assoziiert (Kwon et al., 2002). 

In Arabidopsis wird die Sauerstoffwahrnehmung durch eine homöostatische Regulation der Stabilität 

einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren (TFs), der Gruppe VII der Ethylene Response Factors 

(GVIIERFs), durch den sogenannten Arg/N-degron pathway in Abhängigkeit von Sauerstoff und Stick-

stoffmonoxid (NO) ermöglicht (Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011; Gibbs et al., 2014; Dissmeyer, 

2019). Wie der Name N-degron pathway impliziert, bestimmt die Identität des Amino (N)-Terminus die 

Halbwertszeit eines Proteins in vivo, wobei das N-terminale Abbausignal als N-Degron bezeichnet wird 

(Varshavsky, 2011). In Eukaryoten ist der N-degron pathway Teil des Ubiquitin (Ub)-Proteasom 

Systems und markiert durch die Konjugation von Ub an Proteine durch E3 Ub-Ligasen diese für den 

Abbau durch das 26S-Proteasom. Während in Tieren verschiedene Zweige, nämlich der Ac/N-degron 

pathway (Acetylierung), der Arg/N-degron pathway (Arginylierung) und der Pro/N-degron pathway 

(initiiert durch N-terminales Prolin) identifiziert wurden, wurde der Arg/N-degron pathway in Pflanzen 

bisher am meisten untersucht (Gibbs et al., 2014; Dissmeyer, 2019; Varshavsky, 2019). In Arabidopsis 

existieren mindestens zwei E3 Ubiquitin-Ligasen mit unterschiedlicher Substratspezifität, PROTEOLYSIS 

(PRT)1 und PRT6. Während PRT1 hydrophobe primär-destabilisierende Reste (Phenylalanin, 

Tryptophan, Tyrosin, Leucin, Isoleucin) erkennt, markiert PRT6 Proteine mit basischen N-terminalen 

Resten (Arginin, Lysin, Histidin) für den Abbau durch das Proteasom (Varshavsky, 1996). 

Die GVIIERFs zählen in Arabidopsis fünf Mitglieder: RELATED TO APETALA 2.2 (AtRAP2.2), AtRAP2.3, 

AtRAP2.12, HYPOXIA RESPONSIVE ERF1 (AtHRE1) und AtHRE2. Während AtHRE1 und AtHRE2 erst 

durch Hypoxie induziert werden, werden AtRAP2.2, AtRAP2.3 und AtRAP2.12 konstitutiv exprimiert 
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(Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011). Sie besitzen am N-Terminus ein konserviertes MCGGAI(I/L) 

Motiv, dessen initiierendes Methionin (Met1) konstitutiv durch METHIONIN AMINOPEPTIDASEN 

(AtMAP1/2) entfernt wird, und somit das Cystein (Cys2) N-terminal exponiert wird. Man spricht von 

primär-, sekundär- oder tertiär destabilisierenden Resten des N-Degrons, je nachdem, welche Anzahl 

an enzymatischen Modifikationsschritten zum Abbau des Proteins erforderlich sind. Der tertiär desta-

bilisierende Rest Cys2 wird zunächst entweder enzymatisch in Abhängigkeit von Sauerstoff durch 

PLANT CYSTEIN OXIDASEN (AtPCO1/2) (Weits et al., 2014; White et al., 2017; White et al., 2018) oder 

nicht enzymatisch durch NO (Gibbs et al., 2014) zu dem sekundär destabilisierenden Rest oxCys2 oxi-

diert. Anschließend fügen ARGININ-tRNA PROTEINTRANSFERASEN (AtATE1/2) den primär destabili-

sierenden Rest Arginin an (White et al., 2017), wodurch das Protein durch AtPRT6 erkannt und damit 

für den Abbau durch das 26S Proteasom markiert wird (Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011).  

Abb. 1 | Der Arg/N-degron pathway vermittelt die Sauerstoffwahrnehmung in Pflanzen. 
Unter normoxischen Bedingungen werden die GVIIERFs AtHRE1, AtHRE2, AtRAP2.2, AtRAP2.3 und AtRAP2.12 
destabilisiert. Zunächst schneiden METHIONIN AMINOPEPTIDASEN (AtMAP1/2) konstitutiv das N-terminale Me-
thionin ab, und das freigelegte Cystein kann O2/NO abhängig durch die PLANT CYSTEIN OXIDASEN (AtPCO1/2) 
oxidiert werden (*C). ARGININ-tRNA PROTEINTRANSFERASEN (AtATE1/2) fügen einen Argininrest an das oxi-
dierte Cystein (RC). Die Proteinligase PROTEOLYSIS 6 (PRT6) polyubiquitiniert (Ub) das Protein und leitet den 
Abbau durch das 26S Proteasom ein. Durch das Fehlen von O2 und/oder NO werden die GVIIERFs stabilisiert, 
können an das Hypoxie-responsive Promotorelement (HRPE) binden (nachgewiesen für AtRAP2.2, AtRAP2.3 und 
AtRAP2.12) und die Transkription Hypoxie-responsiver Gene induzieren.  

HRE1 HRE2 RAP2.12RAP2.2 RAP2.3

Ub

MC ERF

MAP1/2

C ERF

PCO1/2

*C ERF

ATE1/2

RC ERF

PRT6

RC ERF

HRPE

C ERF

C ERF

C ERF

Hypoxie-responsive Gene

Proteasom

O2, NO
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Hypoxische Bedingungen oder ein Fehlen von NO sind für die Stabilisierung der GVIIERFs ausreichend, 

welche dann die Transkription von Hypoxie-responsiven Genen (HRGs) induzieren, indem sie an das 

12 bp lange Hypoxie-responsive Promotorelement (HRPE) ihrer Zielgene binden (Bui et al., 2015; Gasch 

et al., 2016). Interessanterweise wurde erst kürzlich gezeigt, dass auch Ethylen die Stabilität der 

GVIIERFs erhöht und so die Pflanze auf hypoxische Bedingungen vorbereitet, indem der NO-Scavenger 

PHYTOGLOBIN1 durch Ethylen induziert wird (Hartman et al., 2019). 

Für den Transkriptionsfaktor AtRAP2.12 wurde gezeigt, dass dieser durch eine Interaktion mit den 

ACYL-COA BINDING PROTEINS (AtACBP1/2) an die Plasmamembran assoziiert und so von einem Abbau 

durch den Arg/N-degron pathway in Anwesenheit von Sauerstoff geschützt wird (Licausi et al., 2011). 

Ein Abfall der externen Sauerstoffverfügbarkeit unter 10 % ist ausreichend, um eine Relokalisierung 

von AtRAP2.12 in den Nukleus zu bewirken und die Expression von Zielgenen zu regulieren (Kosmacz 

et al., 2015). 

1.4 GVIIERFs in Reis als Regulatoren der Quiescence- und Escape-Strategie 

Reis ist als semiaquatische Pflanze auf eine hohe Wasserverfügbarkeit angewiesen. Dennoch sterben 

die meisten Reiskultivare innerhalb einer Woche vollständiger Überflutung, was eine große Bedrohung 

für die Reisproduktion in Ost- und Südostasien darstellt (Xu et al., 2006; Bailey-Serres et al., 2010). Mit 

Hilfe der entgegengesetzten Wachstumsstrategien Quiescence und Escape sind jedoch einige wenige 

Kultivare tolerant gegenüber Überflutung. Es konnte gezeigt werden, dass die Escape-Strategie in Tief-

wasserreis durch die GVIIERFs SNORKEL1 und 2 reguliert wird, indem diese eine Akkumulation von GA 

und damit eine Elongation der Internodien bewirken, um so dem Flutwasser zu entkommen (Hattori 

et al., 2009).  

Der GVIIERF SUBMERGENCE1-A1 (SUB1-A1) hingegen wurde in Reispflanzen der überflutungstoleran-

ten Sorte FR13A aus Ostindien als Hauptregulator der Quiescence-Strategie identifiziert (Xu et al., 

2006). SUB1A induziert die Gene SLENDER RICE1 und SLENDER RICE LIKE 1, zwei negative Regulatoren 

der GA-Signalgebung (Fukao et al., 2006; Fukao & Bailey-Serres, 2008). In Folge dessen wird eine 

Elongation der Internodien unterdrückt und Energie eingespart. SUB1-A1 wurde unter anderem in 

Swarna, der am häufigsten vorkommenden Reissorte in Indien, eingekreuzt. Swarna- SUB1-A1 Reisfel-

der, welche für zehn Tage überflutet wurden, erzielten einen deutlich höheren Ertrag gegenüber der 

ursprünglichen Sorte und werden zunehmend in Indien und Bangladesch angebaut (Dar et al., 2013). 

 

Obwohl SUB1-A1 ebenfalls ein charakteristisches N-terminales Met-Cys Motiv besitzt, entgeht der 

Transkriptionsfaktor einem Abbau durch den Arg/N-degron pathway (Gibbs et al., 2011). Erst kürzlich 

konnte gezeigt werden, dass das N-degron von SUB1-A1 durch eine Interaktion mit dem Carboxy (C)-
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Terminus maskiert wird und somit ein Abbau verhindert wird (Lin et al., 2019). Zudem wurden weitere 

GVIIERF Gene in Reis identifiziert, OsERF66 und OsERF67, welche durch SUB1-A1 bei Überflutung 

induziert werden und im Gegensatz zu SUB1-A1 selbst einem Abbau durch den Arg/N-degron pathway 

unterliegen (Lin et al., 2019). Womöglich kann Reis durch diese Regulation Überflutung von anderen 

Stressantworten, die durch SUB1-A1 reguliert werden, unterscheiden (Lin et al., 2019). Beide SNORKEL 

TFs besitzen ebenfalls ein Met-Cys Motiv, wurden aber noch nicht als Substrate des N-degron 

pathways untersucht. 

1.5 Identifikation einer konservierten Hypoxieantwort 

Eine genomweite Analyse zelltypspezifischer Transkription und Translation bei Hypoxie in A. thaliana 

führte zur Identifikation eines Sets von 49 sogenannten core HRGs, welche in allen untersuchten Zell-

typen bei Sauerstoffmangel induziert wurden (Mustroph et al., 2009). Diese Antwort scheint interspe-

zifisch konserviert, da viele der Gene auch in anderen Arten bei Sauerstoffmangel induziert werden 

(Mustroph et al., 2010). Reynoso et al. (2019) identifizierten 68 Genfamilien (submergence-

upregulated families, SURFs), welche sowohl in Reis, Medicago truncatula und zwei Solanum Arten bei 

Sauerstoffmangel induziert werden, welche ebenfalls 17 der 49 core HRGs aus Arabidopsis beinhalten. 

39 der 49 core HRGs sind aufgrund eines HRPE Motivs in ihren Promotorsequenzen putative direkte 

Zielgene der GVIIERFs (Gasch et al., 2016). Die Funktion der Hälfte der Gene ist bisher noch unbekannt 

(Mustroph et al., 2009; Mustroph et al., 2010). Bekannte core HRGs codieren unter anderem für 

Enzyme, die an Fermentation und Metabolismus beteiligt sind, wie ALCOHOL DEHYDROGENASE 

(AtADH1), ALANINE AMINOTRANSFERASE (AtALAAT1/2) oder PYRUVAT DECARBOXYLASE (AtPDC1/2), 

aber auch für Enzyme zum Zuckerabbau, wie etwa SUCROSE SYNTHASE 4 (AtSUS4) oder 

PHOSPHOFRUCTOKINASE 6 (AtPFK6) (Mustroph et al., 2009). 

Unter den core HRGs befinden sich mindestens drei Transkriptionsfaktoren (TFs), welchen als potenti-

ellen Modulatoren der Hypoxieantwort besondere Bedeutung beigemessen werden muss: AtHRE2, 

HYPOXIA RESPONSE ATTENUATOR1 (AtHRA1) und LOB DOMAIN CONTAINING PROTEIN 41 (AtLBD41). 

Der GVIIERF AtHRE2 spielt wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle in der Aktivierung der core HRGs 

(Bui et al., 2015; Gasch et al., 2016), wurde aber wiederholt mit einer Anpassung der Wurzelarchitektur 

bei Sauerstoffmangel und Überflutung in Verbindung gebracht (Lee et al., 2015; Eysholdt-Derzsó & 

Sauter, 2017; Eysholdt-Derzsó & Sauter, 2019). Für AtHRA1 wurde gezeigt, dass der Transkriptions-

faktor durch physische Interaktion die Aktivität von AtRAP2.12 bei Hypoxie herabsenkt und somit die 

anaerobe Antwort inhibiert. Dieser Feedback-Mechanismus ermöglicht wahrscheinlich vor allem bei 

fluktuierenden Hypoxie-Bedingungen eine schnelle Anpassung der Sauerstoffmangelantwort (Giuntoli 

et al., 2014; Giuntoli et al., 2017). Die Funktion von AtLDB41 ist hingegen noch völlig ungeklärt. 
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1.6 Der Transkriptionsfaktor AtLBD41  

1.6.1 Die LBD-Genfamilie 

AtLBD41 zählt zu der Klasse II der pflanzenspezifischen LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB) DOMAIN 

(LBD) Familie von Transkriptionsfaktoren, auch bekannt als ASSYMETRIC LEAVES2 (AS2) LIKE (ASL) Fa-

milie. Die Familie zählt in A. thaliana 42 Mitglieder und wurde anhand der Ähnlichkeit in Bezug auf die 

Aminosäuresequenz der N-terminalen LOB-Domäne in Klasse I (36 Mitglieder) und Klasse II (6 Mitglie-

der) unterteilt (Iwakawa et al., 2002) (Abb. 2).  

 

Abb. 2 | Phylogenetischer Stammbaum der 42 Mitglieder der LBD-Genfamilie aus A. thaliana.  
Der Distanz-basierte Stammbaum wurde mittelts der Funktion "build" von ETE3 v3.0.0b32 (Huerta-Cepas et al., 
2016) generiert, zur Verfügung gestellt von GenomeNet (https://www.genome.jp/tools/ete/). Dabei wurde die 
Software PhyML v20160115 (Guindon et al., 2010) und der BioNJ Algorithmus (Gascuel, 1997) verwendet. Als 
Grundlage diente ein multiples Alignment der Proteinsequenzen. Analog zu Iwakawa et al. (2002) wurden die 
Mitglieder den Klassen I und II zugeordnet. 

ASL36/LBD42

ASL38/LBD41

ASL37/LBD40

ASL41/LBD39

ASL40/LBD38

ASL39/LBD37

ASL32/LBD2

ASL28/LBD26

ASL29/LBD27

ASL35/LBD9

ASL34/LBD8

ASL33/LBD5

ASL31/LBD7

ASL30/LBD22

ASL25/LBD28

ASL2/LBD10

ASL27/LBD35

ASL26/LBD32

ASL6/LBD4

ASL9/LBD3

ASL14/LBD23

ASL13/LBD24

ASL5/LBD12

ASL8/LBD1

ASL7/LBD11

ASL12/LBD21

ASL10/LBD13

ASL11/LBD15

AS2/AtLBD6

ASL4/LOB

ASL1/LBD36

ASL3/LBD25

ASL21/LBD20

ASL18/LBD16

ASL24/LBD33

ASL17/LBD14

ASL15/LBD17

ASL16/LBD29

ASL20/LBD18

ASL19/LBD30

ASL22/LBD31

ASL23/LBD19

Klasse II 

(6 Mitglieder)

Klasse I 

(36 Mitglieder)



  Einleitung 

11 
 

Die LOB-Domäne besteht aus einem konservierten C-Block (CX2CX6CX3C), welcher für die DNA-Bindung 

wichtig ist und einem zusätzlich Gly-Ala-Ser (GAS)-Block (Iwakawa et al., 2002; Shuai et al., 2002; 

Matsumura et al., 2009; Majer & Hochholdinger, 2011). Ausschließlich die Mitglieder der Klasse I LBDs 

besitzen innerhalb der LOB-Domäne ein Leucin-Zipper ähnliches coiled-coil Motiv (LX6LX3LX6L), welches 

wahrscheinlich für Protein-Protein Interaktionen und Dimerisierung relevant ist (Shuai et al., 2002; 

Pandey & Kim, 2017). In Reis wurden 35 LBD Homologe identifiziert und in Mais und Pappel besteht 

die LBD-Genfamilie aus 34 und 57 Mitgliedern (Yang et al., 2006; Zhu et al., 2007; Schnable et al., 2009; 

Majer & Hochholdinger, 2011). 

Das ursprünglich in Arabidopsis entdeckte Gen AtLOB wird wie viele weitere Vertreter der Klasse I LBDs 

an der Basis der adaxialen Seite von lateralen Organen exprimiert, wodurch diese unter anderem eine 

kritische Rolle in der frühen Blattentwicklung einnehmen (Shuai et al., 2002; Wang et al., 2013). AtLBD6 

zum Beispiel reguliert die Ausbildung der adaxialen/abaxialen Blattpolarität, indem es einen negativen 

Effekt auf die Expression von KNOX Transkriptionsfaktoren ausübt (Iwakawa et al., 2007). Die Mitglie-

der der LBD-Genfamilie besitzen jedoch sehr unterschiedliche Expressionsmuster und eine hohe funk-

tionelle Diversität. Sie sind unter anderem an Prozessen wie Pollenentwicklung (AtLBD10, AtLBD27), 

Photomorphogenese (AtLBD25) oder Pathogenantwort (AtLBD20, AtLBD16) beteiligt (Majer & 

Hochholdinger, 2011; Xu et al., 2016). 

Die Vertreter der Klasse II LBDs umfassen AtLBD37 bis AtLBD42. AtLBD37 und die nah verwandten 

Gene AtLBD38 und AtLBD39 agieren wahrscheinlich redundant und werden durch Stickstoff und Nitrat 

induziert (Rubin et al., 2009; Albinsky et al., 2010). In Reaktion auf exogene Stickstoffverfügbarkeit 

inhibieren sie die Gene PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT (AtPAP)1 und 2 und regulieren so-

mit die Anthocyanbiosynthese negativ (Rubin et al., 2009). 

1.6.2 AtLBD41 bei Sauerstoffmangel 

AtLBD41 ist Teil der 49 core HRGs (Mustroph et al., 2009). Es wurde gezeigt, dass dessen Transkript 

sehr stark durch Hypoxie und Überflutung akkumuliert, jedoch bei Wiederbelüftung schnell auf ein 

basales Expressionsniveau zurückfällt (Hsu et al., 2013; Tsai et al., 2014). Orthologe Gene des TFs wer-

den in allen bislang untersuchten Arten ebenfalls durch Hypoxie induziert, darunter neben weiteren 

Brassicaceae (Gasch et al., 2016) auch in Reis (Mustroph et al., 2010; Locke et al., 2017) und Mais 

(Locke et al., 2017; Campbell et al., 2015), was eine wichtige und konservierte Funktion für die 

Anpassung unter Sauerstoffmangel suggeriert. AtLBD41 ist sehr nah mit AtLBD40 und AtLBD42 

verwandt, wobei AtLBD40 ebenfalls durch Hypoxie induziert wird, wenn auch in geringerem Maße als 

AtLBD41. Für AtLBD42 konnte jedoch keine Induktion bei Sauerstoffmangel beobachtet werden 

(Branco-Price et al., 2008; Mustroph et al., 2009). 
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1.6.3 AtLBD41 als putativer Repressor der Transkription 

Mit Ausnahme von AtLBD39 wurde für alle Mitglieder der Klasse II LBDs eine C-terminale ERF-associa-

ted amphiphilic repression (EAR)-Domäne annotiert (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009). Dieses Motiv mit 

der Konsensus-Sequenz LAbb/FDLNL/F(x)P ist essentiell für die inhibierenden Eigenschaften aktiver Re-

pressoren (Ohta et al., 2001). Folglich wird angenommen, dass auch AtLBD41 als Repressor fungiert. 

Interessanterweise besitzen orthologe LBDs aus anderen Arten wie Reis oder Pappel ebenfalls ein EAR-

Motiv (Kagale et al., 2010). Zudem wurde für AtLBD37 und AtLBD41 gezeigt, dass diese mit TOPLESS 

(TPL) und TOPLESS related (TPR) Proteinen interagieren (Causier et al., 2012), wobei diese Interaktion 

höchstwahrscheinlich über die EAR-Domäne erfolgt (Kagale & Rozwadowski, 2011; Causier et al., 2012; 

Ke et al., 2015; Martin-Arevalillo et al., 2017). TPL/TPR sind vorherrschende Co-Repressoren der 

Transkription, die mit zahlreichen TFs interagieren. Eine Fehlfunktion hat multiple Auswirkungen in der 

Pflanze zur Folge, wie etwa eine Fusion der Kotyledonen oder die Ausbildung einer zweiten Wurzel 

anstelle des Sprosses in tpl-1 (Long et al., 2002; Long et al., 2006). Es ist davon auszugehen, dass 

TPL/TPR Histon-Deacetylasen rekrutieren, welche die Chromatinstruktur verändern und die Transkrip-

tion inhibieren (Long et al., 2006; Krogan et al., 2012).  

1.6.4 AtLBD41 als mögliches SUMO-Substrat 

Darüber hinaus wurde AtLBD41 bei einer proteomweiten Suche als potentielles small ubiquitin-like 

modifier (SUMO) Substrat identifiziert (Elrouby & Coupland, 2010). Im Rahmen der Studie konnte eine 

Interaktion von AtLBD41 mit dem SUMO-konjugierenden Enzym SCE1 sowie der SUMO Protease EARLY 

IN SHORT DAYS4 (ESD4) nachgewiesen werden. Zudem konnte in einem in vitro SUMO-Assay, in 

welchem alle Komponenten des SUMO-Konjugationsmechanismus in E. coli exprimiert werden und 

eine Anheftung von SUMO dann in der Bakterienzelle stattfindet, eine SUMOylierung von AtLBD41 

durch die beiden Isoformen AtSUMO1 und AtSUMO3 gezeigt werden (Elrouby & Coupland, 2010). 

SUMO ist ein 11 kDa großes Protein und kann posttranslational mit Substratproteinen verknüpft wer-

den, um deren Proteinaktivität durch Regulation der subzellulären Lokalisation, Proteinstabilität und 

Protein-Protein Interaktionen zu modulieren (Wilkinson & Henley, 2010). Arabidopsis codiert insge-

samt 8 SUMO Isoformen, wovon lediglich AtSUMO1, AtSUMO2, AtSUMO3 und AtSUMO5 exprimiert 

werden (Novatchkova et al., 2012; Hammoudi et al., 2016; Benlloch & Lois, 2018). AtSUMO1 und 

AtSUMO2 weisen dabei die höchste Expression sowie Verwandtschaft auf und eine Inaktivierung bei-

der ist Embryo-lethal (Saracco et al., 2007; Castaño-Miquel et al., 2011).  

Die kovalente Anheftung von SUMO an sein Substrat erfolgt mechanistisch ähnlich zu Ubiquitin und 

wird durch folgende enzymatische Schritte katalysiert (Kerscher et al., 2006): Das unreife SUMO Prä-

kursor-Protein wird von einer SUMO-spezifischen Isopeptidase prozessiert, wodurch ein C-terminales 
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Diglycin Motiv exponiert wird. Anschließend wird SUMO durch die SUMO-aktivierenden Enzyme 

SAE1/2 in einer ATP-abhängigen Reaktion an seinem C-Terminus aktiviert, indem eine Thioesterver-

bindung zwischen einem Cystein Rest von SAE2 und dem exponierten Glycin gebildet wird. Das akti-

vierte SUMO wird dann auf einen Cysteinrest von SCE1 übertragen, welches es mit Hilfe der SUMO-

Ligase E3 auf das potentielle Substrat transferiert (Park et al., 2011). Mögliche SUMO-Bindestellen be-

finden sich in der Regel in dem Konsensusmotiv Ψ-K-x-D/E, wobei Ψ eine hydrophobe Aminosäure 

darstellt, K das Lysin ist, an welches SUMO über das C-terminale Glycin bindet und D/E entweder As-

partat oder Glutamat sind (Bernier-Villamor et al., 2002; Dohmen, 2004; Park et al., 2011). 

SUMOylierung ist eine reversible Modifikation und konjugiertes SUMO kann durch spezifische Pro-

teasen wieder dekonjugiert werden (Yates et al., 2016).  

Es wurde gezeigt, dass SUMO auch nicht-kovalent an andere Proteine binden kann, sofern diese ein 

SUMO-interagierendes Motiv (SIM) in ihrer Proteinsequenz enthalten. Das SIM enthält eine hydro-

phobe Kernsequenz aus den Aminosäureresten Leucin, Valin und/oder Isoleucin sowie den sauren 

Aminosäureresten Glutamat, Aspartat und/oder phosphoryliertem Serin und Threonin (Hecker et al., 

2006; Kerscher, 2007). 

In Arabidopsis gibt es mindestens 1000 potentielle SUMO-Substrate (Rytz et al., 2018). Daher ist es 

kaum verwunderlich, dass die Konsequenzen der Modifikation ähnlich vielfältig ausfallen. Es wurden 

SUMO-Substrate identifiziert, die in verschiedene Stressantworten (z.B. Hitze, Salzstress, Pathogenin-

fektion) oder in die Entwicklung involviert sind (Miura et al., 2007a; Castro et al., 2012). Die exakten 

molekularen Mechanismen, die diesen Antworten zugrunde liegen, sind jedoch immer noch unklar 

(Elrouby, 2017; Verma et al., 2018). Demnach ist es von großem Interesse, AtLBD41 als potentielles 

SUMO-Substrat in Verbindung mit Sauerstoffmangel zu analysieren. 

1.7 Weitere Substrate des Arg/N-degron pathways in Pflanzen 

Das Arabidopsis-Genom besteht aus 246 Proteinen, welche mit den Aminosäuren Methionin und Cys-

tein beginnen und daher ein potentielles Ziel für den Abbau durch den Arg/N-degron pathway darstel-

len (Dissmeyer, 2019). Es ist jedoch unklar, wie viele Proteine letztendlich wirklich Substrate der Me-

thionin Aminopeptidasen, gefolgt von Oxidation, Arginylierung und Ubiquitinierung sind. Bislang wur-

den neben den GVIIERFs lediglich zwei weitere Substrate des Arg/N-degron pathways identifiziert und 

charakterisiert: VERNALISATION2 (VRN2) (Gibbs et al., 2018) sowie LITTLE ZIPPER 2 (ZPR2) (Weits et 

al., 2019). 

VRN2 ist eine Komponente des gut untersuchten Polycomb Repressive Complex2 (PRC2). Während des 

Vorgangs der Vernalisation, der Induktion des Blühens durch eine längere Kälteeinwirkung, methyliert 
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und damit inaktiviert VRN2-PRC2 den Repressor der Blühinduktion FLOWERING LOCUS C (FLC). Es 

konnte nun gezeigt werden, dass die Stabilität von VRN2 aufgrund eines hoch konservierten N-termi-

nalen Cys2 Restes durch den Arg/N-degron pathway gesteuert wird (Gibbs et al., 2018). Diese post-

translationale Regulation führt dazu, dass VRN2 unter aeroben und nicht-vernalisierenden Bedingun-

gen lediglich in Spross- und Wurzelmeristem exprimiert wird, bei Hypoxie und Kälte hingegen in der 

gesamten Pflanze akkumuliert. Dieses Beispiel zeigt demnach eine Verbindung zwischen externer 

Sauerstoffverfügbarkeit und der epigenetischen Kontrolle der Pflanzenentwicklung auf. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Verfügbarkeit von Sauerstoff auch als regulatorisches Signal im 

Sprossaprikalmeristem wirkt. LITTLE ZIPPER 2 (ZPR2) unterliegt bei normoxischen Bedingung einem 

Abbau durch den Arg/N-degron pathway. In der sauerstoffarmen Nische des Sprossaprikalmeristems 

ist ZPR2 jedoch aktiv und inhibiert die Aktivität der Klasse-III der Homöodomänen-Leucin-Zipper 

Transkriptionsfaktoren, wodurch die Aktivität des Meristems und damit auch die Ausbildung neuer 

Blätter sauerstoffabhängig reguliert wird (Weits et al., 2019). 

1.8 ABA-Signalgebung und Verbindung zum Arg/N-degron pathway 

Abscisinsäure (ABA) gilt im Allgemeinen als Phytohormon mit hemmender Wirkung. Im Antagonismus 

mit Gibberellinsäure (GA) reguliert ABA eine Vielzahl von Entwicklungsvorgängen wie Samenruhe, Kei-

mung, Zellteilung oder Blühinduktion (Finkelstein et al., 2002; Cutler et al., 2010). Darüber hinaus spielt 

ABA in Antworten auf diverse abiotische sowie biotische Stresssituationen eine zentrale Rolle. Tro-

cken-, Salz- und Kältestress, welche zu einer verminderten Wasserverfügbarkeit führen, induzieren die 

Synthese von ABA, wodurch unter anderem eine Änderung der Genexpression und ein Schließen der 

Stomata herbeigeführt wird (Busk & Pagès, 1998; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Shinozaki & 

Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Viele der durch Trockenheit induzierbaren Gene werden demnach auch 

durch ABA reguliert (Abe et al., 2003). Aber auch bei Verwundung oder der Antwort auf Pathogene ist 

ABA involviert (Ton et al., 2009).  

ABA wird in der Zelle von einer Gruppe cytosolischer ABA-Rezeptoren wahrgenommen: PYRABACTIN 

RESISTANCE1 (PYR1), PYR1-LIKE (PYL) bzw. REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTOR (RCAR) (Ma 

et al., 2009; Park et al., 2009). In Abwesenheit von ABA interagieren spezifische Protein-Phosphoryla-

sen (PP)2C mit Sucrose non-fermenting 1-related protein kinases 2 (SnRK2s). Sobald die Konzentration 

an ABA steigt und ABA an die Rezeptoren bindet, verändern diese ihre Konformation und interagieren 

mit PP2Cs (Melcher et al., 2009). Im Zuge dessen werden die SNRK2s aktiviert und können ihre 

Substrate phosphorylieren, darunter ABA-RESPONSIVE ELEMENT (ABRE) BINDING Proteine (AREBs), 

ABRE BINDING FACTORS (ABFs) und einige weitere Membranproteine, um die ABA-responsive Genex-

pression zu induzieren bzw. die Stomata zu schließen (Cutler et al., 2010). 
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Interessanterweise existieren vor allem in Bezug auf Keimung und Keimlingsetablierung Verbindungen 

zwischen dem Arg/N-degron pathway und der ABA-Signalgebung (Zhang et al., 2018). Es wurde ge-

zeigt, dass Mutationen in wichtigen Komponenten des Arg/N-degron pathways in Arabidopsis eine 

veränderte ABA-Sensitivität nach sich ziehen (Holman et al., 2009; Gibbs et al., 2014). Dazu zählen die 

Mutante greening after extended darkness 1 (ged1), welche eine Mutation in PRT6 besitzt (Riber et al., 

2015), sowie prt6-1 und die Doppelmutante ate1ate2, welche eine ABA-Hypersensitivität in Bezug auf 

die Keimung aufwiesen (Holman et al., 2009). Darüber hinaus werden in ged1 bereits unter 

Kontrollbedingungen ABA-responsiven Gene herunterreguliert (Choy et al., 2008; Riber et al., 2015). 

In Übereinstimmung mit der Schlussfolgerung, dass eine Stabilisierung der GVIIERFs zur Induktion von 

ABA-responsiven Genen führt, konnte ein Hauptregulator der ABA Antwort, ABA INSENSITIVE 5 (ABI5), 

mittels Chromatinimmunopräzipitation und Transaktivierungsstudien als Zielgen von RAP2.2, RAP2.3 

und RAP2.12 identifiziert werden (Gibbs et al., 2014). 

Auch in Reis konnten Zusammenhänge zwischen den GVIIERFs und ABA gezeigt werden. Während der 

Überflutung sinken die ABA-Gehalte in der Pflanze (Fukao & Bailey-Serres, 2008). Eine Induktion von 

SUB1-A1 bei Überflutung führt jedoch zu einer verstärkten ABA-Antwort und Expression Trocken-

stress-responsiver Gene. Zudem werden durch SUB1-A1 Enzyme zur Neutralisierung von oxidativem 

Stress induziert, weshalb sich SUB1-A1-Reis schneller von Trockenstress nach Überflutungsereignissen 

erholt (Fukao et al., 2011). 

1.9 Der Transkriptionsfaktor ABR1/ATERF#111 

Aufgrund der Verbindung zwischen dem Arg/N-degron pathway und der ABA-Signalgebung wurden 

die Annotationen aller Gene aus Arabidopsis, die mit einem N-terminalen Met-Cys Motiv beginnen und 

daher potentielle Substrate des Arg/N-degron pathways darstellen, hinsichtlich einer Involvierung in 

die ABA-Antwort untersucht. In diesem Zusammenhang wurde der Transkriptionsfaktor AtERF#111, 

ABSCISIC ACID REPRESSOR 1 (ABR1) entdeckt. AtERF#111 ist eines von insgesamt acht Mitgliedern der 

Subgruppe X der AP2/ERF Familie (Nakano et al., 2006). 

In Arabidopsis gibt es insgesamt 122 ERF Gene, die in zwölf Subgruppen unterteilt werden (I- X, VI-L 

und Xb-L) (Nakano et al., 2006). Obwohl das Akronym ERF beibehalten wurde, sind nicht alle Mitglieder 

der Family Ethylen-responsiv (Licausi et al., 2013). Charakteristisch für alle Mitglieder ist jedoch eine 

60 - 70 Aminosäuren lange APETALA2 (AP2) Domäne, welche die DNA-Bindung vermittelt (Ohme-

Takagi & Shinshi, 1995). In Reaktion auf Umwelteinflüsse und Hormone vermitteln AP2 Transkripti-

onsfaktoren hauptsächlich Wachstums-, Entwicklungs- sowie Stressantworten in der Pflanze und wer-

den sowohl transkriptionell als auch posttranslational reguliert (Dietz et al., 2010; Mizoi et al., 2012; 

Licausi et al., 2013; Chandler, 2018). 
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Für AtERF#111 wurde suggeriert, dass der GXERF in die ABA-Signalgebung involviert ist und durch Tro-

ckenstress induziert wird (Pandey et al., 2005; Ha et al., 2014). Die Versuche von Pandey et al. (2005) 

basierten dabei maßgeblich auf Versuchen mit zwei erf#111 T-DNA Insertionslinien im genetischen 

Hintergrund von Columbia (Col-0). Es wurde gezeigt, dass erf#111 eine hypersensitive ABA-Antwort 

bezüglich Keimung und Wurzelwachstum aufwies (Pandey et al., 2005). Zudem wurde die Expression 

von AtERF#111 neben Kälte-, Salz- und Trockenstress auch durch die Applikation von ABA induziert. 

Das Transkript ausgewählter ABA-Markergene war dabei in erf#111 im Vergleich zu Col-0 merklich er-

höht (Pandey et al., 2005).  

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass AtERF#111 auch in Verbindung mit Sauerstoffmangel reguliert 

wird und die Expression sowohl durch Hypoxie (Tsai et al., 2014) als auch Überflutung in Dunkelheit 

induziert wird (Tsai et al., 2014; van Veen et al., 2016; Yeung et al., 2018). Ob die Stabilität des 

Transkriptionsfaktors nun durch den Arg/N-degron pathway reguliert wird, war jedoch nicht bekannt 

und Teil der vorliegenden Arbeit. Des Weiteren sind Informationen über die Expression von AtERF#111 

bei verschiedenen Bedingungen sehr limitiert, da dessen Sequenz nicht auf dem weit verbreiteten 

Affymetrix ATH1 Microarray Chip enthalten ist. 

1.10  Zielsetzung 

Neben den GVIIERFs wurden bislang nur ZPR2 und VRN2 identifiziert, deren Stabilität in Abhängigkeit 

von der Sauerstoffverfügbarkeit durch den Arg/N-degron pathway reguliert wird. Ziel der vorliegenden 

Arbeit war es zu untersuchen, ob der Transkriptionsfaktor AtERF#111, welcher ebenfalls mit den Ami-

nosäuren Methionin und Cystein initiiert, einem Abbau durch den Arg/N-degron pathway unterliegt. 

Ferner sollte eine Funktion von AtERF#111 als ABA Repressor überprüft werden. Um den 

Transkriptionsfaktor weiterführend zu charakterisieren, sollte analysiert werden, inwiefern eine Über-

expression von AtERF#111 das Transkriptom der Pflanze modifiziert. Durch die Identifikation von Ziel-

genen, welche durch den TF reguliert werden, sollten so Rückschlüsse auf die Funktion von AtERF#111 

gezogen werden, sei es als Ziel des sauerstoffabhängigen Abbaus durch den Arg/N-degron pathway, 

als ABA Repressor oder in einem völlig neuen Zusammenhang. 

Der Transkriptionsfaktor AtLBD41 ist Teil einer konservierten Hypoxieantwort, dessen Expression sehr 

stark durch Sauerstoffmangel induziert wird. Dennoch ist die Funktion von AtLBD41 völlig ungeklärt. 

Ziel der Arbeit war es daher zu entschlüsseln, welche Rolle AtLBD41 als potentieller Repressor in der 

pflanzlichen Antwort auf Sauerstoffmangel einnimmt. Dazu sollten Zielgene von AtLBD41 mittels 

Mikroarrayanalyse identifiziert werden und auch eine mögliche SUMOylierung des Transkriptions-

faktors näher betrachtet werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

Alle verwendeten Chemikalien besaßen analytischen Reinheitsgrad und wurden, sofern nicht anders 

angegeben, von den Firmen Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fluka (Buchs, Schweiz), Invitrogen (Karls-

ruhe, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) und 

Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) bezogen. Genspezifische 

Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert. Enzyme stammten von der Firma 

Thermo Fisher Scientific oder New England BioLabs Inc. (Frankfurt, Deutschland). Für Versuche und 

Medien verwendetes Wasser wurde mit einer Advantage A10 Milli-Q-Anlage (Merck Millipore, Bil-

lerica, USA) deionisiert. 

2.2 Bakterienstämme 

Für die Transformation von Tabak wurden kompetente Agrobacterium tumefaciens Bakterien des 

Stamms GV3101 verwendet (Koncz et al., 1984). Als sogenannter p19-Helferstamm wurde der A. tume-

faciens Stamm 19K verwendet, der das virale Gen p19 exprimiert (Voinnet et al., 2003). Für die Selek-

tion und Transformation von Plasmiden wurden die kompetenten E. coli Bakterien der Stämme DH10ß 

(Grant et al., 1990) und DB 3.1 (Bernard & Couturier, 1992) verwendet. 

2.3 Bezogenes Pflanzenmaterial 

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) Ökotyp Columbia (Col-0) wurde als Wildtyp (WT) verwendet. Die 

ABR1/AtERF#111 (AT5G64750) und AtLBD41 (AT3G02550) Transfer-DNA (T-DNA) Insertionsmutanten 

abr1-1/erf#111-1 (SALK_094151C), abr1-2/erf#111-2 (SALK_012151C) sowie lbd41 (SALK_144556) 

wurden beim Nottingham Arabidopsis Stock Center bestellt. Samen der T-DNA Linie prt6-1 

(SAIL_1278_H11) wurden von Julia Bailey-Serres bezogen. Samen der Quadrupelmutante pyr1 pyl1 

pyl2 pyl4 wurden von Sean Cutler zur Verfügung gestellt (Park et al., 2009). 

2.4 Bedingungen für die Pflanzenanzucht 

Die Samen wurden in der Regel zunächst sterilisiert. Bei der Flüssigmethode wurden die Samen für 

10 min mit 70 % (v/v) Ethanol überschichtet, dann 10 min in 10 ml H2O, 400 µl Natriumhypochlorid 

und 8 µl Triton X-100 sterilisiert und abschließend mit H2O gewaschen. Bei der Trockenmethode wur-

den die Samen für 45 min mit Chlorgas (10 ml Natriumhypochlorid und 5 ml 37%ige Salzsäure) in einem 

Exsikkator oberflächensterilisiert. Die sterilisierten Samen wurden auf MS-Agarplatten (nach 

Murashige und Skoog, 1962: 4,4 g/l MS-Salze, 10 g/l Saccharose, pH 5,7 mit KOH, 10 g/l Plant Agar) 

ausplattiert und für 2-4 Tage in Dunkelheit bei 4 °C stratifiziert. Die Inkubation der Platten erfolgte 
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dann für den entsprechenden Zeitraum unter Langtagbedingungen (LT; 23 °C, Licht/Dunkel= 16h/8h, 

100 µmol Photonen/m2s-1). Für eine weitere Anzucht der Keimlinge auf Erde stand neben der Langtag-

klimakammer auch eine Kurztagklimakammer (KT; 23 °C, Licht/Dunkel= 8h/16h, 100 µmol Photo-

nen/m2s-1) zur Verfügung. Für die Pflanzenanzucht wurde Pikiererde (Okohum, Herbertingen, Deutsch-

land), Einheitspflanzenerde des Typs GS90 grobR (Einheitserde Werkverband, Sinntal-Jossa, Deutsch-

land) sowie Vermiculit (Deutsche Vermiculite Dämmstoff GmbH, Sprockhoevel, Deutschland) in einem 

Verhältnis von 3:3:1 gemischt und 2 h bei 80 °C pasteurisiert. Für Überflutungsexperimente wurde die 

Erde anschließend im Verhältnis 2:1 mit Sand vermischt. Für Protoplastenexperimente wurden unste-

rilisierte Samen direkt auf Erde ausgebracht, stratifiziert und für 3-4 Wochen im KT inkubiert. 

2.5 Verwendete Antibiotika 

Zur Selektion transgener Pflanzenlinien oder transformierter Bakterienstämme wurden die Wachs-

tumsmedien mit entsprechenden Antibiotika versetzt (Tab. 1). 

Tab. 1| Antibiotika/Herbizide und deren verwendete Konzentrationen. 

 Hersteller Bestell-Nr. 
Finale Konzentration 

(µg/ml) 

Lösemittel 

(Stocklösung 1000x) 

Antibiotikum     

Ampicillin Carl Roth K029.1 100 H2O 

Chloramphenicol Sigma Aldrich C0378 50 Ethanol 

Hygromycin Carl Roth CP13.3 50 H2O 

Kanamycin Duchefa K0126 50 H2O 

Rifampicin Duchefa R0146 50 DMSO 

Spektinomycin Duchefa S0188 300 H2O 

Herbizid     

Phosphinotricin Duchefa P0159 10 H2O 

 

2.6 Molekularbiologische Standardmethoden 

2.6.1 Extraktion genomischer DNA aus Pflanzengewebe 

Zur Extraktion von genomischer DNA (gDNA) wurde das Pflanzenmaterial in flüssigem Stickstoff einge-

froren und mit Hilfe einer Kugelmühle (Retsch GmbH, Haan, Deutschland) fein gemahlen. Anschließend 

wurden pro Eppendorfgefäß 500 µl Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCl (pH 8), 500 mM NaCl, 50 mM 

EDTA (pH 8), 0,2 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)) zugegeben, gevortext und für 30 min bei 65 °C 

inkubiert. Der Ansatz wurde daraufhin mit 500 µl einer 24:1 Mischung Chloroform:Isoamylalkohol ver-

setzt und nach erneutem Vortexen zentrifugiert (10 min, 12000 g, Raumtemperatur (RT)). Der Über-
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stand wurde abgenommen und in einem neuen Eppendorf-Gefäß mit 500 µl Isopropanol vermischt. 

Der Ansatz wurde für 10 min bei RT inkubiert und zentrifugiert (15 min, 12000 g, RT). Zuletzt wurde 

das Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in 20-50 µl Wasser resuspendiert. Die DNA wurde bis 

zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 

2.6.2 Isolation von RNA und reverse Transkription in cDNA 

Pflanzenmaterial wurde in gefrorenem Zustand in der Kugelmühle fein gemahlen. Für Mikroarrayex-

perimente wurde stets die Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kits (Qiagen, Hilden, 

Deutschland) nach Herstellerangaben isoliert. Für alle weiteren Experimente wurde wie folgt vorge-

gangen. Zunächst wurde das pulverisierte Pflanzenmaterial mit 500 µl TRIsure (Bioline GmbH, Lucken-

walde, Deutschland) versetzt und für 1 min gevortext. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde erneut 

gevortext, 100 µl Chloroform zugegeben, für 20 s geschüttelt und 3 min bei RT inkubiert. Für die RNA-

Extraktion aus Protoplasten wurde dabei analog vorgegangen, nur dass das Protoplastenpellett mit 

400 µl TRisure versetzt wurde und zwei technische Replikate zu einem Ansatz von 800 µl vereint 

wurden. Anschließend wurden 160 µl Chloroform hinzugegeben. 

Nach Zentrifugation (15 min, 13000 g, 4 °C) wurde der wässrige Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und mit 250 μl Isopropanol versetzt. Die Gefäße wurden 6-mal invertiert und für 10 min bei 

RT inkubiert. Anschließend wurde erneut zentrifugiert (10 min, 13000 g, 4 °C), der Überstand entfernt 

und das Pellet mit 750 μl 75 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation (5 min, 5300 g, 4 °C) 

wurde der Überstand vollständig entfernt. Abschließend wurde das RNA-Pellet in 20-50 μl H2O gelöst, 

für 10 min bei 60 °C inkubiert und die Konzentration an einem Nanophotometer (IMPLEN GmbH, Mün-

chen, Deutschland) bestimmt.  

Für die Synthese der komplementären DNA (cDNA) wurden jeweils 2 μg RNA sowie 100 pmol Oli-

go(dT)15 eingesetzt. Die cDNA-Synthese wurde nach Herstellerangaben mittels RevertAidTM M-MuLV 

Reverse Transkriptase durchgeführt (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Der Ansatz 

wurde 60 min bei 42 °C und 10 min bei 70 °C inkubiert. Die cDNA wurde bei 4 °C gelagert. 

2.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Alle zur Amplifikation verwendeten Oligonukleotide befinden sich im Anhang (Tab. A1). 

2.6.3.1 Semiquantitative RT-, Kolonie- und Phusion-PCR 

Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen wurde eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. Als 

Matrize dienten dabei cDNA, gDNA, Plasmid-DNA oder Zellmaterial aus einer Bakterienkolonie. 

Für die semiquantitative Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) sowie die Kolonie-PCR wurde Taq-Poly-

merase (hergestellt am Lehrstuhl für Pflanzenphysiologie, Universität Bayreuth) verwendet. Hierbei 

wurden 2,5 μl 10xPCR-Puffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 100 mM Tris (pH 9), 0, 1 % (v/v) Triton X-
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100), je 0,5 μl forward und reverse Oligonukleotid, 0,5 μl dNTP (40 mM), 1 μl Matrizen-DNA sowie 

0,25 μl Taq-Polymerase vermischt und mit H2O auf 25 μl aufgefüllt. Das PCR-Programm lautete wie 

folgt: Schritt 1: 94 °C, 2 min; Schritt 2: 94 °C, 30 s; Schritt 3: 54 °C, 30 s; Schritt 4: 72 °C, 1 min/kb; Schritt 

5: X-fache Wiederholung der Schritte 2-4; Schritt 6: 72 °C 5 min, Schritt 7: 14 °C, ∞. Im Falle der Kolonie-

PCR wurde die initiale Denaturierungszeit auf 5 min erhöht. 

Für Sequenzierungen oder Klonierungen wurde zur Amplifikation die Phusion High-Fidelity DNA-Poly-

merase verwendet (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Hierbei wurden 10 μl 5xHF-Puf-

fer mit je 1 μl forward und reverse Oligonukleotid, 1 μl dNTP (40 mM), 1 μl Matrizen-DNA sowie 0,5 μl 

Phusion DNA-Polymerase vermischt und mit H2O auf 25 μl aufgefüllt. Das PCR-Programm lautete wie 

folgt: Schritt 1: 98 °C, 1min; Schritt 2: 98 °C, 30 s; Schritt 3: Tm + 3 °C, 30 s; Schritt 4: 72 °C, 1 min/kb; 

Schritt 5: 38-fache Wiederholung der Schritte 2-4; Schritt 6: 72 °C, 5 min; Schritt 7: 14 °C, ∞. 

2.6.3.2 Zielgerichtete Mutagenese-PCR 

Die zielgerichtete Mutagenese-PCR diente zur Generierung von Punktmutationen (Zheng et al., 2004). 

Zu diesem Zweck wurden Oligonukleotide verwendet, welche in der Mitte ihrer Sequenz die ge-

wünschte Punktmutation enthielten. Anschließend erfolgte eine Phusion-PCR (s. 2.6.3.1). Als Template 

dienten 5 ng Plasmid DNA (pDONRTM221 + wildtypisches Insert, das mutiert werden sollte), die Zyklen-

zahl wurde auf 12 reduziert. Zusätzlich wurden dem Ansatz 2,5 µl Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt. 

Das PCR-Produkt wurde aus dem Agarosegel aufgereinigt (s. 2.6.5), für 2 h mit dem Restriktionsenzym 

DpnI verdaut (s. 2.6.5) und die Reaktion für 20 min bei 80 °C abgestoppt. Da DpnI methylierungssensitiv 

ist, wurde auf diese Weise nur der ursprünglich isolierte Vektor (Matrize) verdaut, nicht aber der neu 

amplifizierte Vektor. Es wurden 5 µl des Ansatzes in E. coli DH10β transformiert (s. 2.6.8) und einzelne 

Kolonien in flüssigem LB-Medium (5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 5 g/l NaCl) angezogen. Anschlie-

ßend wurde das Plasmid erneut isoliert (s. 2.6.9) und durch Sequenzierung (s 2.17) die Punktmutation 

überprüft. 

2.6.3.3 Quantitative Real-Time PCR 

Für die quantitative Real-Time-PCR (RT-qPCR) wurde das CFX Connect Real-Time PCR Detection System 

(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) verwendet. Die cDNA (s. 2.6.2) wurde zunächst 50-fach 

verdünnt. Pro Ansatz wurden zu 2,5 µl cDNA, 2,5 µl Oligonukleotide (0,5 µM forward + 0,5 µM reverse 

Oligonukleotid) sowie 5 µl iQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) 

zugegeben. Die 96-Well Mikrotiterplatte wurde mit zugehörigem Microseal ‚B‘-Film versiegelt. Es 

wurde folgendes PCR-Programm verwendet: Initiale Denaturierung: 95 °C, 3 min; 2-Schritt Programm 

für 40 Zyklen: 95 °C, 10 s gefolgt von 60 °C, 40 s; abschließend folgten 95 °C, 10 s; um die Spezifität der 

Reaktion zu überprüfen, wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Dazu wurde die Temperatur 
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im Ansatz von 65 °C bis 95 °C in 0,5 °C Schritten für je 5 s erhöht. Es wurden drei biologische Replikate 

mit jeweils drei technischen Replikaten vermessen. Das relative Transkriptlevel (RTL) wurde durch die 

Gleichung 2-ΔCT (Livak & Schmittgen, 2001) bestimmt und auf die Expression der Referenzgene 

Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) oder SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2A) norma-

lisiert. 

2.6.4 Agarosegelelektrophorese 

Amplifizierte RNA- bzw. DNA-Stränge wurden mit 6xDNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA, USA) versetzt und elektrophoretisch in einem eindimensionalen Agarosegel ihrer 

Größe nach aufgetrennt (1 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Essig-

säure), 20 min bei 100 - 120 V). Pro 50 ml Gelvolumen wurde 1 μl des Färbestoffes SERVA DNA STAIN 

G (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) zugesetzt. Als Referenz der Fragmentgröße 

wurde GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet. Mit 

Hilfe von UV-Licht wurden die Banden in der Geldokumentationsanlage (312 nm; INTAS, Intas Science 

Imaging Instruments GmbH, Göttingen, Deutschland) visualisiert. 

2.6.5 DNA-Restriktionsverdau und Aufreinigung 

Beim Restriktionsverdau von DNA wurde dieser nach Herstellerangaben der Firmen Thermo Fisher Sci-

entific (Waltham, MA, USA) oder New England BioLabs (Ipswich, MA, USA) durchgeführt. Nach Inku-

bation des Restriktionsansatzes für mindestens 2 h bei 37 °C wurden die DNA-Fragmente entweder 

direkt oder nach elektrophoretischer Auftrennung und Ausscheiden aus dem Agarosegel mittels 

GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) nach Herstellerangaben 

aufgereinigt (s. 2.6.4). 

2.6.6 Ligation 

Zur Insertion von DNA-Fragmenten in Vektor-DNA wurde eine Ligation durchgeführt. Dazu wurden in 

einem Gesamtvolumen von 20 µl 20-100 ng linearisierter Vektor-DNA, die fünffache Menge an Insert-

DNA im Verhältnis zu eingesetzter Vektor-DNA sowie 2 µl 10x T4-DNA Ligase Puffer und 1 µl T4 DNA-

Ligase (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) eingesetzt. Die Inkubation des Ansatzes er-

folgte über Nacht bei RT. Anschließend wurden 2 µl des Ansatzes in 50 µl kompetente E. coli DH10β 

Zellen transformiert (s. 2.6.8). 

2.6.7 Herstellung chemisch kompetenter Zellen 

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. Coli Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml einer zuvor 

angesetzten Übernachtkultur angeimpft und bei 37 °C unter Schütteln (180 rpm) bis zu einer optischen 
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Dichte bei 600nm (OD600) von 0,4 - 0,6 angezogen. Die Zellkultur wurde in 50 ml Kulturen aufgeteilt, 

für 10 min auf Eis abgekühlt und 10 min bei 4000 g zentrifugiert. Die Pellets wurden in 10 ml 100 mM 

CaCl2 resuspendiert und für 5 min bei 2000 g zentrifugiert. Abschließend wurden die Pellets in jeweils 

2 ml 100 mM CaCl2 mit 15 % (v/v) Glycerin resuspendiert, 30 min auf Eis gelagert und in 100 µl Aliquots 

aufgeteilt. Die Aliquots wurden in flüssigen Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung 

bei -80 °C aufbewahrt. 

Zur Präparation chemisch kompetenter A. tumefaciens Zellen wurden 50 ml YEB-Medium (1 g/l Hefe-

extrakt, 10 g/l Pepton, 5 g/l Saccharose, 0,5 g/l MgSO4) mit 2 ml einer zuvor angesetzten Übernacht-

kultur angeimpft und bei 30 °C unter Schütteln (180 rpm) inkubiert, bis eine OD600 von 0,5 - 0,8 erreicht 

wurde. Zur Selektion des Stammes GV3101 wurde dem Medium 50 µg/ml Rifampicin zugefügt. An-

schließend wurden Zellen bei 3000 g für 5 min bei 4 °C pelletiert, das Pellet in eiskalter 20 mM CaCl2-

Lösung resuspendiert und in 100 µl Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots wurden in flüssigen Stickstoff ein-

gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. 

2.6.8 Transformation von E. coli 

Zur Transformation wurden kompetente E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden 50 µl 

der Zellen mit 0,1 - 2 µl Plasmid vermischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte 

für 1 min bei 42 °C. Nach erneutem Abkühlen auf Eis wurden 800 µl flüssiges LB-Medium zum Ansatz 

pipettiert und dieser 1 h bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde bei 2000 g für 1 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf ca. 100 µl abgenommen, das Pellet im verbleibenden Über-

stand resuspendiert und die Suspension auf LB-Agarplatten, die mit dem entsprechenden Antibiotikum 

versetzt wurden, ausplattiert. 

2.6.9 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli 

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus Übernachtkulturen mit einem Volumen von 3 - 10 ml wurde das 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) nach Herstelleranga-

ben verwendet. Zur Aufreinigung großer Übernachtkulturen mit einem Volumen von 200 bis 400 ml 

wurde das Nucleo Bond PC500 Plasmid Midi Kit (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) verwendet. 

2.6.10 Transformation von A. tumefaciens 

Zur Transformation wurden kompetente Zellen von A. tumefaciens GV3101 auf Eis aufgetaut. Anschlie-

ßend wurden 8 µl Plasmid mit 400 µl kompetenten Zellen vermischt und 5 min auf Eis, 5 min in flüssi-

gem Stickstoff und schließlich 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 800 µl YEB-Medium wurden 

die Zellen 2-4 h bei 28 °C unter Schütteln inkubiert. Danach wurde für 1 min bei 1500 g zentrifugiert 

und der Überstand bis auf 100 µl abgenommen. Im Rest wurde das Pellet resuspendiert, auf YEB-Plat-
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ten (für festes Medium: 15 g/l Plant Agar) mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und für 2 d 

bei 28 °C inkubiert. 

2.6.11 Transiente Tabak-Transformation mit A. tumefaciens 

Zunächst wurde eine 3 ml Kultur mit Agrobakterien, die das gewünschte Plasmid enthalten, in YEB 

Medium mit entsprechenden Antibiotika angeimpft und über Nacht bei 28 °C unter Schütteln (ca. 

180 rpm) inkubiert. Mit 500 µl der Übernachtkultur wurde anschließend eine 50 ml Hauptkultur ange-

impft, mit 500 µl 1 M MES sowie 10 µl Acetosyringone (19,62 mg/ml DMSO) versetzt und erneut über 

Nacht bei 28 °C unter Schütteln inkubiert.  

Im Rahmen der Tabak-Infiltration für die Co-Immunopräzipitation (Co-IP) wurden die Kulturen an-

schließend auf eine OD600 von 1,5 eingestellt. Der p19-Helferstamm hingegen wurde auf eine OD600 von 

1,8 eingestellt. 15 ml Kultur des p19-Helferstamms, 15 ml Kultur des HA-SUMO1 Konstrukts und 15 ml 

Kultur des zu untersuchenden Konstrukts wurden zusammengeführt und zentrifugiert (30 min, 3500 

g, RT). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 36 ml Infiltrationspuffer (10 mM MgCl2, 10 

mM MES, 10 µM Acetosyringone) resuspendiert. 

Zum Zweck der konfokalen Analysen von transient transformierten Tabakblättern wurde die 50 ml 

Kultur nach Inkubation über Nacht zentrifugiert (2400 g, 20 min, 4 °C), mit H2O gewaschen und erneut 

zentrifugiert (2400 g, 20 min, 4 °C). Das Pellet wurde in Infiltrationspuffer aufgenommen und für Ag-

robakterien mit dem Plasmid von Interesse eine OD600 von 1,5 eingestellt. Für den Helferstamm wurde 

eine OD600 von 1,8 eingestellt und diese im Verhältnis 2:1 (Plasmid: Helferstamm) gemischt.  

Die Infiltrationssuspensionen wurden für 2 h bei RT inkubiert. Abschließend wurden mit einer 1 ml 

Spritze (ohne Kanüle) die Blattunterseiten von 4-6 Wochen alten Nicotiana benthamiana infiltriert. 

Nach 3 Tagen Inkubation im Langtag wurde Blattmaterial für weitere Analysen geerntet. 

2.6.12 Transformation von Arabidopsis durch floral dip 

Zunächst wurde eine 3 ml Kultur mit Agrobakterien, die das gewünschte Plasmid enthielten, in YEB-

Medium mit entsprechenden Antibiotika angeimpft und über Nacht bei 28 °C inkubiert. Mit 500 µl der 

Übernachtkultur wurde anschließend eine 50 ml Hauptkultur (YEB + Antibiotika) angeimpft und erneut 

über Nacht bei 28 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen abzentrifugiert (1500 g, 20 min, 

4 °C) und die Pellets in 5 % (w/v) Saccharoselösung resuspendiert. Die Lösung wurde mit 0,2 % (v/v) 

Silwett-77 versetzt und die Pflanzen mit dem Blütenstand in die Agrobakteriensuspension getaucht 

(OD600 ca. 0,8). Die Pflanzen wurden dann mit Folie umwickelt und über Nacht in Dunkelheit inkubiert. 

Nach 4 Wochen Wachstum im LT wurden die Samen geerntet und positive Transformanten anhand 

der Antibiotika-Resistenz selektiert. Homozygote Pflanzen konnten in der T3 Generation identifiziert 

werden. 
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2.6.13 Kreuzung von Arabidopsis Genotypen 

Zur Kreuzung von Arabidopsis-Pflanzen wurden die Pflanzen zunächst für ca. zwei Wochen im KT an-

gezogen und dann zur Blühinduktion in den LT transferiert. Bei den ca. fünf Wochen alten Pflanzen 

wurden geschlossene Blüten der Pollen-Empfängerpflanze ausgewählt, bei denen die weißen Kron-

blätter (Petalen) gerade zu sehen waren. Anschließend wurden vorsichtig Kelchblätter (Sepalen), Pe-

talen und Staubblätter (Stamina) entfernt. Stamina mit reifen Staubbeuteln (Antheren) wurden aus 

offenen Blüten der Pollen-Donorpflanzen isoliert und auf die Narbe (Stigma) der Empfängerpflanze 

gestreift. Die Pflanzen wurden weiter im LT bis zur Samenreife inkubiert. 

2.7 Verwendete Plasmide und Klonierungen 

Eine Übersicht über alle verwendeten Ursprungsvektoren sowie der klonierten Derivate befindet sich 

im Anhang (Tab. A2).  

2.7.1 Gateway-Klonierung und Generierung von Gateway-Entry Vektoren 

Die Gateway-Klonierungstechnologie, welche auf der sequenzspezifischen Rekombination des Bakte-

riophagen λ beruht, wurde nach Herstellerangaben angewandt (Invitrogen, Paisley, UK). Hierbei wur-

den die zu transformierenden Konstrukte zunächst in den Entry-Vektor pDONRTM221 kloniert und an-

schließend in einen Destination-Vektor rekombiniert, welcher das Transgen unter die Kontrolle eines 

Cauliflower Mosaic Virus 35S Promotors stellte.  

Zur Erstellung von Entry-Vektoren der Gateway-Klonierung diente in der Regel cDNA als Matrize für 

kodierende Sequenzen oder gDNA als Matrize für den Promotorbereich. Bei der Klonierung von Kon-

strukten mit C-terminalem Epitop-Tag wurden reverse Oligonukleotide generiert, welche die Matrizen-

DNA ohne C-terminales Stopcodon amplifizierten. Die Deletion der EAR-Domäne verschiedener LBD-

Klasse II Mitglieder wurde durch eine Kombination an Oligonukleotiden realisiert, welche ein am C-

Terminus verkürztes Genprodukt amplifizierten. 

Bei der Klonierung von AtERF#111 wurde in einem Entry-Konstrukt das N-terminale Methionin- und 

Cystein-Motiv erhalten, während in einem anderen Konstrukt die Aminosäure Cystein durch Alanin 

ausgetauscht wurde. Dies wurde durch ein forward Oligonukleotid realisiert, welches eine Mutation in 

das zweite Triplett der AtERF#111-kodierenden Sequenz einführte, wodurch Alanin anstelle von Cys-

tein translatiert wurde. 

2.7.2 Plasmide zur transienten Expression in Protoplasten 

Als Reporterkonstrukt zur Normalisierung der Transformationseffizienz wurde bei der transienten Pro-

toplastentransformation die für die Renilla Luciferase (rLUC) kodierende Sequenz durch Restriktion aus 
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dem Vektor p70SRUC (Stahl et al. 2004) in den Vektor pBT10GAL4UAS (Wehner et al. 2011) integriert 

(pBT10-rLUC). Dabei wurde die für Firefly Luciferase (fLUC) kodierende Sequenz entfernt. 

Für die Analyse von Promotoren im Rahmen von Transaktivierungsassays wurden maximal 2000 bp 

der stromaufwärtsgelegenen Sequenz des jeweiligen Gens ab dem Startcodon ATG aus Col-0 gDNA mit 

spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert, welche an 5‘ und 3‘ Ende Restriktionsschnittstellen anfüg-

ten. Die Produkte wurden mittels Restriktion mit den Enzymen BamH1 und Nco1 und anschließender 

Ligation in den Vektor pBT10Gal4UAS (Wehner et al. 2011) kloniert. 

Zur Klonierung von Effektoren wurden die entsprechenden kodierenden Sequenzen in die Gateway-

Vektoren p35S:HA-GW bzw. p35S:GW-HA (Ehlert et al. 2006) kloniert, je nachdem, ob eine N- bzw. C-

terminale Fusion des HA-Tags gewünscht war. Das Konstrukt mit Grün fluoreszierendem Protein (GFP)-

Tag p35S:HA-GFP wurde von Philipp Gasch kloniert (Klecker et al. 2014). Darüber hinaus wurde von 

Philipp Gasch das Konstrukt pHBTL:GW:VP16-HA zur Verfügung gestellt, welches den jeweiligen 

Effektor mit einem VP16-Aktivatorprotein aus Herpes simplex fusionierte. 

Zur C-terminalen Fusion eines Glukokortikoidrezeptors wurden Entry-Klone (GFP diente hierbei als 

Kontrolle) in den Gateway-Vektor p35S:rfA-HBD (zur Verfügung gestellt von Monika Tomar) kloniert. 

Zur Erstellung von Fusionskonstrukten von Transkriptionsfaktoren an die GAL4UAS Bindedomäne (BD) 

wurde der Vektor p35S:GBD-GW (Ehlert et al. 2006) verwendet. Das Fusionskonstrukt p35S:BD-RAP2.2 

wurde von Philipp Gasch kloniert. 

2.7.3 Plasmide zur transienten Expression in N. benthamiana oder stabilen Expression in A. thaliana 

Die binären Gateway-Zielvektoren pMDC83-GFP (Curtis und Grossniklaus, 2003), p35S:HF-GATA 

(Mustroph et al., 2010) und pK7FWG2 (Karimi et al. 2002) dienten zur transienten Transformation von 

Tabakblättern sowie zur stabilen Transformation von Arabidopsis und der Fusion entsprechender 

Epitop-Tags. Bei der transienten Transformation von Tabak wurde zusätzlich das Helferplasmid p19 

infiltriert (Voinnet et al., 2003).  

Der Vektor pK7FWG2 (Karimi et al. 2002) wurde von Willi Riber so modifiziert, dass eine N-terminale 

Fusion eines HA-Tags und gleichzeitig eine C-terminale Fusion eines GFP-Tags an eine Zielsequenz er-

möglicht wurde. Zudem wurde aus Kk7FWG2 in Kombination mit p35S:GA-HA:VP16 (Philipp Gasch) 

das neue Fusionskonstrukt pK7FWG2:VP16-HA generiert - ein binärer Gateway-Vektor zur Fusion der 

VP16-Domäne. 

Der Gateway-Vektor pBGWL7 (Karimi et al. 2005) diente zur Herstellung stabiler LUC-Reporterlinien, 

wobei der Promotor von AtERF#111 (1302 bp stromaufwärts vom ATG) durch das Prinzip der Gateway-

Klonierung an die Firefly Luciferase kodierende Sequenz fusioniert wurde. 
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2.7.4 Generierung von Mutationen mittels CRISPR/Ca9  

Zunächst wurden 24 Nukleotide lange guide RNA-Einzelstränge entworfen, welche BsaI Klonierungs-

Überhänge besaßen und deren Zielsequenz sich direkt vor einer PAM-Sequenz (Protospacer Adjacent 

Motif – in diesem Fall NGG für Streptococcus pyogenes Cas9) befand. Zur Vorhersage genomweiter 

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat)/CRISPR-associated (Cas)9 Zielse-

quenzen wurde das online Tool CCTop - CRISPR/Cas9 target online predictor (http://crispr.cos.uni-

heidelberg.de, (Stemmer et al., 2015)) verwendet.  

Die Oligonukleotide wurden zu 100 µM in H2O gelöst und je 2 µl Plus- und Minusstrang vermischt, 

5 min bei 65 °C inkubiert und dann zum Annealing 30 min bei RT abgekühlt. Zur Linearisierung der 

binären Pflanzenvektoren pKSE401 (Kanamycin-Resistenz in Pflanzen) (Xing et al., 2014) bzw. pHSE401 

(Hygromycin-Resistenz in Pflanzen) (Xing et al., 2014) wurden diese mit dem Enzym BsaI verdaut (Her-

ausschneiden der Spektinomycin-Resistenz) (s. 2.6.5) und der Ansatz anschließend für 15 min bei 65 

°C hitzeinaktiviert. Anschließend wurde der linearisierte Vektor über eine Gelextraktion aufgereinigt 

(s. 2.6.5), mit den doppelsträngigen Fragmenten ligiert (s. 2.6.6) und in E. coli DH10β transformiert (s. 

2.6.8). Nach Selektion und Bestätigung positiver Klone durch Sequenzierung (s. 2.17) wurde das Kon-

strukt in A. tumefaciens GV3101 transformiert (s. 2.6.11) und anschließend mittels floral dip in Ara-

bidopsis transformiert (s. 2.6.12). 

2.8 Versuche mit Arabidopsis Protoplasten 

2.8.1 Protoplastenisolation 

Etwa 30 Rosettenblätter von 3 - 4 Wochen alten Arabidopsis Col-0 Pflanzen, welche im KT angezogen 

wurden, wurden geerntet, in 1 mm dünne Streifen geschnitten und mit 5 ml Enzymlösung (500 mg 

Cellulase (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; 219466; 10000 U/g), 100 mg Macerozym R-10 

(Duchefa, Haarlem, Niederlande; > 3,000 U/g), 0,4 M Mannitol, 20 mM KCl, 20 mM MES, 10 mM CaCl2, 

pH 5,7) überschichtet. Der Protoplastieransatz wurde dann für 4 h im Vakuum inkubiert, im Anschluss 

5 min bei 300 rpm geschüttelt und durch ein Stahlnetz (63 µm) filtriert. Daraufhin wurden die Protop-

lasten bei 120 g für 2 min bei RT abzentrifugiert (Ausschwingrotor, Beschleunigung Stufe 3, Bremse 

Stufe 2) und der Überstand entfernt. Das Protoplastenpellet wurde anschließend vorsichtig in 5 ml W5-

Lösung (2 mM MES, 154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM KCl, pH 5,7) gewaschen und erneut zentrifu-

giert (diesmal nur für 1 min). Der Waschschritt wurde einmal wiederholt und das Protoplastenpellet 

abschließend in 5 ml MMg-Lösung (0,4 M Mannitol, 15 mM MgCl2, 4 mM MES, pH 5,7) resuspendiert. 

In der Regel betrug die Protoplastenkonzentration ca. 4 x 104 Zellen/ml.  
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2.8.2 Protoplastentransformation und Behandlung mit CHX, DEX und MG132 

Für Transaktivierungsassays wurden 200 µl Protoplastensuspension mit 4 µg des Reporterplasmids, 

2 µg des Effektorplasmids sowie 0,5 µg des Normalisierungsplasmids transformiert. Dazu wurde die 

DNA zunächst in ein 2 ml Eppendorfgefäß vorgelegt und mit der Protoplastensuspension durch 5-

maliges Invertieren vermischt. Anschließend wurden zu jedem Ansatz 200 µl einer Polyethylenglycol-

Lösung (40 % PEG4000, 0,4 M Mannitol, 0,2 M CaCl2) hinzu pipettiert und 15-mal zügig invertiert. Der 

Ansatz wurde für 20 min bei RT inkubiert und die Transformationsreaktion durch Zugabe von 800 µl 

W5-Lösung gestoppt. Nach anschließender Zentrifugation für 1 min bei 120 g und RT (Ausschwingro-

tor; Beschleunigung Stufe 4, Bremse Stufe 4) wurde der Überstand abgenommen und die Protoplasten 

in 300 µl WI-Lösung (4 mM MES 0,5 M Mannitol 20 mM KCl) resuspendiert. Der Ansatz wurde bis zum 

nächsten Tag im LT inkubiert. 

Für den Glukokortikoid-induzierbaren Protoplastenassay gefolgt von einer Mikroarrayanalyse wurden 

400 µl der Protoplastensuspension mit 20 µg der Glukokortikoidrezeptor-Fusionen (35S:AtERF#111-

HBD oder 35S:GFP-HBD) transformiert und für das weitere Protokoll alle Volumina verdoppelt. Dem-

nach wurde der Ansatz letztendlich in 600 µl WI resuspendiert. Nach 18 h Inkubation im LT wurden die 

Proben mit 50 µM Cykloheximid (CHX) versetzt (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, C7698) bzw. 

mit dem gleichen Volumen des Lösemittels DMSO. Nach 30 min der Inkubation mit CHX wurden 10 µM 

DEX (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, D4902) zugegeben und der Ansatz für weitere 4 h im LT 

inkubiert. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig entfernt und die Zellen bis zur RNA-Extraktion 

(s. 2.6.2) im flüssigen Stickstoff eingefroren. 

Für die Versuche zur Proteinstabilität durch Western-Blot wurden 30 µg Plasmid-DNA in 600 µl Proto-

plastensuspension transformiert. Nach Inkubation über Nacht im LT wurde der Ansatz zu je 180 µl 

Aliquots aufgeteilt und mit 50 µM MG132 (UBP Bio, Aurora, USA, F1101) bzw. DMSO als Kontrollbe-

handlung versetzt. Für die Analysen nach 3 h wurden 100 µM CHX (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

Texas, USA, sc-3508) sofort nach Zugabe des Proteasominhibitors zugegeben. Für Analysen nach 1 h 

wurden die Proben 2 h später behandelt, sodass alle Proben zur selben Zeit nach einer weiteren Stunde 

durch Zentrifugation (200 g, 1 min, RT) geerntet wurden. 

2.8.3 Proteinextraktion aus Protoplasten 

Zur Proteinextraktion aus Protoplasten wurden die Protoplastenpellets in 116 µl Extraktionspuffer 

(50 mM Tris-HCl, pH 7,6, 150 mM NaCl, 20 mM NaF, 1% (v/v) Nonidet P-40, 0,5% (w/v) Deoxycholat, 

10 mM Na4P2O7, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 1x cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor 

Cocktail (Roche, Basel, Schweiz)) resuspendiert und für 15 min bei 68 °C mit 5x SDS-Probenpuffer 

(250 mM Tris-HCl, pH 6,8, 250 mM DTT, 50 % (v/v) Glycerol, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau, 5 % (v/v) 

SDS) inkubiert.  
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2.8.4 Quantitative Luciferasemessung 

Nach der Protoplastentransformation und Inkubation über Nacht im LT erfolgte die Bestimmung der 

Aktivität der Firefly Luciferase (fLUC) sowie der Renilla Luciferase (rLUC). Dazu wurden die Luciferase 

Assay Kits Beetle Juice BIG KIT und Renilla Juice BIG KIT (P.J.K GmbH, Kleinbittersdorf, Deutschland) 

gemäß Herstellerangaben verwendet. Der WI-Überstand wurde abgenommen und die Protoplasten 

mit 100 µl 1x Lysis-Juice2 (P.J.K GmbH, Kleinbittersdorf, Deutschland) durch Vortexen lysiert. Die 

Lichtemission von 20 µl Lysat, welchem 50 µl entsprechendes Substrat automatisch injiziert wurde, 

wurde mit Hilfe des GloMax 96 Microplate Luminometers (Promega, Fitchburg, WI, USA) mit einer 

Integrationszeit von 3 s vermessen. Anschließend wurde das Verhältnis von Firefly Luciferaseaktivität 

zu Renilla Luciferaseaktivität gebildet (fLUC/rLUC). 

2.9 Proteinbiochemische Methoden 

2.9.1 Proteinextraktion aus Keimlingen 

Zur Proteinextraktion aus 7 Tage alten Keimlingen wurde ca. 50 mg zerkleinertes Pflanzenmaterial mit 

50 µl Extraktionspuffer (4 M Harnstoff, 100 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM 

DTT, 10 % (w/v) SDS) versetzt und die Suspension für 10 min bei 95 °C gekocht. Anschließend wurden 

die Proben für 5 min im Ultraschallbad behandelt, 15 min bei max. rpm und 4 °C zentrifugiert und der 

Überstand für 1 min bei 95 °C mit 5x SDS-Probenpuffer inkubiert. 

2.9.2 Proteinextraktion aus Tabak und Chromatin-Immunopräzipitation 

Das gefrorene Pflanzenmaterial der infiltrierten Tabakblätter wurde mit dem Handmörser unter per-

manenter Zugabe von flüssigem Stickstoff homogenisiert. 2 g des Pflanzenmaterials wurden dann im 

Mörser mit 5 ml eiskaltem Extraktionspuffer (50 mM HEPES pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,5% (w/v) Triton X-

100, 3 mM DTT, cOmpleteTM Protease Inhibitor Cocktail (Roche): 1 Tablette/ 25 ml Extraktionspuffer) 

versetzt, sodass das Pflanzenmaterial in dem Puffer auftaute. Die Probe wurde bei 4 °C und 950 rpm 

für 30 min geschüttelt und dann bei 4 °C für 10 min abzentrifugiert (max rpm). Vom Überstand wurden 

60 µl abgenommen und bei 4 °C gelagert (Input-Fraktion). 

Der restliche Überstand wurde auf 20 µl Anti-GFP Beads Suspension (gekoppelt an NHS-aktivierte Se-

pharose 4 FF Beads (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)) gegeben und die Probe bei 4 °C über Nacht auf 

einem Rad gedreht. Anschließend wurde die Probe bei 4 °C und 2500 g für 2 min zentrifugiert, der 

Überstand abgenommen und verworfen. Es wurden 700 µl eiskalter Waschpuffer (50 mM HEPES pH 

7,5, 1 mM EDTA, 0,5% (w/v) Triton X-100, 3 mM DTT) auf die Beads gegeben, vorsichtig vermischt und 

bei 4 °C und 2500 g für 2 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und der Waschschritt drei 

weitere Male wiederholt. Der 5xSDS Ladepuffer (50% (w/v) Glycerol, 10% (w/v) SDS, 0,25 M Tris-HCl 

pH 6,8) wurde 45 min bei 60 °C erwärmt (Umschlag milchig zu klar), 0,5 M DTT hinzugefügt, 5 sec 
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gevortext und 20 sec bei 95 °C erhitzt. 18 µl dieses 5x SDS Ladepuffers wurden zu 60 µl Input-Probe 

(für 2 Gele, 35 µl pro Gel) dazugegeben, vermischt und 3-5 min bei 95 °C inkubiert. 3x SDS Ladepuffer 

wurde mit einer Spatelspitze Bromphenolblau versetzt, gevortext und 10 sec bei 95 °C inkubiert. 50 µl 

dieses 3x SDS Ladepuffers wurden auf eine GFP-Beads Probe gegeben (für 2 Gele, 25 µl pro Gel) 3-

5 min bei 95 °C inkubiert und 3 min bei RT und 12000 g zentrifugiert. Der Überstand, der die eluierten 

Proteine des GFP-Pulldown enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt.  

2.9.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western-Blot 

Das SDS-Gel setzte sich aus einem 5 %igen Sammelgel (2,75 ml H2O, 0,65 ml Acrylamid/Bisacrylamid 

(30 % (w/v) /0,8 % (w/v)), 0,5 ml 1 M Tris-HCl pH 6,8, 40 µl 10 % (w/v) SDS, 40 µl 10 % (w/v) Ammoni-

umpersulfat, 4 µl N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin) und einem 10 %igen Trenngel (2,37 ml H2O, 

2,01 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30 % (w/v) /0,8 % (w/v)), 1,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 60 µl 10 % (w/v) 

SDS, 60 µl 10% (w/v) Ammoniumpersulfat, 2,4 µl N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin) zusammen. 

Als Größenstandard wurde bei jedem SDS-Gel PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet. Pro Gel wurden 7 µl PageRulerTM mit 18 µl 3xSDS-Lade-

puffer homogenisiert, 10 s bei 95 °C inkubiert und aufgetragen. Die SDS-Polyacrylamidgelelektropho-

rese (SDS-PAGE) erfolgte mit einem Bio-Rad System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) un-

ter Verwendung eines Laufpuffers (25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1 % (w/v) SDS). Für die ersten ca. 

20 min wurde eine Spannung von 85 V verwendet. Nachdem die Proben das Trenngel erreicht hatten, 

wurde die Spannung auf 135 V erhöht, bis die Lauffront das untere Ende des Gels erreichte. Für den 

elektrophoretischen Transfer wurde eine Roti-Fluoro PVDF-Membran (Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-

land) verwendet, welche zunächst 15 min in Methanol aktiviert, anschließend mit H2O gewaschen und 

zusammen mit den Whatman-Filterpapieren in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin und 20% 

(v/v) Methanol) gewaschen wurde. Der Transfer erfolgte dann für 1 h bei 100 V mit Hilfe einer Mini-

PROTEA Tetra Cell Apparatur (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) in Transferpuffer. Anschlie-

ßend wurde die Membran zur Absättigung proteinfreier Zonen über Nacht in 1xPBS-T (137 mM NaCl, 

2,7 mM KCl, 10 mM NaH2PO4, 1,8 mM KH2PO4, 0,1 % (v/v) Tween-20, pH 7,4) mit 5 % (w/v) Milchpulver 

bei 4 °C blockiert. Am nächsten Tag wurde zunächst dreifach mit 1xPBS-T Puffer gewaschen, 10 ml der 

entsprechenden Verdünnung des primären Antikörpers  (Tab. 2) in Blockierlösung zugegeben und für 

1 h bei RT unter Schwenken inkubiert. Daraufhin wurde die Membran dreifach mit 1xPBS-T Puffer ge-

waschen und der sekundäre Antikörper (Tab. 2) in Blockierlösung zugegeben, 1 h bei RT inkubiert und 

erneut dreifach mit 1xPBS-T Puffer gewaschen.  

Nach Zugabe des ECL Prime Western-Blot-Detektionsreagenz zur Membran nach Herstellerangaben 

(GE Healthcare, Chicago, USA; RPN2236) erfolgte die Detektion mit Hilfe eines Chemilumineszenz-De-

tektors (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen, Deutschland). Eine gleichmäßige Bela-
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dung der Banden des SDS-Gels mit Protein wurde entweder durch eine Ponceau-Färbung (0,2 % (w/v) 

Ponceau-S in 3 % (v/v) Essigsäure) oder durch eine Coomassie-Färbung (0,1 % Coomassie Blau R-250 

in 10 % (v/v) Essigsäure, 50 % (v/v) Methanol und 40 % (v/v) H2O) kontrolliert. Die Entfärbung erfolgte 

bei Ponceau-Rot mit kurzem Schwenken in Wasser, bei der Coomassie-Färbung durch 3-5 min Inkuba-

tion in Waschlösung (20 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsäure). 

 

Tab. 2 | Verwendete Antikörper sowie deren Verdünnungen. Als primäre Antikörper wurden anti-HA und anti-
GFP, als sekundärer Antikörper anti-Maus (markiert mit HRP = horseradish peroxidase) verwendet. 
 

Antikörper Verdünnung Hersteller Bestellnr. Verwendung 

anti-HA 

(primär, aus Maus) 
1:1000 Covance MMS-101R 

Western Blot  

Protoplasten 
anti-HA 

(primär, aus Maus) 
1:3000 Sigma-Aldrich H9658 

Western Blot 

 Keimlinge/Co-IP 
anti-GFP 

(primär, aus Maus) 
1:3000 Sigma-Aldrich 11814460001 

Western Blot Keim-

linge/Co-IP 
anti-Maus-HRP 

(sekundär) 
1:5000 Carl Roth 4759-1 

Western-Blot 

Co-IP 
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2.10 Stressbehandlungen 

2.10.1 Hypoxie-Stress mit anschließender Transkriptanalyse 

Für die Hypoxie-Behandlungen wurden 7 Tage-alte Keimlinge, die auf MS-Medium angezogen wurden, 

verwendet. Offene Petrischalen wurden für die angegebenen Zeitspannen in den Exsikkator gestellt 

und konstant mit 100 % Stickstoff begast. 

Die Behandlungen erfolgten 2 h nach Beginn der Langtag-Photoperiode in Licht bzw. Dunkelheit. Für 

Wiederbelüftungen wurde der Deckel vom Exsikkator entfernt und die Keimlinge bei Normoxie unter 

den entsprechenden Bedingungen (Licht/Dunkel) weiter inkubiert. Kontrollen wurden für die gleiche 

Zeit in der gleichen Klimakammer an der Luft bei Licht bzw. in Dunkelheit inkubiert. 

2.10.2 Hypoxie-Überlebensexperimente mit Keimlingen 

Die Überlebensexperimente mit Keimlingen wurden von Jay Jethva am Lehrstuhl für Entwicklungsbio-

logie und Physiologie der Pflanzen des Botanischen Instituts der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

durchgeführt. Keimlinge von Col-0 und lbd40/41/42 wurden im Rahmen dieser Experimente auf ½ MS 

mit 0,2 % Saccharose für 7 Tage im Langtag (Licht/Dunkel= 16h/8h, 90 µmol Photonen/m2s-1) bei 21 °C 

und 60 % Luftfeuchte angezogen. Anschließend wurden die Keimlinge 16 h der Anoxie (0 % Sauerstoff) 
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in Dunkelheit ausgesetzt (Start 9:00 Uhr). Die Hypoxie-Behandlung erfolgte dabei in transparenten, 

luftdichten Acrylboxen (Volumen 7 l), wobei pro Box maximal drei Petrischalen ohne Deckel platziert 

wurden. Die Boxen wurden mit 2 l/min N2 begast (AIR LIQUIDE, Düsseldorf, Deutschland). Um sicher-

zustellen, dass die Sauerstoffkonzentration 0 % betrug, wurde diese durch Gaschromatographie über-

prüft. Kontrollen wurden für die gleiche Dauer in Dunkelheit in den Boxen an der Luft inkubiert. Eine 

darauffolgende Wiederbelüftung wurde für 7 Tage unter normalen Langtagbedingungen durchgeführt. 

Anschließend wurden die Keimlinge den Kategorien „lebend“ (Bildung neuer Blätter), „beschädigt“ 

(teilweise Chlorose der Blätter) oder „tot“ (vollständige Chlorose der Blätter) zugeordnet. 

2.10.3 Überflutungsexperimente mit adulten Pflanzen 

Für Überflutungsexperimente, bei denen anschließend das Transkript durch RT-qPCR analysiert wurde, 

wurden Arabidopsis-Pflanzen bis zum 10-Blattstadium im KT angezogen. 2 h nach Beginn der Photope-

riode wurden die Pflanzen in Dunkelheit überflutet. Kontrollen wurden für die gleiche Zeit unter nor-

malen Kurztagbedingungen (Kontrolle Licht) sowie in Dunkelheit (Kontrolle Dunkelheit) inkubiert. Nach 

24 h wurde das Blattmaterial geerntet (pro Bedingung wurde das Material von zwei Pflanzen vereint). 

Zur Analyse der Überflutungstoleranz wurden Pflanzen der entsprechenden Genotypen bis zum 10-

Blattstadium angezogen und für die angegebene Zeitdauer in Dunkelheit überflutet. Kontrollen wur-

den in Dunkelheit an der Luft für die gleiche Zeit inkubiert. Nach zwei Wochen der Erholungsphase im 

KT wurde die Überlebensrate bestimmt. Diese wurde als die Fähigkeit, neue Blätter auszubilden, defi-

niert. 

2.10.4 ABA-Experimente 

Zur Analyse der Keimungsetablierung in der Gegenwart von Abscisinsäure (ABA) wurden die Samen 

des gleichen Alters der getesteten Genotypen auf MS-Agarplatten mit 0, 0,3, 0,5 und 0,7 µM ABA 

(Duchefa, Haarlem, Niederlande, A0941.0100) ausgebracht (für alle ABA-Experimente wurde MS-Me-

dium ohne Saccharose verwendet). Die Fähigkeit zur Keimungsetablierung wurde nach 10 Tagen im LT 

dokumentiert. Zur Quantifizierung wurde die Keimung in drei Kategorien eingeteilt: keine sichtbare 

Keimwurzel (tot), sichtbare Keimwurzel (> 1 mm) und vollständige Keimlingsentwicklung (inklusive der 

Ausbildung grüner Kotyledonen). 

Für die Expressionsanalyse ABA-responsiver Gene wurden 7 Tage-alte Keimlinge mit 100 µM ABA (ge-

löst in Ethanol) besprüht und für 4 h inkubiert, während Kontrollpflanzen gleichermaßen mit Wasser 

(versetzt mit der gleichen Menge an Ethanol) besprüht wurden. Zur Analyse des Wurzelwachstums 

wurden Keimlinge für 3 Tage auf MS-Agarplatten angezogen und dann auf neue MS-Agarplatten mit 0, 

0,5, 10, 30, 50 und 100 µM ABA übersetzt. Die Wurzellängen wurden nach weiteren 14 Tagen bestimmt 

(n > 10 pro Replikat und Bedingung). 
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2.10.5 Verwundungs- und Trockenstress 

Für Verwundungsexperimente wurden Pflanzen für ca. 3 Wochen bis zum 8-Blattstadium im KT auf 

Erde angezogen. Anschließend wurden alle Blätter sanft mit einer Nadel verwundet. Das Blattmaterial 

(zwei Pflanzen wurde pro Behandlung vereinigt) wurde zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet (10, 

20 und 30 min und 1, 3 und 6 h). Nicht verwundete Kontrollen wurden am Anfang (0 h) und am Ende 

der Behandlung (nach 6 h) geerntet. 

Für die progressive Trockenstressbehandlung von 3 Wochen-alten Pflanzen in Erdtöpfen (KT) wurden 

diese für 9 Tage nicht gewässert (Trockenstress Erde), während Kontrollen weiterhin gut gewässert 

wurden (Kontrolle Erde). Für die Trockenstressbehandlung auf Papier wurden die Blattrosetten ent-

weder mit oder ohne Wurzel für 3 h auf Papier exponiert (Trockenstress Papier). Als Kontrollbehand-

lung dienten hier auf Papier exponierte Pflanzen inklusive Wurzel, wobei die Wurzel mit feuchtem Pa-

pier bedeckt wurde, um eine Austrocknung zu verhindern (Kontrolle Papier). 

2.10.6 H2O2, MeJA und ACC-Behandlung 

7 Tage-alte WT Col-0 Keimlinge wurden auf MS-Agarplatten ohne Saccharose angezogen und mit 

10 mM H2O2 (gelöst in H2O), 50 µM MeJA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 392707; gelöst in 

Ethanol) oder 500 µM ACC (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, A3903; gelöst in H2O) besprüht. 

Kontrollplatten wurde gleichermaßen mit Wasser bzw. Wasser plus Ethanol besprüht. Zu jeder Be-

handlung wurden 0,01 % (v/v) Tween-20 zugegeben, und das Pflanzenmaterial wurde nach 1 h geern-

tet. 

2.11 Mikroarrayanalysen 

Für Mikroarrayexperimente wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kits (Qiagen, Hil-

den, Deutschland) isoliert. Für die Analyse des Effekts der ERF#111-Überexpression wurde die RNA von 

7 Tage-alten Keimlingen von zwei unabhängigen OE-Linien, ERF#111-OEI und ERF#111-OEII extrahiert, 

welche zuvor in Wurzel und Spross getrennt wurden und mit der Expression in Wurzel und Spross von 

Col-0 verglichen. Für den Verwundungsarray wurde die RNA von ganzen Rosetten (außer den Kotyle-

donen) 3 Wochen alter Pflanzen von Col-0 und erf#111-2 Mutanten 3 h nach Verwundung geerntet.  

Für den Glukokortikoid-induzierbaren Protoplastenassay wurde die RNA von p35S:AtERF#111-HBD 

und 35S:GFP-HBD transformierten Protoplasten (isoliert aus erf#111-2) extrahiert. Für den Mikroarray 

zur Charakterisierung von AtLBD41 wurde die RNA von p35S:HA-GFP, p35S:AtLBD41-HA und 

p35S:AtLBD41ΔEAR:VP16-HA transformierten Protoplasten (isoliert aus Col-0) extrahiert. 

Die RNAs wurden von der zentralen Genomanalytik und Bioinformatik Einrichtung (PD Dr. Alfons Weig, 

Universität Bayreuth) prozessiert. Für die Hybridisierung der Proben wurde der Arabidopsis 4x44k Ar-

ray von Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) verwendet (Design ID 021169). Pro Probe wurden 
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150 ng RNA mit Hilfe des Low Input Quick Amp Labeling Kits (manual G4140-90050, Agilent Technolo-

gies, Waldbronn, Deutschland) gemäß Herstellerangaben mit den Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Es 

wurden sogenannte Dye-Swap Experimente durchgeführt. Die Hybridisierung wurde gemäß dem Two-

Color Microarray Based Gene Expression Analysis Protokoll (manual G4140-90050, Agilent Technolo-

gies) durchgeführt. Prozessierte Mikroarrays wurden mit einem hochauflösenden Mikroarray Scanner 

analysiert (Agilent Technologies) und Spot-Intensitäten mit der dazugehörigen Extraktions-Software 

quantifiziert. Daten wurden mit dem LIMMA-Paket in R ausgewertet. Bei jedem Array wurde der Hin-

tergrund korrigiert und mit dem Loess-Algorithmus normalisiert. Zur Normalisierung zwischen den Ar-

rays wurde die Quantile-Methode angewendet. Signifikant veränderte Gene mit einem Unterschied in 

der Expression größer als 2 (|Signal-Log2-Ratio (SLR)| >1) und einem P-value kleiner als 0,01 wurden 

für weitere Analysen ausgewählt. 

2.12 Gene-Ontology Analysen 

Die durch Transkriptom-Analysen identifizierten differentiell exprimierten Gene (DEGs) wurden einer 

Gene-Ontology (GO) Analyse unterzogen, um eine Anreicherung der GO-Kategorien biologischer Pro-

zess, molekulare Funktion oder zelluläres Kompartiment zu untersuchen. Dafür wurde in R die 

GOHyperGall Funktion verwendet (Horan et al. 2008). GO-Kategorien mit einem P-value < 0,05 wurden 

als signifikant angereichert eingestuft. 

2.13 Mikrotomschnitte und Analyse des Wurzelhaarphänotyps 

Für Mikrotomschnitte wurden 7 Tage-alte Wurzeln von Keimlingen verwendet. Für die chemische Fi-

xierung wurden die Wurzeln für 30 min mit Fixierungslösung (2 % (w/v) Paraformaldehyd, 1 % (v/v) 

Glutaraldehyd, 1 % (w/v) Coffein, 0,01 % Triton X-100 in 0,1 M Phosphatpuffer (6,15 ml 1M K2HPO4 + 

3,85 ml 1M KH2PO4, ad 100 ml H2O, pH 7,0)) infiltriert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Für die an-

schließende mechanische Fixierung wurden die Wurzeln zwei Mal mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4; 

80,2 ml K2HPO4 + 19,8 ml 1M KH2PO4, ad 1000 ml H2O) gewaschen und dann in folgenden Bädern 

schrittweise für je 30 min dehydriert: 50, 70, 90, 95 und 100 % Ethanol, 1-Butanol/Ethanol 1:1 (v/v) 

gefolgt von 100 % 1-Butanol. Zur Einbettung wurde das Kunstoffeinbettsystem Technovit 7100 (Kulzer 

GmbH, Wehrheim, Deutschland) nach Herstellerangaben angewandt. Wurzelschnitte (15 µm) wurden 

mit Hilfe des 2050 SuperCut Mikrotoms (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) angefertigt und 

unter einem DM1000 Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) betrachtet. Um die Länge 

(n > 130) und Anzahl (n > 14) an Wurzelhaaren an der Wurzelspitze sowie Wurzelbasis zu bestimmen, 

wurden Fotos der 7 Tage-alten Keimlingen mit der RS Photometrics CoolSnap Kamera, gekoppelt an 

ein M3B Stereomikroskop (WILD HEERBRUGG AG, Heerbrugg, Schweiz), aufgenommen. Wurzellängen 

wurden mit Hilfe des Programms ImageJ (Version 1.44p; https://imagej.nih.gov/ij/) vermessen. 
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2.14 Konfokale Mikroskopie 

Zur subzellulären Lokalisation und Bildgebung von transient transformierten Tabakblättern, aber auch 

von stabil transformierten Arabidopsis-Pflanzen wurde die GFP-Fluoreszenz durch konfokale Laser-

Scanning Mikroskopie mit Hilfe des LEICA TCS SP2 Mikroskops (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-

land) analysiert (λex 488 nm für GFP- und Chlorophyll-Anregung, λem 530–555 nm für GFP- und 650–

720 nm für Chlorophyll-Emission). Wurzelmaterial von stabil transformierten Arabidopsis-Linien wurde 

zuvor mit 10 µg/ml Propidiumiodid für 2-3 min gefärbt. 

2.15 Qualitative Biolumineszenzmessung 

Zur qualitativen Messung der Luciferase-Aktivität der Promotor:LUC Konstrukte, welche stabil in Ara-

bidopsis transformiert wurden, wurden die intakten Pflanzen gleichmäßig mit 2 mM D-Luciferin (PJK, 

Kleinbittersdorf, Deutschland) + 0,1 % (v/v) Triton X-100 besprüht. Die Pflanzen wurden in einem Che-

milumineszenz-Detektor (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen, Deutschland) mit einer 

Belichtungszeit von 20 min fotografiert. 

2.16 Statistische Auswertung 

Bei der statistischen Auswertung wurden jeweils Ergebnisse aus mindestens drei biologisch unabhän-

gigen Replikaten ausgewertet. Aus den Werten wurden dann jeweils der Mittelwert sowie die Stan-

dardabweichung berechnet. Um signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Bedingungen fest-

stellen zu können, wurde eine einfaktorielle ANOVA (Analysis of Variance) in Verbindung mit dem post-

hoc-Test Tukey’s HSD (honestly significant difference) durchgeführt. 

2.17 DNA Sequenzierung 

Sequenzierungen wurden bei der Firma Macrogen (Amsterdam, Niederlande) in Auftrag gegeben, um 

klonierte Sequenzen auf ihre Richtigkeit hin zu überprüfen. Eine Auswertung der Sequenzierergebnisse 

erfolgte mit dem Programm BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.2.6.0). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung des Hypoxie-responsiven Transkriptionsfaktors AtERF#111 

3.1.1 Die Expression von AtERF#111 wird durch Hypoxie und Überflutung induziert 

Da AtERF#111 aufgrund seines N-terminalen Motivs mit den Aminosäuren Methionin und Cystein ein 

potentielles Ziel für den Abbau durch den Arg/N-degron pathway darstellt, lag das Interesse zunächst 

darin, herauszufinden, inwieweit die Expression von AtERF#111 sauerstoffabhängig reguliert wird. 

Frühere Expressionsstudien an Pflanzen in Zusammenhang mit Hypoxie oder Überflutung enthielten 

keine Information über AtERF#111 (AT5G64750), da dieses Gen auf dem weit verbreiteten Affymetrix 

Mikroarray Chip nicht repräsentiert wird. Neuere Technologien der Genexpressionsanalyse mittels 

RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) sowie die Verwendung des Agilent Arabidopsis 4x44k Chips haben je-

doch interessante Expressionsmuster von AtERF#111 hervorgebracht: Mittels RNA- und Ribosomen-

Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass die Expression von AtERF#111 signifikant durch Überflu-

tung induziert wird (van Veen et al., 2016; Yeung et al., 2018). Van Veen et al. (2016) überfluteten 

Arabidopsis-Pflanzen verschiedener Ökotypen für vier Stunden in Dunkelheit. Die Expression von 

AtERF#111 war in allen acht getesteten Ökotypen (Cvi-0, Bay-0, Ita-0, Col-0, Kas-1, Ws-2, Lp2-6, C24) 

ausschließlich im Spross erhöht und nicht in der Wurzel (Abb. 3). 

 

Diese Ergebnisse konnten im Rahmen folgender Versuche bestätigt werden (Abb. 4). Drei Wochen alte 

Arabidopsis Col-0 Pflanzen wurden für 24 h in Dunkelheit überflutet und die Expression von AtERF#111 

mittels quantitativer Real-Time PCR (RT-qPCR) im Spross analysiert (Abb. 4A). Als Kontrollen dienten 

Pflanzen, die für die gleiche Zeitdauer unter normalen Kurztagbedingungen inkubiert wurden (Kon-

trolle Licht) sowie Pflanzen, die für die gesamte Dauer in Dunkelheit inkubiert wurden (Kontrolle Dun-

kel). Interessanterweise wurde die Expression von AtERF#111 schon allein durch Dunkelheit signifikant 

induziert, der zusammengesetzte Stress aus Dunkelheit und Überflutung hatte jedoch den größten Ef-

fekt (Abb. 4A).  
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Abb. 3 | Die Expression von AtERF#111 bei Überflutung in verschiedenen Arabidopsis-Ökotypen. 
Untersucht wurde die Expression von AtERF#111 in Wurzel (W) und Spross (S) nach 4 h Überflutung in 
Dunkelheit von 8 verschiedenen Arabidopsis Ökotypen (Cvi-0, Cape Verde Islands; Bay-0, Bayreuth; Ita-0, Ibel 
Tazekka; Col-0, Columbia; Kas-1, Kashmir; Ws-2, Wassilewskija; Lp2-6, Lipovec; C24). RNA-Seq-Daten stammen 
von van Veen et al. (2016). Signal-Log2-Ratios (SLRs) werden durch die Intensität der Farbskala von -3 (blau) bis 
3 (gelb) angezeigt. 
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Zudem wurde die Expression von AtERF#111 in 7 Tagen-alten Keimlingen unter hypoxischen Bedingun-

gen untersucht (Abb. 4B). Die Expression von AtERF#111 war nach 8 h Hypoxie (H) im Licht signifikant 

erhöht, während nach 2 h Hypoxie noch kein Effekt und nach 4 h Hypoxie nur eine leichte Tendenz der 

Transkriptakkumulation zu verzeichnen war. Die Expression blieb nach 8 h Hypoxie und darauffolgen-

der Wiederbelüftung (Reaeration, RA) für 1 h erhöht, nach 16 h RA konnte keine erhöhte Transkript-

menge im Vergleich zur Kontrolle mehr detektiert werden. Eine getrennte Analyse von Wurzel und 

Spross der Keimlinge nach 6 h Hypoxie konnte aufzeigen, dass AtERF#111 nicht in der Wurzel induziert 

wurde, sondern auch hier die Induktion von AtERF#111 sprossspezifisch war (Abb. 4C). 

 

 

Darüber hinaus wurde die Expression von AtERF#111 in Keimlingen der Arg/N-degron pathway 

Mutante prt6-1 analysiert (Abb. 4D). Letztere zeichnet sich durch eine konstitutive Hypoxie-Antwort 

aus, da das für den Abbau essentielles Enzym, die Ubiquitin Ligase PRT6 
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 Abb. 4 | Analyse der Expression von AtERF#111 bei Hypoxie und Überflutung.  
(A) Col-0 Pflanzen im 10-Blattstadium (Kurztag) wurden 2 h nach Beginn der Photoperiode in Dunkelheit über-
flutet. Kontrollen wurden für die gleiche Zeit unter normalen Kurztagbedingungen (Kontrolle Licht) sowie in Dun-
kelheit (Kontrolle Dunkelheit) inkubiert. Nach 24 h wurde das Blattmaterial geerntet (pro Bedingung wurde das 
Material von zwei Pflanzen vereint). (B) 7 Tage alte WT Keimlinge wurden für 2, 4 und 8 h mit Hypoxie (H) be-
handelt sowie 8 h H gefolgt von 1 h oder 16 h Wiederbelüftung (RA). Kontrollen (K) wurden unter normoxischen 
Bedingungen inkubiert. (A + B) Relative Transkriptlevel (RTL) wurden mittels RT-qPCR analysiert und auf das 
Referenzgen Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) normalisiert. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabwei-
chung von 3 biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 
signifikant voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). (C) Repräsentatives Ergebnis von 
drei semiquantitativen RT-PCR Analysen. AtERF#111 Expression in 7 Tagen alten Keimlingen (ganzer Keimling 
oder Wurzel und Spross getrennt) nach 6 h Hypoxie (H) im Vergleich zu Kontrolle (K). TUBULIN (TUB) diente als 
Referenzgen. (D) Expression von ATERF#111 in 7 Tagen alten Keimlingen von Col-0 und prt6-1 nach 6 h Hypoxie 
(H) gefolgt von 1h Wiederbelüftung (RA). Kontrollen (K) wurden unter normoxischen Bedingungen inkubiert.  
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 durch eine T-DNA Insertion nicht mehr funktionell vorliegt. Es konnten keine Expressionsunterschiede 

von AtERF#111 im Vergleich beider Genotypen festgestellt werden, was darauf schließen lässt, dass 

AtERF#111 kein Zielgen der GVIIERFs darstellt. Dementsprechend konnte auch kein HRPE-Element 3 kb 

stromaufwärts des Start-Codons von AtERF#111 mit Hilfe des RSA-Tools matrix-scan identifiziert 

werden, welches in Promotoren von Hypoxie-responsiven Genen angereichert ist und für die 

Aktivierung dieser durch Bindung von RAP2.2 und RAP2.12 eine wichtige Rolle spielt (Gasch et al., 

2016).  

 

 

 

Um herauszufinden, ob eine veränderte Expression von AtERF#111 einen Einfluss auf die Überlebens-

rate nach Überflutung hat, wurden zwei T-DNA Insertionslinien isoliert, SALK_094151C (erf#111-1) und 

SALK_012151C (erf#111-2) (Abb. 5A). Wie bereits annotiert (http://www.arabidopsis.org), konnte für 

erf-111-1 die T-DNA Insertion im Intron und für erf#111-2 im zweiten Exon durch Sequenzierung be-

stätigt werden. Nur für erf#111-2 konnte kein Transkript nach Hypoxie-Behandlung nachgewiesen und 

somit von einem vollständigen Funktionsverlust des Gens ausgegangen werden, während anzuneh-

men ist, dass die T-DNA von erf#111-1 im Intron durch Spleiß-Vorgänge entfernt wurde (Abb. 5B). 

Folglich wurden alle weiteren Versuche ausschließlich mit erf#111-2 durchgeführt.  
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Abb. 5 | Analyse von AtERF#111 T-DNA Insertionslinien.  
(A) Genstruktur und T-DNA Insertionsstellen (nicht maßstabsgetreu). Die T-DNA Insertion von erf#111-1 befindet 
sich im Intron und von erf#111-2 im zweiten Exon. Pfeile zeigen die Richtung der T-DNA Insertion vom rechten 
zum linken T-DNA Rand. LBb1: Primer, spezifisch für den linken Rand der T-DNA; Primerkombinationen, die zum 
Genotypisieren benutzt wurden: AtERF#111_fw1 + AtERF#111_rev (WT); AtERF#111_fw1 + LBb1 (erf#111-1); 
AtERF#111_fw2 + LBb1 (erf#111-2). (B) Analyse des AtERF#111 Transkripts unter Kontrollbedingungen (K) und 
nach 4 h Hypoxie (H) im Vergleich zur Referenz TUBULIN (TUB) durch semiquantitativen RT-PCR Analyse. 
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Um nun die Überflutungstoleranz zu analysieren, wurden Pflanzen von Col-0 und erf#111-2 im 10-

Blattstadium (ca. 3 Wochen alt) verwendet und für 4, 5, 6 und 7 Tage in Dunkelheit überflutet, während 

Kontrollpflanzen für die gleiche Dauer in Dunkelheit an der Luft inkubiert wurden (Abb. 6).  

Nach 2 Wochen Erholungszeit im normalen Kurztag-Rhythmus wurde die Überlebensrate, welche als 

Fähigkeit zur Bildung neuer Blätter definiert wurde, bestimmt. Pflanzen der erf#111-2 Mutante zeigten 

keine veränderte Überlebensrate im Vergleich zu Col-0. Nach 6 Tagen überlebten ca. zwei Drittel der 

Pflanzen, nach 7 Tagen waren alle tot (Abb. 6). Zudem wurden stabile AtERF#111-Überexpressionsli-

nien (OE-Linien) im Arabidopsis Col-0 Hintergrund generiert (vgl. Abschnitt 3.1.6). Die Analyse der 

Überflutungstoleranz zeigte für AtERF#111-OEII eine leicht verminderte Überlebensrate im Vergleich 

zu Col-0 und erf#111-2 (Abb. 6), was aber womöglich darauf beruht, dass die OE-Linien schon unter 

normoxischen Bedingungen phänotypische Unterschiede zu Col-0 aufwiesen (vgl. Abschnitt 3.1.6). 

 

3.1.2 AtERF#111 ist kein Substrat des Arg/N-degron pathways, unterliegt jedoch trotzdem einer 

Ubiquitin-abhängigen Degradation 

Der N-Terminus von AtERF#111 beginnt mit den Aminosäuren Methionin und Cystein (MC), weshalb 

dieser Transkriptionsfaktor ein potentielles Substrat für den Abbau durch den Arg/N-degron pathway 

darstellt. Interessanterweise scheint die N-terminale Region von AtERF#111 (inklusive der ersten 8 

Aminosäuren) hoch konserviert in homologen Proteinen verschiedener Brassicaceae, unter anderem 

Arabidopsis lyrata, Arabidopsis halleri oder Capsella rubella zu sein (Abb. 7A,B).  

Es wurde bereits gezeigt, dass eine Substitution von Cystein zu Alanin in dem N-terminalen MC-Motiv 

der GVIIERFs ausreichend ist, um einen Abbau durch den Cys/Arg Zweig des PRT6 N-degron pathways 

zu verhindern und eine Stabilisierung der GVIERFs unter normoxischen Bedingungen herbeizuführen 

(Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011; Gibbs et al., 2014). 

Abb. 6 | Analyse des Einflusses von AtERF#111 auf die Überflutungstoleranz.  

Pflanzen des WT Col-0, erf#111-2 und ERF#111-OE II (OEII) wurden im 10-Blattstadium für 4, 5, 6 und 7 Tage in 
Dunkelheit überflutet. Kontrollen wurden in Dunkelheit + Luft für die gleiche Zeit inkubiert. Nach 2 Wochen der 
Erholungsphase unter Kurztagbedingungen wurde die Überlebensrate bestimmt. Diese wurde als die Fähigkeit 
neue Blätter auszubilden definiert. Gezeigt sind Daten von einem Replikat (n > 8). Daten weiterer Replikate 
befinden sich im Anhang (Abb. A 1). 
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Folglich wurden Konstrukte generiert, die AtERF#111 zum einen mit dem natürlichen Met-Cys und zum 

anderen mit dem mutierten Met-Ala im N-terminalen Motiv enthielten (Abb. 8). In Übereinstimmung 

mit der Funktion eines Transkriptionsfaktors konnten beide Konstrukte in Fusion mit einem C-

terminalen GFP-Tag im Zellkern lokalisiert werden. Dies wurde sowohl in Wurzeln von stabilen 

ERF#111-Überexpressionslinien im Arabidopsis Hintergrund prt6-1 (Abb. 8A) als auch in transient 

transformierten Tabakblättern (Abb. 8B) bestätigt.  

Da bei den transformierten Tabakblättern kein klarer Unterschied in der Fluoreszenzintensität und 

damit in der Stabilität der beiden AtERF#111 Versionen ausgemacht werden konnte, wurde die 

Proteinstabilität mittels dem sogenannten Cykloheximid (CHX)-Chase Verfahren in Arabidopsis WT 

Protoplasten in vivo analysiert (Abb. 8C). Die Experimente wurden von Maria Klecker am 

Leibnitzinstitut für Pflanzenbichemie in Halle durchgeführt.  

Hierbei wurden die beiden AtERF#111 Versionen (MC)AtERF#111 und (MA)AtERF#111 (diesmal mit C-

terminalen HA fusioniert) transient in Protoplasten überexprimiert und anschließend die Synthese 

neuer Proteine durch den Translationsinhibitor CHX inhibiert. Die Detektion von AtERF#111 mittels 

Western-Blot zeigte schließlich, dass beide Konstrukte unabhängig von ihrem N-Terminus innerhalb 

von 3 h abgebaut wurden (Abb. 8C). Daraus konnte geschlossen werden, dass AtERF#111 keinem 

A

B

Araha.9442s0005.1        MCVLKVANQEDNVGKKAESTR---DDDHRTLSEIDQWLYLFAAEDDHHRHNFATQPPPPS 

AL8G42210.t1             MCVLKVANQEDNVGKKAESTR---DDDHRTLSEIDQWLYFYAAEDDHLRHNFATQPPPPS 

AT5G64750.1/ERF#111      MCVLKVANQEDNVGKKAESIR---DDDHRTLSEIDQWLYLFAAEDDHHRHSFPTQQPPPS 

Cagra.2438s0028.1        MCVLKVANQEDNVGKKAESSSKDRDDDHRTLSEIDQWLYLFAAEDDHLRNNFATQQQP-- 

Carubv10026540m          MCVLKVANQEDNVGKKAESSSKDRDDDHRTLSEIDQWLYLFAAEDDHLRNNFATQQQP-- 

Bostr.0568s0320.1        MCVLKVANPEDNVGKIAESTK---EDDHRTLSEIDQWLYLFAAEDDHHRNNFATQQQP-- 

Brara.F02347.1           MCTIKVANQDGNVGKKAEPTTG--EDDHGTLSDIDQWLYLFAAEDD-HLHRDNAFTPP-- 

Bol015899                MCTIKVANQEGNVGKKAEPTTR--EDDHGTLSDIDQWLYLFAEDD--NLHRDNAFTPP-- 

Thhalv10004333m          MCVLKVANQEDNVGKKAESTTQ--EDDHRTLSELDQWLYLFAAEDDQQLHRDNALTPP-- 

consensus                **.:**** :.**** **.     :*** ***::*****::* :*    :   :   * 

 

Araha.9442s0005.1

AL8G42210.t1

AT5G64750.1/ERF#111

Bostr.0568s0320.1

Cagra.2438s0028.1

Carubv10026540m

Brara.F02347

Bol015899

Thhalv10004333m

Abb. 7 | Das N-terminale Aminosäuremotiv von AtERF#111 ist hoch konserviert. 
(A) N-terminales Alignment von AtERF#111 und homologen Proteinen ausgewählter Brassicaceae, die alle mit 
den Aminosäuren Met-Cys (MC) beginnen. Arabidopsis halleri (Araha.9442s0005.1), Arabidopsis lyrata 
(AL8G42210.t1), Capsella grandiflora (Cagra.2438s0028.1), Capsella rubella (Carubv10026540m), Boechera 
stricta (Bostr.0568s0320.1), Brassica rapa (Brara.F02347.1), Brassica oleracea (Bol015899), Thellungiella 
halophila (Thhalv10004333m). Graphische Darstellung der Wahrscheinlichkeit der ersten 20 Aminosäuren (MPI 
bioinformatics toolkit, (Zimmermann et al., 2018) (B) Phylogenetischer Stammbaum, erstellt anhand der 
Proteinsequenzen aus (A). 



  Ergebnisse 

40 
 

Abbau durch den Arg/N-degron pathway unterliegt. Obwohl das Molekulargewicht für AtERF#1113HA 

bei 49 kDa liegt, wurde das Protein bei ca. 60 kDa detektiert, was einen Hinweis auf potentielle 

posttranslationale Modifikationen darstellt. Eine Ko-Inkubation mit dem Proteasominhibitor MG132 

führte jedoch zu einer klaren Akkumulation von beiden AtERF#111 Konstrukten (Abb. 8D). Dieses 

Ergebnis zeigt, dass AtERF#111 durch das 26S-Proteasom abgebaut wird, obwohl es trotz seines N-

terminalen MC-Motivs kein Substrat des Arg/N-degron pathways darstellt. 

A B

K
o

n
tr

o
ll

e
(M

C
)A

tE
R

F
#

1
1
1

ChlorophyllGFP Überlagerung

(M
A

)A
tE

R
F

#
1
1
1

(M
A

)A
tE

R
F

#
1
1
1

PIGFP Überlagerung

K
o

n
tr

o
ll

e
(M

C
)A

tE
R

F
#

1
1
1

C D

-

0

-

1

-

3

+

0

+

1

+

3

C
B

B
α

-H
A

-

0

-

1

-

3

+

0

+

1

+

3

(MC)AtERF#111-HA (MA)AtERF#111-HA

MG132
CHX (h)

55 kDA

0

(MC)AtERF#111-HA (MA)AtERF#111-HA

CHX (min) 15 40 180 0 15 40 180

C
B

B
α

-H
A

55 kDA

Abb. 8 | AtERF#111 ist kein Substrat des Arg/N-degron pathways, wird jedoch trotzdem durch das 26S-
Proteasom abgebaut. 
(A) Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie-Visualisierung von Wurzeln der Arabidopsis-Mutante prt6-1, die stabil 
die Konstrukte p35S:(MC)AtERF#111-GFP und p35S:(MA)AtERF#111-GFP exprimieren. PI = Propidium Iodid; 
Maßstab: 10 µm; Die Bilder zeigen PI-Färbung und GFP-Fluoreszenz sowie die Überlagerung beider. Weiße Pfeile 
zeigen den Nukleolus. (B) Die gleichen Konstrukte wurden zudem transient in Tabakblätter exprimiert. Maßstab: 
15 µm. (C) Stabilität von AtERF#111 Konstrukten mit einem modifizierten N-Terminus in Arabidopsis WT-
Protoplasten. Protoplasten wurden entweder mit p35S:(MC)AtERF#111-HA oder mit p35S:(MA)AtERF#111-HA 
transformiert und mit 100 µM Cykloheximid (CHX) für die angegebenen Zeiten inkubiert. Coomassie-Brilliant-
Blau Färbung wurde zur Ladekontrolle durchgeführt (Daten von Maria Klecker). Das Molekulargewicht für 
AtERF#1113HA liegt bei 49 kDa. (D) CHX-Chase von p35S:(MC)AtERF#111-HA und p35S:(MA)AtERF#111-HA mit 
oder ohne Proteasominhibitor MG132 (50 µM) (Daten von Maria Klecker). 
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3.1.3 AtERF#111 ist kein Repressor der ABA-Antwort 

3.1.3.1 Reproduktion der Versuche von Pandey et al. (2005) 

Pandey et al. (2005) schlugen für AtERF#111 eine Funktion als Repressor der ABA-Antwort vor und 

nannten diesen Transkriptionsfaktor daher ABSCISIC ACID REPRESSOR 1 (ABR1). Diese Hypothese ba-

sierte auf Experimenten mit zwei T-DNA Insertionslinien im Col-0 Hintergrund (SAIL140_G06 und 

SALK_012151C). Neben einer Induktion der Expression von AtERF#111 bei Kälte-, Salz- und Trocken-

stress konnte eine erhöhte AtERF#111-Transkriptmenge nach ABA-Behandlung beobachtet werden. 

Die Expression ausgewählter ABA-Markergene war in den erf#111 T-DNA Insertionslinien im Vergleich 

zu Col-0 zudem deutlich erhöht. Darüber hinaus zeigte erf#111 eine hypersensitive ABA-Antwort in 

Bezug auf die Keimung bei 0,7 µM ABA und das Wurzelwachstum bei 10 µM ABA (Pandey et al., 2005).  

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden die Versuche wiederholt und eine der beiden von Pandey 

et al. (2005) verwendeten T-DNA Insertionslinien, erf#111-2 (SALK_012151C), getestet. Zusätzlich wur-

den zwei His6-FLAG-ERF#111-OE Linien (OEI und OEII) in die Versuche miteinbezogen, welche aus zwei 

unabhängigen T-DNA Insertionsereignissen hervorgingen (s. Abschnitt 3.1.6).  

Der Keimungsversuch wurde mit verschiedenen ABA-Konzentrationen (0 - 0,7 µM ABA) durchgeführt 

und es wurden ausschließlich Samen des gleichen Alters verwendet (Abb. 9A). Letzteres ist äußert 

wichtig, da die Sensitivität gegenüber ABA mit dem Alter der Samen variieren kann (Holman et al., 

2009). Wie erwartet nahm die Fähigkeit zur Keimung mit steigender ABA-Konzentration ab, jedoch 

konnten keine Unterschiede zwischen WT und erf#111-2 ausgemacht werden (Abb. 9A). Die OE-Linien 

wiesen bereits unter Kontrollbedingungen phänotypische Auffälligkeiten, wie eine teilweise Gelbfär-

bung der Kotyledonen oder unterschiedliche Wurzellängen auf. Eine Überexpression von AtERF#111 

führte zu keiner ABA-Insensitivität im Vergleich zu Col-0, was man erwartet hätte, falls AtERF#111 ei-

nen Repressor der ABA-Antwort darstellt.  

Der Wurzelwachstumsversuch lieferte ähnliche Ergebnisse. Zunächst konnte festgestellt werden, dass 

das Wurzelwachstum bei allen Linien mit steigender ABA-Konzentration abnahm (Abb. 9B). Dabei 

konnten auch hier keine Unterschiede zwischen Col-0 und erf#111-2 verzeichnet werden. Die OE-Li-

nien zeigten bei 50 und 100 µM ABA sogar noch kürzere Wurzellängen als der WT.  

Die Analyse der Expression der ABA-responsiven Gene ARABIDOPSIS THALIANA DROUGHT-INDUCED 

8/RESPONSIVE TO ABA 18 (ATDI8/AtRAB18; AT5G66400) und RESPONSIVE TO DESICCATION 22 

(AtRD22; AT5G25610) bestätigte zunächst eine klare Induktion dieser durch die angewendete ABA-

Behandlung, zeigte jedoch ebenfalls keine veränderte Expression zwischen erf#111-2, Col-0, OEI und 

OEII. Zudem konnte keine Induktion von AtERF#111 durch ABA-Stress detektiert werden (Abb. 9C). 

Bestätigt wird dies zudem durch Transkriptomdaten von einem RNA-Seq Zeitreihen-Experiment (Song 
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et al., 2016) sowie durch eine Mikroarrayanalyse (Liu et al., 2013), welche auch keine differentielle 

Expression von AtERF#111 nach ABA-Behandlung zeigten. 

Abb. 9 | AtERF#111 ist nicht in die ABA-Signalgebung involviert.  
(A) Keimungsversuch in Anwesenheit von ABA. Samen gleichen Alters von Col-0, erf#111-2, ERF#111-OEI und 
ERF#111-OEII wurden auf MS-Platten mit verschiedenen ABA-Konzentrationen (0 - 0,7 µM) ausgebracht. Die 
Fähigkeit zur Keimung wurde nach 10 Tagen (Langtag) dokumentiert. Repräsentative Aufnahmen aus drei 
biologischen Replikaten. (B) Wurzelwachstumsversuch in Anwesenheit von ABA. 3 Tage-alte Keimlinge von Col-0, 
erf#111-2, OEI und OEII wurden auf MS-Platten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen (0 - 100 µM ABA) 
ausgebracht. Nach weiteren 14 Tagen wurden die Wurzellängen gemessen. Gezeigt sind relative Wurzellängen 
im Vergleich zu Kontrollen in Prozent. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von mindestens 3 
biologischen Replikaten (n > 10 pro Replikat und Behandlung). * zeigt einen signifikanten Unterschied von 
p < 0,05 (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test) im Vergleich zu Col-0 bei jeder ABA-Konzentration. N.s., nicht 
signifikant. (C) Expressionsanalyse der ABA-responsiven Gene AtRAB18 und AtRD22 nach ABA-Behandlung. 
Semiquantitativen RT-PCR Analyse von 7 Tage alten Keimlingen, die mit 100 µM ABA für 4 h besprüht wurden. 
Kontrollpflanzen wurden analog mit Wasser besprüht. Gezeigt sind repräsentative Ergebnisse von drei 
biologischen Replikaten. TUBULIN (TUB) diente als Referenzgen. 
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3.1.3.2 Bestätigung der Wirksamkeit der ABA-Behandlung  

Um die Effektivität der hier angewendeten ABA-Behandlung zu überprüfen, wurden sowohl Keimungs- 

als auch Wurzelwachstumsassay zusätzlich mit der bereits publizierten ABA-hypersensitiven Mutante 

prt6-1 (Holman et al., 2009) sowie mit der ABA-insensitiven Quadrupel-Mutante des ABA Rezeptors 

PYRABACTIN RESISTANCE1/PYR1-LIKE (PYR1/PYL) pyr1 pyl1 pyl2 pyl4 (Park et al., 2009) durchgeführt 

(Abb. 10, Abb. 11). Die Fähigkeit zur Keimung wurde anhand folgender Kriterien in verschiedene Kate-

gorien eingeteilt: keine erkennbare Keimwurzel (tot), erkennbare Keimwurzel (> 1mm) sowie vollstän-

dige Entwicklung des Keimlings (inklusive der Ausbildung grüner Kotyledonen). Tatsächlich zeigte 

prt6-1 eine hypersensitive Inhibition der Keimung im Vergleich zu Col-0 und war bei keiner der 

getesteten ABA-Konzentrationen in der Lage, grüne Kotyledonen auszubilden (Abb. 10A, B). 

Abb. 10 | Analyse der ABA-Sensitivität der Keimung. 

(A) Samen gleichen Alters von Col-0, erf#111-2, der Quadrupel-Mutante pyr1 pyl1 pyl2 pyl4 (= Q) und prt6-1 

wurden auf MS-Agarplatten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen (0 - 0,7 µM) ausgebracht und die 

Keimung nach 10 Tagen (Langtag) dokumentiert. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen von drei biologischen 

Replikaten. (B) Die Keimung wurde quantifiziert und in drei Kategorien eingeteilt: keine sichtbare Keimwurzel 

(tot, schwarz), sichtbare Keimwurzel (> 1 mm, grau) und vollständige Keimlingsentwicklung (inklusive der 

Ausbildung grüner Kotyledonen, grün). Werte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von drei biologischen 

Replikaten (n > 8 pro Replikat und Behandlung). 
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Die Mutante pyr1 pyl1 pyl2 pyl4 war hingegen ABA-insensitiv und zeigte sogar bei 0,7 µM ABA eine 

vollständige Entwicklung der Keimlinge. Im Gegensatz zu diesen Linien verhielt sich erf#111-2 erneut 

analog zu Col-0 und zeigte bei 0,7 µM ABA einen intermediären Phänotyp mit 6 % bis 12 % toter Keim-

linge und 80 % - 90 % mit erkennbarer Keimwurzeln (Abb. 10A, B). 

Bezüglich des Wurzelwachstumsversuchs wiesen Keimlinge der Mutante pyr1 pyl1 pyl2 pyl4 längere 

relative Wurzellängen sowie ein signifikant höheres relatives Gewicht auf als Col-0, während keine 

Unterschiede zwischen Col-0, erf#111-2 und prt6-1 zu verzeichnen waren (Abb. 11A, B). Dies war zu 

erwarten, da Holman et al (2009) für prt6-Allele zwar eine hypersensitive Keimung gezeigt hatten, 

jedoch keine Hypersensitivität bezüglich der ABA-Inhibierung der Wurzelelongation. Demnach 

bestätigen auch diese Daten, dass erf#111-2 keine modifizierte ABA-Sensitivität im Vergleich zu Col-0 

aufweist.  
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Abb. 11 | Einfluss von ABA auf das Wurzelwachstum und das Gewicht von Keimlingen. 
(A) Wurzelwachstumsversuch in Anwesenheit von ABA. 3 Tage-alte Keimlinge von Col-0, erf#111-2, prt6-1 und 
pyr1 pyl1 pyl2 pyl4 (= Q) wurden auf MS-Agarplatten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen (0 - 100 µM 
ABA) ausgebracht. Nach weiteren 14 Tagen (Langtag) wurden die Wurzellängen gemessen. Gezeigt sind relative 
Wurzellängen im Vergleich zu Kontrollen in Prozent. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 
3 biologischen Replikaten (n > 9 pro Replikat und Behandlung). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 
Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant von Col-0 bei der jeweiligen ABA-Konzentration unterscheiden 
(einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). (B) Das Gewicht von jedem Keimling aus (A) wurde gemessen und ist als 
relatives Gewicht im Vergleich zu Kontrollen in Prozent dargestellt. 
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Zusammenfassend zeigen die hier durchgeführten Versuche, dass zumindest unter den getesteten Be-

dingungen AtERF#111 nicht in die ABA-Signalgebung involviert zu sein scheint und damit keinen Re-

pressor der ABA-Antwort darstellt, obwohl eine adäquate Wirksamkeit der angewandten ABA-Behand-

lung bestätigt wurde. 

3.1.4 AtERF111 wird nicht durch Trockenstress, sondern durch Verwundung induziert 

Mikroarraydaten von Ha et al. (2014) implizierten eine Induktion der Expression von AtERF#111 bei 

Trockenstress (Gene Expression Omnibus (GEO) accession: GSE48949). Hierbei wurden die Blattroset-

ten von 24 Tage-alten Pflanzen abgetrennt und für 0 (Kontrolle), 2 und 4 h auf Papier zum Trocknen 

platziert. Andere Mikroarraydaten zeigten jedoch keinen Effekt von Trockenstress auf die Expression 

von AtERF#111. So zum Beispiel der Datensatz von Nishiyama et al. (2013), welche 3 Wochen-alte 

Pflanzen in Erde für 10 Tage nicht gewässert und die Expression zu gut gewässerten Kontrollpflanzen 

verglichen hatten (GEO accession: GSE42290). Aufgrund der widersprüchlichen Befunde wurden beide 

Versuche wiederholt, um herauszufinden, ob AtERF#111 nun tatsächlich differentiell bei Trockenstress 

reguliert wird (Abb. 12). 

Zunächst wurden Pflanzen im 8-Blattstadium in Erde für 9 Tage nicht gewässert und anschließend das 

Blattmaterial geerntet. Im Vergleich zu Kontrollpflanzen konnte eine mehr als 250-fache Induktion des 

Trockenstress Markergens AtRAB18 detektiert werden (Abb. 12A, B). Für AtEREF#111 konnte hingegen 

keine Änderung in der Transkriptmenge festgestellt werden, was die Daten von Nishiyama et al. (2013) 

bestätigt.  

Wurden die Pflanzen lediglich für 3 h auf Papier inkubiert, stieg die Expression des Trockenstress Mar-

kers AtRAB18 um das 30-fache im Vergleich zur Kontrolle (Zeitpunkt t = 0) (Abb. 12A, B). Auch 

AtAERF#111 selbst zeigte eine ca. 75-fache Induktion der Expression. Während Ha et al. (2014) nur die 

Blattrosetten ohne die Wurzel auf Papier exponierten, wurde hier die ganze Pflanze inklusive Wurzel 

verwendet. Wesentlich ist, dass dieser experimentelle Aufbau nicht die Expression von AtERF#111 be-

einflusste, da sowohl mit als auch ohne Wurzel eine vergleichbare Induktion von AtERF#111 in den 

Blättern nach 3 h Trockenstress auf Papier beobachtet werden konnte (Abb. 12C). Folglich konnten 

auch die Daten von Ha et al. (2014) bestätigt werden. 

Um dennoch aufzuklären, was nun den Unterschied dieser beiden Trockenstress-Behandlungen her-

vorruft, wurde für die Reproduktion der Ergebnisse von Ha et al. (2014) eine weitere Kontrolle einge-

führt, in welcher die Wurzeln der auf Papier exponierten Pflanzen mit feuchtem Papier bedeckt wur-

den, um eine Austrocknung dieser zu verhindern (= Kontrolle Papier) (Abb. 12A, B). Interessanterweise 

erhöhte sich unter diesen Kontrollbedingungen die Expression von AtERF#111 im gleichen Maße wie 

nach 3 h Trockenstress auf Papier. AtRAB18 zeigte wie erwartet keine Induktion bei den Kontrollen auf 

Papier. 
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Abb. 12 | Die Expression von AtERF#111 wird nicht durch Trockenstress, sondern sehr stark durch 
mechanischen Stress induziert.  
(A) RT-qPCR Analysen von AtERF#111 (schwarze Balken) und AtRAB18 (graue Balken) relativer 
Transkriptlevel (RTL). Pflanzen im 8-Blattstadium (Kurztag) in Erde wurden für 9 Tage nicht gewässert 
(Trockenstress Erde = T Erde) oder für 3 h auf Papier exponiert (= T Papier). Entsprechende Kontrollen 
wurden entweder in Erde gut gewässert (= K Erde) oder bei Exposition auf Papier mit einem feuchten Tuch 
bedeckt (= K Papier). (B) Die Blattrosetten der Pflanzen (8-Blattstadium) wurden ohne Wurzel für 3 h dem 
Trockenstress auf Papier ausgesetzt. Vergleich zu Kontrollen in Erde (= K Erde). (A+B) Relative Transkriptlevel 
wurden auf das Referenzgen Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) normalisiert. Datenpunkte sind Mittelwerte 
+/- Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, 
die sich mit p < 0,05 signifikant voneinander unterscheiden (T-Test für den Vergleich von zwei Mittelwerten; 
einfaktorielle ANOVA und Tukey HSD Test für den Vergleich von mehr als zwei Mittelwerten). (C) 
Repräsentative Aufnahmen; (a) 3 Wochen alte Pflanzen im 8-Blattstadium (Kurztag); (b) nach 9 Tagen 
Trockenstress in Erde; (c) korrespondierende Kontrollpflanzen; (d) Trockenstress auf Papier ohne Wurzel; (e) 
Trockenstress auf Papier mit Wurzel; (f) Kontrollen mit bedeckten Wurzeln auf Papier. 
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Folglich lag der Schluss nahe, dass allein das Platzieren der Pflanze auf Papier schon ausreichend war, 

um die Expression von AtERF#111 zu induzieren - womöglich verursacht durch Verwundung bzw. me-

chanischen Stress. Diese Annahme wurde durch ein unabhängiges Verwundungsexperiment bestätigt, 

in welchem die Blätter der Pflanzen mit einer Nadel verwundet wurden und nach verschiedenen Zeit-

punkten Blattmaterial geerntet wurde (Abb. 13). Die Expression von AtERF#111 wurde hierbei sehr 

stark induziert und erreichte nach 1 h ein Maximum (>300-fache Induktion), während nach 6 h die 

Expression wieder annähernd auf das ursprüngliche Niveau zurückgegangen war. 

 

 

 

Zudem wurden stabile transgene Arabidopsis Reporterlinien hergestellt, welche die codierende Se-

quenz der Firefly Luciferase unter der Kontrolle des Promotors von AtERF#111 exprimierten 

(pBGWL7_prAtERF#111:fLUC) (Abb. 14). 90 Minuten nach Verwundung der Blätter mit einer Schere 

konnte die Biolumineszenz in den Blättern der prAtERF#111:fLUC Linien festgestellt werden. Das Signal 

war ausschließlich an den verwundeten Stellen zu detektieren, während in den Blättern der 

Kontrollpflanze Col-0 kein Signal beobachtet werden konnte (Abb. 14). Dieser Versuch bestätigt dem-

nach eine verwundungsabhängige Induktion von AtERF#111 in den Blättern der Pflanze. 
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Abb. 13 | Die Expression von AtERF#111 wird durch Verwundung induziert.  
Die Blätter von 3 Wochen-alten Pflanzen wurden mit einer Nadel verwundet. Das Blattmaterial wurde zu 
verschiedenen Zeitpunkten geerntet (10, 20, 30 min und 1, 3, 6 h). Kontrollen wurden am Anfang (0 h) und am 
Ende der Behandlung (6 h) geerntet. Relative Transkriptlevel (RTL) wurden auf das Referenzgen 
Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) normalisiert. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 3 
biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant 
voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). 
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3.1.5 Analyse der Expression von AtERF#111 unter weiteren Stressbedingungen 

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits eine Induktion von AtERF#111 bei Hypoxie, Überflutung 

und Verwundung detektiert werden konnte, stellte sich die Frage, ob es noch weitere Bedingungen 

gibt, welche zur Induktion von AtERF#111 führen. Sobald Pflanzen überflutet werden, akkumulieren 

sie in kürzester Zeit hohe Mengen an Ethylen – ein gasförmiges Phytohormon, das viele weitere Sig-

nalkaskaden anschaltet (Sasidharan et al., 2018). Nach Besprühen von 7 Tage-alten Keimlingen mit 

dem Ethylen-Vorläufer 1-Aminocyclopropan-1-carbonsäure (ACC) konnte jedoch keine Änderung in 

der Transkriptmenge von AtERF#111 festgestellt werden (Abb. 15).  

Methyljasmonat (MeJA) induziert eine verwundungsresponsive Genexpression in Pflanzen und auch 

H2O2 wird systemisch in Blättern bei Verwundung induziert (León et al., 2001). Es konnte eine ca. 2-

fache Induktion der AtERF#111-Expression nach H2O2-Behandlung sowie eine 3,6-fache Induktion 

durch MeJA-Behandlung beobachtet werden (Abb. 15). Diese Befunde verstärken die Annahme, dass 

AtERF#111 in die Verwundungsantwort involviert ist. Auch im Rahmen dieser Versuchsreihe konnte 

keine Induktion der Expression von AtERF#111 durch eine ABA-Behandlung nachgewiesen werden. 
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Abb. 14 | Verwundungsabhängige Induktion von prAtERF#111:fLUC. 
Stabile Arabidopsis Linien im Col-0 Hintergrund, welche Fusionen aus dem Promotor von AtERF#111 (1302 bp) 
und der codierende Sequenz von fLUC exprimieren (prATERF#111:fLUC). Detektion der Biolumineszenz nach 
Behandlung mit 2 mM D-Luciferin + 0,1 % Triton X-100 90 min nach Verwundung der Blätter mit einer Schere. 
Die Biolumineszenz wurde mittels CCD Kamera (Intas) und einer Belichtungszeit von 20 min optisch detektiert. 
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3.1.6 ERF#111 -OE Linien zeigen eine veränderte Wurzel- und Sprossentwicklung 

Um die Eigenschaften des Transkriptionsfaktors AtERF#111 noch weiter aufzuklären, wurden stabile 

ERF#111-OE Linien mit einem N-terminalen His6-FLAG-Epitop im Col-0 Hintergrund generiert. Interes-

santerweise wiesen die OE-Linien auffällige Phänotypen auf (Abb. 16). 5 Wochen-alte Pflanzen (Kurz-

tag) bildeten kleinere Blätter und Petiolen im Vergleich zum WT und produzierten oft auch nur eine 

geringere Menge an Samen (Abb. 16A). Im Keimungsstadium bildeten sie im Vergleich zu Col-0 sehr 

viele und lange Wurzelhaare aus (Abb. 16B).  

Mittels semiquantitativer RT-PCR sollte analysiert werden, ob ein Zusammenhang zwischen Wurzel-

haarbildung und der AtERF#111 Transkriptmenge in verschieden starken OE-Linien besteht (Abb. 16C). 

Folglich wurden mehrere OE-Linien, hervorgegangen aus unabhängigen T-DNA Insertionsereignissen, 

ausgewählt und anhand ihrer Anzahl und Länge der Wurzelhaare eingeordnet. Die Analyse zeigte eine 

klare positive Korrelation zwischen Wurzelhaarbildung und AtERF#111 Expression: OE-Linien, die ähn-

lich wie Col-0 vergleichsweise wenig Wurzelhaare ausbildeten, wiesen nur eine niedrige AtERF#111-

Transkriptmenge auf, während die AtERF#111-Expression mit zunehmender Länge und Anzahl der 

Wurzelhaare anstieg (Abb. 16C). Auf Basis dieses Wurzelhaar-Phänotyps wurden für weitere Analysen 

die Linien OEI und OEII ausgewählt, wobei letztere mehr Wurzelhaare als OEI ausbildete und die 

stärkste AtERF#111-Expression aller getesteten Linien aufwies.  
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Abb. 15 | Expressionsanalyse von AtERF#111 unter verschiedenen Stressbedingungen.  
7 Tage-alte Keimlinge wurden mit 10 mM H2O2, 50 µM MeJA, 500 µM ACC oder 100 µM ABA besprüht. 
AtERF#111-Transkriptlevel wurden mittels RT-qPCR relativ zur Expression des Referenzgens Elongationsfaktor 1-
alpha (EF1A) analysiert und auf die Kontrollbehandlungen (Ethanol bzw. Wasser) normalisiert. Zu jeder 
Behandlung wurden 0,01 % Tween-20 zugesetzt. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 3 
biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant 
voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). 
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Abb. 16 | Phänotypen von ERF#111-Überexpressionslinien. 

(A) 5 Wochen-alte Pflanzen (Kurztag) der ERF#111-OE Linien wiesen kleinere und mehr Rosettenblätter im 
Vergleich zu Col-0 auf. (B) 7 Tage-alte Keimlinge der ERF#111-OE Linien bildeten mehr Wurzelhaare als Col-0. 
Maßstab: 0,5 mm. (C) Länge (n > 130) und Anzahl (n > 14) der Wurzelhaare wurden an der Wurzelspitze (schwarze 
Balken) und Wurzelbasis (graue Balken) bestimmt. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 
2 biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant 
voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). (D) Korrelation zwischen der AtERF#111 
Transkriptmenge und der Wurzelhaarbildung. Semiquantitative RT-PCR Analyse von 7 Tage-alten Keimlingen 
verschiedener ERF#111-OE Linien und Col-0, die anhand der Anzahl und Länge der Wurzelhaare angeordnet 
wurden (*= OEII). TUBULIN (TUB) diente als Referenzgen. 
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Um die Zellverteilung in der Rhizodermis der Wurzel genauer zu untersuchen, wurden zudem Wurzel-

schnitte von 7 Tage-alten Keimlingen angefertigt (Abb. 17). Normalerweise bilden Kreuzblütler wie 

Arabidopsis Wurzelhaare nur an bestimmten Positionen aus: Zellen, welche dazu bestimmt sind, Wur-

zelhaare zu bilden (Trichoblasten), haben Kontakt zu zwei kortikalen Zellen, bekannt als die Haar-Posi-

tion (H), während Zellen, die keine Wurzelhaare ausbilden (Atrichoblasten), nur Kontakt zu einer kor-

tikalen Zelle aufweisen, was die sogenannte Nicht-Haar-Position (N) darstellt (Dolan et al., 1994). Inte-

ressanterweise konnten Mikrotomschnitte von Wurzeln der ERF#111-OE Linien zeigen, dass die Wur-

zelhaare nicht nur in der Haar-Position, sondern auch in der Nicht-Haar-Position ausgemacht werden 

konnten, welche normalerweise keine Wurzelhaare ausbildet (Abb. 17). Wie erwartet bildete Col-0 

ausschließlich Wurzelhaare in der Haar-Position. 

 

3.1.7 Erstellung von Genexpressionsprofilen von ERF#111-Überexpressionslinien 

Um herauszufinden, welchen Effekt eine Überexpression von ERF#111 auf die Genexpression der 

Pflanze ausübt, wurde ein entsprechendes Expressionsprofil mittels Mikroarrayanalyse unter der Ver-

wendung des Arabidopsis 4x44k Array (Agilent Technologies) angefertigt. Dafür wurden Spross und 

Wurzel von 7 Tage-alten His6-FLAG-ERF#111-OEI und -OEII getrennt geerntet und die Expression mit 

Spross und Wurzel von WT-Keimlingen verglichen (Abb. 18). 

Insgesamt konnten dabei 807 differentiell exprimierte Gene (DEGs) identifiziert werden, deren Tran-

skriptmenge im Vergleich zu Col-0 eine mehr als 2-fache Änderung aufwies (|Sig-

nal-Log2-Ratio (SLR)| > 1, p < 0,01) (Abb. 18A). Von diesen waren 277 Gene nur im Spross, 116 nur in 

der Wurzel und 57 Gene in Wurzel und Spross zusammen induziert. Darüber hinaus waren 357 der 807 

DEGs signifikant herunterreguliert (SLR < -1, p < 0,01), 128 Gene nur im Spross, 222 in der Wurzel und 

7 in Spross und Wurzel zusammen (Abb. 18A). 
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Abb. 17 | Querschnitte von Wurzeln der ERF#111-Überexpressionslinien und Col-0.  
Repräsentative Aufnahmen von Mikrotomschnitten (15 µm) der Wurzeln von 7 Tage alten Keimlingen. ERF#111-
OE Linien bilden im Unterschied zu Col-0 Wurzelhaare nicht nur in den Haar-Positionen (H), welche Kontakt zu 
zwei kortikalen Zellen aufweisen, sondern auch in den Nicht-Haar-Positionen (N), welche Kontakt zu nur einer 
kortikalen Zelle aufweisen. Maßstab: 25 µm. 
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Um einer potentiellen Verbindung zu der anaeroben Antwort bei Sauerstoffmangel nachzugehen, wur-

den alle durch ERF#111-OE signifikant hochregulierten Gene mit dem gut charakterisierten Set von 49 

Hypoxie-responsiven core-Genen (Mustroph et al., 2009) verglichen (Abb. 18B). Es konnte nur ein core-

Gen, RHODANESE (AT2G17850), identifiziert werden, das ebenfalls durch ERF#111-OE in Wurzel und 

Spross hochreguliert wurde sowie vier weitere core-Gene, welche nur im Spross hochreguliert wurden. 

Abb. 18 | Venn-Diagramme der Mikroarraydaten von ERF#111-OE Linien.  

(A) Anzahl an differentiell exprimierten Genen (DEGs), die im Spross von 7 Tage alten Arabidopsis ERF#111-OE 

Keimlingen signifikant hochreguliert (SLR > 1, p < 0,01) oder signifikant herunterreguliert (SLR < -1, p <0,01) 

wurden. (B-E) Vergleich der durch ERF#111-OE induzierten Gene in Wurzel und Spross (SLR > 1, p < 0,01) mit 

bereits publizierten Mikroarray-Datensätzen: (B) mit den 49 Hypoxie-responsiven core-Genen (Mustroph et al. 

2009); (C) mit Keimlingen, die für 6 h überflutet wurden (Hsu et al. 2013); (D) mit Keimlingen nach 4 h Anoxie 

(Tsai et al. 2014); (E) mit den Daten nach 3 h Verwundung von Blättern (Wang et al. 2015). 
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Letztere waren zwei Wound Responsive Family Proteins (AT4G33560, AT4G10270), PYRUVATE DECAR-

BOXYLASE 1 (PDC1, At4G33070) und ETHYLENE RESPONSE2 (ETR2, AT3G23150). 

Beim Vergleich aller DEGs mit einem SLR > 1 mit Mikroarraydaten von Arabidopsis-Keimlingen, die für 

6 h in Dunkelheit überflutet wurden (Hsu et al., 2013) (Abb. 18C, Abb. 19A) oder 4 h der Anoxie ausge-

setzt wurden (Tsai et al., 2014) (Abb. 18C, Abb. 19A), konnte eine sprossspezifische Überlappung zwi-

schen diesen Datensätzen ermittelt werden (jeweils 4x44k Array). Diese Überlappung war statistisch 

signifikant (p < 0,001, Fishers exact test), was eine potentielle Verbindung zu Überflutung/Hypoxie im-

pliziert. Das Hypoxie-responsive Gen RHODANESE war dabei in allen Datensätzen hochreguliert.  

 

Abb. 19 | Heatmap und Gene-Ontology Analyse der Mikroarraydaten von ERF#111-OE Linien.  

(A) Heatmap von sprossspezifischen DEGs, die durch ERF#111-OE induziert wurden im Vergleich zu 
Mikroarraydaten von Arabidopsis-Keimlingen nach 6 h Überflutung in Dunkelheit (Hsu et al. 2013), nach 4 h Anoxie 
(Tsai et al. 2014) oder von Blättern, die 3 h nach Verwundung geerntet wurden (Wang et al. 2015). Signal-Log2-
Ratios (SLRs) werden durch die Intensität der Farbskala von -3 (blau) bis 3 (gelb) angezeigt. (B) Ausgewählte Gene-
Ontology (GO) Kategorien für molekulare Funktion (MF) und biologischen Prozess (BP), signifikant im Spross durch 
ERF#111-OE überrepräsentiert (P-values wurden mittels GOHyperGAll berechnet). 
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MF antioxidative Aktivität 9,2E-03

MF Hydrolase Akvitität 1,5E-02
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BP Antwort auf Chemikalie 8,3E-11

BP Antwort auf Stimulus 1,6E-09

BP Antwort auf Stress 9,0E-09

BP Kohlenhydrat metabolischer Prozess 6,1E-05

BP Antwort auf externen Stimulus 5,4E-04

BP Oxidations- und Reduktionsprozess 3,7E-03

BP Antwort auf Hormon 8,5E-03

BP Antwort auf endogenen Stimulus 1,2E-02

BP Abwehrantwort 1,4E-02

BP Antwort auf anderen Organismus 2,0E-02

BP Antwort auf externen biotischen Stimulus 2,1E-02
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Da die Expression von AtERF#111 zudem stark durch Verwundung induziert wurde (Abb. 13, Abb. 14), 

folgte ein Vergleich der Daten mit einem bereits publizierten Mikroarrayexperiment, bei welchem die 

Expression in Blättern der Pflanzen 3 h nach der Verwundung ebenfalls mittels 4x44k Array analysiert 

wurde (Wang et al., 2015). In Übereinstimmung konnte auch bei Wang et al. (2015) eine Induktion von 

AtERF#111 bei Verwundung gezeigt werden. Zudem war die Überlappung der durch ERF#111-OE indu-

zierten Gene und der im Verwundungsarray von Wang et al. (2015) induzierten Gene statistisch signi-

fikant (p < 0.001, Fishers exact test). Darunter befanden sich zum einen die Mitglieder der Pflanzen-

Defensine, aber auch die Gene Thioredoxin H-type 8 (AtTH8; AT1G69880) oder Strictosidine synthase 3 

(AtSS3; AT1G74000). Die Vermutung, dass AtERF#111 eine Funktion in der Abwehr- oder Verwun-

dungsantwort haben könnte, wurde zudem durch die Tatsache gestützt, dass die Mitglieder der 

Klasse I Pflanzen-Defensine PLANT DEFENSINS (AtPDF)1.2c (AT5G44430; SLR 6.9), AtPDF1.3 

(AT2G26010; SLR 6.5), AtPDF1.2b (AT2G26020; SLR 6.1) und AtPDF1.2a (AT5G44420; SLR 4.5) zu den 

durch AtERF#111 am stärksten induzierten Genen im Spross gehörten. Die Transkripte dieser zeigten 

jedoch keine Änderung bei Überflutung oder Hypoxie (Referenzen aus Abb. 19). 

Um weiterhin Aufschluss darüber zu erlangen, welchem biologischen Prozess (BP) oder welcher mole-

kularen Funktion (MF) die durch ERF#111-OE induzierten Gene zugeordnet werden können, wurde 

eine Gene-Ontology (GO) Analyse durchgeführt (Abb. 19B). Die meisten angereicherten GO-Annotati-

onen konnten den sprossspezifischen DEGs zugeordnet werden, darunter die molekularen Funktionen 

Peroxidase-Aktivität, Oxidoreduktase-Aktivität, Strictosidin-Synthase-Aktivität sowie biologische Pro-

zesse, die mit externen Stimuli in Verbindung gebracht werden konnten, wie Antwort auf Stress, Che-

mikalien, Hormone, Abwehr oder auf einen anderen Organismus (Abb. 19B). Diese Befunde unterstütz-

ten weiterhin die Annahme, dass AtERF#111 eine Rolle in der Verwundungsantwort spielt. 

3.1.8 Identifikation von direkten AtERF#111-Zielgenen 

Ein weiterer wichtiger Schritt zur Charakterisierung von AtERF#111 war die Identifizierung von Zielge-

nen, welche direkt durch den Transkriptionsfaktor reguliert werden. Um dies zu erreichen, sollte zu-

nächst die Genexpression zwischen Col-0 und der erf#111-2 Mutante im Rahmen eines weiteren 

Mikroarrayexperiments nach Verwundung verglichen werden (Abb. 20). 

Hierfür wurden die Blätter von 3 Wochen-alten Arabidopsis-Pflanzen verwundet und das Blattmaterial 

nach 3 Stunden geerntet, analog zu den Experimenten von Wang et al. (2015). Beim Vergleich der 

Daten aus dem bereits publizierten Verwundungsarray (Wang et al. 2015) mit den nun neu generierten 

Daten von Col-0 nach Verwundung konnte eine klare Überlappung festgestellt werden: 448 von 1415 

differentiell exprimierten Genen wurden auch bei Wang et al. (2015) durch Verwundung induziert 

(Abb. 20A).  
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Interessanterweise konnten 328 Gene identifiziert werden, die zwar signifikant durch Verwundung in 

Col-0 (SLR > 1, p < 0,01), jedoch nicht signifikant in erf#111-2 induziert wurden (vgl. Daten S1).  

Eines dieser Gene war natürlich AtERF#111 selbst, was einen Funktionsverlust des Gens bestätigt. 

Nichtsdestotrotz waren die Unterschiede der Genexpression zwischen WT und erf#111-2 nicht groß 

genug, sodass kein signifikanter Unterschied im direkten Vergleich zwischen WT und erf#111-2 detek-

tiert werden konnte. Das könnte entweder darauf zurückzuführen sein, dass nicht der richtige Zeit-

punkt nach Verwundung ausgewählt wurde oder, dass AtERF#111 nicht den einzigen Regulator puta-

tiver Zielgene bei Verwundung darstellt und der Effekt von redundant agierenden Transkriptionsfak-

toren kompensiert wird, was wahrscheinlicher erscheint. 

Um die Fragestellung potentieller direkter Zielgene dennoch beantworten zu können, wurde ein an-

derer experimenteller Ansatz im Protoplastensystem verfolgt. Hierfür wurde ein Glukokortikoid-Re-

zeptor C-terminal an AtERF#111 fusioniert (AtERF#111-HBD) und in Arabidopsis-Protoplasten der 

erf#111-2 Mutante exprimiert. In diesem System wurde die nukleare Translokation von ERF#111-HBD 

durch die Zugabe des synthetischen Glukokortikoids Dexamethason (DEX) zur Protoplastensuspension 

induziert. Der Effekt der Dexamethason-Behandlung auf die Expression der Zielgene wurde in der An- 

bzw. Abwesenheit des Translationsinhibitors Cykloheximid (CHX) analysiert, um eine Unterscheidung 

von direkten und indirekten AtERF#111-Zielgenen zu ermöglichen. 4 h nach Zugabe von DEX wurde 

aus den Protoplasten RNA für einen anschließenden Mikroarray extrahiert. Hierbei konnten 309 Gene 

identifiziert werden, welche die Summe aus direkten und indirekten Zielgenen darstellten (nur DEX-

Behandlung) sowie 109 Gene, die sehr wahrscheinlich direkte AtERF#111-Zielgene darstellen (CHX + 

DEX Behandlung) (Abb. 20B). 

Bei Betrachtung der direkten Zielgene konnte zudem festgestellt werden, dass die Expression aller 

Zielgene signifikant hochreguliert wurde und keines signifikant herunterreguliert. Dies lässt den wich-

tigen Schluss zu, dass AtERF#111 als ein Aktivator der Genexpression fungiert und nicht als ein Repres-

sor, wie zuvor von Pandey et al. (2005) publiziert. Beim Vergleich der verschiedenen Mikroarraydaten 

konnten 15 direkte AtERF#111-Zielgene identifiziert werden, deren Expression sowohl durch Verwun-

dung als auch durch stabile AtERF#111-Überexpression modifiziert wurde (Abb. 20C).  

Darunter befanden sich erneut die Gene SS3 und TH8, aber auch das CYTOCHROME P450 CYP71B22 

(AT3G26200). Eine GO-Analyse aller direkten AtERF#111-Zielgene zeigte eine Anreicherung der folgen-

den biologischen Prozesse: Antwort auf externen Stimulus, Abwehrantwort, Antwort auf Verwundung 

und Antwort auf einen anderen Organismus (Abb. 20D) – ähnlich zu den GO-Kategorien, die durch 

ERF#111-OE im Spross identifiziert wurden. 
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Abb. 20 | Identifikation von direkten AtERF#111-Zielgenen.  
A) Anzahl an DEGs (SLR < 1, p < 0,01) im Verwundungs-Mikroarray von Wang et al. (2015) (Verwundung I) und 
dem in im Rahmen dieser Arbeit neu durchgeführten Verwundungs-Mikroarray (Verwundung II). 
Pflanzenmaterial wurde in beiden Arrays 3 h nach Verwundung der Blätter geerntet. B) Anzahl an direkten sowie 
direkten + indirekten AtERF#111-Zielgenen, die mittels Glukokortikoid-induzierbaren Protoplastensystem 
identifiziert wurden. C) Venn-Diagramm mit überlappenden Genen zwischen Verwundung I, AtERF#111-
Zielgenen sowie Genen, die durch ERF#111-OE im Spross induziert wurden. D) Ausgewählte GO-Kategorien für 
Molekulare Funktion (MF) und Biologischen Prozess (BP), überrepräsentiert in allen direkten AtERF#111-
Zielgenen (P-values wurden mittels GOHyperGAll bestimmt). (E) Heatmap ausgewählter Gene zum Vergleich 
folgender Gruppen: direkte Zielgene, direkte + indirekte Zielgene, ERF#111-OE in Wurzel und Spross, 
Verwundung I und Verwundung II (von WT und erf#111-2). Signal-Log2-Ratios (SLRs) werden durch die Intensität 
der Farbskala von -3 (blau) bis 3 (gelb) angezeigt. 
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3.1.9 AtERF#111 transaktiviert die Promotoren ausgewählter Zielgene 

Als nächstes sollte das Transaktivierungspotential von AtERF#111 auf die Promotoren ausgewählter 

Zielgene im Protoplastensystem untersucht werden. Dafür wurde das Konstrukt 35S:HA-AtERF#111 

zusammen mit dem Promotor des Zielgens, welcher an das Firefly Luciferase-Gen (fLUC) fusioniert 

wurde, in Mesophyllprotoplasten von Arabidopsis transformiert. Renilla Luciferase (rLUC) wurde dabei 

als interner Standard verwendet, und die Promotoraktivität wurde als Quotient aus fLUC und rLUC 

(fLUC/rLUC) bestimmt. Ausgewählt wurden für diesen Versuch die zuvor genannten verwundungs-

responsiven Gene PDF1.2a, TH8, SS3 und CYP71B22 (Abb. 20E). Zusätzlich wurde das Hypoxie-respon-

sive core Gen RHODANESE sowie das Gen EXPANSIN 1 (EXPA1) ausgewählt. Bei Letzterem wird davon 

ausgegangen, dass es in die Auflockerung der Zellwand involviert sein könnte, was möglicherweise zur 

Erklärung des Wurzelhaar-Phänotyps der ERF#111-OE Linien beiträgt. Abgesehen von SS3 konnte für 

alle getesteten Zielpromotoren eine signifikante Aktivierung durch AtERF#111 detektiert werden (Abb. 

21). Dies bestätigt, dass AtERF#111 einen Aktivator der Genexpression darstellt. 

 

Abb. 21 | AtERF#111 transaktiviert die Promotoren ausgewählter Zielgene. 

Die Luciferase (LUC) Aktivität wurde in Mesophyllprotoplasten der Arabidopsis Mutante erf#111-2 gemessen, 

welche transient die Effektoren GFP (Kontrolle) oder AtERF#111 in Kombination mit entsprechenden Promotoren 

(prPDF1.2a, prTH8, prRHODANESE, prCYP71B22, prSS3, prGST6 and prEXPA1) exprimierten, welche an die 

codierende Sequenz der Firefly Luciferase (fLUC) fusioniert wurden. Die Promotoraktivität wurde quantifiziert, 

indem die fLUC Aktivität relativ zu der cotransformierten Renilla Luciferase (rLUC) als fLUC/rLUC ermittelt wurde. 

Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 6 Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 

Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). 

Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle mit **p < 0,01 und *** p < 0,001 (T-

Test). 
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Um die Zielgene von AtERF#111 weiter zu bestätigen, wurde im Anschluss die Expression dieser in 

Col-0 und erf#111-2 unter Kontrollbedingungen sowie ausgewählten Stressbedingungen mittels RT-

qPCR untersucht (Abb. 22). RHODANESE und SS3 wurden zwar unter Verwundung induziert, jedoch 

konnte nur eine leicht verminderte Expression in der erf#111-2 Mutante im Vergleich zu Col-0 

detektiert werden. CYP71B22 zeigte 3 h nach Verwundung keine Änderung in der Transkriptmenge in 

beiden Genotypen. Um die Expression von Mitgliedern der Familie der Pflanzen Defensine zu testen, 

wurden Oligonukleotide generiert, welche PDF1.1-1.3 aufgrund ihrer hohen Sequenzähnlichkeit 

simultan amplifizieren. Interessanterweise war die Expression von PDF1.1-1.3 in erf#111-2 signifikant 

niedriger im Vergleich zum WT, jedoch zeigte die Genfamilie keine Induktion bei Verwundung unter 
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Abb. 22 | Analyse der Expression von AtERF#111 Zielgenen in Col-0 und erf#111-2 nach Stressbehandlungen.  

(A) – (F) RT-qPCR Analyse der relativen Transkriptlevel (RTL) von TH8, RHODANESE, SS3, CYP71B22 and EXPA1 in 

Blättern 3 Wochen-alter Col-0 und erf#111-2 Pflanzen. Vergleich der Blätter von Kontrollpflanzen (K) zu Blättern 

von Pflanzen 3 h nach Verwundung (W). (G) RT-qPCR Analyse des RTL von RHODANESE in 7 Tage-alten 

Keimlingen, die für 4 h und 8 h mit Hypoxie (H) behandelt wurden sowie 8 h H gefolgt von 1 h bzw. 16 h 

Wiederbelüftung (RA). Kontrollen (K) wurden unter normoxischen Bedingungen inkubiert. Relative 

Transkriptlevel wurden auf das Referenzgen Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) normalisiert. Datenpunkte sind 

Mittelwerte +/- Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 

Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). 
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den getesteten Bedingungen. Das Gleiche galt für EXPA1, welches auch eine geringere Expression in 

erf#111-2 im Vergleich zum WT unter Kontrollbedingungen aufwies. Dies deutet darauf hin, dass 

AtERF#111 die Expression dieser beiden Gene bereits unter Kontrollbedingungen reguliert. Ein Gen, 

welches signifikant weniger in der erf#111-2 Mutante im Vergleich zu Col-0 induziert wurde, war 

jedoch TH8. Eine Tendenz diesbezüglich konnte auch in den generierten Mirkoarraydaten beobachtet 

werden: TH8 wurde signifikant durch Verwundung im WT induziert, aber nicht signifikant in erf#111-2. 

Nichtsdestotrotz wurde die Expression von TH8 in erf#111-2 nicht vollständig im RT-qPCR Experiment 

reduziert, was darauf hindeutet, dass AtERF#111 nicht den einzigen Regulator dieses Gens darstellt. 

Da die Expression von RHODANESE sehr stark durch Hypoxie induziert wird, wurde demnach auch die 

Transkriptmenge nach 4 und 8 h Hypoxie bzw. 8 h Hypoxie gefolgt von einer Stunde Wiederbelüftung 

analysiert. Auch hier konnten keine signifikanten Expressionsänderungen zwischen WT und erf#111-2 

ausgemacht werden, dennoch konnte eine Induktion dieses Gens unter Hypoxie bestätigt werden.  

Zusammenfassend zeigen diese Daten, das AtERF#111 keinen alleinigen Regulator der Verwundungs-

antwort darstellt. Tatsächlich werden einige weitere Mitglieder der GXERFs in Arabidopsis auch sehr 

stark durch Verwundung induziert, unter anderem ERF#108/RAP2.6, ERF#109/RRTF1, ERF#112, 

ERF#113/RAP2.6L, ERF#114 und ERF#115 (Abb. 23, Ikeuchi et al. 2017). Gemeinsam mit AtERF#111 

könnten diese demnach zur transkriptionellen Regulation der Verwundungsantwort beitragen. 

 

 

 

Abb. 23 | Die Expression von GXERFs bei Verwundung.  

RNA-Seq Daten (GEO accession: GSE101422) stammen von Ikeuchi et al. (2017). Etiolierte Hypokotyle wurden 

abgeschnitten und in Dunkelheit für 1, 3, 6, 12 und 24 h auf MS-0 Platten inkubiert. Signal-Log2-Ratios (SLRs) 

werden durch die Intensität der Farbskala von -3 (blau) bis 3 (gelb) angezeigt.  
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3.2 Charakterisierung des Hypoxie-responsiven Transkriptionsfaktors AtLBD41 

3.2.1 Analyse der Expression von AtLBD41 bei Überflutung 

AtLBD41 zählt zu der Gruppe von 49 core Hypoxie-responsiven Genen und wird in A. thaliana sehr stark 

durch Sauerstoffmangel induziert (Mustroph et al., 2009). Damit übereinstimmend konnte auch bei 

Überflutung in Dunkelheit eine Induktion der Expression des Transkriptionsfaktors gezeigt werden (van 

Veen et al., 2016).  

Um die Expression bei Überflutung noch detaillierter zu analysieren und auch die Verfügbarkeit von 

Licht mit einzubeziehen, wurde im Folgenden ein weiteres Überflutungsexperiment durchgeführt. 

Dazu wurden drei Wochen-alte Arabidopsis Col-0 Pflanzen 2 h nach Beginn der Photoperiode für 22 h 

bzw. 24 h entweder unter normalen Kurztagbedingungen oder in kompletter Dunkelheit überflutet 

und die Expression von AtLBD41 mittels RT-qPCR im Spross analysiert (Abb. 24A, B). Als Kontrollen 

dienten Pflanzen, die für die gleiche Zeitdauer unter normalen Kurztagbedingungen inkubiert wurden 

(Kontrolle KT), sowie Pflanzen, die für die gesamte Dauer in Dunkelheit inkubiert wurden (Kontrolle 

Dunkel). 
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Abb. 24 | Analyse der Expression von AtLBD41 bei Überflutung in Abhängigkeit von der Lichtverfügbarkeit. 

(A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Col-0 Pflanzen wurden im 10-Blattstadium 2 h nach Beginn 

der Photoperiode im Kurztag (KT) entweder unter normalen KT-Bedingungen oder in kompletter Dunkelheit 

überflutet. Kontrollen wurden für die gleiche Zeit und Bedingungen an der Luft inkubiert. Nach 22 h bzw. 24 h 

wurde das Blattmaterial geerntet (pro Bedingung wurde das Material von zwei Pflanzen vereint). (B) Relative 

Transkriptlevel (RTL) wurden mittels RT-qPCR analysiert und auf das Referenzgen Elongationsfaktor 1-alpha 

(EF1A) normalisiert. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten. 

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant voneinander unterscheiden 

(einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). 
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Interessanterweise wurde die Expression von AtLBD41 schon alleine durch Dunkelheit signifikant in-

duziert. Die Kombination aus Dunkelheit und Überflutung hatte dabei den größten Effekt. Pflanzen, 

die im normalen KT-Rhythmus überflutet werden, zeigten nach 22 h, also am Ende der Nacht, eine 

Induktion von AtLBD41, nach 24 h und damit 2 h erneuter Lichtexposition jedoch nicht mehr. Dieser 

Vergleich verdeutlicht, dass bei Überflutung im Licht womöglich noch so viel Photosynthese betrieben 

werden kann, dass kein Sauerstoffmangel vorherrscht und die Lichtverfügbarkeit maßgeblich den 

Zustand der Hypoxie beeinflusst. Daher konnte hiermit gezeigt werden, dass AtLBD41 hauptsächlich 

bei Überflutung in Dunkelheit induziert wird. 

3.2.2 AtLBD41 agiert als Repressor 

Da AtLBD41 eine vorhergesagte EAR-Domäne am C-Terminus besitzt (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009), 

reprimiert der Transkriptionsfaktor höchstwahrscheinlich die Transkription seiner Zielgene.  

Einhergehend mit einer Funktion als Repressor konnten in einem Protoplastenversuch keine Transak-

tivierungseigenschaften für AtLBD41 detektiert werden. Im Zuge dieses Experiments wurde der 

Effektor AtLBD41 N-terminal mit der DNA-Bindedomäne (BD-AtLBD41) des transkriptionellen 

Aktivators GAL4 aus Hefe fusioniert und analysiert, inwieweit dieser die Transkription des Reporters 

4xGAL4UAS:LUC induzieren konnte (Abb. 25). Im Gegensatz zur Positivkontrolle BD-AtRAP2.2, bei 

welchem es sich um einen transkriptionellen Aktivator handelt (Hinz et al., 2010; Gasch et al., 2016), 

konnten für BD-AtLBD41 keine Transaktivierungseigenschaften im Vergleich zur Kontrolle BD-GFP 

detektiert werden. 

 

 

 

 

Abb. 25 | AtLBD41 besitzt keine Transaktivierungseigenschaften. 
Die Luciferase (LUC) Aktivität wurde in Mesophyll-Protoplasten von Col-0 gemessen, welche transient die 
Effektoren BD-AtRAP2.2, BD-AtLBD41 und die Kontrolle BD-GFP exprimierten. Als Reporter wurde 
4xGAL4UAS:LUC coexprimiert. Die Transaktivierungskapazität wurde quantifiziert, indem die fLUC Aktivität 
relativ zu der cotransformierten Renilla Luciferase (rLUC) als fLUC/rLUC ermittelt wurde. Die Daten sind 
Mittelwerte +/- Standardabweichung von 6 Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die 
sich mit p < 0,05 signifikant voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test).  
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3.2.3 Identifikation putativer Zielgene von AtLBD41 

Als einer der ersten Schritte hin zu Charakterisierung von AtLBD41 war es das Ziel, mögliche Zielgene 

zu identifizieren. Im Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits zwei Versionen des Transkriptionsfaktors 

kloniert, um den Effekt einer Überexpression in Protoplasten auf das gesamte Transkriptom analysie-

ren zu können: zum einen das native AtLBD41 (WT_AtLBD41) und zum anderen AtLBD41ΔEAR:VP16, 

bei welchem die EAR-Domäne durch die aktivierende VP16-Domäne aus Herpes simplex ersetzt wurde 

(Abb. 26). Es wurde bereits gezeigt, dass eine Fusion mit der Aktivatordomäne VP16 Transkriptionsfak-

toren konstitutive Aktivierungseigenschaften verleiht (Bensmihen et al., 2004; Silveira et al., 2007). 

Die beiden Konstrukte wurden transient in Mesophyllprotoplasten von A. thaliana Col-0 transformiert 

und anschließend RNA für eine Mikroarrayanalyse extrahiert, wobei als Kontrolle p35S:HA-GFP trans-

formiert wurde. Tatsächlich konnten so im Vergleich zur Kontrollbehandlung 323 Gene identifiziert 

werden, welche durch AtLBD41ΔEAR:VP16 signifikant hochreguliert wurden (SLR > 1, p < 0,01), und 17 

Gene, welche durch WT_AtLBD41 herunterreguliert wurden (SLR < -1, p < 0,01). Dabei wurden acht 

Gene durch beide Konstrukte differentiell exprimiert (Abb. 27A).  

Interessanterweise zeigte ein erster visueller Vergleich aller durch AtLBD41ΔEAR:VP16 signifikant in-

duzierten Gene, dass diese durch WT_AtLBD41 weder deutlich aktiviert noch reprimiert, bei 8 h Hypo-

xie tendenziell herunterreguliert und bei subsequenter Wiederbelüftung (RA) tendenziell induziert 

wurden (vgl. Tsai et al. 2014) (Abb. 27B). Eine detailliertere Betrachtung der acht Gene, die sowohl 

durch AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert als auch durch WT_AtLBD41 reprimiert wurden, bestätigte eine 

Repression der Gene bei Überflutung (Hsu et al. 2013) bzw. Hypoxie (Tsai et al. 2014) (Abb. 27C). Es 

handelte sich bei den Genen um ALTERNATIVE OXIDASE 1D (AtAOX1D, AT1G32350), LOB DOMAIN-

CONTAINING PROTEIN 39 (AtLBD39, AT4G37540), Long-chain fatty alcohol dehydrogenase family pro-

tein (AT4G28570), 3-PHOSPHOGLYCERATE DEHYDROGENASE (AtPGDH, AT1G17745), ARABIDOPSIS 

THALIANA PRODUCTION OF ATHOCYANIN PIGMENT 1 (AtPAP1, AT1G56650), Zink-binding alcohol de-

hydrogenase family protein (AT5G42250), CYTOCHROME P450, FAMILY 71, SUBFAMILY B, POLYPEP-

Abb. 26 | Generierung eines putativ aktivierenden Konstrukts von AtLBD41. 
Zur Herstellung von AtLBD41ΔEAR:VP16 wurden die letzten 49 Aminosäuren inklusive der EAR Domäne (KLDLTL) 
vom wildtypischen ATLBD41 durch eine aktivierende VP16 Domäne aus Herpes simplex ersetzt. WT_AtLBD41 
und AtLBD41ΔEAR wurden in die Vektoren p35S:GW:HA bzw. p35S:GW-VP16:HA kloniert. 
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AtLBD41ΔEAR:VP16
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TIDE 28 (AtCYP71B28, AT1G13090) und Haloacid dehalogenase-like hydrolase superfamily protein 

(AT5G02230).  

Abb. 27 | Mikroarray Analyse aus Protolasten, die WT_ATLBD41 und AtLBD41ΔEAR:VP16 überexprimierten. 
(A) Venn Diagramm der differentiell exprimierten Gene (DEGs), die im Vergleich zur Überexpression von GFP 
(Kontrolle) signifikant durch AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert (SLR > 1, p < 0,01) oder durch WT_AtLBD41 reprimiert 
(SLR < -1, p < 0,01) wurden, sowie die Schnittmenge. (B) Heatmap der DEGs, die signifikant durch 
AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert (SLR > 1, p < 0,01) oder durch WT_AtLBD41 reprimiert (SLR < -1, p < 0,01) wurden, 
im Vergleich mit bereits publizierten Daten nach 8 h Hypoxie (H) und anschließender Wiederbelüftung (RA, 0,5 - 
6 h) (Tsai et al. 2014). Signal-Log2-Ratios (SLRs) werden durch die Intensität der Farbskala von -3 (blau) bis 3 
(gelb) angezeigt. (C) Vergleich ausgewählter Gene mit bereits publizierten Datensätzen nach 1, 3 und 6 h Über-
flutung (Hsu et al. 2013) sowie 4 und 8 h H und anschließender RA (0,5 - 6 h) (Tsai et al. 2014). 
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Bei einer nachfolgenden GO-Analyse fiel auf, dass sowohl für die durch AtLBD41ΔEAR:VP16 induzierten 

Gene als auch für die durch WT_AtLBD41 reprimierten Gene eine signifikante Anreicherung der mole-

kularen Funktion Oxidoreduktase-Aktivität sowie des biologischen Prozesses Oxidations- und Redukti-

onsprozess festgestellt werden konnte (Tab. 3). Fünf der acht Gene der Schnittmenge beider Gruppen, 

nämlich AtAOX1D, AtPGDH2, AtCYP71B28, Zinc binding alcohol dehydrogenase family protein und 

Long-chain fatty alcohol dehydrogenase family protein, konnten ebenfalls diesen GO-Kategorien 

zugeordnet werden. 

 

 

 

 

 

 

Tab. 3 |Gene Ontology (GO)-Kategorien basierend auf dem AtLBD41 Mikroarray Experiment. 

Analysiert wurden alle differentiell exprimierten Gene (DEGs), die durch AtLBD41ΔEAR:VP16 signifikant induziert 

(SLR > 1, p < 0,01) und durch WT_AtLBD41 signifikant reprimiert (SLR < - 1, p < 0,01) wurden, sowie die 

Schnittmenge aus beiden. Gezeigt sind ausgewählte GO-Kategorien für molekulare Funktion (MF) und 

biologischen Prozess (BP), P-values wurden mittels GOHyperGAll bestimmt.  

Ont Match P-value Term
MF 24 2,5E-03 Ionen transmembranen Transporteraktivität
MF 164 3,2E-03 katalytische Aktivität
MF 26 7,8E-03 substratspezifische transmembranen Transporteraktivität
MF 28 1,2E-02 substratspezifische Transporteraktivität
MF 13 1,7E-02 Monooxygenase-Aktivität
MF 30 1,9E-02 transmembranen Transporteraktivität
MF 33 2,4E-02 Transporteraktivität

INDUZIERT MF 37 4,3E-02 Oxidoreduktase-Aktivität
AtLBD41ΔEAR:VP16 BP 38 7,1E-05 Oxosäure metabolischer Prozess

∑323 BP 38 7,6E-05 organische Säure metabolischer Prozess
BP 47 4,8E-04 kleines Molekül metabolischer Prozess
BP 18 3,2E-03 chemische Homöostase
BP 31 3,7E-03 Carboxylsäure metabolischer Prozess
BP 22 7,0E-03 homöostatischer Prozess
BP 23 9,7E-03 Ionen Transmembrantransport
BP 19 1,1E-02 organische Säure biosynthetischer Prozess
BP 19 1,1E-02 Carboxylsäure biosynthetischer Prozess
BP 31 1,5E-02 Regulation der biologischen Qualität
BP 32 2,4E-02 Transmembrantransport
BP 41 3,4E-02 Oxidations- Reduktionsprozess
BP 27 4,2E-02 Ionentransport
BP 13 4,9E-02 Ionen Homöostase

REPRIMIERT MF 6 2,4E-03 Oxidoreduktase-Aktivität
∑17 BP 6 6,2E-03 Oxidations- Reduktionsprozess

SCHNITTMENGE MF 5 1,9E-04 Oxidoreduktase-Aktivität
∑8 BP 5 3,0E-04 Oxidations- Reduktionsprozess
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3.2.4 AtLBD41 agiert womöglich redundant mit AtLBD40 und AtLBD42 

Um nun einer Funktion von AtLBD41 als Repressor der identifizierten Zielgene bei Sauerstoffmangel 

nachzugehen, wurde untersucht, inwieweit ein Funktionsverlust des Gens die Expression der Zielgene 

bei Hypoxie beeinflusst. Dazu wurde das Transkript von AtLBD39 und AtPGDH mittels semiquantitati-

ver RT-PCR nach 10 h Hypoxie im WT Col-0 und der T-DNA Linie lbd41 (SALK_144556) analysiert (Abb. 

28).  

Zusätzlich wurden die Gene PURINE PERMEASE 10 (AtPUP10, AT4G18210), GAMMA-GLUTAMYL 

TRANSPEPTIDASE 4 (AtGGT4, AT1G69820) und die zu AtLBD41 sehr nah verwandten Gene AtLBD40 

(AT1G67100) und AtLBD42 (AT1G68510) ausgewählt. Die vorausgegangene Mikroarray Analyse zeigte, 

dass AtPUP10 signifikant durch WT_AtLBD41 reprimiert wurde, jedoch nicht signifikant durch 

AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert wurde. AtGGT4, AtLBD40 und AtLBD42 wurden hingegen signifikant 

durch AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert, die Überexpression von WT_AtLBD41 hatte hier keinen signifikan-

ten Effekt (vgl. Daten A3). 

Abb. 28 | Expressionsanalyse von AtLBD40/41/42 und putativen Zielgenen bei Hypoxie. 

(A) Dargestellt ist die Expression in 7 Tage-alten Keimlingen von Col-0 und lbd41 nach 10 h Hypoxie (H) im 

Vergleich zu Kontrolle (K). TUBULIN (TUB) diente als Referenzgen. Repräsentatives Ergebnis von drei 

semiquantitativen RT-PCR Analysen. (B) Analyse der Expression von AtLBD40 (32 Zyklen) und AtLBD42 (40 Zyklen) 

aus 7 Tage-alten Keimlingen von Col-0 und lbd41 nach 8 h und 10 h Hypoxie (H) im Vergleich zu Kontrolle (K). Der 

Versuch wurde nur einmal durchgeführt. 
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In Übereinstimmung mit den Daten von Tsai et al. (2014) konnte für AtLBD39, AtPGDH, AtPUP10 und 

AtGGT4 eine Herunterregulierung der Transkriptmenge nach Hypoxie beobachtet werden, jedoch 

konnten keine Unterschiede zwischen Col-0 und lbd41 detektiert werden (Abb. 28A). AtLBD40 zeigte 

hingegen wie erwartet eine leichte Induktion bei Hypoxie (vgl. Tsai et al. 2014, Abb. 28B). Überra-

schenderweise war diese jedoch deutlich stärker in lbd41 im Vergleich zu Col-0 (Abb. 28A). Folglich 

entstand die Hypothese, dass ein Funktionsverlust von AtLBD41 durch AtLBD40 kompensiert wird. 

Auch die Tatsache, dass lbd41 keine offensichtlichen Phänotypen bei Kontrolle, Hypoxie (Daten nicht 

gezeigt) oder anderen Stressbedingungen (Luhua et al., 2013) aufwies, stützte diese Annahme. 

AtLBD42 ist im Gegensatz zu AtLBD40 und AtLBD41 nicht Hypoxie-responsiv (Tsai et al. 2014, Abb. 

28B), und auch unter anderen Bedingungen konnte in der Literatur bislang keine Expression für dieses 

Gen nachgewiesen werden (Shuai et al., 2002; Matsumura et al., 2009), weshalb angenommen wurde, 

dass es sich um ein Pseudogen handeln könnte. Im Rahmen der Arbeit konnte jedoch für AtLBD42 

durch semiquantitative RT-PCR ein Transkript detektiert werden, wenn auch nur bei einer relativ 

hohen Zyklenzahl (Abb. 28B). Obwohl kaum merkbare Unterschiede zwischen den Genotypen (Col-0 

und lb41) und Bedingungen (Kontrolle und Hypoxie) festzustellen waren, könnte auch AtLBD42 

funktionell sein und sich redundant zu AtLBD40 und AtLBD41 verhalten. 

3.2.5 AtLBD41 und seine homologen AtLBD40 und AtLBD42 können die Promotoren der Zielgene 

regulieren 

Um weiterführend zu bestätigen, dass AtLBD41 seine putativen Zielgene regulieren kann, wurden die 

Promotoren der Gene AtLBD39, AtPGDH, AtPAP1, AtPUP10, AtGGT4 und AtAOX1D im Protoplasten-

system getestet und C-terminal mit der codierenden Sequenz von Firefly Luciferase fusioniert. Da in 

diesem Versuchsaufbau eine Repression aufgrund einer niedrigen Basalaktivität der meisten Promo-

toren oft schwer zu detektieren ist, wurde erneut das native AtLBD41 sowie das aktivierende 

AtLBD41ΔEAR:VP16 (C-terminaler HA-Tag) als Effektoren verwendet. Der Versuch zeigte, dass die Pro-

motoren aller fünf Zielgene signifikant durch AtLBD41ΔEAR:VP16 transaktiviert wurden, nicht aber 

durch das wildtypische AtLBD41 (Abb. 29A, B). Die Promotoren von AtPAP1, AtPUP10 und AtAOX1D 

wiesen sogar aufgrund einer höheren Basalaktivität eine Tendenz zur Repression durch AtLBD41 auf 

(Abb. 29A, B). 

Zusätzlich wurde analysiert, inwieweit die Homologen AtLBD40 und AtLBD42 die gleichen Zielgene re-

gulieren können (prAOX1D wurde in diesem Kontext nicht untersucht). Da für diese beiden Transkrip-

tionsfaktoren ebenfalls eine EAR-Domäne annotiert wurde (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009), wurden 

auch hier neben den nativen Versionen die Konstrukte AtLBD40ΔEAR:VP16 und AtLBD42ΔEAR:VP16 

generiert.  
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Abb. 29 | AtLBD40, AtLBD41 und AtLBD42 können die Promotoren der Zielgene regulieren. 

(A) Die Luciferase (LUC) Aktivität wurde in Mesophyll-Protoplasten von Col-0 gemessen, welche transient die 

Effektoren AtLBD40/41/42, AtLBD40/41/42ΔEAR:VP16 und die Kontrollen GFP (im Fall von AtLBD40/41) und 

GFP:VP16 (im Fall von AtLBD42) exprimierten. Als Reporter wurden die Promotoren prLBD39, prPGDH, prPAP1, 

prPUP10 and prGGT4 and Firefly Luciferase (fLUC) fusioniert und coexprimiert. Die Promotoraktivität wurde 

quantifiziert, indem die fLUC Aktivität relativ zu der cotransformierten Renilla Luciferase (rLUC) als fLUC/rLUC 

ermittelt wurde. Die Daten wurden auf AtLBD40ΔEAR:VP16 normalisiert und sind Mittelwerte +/- Standardab-

weichung von 6 Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant 

voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). (B) Transregulation von prAOX1D durch 

AtLBD41 und AtLBD41ΔEAR:VP16. Als Kontrolle diente GFP:VP16. (C) Transregulation von prAtLBD40/41/42 

durch AtLBD40/41/42ΔEAR:VP16. 
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Tatsächlich konnten alle getesteten Promotoren auch durch AtLBD40ΔEAR:VP16 und 

AtLBD42ΔEAR:VP16 signifikant aktiviert werden, was erneut für eine Redundanz der Transkriptions-

faktoren spricht (Abb. 29A).  

Zudem waren AtLBD40, AtLBD41 und AtLBD42 in der Lage, ihre eigenen Promotoren sowie die jeweils 

anderen Promotoren zu regulieren. Dabei zeigten AtLBD40ΔEAR:VP16, AtLBD41ΔEAR:VP16 und 

AtLBD42ΔEAR:VP16 eine vergleichbar starke Aktivierung von prLBD40 und prLBD41. Die Aktivierung 

von prLBD42 fiel durch AtLBD42ΔEAR:VP16 signifikant schwächer aus als durch seine beiden Homolo-

gen AtLBD40ΔEAR:VP16 und AtLBD41ΔEAR:VP16 (Abb. 29C). 

 

Die restlichen der sechs Mitglieder der Klasse II LBD Genfamilie aus A. thaliana sind AtLBD37, AtLBD38 

und AtLBD39. Interessanterweise werden AtLBD38 und AtLBD39 bei Hypoxie reprimiert und bei an-

schließender Wiederbelüftung induziert – genau entgegengesetzt zu AtLBD40 und AtLBD41 (Abb. 30B). 

Für AtLBD37 und AtLBD38 wurde von Mitsuda und Ohme-Takagi (2009) ebenfalls eine EAR-Domäne 

annotiert, für AtLBD39 konnte jedoch auch ein ähnliches Sequenzmotiv am C-Terminus identifiziert 

werden (Abb. 30A). Ein Test mit den Effektoren AtLBD37ΔEAR:VP16 und AtLBD39ΔEAR:VP16 zeigte 

jedoch, dass diese nicht die Promotoren der Zielgene von AtLBD41 aktivieren konnten. Lediglich 

AtLBD37ΔEAR:VP16 konnte prLBD39 signifikant aktivieren. Folglich lassen diese Ergebnisse die 

wichtige Schlussfolgerung zu, dass die identifizierten Zielgene spezifisch für AtLBD40/41/42 sind und 

nicht von anderen Mitgliedern der Klasse II LBDs reguliert werden. 
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Abb. 30 | Test der Transregulation ausgewählter AtLBD41-Zielgene durch AtLBD37 und AtLBD39. 
(A) Verwurzelter phylogenetischer Stammbaum der Proteinsequenzen der LBD Klasse II Mitglieder. Die EAR-

Domänen wurden von Mitsuda und Ohme-Takagi (2009) annotiert. Die putative EAR-Domäne für AtLBD39 wurde 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifiziert. (B) Heatmap der Klasse II LBDs nach 8 h Hypoxie (H) und 8 h H 

+ 6 h Wiederbelüftung (RA) (Tsai et al. 2014). Signal-Log2-Ratios (SLRs) werden durch die Intensität der Farbskala 

von -3 (blau) bis 3 (gelb) angezeigt. (C) Die Luciferase (LUC) Aktivität wurde in Mesophyll-Protoplasten von Col-0 

gemessen, welche transient die Effektoren GFP (Kontrolle), AtLBD37/39 oder AtLBD37/39ΔEAR:VP16 in 

Kombination mit entsprechenden Promotoren (prLBD39, prPGDH, prPAP1, prPUP10 und prGGT4) exprimierten, 

welche an die codierende Sequenz der Firefly Luciferase (fLUC) fusioniert wurden. AtLBD40ΔEAR:VP16 diente 

hierbei als Positivkontrolle. Die Promotoraktivität wurde quantifiziert, indem die fLUC Aktivität relativ zu der 

cotransformierten Renilla Luciferase (rLUC) als fLUC/rLUC ermittelt wurde. Daten sind Mittelwerte +/- 

Standardabweichung von 6 Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 

signifikant voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test).  
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3.2.6 LBD41 aus Oryza sativa 

LBD41 wird bei Hypoxie und Überflutung nicht nur in Brassicaceae wie Arabidopsis thaliana, Ara-

bidopsis lyrata und Capsella rubella induziert (Gasch et al., 2016), sondern auch in anderen Arten wie 

Reis (Locke et al., 2017) und Mais (Campbell et al., 2015). Daher stellte sich die Frage, inwieweit die 

transregulatorischen Mechanismen dieses Gens zwischen den Spezies konserviert vorliegen. Während 

in A. thaliana die drei Gene AtLBD40, AtLBD41 und AtLBD42 einem gemeinsamen Vorfahren 

zugeordnet werden konnten, stammen in dem monokotyledonen Reis lediglich zwei Gene, OsLBD40 

(LOC_Os01g32770) und OsLBD41 (LOC_Os01g03890), von einem gemeinsamen Vorfahren ab (Kong et 

al., 2017).  

Die Sequenz von OsLBD41 konnte aus Oryza sativa isoliert werden, wobei erneut zwei Versionen klo-

niert wurden – WT_OsLBD41 und OsLBD41ΔEAR:VP16. Auch für die möglichen AtLBD41-Zielgene 

AtGGT4, AtPUP10 und AtPGDH wurden putativ orthologe Gene in O. sativa identifiziert und für weitere 

Analysen ausgewählt: OsGGT4 (LOC_Os04g38450), OsPUP1.1 (LOC_Os04g49757), OsPUP3.1 

(LOC_Os03g08880), OsPUP3.2 (LOC_Os09g29239) und OsPGDH (LOC_Os08g34720). Während die Ex-

pression der Zielgene bei Sauerstoffmangel in A. thaliana deutlich reprimiert wird (Tsai et al. 2014), ist 

bei Überflutung in Reis keine klare Repression zu verzeichnen (Locke et al., 2017) (Abb. 31). 

 

 

Abb. 31 | Vergleich der Genexpression von AtLBD40/41 und deren Zielgene mit möglichen orthologen Genen 

aus Reis. Dargestellt ist die Expression ausgewählter Gene aus A. thaliana nach 8 h Hypoxie (Microarray, Tsai et 

al. 2014) sowie aus Reis nach 3 d Überflutung im Gewächshaus bei normalem Tag/Nacht Rhythmus (RNA-Seq, 

Locke et al. 2017). Signal-Log2-Ratios (SLRs) werden durch die Intensität der Farbskala von -3 (blau) bis 3 (gelb). 

angezeigt. 
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Die Analyse der Transaktivierungseigenschaften wurde erneut im Protoplastensystem mit Protoplas-

ten aus Arabidopsis Col-0 durchgeführt. Interessanterweise konnten auch hier die bereits im Vorfeld 

getesteten Arabidopsis Effektoren AtLBD40ΔEAR:VP16 und AtLBD41ΔEAR:VP16 die Reis-Promotoren 

der Gene OsPGDH, OSPUP1.1, OsPUP3.1 und OsGGT4 signifikant aktivieren (Abb. 32A). Die Ausnahme 

bildete der Promotor von OsPUP3.2, bei welchem nur AtLBD41ΔEAR:VP16 eine Tendenz zur Aktivie-

rung aufwies. 

Anschließend wurde getestet, inwiefern der Reis-Effektor OsLBD41ΔEAR:VP16 die Zielgene aus Reis 

aktivieren konnte. Im Gegensatz zu den Effektoren aus A. thaliana konnte lediglich der Promotor von 

OsGGT4 signifikant aktiviert werden, wenngleich der Effekt im Vergleich zu den Effektoren aus Ara-

bidopsis deutlich schwächer ausfiel (Abb. 32B). Dennoch lassen die Ergebnisse eine hohe interspezifi-

sche Konservierung der Signaltransduktion bei Sauerstoffmangel durch den Transkriptionsfaktor 

LBD41 vermuten. 

Da die Versuche an dieser Stelle nicht weitergeführt wurden, gibt es noch Raum für Optimierungen. 

Für die Durchführung wurden Protoplasten, die aus Arabidopsis gewonnen wurden, verwendet. Im 

nächsten Schritt müssten Protoplasten aus Reis isoliert und die Versuche wiederholt werden, da 

gewisse Faktoren aus Reis in Arabidopsis nicht vorhanden sein könnten. Auch das sehr nah verwandte 

Gen OsLBD40 sollte dann in die Versuche inkludiert werden. Davon abgesehen wäre es natürlich 

denkbar, dass noch nicht die richtigen orthologen Zielgene in Reis identifiziert wurden, zumal die hier 

untersuchten keine Repression bei Sauerstoffmangel aufweisen (Abb. 31) . 
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Abb. 32 | Test der Transregulation putativer LBD41-Zielgene in Reis durch Effektoren aus Arabidopsis und Reis. 

(A) Die Luciferase (LUC) Aktivität wurde in Mesophyll-Protoplasten von Col-0 gemessen, welche transient die 

Effektoren GFP:VP16 (Kontrolle), AtLBD40/41 oder AtLBD40/41ΔEAR:VP16 in Kombination mit entsprechenden 

Promotoren aus O. sativa (prOsPGDH, prOsPUP1.1, prOsPUP3.1, prOsPUP3.2 und prOsGGT4) exprimierten, 

welche an die codierende Sequenz der Firefly Luciferase (fLUC) fusioniert wurden. Die Promotoraktivität wurde 

quantifiziert, indem die fLUC-Aktivität relativ zu der cotransformierten Renilla Luciferase (rLUC) als fLUC/rLUC 

ermittelt wurde. Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 6 Replikaten. Unterschiedliche 

Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant voneinander unterscheiden (einfaktorielle 

ANOVA, Tukey HSD Test). (B) Test mit den Effektoren OsLBD41 und OsLBD41ΔEAR:VP16 aus Reis, GFP:VP16 

diente ebenfalls als Kontrolle. 
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3.2.7 Generierung und Analyse einer lbd40/41/42 Dreifachmutante 

Da durch den Funktionsverlust des Gens AtLBD41 bislang keine Phänotypen detektiert werden konn-

ten - womöglich aufgrund einer Kompensation durch die Transkriptionsfaktoren AtLBD40 und AtLBD41 

- war es das Ziel, die Dreifachmutante lbd40/41/42 zu generieren. 

Im Gegensatz zu AtLBD41 standen für AtLBD40 und AtLBD42 keine passenden T-DNA Insertionslinien 

zur Verfügung. Daher wurde das CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat)/CRISPR-associated (Cas) System verwendet, welches sich in den letzten Jahren als wertvolles 

Werkzeug zur gezielten Genomeditierung in Pflanzen erwiesen hat (Li et al., 2013; Nekrasov et al., 

2013; Shan et al., 2013; Chen et al., 2019).  

 

 

 

 

 

ATG TGA

3‘ UTR

T-DNAAtLBD41

5‘ UTR

5’ ACACCTCTTCCAAGTTGCATCCGCGTCGCACCAGATCATTC 3’

ATG TGA

3‘ UTR5‘ UTR

AtLBD42

PAM334 374

CRISPR_AtLBD42

5’ CCCGTGACTCCGATCAAGCACATGCGACGCAGCGGTTACTGGTCA 3’

ATG TGA

3‘ UTR5‘ UTR

AtLBD40

PAM322 367

CRISPR_AtLBD40

*

*

Abb. 33 | Genstruktur und Mutationsstellen von AtLBD40, AtLBD41 und AtLBD42 zur Generierung einer 

Dreifachmutante. 

Die T-DNA Insertion von lbd41 (SALK_144556) befindet sich im zweiten Exon. Der Pfeil zeigt die Richtung der T-

DNA Insertion von rechten T-DNA zum linken T-DNA Rand. Die Mutationen von AtLBD40 und AtLBD42 wurden 

durch CRISPR/Cas9 hervorgerufen und befinden sich im zweiten Exon. Die ausgewählten Zielsequenzen der 

guide RNAs sind durch einen schwarzen Rahmen gekennzeichnet, die der PAM- (protospacer adjacent motif) 

Sequenz durch einen blauen Rahmen. Rote Buchstaben kennzeichnen die durch CRISPR/Cas9 induzierte 

Mutation, das rote Sternchen zeigt ein verfrühtes Stopcodon an. Vorhergesagte EAR-Domänen (Mitsuda und 

Ohme-Takagi, 2009) sind durch gelbe Kästen dargestellt. Schematazeichnungen, nicht maßstabsgetreu. 
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Zu diesem Zweck wurden sogenannte guide RNAs entworfen, die die assoziierte Endonuklease Cas9 

aus Streptococcus pyogenes sowohl für AtLBD40 als auch für AtLBD42 zu einer Zielsequenz am Anfang 

des zweiten Exons, in direkter Nähe zu einem protospacer adjacent motif (PAM) 5’-NGG-3‘, lenkten. 

Die Cas9 Nuklease führt dann einen Doppelstrangbruch ein, der durch das sogenannte non-

homologous end joining repariert werden kann (Symington & Gautier, 2011). Da dieser 

Reparaturmechanismus fehlerbehaftet ist, wurden bei lbd40 vier zusätzliche Basenpaare im zweiten 

Exon inseriert, bei lbd42 ein Basenpaar im zweiten Exon (Abb. 33). In beiden Fällen führten die 

Insertionen aufgrund einer Änderung des Leserahmens zu einem verfrühten Stopp-Codon und damit 

zu einem stark verkürzten und nicht funktionellen Protein.  

Mit Hilfe dieser Linien wurde die Dreifachmutante lbd40/41/42 im Arabidopsis Col-0 Hintergrund er-

stellt. Im Detail wurde dabei so vorgegangen, dass zunächst die T-DNA Linie lbd41 mit einer durch 

CRISPR/Cas9 erzeugten homozygoten lbd40 Einzelmutante gekreuzt wurde. Die homozygote lbd40/41 

Doppelmutante wurde dann mit dem CRISPR/Cas9-Konstrukt für AtLBD42 mittels floral dip 

transformiert und eine homozygote lbd40/41/42 Dreifachmutante in der T2 Generation identifiziert. 

Um die Selektion der Linien zu vereinfachen, wurden die Zielsequenzen der guide RNAs in der Regel so 

gewählt, dass im Falle einer erfolgreich eingeführten Mutation eine Restriktionsschnittstelle zerstört 

wurde. Zudem wurde darauf selektiert, dass die Linien die Cas9-Nuklease und das damit verbundene 

Resistenzmarkergen verloren hatten, um eine Mutation von unspezifischen Zielgenen, sogenannten 

off-targets, zu vermeiden (Chen et al., 2019). 

Eine anschließende Analyse der Genexpression der Zielgene AtPUP10 und AtLBD39 zeigte jedoch auch 

in der Dreifachmutante lbd40/41/42 keine veränderte Expression im Vergleich zum WT, und die Tran-

skripte der beiden putativen Zielgene wurden gleichermaßen in Col-0 und lbd40/41/42 bei Hypoxie 

reprimiert (Abb. 34). Jedoch handelt es sich hierbei nur um ein biologisches Replikat, zudem wurden 

an dieser Stelle nur zwei der putativen Zielgene untersucht. 

Abb. 34 | Die Mutante lbd40/41/42 weist keine veränderte Expression putativer Zielgene bei Hypoxie auf. 

7 Tage alte Keimlinge von Col-0 und lbd40/41/42 wurden für 8 h mit Hypoxie (H) behandelt. Kontrollen (K) 

wurden unter normoxischen Bedingungen inkubiert. Relative Transkriptlevel (RTL) wurden mittels RT-qPCR 

analysiert und auf die Referenzgene Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) und SERINE/THREONINE PROTEIN 

PHOSPHATASE 2A (PP2A) normalisiert. Dargestellt ist ein biologisches Replikat, das sich aus drei technischen 

Replikaten zusammensetzt. 
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Darüber hinaus wurden Überlebensexperimente bei Sauerstoffmangel mit der Dreifachmutante 

durchgeführt. Zunächst wurde die Überflutungstoleranz untersucht und Pflanzen von Col-0 und 

lbd40/41/42 im 10-Blattstadium für 7, 8, 9 und 10 Tage in Dunkelheit überflutet, während 

Kontrollpflanzen für die gleiche Dauer in Dunkelheit an der Luft inkubiert wurden (Abb. 35A). Nach drei 

Wochen Erholungszeit unter dem normalen Kurztag-Rhythmus wurde die Überlebensrate, welche als 

Fähigkeit zur Bildung neuer Blätter definiert wurde, bestimmt. Pflanzen der lbd40/41/42 Mutante 

zeigten keine veränderte Überlebensrate im Vergleich zu Col-0. Nach 10 Tagen überlebten noch ca. 

70% der Pflanzen, 30 % waren tot (Abb. 35A). 

 

 

 

 

Abb. 35 | Überlebensexperimente bei Sauerstoffmangel mit der Dreifachmutante lbd40/41/42. 
(A) Pflanzen des WT Col-0 und der Trippelmutante lbd40/41/42 wurden im 10-Blattstadium für 7, 8, 9 und 10 
Tage in Dunkelheit überflutet. Nach drei Wochen der Erholungsphase unter normalen Kurztagbedingungen 
wurde die Überlebensrate bestimmt. Diese wurde als die Fähigkeit, neue Blätter auszubilden, definiert. Gezeigt 
sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus 2 Replikaten (n>8). (B) 7 Tage-alte Keimlinge von Col-0 und 
lbd40/41/42 wurden für 16 h der Anoxie (0 % Sauerstoff) in Dunkelheit ausgesetzt, Kontrollen wurden für die 
gleiche Dauer in Dunkelheit an der Luft inkubiert. Eine darauffolgende Wiederbelüftung wurde für 7 Tage unter 
normalen Langtagbedingungen durchgeführt. Anschließend wurden die Keimlinge den Kategorien „lebend“ 
(Bildung neuer Blätter, grün), „beschädigt“ (teilweise Chlorose der Blätter, grau) und „tot“ (vollständige Chlorose 
der Blätter, schwarz) zugeordnet. Dargestellt ist die Überlebensrate in Prozent. Daten sind Mittelwerte +/- 
Standardabweichung aus 3 biologischen Replikaten (n > 100) (Daten von Jay Jethva). (C) Repräsentative 
Beispielbilder von Keimlingen, die den Kategorien „lebend“, „beschädigt“ oder „tot“ zugeordnet wurden (siehe 
B). 
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Zudem wurde untersucht, welchen Effekt ein Sauerstoffmangel im Keimlingsstadium hervorruft. Die 

Überlebensexperimente wurden von Jay Jethva am Lehrstuhl für Entwicklungsbiologie und Physiologie 

der Pflanzen des Botanischen Instituts der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel durchgeführt. Dazu 

wurden 7 Tage-alte Keimlinge von Col-0 und lbd40/41/42 auf MS-Agarplatten für 16 h kontrolliert der 

Anoxie (0 % O2, Dunkelheit) ausgesetzt, während Kontrollen in Dunkelheit an der Luft inkubiert wur-

den. Zur Regeneration wurden die Keimlinge für weitere 7 Tage unter normalen Kurztag-Bedingungen 

inkubiert. Anschließend konnte die Überlebensrate bestimmt werden. Keimlinge, die in der Lage wa-

ren, neue Blätter auszubilden, wurden als „lebend“ eingestuft, während Keimlinge mit kompletter 

Blatt-Chlorose als „tot“ eingestuft wurden. Keimlinge, die nur eine teilweise Chlorose der Blätter auf-

wiesen, wurden der Kategorie „beschädigt“ zugeordnet (Abb. 35B, C). 

Interessanterweise zeigte der Versuch erstmals einen Phänotyp für lbd40/41/42. Während bei Col-0 

etwa 30 % der Keimlinge nach Anoxie tot waren, so waren dies bei lbd40/41/42 bereits etwa 45 % 

(Abb. 35B). In Übereinstimmung konnten bei Col-0 nur 26 % der Keimlinge als lebend eingestuft wer-

den, bei lbd40/41/42 hingegen 43 %. Bei beiden Linien war ein ähnlich gleicher Teil an Keimlingen von 

28 % beschädigt. 

Folglich zeigen diese Ergebnisse, dass AtLBD40/41/42 zur Toleranz gegenüber Sauerstoffmangel bei-

tragen und ein Funktionsverlust dieser drei TFs in einer verminderten Überlebensrate im Keimlings-

stadium resultiert. Dennoch konnte bislang keine veränderte Regulation der Zielgene in lbd40/41/42 

detektiert werden. Für weiterführende Versuche müssten noch weitere der putativen Zielgene analy-

siert werden. Dafür wäre eine genomweite Expressionsanalyse mittels Mikroarray oder RNA-Seq 

sinnvoll. 

3.2.8 Analyse von stabilen LBD41-Überexpressionslinien 

Zur Charakterisierung des Transkriptionsfaktors AtLBD41 mit dem Ziel, spätere Chromatin-

Immunopräzipitation (ChIP)-Seq oder RNA-Seq Analysen durchzuführen, wurden zudem stabile LBD41-

OE Linien mit einem N-terminalen HA- und einem C-terminalen GFP-Epitop (p35S:HA-LBD41-GFP) im 

Arabidopsis Col-0 Hintergrund generiert. Eine Überexpression von AtLBD41 sollte demnach eine 

Situation simulieren, in welcher putative Zielgene der Hypothese nach konstitutiv reprimiert werden. 

Eine erfolgreiche Überexpression konnte durch Western-Blot Analyse für mehrere unabhängige Linien 

bestätigt werden, indem eine starke Bande unterhalb von 70 kDa detektiert werden konnte (Abb. 36A). 

Diese war leicht größer als erwartet, da eine Fusion von AtLBD41 (28,4 kDa) mit GFP (28,3 kDa) und 

3xHA (5,6 kDa) in einem Molekulargewicht von 62,3 kDa resultiert. Zudem konnten abhängig von der 

Signalstärke zwei schwache Banden bei ca. 30 kDa und 50 kDa detektiert werden, bei welchen es sich 

womöglich um Abspaltungsprodukte handelte (Abb. 36A). Für weitere Analysen wurden die Linien mit 

den relativ starken Signalen LBD41-OEI und LBD41-OEII ausgewählt. Für beide Linien konnte aufgrund 
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der C-terminalen Fusion mit einem GFP-Tag eine klare Lokalisation von AtLBD41 im Zellkern 

nachgewiesen werden (Abb. 36B). Durch RT-qPCR konnte für LBD41-OEI und LBD41-OEII ein signifikant 

höheres AtLBD41-Transkriptlevel im Vergleich zum WT Col-0 detektiert werden, wobei das Transkript 

im Fall von LBD41-OEI ca. 700-fach erhöht und für LBD41-OEII ca. 1300-fach erhöht war (Abb. 36C).  

 

 

Abb. 36 | Analyse von LBD41-Überexpressionslinien. 
(A) Western Blot mit Proteinextrakten aus stabilen unabhängigen Arabidopsis LBD41-OE Linien (p35S:HA-LBD41-
GFP). Ponceau-Färbung als Ladekontrolle. Das Molekulargewicht für 3HAAtERF#111GFP liegt bei 62,3 kDa. (B) 
Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie Visualisierung von Arabidopsis LBD41-OEI und LBD41 OE-II Linien, die 
p35S:HA-LBD41-GFP stabil exprimierten. Die Bilder zeigen Chlorophyll- und GFP-Fluoreszenz sowie die Überla-
gerung beider und wurden von Wurzeln der transgenen Arabidopsis-Pflanzen aufgenommen. Weiße Pfeile zeigen 
den Nukleolus. PI = Propidium Iodid Färbung; Maßstab: 10 µm. (C) RT-qPCR Analyse der RTL von AtLBD41 und 
AtPUP10 in 7 Tage-alten Keimlingen von LBD41-OEI und LBD41-OEII. Relative Transkriptlevel wurden relativ zu 
den Referenzgene Elongationsfaktor 1-alpha (EF1A) und SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2A) 
analysiert und auf die Kontrolle Col-0 normalisiert. Datenpunkte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung von 3 
biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Werte, die sich mit p < 0,05 signifikant 
voneinander unterscheiden (einfaktorielle ANOVA, Tukey HSD Test). 
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Interessanterweise zeigte die Transkriptanalyse des putativen Zielgens AtPUP10, dass dessen 

Transkriptmenge ca. um die Hälfte niedriger war als in Col-0. Dieses Ergebnis deutet erneut darauf hin, 

dass AtPUP10 tatsächlich durch den Transkriptionsfaktor AtLBD41 reguliert wird und bestätigt zudem, 

dass es sich um funktionelle Überexpressionslinien handelt, welche für weitere Experimente in der 

Zukunft herangezogen werden können. 

Zusätzlich wurde der Ansatz verfolgt, stabile Überexpressionslinien des aktivierenden Konstrukts 

AtLBD41ΔEAR:VP16 zu generieren (p35S:AtLBD41ΔEAR:VP16-HA). In der Theorie sollten hier 

potentielle Zielgene, die bei Sauerstoffmangel normalerweise reprimiert werden, konstitutiv aktiviert 

werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es bislang gelungen, homozygote Linien mit einer 

erhöhten Transkriptmenge zu selektieren (Daten nicht gezeigt), die jedoch noch weiterer 

Charakterisierung bezüglich Proteinmenge und Regulation der Zielgene bedürfen. 

3.2.9 AtLBD41 wird posttranslational durch SUMOylierung modifiziert 

Eine dynamische Regulation der Genexpression wird oft durch posttranslationale Modifikationen von 

Transkriptionsfaktoren hervorgerufen. Für AtLBD41 konnte im Rahmen einer Proteom-weiten Analyse 

von SUMO-Subtraten eine Interaktion mit den SUMO-modifizierenden Enzymen SCE1 sowie ESD4 ge-

zeigt werden, welche zur Konjugation und Dekonjugation von SUMO führen (Elrouby & Coupland, 

2010).  

Nun stellte sich die Frage, ob eine SUMOylierung von AtLBD41 auch in vivo nachgewiesen werden 

kann. Mögliche SUMO-Bindestellen befinden sich in der Regel in dem Konsensusmotiv Ψ-K-x-D/E, wo-

bei Ψ eine hydrophobe Aminosäure darstellt, K das Lysin ist, an welches SUMO bindet und D/E entwe-

der Aspartat oder Glutamat sind (Bernier-Villamor et al., 2002; Dohmen, 2004; Park et al., 2011). Mit 

Hilfe des Tools GPS-SUMO (Zhao et al., 2014) sowie durch eine neue Vorhersagemethode aus dem 

LOC_Os01g03890.1      MRMSCNGCRVLRKGCSDNCAIRPCLQWIRSPDAQANATVFLAKFYGRAGLINLITAGPEH 60 

AtLBD42               MRISCNGCRVLRKGCNQDCTIRPCLQWIKSADSQANATLFLAKFYGRAGLLNLIESGPDH 60 

LOC_Os01g32770.1      MRMSCNGCRVLRKGCSEGCTIRPCLQWIKTPEAQANATVFLAKFYGRAGLLNLLAAGPDH 60 

AtLBD40               MRMSCNGCRVLRKGCSENCSIRPCLQWIKSAESQANATVFLAKFYGRAGLMNLLNTGPDH 60 

AtLBD41               MRMSCNGCRVLRKGCSEDCSIRPCLAWIKSPEAQANATVFLAKFYGRAGLMNLINAGPNH 60 

                      **:************.:.*:***** **:: ::*****:***********:**: :**:* 

 

LOC_Os01g03890.1      VRPAIFRSLLYEACGRMLNPVYGSVGLLWSGNWQLCQSAVESVLRGMPIAQPPPSAT--- 117 

AtLBD42               LRPAIFRSLLYEACGRIVNPVDGSVGLMWSGNWAQCQAAVDAVLNGLPITHTPLPSASAS 120 

LOC_Os01g32770.1      LRPAVFRSLLYEACGRIVNPIYGSVGLLWSGQWQACQAAVEAVLKGDPVVQVSSEAAAAA 120 

AtLBD40               LRPAIFRSLLYEACGRIVNPIYGSVGLLWSGNWHLCQAAVEAVMRGSPVTPIACDAAVTG 120 

AtLBD41               LRPGIFRSLLHEACGRIVNPIYGSVGLLWSGNWQLCQDAVEAVMKGEPVKEIATDAATIG 120 

                      :**.:*****:*****::**: *****:***:*  ** **::*:.* *:      ::    

 

LOC_Os01g03890.1      --AVPPLPTCDIRHVGARRGDVHGAAAGPVADLH-RLDISSRAKFKRPGGGAAAAHRSDH 174 

AtLBD42               HQIIPPHRTYDIRHVAKDPTTGGDSSENLATRVNANKSKTQTGRFKRES----------- 169 

LOC_Os01g32770.1      QATPP-LRAYDIRHVSKDAEADAAANLLRVARG-------GRTRFKRASSSSNSKHGAKL 172 

AtLBD40               QAPPFNNKLCDIRHVSSRDENVKRRSR--------------G------------------ 148 

AtLBD41               QGPPLK--IYDIRHISKDDNSAAAATG--------------STDLKLA------------ 152 

                                ****:.                                             

 

LOC_Os01g03890.1      AA-------FELVFSKP---AAAMAVDVIRQAQPLNWAPGALSHESASHDAAPPESE--- 221 

AtLBD42               -------------------------VNQLGECSHDMWQ---LPSSSATHGYGHF------ 195 

LOC_Os01g32770.1      AGAAAAKRAASPSSSSPTHETEPEAVVVVGDHDDDHHHP-ALSHEVHEESAGSHDHDDDD 231 

AtLBD40               ------------A-------CKE-----ERNVRSLSHES-SLSHESPVSSE----ET--- 176 

AtLBD41               -KTRRAKRVSTVA-----IQAES-----EGKSDEASHDS-SLSHQSEIVAA----HEGES 196 

                                                    .          *  .                

 

LOC_Os01g03890.1      ----GHSN--------------DTADTVDGSHVSQSEPEPRAT-SAATEVHDAGLDLTLG 262 

AtLBD42               TLENVESRREAPFNQSSPNLG----------------------FDDQVDINEVGLELRLG 233 

LOC_Os01g32770.1      HVDDGDNNDMAIADVTPPRAGSEDTEVETGSHVSQAEQSPVPVEHEEGEEEEVGLELTLG 291 

AtLBD40               --------------------------------------------TTEEPKTWIGLELTLG 192 

AtLBD41               --KESESNVSEVLAFSP---------------------------PAVKGSGEIKLDLTLR 227 

                                                                            *:* *  

 

LOC_Os01g03890.1      LPPPPPPVQKTEPA-----DSDGGSQQQHDHRKEKPVELGLAISTKVAAQ 307 

AtLBD42               -------------------------------------------------- 233 

LOC_Os01g32770.1      FQPLVVRASRRPSSAEARCDLSGLSAES----SRIGLRLELPA------- 330 

AtLBD40               LEPLARGNHVVVPMKKRKLERCGTSEDE----DTCKIELGLVCSE----- 233 

AtLBD41               LEPVSRAYHV-VPVKKRRIGVFGTCQKE----STCKTELML--------- 263 

A

B

LOC_Os01g03890.1      MRMSCNGCRVLRKGCSDNCAIRPCLQWIRSPDAQANATVFLAKFYGRAGLINLITAGPEH 60 

AtLBD42               MRISCNGCRVLRKGCNQDCTIRPCLQWIKSADSQANATLFLAKFYGRAGLLNLIESGPDH 60 

LOC_Os01g32770.1      MRMSCNGCRVLRKGCSEGCTIRPCLQWIKTPEAQANATVFLAKFYGRAGLLNLLAAGPDH 60 

AtLBD40               MRMSCNGCRVLRKGCSENCSIRPCLQWIKSAESQANATVFLAKFYGRAGLMNLLNTGPDH 60 

AtLBD41               MRMSCNGCRVLRKGCSEDCSIRPCLAWIKSPEAQANATVFLAKFYGRAGLMNLINAGPNH 60 

                      **:************.:.*:***** **:: ::*****:***********:**: :**:* 

 

LOC_Os01g03890.1      VRPAIFRSLLYEACGRMLNPVYGSVGLLWSGNWQLCQSAVESVLRGMPIAQPPPSAT--- 117 

AtLBD42               LRPAIFRSLLYEACGRIVNPVDGSVGLMWSGNWAQCQAAVDAVLNGLPITHTPLPSASAS 120 

LOC_Os01g32770.1      LRPAVFRSLLYEACGRIVNPIYGSVGLLWSGQWQACQAAVEAVLKGDPVVQVSSEAAAAA 120 

AtLBD40               LRPAIFRSLLYEACGRIVNPIYGSVGLLWSGNWHLCQAAVEAVMRGSPVTPIACDAAVTG 120 

AtLBD41               LRPGIFRSLLHEACGRIVNPIYGSVGLLWSGNWQLCQDAVEAVMKGEPVKEIATDAATIG 120 

                      :**.:*****:*****::**: *****:***:*  ** **::*:.* *:      ::    

 

LOC_Os01g03890.1      --AVPPLPTCDIRHVGARRGDVHGAAAGPVADLH-RLDISSRAKFKRPGGGAAAAHRSDH 174 

AtLBD42               HQIIPPHRTYDIRHVAKDPTTGGDSSENLATRVNANKSKTQTGRFKRES----------- 169 

LOC_Os01g32770.1      QATPP-LRAYDIRHVSKDAEADAAANLLRVARG-------GRTRFKRASSSSNSKHGAKL 172 

AtLBD40               QAPPFNNKLCDIRHVSSRDENVKRRSR--------------G------------------ 148 

AtLBD41               QGPPLK--IYDIRHISKDDNSAAAATG--------------STDLKLA------------ 152 

                                ****:.                                             

 

LOC_Os01g03890.1      AA-------FELVFSKP---AAAMAVDVIRQAQPLNWAPGALSHESASHDAAPPESE--- 221 

AtLBD42               -------------------------VNQLGECSHDMWQ---LPSSSATHGYGHF------ 195 

LOC_Os01g32770.1      AGAAAAKRAASPSSSSPTHETEPEAVVVVGDHDDDHHHP-ALSHEVHEESAGSHDHDDDD 231 

AtLBD40               ------------A-------CKE-----ERNVRSLSHES-SLSHESPVSSE----ET--- 176 

AtLBD41               -KTRRAKRVSTVA-----IQAES-----EGKSDEASHDS-SLSHQSEIVAA----HEGES 196 

                                                    .          *  .                

 

LOC_Os01g03890.1      ----GHSN--------------DTADTVDGSHVSQSEPEPRAT-SAATEVHDAGLDLTLG 262 

AtLBD42               TLENVESRREAPFNQSSPNLG----------------------FDDQVDINEVGLELRLG 233 

LOC_Os01g32770.1      HVDDGDNNDMAIADVTPPRAGSEDTEVETGSHVSQAEQSPVPVEHEEGEEEEVGLELTLG 291 

AtLBD40               --------------------------------------------TTEEPKTWIGLELTLG 192 

AtLBD41               --KESESNVSEVLAFSP---------------------------PAVKGSGEIKLDLTLR 227 

                                                                            *:* *  

 

LOC_Os01g03890.1      LPPPPPPVQKTEPA-----DSDGGSQQQHDHRKEKPVELGLAISTKVAAQ 307 

AtLBD42               -------------------------------------------------- 233 

LOC_Os01g32770.1      FQPLVVRASRRPSSAEARCDLSGLSAES----SRIGLRLELPA------- 330 

AtLBD40               LEPLARGNHVVVPMKKRKLERCGTSEDE----DTCKIELGLVCSE----- 233 

AtLBD41               LEPVSRAYHV-VPVKKRRIGVFGTCQKE----STCKTELML--------- 263 

Abb. 37 | Identifikation möglicher SUMOylierungsstellen von LBD40/41. 

Ausschnitte eines Alignments der Proteinsequenz ausgewählter Arabidopsis und Reis LBDs. Putative 

SUMOylierungsstellen in der DNA-Bindedomänenregion (A) und in der Nähe der EAR-Domäne (B) sind gelb 

hinterlegt, die EAR-Domäne ist durch rote Buchstaben gekennzeichnet. 
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Labor von Prof. Sadanandom (unpubliziert) konnten mehrere mögliche SUMOylierungsstellen in der 

Sequenz von AtLBD41 identifiziert werden (Abb. 37).  

Interessanterweise lag dabei ein Motiv in der DNA-Bindedomäne von AtLBD41 vor und war auch in 

dem Reis-Orthologen OsLBD41 zu identifizieren (Abb. 37A). In AtLBD40 und OsLBD40 war dieses Motiv 

jedoch nicht konserviert, da die Aminosäuresequenz an Stelle des zur Bindung von SUMO essentiellen 

Lysins (K105) ein Arginin aufwies. Weitere potentielle SUMOylierungsstellen konnten in der Nähe der 

jeweiligen EAR-Domänen von AtLBD40 und AtLBD41 identifiziert werden, nicht jedoch in den ortholo-

gen Genen aus Reis (Abb. 37B). Für AtLBD42 konnte lediglich ein putatives SUMO-Motiv, jedoch in 

einem anderen Sequenzabschnitt, detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 

Um zu analysieren, ob AtLBD41 nun tatsächlich in planta mit SUMO interagiert, wurde eine Co-Immu-

nopräzipitation (Co-IP) durchgeführt (Abb. 38, Daten von Lukas Stahl). Dazu wurde AtSUMO1 N-

terminal mit einem HA-Epitop und AtLBD41 C-terminal mit einem GFP-Epitop fusioniert und transient 

mittels Agrobakterien-vermittelter Transformation in N. benthamiana exprimiert. Zum Nachweis der 

Interaktion wurde AtLBD41-GFP mittels anti-GFP Antikörper, welche an Sepharose G Beads gekoppelt 

wurden, isoliert und die co-immunopräzipitierten Proteine mittels GFP- und HA-Antikörper detektiert.  

Im α-GFP Immunoblot konnte zunächst eine schwache Bande zwischen 55 kDa und 70 kDa für das 

unmodifizierte AtLBD41-GFP detektiert werden, eine Bande <25 kDa, welche womöglich einen abge-

spaltenen GFP-Tag darstellte sowie multiple Banden bei ca. 250 kDa, welche wahrscheinlich das mit 

SUMO posttranslational modifizierte AtLBD41-GFP widerspiegelten (Abb. 38). Generell ist 

anzumerken, dass dieses Signal bei 250 kDa auch ohne die Coexpression von HA-AtSUMO1 bei 

AtLBD41-GFP im GFP Immunoblot zu verzeichnen war, was bedeutet, dass SUMO-Proteine aus N. 

benthamiana ebenfalls zur SUMOylierung von SUMO-Substraten aus Arabidopsis führen könnten 

(Abb. 38). Dennoch konnte im α-HA Immunopräzipitat auf dieser Höhe (>250 kDa) ein Signal für HA-

AtSUMO1 detektiert werden, wobei in den Kontrollen, in welchen AtLBD41-GFP ohne AtSUMO1 bzw. 

nur GFP mit AtSUMO1 exprimiert wurde, erwartungsgemäß kein Signal zu verzeichnen war. Folglich 

scheint AtLBD41 tatsächlich SUMOyliert zu werden (Abb. 38). 

Durch zielgerichtete Mutagenese wurde zudem AtLBD41(K105R) (mit C-terminalen GFP-Tag) kloniert, 

bei welchem das für die SUMOylierung essentielle Lysin (K105) nahe der DNA-Bindedomäne zu einem 

Arginin (R105) mutiert wurde und ebenfalls im Rahmen einer Co-IP mit HA-AtSUMO1 analysiert (Abb. 

38). Frühere Studien hatten gezeigt, dass eine Mutation von K zu R die SUMOylierung blockiert (Colby 

et al., 2006; Sarge, 2016; Gostissa et al., 1999). Bereits im αGFP Immunoblot war nur ein sehr 

schwaches Signal für AtLBD41(K105R)-GFP zu detektieren (Abb. 38). Dies könnte darauf hindeuten, 

dass die SUMOylierung an dieser Stelle in der DNA-Bindedomäne von AtLBD41 einen großen Einfluss 

auf die Stabilität des Proteins hat, welche durch den Austausch einer einzelnen Aminosäure drastisch 
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abnimmt. Demnach konnte hier kein Signal für HA-AtSUMO1 mittels αHA detektiert werden, was die 

Wichtigkeit dieser SUMOylierungsstelle impliziert. 

Im Falle des sehr nah verwandten AtLBD40-GFP, welches an ebendiesem Motiv ein natürliches Arginin 

an Stelle von Lysin aufwies, konnte ebenfalls nur ein sehr schwaches Signal mittels αGFP detektiert 

werden (Abb. 38). Dennoch war auch im αHA-Immunoblot noch ein leichtes Signal für HA-AtSUMO1 

nachzuweisen, was darauf hindeutet, dass auch AtLBD40 SUMOyliert werden könnte. 

Abb. 38 |SUMOylierung von AtLBD41 im transienten Tabak-System.  
HA-AtSUMO1 und AtLBD41-GFP wurden unter Kontrolle eines 35S-Promotors in Tabakblättern co-exprimiert. 
Zum Nachweis der Interaktion wurde AtLBD41 zunächst immunopräzipitiert (anti-GFP Sepharose G Beads). An-
schließend folgte eine SDS-PAGE. Zur Detektion der Proteine nach Immunoblot wurde der primäre Antikörper  
anti-GFP (αGFP) in Kombination mit dem sekundären Antikörper anti-Maus verwendet, bzw. anti-HA (αGFP) in 
Kombination mit anti-Maus zur Detektion von HA-AtSUMO1. Es wurde die gleiche Menge an immunopräzipitier-
ten Protein für beide Immunoblots verwendet, die Input Fraktionen zeigen jeweils 0,54 % des Proteinextrakts. 
Coomassie-Brilliant-Blau Färbung wurde zur Ladekontrolle durchgeführt Das erwartete Molekulargewicht von 
AtLBD41-GFP liegt bei ~ 60 kDa. Gezeigt ist eine repräsentative Aufnahme von 3 biologisch unabhängigen Repli-
katen, die Experimente wurden von Lukas Stahl durchgeführt. 
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4 Diskussion 
 

Aufgrund ihrer sessilen Lebensweise werden Pflanzen während ihres Lebenszyklus‘ immer wieder mit 

einer großen Anzahl an Stresssituationen konfrontiert. Diese können entweder abiotischer (zum Bei-

spiel zu viel oder zu wenig Wasser, Salz, Kälte, Hitze) oder biotischer (zum Beispiel pathogene 

Bakterien, Insekten, Pilze) Natur sein und sich negativ auf Wachstum, Entwicklung und Reproduktion 

auswirken. Um die Signale schnellstmöglich in adaptive Antworten zu übersetzen, bedarf es einer 

effizienten transkriptionellen Regulation. Demnach ist es nicht überraschend, dass auch Überflutung 

und Hypoxie zu einer beachtlichen Änderung der Genexpression führen (Branco-Price et al., 2008; 

Mustroph et al., 2010; Lee et al., 2011; Hsu et al., 2013; Tsai et al., 2014; van Veen et al., 2016; Yeung 

et al., 2018). Um die Reaktionen von Pflanzen auf Sauerstoffmangel weiter zu entschlüsseln, stand die 

Charakterisierung der zwei Hypoxie-responsiven Transkriptionsfaktoren AtERF#111 und AtLBD41 im 

Zentrum der vorliegenden Arbeit. 

4.1 Der Transkriptionsfaktor AtERF#111 

4.1.1 AtERF#111 wird durch das Ubiquitin/Proteasom System abgebaut 

Mutationen in wichtigen Komponenten des Arg/N-degron pathways führen zu einer Reihe pleiotroper 

Defekte in der Pflanze. Viele Publikationen der letzten Jahre haben gezeigt, dass der Arg/N-degron 

pathway neben der Wahrnehmung von Sauerstoff und NO auch mit Antworten auf weitere abiotische 

Stressfaktoren (Salz, hohe Temperatur, oxidativer Stress) assoziiert wurde (Gibbs et al., 2015; Vicente 

et al., 2017). Zudem kontrolliert der Arg/N-degron pathway verschiedene Aspekte der Pflanzenent-

wicklung wie Samenruhe, Samenkeimung, Keimlingsentwicklung oder Stomataschluss (Yoshida et al., 

2002; Graciet et al., 2009; Holman et al., 2009; Riber et al., 2015; Gibbs et al., 2016; Vicente et al., 

2017; Vicente et al., 2018). Zuletzt wurde darüber hinaus eine Verbindung des Arg/N-degron pathways 

zur Immunantwort der Pflanze aufgezeigt, und die Inaktivierung essentieller Komponenten des 

Abbauwegs führte zu einer veränderten Resistenz gegenüber einer Reihe von Pflanzenpathogenen 

(Marchi et al., 2016; Vicente et al., 2018).  

In Arabidopsis beginnen 246 Proteine am N-Terminus mit den Aminosäuren Methionin und Cystein, 

was in Relation mit den restlichen 19 proteinogenen Aminosäuren eine deutliche Unterrepräsentation 

darstellt (Dissmeyer, 2019). Trotz der Vielfalt an Funktionen konnten neben den GVIIERFs bislang erst 

zwei weitere Substrate des Arg/N-degron pathways identifiziert werden, VRN2 (Gibbs et al., 2018) 

sowie ZPR2 (Weits et al., 2019), welche eine Regulation der pflanzlichen Entwicklung mit der 

Verfügbarkeit von Sauerstoff verknüpfen. Darüber hinaus ist jedoch unklar, wie viele weitere Met-Cys 

initiierende Proteine einer Regulation durch den Arg/N-degron pathway unterliegen. 
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In diesem Zusammenhang wurde der Transkriptionsfaktor AtERF#111 der GXERFs entdeckt, dessen N-

terminale Region mit einem Met-Cys Motiv initiiert und in homologen Proteinen anderer Brassicaceae 

Arten hoch konserviert ist (Abb. 7). Dennoch zeigte die Analyse der Proteinstabilität von AtERF#111 

Konstrukten in vivo, bei welchen in einer Version das N-terminale Cystein zu einem Alanin mutiert 

wurde, dass sowohl (MC)AtERF#111 als auch (MA)AtERF#111 instabil waren und unabhängig von ih-

rem N-Terminus innerhalb von 3 h abgebaut wurden (Abb. 8C). Eine Substitution von Cystein zu Alanin 

in GVIIERFs sowie in VRN2 und ZPR2 war jedoch ausreichend, um eine Stabilisierung dieser unter 

normoxischen Bedingungen zu bewirken (Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011; Gibbs et al., 2014; 

Gibbs et al., 2018; Weits et al., 2019). Folglich konnte AtERF#111 nicht als weiteres Substrat des Arg/N-

degron pathways identifiziert werden. 

Nicht alle Proteine, die mit einem N-terminalen Met-Cys initiieren, sind Substrate des Arg/N-degron 

pathways, da N-Degrons gewisse Eigenschaften vorweisen müssen: Neben einem primär destabilisie-

renden Rest muss ein Lysin an geeigneter Stelle zur Anheftung von Ubiquitin stromabwärts liegen, und 

die N-terminale Region zudem unstrukturiert und damit zugänglich sein (Gibbs et al., 2016; Dissmeyer 

et al., 2018; Dissmeyer, 2019). AtERF#111 besitzt in seiner N-terminalen Region drei Lysine (K5, K15, 

K16), die zudem in homologen Proteinen weiterer Brassicaceae konserviert sind (Abb. 7). Doch selbst 

nicht alle Proteine, die die Attribute eines funktionellen N-Degrons erfüllen, werden durch den N-

degron pathway abgebaut. Ein sehr prominentes Beispiel von einem Protein, das trotz seines N-

terminalen Met-Cys Motivs und einem in der Theorie funktionalen N-Degron einem Abbau durch den 

Arg/N-degron pathway entgeht, ist der für die Überflutungstoleranz wichtige GVIIERF aus Reis, SUB1-

A1 (Fukao et al., 2011; Gibbs et al., 2011). Erst kürzlich wurde veröffentlicht, dass der C-Terminus von 

SUB1-1A sich auf die N-terminale Region zurückfaltet und so verhindert, dass die destabilisierenden 

Reste durch Komponenten des Arg/N-degron pathways erkannt werden (Lin et al., 2019). Die beiden 

weiteren GVIIERFs aus Reis, OsERF66 und OsERF67, sind zwar ähnlich aufgebaut wie SUB1-1A, werden 

jedoch durch den Arg/N-degron pathway abgebaut (Lin et al., 2019). OsERF66 und OsERF67 werden 

bei Überflutung durch SUB1A-1 induziert. Womöglich kann Reis durch diese Regulation Überflutung 

von anderen Stressantworten, die ebenfalls durch SUB1-A1 reguliert werden, unterscheiden (Lin et al., 

2019). 

Die Halbwertszeit von AtERF#111 könnte auch von anderen posttranslationalen Modifikationen, wie 

SUMOylierung oder Ubiquitinierung, abhängen. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass 

AtERF#115, ein weiteres Mitglied der GXERFs, durch das Proteasom abgebaut wird (Heyman et al., 

2013) und eine Ubiquitinierungsstelle an einem Lysin (K9) in der Nähe seines N-Terminus besitzt (Abb. 

39) (Walton et al., 2016). Ein Vergleich der Proteinsequenzen der GXERFs zeigte, dass diese Stelle in 
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AtERF#111, AtERF#112, AtERF#114 und AtERF#115 konserviert ist, was bedeutet, dass dieses Lysin 

ebenfalls für eine Ubiquitinierung von AtERF#111 wichtig sein könnte (Abb. 39). 

Tatsächlich konnte im Rahmen der Arbeit gezeigt werden, dass AtERF#111 durch das Ubiquitin/Pro-

teasom System degradiert wird, da eine Inhibierung des Proteasoms durch MG132 in einer Stabilisie-

rung des AtERF#111-Proteins resultierte (Abb. 8D). Da AtERF#111 jedoch keinem Abbau durch den 

Arg/N-degron pathway unterliegt und demnach auch nicht durch PRT6 reguliert wird, bleibt die Frage 

offen, welche E3-Ligase AtERF#111 letztlich für den Abbau markiert, und welche physiolgische 

Relevanz dies hat. 

 

4.1.2 AtERF#111 ist ein Aktivator der Genexpression und steht nicht in Verbindung zur ABA-Signal-

gebung oder Trockenstress 

AtERF#111 wurde zuvor als ABSCISIC ACID REPRESSOR 1 (ABR1) bezeichnet, da eine starke Induktion 

durch exogene ABA-Behandlung gezeigt wurde und ein Funktionsverlust des Gens in einer ABA-Hy-

persensitivität der Keimung und des Wurzelwachstums resultierte (Pandey et al., 2005). Dennoch 

konnte anhand der hier durchgeführten Ergebnisse keine Verbindung zwischen AtERF#111 und der 

ABA-Signalgebung bestätigt werden. 

Ein essentieller Unterschied zu den Ergebnissen von Pandey et al. (2005) war, dass die Expression von 

AtERF#111 nicht in Reaktion auf ABA modifiziert wurde (Abb. 9C, Abb. 15). Weitere Experimente aus 

der Literatur unterstützen diesen Befund: Im Kontext eines RNA-Seq Zeitreihen-Experiments, das mul-

tiple Zeitpunkte zwischen 1 und 60 h nach Behandlung der Keimlinge mit 10 µM ABA beinhaltete, 

konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Modifikation der AtERF#111-Expression im Vergleich zum 

WT nachvollzogen werden (Song et al., 2016). Darüber hinaus zeigen Mikroarraydaten von Keimlingen, 

D AT5G07310.1_ERF115              ------MANSGNYGKRPFRGDESDEKKEADDDENIFPFFSARSQY----- 

AT5G61890.1_ERF114_EBE          -----------MYGKRPFGGDESEER---EEDENLFPVFSARSQH----- 

AT5G13330.1_ERF113_Rap2.6L      -------------------------------------------------- 

AT2G33710.2_ERF112              ----------MHSGKRPLS---PESMAGNREEKKELCCCSTLSES----- 

AT5G64750.1_ERF111_ABR1         MCVLKVANQEDNVGKKAESIRDDDHRTLSEIDQWLYLFAAEDDHHRHSFP 

AT1G43160.1_ERF108_RAP2.6       -------------------------------------------------- 

AT5G50080.1_ERF110              -------------------------------------------------- 

AT4G34410.1_ERF109_RRTF1        ---MHYPNNRTEFVGAPAPTRYQKEQLSPEQELSVIVSALQHVISGENET 

                                                                                   

 

AT5G07310.1_ERF115              ---------------------DMRAMVSALTQVIGNQSSSHDN------- 

AT5G61890.1_ERF114_EBE          ---------------------DMRVMVSALTQVIGNQQSKSHDN------ 

AT5G13330.1_ERF113_Rap2.6L      -------------------------MVSALSRVIEN-------------- 

AT2G33710.2_ERF112              ---------------------DVSDFVSELT------------------- 

AT5G64750.1_ERF111_ABR1         TQQPPPSSSSSSLISGFSREMEMSAIVSALTHVVAGNVPQHQQGGGEGSG 

AT1G43160.1_ERF108_RAP2.6       -------------------------MVSMLTNVVSGETEPSASATWTMG- 

AT5G50080.1_ERF110              ----------------------MSAMVSALTQVVSARSQTEAEGAHSSSS 

AT4G34410.1_ERF109_RRTF1        APCQGFSSDSTVISAGMPRLDSDTCQVCRIEGCLGCNYFFAPNQRIEKN- 

Abb. 39 | Sequenzvergleich der GXERFs. 
N-terminaler Sequenzvergleich der acht GXERFs #108 - #115. In Gelb: potentielle Ubiquitinierungsstelle, die für 
K9 von ERF#1115 identifiziert wurde (Walton et al., 2016). In Grau: konserviertes Motiv innerhalb der GXERFs 
(Heyman et al., 2018). 



  Diskussion 

84 
 

die für 6 h mit 10 µM ABA behandelt wurden, ebenfalls keine Induktion von AtERF#111 (Liu et al., 

2013). 

Zusätzlich zu einer Induktion von AtERF#111 durch ABA beobachteten Pandey et al. (2005) eine höhere 

Expression ausgewählter ABA-Markergene in erf#111 im Vergleich zu Col-0. Eine Analyse der ABA-

responsiven Gene AtRAB18 und AtRD22 zeigte jedoch keine Unterschiede in der Expression zwischen 

erf#111-2 und Col-0 (Abb. 9C). Dass darüber hinaus auch die Überexpression von AtERF#111 zu keiner 

abgeschwächten Expression der ABA-responsiven Gene führte (vgl. Daten A1), steht erneut im 

Kontrast mit der These von Pandey et al. (2005). Wäre ABR1 ein ABA-Repressor, dann wäre im Falle 

der ERF#111-OE Linien wiederum ein inhibitorischer Effekt auf ABA zu erwarten gewesen (Abb. 9C). 

Die GO-Analysen von DEGs der ERF#111-OE Linien sowie direkter AtERF#111-Zielgene zeigten keine 

angereicherten GO-Kategorien, die in Verbindung mit ABA oder Trockenheit stehen (Abb. 19B, Abb. 

20D). Auch in dem Mikroarrayexperiment der ERF#111-OE Linien wurden keine ABA- oder Trocken-

stress-responsiven Gene, wie zum Beispiel AtRD29A, AtRD29B, AtRD22, AtRAB18, AtCOR47 oder 

AtDREB2A in ihrer Expression modifiziert (vgl. Daten A1).  

Darüber hinaus wurden die Keimung sowie das Wurzelwachstum in Gegenwart von ABA analysiert. In 

Arabidopsis wird der Embryo durch ein Nährgewebe (Endosperm) und die Samenschale umgeben. Die 

Keimung umfasst die Entwicklung des Samens und des darin befindlichen Embryos und ist per Defini-

tion abgeschlossen, sobald die Keimwurzel (Radikula) in das Endosperm vorgedrungen ist (Finch-

Savage & Leubner-Metzger, 2006; Holdsworth et al., 2008). Das Phytohormon ABA fördert in frühen 

Stadien der Embryogenese das embryonale Wachstum sowie die Bildung von Speicherproteinen 

und -lipiden, im späteren Stadium der Embryogenese inhibiert ABA jedoch die Keimung und erhält die 

Keimruhe aufrecht (Finkelstein et al., 2002). Äußerlich zugeführtes ABA wird trotz eines intakten 

Samenmantels schnell von dem Embryo aufgenommen (Schopfer et al., 1979). Die molekularen 

Mechanismen, welche dazu führen, dass hohe exogene ABA-Konzentrationen das Wurzelwachstum 

inhibieren, sind noch nicht vollständig aufgeklärt und viele Komponenten wie Auxin, Ethylen, ROS und 

Ca2+ scheinen involviert (Luo et al., 2014; Li et al., 2017; Sun et al., 2018). 

Sowohl bei der Analyse der Keimung als auch des Wurzelwachstums konnten keine Unterschiede 

zwischen Col-0 und erf#111 auf ABA-haltigem Medium detektiert werden und auch die ERF#111-OE 

Linien zeigten keine ABA-Insensitivität (Abb. 9A, B, Abb. 10, Abb. 11). Dass die angewandte ABA-

Behandlung dennoch wirksam war, wurde mit Hilfe bereits publizierter Mutanten, die eine 

modifizierte ABA-Antwort aufweisen, bestätigt: prt6-1 (Holman et al., 2009) war ABA-hypersensitiv, 

die Quadrupel-Mutante des ABA Rezeptors pyr1 pyl1 pyl2 pyl4 (Park et al., 2009) war ABA-insensitiv 
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(Abb. 10, Abb. 11). Diese Resultate standen daher im Widerspruch zu den Ergebnissen von Pandey et 

al. (2005). 

Die Synthese des Phytohormons ABA wird durch abiotische Stressfaktoren, die zu einem Wasserdefizit 

und osmotischem Stress führen, wie etwa Salz, niedrige Temperatur und vor allem Trockenstress, indu-

ziert. In der Folge werden viele Gene, die durch exogenes ABA induziert werden, ebenfalls durch Tro-

ckenheit induziert (Finkelstein et al., 2002; Seki et al., 2002; Cutler et al., 2010; Sah et al., 2016). Zu-

sätzlich zu einer Induktion von AtERF#111 durch ABA beobachteten Pandey et al. (2005) auch eine 

Anreicherung des Transkripts bei Trockenstress. In diesem Zusammenhang wiesen bereits publizierte 

Datensätze widersprüchliche Ergebnisse auf: Ein Mikroarrayexperiment von Nishiyama et al. (2013) 

zeigte keinen Effekt von Trockenstress auf die Expression von AtERF#111, während die Daten von Ha 

et al. (2014) eine Induktion von AtERF#111 in Reaktion auf Trockenheit implizierten. Die Realisierung 

des Trockenstresses unterschied sich jedoch methodisch in den korrespondierenden Experimenten: 

Nishiyama et al. (2013) ließen die Pflanzen progressiv in den Erdtöpfen trocknen, indem diese nicht 

mehr gegossen wurden, wohingegen Ha et al. (2014) den überirdischen Teil der Pflanze abtrennten 

und zur Trocknung auf ein Papier legten.  

Durch Reproduktion beider Versuchsabläufe konnte beobachtet werden, dass der Trockenstress-Mar-

ker AtRAB18 in beiden Experimenten induziert wurde, was einen Trockenstress sowohl in Erde als auch 

auf Papier unter Beweis stellte (Abb. 12). Im Falle des progressiven Trockenstresses in Erde konnte 

jedoch keine Änderungen der Expression von AtERF#111 detektiert werden, was wiederum die 

Ergebnisse von Nishiyama et al. (2013) bestätigte (Abb. 12). Analog zu Ha et al. (2014) wurden in der 

vorliegenden Arbeit auch die Pflanzen auf Papier getrocknet, aber anstatt die Genexpression zu 

intakten Pflanzen in Erde zu vergleichen, wurde eine neue Kontrollbedingung eingeführt, in welcher 

die Wurzeln der auf Papier exponierten Pflanzen mit feuchtem Papier bedeckt wurden, um eine 

Austrocknung dieser zu verhindern (Abb. 12). Hierbei konnte gezeigt werden, dass AtERF#111 sehr 

stark durch mechanischen Stress induziert wird, welcher entsteht, sobald die Pflanze aus der Erde 

entfernt wird und auf das Papier platziert wird. Diese Erkenntnis unterstreicht die Wichtigkeit von 

entsprechenden Kontrollbehandlungen, die möglichst ähnlich die eigentliche Stressbehandlung 

simulieren. Folglich konnten durch die Studie von Ha et al. (2014) nicht nur Gene identifiziert werden, 

die durch Trockenheit induziert werden, sondern auch jene, die durch mechanischen Stress induziert 

werden. Eine Unterscheidung war in diesem Kontext nicht möglich. 

Davon abgesehen konnte aus weiteren Experimenten geschlossen werden, dass AtERF#111 keinen Re-

pressor, sondern einen Aktivator der Transkription darstellt: Alle direkten Zielgene von AtERF#111, die 

mittels DEX-abhängiger nuklearer Lokalisation von AtERF#111 und simultan inhibierter Proteinsyn-

these identifiziert wurden, wurden signifikant induziert und keines der Gene wurde signifikant repri-
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miert (Abb. 20B, E). Weiterführend wurden die Promotoren der Zielgene durch AtERF#111 aktiviert 

(Abb. 21). Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse, dass AtERF#111 ein transkriptioneller Ak-

tivator ist, der weder in die ABA-Signalgebung noch in die Antwort auf Trockenstress involviert ist. 

4.1.3 AtERF#111 ist in die Verwundungsantwort involviert 

Die Expression von AtERF#111 wurde sehr stark durch mechanischen Stress reguliert: Das AtERF#111-

Transkript wurde mehr als 300-fach innerhalb einer Stunde nach Verwundung induziert und kehrte 

nach 6 h auf ein anfängliches Niveau zurück (Abb. 13). Stabil transformierte fLUC-Reporterlinien, die 

unter Kontrolle von prAtERF#111 standen, zeigten zudem ein klares Lumineszenz-Signal an den ver-

wundeten Stellen der Rosettenblätter (Abb. 14).  

Mechanische Verwundung aktiviert eine Kaskade von Abwehrantworten der Pflanze, die eine große 

Ähnlichkeit zu den durch Herbivore und Insekten hervorgerufen Schutzmechanismen aufweisen 

(Maffei et al., 2007; Raymond & Segrè, 2006; Rehrig et al., 2014). Bei Verwundung entstehen die 

Antworten zunächst lokal an der verletzten Stelle (lokale Antwort), während unverletzte Gewebe erst 

später reagieren (systemische Antwort). Schon wenige Minuten nach Verwundung setzt in der 

Pflanzen eine lokale Produktion von ROS ein. Die systemische Akkumulation von H2O2 kann in Blättern 

nach ca. einer Stunde detektiert werden und erreicht nach 4 - 6 h ein Maximum, bevor diese wieder 

abnimmt (Orozco-Cardenas & Ryan, 1999). Verwundung induziert zudem die de novo-Synthese von 

Jasmonsäure (JA), ABA und Ethylen, welche wiederum ein Netzwerk von Signalwegen aktivieren, die 

die Abwehrantwort koordinieren (Peña-Cortés et al., 1995; Bergey et al., 1999; Bouquin et al., 1997). 

Im Einklang mit einer Funktion in der Verwundungsantwort konnte für AtERF#111 eine Induktion durch 

H2O2 und MeJA, dem Methylester von JA, gezeigt werden (Abb. 15). Zudem bestätigen weitere 

Expressionsdaten aus der Literatur, dass AtERF#111 durch eine Applikation von JA induziert wird und 

die Expression zudem durch Fraßfeinde hochreguliert wird (Taki et al., 2005; Rehrig et al., 2014). 

Die Vertreter der Pflanzenabwehrgene AtPDF1.2a, AtPDF1.2b, AtPDF1.2c und AtPDF1.3 wurden durch 

ERF#111-OE sehr stark im Spross induziert (alle SLR > 4, vgl. Daten A1). Pflanzen-Defensine sind kleine 

basische Peptide, die eine eindeutige Sequenzähnlichkeit aufweisen, welche auf acht strukturell wich-

tigen Cysteinen beruht (Broekaert et al., 1995; García-Olmedo et al., 1998; Lacerda et al., 2014). Sie 

verhindern das Wachstum einer großen Anzahl von Pilzen und schützen so die Pflanze vor Pathogen-

befall. In A. thaliana gibt es 13 potentielle PDF-Gene, welche für elf verschiedene Pflanzen-Defensine 

codieren (Thomma et al., 2002). Viele Pflanzen-Defensine zeigen ein konstitutives Expressionsmuster 

und werden durch Pathogenbefall, Verwundung und weitere abiotische Stressfaktoren induziert (de 

Beer & Vivier, 2011). 
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Die Mikroarrayanalyse der ERF#111-OE Pflanzen im Spross zeigte eine signifikante Überlappung mit 

Genen, die durch Verwundung induziert wurden (Abb. 19A). Die GO-Analyse der DEGs in ERF#111-OE 

transgenen Pflanzen verdeutlichte zudem eine Anreichung der Kategorien „Antwort auf externe Sti-

muli“, „Abwehrantwort“ oder „Antwort auf einen anderen Organismus“ (Abb. 19B), was wiederum die 

Hypothese einer Involvierung von AtERF#111 in die Verwundungs- bzw. Abwehrantwort unterstützt.  

Es konnten insgesamt 109 Gene als direkte Zielgene von AtERF#111 identifiziert werden (Abb. 20B), 

welche eine Anreicherung des GO-Terms Verwundungsantwort widerspiegelten (Abb. 20D). Beim 

Vergleich der verschiedenen Mikroarray-Datensätze konnten 15 Gene ausfindig gemacht werden, 

deren Expression sowohl durch Verwundung als auch durch ERF#111-OE induziert wurde (Abb. 20C). 

Im Rahmen eines Transaktivierungsexperiments in Protoplasten war AtERF#111 in der Lage, die 

Promotoren der Zielgene AtPDF1.2a, AtTH8, AtCYP71B22 und AtEXPA1 signifikant zu aktivieren (Abb. 

21). Beim Vergleich der Genexpression nach Verwundung zwischen Col-0 und erf#111-2 mittels 

Mikroarray konnten keine Gene identifiziert werden, welche signifikant differentiell exprimiert wurden 

(Abb. 20E, vgl. Daten A1). Diese Tatsache deutet darauf hin, dass AtERF#111 nicht den alleinigen 

Regulator der Zielgene in Reaktion auf Verwundung darstellt.  

Eine zusätzliche RT-qPCR Analyse ausgewählter Zielgene in Col-0 und erf#111 unter Kontrollbedingun-

gen und nach Verwundung brachte hervor, dass AtTH8 das einzige der getesteten Gene war, das sig-

nifikant schwächer in erf#111-2 nach Verwundung exprimiert wurde (Abb. 22B). Bei AtTH8 handelt es 

sich um ein h-Typ Thioredoxin. Im Allgemeinen sind Thioredoxine kleine Proteine, die als Protein-Disul-

fid-Oxidoreduktasen agieren und in die Regulation des Redox-Milieus in der Zelle involviert sind 

(Gelhaye et al., 2005). Arabidopsis-Thioredoxine sind in mindestens fünf verschiedene Familien 

unterteilt (f, m, x, o und h), wobei die Gruppe h aus acht Genen besteht, welche in Arabidopsis für 

cytosolische Proteine codieren (Meyer et al., 2002; Reichheld et al., 2002). Für ein Mitglied dieser 

Gruppe, AtTRXh5, wurde eine Induktion bei Verwundung, Abszission und Seneszenz sowie bei Kontakt 

mit dem Pathogen Pseudomonas syringae gezeigt (Laloi et al., 2004). Darüber hinaus wird AtTRXh5 für 

die Antwort auf Victorin benötigt, einem Phytotoxin, welches den programmierten Zelltod in 

sensitiven Pflanzen hervorruft (Sweat & Wolpert, 2007; Lorang et al., 2012). Für AtTH8 sind nur sehr 

wenige Informationen verfügbar, dennoch konnte im Rahmen dieser Arbeit eine klare Induktion durch 

Verwundung gezeigt und AtTH8 als direktes Zielgen von AtERF#111 identifiziert werden (Abb. 20E, 

Abb. 22B). Die Expression von AtTH8 war in erf#111-2 nach Verwundung zwar schwächer als im WT, 

jedoch immer noch höher als unter Kontrollbedingungen (Abb. 22B). Der Funktionsverlust von 

AtERF#111 könnte demnach durch redundant agierende TFs kompensiert werden.  
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Tatsächlich werden einige der acht Mitglieder der GXERFs in Arabidopsis ebenfalls stark durch 

Verwundung induziert, darunter AtERF#108/AtRAP2.6, AtERF#109/AtRRTF1, AtERF#112, 

AtERF#113/AtRAP2.6L, AtERF#114 und AtERF#115 (Abb. 23) (Ikeuchi et al., 2017). Erst kürzlich wurde 

die Hypothese publiziert, dass Mitglieder der GXERFs die Stress-Signalgebung koordinieren, indem 

Wundheilungsmechanismen aktiviert werden (Heyman et al., 2018). Mit Ausnahme von AtERF#112 

teilen die GXERFs ein konserviertes Motiv nahe des N-Terminus (Abb. 39). Für AtERF#111 und 

AtERF#115 wurde gezeigt, dass dieses Motiv für eine Heterodimerisierung mit TFs des GRAS-Domänen-

Typs wichtig ist – eine Interaktion, welche GXERFs in hoch potente Aktivatoren der Zellteilung umwan-

delt (Heyman et al., 2016; Heyman et al., 2018). 

Interessanterweise wird die Expression eines weiteren Mitglieds der GXERFs, AtERF#109 (auch ge-

nannt REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR/RRTF1), durch die TFs WRKY18, 40 und 60 

reguliert und ist neben Verwundung stark responsiv gegenüber JA und ROS (Wang et al., 2008; Pandey 

et al., 2010; Matsuo et al., 2015). Im Kontext einer genomweiten Bindungsstudie konnte 

herausgefunden werden, dass AtERF#111 ein Ziel von WRKY18, 33 und 40 darstellt, welche wiederum 

die Pathogen-induzierte Immunantwort der Pflanze stimulieren (Birkenbihl et al., 2017). Zudem 

enthielt dieser Datensatz die Information, dass AtERF#112 und AtERF#115 ebenfalls Ziele von WRKY18, 

33 und 40 darstellen, bzw. AtERF#109 von WRKY18 und 40. Es besteht die Hypothese, dass AtERF#109 

wichtig ist, um die Balance von ROS innerhalb der Zelle zu halten (Matsuo et al., 2015). ERF#109-OE 

Pflanzen wiesen eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber dem Pathogen Alternaria brassicae auf, welche 

durch Antioxidantien oder Radikal-Fängern abgeschwächt werden konnte (Matsuo et al., 2015). 

Darüber hinaus zeigten rrtf1-Mutanten keine auffälligen Phänotypen, wohingegen eine 

Überexpression von AtERF#109 zu einer erhöhten Produktion und Elongation der Wurzelhaare führte 

(Cai et al., 2014). Korrespondierend dazu führte eine Überexpression von AtERF#111 ebenfalls zu 

einem vergleichbaren Wurzelhaarphänotyp (Abb. 16B, C). Mikrotomschnitte der ERF#111-OE Linien 

zeigten zudem, dass die Wurzelhaare nicht nur in Haarzellen produziert wurden, sondern auch in Nicht-

Haarzellen, die normalerweise keine Wurzelhaare ausbilden (Abb. 17). Das Phänomen ektopischer 

Wurzelhaarentwicklung in Nicht-Haar-Zellen wurde auch bei Phosphat- oder Eisenmangel beobachtet 

(Müller & Schmidt, 2004).  

Ein Kandidatengen, welches für den Wurzelhaarphänotyp der ERF#111-OE Pflanzen verantwortlich 

sein könnte, ist AtEXPA1, da ansonsten keine Wurzel- oder Epidermis-spezifischen Gene in ihrer 

Expression modifiziert wurden und AtEXPA1 zudem ein direktes Zielgen von AtERF#111 darstellt (Abb. 

20E). Expansine sind Proteine, welche in eine Lockerung der Zellwand involviert sind (Cosgrove, 2000; 

Choi et al., 2006). Für AtEXPA7, ein weiteres Mitglied der Expansine in Arabidopsis, wurde gezeigt, dass 

es die Wurzelhaarbildung sowie das Wurzelwachstum beeinflusst (Choi et al., 2006; Cho & Cosgrove, 
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2002). Es wurde demonstriert, dass AtEXPA1 durch Cytokinin, das wiederum in die Kontrolle der 

Initiation der Zelldifferenzierung involviert ist, induziert wird (Bhargava et al., 2013; Pacifici et al., 

2015). Interessanterweise war die Entwicklung der Wurzelhaare in expa1 Mutanten verzögert, was ein 

Problem bei der Zelldifferenzierung implizierte (Pacifici et al., 2018). Diese Daten unterstützen 

demnach die Hypothese, dass AtEXPA1 in Verbindung mit dem Wurzelhaar-Phänotyp der ERF#111-OE 

Pflanzen steht.  

4.1.4 Steht die Induktion von AtERF#111 in Verbindung zu mechanischem Stress bei Überflutung? 

Die Expression von AtERF#111 wurde durch Hypoxie und Überflutung induziert (Abb. 4A - D). 

Datensätze von RNA- sowie Ribosomen-Sequenzierung bestätigen die Induktion bei Überflutung, 

welche zudem Spross-spezifisch ist (van Veen et al., 2016; Yeung et al., 2018). 

AtERF#111 scheint kein Zielgen der GVIIERFs zu sein, da der Promotor von AtERF#111 kein HRPE ent-

hält und zudem keine Unterschiede in der Expression zwischen Col-0 und der Arg/N-degron pathway 

Mutante prt6-1 detektiert werden konnten (Abb. 4D). Es konnte zudem keine veränderte Überlebens-

rate bei Überflutung bei Col-0 und erf#111-2 ausgemacht werden, was die Annahme stärkt, dass Mit-

glieder der GXERFs redundant agieren könnten und einen Funktionsverlust von AtERF#111 kompen-

sieren (Abb. 6). Tatsächlich werden die Mitglieder der GXERFs AtERF#108, AtERF#112, AtERF#113 so-

wie AtERF#114 ebenfalls durch Überflutung (Lee et al., 2011; Hsu et al., 2013; Yeung et al., 2018) sowie 

AtERF#108, AtERF#109, AtERF#113 und AtERF#114 durch Wiederbelüftung nach Hypoxie (Branco-

Price et al., 2008; Tsai et al., 2014) induziert. 

AtERF#111 scheint zudem keinen Hauptregulator der anaeroben Antwort darzustellen. Nur eines der 

49 core Hypoxie-responsiven Gene (Mustroph et al., 2009), RHODANESE, wurde durch eine stabile 

Überexpression von AtERF#111 in Wurzel und Spross induziert und wurde zudem als direktes Zielgen 

von AtERF#111 identifiziert (Abb. 20E). Eine Expressionsanalyse zeigte jedoch keine differentielle 

Expression bei Hypoxie im Vergleich von Col-0 und erf#111-2 (Abb. 22G). 

Beim Vergleich aller durch ERF#111-OE differentiell exprimierter Gene zu Mikroarraydaten bei Über-

flutung (Hsu et al., 2013) konnte eine signifikante Überlappung beider Datensätze festgestellt werden 

(Abb. 19A). Überflutung ist ein Stressfaktor für die Pflanze, welcher aus vielen verschiedenen Kompo-

nenten besteht. Neben einer geringen Verfügbarkeit von Sauerstoff stellen auch eine geringe Lichtver-

fügbarkeit, Nährstoffmangel, ein hohes Infektionsrisiko sowie mechanischer Stress eine Herausforde-

rung für die Pflanze dar. In der Konsequenz werden daher sehr viele Gene bei Überflutung in ihrer 

Expression modifiziert, unter anderem Mitglieder der WRKY TF-Familie (Hsu et al., 2013). WRKY22 

aktiviert zum Beispiel in Folge von Überflutung die Immunantwort der Pflanze und erhöht so die 

Resistenz gegenüber dem Pathogen Pseudomonas syringae (Hsu et al., 2013).  
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Neben WRKY22 werden auch WRKY18, 33 und 40 signifikant durch Überflutung (Hsu et al., 2013), 

Anoxie (Tsai et al., 2014) sowie Verwundung (Wang et al., 2015) hochreguliert. Da AtERF#111 wie 

bereits erwähnt als Zielgen von WRKY18, 33 und 40 identifiziert wurde (Birkenbihl et al., 2017), könnte 

demnach auch die Regulation von AtERF#111 mit mechanischem Stress bei Überflutung 

zusammenhängen. Da AtERF#111 jedoch nicht nur durch Überflutung (Abb. 4A), sondern auch durch 

alleinige Hypoxie (Abb. 4B) induziert wird, könnte man auch vermuten, dass überflutete Pflanzen 

darauf vorbereitet werden, mechanischem Stress ausgesetzt zu werden, sobald die Flut zurückgeht, 

da die Hypoxie-Behandlung eine niedrige Sauerstoffverfügbarkeit während der Überflutung simuliert. 
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4.2 Der Transkriptionsfaktor AtLBD41 

4.2.1 AtLBD41 als Repressor der Transkription bei Sauerstoffmangel 

Hypoxische Bedingungen führen zu einer beachtlichen Rekonfiguration des pflanzlichen Transkrip-

toms, welche durch ein komplexes Netzwerk von Aktivatoren, Repressoren, Co-Aktivatoren und Co-

Repressoren bewerkstelligt wird (Branco-Price et al., 2008; Mustroph et al., 2009; Mustroph et al., 

2010; Lee et al., 2011; Tsai et al., 2014). Wichtige Regulatoren sind die fünf Mitglieder der GVIIERFs, 

die bei Sauerstoffmangel stabilisiert werden (Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011) und als transkrip-

tionelle Aktivatoren die Promotoren der Hypoxie-responsiven Gene induzieren (Bui et al., 2015; Papdi 

et al., 2015; Gasch et al., 2016). Bislang ist nur wenig über die Mechanismen der Hypoxie-abhängigen 

Genrepression bekannt, dabei wird bei Sauerstoffmangel eine vergleichbare Anzahl an Genen sowohl 

induziert als auch reprimiert (Tsai et al., 2014). 

Eines der Gene, das besonders stark durch Hypoxie induziert wird, codiert für den Transkriptionsfaktor 

AtLBD41 (Mustroph et al., 2009). Gasch et al. (2016) zeigten, dass AtRAP2.2, AtRAP2.3 und AtRAP2.12 

signifikant den Promotor von AtLBD41 durch Bindung an ein bestimmtes cis-Element, dem HRPE, 

aktivieren. Die konstitutive Überexpression der nativen Version von AtRAP2.12 führt zu einer 

verbesserten Überlebensrate nach Überflutung oder Hypoxie, wohingegen die Akkumulation einer 

Version von AtRAP2.12, die insensitiv gegenüber einem Abbau durch den Arg/N-degron pathway ist, 

die Stresstoleranz verschlechtert (Licausi et al., 2011). Eine exzessive Induktion Hypoxie-responsiver 

Gene ist demnach durchaus nachteilhaft für die Pflanze, und vor allem bei fluktuierenden 

Sauerstoffkonzentrationen bedarf es einer effizienten und vor allem auch transienten 

transkriptionellen Antwort. 

Um den ATP-Verbrauch zu ökonomisieren, wird zum Beispiel die Transkription und/oder Translation 

von Genen, deren Funktion bei Sauerstoffmangel nicht überlebensnotwendig ist, heruntergefahren 

(Branco-Price et al., 2008; Lee & Bailey-Serres, 2019). Interessanterweise besitzt AtLBD41 am C-

Terminus eine EAR-Domäne (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009), welche essentiell für die reprimierenden 

Eigenschaften von aktiven Repressoren ist.  

Im Allgemeinen kann man zwischen aktiven und passiven Repressoren der Transkription 

unterscheiden (Kagale & Rozwadowski, 2011). Passive Repressoren besitzen kein intrinsisches 

Repressormotiv. Sie kompetitieren mit transkriptionellen Aktivatoren um eine DNA-Bindestelle oder 

inaktivieren die Aktivatoren durch die Ausbildung von Heterodimeren. Exemplarisch für passive 

Repressoren sind JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ) Proteine aus Arabidopsis, die Schlüsselaktivatoren 

der JA-Antwort bei niedrigen JA-Konzentrationen, wie MYC2, MYC3, MYC4 und MYC5, negativ 

regulieren (Chini et al., 2007; Goossens et al., 2015). Hierbei bindet das JAZ Protein an den N-Terminus 
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von MYC und verhindert so eine Wechselwirkung mit dem Mediatorkomplex (Çevik et al., 2012; Chen 

et al., 2012; Zhang et al., 2015). Ein weiteres Beispiel für passive Repression ist der Hypoxie-responsive 

Transkriptionsfaktor HRA1. Bei Sauerstoffmangel interagiert HRA1 mit dem GVIIERF RAP2.12, wodurch 

dieser in seiner aktivierenden Funktion inhibiert wird (Giuntoli et al., 2014; Giuntoli et al., 2017).  

Aktive Repressoren enthalten hingegen eine distinkte Repressordomäne. In Pflanzen wurden bislang 

mindestens vier Motive, welche die Transkription aktiv unterbinden, identifiziert: das EAR-Motiv (Ohta 

et al., 2001), das TILLER Motiv (Matsui et al., 2008), das R/KLFGV Motiv (Ikeda & Ohme-Takagi, 2009) 

sowie das LxLxPP Motiv (Paponov et al., 2009), wobei die EAR-Motiv-vermittelte Repression in Pflanzen 

zu dominieren scheint (Kagale et al., 2010). Transkriptionsfaktoren mit einer EAR-Domäne können mit 

anderen TFs interagieren oder die Chromatinstruktur durch Histonmodifikationen modulieren. Hierbei 

werden durch Interaktion mit Co-Repressoren wie SIN3 ASSOCIATED POLYPEPTIDE 18 (SAP18) oder 

TPL Histon-Deacetylasen (HDACs) rekrutiert, wodurch das Chromatin unzugänglich und damit die 

Transkription inhibiert wird (Song et al., 2005; Song & Galbraith, 2006; Hill et al., 2008; Causier et al., 

2012; Yang et al., 2018). Die Interaktion mit dem Co-Repressor erfolgt dabei über die EAR-Domäne 

(Causier et al., 2012; Kagale et al., 2010; Kagale & Rozwadowski, 2011). 

Da für AtLBD41 eine Interaktion mit TPL und TOPLESS related Proteinen gezeigt wurde (Mitsuda & 

Ohme-Takagi, 2009), wird von einem Mechanismus der Repression mittels Rekrutierung von Histon-

Deacetylasen ausgegangen. In Übereinstimmung mit einer Funktion als Repressor konnten keine 

Transaktivierungseigenschaften von BD-AtLBD41 auf die Transkription von 4xGAL4UAS-LUC detektiert 

werden (Abb. 25). Zudem zeigte die Transregulierungsanalyse der Promotoren von AtPAP1, AtPUP10 

und AtAOX1D aufgrund relativ hoher Basalaktivitäten eine Tendenz zur Repression durch AtLBD41 auf, 

wohingegen alle getesteten Promotoren durch AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert wurden (Abb. 29A, B). 

Bei letzterem wurde die EAR-Domäne durch die starke virale Transaktivierungsdomäne VP16 ersetzt. 

Viele Publikationen der letzten Jahre haben gezeigt, dass eine Fusion mit VP16 transkriptionelle Re-

pressoren in Aktivatoren umfunktionieren kann (Koo et al., 2010; Hanano & Goto, 2011; Chen et al., 

2011; Shih et al., 2013; Fujiwara et al., 2014). Auch in stabilen LBD41-OE Linien konnte eine Repression 

des potentiellen Zielgens AtPUP10 in Vergleich zum Wildtyp mittels RT-qPCR detektiert werden (Abb. 

36C). 

Das Transkript von AtLBD41 wird stark durch Hypoxie in der ganzen Pflanze induziert, fällt bei Wieder-

belüftung jedoch schnell auf ein basales Expressionsniveau zurück (Hsu et al., 2013; Tsai et al., 2014). 

Im Rahmen der Arbeit wurde festgestellt, dass putative Zielgene bei Sauerstoffmangel reprimiert und 

bei Wiederbelüftung induziert werden - vice versa zum Expressionsmuster des nativen AtLBD41 (Abb. 

28). Dieser Zusammenhang stützt die These, dass AtLBD41 als Repressor agiert und seine Zielgene bei 

Sauerstoffmangel herunterreguliert. Der rasche Abfall der AtLBD41-Transkriptmenge bei 
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Wiederbelüftung spricht für eine transiente Antwort, die der Pflanze vor allem eine Anpassung an fluk-

tuierende Sauerstoffkonzentrationen ermöglichen könnte. AtLBD41 reguliert zudem seinen eigenen 

Promotor (Abb. 29C). Nach den vorhandenen Daten würde es seine eigene Expression ab einem 

bestimmten Schwellenwert wieder selbst ausschalten. Dies impliziert, dass die transkriptionelle 

Aktivierung von AtLBD41 bei normoxischen Bedingungen von der Stabilität der GVIIERFs abhängt, bei 

hypoxischen Bedingungen sogar von AtLBD41 selbst. Auch für AtHRA1, einem weiteren TF unter den 

49 core HRGs, konnte neben einer inhibierenden Wirkung auf AtRAP2.12 eine Repression des eigenen 

Promotors festgestellt werden, was eine transiente Hypoxieantwort ermöglicht (Giuntoli et al., 2014). 

4.2.2 Ermöglicht AtLBD41 eine Rückkehr zur zellulären Homöostase nach Überflutung? 

Um den Effekt der Überexpression von AtLBD41 auf das Transkriptom zu analysieren, wurden 

WT_AtLBD41 und AtLBD41ΔEAR:VP16 transient in Arabidopsis-Protoplasten exprimiert. Die subse-

quente Mikroarrayanalyse brachte eine Liste von 323 Genen hervor, welche durch AtLBD41ΔEAR:VP16 

signifikant induziert wurden, und 17 Gene, welche durch Wt_AtLBD41 signifikant reprimiert wurden. 

Insgesamt wurden acht Gene identifiziert, die sowohl durch eine Überexpression von WT_AtLBD41 

reprimiert als auch durch AtLBD41ΔEAR:VP16 induziert wurden. Ein Vergleich der Zielgene mit 

Mikroarraydaten von Tsai et al. (2014) zeigte, dass diese Gruppe von Genen durch Hypoxie reprimiert 

wurde und bei anschließender Wiederbelüftung erneut induziert wurde. Ferner konnte bestätigt 

werden, dass AtLBD41 die Promotoren der ausgewählten Zielgene AtLBD39, AtPGDH2, AtPAP1, 

AtPUP10, AtGGT4 und AtAOX1D reguliert (Abb. 29A, B). Die Funktion der Gene in Relation zu 

Sauerstoffmangel ist jedoch weitestgehend unbekannt. 

AtLBD39 und AtPAP1 wurden mit der Antwort auf Stickstoffmangel in Verbindung gebracht (Rubin et 

al., 2009). AtLBD39 wie auch seine Homologen AtLBD37/38 werden durch Stickstoff und Nitrat indu-

ziert und inhibieren in Folge AtPAP1/2 sowie weitere Stickstoff-responsive Gene (Rubin et al., 2009). 

AtPAP1 und 2 sind positive Schlüsselregulatoren von Genen der Flavonoid-/Anthocyansynthese, wel-

che für Chalcon-Synthase, Dihydroflavonol 4-Reduktase und Gluthathion-S-Transferase codieren 

(Borevitz et al., 2000; Scheible et al., 2004; Tohge et al., 2005; Morcuende et al., 2007; Wangwattana 

et al., 2008). Bei Stickstoffmangel werden AtLBD37/38/39 nicht induziert, wodurch AtPAP1 aktiv ist 

und Anthocyane synthetisiert werden können (Rubin et al., 2009). Im Gegensatz zu AtLBD37/38/39 

wird AtLBD41 nicht durch einen Stickstoffüberschuss induziert (Rubin et al., 2009). Es wäre demnach 

denkbar, dass AtLBD41 die Anthocyansynthese in Antwort auf einen anderen Umweltreiz reguliert, da 

die Expression von AtPAP1 nicht nur durch Stickstoffmangel, sondern auch durch eine hohe Lichtexpo-

sition (Cominelli et al., 2008) sowie durch ROS (Xu et al., 2017) reguliert wird. 
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Das putative Zielgen AtPUP10 wird bei Hypoxie deutlich reprimiert (SLR -5, Tsai et al. 2014). Dabei 

handelt es sich um eines von 21 Mitgliedern der purine uptake permease-like Genfamilie aus Arabidop-

sis, welche bislang nur wenig charakterisiert wurde. AtPUP1 und AtPUP2 sind kleine, integrale Memb-

ranproteine, die Adenin und Cytokinin wahrscheinlich im Symport mit Protonen über die Plasma-

membran transportieren, jedoch ein unterschiedliches Expressionsmuster aufweisen (Gillissen et al., 

2000; Bürkle et al., 2003). Es wird angenommen, dass verschiedene Mitglieder der PUP-Familie einen 

Transport von Cytokinin, welches hauptsächlich im Apikalmeristem in der Wurzel gebildet wird, in 

andere Organe der Pflanze ermöglichen.  

3-Phosphoglycerat Dehydrogenase (PGDH) ist das erste Enzym der phosphorylierungsabhängigen L-

Serin Biosynthese in Plastiden, welches neben dem Glykolatweg in den Mitochondrien eine weitere 

Quelle für Serin darstellt und wahrscheinlich in der Nacht und/oder in nicht photosynthetisch aktiven 

Organen benötigt wird (Ho & Saito, 2001; Benstein et al., 2013; Toujani et al., 2013). PGDH oxidiert 3-

Phosphoglycerat, welches aus Glykolyse und Calvin-Zyklus stammt, zu 3-Phosphohydroxypyruvat (Ros 

et al., 2013; Ros et al., 2014; Häusler et al., 2014). Arabidopsis codiert drei PGDH-Isoformen, AtPGDH1, 

AtPGDH2 und AtPGDH3, welche sich in ihrem Expressionsmuster unterscheiden (Ros et al., 2014). 

AtPGDH2 wird vor allem in Wurzeln, aber auch in Spross, Blättern und Blüten exprimiert (Benstein et 

al., 2013; Toujani et al., 2013). Die Aminosäure L-Serin ist essentiell für die Synthese einer Vielzahl von 

Biomolekülen, darunter Nukleotide, Phospholipide, Sphingolipide oder Aminosäuren wie zum Beispiel 

Cystein. Interessanterweise wurde gezeigt, dass Salzstress, Kälteeinwirkung oder Überflutung zu 

Änderungen in den Transkriptmengen beteiligter Enzyme der L-Serin-Biosynthese in den Plastiden 

führt (Ho & Saito, 2001). Demnach könnte AtLBD41 die Verfügbarkeit von Serin bei Überflutung 

regulieren, wobei diese zunächst reprimiert wird und bei Wiederbelüftung und dem Rückgang der Flut 

aktiviert wird. Nach 2 h Hypoxie konnten im Rahmen von Metabolom-Studien keine Änderungen des 

Seringehalts in Arabidopsis-Keimlingen detektiert werden (Mustroph et al., 2014), nach 48 h Hypoxie 

wurde in Arabidosis-Wurzeln (Blätter wurden hier nicht analysiert) ein leichter Anstieg des 

Seringehaltes festgestellt (van Dongen et al., 2009; Narsai et al., 2011). Interessant wären in diesem 

Zusammenhang jedoch Daten des Metabolitgehalts während und vor allem nach Überflutung. Eine 

Studie aus Reis hatte gezeigt, dass Serin neben vielen weiteren Aminosäuren bei Überflutung in der 

Pflanze akkumuliert und nach dem Rückgang der Flut auf ein basales Niveau zurückkehrt. Interessan-

terweise wurde jedoch eine stärkere Akkumulation von Serin in der überflutungsintoleranten Art 

(Oryza sativa ssp. japonica cv. M202) im Vergleich zur überflutungstoleranten Art (M202(Sub1)) 

beobachet (Barding et al., 2013). 
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AtGGT4 codiert für eine Gamma-Glytamyltranspeptidase und initiiert den Abbau von Glutathion-Kon-

jugaten in der Vakuole (Grzam et al., 2007; Ohkama-Ohtsu et al., 2007). Glutathion ist ein Hauptregu-

lator der Redox-Homöostase der Zellen und ist in die Abwehr gegen abiotische und biotische Stress-

faktoren involviert (Foyer & Noctor, 2011; Noctor et al., 2012). Es wurde gezeigt, dass die Konzent-

ration von Glutathion bei Überflutung im Vergleich zur Kontrollbehandlung gleich bleibt, jedoch bei 

Wiederbelüftung nach Überflutung signifikant in der Pflanze ansteigt (Yeung et al., 2019). Es wäre dem-

nach denkbar, dass AtLBD41 den Gamma-Glytamyl-Zyklus der Pflanze beeinflusst und sich damit auf 

die Redox-Homöostase der Zelle auswirkt. 

AtAOX1D codiert für eine alternative Oxidase und ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert 

(Juszczuk & Rychter, 2003). In den Mitochondrien höherer Pflanzen gibt es zwei Wege, wie Elektronen 

von Ubiquinol auf Sauerstoff übertragen werden können: Den Cytochrom-c-Oxidase (COX) Weg oder 

den Weg über alternative Oxidasen (AOX). Während im COX-Weg der Elektronentransport an eine 

Translokation von Protonen und eine damit einhergehende ATP-Bildung gekoppelt ist, so werden im 

AOX-Weg die Elektronen von Ubiquinol direkt auf Sauerstoff übertragen. Es entsteht kein ATP und die 

Energie wird in Form von Wärme freigesetzt (Millar et al., 2011). Der alternative Weg ermöglicht es 

jedoch der Pflanze, überschüssige Elektronen aus den Mitochondrien zu entfernen und so einer Ent-

stehung von ROS entgegenzuwirken. In Arabidopsis existieren fünf verschiedene AOX-Gene, AtAOX1A-

1D und AtAOX2 (Polidoros et al., 2009), welche einer Zell-, Gewebe-, Organ- und sogar Stress-spezifi-

schen transkriptionellen Regulation unterliegen (Clifton et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass das Tran-

skript von AtAOX1D wahrscheinlich durch einen Anstieg des zellulären ROS-Gehalts induziert wird 

(Strodtkötter et al., 2009). 

Pflanzen sind während der Überflutung meist hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Geht die Flut je-

doch zurück, führt die plötzlich hohe Verfügbarkeit von Sauerstoff und Licht zu einem rapiden Anstieg 

der ROS-Produktion, noch bevor die Pflanze zur zellulären Homöostase zurückkehrt (Tamang & Fukao, 

2015; Yeung et al., 2019). Die dargelegten Funktionen einiger Zielgene von AtLBD41 führen zu der 

Annahme, dass AtLBD41 dazu beitragen könnte, ein ROS-Gleichgewicht nach Überflutung herzustellen. 

Interessanterweise fiel bei einer Analyse der GO-Kategorien auf, dass sowohl für die durch 

AtLBD41ΔEAR:VP16 induzierten Gene als auch für die durch WT_AtLBD41 reprimierten Gene eine sig-

nifikante Anreicherung des biologischen Prozesses Oxidations- und Reduktionsprozess festgestellt 

werden konnte (Tab. 3), was die Hypothese einer möglichen Funktion von AtLBD41 im Zusammenhang 

mit oxidativen Stress nach Überflutung stützt.  
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4.2.3 AtLBD41 reguliert seine Zielgene redundant mit AtLBD40 und AtLBD42 

Die meisten loss-of-function Mutationen einzelner Gene zeigen in Arabidopsis keine detektierbaren 

Phänotypen, wodurch die Analyse der Genfunktion deutlich erschwert wird (Bolle et al., 2011). Auch 

in der LBD-Genfamilie führten nur Mutationen einiger weniger Gene zu deutlichen Ergebnissen, und 

viele Erkenntnisse wurden durch gain-of-function Experimente oder durch Mutanten höherer Ordnung 

erhalten, was eine Redundanz von LBD-Mitgliedern impliziert (Oh et al., 2010; Semiarti et al., 2001; Lin 

et al., 2003; Nakazawa et al., 2003; Chalfun-Junior et al., 2005; Okushima et al., 2007; Soyano et al., 

2008; Rubin et al., 2009). 

Die 43 Mitglieder der LBD-Genfamilie aus Arabidopsis wurden anhand der Struktur der LOB Domäne 

in zwei Klassen unterteilt. Während die LOB-Domäne am N-Terminus hoch konserviert ist, so ist der C-

Terminus der LOB-Proteine variabel (Iwakawa et al., 2002; Shuai et al., 2002; Matsumura et al., 2009). 

Die Klasse II besteht aus insgesamt sechs Mitgliedern. Die Dreiergruppen AtLBD37, AtLBD38 und 

AtLBD39 sowie AtLBD40, AtLBD41 und AtLBD42 stammen dabei jeweils von einem gemeinsamen 

Vorfahren ab (Kong et al., 2017). Während AtLBD41 sich auf Chromosom drei befindet, befinden sich 

AtLBD40 und AtLBD42 in geringer genetischer Distanz auf Chromosom eins, weshalb diese womöglich 

durch Genduplikation entstanden sein könnten (Abb. 40). 

 

 

Es wurde beobachtet, dass LBD-Gene ähnliche biologische Funktionen in verschiedenen Angiospermen 

ausüben: So kontrollieren zum Beispiel Orthologe von AtLBD16 die Ausbildung von Lateralwurzeln in 

Arabidopsis, Reis und Mais (Okushima et al., 2007; Inukai et al., 2005; Taramino et al., 2007), während 

Orthologe von AtLBD6 die abaxial-adaxialen Blattpolaritäten in Arabidopsis und Mais regulieren 

(Semiarti et al., 2001; Xu et al., 2003; Evans, 2007). Interessanterweise werden orthologe Gene des TFs 

LBD41 sowohl in weiteren Brassicaceae (Gasch et al., 2016) als auch in Reis (Mustroph et al., 2010) und 

Abb. 40 | Chromosomale Lokalisation der Klasse II LBDs aus Arabidopsis. 
Die Grafik wurde mit Hilfe des Chomosome Map Tools von TAIR (Tool of the Arabidopsis Information Resource) 
erstellt. 
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Mais (Locke et al., 2017) bei Hypoxie und Überflutung induziert, was eine konservierte Funktion von 

LBD41 bei Sauerstoffmangel impliziert. 

In der Tat konnte im Rahmen der Arbeit festgestellt werden, dass transregulatorische Mechanismen 

von LBD41 zwischen den Spezies konserviert sind: Die Arabidopsis-Effektoren AtLBD40ΔEAR:VP16 und 

AtLBD41ΔEAR:VP16 waren in der Lage, die Reis-Promotoren der orthologen Zielgene OsPGDH, 

OSPUP1.1, OsPUP3.1 und OsGGT4 signifikant zu aktivieren (Abb. 32A). Zudem konnte gezeigt werden, 

dass der Effektor OsLBD41ΔEAR:VP16 den Promotor von OsGGT4 signifikant aktivieren konnte (Abb. 

32B). Es konnten an dieser Stelle zwar keine weiteren Promotoren aus Reis identifiziert werden, die 

durch OsLBD41ΔEAR:VP16 reguliert wurden, jedoch wurden die Versuche mit Protoplasten aus 

Arabidopsis durchgeführt. Folglich sollten zukünftige Wiederholungen der Versuche mit Protoplasten, 

welche aus Reis gewonnen wurden, durchgeführt werden. 

Für die Einzelmutante lbd41 konnten sowohl bei Kontrollbedingungen als auch bei Hypoxie weder Phä-

notypen noch eine differentielle Regulation der potentiellen Zielgene beobachtet werden (Abb. 28A). 

Folglich wurde angenommen, dass ein Funktionsverlust von AtLBD41 durch redundant wirkende Tran-

skriptionsfaktoren aufgefangen wird. Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass das Tran-

skript von AtLBD40 bei Hypoxie in lbd41 induziert wurde (Abb. 28A). Die Expression von AtLBD40 ist 

auch Hypoxie-responsiv, wohingegen für AtLBD42 keine Induktion bei Hypoxie detektiert werden 

konnte (Branco-Price et al., 2008; Mustroph et al., 2009). Transaktivierungsversuche in Protoplasten 

zeigten, dass auch AtLBD42 neben AtLBD40 und AtLBD41 in der Lage war, in Fusion mit VP16 die Pro-

motoren der identifizierten Zielgene zu regulieren (Abb. 29). 

Mit Ausnahme von AtLBD39 wurde für alle Mitglieder der Klasse II LBDs eine C-terminale EAR-Domäne 

annotiert (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009). Im Rahmen der Arbeit konnte jedoch auch für AtLBD39 ein 

ähnliches Sequenzmotiv am C-Terminus identifiziert werden (Abb. 30A). Um auszuschließen, dass 

AtLBD37/38/39 ebenfalls die identifizierten Zielgene regulieren können, wurden die Effektoren 

AtLBD37ΔEAR:VP16 und AtLBD39ΔEAR:VP16 im Protoplastensystem getestet. Im Zuge dessen konnte 

festgestellt werden, dass die identifizierten Zielgene spezifisch durch AtLBD40/41/42 reguliert werden 

und diese Funktion nicht von anderen Mitgliedern der Klasse II LBDs übernommen werden konnte 

(Abb. 30).  

Aufgrund der angenommenen Redundanz von AtLBD40/41/42 wurde die Dreifachmutante 

lbd40/41/42 generiert (Abb. 33). Eine vorläufige Analyse der Genexpression der Zielgene AtPUP10 und 

AtLBD39 zeigte jedoch keine veränderte Expression in lbd40/41/42 im Vergleich zum WT bei Hypoxie 

auf (Abb. 34). Adulte Pflanzen von lbd40/41/42 wiesen zudem keine veränderte Toleranz gegenüber 

Überflutung auf (Abb. 35A). Im Keimlingsstadium konnte jedoch erstmals ein Phänotyp detektiert wer-
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den. Nach Hypoxie-Stress wies die Dreifachmutante lbd40/41/42 eine signifikant schlechtere Überle-

bensrate im Vergleich zum WT auf (Abb. 35). Demnach bestätigen diese Ergebnisse, dass 

AtLBD40/41/42 zur Toleranz gegenüber Sauerstoffmangel, zumindest nachweislich im 

Keimlingsstadium, beitragen. 

4.2.4 AtLBD41 wird SUMOyliert 

Neben einer Kontrolle der Transkription zählen posttranslationale Modifikationen zu den wichtigsten 

Mechanismen, welche eine dynamische Regulation der Genexpression ermöglichen. Aufgrund der 

zuvor beschriebenen Interaktion von AtLBD41 mit SUMO-modifizierenden Enzymen (Elrouby & 

Coupland, 2010) wurde in der vorliegenden Arbeit eine mögliche SUMOylierung des Proteins 

untersucht. Tatsächlich konnte mittels Co-IP eine klare Interaktion von AtLBD41 mit AtSUMO1 und 

damit eine SUMOylierung von AtLBD41 nachgewiesen werden (Abb. 38). Für AtLBD40 konnte ebenfalls 

eine, wenn auch deutlich schwächere, Interaktion mit AtSUMO1 gezeigt werden (Abb. 38). 

Eine posttranslationale Modifikation durch SUMO kann die Aktivität von Transkriptionsfaktoren auf 

unterschiedliche Art und Weise beeinflussen. SUMO kann mit anderen posttranslationalen 

Modifikationen kompetitieren und die Interaktion mit Proteinen verändern. So zum Beispiel inhibiert 

die SUMOylierung von IKBα (inhibitor of nuclear factor kB alpha) dessen Ubiquitinierung an einem 

distinkten Lysinrest und verhindert damit einen Abbau des Proteins durch das Proteasom (Desterro et 

al., 1998). Zudem kann SUMOylierung sich auf den Aufenthaltsort in der Zelle, die Stabilität und 

Aktivität von Proteinen auswirken. Auch wenn die genauen molekularen Mechanismen noch nicht 

verstanden sind, wurde gezeigt, dass SUMOylierung von Substraten in Reaktion vor allem auf 

Stressfaktoren wie Hitze, Ethanol oder Trockenheit erfolgt und interspezifisch in Arabidopsis, 

Drosophila und Caenorhabditis elegans konserviert ist (Saitoh & Hinchey, 2000; Kurepa et al., 2003; 

Augustine et al., 2016; Drabikowski et al., 2018; Morrell & Sadanandom, 2019). Die meisten bis dato 

identifizierten SUMO-Substrate aus Arabidopsis sind im Nukleus lokalisiert und stellen im 

Wesentlichen Transkriptionsfaktoren, Co-Aktivatoren/-Repressoren und Chromatin-modifizierende 

Proteine dar, die mit biotischen und abiotischen Stressantworten in Verbindung gebracht wurden (Rytz 

et al., 2018; Morrell & Sadanandom, 2019). So wurde zum Beispiel eine SUMOylierung der TFs 

PHOSPHATE STARVATION RESPONSE1 (PHR1), INDUCER OF CBF EXPRESSION1 (ICE1) und heat shock 

factor A2 (HSFA2) mit der Toleranz gegenüber Phosphatmangel, extremer Kälte und Hitze assoziiert 

(Miura et al., 2005; Miura et al., 2007b; Cohen-Peer et al., 2010).  

Die Rolle von SUMOylierung wurde im Zusammenhang mit Überflutung und Sauerstoffmangel bislang 

nicht adressiert. AtLBD41 besitzt mehrere mögliche SUMOylierungsstellen (Abb. 37). Da ein Motiv in 

der DNA-Bindedomäne von AtLBD41 lokalisiert wurde und zudem in dem Reis-Orthologen OsLBD41 
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konserviert ist, könnte SUMOylierung an dieser Stelle die Bindung an die Promotoren der Zielgene 

beeinflussen. Interessanterweise führte ein Austausch des für die SUMOylierung essentielln Lysins zu 

einem Arginin an dieser Stelle zu einem Stabilitätsverlust des Proteins, womit keine SUMOylierung 

mehr nachweisbar war, was die Wichtigkeit dieser SUMOylierungstelle annehmen lässt (Abb. 38). Ein 

weiteres Motiv liegt in unmittelbarer Nähe zur EAR-Domäne und könnte daher die Interaktion mit dem 

Co-Repressor TPL beeinträchtigen. Eine SUMOylierung an beiden Stellen hätte in der Theorie zur Folge, 

dass die Repressorfunktion von AtLBD41 unterdrückt wird und Zielgene verstärkt transkribiert werden 

können. Da die Zielgene von AtLBD41 bei Sauerstoffmangel reprimiert werden und bei 

Wiederbelüftung induziert werden, würde das bedeuten, dass SUMOylierung von AtLBD41 eventuell 

durch Wiederbelüftung/oxidativen Stress stattfindet und bei Hypoxie abnimmt. Auch wenn AtLBD41 

einer starken transkriptionellen Kontrolle unterliegt, könnte SUMOylierung eine weitere 

Kontrollinstanz darstellen, welche eine dynamische Regulation der Genexpression bei fluktuierenden 

Sauerstoffkonzentrationen ermöglicht. Hier wäre es für zukünftige Versuche von großem Interesse, 

weitere SUMOylierungsstellen zu mutieren und deren Einfluss auf die Stabilität des 

SUMOylierungsstatus‘ zu untersuchen.  
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4.3 Fazit und Ausblick 

Im Rahmen der Arbeit wurde AtERF#111 als verwundungsresponsiver TF identifiziert, dessen 

Expression ebenfalls durch Hypoxie und Überflutung induziert wird. Für AtERF#111 konnte weder ein 

Zusammenhang zur ABA-Signalgebung noch zur Antwort auf Trockenstress ermittelt werden. Obwohl 

AtERF#111 mit den Aminosäuren Methionin und Cystein am N-Terminus initiiert, wird die Stabilität 

des Proteins nicht durch den Arg/N-degron pathway reguliert, hängt jedoch dennoch vom 

Ubiquitin/Proteasom System ab. Mittels Mikroarrayanalysen konnten AtERF#111-Zielgene identifiziert 

werden, welche direkt durch den TF aktiviert werden und in Zusammenhang mit der 

Verwundungsantwort stehen. Zukünftig gilt es zu klären, welche Funktion AtERF#111 als möglicher 

Mediator der Überflutungs- und Verwundungsantwort einnimmt. Aufgrund der angenommenen 

Redundanz von AtERF#111 und anderen GXERFs ist es sinnvoll, Mutanten höherer Ordnung zur 

weiteren Aufklärung der Wirkungsweise zu generieren. 

Die Funktion von AtLBD41 als potentieller Repressor der Transkription bei Sauerstoffmangel war 

bislang völlig unklar. In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, potentielle Zielgene des TFs zu 

identifizieren, welche bei Sauerstoffmangel reprimiert werden. Es wurde festgestellt, dass AtLBD41 

seine Zielgene redundant mit AtLBD40 und AtLBD42 regulieren kann. Die Dreifachmutante 

lbd40/lbd41/lbd42 wies eine signifikant schlechtere Überlebensrate bei Hypoxie im Vergleich zum 

Wildtyp auf. Die identifizierten Zielgene besitzen keine eindeutige Funktion in Bezug zu 

Sauerstoffmangel, könnten jedoch im Zusammenhang mit der Rückkehr zur zellulären Homöostase 

nach Überflutung stehen. Für die Zukunft empfiehlt sich eine umfassende Analyse der Genexpression 

der Mutante lbd40/lbd41/lbd42 sowie eine weitere Bestätigung der Zielgene. Hierfür könnten auch 

die in der Arbeit generierten stabilen LBD41-OE Linien herangezogen werden, zum Beispiel im Rahmen 

von ChIP-Seq Analysen. Die stabilen AtLBD41ΔEAR:VP16 Linien könnten zudem für weitere 

Expressions- sowie Phänotyp-Analysen verwendet werden. Viele Publikationen der letzten Jahre 

haben gezeigt, dass eine Fusion mit VP16 transkriptionelle Repressoren aus Arabidopsis in Aktivatoren 

umfunktionieren kann, welche einen ähnlichen oder sogar stärkeren Phänotyp als die 

korrespondierenden Null-Allel-Mutanten hervorrufen (Koo et al., 2010; Hanano & Goto, 2011; Chen et 

al., 2011; Shih et al., 2013; Fujiwara et al., 2014). Zuletzt konnte demonstriert werden, dass AtLBD41 

posttranslational durch SUMOylierung modifiziert wird. Gegenstand zukünftiger Forschung wird sein, 

inwiefern SUMOylierung in Abhängigkeit von Sauerstoffmangel und Wiederbelüftung reguliert wird 

und welche Auswirkungen die Modifikation auf Proteinlokalisation, Protein-Protein Interaktion und 

die transkriptionelle Aktivität von AtLBD41 hat. 
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6 Anhang 
 

Vollständige Datensätze der Mikroarrays sowie der Gene Ontology Analysen befinden sich auf einer 

beigefügten Daten CD-ROM. 

 

In Bezug zu AtERF#111: 

• Daten A1 Mikroarraydaten, die in dieser Arbeit gezeigt wurden 

• Daten A2 GO-Analyse differentiell exprimierter Gene  

In Bezug zu AtLBD41: 

• Daten A3 Mikroarraydaten, die in dieser Arbeit gezeigt wurden 

• Daten A4 GO-Analyse differentiell exprimierter Gene  
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Abb. A 1  |  Überleben nach Überflutung von erf#111-2 und ERF#111-OE im Vergleich zu Col-0. 
(A) Pflanzen von Col-0, erf#111-2 und ERF#111-OE II (OEII) wurden im 10-Blattstadium für 4, 5, 6 und 7 Tage in 
Dunkelheit überflutet und danach zur Erholung 2 Wochen im KT inkubiert. (B) Aufnahmen von weiteren biologi-
schen Replikaten. Die Pflanzen wurden für 7 Tage in Dunkelheit überflutet und zur Erholung 2 Wochen im KT 
inkubiert. (C) Repräsentative Aufnahmen der Pflanzen vor und direkt nach 7 Tagen Überflutung sowie der Kon-
trollen (7 Tage Dunkelheit + Luft). Weißes Etikett = Col-0, rotes Etikett = erf#111-2, kein Etikett= ERF#111-OEII. 

A

B C

7
d
 D

u
n
k
e
l

D
ir
e
k
t 
n
a
c
h
 7

 d
 

Ü
b
e
rf

lu
tu

n
g

V
o
r 

Ü
b
e
rf

lu
tu

n
g



  Anhang 

 
 

Tab. A1 | Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide, die nach ihrer Funktion kategorisiert wurden. 

Klonierungen Sequenz (5'->3') AGI code Genname 

attB1_fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT   

attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT   

AtERF#111_GW_Cterm_fw AAAAAGCAGGCTATATGTGTGTCTTAAAAGTGGC AT5G64750 ERF#111 

AtERF#111_GW_Cterm_rev AGAAAGCTGGGTTGGAGGATGGACTATTATTGTAG AT5G64750 ERF#111 

AtERF#111_CtoA_GW_Cterm_MA AAAAAGCAGGCTATATGGCTGTCTTAAAAGTGGC AT5G64750 ERF#111 

LBD40fw_mit Start AAAAAGCAGGCTTAATGCGTATGAGTTGTAACG AT1G67100 AtLBD40 

LBD40rev_ohneStop AGAAAGCTGGGTTCTCACTGCACACCAGTCCAA AT1G67100 AtLBD40 

LBD40rev_sh_noStop AGAAAGCTGGGTTCCCGATCCAAGTCTTTGGTT AT1G67100 AtLBD40 

LBD42_fw_mitStart AAAAAGCAGGCTTAATGAGAATCAGCTGCAACG AT1G68510 AtLBD42 

LBD42_rev_short_nostop AGAAAGCTGGGTTGCCAACCTCGTTGATATCG AT1G68510 AtLBD42 

LBD42_rev_nostop AGAAAGCTGGGTTACCAAGTCTGAGCTCTAAG AT1G68510 AtLBD42 

AtLBD41-K2R_fw CCGGTTCTCCTCTCATCACAGCCTCCACG AT3G02550 AtLBD41 

AtLBD41-K2R_rev CGTGGAGGCTGTGATGAGAGGAGAACCGG AT3G02550 AtLBD41 

    

LBD41_Os_fw AAAAAGCAGGCTTAATGCGGATGAGTTGCAACG LOC_Os01g0389
0 

OsLBD41 

LBD41_Os_rev_noStop AGAAAGCTGGGTTCGCTGGCAGCTCGAGCCGC LOC_Os01g0389
0 

OsLBD41 

LBD41_Os_rev_short_noStop AGAAAGCTGGGTTCCCGACCTCCTCCTCCTCCC LOC_Os01g0389
0 

OsLBD41 

    

CRISPR_LBD40D_fw ATTGACCGCTGCGTCGCATGCGAT AT1G67100 AtLBD40 

CRISPR_LBD40D_rev AAACATCGCATGCGACGCAGCGGT AT1G67100 AtLBD40 

LBD42_CRISPR2_fw 

LBD42_CRISPR2_rev 
 

ATTGGGTGCGACGCGGATGCACT 
 

AT1G68510 AtLBD42 

LBD42_CRISPR2_fw 

LBD42_CRISPR2_rev 
 

AAACAGTGCATCCGCGTCGCACC 
 

AT1G68510 AtLBD42 
    

prAOX1D_fw_BamHI TCCAGGATCCACCACATACTCAACGTTCAA AT1G32350 AtAOX1D 

prAOX1D_rev_NcoI ATTACCATGGGAGTAACAACAGTTGGGGTG AT1G32350 AtAOX1D 

prCYP71B22_fw_BamHI AAAAGGATCCACGGCGTTTAAAGTCAAGAT AT3G26200 AtCYP71B22 

prCYP71B22_rev_NcoI ATTGCCATGGTCTTGATTTGATCTGTTTTTT AT3G26200 AtCYP71B22 

prEXPA1_fw_BamHI AAAAGGATCCAAGGCACCTCCATCAGTAAT AT1G69530 AtEXPA1 

prEXPA1_rev_NcoI ATTGCCATGGCGTTCTTTTTTCTTTTTGTGT AT1G69530 AtEXPA1 
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prGGT4_fw_BamHI AAAAGGATCCTACTGGTTAGAGCACAGAAA AT1G69820 AtGGT4 

prGGT4_rev_NcoI TTAACCATGGCTTCAATCTCTATCTCCTTT AT1G69820 AtGGT4 

prLBD39_fw_BamHI ATATGGATCCTGTTTTCTTCTTCTTCTTTCGT AT4G37540 AtLBD39 

prLBD39_rev_NcoI ATTGCCATGGTTCTTTTCCGAAATTTGAAA AT4G37540 AtLBD39 

prLBD40_fw_BamHI AAAAGGATCCTTGTATTATTCCAGCTAGCAC AT1G67100 AtLBD40 

prLBD40_rev_NcoI AAAACCATGGTTTAGATGGGAAACAAAAA AT1G67100 AtLBD40 

prLBD41_fw_BamHI TTATGGATCCACGGATGAGCTGTAATGGATGC AT3G02550 AtLBD41 

prLBD41_rev_XhoI TTATCTCGAGGATCTTAAGAGGCGGACCTTG AT3G02550 AtLBD41 

prLBD42_fw_BamHI AAAAGGATCCATGCTCAAAACAAAAATCA AT1G68510 AtLBD42 

prLBD42_rev_NcoI ATTACCATGGATTCCTTTATATGTTTATTA AT1G68510 AtLBD42 

prPDF1.2a_fw_BamHI ATGCGGATCCACATGATTGGGGTGAAAATC AT5G44420 AtPDF1.2a 

prPDF1.2a_rev_NcoI TTTTCCATGGGATGATTATTACTATTTTGT AT5G44420 AtPDF1.2a 

prPGDH_fw_BamHI ATTTGGATCCATTGAGATGTTGATGCTATT AT1G17745 AtPGDH 

prPGDH_rev_NcoI GCGGCCATGGGACTCTTTTTTTTAATAATA AT1G17745 AtPGDH 

prPup10_fw_BamHI AAAAGGATCCGAAACCGAAGTGTGTACC AT4G18210 AtPUP10 

prPup10_rev_NcoI AAAACCATGGGGTGGATGTGGAATCACC AT4G18210 AtPUP10 

prRHODANESE_fw_BamHI ACCTGGATCCTATTTTTGCTACTGAATTTA AT2G17850 RHODANESE 

prRHODANESE_rev_NcoI ATTGCCATGGTTTGTTGCTGAATTAGTTTTC AT2G17850 RHODANESE 

prSS3_fw_BamHI AATAGGATCCTATGGTTCTTTGGTGATTACC AT1G74000 AtSS3 

prSS3_rev_NcoI ATTGCCATGGGTTTCTTTGGTTGTGTTCTTT AT1G74000 AtSS3 

prTH8_fw_BamHI AAAAGGATCCAGATTGTCGATGTTGTTTGA AT1G69880 AtTH8 

prTH8_rev_NcoI TTAACCATGGTGAGTGTGTCTCTCTCTCTC AT1G69880 AtTH8 

    

prGGT4-Os_rev_NcoI ATTTCCATGGGGGCGGGCGGGGCGCTG AT1G69820 AtGGT4 

prGGT4-Os_fw_BamHI AATAGGATCCCGCTGGGTAATTCATTCGGT AT1G69820 AtGGT4 

prPGDH2-Os_rev_NcoI ATTTCCATGGTTTCTCCGATCGATGGGAGC LOC_Os08g3472
0 

OsPGDH 

prPGDH2-Os_fw_BamHI AATAGGATCCATGCGGCTAGGGGTAGAAAA LOC_Os08g3472
0 

OsPGDH 

prPUP1.1_Os_rev_MscI ATTATGGCCAATTGATAGAGGGTGTCTGCT LOC_Os04g4975
7 

OsPUP1.1 

prPUP1.1-Os_fw_BamHI AATAGGATCCCCTTGGAGGCGTTGTGTTAG LOC_Os04g4975
7 

OsPUP1.1 

prPUP3.1-Os_rev_NcoI ATAACCATGGGATCAAATGAAGCAGTGCTA LOC_Os03g0888
0 

OsPUP3.1 

prPUP3.1-Os_fw_BamHI TTAAGGATCCAAACAGCGGAGGGGAACTAA LOC_Os03g0888
0 

OsPUP3.1 1
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prPUP3.2_Os_rev_NcoI ATAACCATGGCCCACGCACGCGTGTTGCG LOC_Os09g2923
9 

OsPUP3.2 

prPUP3.2_Os_fw_BamHI TTTTGGATCCGTCTAGTTTTCGTCCCTCCTCT LOC_Os09g2923
9 

OsPUP3.2 

    

Semiquantitative RT-PCR/ Genotypisieren    

AtERF#111_fw TGAAGGTAGCGGAGAAGGGA AT5G64750 AtERF#111 

AtERF#111_fw2 TCCAATTGCATCAAGAGTCG AT5G64750 AtERF#111 

AtERF#111_rev TCGAAGCAGGTCTTATGGGC AT5G64750 AtERF#111 

GGT4_fw ACCGGTGAGACTTGCTATAA AT1G69820 AtGGT4 

GGT4_rev CACCGCTGGAATTATATGCA AT1G69820 AtGGT4 

LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT   

LBD39_fw AAAGGTTGCAGTGAAACATG AT4G37540 AtLBD39 

LBD39_rev TCTCATCCCATTTTCCCAAC AT4G37540 AtLBD39 

LBD40_fw GCTCATGAACCTCCTCAACAC 
 

AT1G67100 AtLBD40 

LBD40_rev GTACCACCACGTGATTTCCAC AT1G67100 AtLBD40 

LBD41_fw GCAAGCTAACGCAACTGTCTT AT3G02550 AtLBD41 

LBD41_rev ACGCCGATCCTTCTCTTCTTA AT3G02550 AtLBD41 

LBD42_fw CACACCTCTTCCAAGTGCA 

 

AT1G68510 AtLBD42 

LBD42_rev CAAGATTTGGAGAACTTTGATT 
 

AT1G68510 AtLBD42 

PGDH_fw ACTTCGTGCAATGATCACAA AT1G17745 AtPGDH 

PGDH_rev TTCAAGTCCAACGGTTCATC AT1G17745 AtPGDH 

PUP10_fw GGCGGATCAAGAACTACAAA AT4G18210 AtPUP10 

PUP10_rev GAAAGGCTAGCTGTTGTAGG AT4G18210 AtPUP10 

RAB18_fw GAGGAGGAGGATACGGAACTG AT5G66400 AtRAB18 

RAB18_rev GCTTTTCCTTGATCTTGTCCA AT5G66400 AtRAB18 

RD22_fw CGACGTAGGAGTCGGTAAAGG AT5G25610 AtRD22 

RD22_rev CGTTCTTCTTAGCCACCTCAGT AT5G25610 AtRD22 

Tub_ATH_fw CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTA AT5G62690 AtTUB2 

Tub_ATH_rev TCACCTTCTTCATCCGCAGTT AT5G62690 AtTUB2 

    

quantitative Real-Time-PCR    

EF1alpha_realtime_fw TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA AT5G60390 AtEF1alpha 1
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EF1alpha_realtime_rev GGTGGTGGCATCCATCTTGTTACA AT5G60390 AtEF1alpha 

sgCYP71B22_fw AGGAGTCATGTCGGATGTGTTT AT3G26200 AtCYP71B22 

sgCYP71B22_rev TCGGATGTCTGGCTAGCTCT AT3G26200 AtCYP71B22 

sgAtERF#111_fw AAAGGAGGAGAGAGGTGGAGGA AT5G64750 AtERF#111 

sgAtERF#111_rev ACTTTAGAAGTAGAGCTACCACCG AT5G64750 AtERF#111 

sgEXPA1_fw CACAATGGGAGGTGCTTGTG AT1G69530 AtEXPA1 

sgEXPA1_rev TGAATAGAGCCGTGCTTAGCG AT1G69530 AtEXPA1 

sgLBD39_fw TGAACTCCAACGTCCTGCTTT 

ATACGTGCCAGTTCCTGGTC 
 

AT4G37540 AtLBD39 

sgLBD39_rev TGAACTCCAACGTCCTGCTTT 

ATACGTGCCAGTTCCTGGTC 
 

AT4G37540 AtLBD39 

sgPDF1.1-1.3_fw GTGGAAGCACAGAAGTTGTGC multiple PDFs 

sgPDF1.1-1.3_rev GCTGGGAAGACATAGTTGCA multiple PDFs 

sgPUP10_fw ACGGCGGATCAAGAACTACAAA 

TGTATATAAAGTCACCCTGAGCCA 
 

AT4G18210 AtPUP10 

sgPUP10_rev ACGGCGGATCAAGAACTACAAA 

TGTATATAAAGTCACCCTGAGCCA 
 

AT4G18210 AtPUP10 

sgRAB18_fw TTGGGAGGAATGCTTCACCG AT5G66400 AtRAB18 

sgRAB18_rev TTGTCCATCATCCTCCGAGC AT5G66400 AtRAB18 

sgRHODANESE_fw TCTTCCTCGCACAACTACATCA AT2G17850 RHODANESE 

sgRHODANESE_rev ACTCTTCAACAGTTCTGACATCAAG AT2G17850 RHODANESE 

sgSS3_fw TGGCTAAGAAGATCGCCGAC AT1G74000 AtSS3 

sgSS3_rev CAACACATCCCTAGGGCCAA AT1G74000 AtSS3 

sgTH8_fw CAACAAGCTGCTGGTGATCG AT1G69880 AtTH8 

sgTH8_rev ACATCGGTGTATTTAGCAGCCA AT1G69880 AtTH8 

sgLBD41_fw GTTCTTCGGAAAGGGTGTAGTGAG AT3G02550 AtLBD41 

sgLBD41_rev CATAGAACTTGGCGAGAAAGACAG AT3G02550 AtLBD41 
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Tab. A2| Übersicht der verwendeten Vektorkonstrukte. Angegeben sind Ursprungsvektoren, deren Quellen, klonierte Derivate und deren Verwendung in der vorliegenden 
Arbeit. 

Ursprungsvektoren Quelle Derivate Verwendung 

p70SRUC Stahl et al. (2004) pBT10-rLUC Normalisierung der LUC Expression 

pBT10GAL4UAS Wehner et al. (2011) prAtCYP71B22:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtEXPA1:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtGGT4:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtLBD39:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtLBD40:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtLBD41:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtLBD42:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtPAP1:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtPDF1.2a:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtPGDH:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtPUP10:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtRHODANESE:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtSS3:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prAtTH8:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prOsGGT4:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prOsPUP1.1:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prOsPUP3.1:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prOsPUP3.2:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

  prOsPGDH:fLUC LUC Reporter im Protoplastensystem 

p35S:HA-GW Ehlert et al. (2006) p35S:HA-AtERF#111 Effektor im Protoplastensystem 

p35S:GW-HA Ehlert et al. (2006) p35S:(MC)AtERF#111-HA Effektor im Protoplastensystem/ CHX-Chase 

  p35S:(MA)AtERF#111-HA Effektor im Protoplastensystem/ CHX-Chase 

  p35S:AtLBD37-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD39-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD40-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD41-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD42-HA Effektor im Protoplastensystem 
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  p35S:OsLBD41-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:GW-HA:VP16 Effektor im Protoplastensystem 

p35S:HA-GFP Klecker et al. (2014)  Effektor im Protoplastensystem 

p35S:GW:VP16-HA Philipp Gasch p35S:AtLBD37ΔEAR:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD39ΔEAR:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD40ΔEAR:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD41ΔEAR:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:AtLBD42ΔEAR:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:OsLBD41ΔEAR:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

  p35S:GFP:VP16-HA Effektor im Protoplastensystem 

p35S-rfA-HBD Monika Tomar p35S:AtERF#111-HBD DEX induzierte nukleare Translokation 

  p35S:GFP-HBD DEX induzierte nukleare Translokation 

p35S:GBD-GW Ehlert et al. (2006) p35S:BD-GFP Fusion an Gal4UAS Bindedomäne 

  p35S:BD-RAP2.2 Fusion an Gal4UAS Bindedomäne 

  p35S:BD-AtLBD41 Fusion an Gal4UAS Bindedomäne 

p35S:HF-GATA Mustroph et al. (2010) p35S:HF-AtERF#111 Stabile Überexpressionslinien in A. thaliana 

pMDC83-GFP Curtis und Grossniklaus (2003) p35S:(MC)AtERF#111-GFP Lokalisation 

  p35S:(MA)AtERF#111-GFP Lokalisation 

pK7FWG2 Karimi et al. (2002) p35S:AtLBD40-GFP Transiente Transformation in Tabak 

  p35S:AtLBD41-GFP Transiente Transformation in Tabak 

  p35S:AtLBD41(K2R)-GFP Transiente Transformation in Tabak 

 Willi Riber p35S:HA-AtLBD41-GFP Stabile Überexpressionslinien in A. thaliana 

  pK7FWG2:VP16-HA Binärer Vektor zur Fusion von VP16 

pK7FWG2:VP16-HA Judith Bäumler p35S:AtLBD41ΔEAR:VP16-HA Stabile Überexpressionslinien in A. thaliana 

pBGWL7 Karimi et al. (2005) pBGWL7_prAtERF#111:LUC Stabile LUC-Promotor-Reporterlinien 

pKSE401 Xing et al. (2014) AtU6-26(P):AtLBD40-p35S:Cas9 CRISPR/Cas9 Genomeditierung 

pHSE401 Xing et al. (2014) AtU6-26(P):AtLBD42-p35S:Cas9 CRISPR/Cas9 Genomeditierung 
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Tab. A3 | Übersicht über die Daten, die durch von mir betreute Studierende erhoben wurden. 

Verweis Beitrag Name 

Abb. 10 | Analyse der ABA-Sensitivität der Keimung Durchführung aller Replikate (A + B) Leon Müller 

Abb. 11 | Einfluss von ABA auf das Wurzelwachstum und das Gewicht von 

Keimlingen 

Durchführung aller Replikate (A + B) Leon Müller 

Abb. 14 | Verwundungsabhängige Induktion von prAtERF#111:fLUC Durchfürung des gesamten Experiments Leon Müller 

Abb. 29 | AtLBD40, AtLBD41 und AtLBD42 können die Promotoren der 

Zielgene regulieren 

Durchführung aller Replikate (A + C) Lukas Stahl 

Abb. 30 | Test der Transregulation ausgewählter AtLBD41 Zielgene durch 

AtLBD37 und AtLBD39 

Durchführung aller Replikate (C) Laura Israel 

Abb. 32 | Test der Transregulation putativer LBD41 Zielgene in Reis durch 

Effektoren aus Arabidopsis und Reis 
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Durchführung aller Replikate (B) Sarah Nitsche 
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