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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Zunahme von extremen Wetterereignissen wie Diirre und Uberflutung aufgrund des globalen
Klimawandels stellt eine Bedrohung fiir viele Kulturpflanzen dar. Uberflutung beeintréchtigt die aerobe
Atmung und die Photosynthese, was eine Energiekrise zur Folge hat. Pflanzen aus Uberflutungs-
gefahrdeten Gebieten haben spezifische metabolische und morphologische Anpassungen entwickelt,
um die grofBten Herausforderungen in einer Umgebung mit Gberschiissigem Wasser zu bewaltigen.
Uberflutungstolerante Arten iiberleben entweder durch Wachstumsférderung (Escape-Strategie) oder
durch Wachstumsunterdriickung (Quiescence-Strategie). Beide Strategien wurden bereits ausfiihrlich
in der monokotylen Modellpflanze Reis (Oryza sativa) untersucht. Das molekulare Verstandnis der
Uberlebensstrategien von dikotylen Pflanzen ist noch nicht ausreichend verstanden, da bisher keine
Uberflutungstolerante Modellpflanze existiert, die genetisch zuganglich ist. Die Etablierung eines
Modellorganismus und die Aufklarung von Uberflutungstoleranzmechanismen kénnen erheblich zur

Entwicklung stressresistenter Nutzpflanzen beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Verhalten von ausgewdhlten Wildpflanzen der Brassicaceae-
Familie auf molekularer und physiologischer Ebene charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass alle
Rosettenpflanzen eine Quiescence-Strategie annahmen, aber das Uberleben nach Uberflutung stark
variierte. Die Pflanzen wurden anhand ihrer Uberflutungstoleranz wie folgt eingeordnet: Arabidopsis
thaliana < Cardamine hirsuta < Cardamine pratensis < Rorippa palustris und Rorippa sylvestris. Die
einzige nicht rosettenartig wachsende Art (Nasturtium officinale) zeigte bei Uberflutung gegen-
satzliche, gewebespezifische Wachstumsreaktionen: Wachstumsforderung in den Stangeln und
Wachstumsunterdriickung in den Petiolen. Die vorliegende Arbeit behandelt die Fragen, wie die
gegensatzlichen Wachstumsreaktionen reguliert werden und welche Prozesse die Unterschiede in der

Uberflutungstoleranz beeinflussen.

Die bereits bekannten molekularen Mechanismen, die die Unterwasser-Elongation steuern, basieren
weitgehend auf Studien zur Elongation der Internodien in Reis und zur Elongation der Petiolen in
Rumex-Rosettenpflanzen. In dieser Arbeit wurde N. officinale als dikotyle Modellpflanze zur Analyse
kontrastierender Wachstumsstrategien innerhalb einer einzelnen Pflanzenart vorgestellt. Eine genom-
weite Transkriptomanalyse ergab, dass Uberflutung eine wesentliche Verdnderung des Petiolen- und
des Stangeltranskriptoms verursachte, wahrend nur geringe qualitative Unterschiede zwischen beiden
Geweben beobachtet wurden. Zu den Kernreaktionen bei Uberflutung gehérten Hormon-regulierte
Prozesse und die Anpassung des Stoffwechsels zur Energieeinsparung, wahrend gewebespezifische
Reaktionen mit der Abwehr, der Photosynthese und den Zellwandpolysacchariden in Verbindung
gebracht wurden. Die molekulare und physiologische Charakterisierung deutet darauf hin, dass die

Prozesse, die das Unterwasserwachstum in N. officinale regulieren, vom etablierten Wachstumsmodul,
Vi



Zusammenfassung

das die Regulatoren Ethylen, Abscisinsdaure (ABA) und Gibberellinsdure (GA) beinhaltet, abweichen.
Das Unterwasserwachstum des Stangels wurde durch eine friihe Abnahme des ABA-Spiegels verur-
sacht und nicht primar durch Ethylen, GA oder Brassinosteroide (BRs) vermittelt. Es bleibt allerdings
unklar, welches Signal die anfangliche Abnahme des ABA-Gehalts einleitet, die fiir die Elongation des
Stangels erforderlich ist. Ebenfalls konnte der Einfluss von Auxin auf die Unterwasserelongation des
Stangels nicht vollstandig geklart werden. Eine in der Nacht beobachtete verstarkte Stangelelongation
war nicht mit Sauerstoffmangel (Hypoxie) verbunden und deutet auf eine Regulation durch circadiane
Rhythmik hin. Die Unterdriickung des Wachstums in der Petiole wird wahrscheinlich eher einem Still-

stand des Zellzyklus als einer hormonellen Regulation zugeschrieben.

Um herauszufinden, worauf die Unterschiede in der Uberflutungstoleranz beruhen, wurden die
Rosettenpflanzen einem Multispezies-Vergleich mittels genomweiter Transkriptomanalyse
unterzogen. In allen Arten wurden Kohlenhydrat-assoziierte Prozesse, Reaktionen auf Pathogene und
Hormon-regulierte Signalwege induziert, wahrend Biosynthese-Prozesse reprimiert wurden. Die
physiologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Uberflutung in allen Arten einen
Kohlenhydratmangel auslést. Die Uberflutungstoleranz der toleranten Arten C. pratensis, R. palustris
und R. sylvestris kdnnte dabei aber auf einen weniger stark ausgeprdgten Kohlenhydratmangel
zurickzufihren sein. Diese Annahme beruht auf der geringeren Induktion von Genen, die mit Kohlen-
hydratmangel assoziiert sind, einer hoheren relativen Zuckerverfiigbarkeit sowie der Induktion von
Garungsprozessen im Vergleich zu den sensitiven Arten A. thaliana und C. hirsuta. Die molekulare
Analyse der Uberflutungsreaktionen identifizierte BETA CARBONIC ANHYDRASE 3 (BCA3), das in
A. thaliana firr eine cytosolische Carboanhydrase codiert, als ein potenzielles Kandidatengen fiir Uber-
flutungstoleranz. Dieses Gen wurde bei Uberflutung ausschlieRlich in den toleranten Arten stark
induziert (insbesondere in R. sylvestris). Allerdings fiihrte weder die Uberexpression von AtBCA3 noch
von RsBCA3 in der sensitiven Art A. thaliana zu einer erhéhten Uberflutungstoleranz im Vergleich zum
Wildtyp. Obwohl die Kallus- und Sprossinduktion erfolgreich verlief, konnte im Rahmen dieser Arbeit
kein Transformationsprotokoll fiir R. sylvestris etabliert werden. Folglich konnte die Inaktivierung von
BCA3 mittels RNA-Interferenz (RNAI) nicht getestet werden. Der positive Einfluss von BCA3 auf die

Uberflutungstoleranz konnte somit weder bestétigt noch ausgeschlossen werden.

Diese Arbeit hebt die Vielfalt der Mechanismen in scheinbar dhnlichen Verhaltensweisen hervor, was
die Bedeutung der Untersuchung von Uberflutungsanpassungsmerkmalen bei einer Vielzahl von Arten
bekraftigt. Es wurden neuartige dikotyle Pflanzensysteme vorgestellt, die als Grundlage fiir zukiinftige
Studien dienen kénnen, um noch weitere unbekannte lberflutungstolerante Gene und Prozesse

identifizieren zu kénnen.
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Summary

Summary

The increase in extreme weather events such as droughts and floods due to global climate change is a
threat to many crops. Flooding affects aerobic respiration and photosynthesis, resulting in an energy
crisis. Plants that inhabit flood-risk areas have evolved specific metabolic and morphological traits to
overcome the major challenges in an excess water environment. Flood-tolerant species survive either
by growth promotion (escape strategy) or growth suppression (quiescence strategy). Both strategies
have been extensively studied in the monocot model plant rice (Oryza sativa). The molecular under-
standing of survival strategies of dicotyledonous plants has not yet been sufficiently understood, since
there is no flood-tolerant model plant that is genetically accessible. The establishment of a model
organism and the elucidation of submergence tolerance mechanisms can contribute significantly to

the development of stress-resistant crops.

In this work the behavior of selected wild species of the Brassicaceae family was characterized on a
molecular and physiological level. It could be shown that all rosette plants adopted a quiescence
strategy, but their survival after submergence varied significantly. The plants were ordered according
to their submergence tolerance as follows: Arabidopsis thaliana < Cardamine hirsuta < Cardamine
pratensis < Rorippa palustris and Rorippa sylvestris. The only non-rosette-growing species (Nasturtium
officinale) showed antithetical, tissue-specific growth responses when submerged: growth promotion
in the stems and growth suppression in the petioles. The present work deals with the questions of how
the contrasting growth responses are regulated and which processes influence the differences in

submergence tolerance.

Known molecular mechanisms controlling underwater elongation are based extensively on studies on
internode elongation in the monocot rice and petiole elongation in Rumex rosette species. Here,
N. officinale was presented as a dicot model plant to study contrasting growth strategies within one
single plant species. A genome-wide transcriptome analysis revealed that submergence caused a
substantial reconfiguration of the petiole and stem transcriptome, while only little qualitative
differences were observed between both tissues. A core submergence response included hormonal
regulation and metabolic readjustment for energy conservation, while tissue-specific responses were
associated with defense, photosynthesis, and cell wall polysaccharides. Transcriptomic and
physiological characterization suggested that the molecular processes regulating underwater growth
in N. officinale deviate from the established ethylene, abscisic acid (ABA) and gibberellic acid (GA)
growth regulatory module. The underwater stem elongation is driven by an early decline in ABA and is
not primarily mediated by ethylene, GA or brassinosteroids (BRs). However, it remains elusive what
signal causes the initial ABA depletion required for stem elongation. The influence of auxin on the

underwater stem elongation has also not yet been fully clarified. An enhanced stem elongation
IX
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observed in the night period was not linked to oxygen deficiency (hypoxia) and suggests an
involvement of circadian regulation. The petiole growth suppression is likely attributed to a cell cycle

arrest rather than hormonal regulation.

To identify the underlying mechanisms that cause the differences in submergence tolerance, the
rosette plants were subjected to a multi-species comparison using a genome-wide transcriptome
analysis. In all species, carbohydrate-associated processes, pathogen responses and hormone-
regulated signaling pathways were induced, while biosynthesis processes were repressed. The
physiological results of the present work demonstrate that submergence triggers carbohydrate
starvation in all species. The submergence tolerance of the tolerant species C. pratensis, R. palustris
und R. sylvestris could, however, be due to a less pronounced carbohydrate deficiency. This
assumption is based on the lower induction of genes associated with carbohydrate starvation, a higher
relative sugar availability and the induction of fermentation processes compared to the sensitive
species A. thaliana and C. hirsuta. Molecular analysis of the submergence responses identified BETA
CARBONIC ANHYDRASE 3 (BCA3), which encodes a cytosolic carbonic anhydrase in A. thaliana, as a
potential candidate gene for submergence tolerance. This gene was strongly induced during
submergence only in the tolerant species (especially in R. sylvestris). However, neither the
overexpression of AtBCA3 nor of RsBCA3 in the sensitive species A. thaliana led to an increased
submergence tolerance compared to the wild type. Although callus and shoot induction were
successful, no transformation protocol for R. sylvestris could be established in this work. Consequently,
the inactivation of BCA3 by RNA interference (RNAI) could not be tested. Thus, the positive influence

of BCA3 on the submergence tolerance could neither be confirmed nor ruled out.

This study highlights the diversity in mechanisms in seemingly similar behaviors, which emphasizes the
importance of studying flood-adaptive traits in a wide range of species. Novel dicot plant systems were
presented that can serve as a basis for future studies to identify as yet unknown flood-adaptive genes

and processes.
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1. Einleitung

1.1 Uberflutung ist ein komplexer Stress fiir Landpflanzen

Etwa 72 % der gesamten Erdoberflache ist von Wasser bedeckt (Ponnamperuma, 1972). Wasser ist flr
das Wachstum und Uberleben von Pflanzen essenziell, weshalb starke Schwankungen in der Wasser-
verfligbarkeit schadlich sein kénnen. Pflanzen sind wahrend ihres gesamten Lebenszyklus wechseln-
den Umweltbedingungen ausgesetzt und kénnen aufgrund ihrer sessilen Lebensweise ungiinstigen
Umweltbedingungen nicht ausweichen. Infolge des Klimawandels haben Haufigkeit und Schweregrad
extremer Wetterereignisse wie Uberschwemmungen und Diirren in den letzten Jahrzehnten weltweit
zugenommen und werden in Zukunft sehr wahrscheinlich weiter ansteigen (Hirabayashi et al., 2008,
2013; Kunkel et al., 2013; Alfieri et al., 2018; Myhre et al., 2019). Wahrend Wassermangel zu Trocken-
stress fiihrt, verursacht zu viel Wasser Uberflutungsstress, welcher dabei in zwei Kategorien eingeteilt
werden kann: bei Staunasse im Boden sind nur die Wurzeln zu viel Wasser ausgesetzt, sobald der
Spross teilweise oder vollstindig unter Wasser ist, spricht man von Uberflutung (Sasidharan et al.,
2017). Beide Formen des Uberflutungsstresses stellen eine groBe Umweltgefahr fiir viele Kultur-
pflanzen dar (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres et al., 2012b) und weltweit sind etwa
10-20% der Anbauflichen von Staunisse bedroht (Setter & Waters, 2003). Uberflutung ist ein
komplexer Stress, bei dem die Pflanze mehreren Belastungen ausgesetzt ist: u.a. Energiekrise, Kohlen-

hydratmangel, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Toxizitdt (Colmer & Voesenek, 2009).

Pflanzen sind aerobe Organismen ohne ein Sauerstoff (O,)-Transportsystem, weshalb sie auf die Zufuhr
von O; aus der Umgebung durch Diffusion angewiesen sind (Armstrong, 1979). Unter normalen
Bedingungen (Normoxie), d.h. in Luft und auf Meereshohe, liegt die O,-Verfligbarkeit bei 20,95 %
(Sasidharan et al., 2017). In gut durchliifteten Béden sind die Bodenporen mit Bodenluft gefillt, die in
ihrer Zusammensetzung der atmospharischen Luft sehr dhnlich ist (Russell & Appleyard, 1915). Bei
Uberflutung sinkt jedoch die 0,-Verfiigbarkeit durch die Verdrangung der Bodenluft durch Wasser und
die Diffusionsgeschwindigkeit von Gasen in Wasser ist um den Faktor 10* herabgesetzt im Vergleich zu
Luft (Armstrong, 1979; Jackson, 1985). Eine Abweichung von der normoxischen O,-Konzentration wird
bei einem 0,-Mangel als Hypoxie, dem vollstandigen Fehlen von freiem O, als Anoxie und bei einem
0,-Uberangebot als Hyperoxie bezeichnet (van Dongen & Licausi, 2015). Dabei ist jedoch zu beachten,
dass sich die O,-Konzentration der Umgebung stark von der O,-Konzentration im pflanzlichen Gewebe
unterscheiden kann. In Arabidopsis thaliana Wurzel- und Sprossgeweben sank der O,-Partialdruck
innerhalb weniger Stunden nach Uberflutung drastisch, wahrend der O,-Partialdruck im Boden zwar

kontinuierlich, aber langsamer abnahm (Lee et al., 2011).
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Unter normoxischen Bedingungen nutzt die Pflanze einen aeroben Stoffwechsel, bei dem NAD*-
Regeneration priméar durch mitochondrielle Atmung stattfindet und Energie in Form von ATP durch
oxidative Phosphorylierung gebildet wird (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Fehlt O, als terminaler
Elektronenakzeptor in der Atmungskette, tritt eine Hemmung der Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitat auf,
wodurch keine Reduktion von O, zu Wasser stattfinden kann (Chandel et al., 1996; Geigenberger,
2003). Infolgedessen ist die oxidative Phosphorylierung eingeschrankt, was letztendlich zu einem
reduzierten zelluldren ATP-Gehalt fihrt. Durch den Wechsel zu einem anaeroben Metabolismus kann
ATP Uber die Glykolyse gebildet und NAD* Gber Fermentation regeneriert werden (Bailey-Serres &
Voesenek, 2008). Die Mobilisierung von I6slichen Zuckern und Starke kann so als Energiequelle dienen

(Fukao & Bailey-Serres, 2004).

Bei Uberflutung wird die Pflanze auBerdem mit einer beeintrichtigten Lichtintensitit und Lichtqualitat
konfrontiert, welche durch triibes Wasser hervorgerufen wird und abhangig von der Wassertiefe ist
(Vervuren et al., 2003). Wahrend Wurzeln auch unter normalen Bedingungen haufig hypoxisch sind,
leidet der Spross bei vollstindiger Uberflutung nur nachts bzw. in Dunkelheit unter O,-Mangel
(Mommer et al., 2007; Lee et al., 2011; Vashisht et al., 2011; van Veen et al., 2013). Tagsiiber kann die
Photosynthese einen Teil des fir die Atmung erforderlichen O, liefern. Aufgrund der verringerten
Lichtintensitat und des langsamen Eintritts von Kohlenstoffdioxid (CO;) in die Blatter ist die
Photosynthese unter Wasser jedoch stark eingeschrankt, wodurch die Zucker- und Starkereserven der
Pflanze nicht ausreichend aufgefillt werden (Mommer & Visser, 2005; Pedersen et al., 2013). Der
gleichzeitige Verbrauch von gespeicherten Zuckern und Starke durch Atmung oder Fermentation ruft
einen Hungerzustand, dhnlich wie bei anhaltender Dunkelheit, hervor und fiihrt zu Zellschaden oder

Zelltod (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Colmer & Voesenek, 2009; Fukao et al., 2019).

Molekularer O; dient nicht nur der Atmung in den Mitochondrien, sondern auch der Biosynthese von
Fettsduren und der Bildung von ROS (Geigenberger, 2003; Fukao & Bailey-Serres, 2004). ROS, z. B.
Hyperoxid-Anion (O2:7), Hydroxyl-Radikal (HO-), Wasserstoffperoxid (H.0,) und Singulett-Sauerstoff
(*02) werden bei Hypoxie und insbesondere bei Wiederbeliiftung gebildet (Blokhina et al., 2001, 2003).
Die Bildung kann dabei enzymatisch, beispielsweise durch Peroxidasen und NADPH-Oxidasen oder
nicht-enzymatisch als Nebenprodukt in den Chloroplasten oder Mitochondrien erfolgen (Apel & Hirt,
2004). Uberflutung im Licht kann durch CO,-Mangel die Photorespiration erhéhen, was zu einer
erhdéhten ROS-Produktion in den Peroxisomen fiihren kann (Mommer & Visser, 2005; del Rio & Lopez-
Huertas, 2016). Der negative Einfluss von ROS beruht auf dem Verursachen von Zellschdaden,
insbesondere durch Schadigung von Lipiden, Proteinen, Kohlenhydraten und Nukleinsduren (Blokhina

etal., 2003).
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Bei Uberflutung oder Staunésse verbrauchen aerobe Mikroorganismen den verfiigbaren O, im Boden,
wodurch dieser innerhalb von 24 h anoxisch wird (Vashisht et al., 2011). Anstelle von O, werden dann
Nitrat (NOs’), Mangan (Mn**), Eisen (Fe**) und Sulfat (SO4*) von anaeroben Mikroorganismen als alter-
native Elektronenakzeptoren verwendet, wodurch NH;*, Mn?*, Fe?* und Schwefelwasserstoff (H,S)
entstehen (Ponnamperuma, 1972; Armstrong, 1979; Shabala, 2011). Als Folge der anaeroben Atmung
durch Bodenbakterien befindet sich der Boden somit bei Uberflutung in einem reduzierten Zustand
(Ponnamperuma, 1972). Neben anorganischen Substanzen (z. B. Mn?*, Fe?*, H,S) reichern sich im
Boden auch organische Substanzen wie Ethanol, Acetaldehyd, kurzkettige Fettsdauren und phenolische
Verbindungen an, die von der Pflanze aufgenommen werden und potenziell toxisch wirken kénnen

(Tanaka et al., 1968; Ponnamperuma, 1972; Armstrong & Armstrong, 2005; Shabala, 2011).

1.2 Verdnderte Genexpression bei Hypoxie und Sauerstoffwahrnehmung

Hypoxie tritt nicht nur bei Uberflutung auf, sondern auch, wenn die Atmungsaktivitit die O,-Verfiig-
barkeit Gbersteigt. Die O,-Verfligbarkeit kann daher in metabolisch aktiven oder sehr dichten Geweben
reduziert sein, z. B. in wachsenden Kartoffelknollen (Geigenberger et al., 2000; Licausi et al., 2011a),
Friichten (Biais et al., 2010; Ho et al., 2011), Wurzeln (Lee et al., 2011; Shukla et al., 2019) und
Meristemen (Greve T. et al., 2003; Weits et al., 2019). Es konnte auflerdem beobachtet werden, dass
die Geschwindigkeit des O,-Verbrauchs von der O,-Verflgbarkeit in der Umgebung abhangt, um so
anoxischen Bedingungen im pflanzlichen Gewebe vorzubeugen und Energie zu sparen (Zabalza et al.,
2009). Bei Uberflutung, Hypoxie und Wiederbeliiftung findet eine Veridnderung in der Genexpression
statt, die auf epigenetischer, transkriptioneller und translationaler Ebene reguliert wird (Branco-Price
et al., 2005, 2008; Tsuji et al., 2006; Mustroph et al., 2009; Juntawong et al., 2014; Loreti et al., 2016;
Lee & Bailey-Serres, 2019). Insbesondere wurden in der Uberflutungssensitiven Art A. thaliana
49 Hypoxie-responsive Gene (HRGs) identifiziert, die unter O,-Mangel in allen Geweben eine An-
reicherung der messenger-RNA (mRNA) zeigen. Diese HRGs codieren u. a. fiir Transkriptionsfaktoren,
Signalproteine und anaerobe Stoffwechselenzyme (Mustroph et al., 2009). Die mRNAs der HRGs
akkumulieren bei Hypoxie im Cytosol und werden sofort aktiv translatiert, wohingegen viele andere
Gene bei Hypoxie entweder gar nicht transkribiert werden oder durch die Anreicherung der mRNA im
Zellkern nicht translatiert werden (Lee & Bailey-Serres, 2019). Etwa 50 % der Promotoren der HRGs
enthalten ein Hypoxie-responsives Promotorelement (HRPE), welches von spezifischen Gruppe VII
Ethylene Response Factor (GVII ERF) Transkriptionsfaktoren erkannt wird (Gasch et al., 2016). Durch
Bindung der Transkriptionsfaktoren an das HRPE wird die Transkription von HRGs und die damit ver-
bundene Stressantwort, z. B. Wechsel von aeroben zu anaeroben Stoffwechsel, hervorgerufen (Gasch
et al., 2016). Interessanterweise wird die Transkription von HRGs erst induziert, wenn die Abnahme
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der O,-Konzentration mit einem Energieverlust durch die Abnahme des zelluldren ATP-Spiegels einher-

geht (Schmidt et al., 2018).

Durch den Wechsel von aerober Atmung zu Lactat- und Ethanol-Garung wird die Produktion von ATP
und Regeneration von NAD" aufrechterhalten (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Als Folge der Lactat-
Garung findet jedoch eine Ansduerung des Cytoplasmas (cytoplasmatische Acidose) statt, was zum
Zelltod im pflanzlichen Gewebe fiihren kann (Roberts et al., 1984a,b). Das Enzym der Lactat-Garung,
die Lactatdehydrogenase (LDH), wird allerdings durch einen niedrigen pH-Wert inhibiert, wodurch ein
Wechsel zur alkoholischen Garung stattfindet und Ethanol durch die Enzyme Pyruvatdecarboxylase
(PDC) und Alkoholdehydrogenase (ADH) gebildet wird (Roberts et al., 1984b; Bailey-Serres et al.,
2012a). Da Ethanol aus den Zellen in das externe Milieu diffundiert, fihrt dies zu einem Verlust von
Kohlenstoff (Bailey-Serres et al., 2012a). Um diesem entgegenzuwirken, bilden einige Spezies bei
Hypoxie die Aminosaure Alanin aus Pyruvat mittels Alanin-Aminotransferase (AlaAT) und recyceln
Alanin wieder zu Pyruvat bei Wiederbeliiftung, wobei jedoch keine Regeneration von NAD* stattfindet
(Miyashita et al., 2007; Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres et al., 2012a). Obwohl die ATP-
Produktion bei Hypoxie geringer ist — 2-4 Mol ATP pro Mol Hexose verglichen zu 30-36 Mol ATP durch
aerobe Atmung — wird so dennoch ein Uberleben der Zellen bei ausreichender Zuckerverfiigbarkeit

gewahrleistet (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres et al., 2012a).

Der zugrunde liegende Mechanismus der O,-Wahrnehmung in Pflanzen wurde 2011 durch zwei
Forschungsgruppen in A. thaliana beschrieben: der Arginin/N-Degron Pathway (friher N-end rule
pathway) der zielgerichteten Proteolyse fungiert als Stickstoffmonoxid und Sauerstoff (NO/O,)-Sensor
durch die homoostatische Regulation der Stabilitdt der GVII ERFs (Gibbs et al., 2011; Licausi et al.,
2011b; Varshavsky, 2019). Der N-Degron Pathway ist ein evolutionar konservierter Mechanismus, bei
dem bestimmte zelluldre Proteine basierend auf der Erkennung destabilisierender Aminosaurereste
am N-Terminus durch das Ubiquitin-Proteasom System abgebaut werden (Varshavsky, 2011, 2019;
Dissmeyer, 2019). Das A. thaliana-Genom codiert fiir finf GVII ERFs: RELATED TO APETALA2 2 (RAP2.2),
RAP2.12 und RAP2.3 sowie HYPOXIA RESPONSIVE ERF1 (HRE1) und HRE2, deren konserviertes
MCGGAAI/L-Motiv am N-Terminus als Substrat fir den Arginin/N-Degron Pathway dient (Nakano et
al., 2006; Licausi et al., 2010; Gibbs et al., 2011). Dabei wird zunachst die N-terminale Aminosaure
Methionin (Met;) durch Methionin-Aminopeptidasen (MAP1/2) abgespalten. Die dadurch exponierte
Aminosaure Cystein (Cysz) kann nun O;- und vermutlich auch NO-abhangig durch Plant Cystein
Oxidasen (PCO1/2) oxidiert werden (Gibbs et al., 2014; Weits et al., 2014; White et al., 2017, 2018).
Das oxidierte Cys, dient als Substrat fiir Arginin-tRNA-Transferasen (ATE1/2), wodurch ein Arginin (Arg)
durch eine Peptidbindung angefiigt wird (White et al., 2017). Der N-Terminus NH;-Arg;-Cys; wird von
der E3-Ubiquitinligase PROTEOLYSIS 6 (PRT6) erkannt, was eine Poly-Ubiquitinierung des Proteins und
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den Abbau durch das 26S-Proteasom zur Folge hat. Durch einen Mangel an O;- bzw. NO-vermittelter
Cys,-Oxidation wird der Abbau der GVII ERFs inhibiert. Steigt die O,-Verfligbarkeit, werden die GVII
ERFs erneut destabilisiert, wodurch die Transkription der HRGs abgeschaltet wird und die Pflanze
wieder auf einen aeroben Stoffwechsel zurilickgreifen kann. Dariliber hinaus fungieren spezifische
Histon-modifizierende Enzyme ebenfalls als O,-Sensoren, weshalb ein Zusammenhang zwischen O,-
Wahrnehmung und epigenetischer Regulation der Pflanzenentwicklung vermutet wird (Gibbs et al.,

2018; Batie et al., 2019; Chakraborty et al., 2019).

1.3 Aguatische Organismen nutzen Hydrogencarbonat zur Unterwasser-Photosynthese

Pflanzen sind autotrophe Organismen, die mittels Photosynthese aus CO,, Wasser und Lichtenergie
den Zucker Glucose und O bilden. Die Photosyntheserate kann dabei entweder als O,-Produktion oder
CO,-Assimilation bestimmt werden (Pedersen et al., 2013). An der Luft liegt CO; als Gas vor, welches
gut in Wasser |6slich ist. Deshalb liegen im Wasser, u. a. abhangig vom pH-Wert, neben CO; auch
Hydrogencarbonat (HCOs") und Carbonat-lonen (COs*) vor. Die reversible Hydratisierung von CO; zu
HCOs™ wird durch Carboanhydrasen (CAs) katalysiert (Khalifah, 1971). CAs sind Zink-Metalloenzyme,
die zunachst in roten Blutkérperchen entdeckt wurden und deren Existenz auch in Pflanzen und
Bakterien bestatigt wurde (Hewett-Emmett & Tashian, 1996). Pflanzliche CAs kdnnen in drei Familien
unterteilt werden: a-, B- und y-CAs, welche sich wahrscheinlich unabhangig voneinander entwickelt

haben (Hewett-Emmett & Tashian, 1996; Moroney et al., 2001).

Im Meer und StiBwasser ist die Konzentration von HCOs™ im Vergleich zur CO,-Konzentration um ein
Vielfaches erhoht (Smith & Walker, 1980; Pedersen et al., 2013). Deshalb haben sich viele aquatische
Organismen HCOjs" als alternative Kohlenstoffquelle nutzbar gemacht, darunter aquatische Pflanzen,
Algen und Cyanobakterien (Sand-Jensen & Gordon, 1984; Maberly, 1990; Sand-Jensen et al., 1992;
Price et al., 2004). Die Nutzung von HCOs" als Alternative zu CO; ist bisher nur bei wenigen amphi-
bischen Pflanzen und nicht bei Landpflanzen bekannt (Sand-Jensen et al., 1992; Nielsen & Sand-Jensen,
1993; Horiguchi et al., 2019). Als Anion kann HCOs" die Lipiddoppelschicht biologischer Membranen
nicht passieren, weshalb HCOs;™ entweder (iber Membrantransportproteine oder tber Diffusion in
Form von CO; in die Zellen gelangt (Poschenrieder et al., 2018). In Seegrasern werden drei Mechanis-
men zur Aufnahme von HCO3™ beschrieben (Beer & Rehnberg, 1997; Beer et al., 2002; Uku et al., 2005).
Erstens wurde die Dehydratisierung von HCOs™ zu CO, durch apoplastische CAs und anschlieRende
Diffusion von CO; lber die Plasmamembran beschrieben (1). Zweitens wird die H*-ATPase-vermittelte
Ansduerung des Apoplasten und der Diffusionsgrenzschicht beobachtet, welche das Gleichgewicht von

HCOs und CO; in Richtung CO; schiebt (2). Drittens wird die direkte, Symporter-vermittelte Aufnahme



Einleitung

von HCOs™ und H* und die anschlieRende Dehydratisierung von HCOs™ zu CO; durch cytosolische CAs
vermutet (3). Dabei kann die Katalyse von HCO3;™ zu CO; durch apoplastische CAs mittels Acetazolamid
(Mechanismus 1 und 2), die Katalyse durch intrazellulare CAs mittels Ethoxyzolamid (Mechanismus 2)
und der Plasmamembransymport von HCO3"/H* durch Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) (Me-
chanismus 2 und 3) gehemmt werden (Beer et al., 2002; Poschenrieder et al., 2018; Horiguchi et al.,

2019).

Cyanobakterien besitzen drei HCOs;-Transporter: den ATP binding casette (ABC) Transporter BCT1
(BICARBONATE TRANSPORTER 1) sowie die Na*™-abhadngigen Transporter SbtA (SODIUM BICARBONATE
TRANSPORTER A) und BicA (BICARBONATE TRANSPORTER A), welche unterschiedliche Affinitaten fir
HCOs besitzen (Omata et al., 1999; Price et al., 2004, 2011). Weitere bekannte HCOs-Transporter sind
LCIA (LOW CO, INDUCIBLE A) in der Chloroplastenmembran und HLA3 (auch MULTIDRUG-RESISTANCE-
RELATED PROTEIN 1, CrMRP1) in der Plasmamembran von Chlamydomonas reinhardtii (Duanmu et al.,
2009; Wang & Spalding, 2014; Yamano et al., 2015) sowie SLC4 (SOLUTE CARRIER 4) in der Plasma-
membran von Kieselalgen (Nakajima et al., 2013). Bisher konnte noch kein selektiver HCOs™-Transpor-
ter in Pflanzen isoliert werden. Es konnte auch noch nicht gezeigt werden, dass amphibische Pflanzen
bei Uberflutung ein HCOs-Transportsystem induzieren kénnen (Poschenrieder et al., 2018; Horiguchi
et al., 2019). Dennoch kann die Moglichkeit eines spezifischen oder unspezifischen Membrantrans-
ports nicht ausgeschlossen werden. Uberflutete Blitter der amphibischen Art Hygrophila difformis
zeigten eine Sensitivitat gegenliber Ethoxyzolamid, aber nicht gegeniiber Acetazolamid und TRIS, was
auf einen H*-unabhangigen HCOs-Membrantransport hindeutet (Horiguchi et al., 2019). Der Bor-
Transporter BOR1 aus A. thaliana ist ein Mitglied der SLC4 Transporterfamilie (Takano et al., 2002;
Thurtle-Schmidt & Stroud, 2016). Die Fahigkeit von BOR1 zum Transport von HCO5;™ wird zwar vermu-
tet, ist aber nicht vollstandig geklart (Frommer & von Wirén, 2002; Roberts, 2006). In A. thaliana-
Hypokotylen konnte der bisher einzige Nachweis eines HCOs™-permeablen Anionenkanals gebracht

werden (Frachisse et al., 1999).

1.4 Anpassungen und Uberlebensstrategien von Landpflanzen bei Uberflutung

1.4.1 Strategien zur Verbesserung des Unterwasser-Gasaustauschs
Die Uberlebensrate von Landpflanzen ist bei Uberflutung im Licht héher als bei Uberflutung in Dunkel-
heit, was auf eine fortlaufende Photosynthese unter Wasser zuriickzufiihren ist (Blom et al., 1994,
Mommer & Visser, 2005; Vashisht et al., 2011). Obwohl die Unterwasser-Photosynthese bei Land-
pflanzen geringer ist als bei aquatischen Pflanzen (Sand-Jensen et al., 1992; Colmer et al., 2011), tragt

sie dennoch erheblich zum Uberleben der Landpflanzen bei, indem sie O, zur inneren Beliiftung und
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Zucker fiir den Energiestoffwechsel liefert (Mommer & Visser, 2005; Winkel et al., 2013). Bei Uber-
flutung wird der Gasaustausch, z. B. der Eintritt von CO; fiir die Photosynthese, zwischen Pflanze und
Umwelt aufgrund der langsamen Diffusionsgeschwindigkeit erheblich eingeschrankt (Jackson, 1985).
Viele Pflanzenarten, die an Fluss- und Seeufern leben, besitzen einen semi-aquatischen Lebensstil und
Anpassungen zur Verbesserung des Unterwasser-Gasaustauschs (Sand-Jensen & Frost-Christensen,
1999). Einige (semi-)aquatische bzw. amphibische Pflanzen, z. B. H. difformis (Horiguchi et al., 2019),
Ludwigia arcuata (Kuwabara et al., 2003), Rorippa aquatica (Nakayama et al., 2014), Rumex palustris
(Mommer et al., 2007), Ranunculus-Arten (Cook & Johnson, 1968; Nielsen & Sand-Jensen, 1993; Kim
et al., 2018) und Potamogeton-Arten (Frost-Christensen & Sand-Jensen, 1995), kénnen beispielsweise
verschiedene Blattformen als Reaktion auf unterschiedliche Umweltbedingungen bilden. Emers (lber
Wasser) gebildete Blatter unterscheiden sich dabei stark von submers (unter Wasser) gebildeten
Blattern, ein Phdanomen, was als Heterophyllie bezeichnet wird (Wells & Pigliucci, 2000). Merkmale
und Folgen dieser submers gebildeten Blatter sind u. a. eine groRere spezifische Blattflache, diinnere
und/oder gefiederte Bltter, eine geringere Anzahl an Stomata, eine reduzierte Blattvenendichte, eine
reduzierte oder nicht-vorhandene Cuticula und eine Umorientierung der Chloroplasten in die Epider-
mis flr einen verbesserten CO,-Eintritt (Wells & Pigliucci, 2000). Aquatische Blatter von Ru. palustris
enthalten auBerdem weniger Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCO)-Protein als
terrestrische Blatter, aber besitzen dennoch eine erhohte Unterwasser-Photosyntheserate (Mommer

etal., 2005).

In terrestrischen Blattern verlauft der Gasaustausch mit der umgebenden Luft durch offene Stomata.
Unter Wasser stellt die Cuticula eine Diffusionsbarriere fiir Gase dar, da die Gase die Cuticula aufgrund
fehlender (Olsenetal., 2016; Kim et al., 2018) oder nicht-funktionierender Stomata (Shtein et al., 2017)
Uberwinden missen. Es konnte gezeigt werden, dass eine héhere O,-Permeabilitdt in submersen
Blattern auf eine diinnere Cuticula und somit eine geringere Diffusionsbarriere zuriickzufiihren ist
(Frost-Christensen et al., 2003; Mommer et al., 2004; Mommer & Visser, 2005). Damit einhergehend
erhoht sich die Verflgbarkeit von CO; und O, fiir Photosynthese und aerober Atmung und flihrt so zu
einem besseren Uberleben bei Uberflutung (Mommer et al., 2004, 2006b). Die Entwicklung neuer,
akklimatisierter Blatter benétigt allerdings mehrere Tage, wahrenddessen die Unterwasser-Photosyn-
theserate weiterhin verringert ist. Die Bildung der akklimatisierten Blatter zahlt sich folglich erst bei
linger anhaltender Uberflutung aus (Colmer et al., 2011). Zudem konnte die Bildung akklimatisierter
Blatter sowohl in toleranten als auch in sensitiven Arten beobachtet werden (Mommer et al., 2007).
Eine veranderte Blattanatomie ist somit kein Grund, sondern vielmehr eine Voraussetzung fiir eine

erhéhte Uberflutungstoleranz (Mommer et al., 2007).
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In manchen terrestrischen Feuchtgebietspflanzen kann ein kontinuierlicher und deutlich schnellerer
Gasaustausch auch Uber die Stomata ihrer bereits vorhandenen terrestrischen Blatter durch Ausbil-
dung eines Gasfilms auf der hydrophoben Blattoberflache erfolgen (Raskin & Kende, 1983; Colmer &
Pedersen, 2008a; Verboven et al., 2014). Dieser Gasfilm erscheint unter Wasser als silberne AufSen-
schicht der Blatter und bildet eine Schnittstelle zwischen der Gas- und Wasserphase und umgeht so
die Widerstandsfahigkeit der Cuticula (Colmer & Pedersen, 2008a). Die Gase (O, bei Dunkelheit, CO,
im Licht) mlssen nun zwar zunachst eine Diffusionsgrenzschicht Gberwinden, kénnen sich dann aber
innerhalb des Gasfilms schneller als noch im umgebenden Wasser bewegen und durch die Stomata in
das Blatt eindringen (Raskin & Kende, 1983; Pedersen et al., 2009; Verboven et al., 2014). Gasfilme
verbessern die Unterwasser-Photosynthese, die innere Belliftung, den Zuckerstatus und das Wachs-
tum in Reis und leisten so einen wesentlichen Beitrag zur Uberflutungstoleranz (Pedersen et al., 2009;
Winkel et al., 2013, 2014; Mori et al., 2019). Der positive Einfluss des Gasfilms auf die Unterwasser-
Photosynthese konnte auch in weiteren Landpflanzen aus Feuchtgebieten nachgewiesen werden
(Colmer & Pedersen, 2008a; Colmer et al., 2011). Zudem wirkte sich bei Reis das kiinstliche Entfernen
eines Gasfilms negativ auf die Bildung von Chlorophyll und Proteinen (Raskin & Kende, 1983) sowie auf
die Unterwasser-Photosyntheserate aus, sodass ohne Gasfilm eine geringere Unterwasser-Photosyn-

theserate als mit Gasfilm erreicht wurde (Pedersen et al., 2009).

1.4.2 Anpassungen zur Verbesserung der inneren Beliftung
Einige Pflanzenarten haben morphologische und anatomische Modifikationen entwickelt, um dem O,-
Mangel im Gewebe entgegenzuwirken und durch eine verbesserte innere Bellftung die iberfluteten
Organe mit O, zu versorgen (Voesenek et al., 2006). Eine weit verbreitete Modifikation ist die Bildung
von Aerenchymen, wobei es sich um ein interzellularenreiches Durchliftungsgewebe handelt, das den
Langstreckentransport von Gasen innerhalb der Pflanzenorgane ermdglicht (Armstrong, 1979; Colmer,
2003; Voesenek et al., 2006). Es gibt zwei Grundformen von Aerenchymen, die entweder durch
Zelltrennung an der Mittellamelle wahrend der Entwicklung (schizogenes Aerenchym) oder durch
programmierten Zelltod und Auflésen der Zellen (lysigenes Aerenchym) entstehen (Drew et al., 2000).
Durch die Ausbildung von Aerenchymen wird zum einen die Anzahl der O,-verbrauchenden Zellen
reduziert, wodurch mehr O; fiir die Ubrig gebliebenen Zellen zur Verfligung steht, zum anderen wird
die Anzahl der interzelluldren Luftrdume und damit der O,-Transport in den Uberfluteten Organen
erhoht (Geigenberger, 2003). Aerenchyme kdnnen sowohl in der Wurzel als auch in Stangeln und

Blattern gebildet werden (Armstrong, 1979).

Manche Pflanzenarten, z. B. Solanum dulcamara, Ru. palustris und Reis bilden bei Uberflutung auch

sogenannte Adventivwurzeln aus Sprossen, die das Primarwurzelsystem ersetzen und ebenfalls
8
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Aerenchyme enthalten konnen (Bleecker et al., 1986; Visser et al., 2000; Sauter, 2013; Dawood et al.,
2014). Die Art des gebildeten Aerenchyms hangt dabei von der Pflanzenart, dem Gewebe und den
Umweltbedingungen ab (Justin & Armstrong, 1987; Schussler & Longstreth, 1996; Colmer, 2003; Evans,
2003). Bei Sagittaria lancifolia wurde beispielsweise die Bildung von lysigenem Aerenchym in Wurzeln
und die Bildung von schizogenem Aerenchym in Petiolen beobachtet (Schussler & Longstreth, 1996).
Lysigenes Aerenchym wird auBerdem in einigen Kulturpflanzen, z. B. Gerste, Mais und Weizen (Evans,
2003; Yamauchi et al., 2014) sowie manchen Ranunculus-Arten (He et al., 1999) verstirkt durch Uber-
flutung bzw. Hypoxie gebildet, wahrend es beispielsweise in Reis (Jackson et al., 1985) oder anderen
Ranunculus-Arten (He et al., 1999) konstitutiv zu finden ist. Schizogenes Aerenchym kommt beispiels-

weise bei Ru. palustris vor (Visser et al., 2000).

Manche Pflanzen aus Feuchtgebieten haben aulRerdem Barrieren durch Einlagerung von Lignin und
Suberin in den duBeren Zellschichten der (Adventiv-) Wurzeln entwickelt, um zusatzlichem O,-Verlust
an die anoxische Umgebung entgegenzuwirken (Armstrong & Armstrong, 2005; Watanabe etal., 2013;
Shiono et al., 2014). Sowohl monokotyle als auch dikotyle Pflanzen sind in der Lage, Barrieren gegen
radialen O,-Verlust (ROL, radial oxygen loss) zu bilden. Wahrend die Bildung dieser ROL-Barrieren bei
manchen Pflanzenarten (z. B. Reis, Caltha palustris, Zea nicaraguensis) durch Staunasse oder Anoxie
induziert wird (Visser et al., 2000; Abiko et al., 2012), konnen andere Pflanzenarten (z. B. Echinochloa-
Wildpflanzen) ROL-Barrieren konstitutiv bilden (Ejiri & Shiono, 2019). Diese Barrieren verhindern nicht
nur den ROL, sondern férdern zudem eine longitudinale O,-Diffusion in die Wurzelspitze und bieten
einen Schutz vor der Aufnahme von toxischen Substanzen (Armstrong, 1979; Visser et al., 2000;
Colmer, 2003; Shabala, 2011). Das Vorhandensein von ROL-Barrieren wurde auBerdem schon in
Zusammenhang mit einer verbesserten Toleranz gegeniliber Staundsse gebracht (Armstrong, 1979;
Malik et al., 2011; Watanabe et al., 2013). Beispielsweise tragt die Bildung von Aerenchymen und ROL-
Barrieren in Zea nicaraguensis zu einem verbesserten O,-Transport und so zu einer erhdhten Toleranz

gegeniber Staundsse im Vergleich zu Zea mays bei (Abiko et al., 2012).

1.4.3 Gegenséatzliche Wachstumsreaktionen: Vermeidungs- und Durchhaltestrategie
Uberflutungstolerante Arten haben zwei Strategien entwickelt, um Uberflutung zu iberleben (Bailey-
Serres & Voesenek, 2008): die Escape-Strategie durch Wachstumsforderung (low oxygen escape
syndrome; Vermeidungsstrategie) und die Quiescence-Strategie durch Wachstumsunterdriickung
(Durchhaltestrategie). Pflanzen mit einer Escape-Strategie, z. B. Ru. palustris, die Tiefwasserreissorte
9285 und Ranunculus sceleratus, verlangern schnell Stangel, Blatter oder Petiolen, um die Wasser-
oberflache zu erreichen und so den Zugang zu sauerstoffreicher Luft zu ermdoglichen (Rijnders et al.,

1996; He et al., 1999; Hattori et al., 2009; van Veen et al., 2013). Dies ist oft mit einer hyponastischen
9
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Bewegung der Blatter verbunden (Cox et al., 2003; Voesenek et al., 2006). Das Wachstum bei einer
Sturzflut kann sich allerdings auch negativ auswirken, da es die Energiespeicher schnell aufbraucht und
die Pflanzen beim Riickgang des Wassers umknicken kénnen, was bei Reis sowohl die Produktivitat als
auch die Kornqualitat herabsetzt (Das et al., 2005). Deshalb ist das Unterwasser-Wachstum nur dann
von Vorteil, wenn die Uberflutung langer andauert, die Uberflutungstiefe die Elongationskapazitit der
Pflanze nicht (berschreitet und durch das Erreichen der Wasseroberfliche die innere Belliftung
verbessert wird (Voesenek et al., 2004). Letzteres wird nur dann ermdoglicht, wenn die Organe iber der
Wasseroberflache aufgrund einer hohen Gewebeporositat als wirksamer Schnorchel fungieren kénnen

(Mommer et al., 2006a, 2007; Pierik et al., 2009; Akman et al., 2012).

Das Unterwasser-Wachstum wurde bereits in verschiedenen Pflanzenarten mit einer erhéhten Zelltei-
lung und/oder Zellstreckung in Verbindung gebracht (Métraux & Kende, 1984; Ridge & Amarasinghe,
1984; Voesenek et al., 1990). Die Zellteilung wird durch eine grofle Anzahl von Zellzyklusregulatoren
gesteuert, meist Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) und erfordert die DNA-Replikationsmaschinerie
(Vandepoele et al., 2002; Dewitte & Murray, 2003; Shultz et al., 2007). Wahrend des Wachstums wird
die Zellstreckung durch strukturelle Veranderungen der Zellwand, unter Beteiligung von zellwand-
modifizierenden Proteinen, ermdoglicht. Die pflanzliche Priméarzellwand besteht aus Cellulose-Mikro-
fibrillen und den komplexen Polysacchariden Hemicellulose (meist Xyloglucan in dikotylen Pflanzen)
und Pektin (Sasidharan et al., 2011). Auf diese Hauptkomponenten zielen groRe Genfamilien von
zellwandmodifizierenden Proteinen ab: Expansine (EXPs) (Sampedro & Cosgrove, 2005), Xyloglucan-
Endotransglucosylasen/Hydrolasen (XTHs) (Yokoyama & Nishitani, 2001) und Pektinmethylesterasen
(PMEs) (Pelloux et al., 2007). EXPs I6sen nichtkovalente Bindungen zwischen Cellulose und Hemicellu-
lose auf (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995), XTHs spalten und verbinden Xyloglucane neu (Fry et al.,
1992) und PMEs katalysieren die Hydrolyse von Methylestergruppen von Pektin (Micheli, 2001). Ein
Zusammenhang zwischen einer verstarkten Expression und Aktivitdt von EXPs, XTHs und/oder PMEs
und der Elongation bei Uberflutung konnte bereits in Reis, Ru. palustris, Sagittaria pygmaea und
Regnellidium diphyllum festgestellt werden (Kim et al., 2000; Vriezen et al., 2000; Ookawara et al.,
2005; Minami et al., 2018). Gleichzeitig erfordern héhere Zellteilungsraten und vermehrte Zellwand-
synthese erhebliche Mengen an Energie und Kohlenhydraten (Voesenek et al., 2004). Eine anfanglich
hohe Menge an Kohlenhydraten und die Fahigkeit, die CO,-Assimilation wihrend der Uberflutung
aufrechtzuerhalten, ist deshalb unerlasslich, um ausreichend Energie fiir ein schnelles Wachstum mit

steigendem Wasser zur Verfligung zu haben (Das et al., 2005).

Wahrend die Escape-Strategie eine Vermeidungsstrategie darstellt, ist die Quiescence-Strategie dage-
gen eine Durchhaltestrategie und ein ,,echter” Toleranzmechanismus, angetrieben von der Anpassung

des Stoffwechsels (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Pflanzen mit einer Quiescence-Strategie, z. B. die
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Tieflandreissorte FR13A, Rumex acetosa und Rorippa sylvestris (Singh et al., 2001; Akman et al., 2012;
van Veen et al.,, 2013), schranken energieaufwendige Prozesse ein und bewahren moglichst viel
Energie und Kohlenhydrate bis zum Rickgang des Wassers (Fukao & Bailey-Serres, 2004; Fukao et al.,
2006). Diese Pflanzenarten sind oft an Standorten zu finden, die nur selten oder nur kurzzeitig
iberflutet werden und/oder die Uberflutungstiefe so groR ist, dass die Pflanze unméglich aus dem
Wasser herauswachsen kann (Voesenek et al., 2004). Eine negative Korrelation zwischen Uberleben
und Wachstum konnte auch in Tieflandreis gezeigt werden, wobei Genotypen, die wahrend der
Uberflutung am meisten wuchsen, auch am schlechtesten tiberlebten (Singh et al., 2001). Gleichzeitig
verbesserten héhere Mengen an Kohlenhydraten vor und nach Uberflutung die Uberflutungstoleranz
erheblich, da dies eine vorteilhafte Grundlage fiir das Wachstum nach der Uberflutung bietet (Singh et
al., 2001; Fukao & Bailey-Serres, 2008; Yeung et al., 2019). Wahrend in Tiefwasserreis die Escape-
Strategie von den GVII ERFs SNORKEL1 und SNORKEL2 abhangt (Hattori et al., 2009), wird in Tiefland-
reis die Quiescence-Strategie durch den GVII ERF SUBMERGENCE1A (SUB1A) vermittelt (Xu et al.,
2006). Interessanterweise unterliegt SUB1A trotz eines N-terminalen MC-Motivs nicht der Regulation
durch den Arginin/N-Degron Pathway (Gibbs et al., 2011; Lin et al., 2019). Sowohl SUB1A als auch
SNORKEL1 und SNORKEL?2 spielen fiir das Uberleben von Reis bei Uberflutung eine entscheidende Rolle
(Xu et al., 2006; Hattori et al., 2009). Erstaunlicherweise missen sich Vermeidungs- und Durch-
haltestrategie nicht gegenseitig ausschlieBen: Lotus tenuis besitzt die Flexibilitit, bei teilweiser Uber-
flutung die Escape-Strategie und bei vollstandiger Uberflutung die Quiescence-Strategie anzuwenden

(Manzur et al., 2009).

1.5 Einfluss von Phytohormonen auf morphologische Anpassungen

1.5.1 Die hormonelle Triade aus Ethylen, Abscisinsdure und Gibberellinsdure
Der Hauptregulator der morphologischen und anatomischen Anpassungen ist Ethylen, das aufgrund
seiner Gasform unter Wasser schnell und lichtunabhangig im Pflanzengewebe akkumuliert und somit
ein zuverlassiges und frithes Signal fiir Uberflutung darstellt (Sasidharan & Voesenek, 2015; Hartman
et al., 2019). Ethylen wird aus Methionin ber die Vorstufe S-Adenosylmethionin (SAM) synthetisiert
(Abb. 1) (Adams & Yang, 1977). Die Umwandlung von SAM zur Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-
1-carbonsaure (ACC) wird durch das Enzym ACC-Synthase (Boller et al., 1979) und die Oxidation von
ACC zu Ethylen durch das Enzym ACC-Oxidase (Ververidis & John, 1991; Zhang et al., 2004) katalysiert,
wobei die ACC-Synthase als das geschwindigkeitsbestimmende Enzym angesehen wird (Yang &

Hoffman, 1984; Kende, 1993).
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Ethylen stimuliert beispielsweise die Bildung von Adventivwurzeln und Aerenchymen (Jackson, 1985;
Visser et al., 1996; Mergemann & Sauter, 2000; Yamauchi et al., 2014), aber auch die Bildung von
aquatischen Blattern bei Heterophyllie (Kuwabara et al., 2003; Horiguchi et al., 2019). Interessanter-
weise reicht die Applikation von Ethylen aus, um die durch Uberflutung hervorgerufene Elongations-

reaktion in Tiefwasserreis und Ru. palustris nachzuahmen (Kende et al., 1998; Benschop et al., 2005).

SAMS ACS ACO
Methionin SAM ACC Ethylen

Abb. 1 Ethylen-Biosyntheseweg. Ethylen wird ausgehend von Methionin Uber S-Adenosylmethionin (SAM) und
1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure (ACC) gebildet. Vereinfachter Mechanismus adaptiert von Schaller & Kieber (2002) und
van de Poel & van der Straeten (2014). Relevante Enzyme sind in Rot dargestellt. SAMS: SAM-Synthetase, ACS: ACC-Synthase,
ACO: ACC-Oxidase.

In Reis und Rumex hangen sowohl die Quiescence- als auch die Escape-Strategie mit der Interaktion
der hormonellen Triade aus Ethylen, Abscisinsdure (ABA) und Gibberellinsdure (GA) zusammen
(Sasidharan & Voesenek, 2015). Die iberflutungsinduzierte Akkumulation von Ethylen fiihrt zum ABA-
Abbau in Tiefwasserreis (Hoffmann-Benning & Kende, 1992) und Ru. palustris (Benschop et al., 2005,
2006), aber nicht in Ru. acetosa, was die Annahme der Quiescence-Strategie in dieser Art erklart

(Benschop et al., 2005).

ABA wird in den Chloroplasten aus B-Carotin Gber Zeaxanthin, Violaxanthin, 9-cis-Violaxanthin oder
9’-cis-Neoxanthin, Xanthoxin und ABA-Aldehyd synthetisiert (Abb. 2) (Finkelstein, 2013). Die
Umwandlung von Zeaxanthin in Violaxanthin wird durch die ZEAXANTHIN EPOXIDASE (ZEP) katalysiert
(Duckham et al., 1991; Rock & Zeevaart, 1991). Die Bildung von Xanthoxin aus 9-cis-Violaxanthin oder
9’-cis-Neoxanthin ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt und wird durch das Enzym
9-cis-EPOXYCAROTINOID DIOXYGENASE (NCED) katalysiert (Schwartz et al., 2003). Xanthoxin wird im
Cytoplasma Uber die SHORT-CHAIN DEHYDROGENASE/REDUCTASE 1 (SDR1) weiter zu ABA-Aldehyd
oxidiert (Cheng et al., 2002). Der letzte Oxidationsschritt der ABA-Biosynthese wird durch ABSCISIC
ALDEHYDE OXIDASE (AAO) katalysiert (Seo et al., 2000). Die Inaktivierung von ABA erfolgt
hauptsachlich durch die 8‘-Hydroxylierung von ABA zu Phaseinsdure, katalysiert von ABA 8'-

Hydroxylasen, den Cytochrom P450-Monooxygenasen CYP707As (Kushiro et al., 2004).
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B-Carotin

Zeaxanthin
lZEP (ABA1)
Violaxanthin
\ABA4

9-cis- trans-Neoxanthin
Violaxanthin 9‘-cis-Neoxanthin
NCED
Xanthoxin
|SDR1 (ABA2)
Abscisinaldehyd

lAAo +MoCo (ABA3)

| Abscisinsaure |

lCYP7o7As

Phaseinsaure

Abb. 2 Abscisinsdure (ABA)-Biosynthese und Katabolismus. Vereinfachter ABA-Metabolismus adaptiert von Finkelstein
(2013). Die Biosynthese erfolgt aus B-Carotin und die Inaktivierung erfolgt zu Phaseinsaure. Relevante Gene / Enzyme sind in
Rot dargestellt. ZEP: ZEAXANTHIN EPOXIDASE, NCED: 9-cis-EPOXYCAROTINOID DIOXYGENASE, AAO: ABSCISIC ALDEHYDE
OXIDASE, ABA-Gene: ABSCISIC ACID DEFICIENT, CYP707As: Cytochrom P450-Monooxygenasen / ABA 8'-Hydroxylasen, SDR1:
SHORT-CHAIN DEHYDROGENASE/REDUCTASE 1, ABA3: codiert fiir eine Molybdan-Cofaktor (MoCo) Sulfurase.

In Tiefwasserreis und Ru. palustris fihrt Uberflutung nicht nur zu einem raschen ABA-Abbau, sondern
auBerdem zu einem Anstieg von GA, was letztendlich die Elongation der Internodien oder Petiolen
hervorruft (Hoffmann-Benning & Kende, 1992; Rijnders et al., 1997; Benschop et al., 2006). Die GA-
Biosynthese in Tiefwasserreis wird durch ein funktionelles, Ethylen-induziertes Allel von SEMIDWARF1
(5D1) vermittelt, wahrend das nichtfunktionelle Allel sd1 zu kleinwiichsigen Reispflanzen fiihrt (Sasaki
et al., 2002; Kuroha et al., 2018). Zusatzlich stimulieren SNORKEL1 und SNORKEL?2 die GA-Biosynthese
und/oder die GA-Sensitivitdt und somit die Elongation in Tiefwasserreis (Hattori et al., 2009; Kuroha et
al.,, 2018). Im Gegensatz dazu unterdrickt SUB1A die GA-Biosynthese und das GA-vermittelte
Wachstum im Tieflandreis durch die Induktion von SLENDER RICE1 (SLR1) und SLR LIKE-1 (SLRL1), den

negativen Regulatoren der GA-Signallibertragung (Fukao & Bailey-Serres, 2008).

Die Synthese von bioaktiven Gibberellinen (GA:, GAs, GA4, GA7) erfolgt aus Geranylgeranyldiphosphat
und bendtigt drei Enzymklassen: Terpensynthasen, Cytochrom P450-Monooxygenasen und
2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenasen (Sun, 2008; Yamaguchi, 2008). Die Terpensynthasen CPS
(ent-COPALYL DISPHOSPHATE SYNTHASE) und KS (ent-KAUREN SYNTHASE) katalysieren die Umwand-
lung von Geranylgeranyldiphosphat zu ent-Kauren (Sun & Kamiya, 1994; Yamaguchi et al., 1998),
welches dann Uber ent-Kaurensaure durch KO (ent-KAURENE OXIDASE) und KAO (ent-KAURENOIC ACID
OXIDASE) zu GA;; umgewandelt wird (Helliwell et al., 1998, 2001). GA;; wird durch GA20-Oxidasen
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(GA200x) auf zwei parallelen Wegen zu den inaktiven Vorldaufern GAs und GA,, umgewandelt (Phillips
et al., 1995; Yamaguchi, 2008). Die bioaktiven GAs werden schlieBlich durch GA3-Oxidasen (GA3o0x)
synthetisiert (Chiang et al., 1995). Die Umwandlung in die inaktive Form (GAs, GAzs, GAs4, GAs;) erfolgt
entweder an bioaktiven GAs oder deren inaktiven Vorlaufern durch GA2-Oxidasen (GA2ox) (Thomas

etal., 1999).

PS KS KO
GGDP — ent-CDP — ent-Kauren—— ent-Kaurensaure

/ KAO
GA20x GA130x GA20x
A

GAy; GAs; GA;; GAi10
gl 51
o
< N
1 GA, g1
(O]
o IGA3ox l
GA2o0x GA3ox GA2o0x
GA, GA, GA; GAq GAs,
lGA3ox lGA3ox lGA3ox
GA20x GA2ox
on P2 [en]  [oA]

Abb. 3 Gibberellinsdure (GA)-Biosynthese und Katabolismus. Vereinfachter Mechanismus des GA-Metabolismus, von Sun
(2008) adaptiert. Relevante Enzyme sind in Rot dargestellt. Bioaktive GAs sind grau unterlegt. GGDP: Geranylgeranyl-
diphosphat, CPS: ent-COPALYL DIPHOSPHATE SYNTHASE, KS: ent-KAUREN SYNTHASE, KO: ent-KAUREN OXIDASE, KAO: ent-
KAURENOIC ACID OXIDASE, GA200x/GA30x/GA20x: GA-Oxidasen.

1.5.2 Die Wachstumsregulatoren Auxin und Brassinosteroide

In mehreren Pflanzenarten konnte bereits eine Beteiligung des Phytohormons Auxin an der durch
Uberflutung hervorgerufenen Elongation nachgewiesen werden (Cookson & Osborne, 1978; Horton &
Samarakoon, 1982; Cox et al., 2004, 2006). Indol-3-essigsaure (indol-3-acetic acid, 1AA), das wichtigste
natlirliche Auxin in Pflanzen, kann Uber einen Tryptophan-abhangigen oder einen Tryptophan-
unabhangigen Weg synthetisiert werden (Zhao, 2014). Dabei stellt der Tryptophan-abhadngige Weg
(Abb. 4) Gber das Zwischenprodukt Indol-3-pyruvat (IPA) den Hauptbiosyntheseweg in Pflanzen dar
(Mashiguchi et al., 2011; Zhao, 2014).

TAA YucC
Tryptophan IPA

Abb. 4 Tryptophan-abhdngiger Auxin-Hauptbiosyntheseweg. Indol-3-essigsdure (IAA) wird aus Tryptophan Uber das
Zwischenprodukt Indol-3-pyruvat (IPA) synthetisiert. Vereinfachter Mechanismus adaptiert von Mashiguchi et al. (2011).
Relevante Enzyme sind in Rot dargestellt. TAA: Tryptophanaminotransferase, YUC: YUCCA.
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Tryptophan wird lber die Tryptophanaminotransferase (TAA) in IPA umgewandelt (Stepanova et al.,
2008; Tao et al., 2008) und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, die Umwandlung von IPA zu |1AA,
wird durch YUCCA (YUC)-Proteine katalysiert (Mashiguchi et al., 2011; Dai et al., 2013).

Neben den flinf klassischen Phytohormonen Auxin, Ethylen, ABA, GA und Cytokinin (Kende & Zeevaart,
1997) stellen Brassinosteroide (BRs) die sechste Klasse von Phytohormonen dar, welche etwa 70
Derivate (u. a. Brassinolid; BL) umfasst (Fujioka & Sakurai, 1997; Clouse, 2011; Peres et al., 2019). BRs
sind Wachstumsregulatoren, die an vielen Entwicklungsprozessen der Pflanze beteiligt sind,
einschliellich Zellteilung, Zellstreckung, Samenkeimung, Bliite und Seneszenz (Bajguz, 2007).
Interessanterweise konnte ein Zusammenhang zwischen BRs, GAs und der SUB1A-vermittelten
Wachstumsunterdriickung in Reis identifiziert werden (Schmitz et al., 2013). Dabei wird vermutet, dass
SUB1A bei Uberflutung die Konzentration von BRs erhéht, wodurch der Spiegel von bioaktiven GAs

gesenkt und folglich das Wachstum unterdriickt wird (Schmitz et al., 2013).

Ausgehend von Campesterol besteht der erste Schritt der Biosynthese von BL darin, Campestanol iber
das Enzym DET2 (DE-ETIOLATED 2) zu bilden (Li et al., 1996; Fujioka et al., 1997). Campestanol wird
Uber zwei parallele Wege, abhangig von DWF4 (DWARF4), CPD (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC
DWARF) und ROT3 (ROTUNDFOLIA 3), zu Castasteron umgewandelt (Szekeres et al., 1996; Fujioka &
Sakurai, 1997; Choe et al., 1998; Kim et al., 2005a). Brassinosteroid-6-Oxidasen (BR60x) katalysieren
mehrere Schritte in der BR-Biosynthese, u. a. auch den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Umwandlung von Castasteron zu BL (Shimada et al., 2001; Kim et al., 2005b). Die Inaktivierung von BRs
kann (iber BAS1 (PHYB ACTIVATION-TAGGED SUPPRESSOR 1) oder UDP-Glykosyltransferasen (UGTs)
erfolgen (Neff et al., 1999; Poppenberger et al., 2005; Husar et al., 2011).

DET2
Campesterol —— Campestanol — — 6-Oxocampestanol

DWF4 l DWF4 l

6-Deoxocathasteron Cathasteron

CPD l CPD l

BR60x
Teasteron

/

BR60ox \ / ROT3

BR60ox l

UGT BAS1
BL-Glykosid 26-Hydroxy-BL

Abb. 5 Brassinosteroid (BR)-Biosynthese und Katabolismus. Vereinfachter BR-Metabolismus adaptiert von Clouse (2011)
und Fujioka & Yokota (2003). Relevante Gene / Enzyme sind in Rot dargestellt. Bioaktive BRs sind grau unterlegt. DET2: DE-
ETIOLATED 2, DWF4: DWARF4, CPD: CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC DWARF, ROT3: ROTUNDFOLIA 3, BR6ox:
Brassinosteroid-6-Oxidasen, BL: Brassinolid, UGT: UDP-Glykosyltransferase, BAS1: PHYB ACTIVATION-TAGGED SUPPRESSOR1.

6-Deoxoteasteron
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1.6 Analyse von Wildpflanzen als Grundlage zur Erzeugung von toleranten Nutzpflanzen

In einem Bericht der Vereinten Nationen wird prognostiziert, dass die Weltbevolkerung von 7,7
Milliarden im Jahr 2019 auf 8,5 Milliarden im Jahr 2030 (Anstieg um 10 %), auf 9,7 Milliarden im Jahr
2050 (26 %) und auf 10,9 Milliarden im Jahr 2100 (42 %) ansteigt (United Nations, Department of
Economic and Social Affairs, Population Division). Mit steigender Bevolkerung wachst auch der Bedarf
an landwirtschaftlichen Produkten. Um die Nachfrage nach Getreide im Jahr 2050 zu decken, ist ein
Anstieg von etwa 25 bis 70 % Uber das derzeitige Produktionsniveau nétig (Hunter et al., 2017). Dieses
Ziel stellt jedoch angesichts des globalen Klimawandels eine besondere Herausforderung dar, da
besonders Diirre und Uberflutung gleichermaRen zu groRen Ernteverlusten fiihren (Bailey-Serres et
al., 2012b, 2019; Li et al., 2019). Die schadlichen Auswirkungen von Uberflutungsstress variieren
jedoch zwischen den Pflanzenarten. Viele Nutzpflanzen (z. B. Hordeum vulgare, Zea mays, Glycine max)
sind Uberflutungssensitiv, u. a. aufgrund des Fehlens von Aerenchymen (Mustroph, 2018a). Im Gegen-
setz dazu sind Pflanzen aus Uberflutungsrisikogebieten (z. B. aus den Gattungen Oryza, Rumex und

Rorippa) gut an Uberflutung angepasst (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Mustroph, 2018a).

A. thaliana ist die am haufigsten studierte Modellpflanze und zeichnet sich besonders durch einen
kurzen Lebenszyklus, eine geringe PflanzengroRe, ein relativ kleines Genom und eine effiziente Ver-
mehrung durch Selbstbestaubung aus (Koornneef & Meinke, 2010). Obwohl bereits Unterschiede in
der Uberflutungstoleranz einiger A. thaliana-Okotypen festgestellt wurden (Vashisht et al., 2011), ist
A. thaliana dennoch eher intolerant. Der LTso-Wert (/ethal time; Anzahl der Tage, bei der 50 % der
untersuchten Population stirbt) ist bei Uberflutung im Licht nur etwa 20 d (Vashisht et al., 2011). Die
Uberflutungstoleranz bei nah verwandten Wildpflanzen der Gattung Rorippa liegen deutlich héher
(Akman et al., 2012; Sasidharan et al., 2013). Die Gattung Rorippa gehort zur Brassicaceae-Familie und
umfasst mehr als 80 Arten, darunter auch R. amphibia, R. palustris und R. sylvestris (Bleeker & Hurka,
2001; Al-Shehbaz et al., 2006). R. amphibia, R. palustris und R. sylvestris sind polyploide, rosetten-
formig wachsende Arten, welche in verschiedenen Lebensraumen nahe Flussufern in Europa weit ver-
breitet sind (Bleeker & Hurka, 2001; Stift et al., 2008; Sosnova & Klimesova, 2013). Der LTso-Wert von
R. amphibia liegt bei etwa 60 - 80 d und R. sylvestris liberlebte sogar 100 d vollstandig bei kompletter
Uberflutung und unter reduzierten Lichtbedingungen, wodurch beide Arten als extrem tolerant gelten

(Akman et al., 2012; Sasidharan et al., 2013).

Die Reaktion von R. sylvestris und R. amphibia auf Uberflutung wurde bereits auf molekularer Ebene
in den Wurzeln untersucht und offenbarte im direkten Vergleich mit A. thaliana interessante Unter-
schiede und potenzielle Toleranzgene in den Rorippa-Arten (Sasidharan et al., 2013). R. sylvestris ist
ein Vertreter der Quiescence-Strategie, R. amphibia und R. palustris zeigen ein verstarktes Wachstum
der Bliitenstiangel bei Uberflutung (Stift et al., 2008; Akman et al., 2012; Sosnova & Klime$ova, 2013).
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Studien zu Rumex und Rorippa haben bereits gezeigt, welches Potenzial in der Analyse von Uber-
flutungsreaktionen der Wildpflanzen steckt. Es ist davon auszugehen, dass viele Wildpflanzen weitere,
noch unbekannte Toleranzgene und -prozesse besitzen. Das Verstdndnis der Mechanismen zur Uber-
flutungstoleranz von Wildpflanzen kann dazu beitragen, die Uberflutungstoleranz von Nutzpflanzen zu

verbessern (Voesenek et al., 2014).

1.7 Zielsetzung

Bisher beschrankten sich molekulare Analysen zur Uberflutungstoleranz hauptsichlich auf Reis bei
monokotylen Pflanzen und auf Ru. palustris und A. thaliana bei dikotylen Pflanzen. Uberflutungs-
adaptierte Mechanismen haben sich aber maRgeblich in Gebieten entwickelt, an denen weder Reis
noch A. thaliana natirlich vorkommen (Voesenek et al., 2014). Obwohl die zahlreichen Analysen von
Rumex-Arten einen wesentlichen Beitrag zum Verstindnis von Uberflutungstoleranzmechanismen
beigetragen haben, sind Rumex-Arten leider nicht genetisch zuganglich. Das Ziel dieser Arbeit war
daher die Analyse von Uberflutungstoleranzmechanismen sowie die Etablierung eines dikotylen, {iber-

flutungstoleranten und genetisch veranderbaren Modellpflanzensystems.

Der Vergleich von Uberflutungstoleranten Arten zur nah verwandten, aber relativ intoleranten Art
A. thaliana stellt eine vielversprechende Moglichkeit zur Identifizierung einer solchen Modellpflanze
dar. Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin, ausgewdhlte Vertreter von Wildpflanzen der
Brassicaceae-Familie anhand ihrer Uberflutungstoleranz und Uberlebensstrategie einzuordnen. Zu den
ausgewahlten Pflanzenarten zdhlten Cardamine hirsuta, Cardamine pratensis, Nasturtium officinale,
Rorippa palustris und Rorippa sylvestris. Wahrend einige Rorippa-Arten bereits in den Fokus der
Analysen zur Uberflutungstoleranz traten, wurden einige Cardamine-Arten bisher nur auf ihre Toleranz
gegenilber Staundsse getestet (Shimizu-Inatsugi et al., 2017). Da der natirliche Lebensraum von
einigen Cardamine-Arten nahe Feuchtgebieten ist (Marhold, 1994; Bleeker et al., 2008; Prli¢, 2015),
stellen diese attraktive Kandidaten zur Analyse der Uberflutungstoleranz dar. Des Weiteren ist
C. hirsuta bereits ein Modellorganismus zur Untersuchung der explosionsartigen Samenverbreitung
und der Blattformentwicklung (Hay & Tsiantis, 2006; Hofhuis et al., 2016) und das kiirzlich sequenzierte
Genom wird in Zukunft weitere Zusammenhange zwischen Genotyp und phanotypischer Variation

ermoglichen (Gan et al., 2016).

Bei Nasturtium officinale konnte ein verstarktes Stangelwachstum bei Uberflutung beobachtet werden
(Ridge, 1987; Bleeker et al., 1999; Mustroph, 2018b). N. officinale ist eine tetraploide, mehrjahrige,

selbstbefruchtende und weltweit vorkommende Pflanze, die auch Brunnenkresse oder Wasserkresse
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genannt wird (Howard & Lyon, 1952; Bleeker et al., 1999). Sie besitzt einen hohlen und stark ver-
zweigten Stangel und bildet Adventivwurzeln an den Blattachseln aus. Wie der Name Brunnen- oder
Wasserkresse vermuten ldsst, bevorzugt die Tieflandart einen feuchten Lebensraum. Deshalb wachst
sie vorwiegend in der Nahe von flieRendem Gewasser (z. B. Fliisse, Bache, Quellen), stehendes Wasser
und Schatten sind allerdings schlecht fiir das Pflanzenwachstum (Howard & Lyon, 1952). Die Analyse
von N. officinale-Pflanzen kann daher ebenfalls dazu beitragen, (Wachstums-) Mechanismen fiir das

(Uber-) Leben in Feuchtgebieten aufzuklaren.

Bislang wurden Uberflutungsmechanismen auf molekularer Ebene hiufig in Wurzeln und/oder unter
Uberflutungsbedingungen in Dunkelheit untersucht (Lee et al., 2011; Hsu et al., 2013; Sasidharan et
al., 2013; van Veen et al., 2016; Yeung et al., 2018). Allerdings sind beispielsweise die Quiescence- und
Escape-Strategie auf das Verhalten des Sprosses zuriickzufiihren. Zusatzlich tritt Uberflutung nicht nur
in vollstandiger Dunkelheit auf, sondern kann abhangig von der Wassertiefe und der Wassertriibung
auch teilweise im Licht erfolgen. Ein weiteres Ziel war daher die genomweite Analyse mittels RNA-
Sequenzierung (RNA-seq) zur ldentifizierung von induzierten und reprimierten Genen in den Blattern
von im Licht Giberfluteten Pflanzen. Zusatzlich sollten die Reaktionen auf Uberflutung auch auf physio-
logischer und metabolischer Ebene charakterisiert werden. Um einen tieferen Einblick in die Toleranz-
mechanismen zu erhalten, sollte auRerdem der Einfluss eines ausgewahlten Kandidatengens durch
Uberexpression in der intoleranten Art A. thaliana getestet werden. Gleichzeitig sollte durch die Etab-
lierung eines Transformationssystems eine Moglichkeit geschaffen werden, die Funktion moglicher

Kandidatengene durch zielgerichtete Abschaltung in den Wildpflanzen untersuchen zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pflanzenlinien und Bakterienstamme sowie Plasmide sind

in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1 Verwendete Pflanzenlinien, Bakterienstimme und Plasmide. B: Bakterien, C-term.: C-terminal, HA: Hamagglutinin,
N-term.: N-terminal, NASC: Nottingham Arabidopsis Stock Center, OE: Uberexpression, P: Pflanzen, p35S: Cauliflower Mosaik
Virus (CaMV) 35S-Promotor, Resistenzen: Gentamycin (Gmr), Hygromycin (Hyg'), Kanamycin(Kanr), Rifampicin (Rif).

Art / Bezeichnung Merkmale / Eigenschaften Herkunft / Literatur
Pflanzenlinien

Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia (Col-0) NASC

Cardamine hirsuta Wildtyp MPI KoIn (Prof. Miltos Tsiantis)
Cardamine pratensis Wildtyp Templiner Krautergarten, Templin
Nasturtium officinale Wildtyp Saatgut-Vielfalt, Weilheim
Rorippa amphibia Wildtyp Stift et al. (2008)

Rorippa palustris Wildtyp Wilde Blumen OG, Regau, Osterreich
Rorippa sylvestris Wildtyp Stift et al. (2008)

AtBCA3 OE-Linien Col-0 Hintergrund, Hyg" vorliegende Arbeit

RsBCA3 OE-Linien Col-0 Hintergrund, Hyg" vorliegende Arbeit

Bakterienstamme

Escherichia coli Stamm DH10pB Grant et al. (1990)
Agrobacterium tumefaciens Stamm GV3101, Gm", Rif" Koncz & Schell (1986)
Plasmide

Gateway Entry-Vektor pDONR221 Invitrogen, Darmstadt
Gateway Destination-Vektor pMDC43-HA; N-term. 3x HA, Curtis & Grossniklaus (2003)
(bindrer Pflanzenvektor) 2x p35S, Kan"(B), Hyg" (P)

Gateway Destination-Vektor pMDC83-HA; C-term. 3x HA, Curtis & Grossniklaus (2003)
(bindrer Pflanzenvektor) 2x p35S, Kan"(B), Hyg" (P)

2.2 Chemikalien

Das verwendete Wasser wurde vor Gebrauch Uber eine Advantage A10 Milli-Q-Anlage (Millipore,
Billerica, MA, USA) deionisiert und gereinigt. Die verwendeten Oligonukleotide (Tab. A1) wurden von
Invitrogen (Darmstadt, Deutschland) synthetisiert. Verwendete Antibiotika-Stammldsungen: 50 mg/ml
Rifampicin (CAS Nr. 13292-46-1, Duchefa, Haarlem, Niederlande) in Dimethylsulfoxid (DMSO),
50 mg/ml Kanamycin (CAS Nr. 25389-94-0, Duchefa, Haarlem, Niederlande) in H,O und 50 mg/ml
Hygromycin (CP13.1, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in H,0.
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2.3 Nahrstoffmedien

Die verwendeten Nahrmedien fir die Bakterien- und Pflanzenanzucht (siehe Kapitel 2.4, 2.5) sind in

Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2 Zusammensetzung der verwendeten Ndahrmedien. Mengenangaben beziehen sich auf 1| Gesamtvolumen. 2,4-D: 2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure, CIM: Kallusinduktionsmedium, EDTA: Ethylendiamintetraacetat, LB: lysogeny broth, MS-Medium
nach Murashige & Skoog (1962), Re-lll: Regenerationsmedium nach Toki et al. (2006), YEB: yeast extract broth.

Medium Mengenangaben (in 1 | Gesamtvolumen)

CIM 4,4 g MS-Salze (inkl. Vitamine), 0,05 % 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES),
3 % Saccharose, 1 mg 2,4-D (in Ethanol), 0,05 mg 6-Benzylaminopurin (in 1 N NaOH),
pH 5,7, 0,7 % Plant Agar; 10 mg Thiamin-HCI, 1 mg Nicotinsdure, 1 mg Pyridoxin-HClI

LB 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton, 10 g NaCl, optional 15 g Agar
MS 4,4 g MS-Salze (inkl. Vitamine), 10 g Saccharose, pH 5,7 optional 10 g Plant Agar
% MS 2,2 g MS-Salze (inkl. Vitamine), pH 5,7, optional 10 g Plant Agar

Nahrstoffe 7,5 mM (NH4),SO4, 86,35 uM Fe-EDTA, 0,9 mM MnSOsxH,0, 8 mM H3;BOs3;, 15 mM
KNOj3, 0,34 mM ZnS0O4x7H,0, 0,06 mM CuSO.x5H,0, 0,1 mM Na;MoQOsx2H,0, 15 mM
KH,PO,

Re-lll 30 g Saccharose, 30 g Sorbitol, 1,9 g KNOs, 1,65 g NH4NOs, 0,37 g MgS04x7H,0, 0,44 g
CaClx2H,0, 0,17 g KH,PO4, 37,3mg Na,-EDTA, 27,8 mg FeSO.x7H,0, 22,3 mg
MnSO4x4H,0, 8,6 mg ZnS04x7H,0, 0,025 mg CuS04x5H,0, 0,025 mg CoCl,xH-0,
0,83 mg Kl, 6,2 mg H3BOs3, 0,25 mg Na;Mo04x2H,0, 2 mg Glycin, 100 mg myo-Inisitol,
0,5 mg Nicotinsaure, 0,5 mg Pyridoxin-HCI, 0,1 mg Thiamin-HCI, 0,02 mg NAA, 2 mg
Kinetin (in 1 N NaOH), pH 5,8

YEB 10 g Pepton, 1 g Hefeextrakt, 5 g Saccharose, 0,5 g MgSQ.x7H,0, optional 15 g Agar

2.4 Bakterienanzucht

2.4.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen
Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml einer E. coli DH10B Ubernacht
(UN)-Kultur angeimpft. Die Zellen wurden bei 37 °C und 220 rpm kultiviert, bis eine optische Dichte bei
600 nm (ODggo) von 0,4-0,6 erreicht war. Die Kultur wurde fir 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend fir 10 min bei 4 °C und 2500g zentrifugiert. Das Pellet wurde unter sterilen Bedingungen
in 10 ml 100 mM CaCl; resuspendiert und erneut fir 5 min bei 4 °C und 1200g zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde unter sterilen Bedingungen in 2 ml 100 mM CaCl; und 15 % (w/v) Glycerin
resuspendiert und fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Aliquots der Zellen wurden in fllissigem

Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.4.2 Herstellung kompetenter A. tumefaciens Zellen
Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 50 ml YEB-Medium (50 pg/ml Rifampicin) mit 2 ml einer
A. tumefaciens GV3101 UN-Kultur angeimpft. Die Zellen wurden bei 28-30 °C und 250 rpm bis zu einer
ODsoo von 0,5-1,0 kultiviert. Die Kultur wurde auf Eis abgekiihlt und anschlieRend fiir 5 min bei 4 °C und
3000g zentrifugiert. Das Pellet wurde unter sterilen Bedingungen in 1 ml 20 mM CacCl; resuspendiert.
Aliquots der Zellen wurden in fllssigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C

gelagert.

2.4.3 Transformation von Bakterien

Kompetente E. coli-Bakterien (Stamm DH108) wurden zunachst auf Eis aufgetaut. Zu 50 ul Bakterien-
suspension wurden 1-2 ul Plasmid-DNA hinzugefiigt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer Hitze-
stressbehandlung fiir 1 min bei 42 °C wurden 800 pl LB-Medium (siehe Tab. 2) hinzugegeben und die
Bakteriensuspension 1 h bei 37 °C unter Schitteln inkubiert.

Kompetente A. tumefaciens-Bakterien (Stamm GV3101) wurden ebenfalls zunachst auf Eis aufgetaut.
Zu 100 ul Bakteriensuspension wurde 1 pl Plasmid-DNA hinzugefigt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Nach einer Hitzestressbehandlung fiir 5 min bei 37 °C wurden 800 pl YEB-Medium
(siehe Tab. 2) hinzugefiigt und die Bakteriensuspension fiir 2-4 h bei 30 °C unter Schitteln inkubiert.
Die transformierten E. coli- und A. tumefaciens-Bakterien wurden fiir 4 min bei 1500g zentrifugiert, in
100 pl LB- bzw. YEB-Medium resuspendiert und auf LB- bzw. YEB-Agarplatten mit entsprechendem

Antibiotikum zur Selektion des transformierten Vektors ausplattiert.

2.5 Pflanzenanzucht und Pflanzentransformation

2.5.1 Wachstumsbedingungen und Zusammensetzungen der Erde
Zum Zweck der Vermehrung wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen (23°C, 16 h/8h
Licht / Dunkelheit, 100 pmol Photonen m?2s?) kultiviert. Dazu wurden die Pflanzen entweder auf
Einheitspflanzenerde GS90 grobR (Einheitserde Werkverband, Sinntal-Jossa), Pikiererde (Okohum,
Herbertingen) und Vermiculit (Deutsche Vermiculite Dammstoff GmbH, Sprockhoevel) in einem
Verhaltnis von 3:3:1 (2 h bei 80 °C pasteurisiert) oder auf einem Erde-Sand-Kalk-Gemisch angezogen.
Dieses bestand aus Erde (Vermehrungssubstrat Vliestopf SP VM Vlies, Einheitserdewerke Patzer Gebr.
Patzer GmbH & Co. KG, Sinntal-Altengronau) und Sand (Go/On Spielsand Sandkastensand, hagebau
Spree-NeiRe Baustoffhandelsgesellschaft mbH, Cottbus) im Verhéltnis 2:1 und wurde mit 3 g/l Harzer
Dolomitkalk (Vereinigte Kreidewerke Dammann, Sohlde) und 1 | Ndhrstofflosung (siehe Tab. 2) pro 45
Pflanztépfe (6x5x5 cm, 125 ml) versetzt. Uberflutungsexperimente wurden unter Kurztagbedingungen

an der Universitit Bayreuth (23 °C, 8 h / 16 h Licht / Dunkelheit, 100 pmol Photonen m?2s?) oder an
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der Universitat Utrecht (23 °C, 9 h / 15 h Licht / Dunkelheit, 150 pmol Photonen m2s™) durchgefiihrt.

Fiir Uberflutungsexperimente wurden die Pflanzen auf obigem Erde-Sand-Kalk Gemisch angezogen.

2.5.2 Anzucht aus Samen in Sterilkultur
Fiir die Anzucht von A. thaliana, C. hirsuta und R. palustris in Sterilkultur wurden die Samen zunéachst
sterilisert. Zur Oberflachensterilisation wurden die Samen dazu 45 min in einer Chlorgasatmosphare
(10 ml Natriumhypochlorit, 5 ml 37 %-ige Salzsdure) in einem Exsikkator inkubiert. Zur Fllssig-
sterilisation wurden die Samen zunachst in einer 0,1 %-igen Tween-20 Losung fir 20 min inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Sterilisation in einer Losung aus 0,1 % Tween-20 und 5 % Natriumhypochlorit
fiir 10 min. Darauf folgten 5 Waschschritte mit sterilem H,0. Die sterilisierten Samen wurden unter
sterilen Bedingungen auf MS-Medium (Tab. 2) verteilt. Zur Stratifizierung wurden die Samen 1-3 d bei
4 °C in Dunkelheit inkubiert. Die Keimung der Samen erfolgte anschlieBend in einem Klimaschrank

unter Langtagbedingungen.

2.5.3 Vegetative Propagation
Die Vermehrung von R. amphibia und R. sylvestris erfolgte vegetativ liber Rhizomfragmente. Dazu
wurden die Wurzeln von mindestens 8 Wochen-alten Pflanzen gewaschen und in 3-4 cm lange Stiicke
geschnitten. Diese wurden in einer 10 %-igen Natriumhypochlorit-Lésung fiir 8 min sterilisiert. Nach
dreimaligem Waschen mit sterilem H,O wurden die Wurzelstiicke auf MS-Medium ausgelegt und fir
10-12 d unter Langtagbedingungen kultiviert. Nach dem Austreiben kleiner Pflanzen aus den Wurzel-

stiicken wurden einzelne Triebe auf ein Erde-Sand-Kalk-Gemisch tberfihrt (siehe 2.5.1).

2.5.4 Stabile Pflanzentransformation mit A. tumefaciens
Die stabile Transformation von A. thaliana erfolgte mittels floral dip-Methode (Clough & Bent, 1998).
Die Anzucht der Agrobakterien erfolgte in 50 ml YEB-Medium (siehe Tab. 2) mit den Antibiotika zur
Selektion des biniren Vektors und des Helferplasmids UN bei 200 rpm und 30 °C. Nach Zentrifugation
bei 4 °C und 3220g fiir 20 min wurden die Bakterien bis zu einer ODgoo von 0,8 in 5 % (w/v) Saccharose
resuspendiert. Direkt nach der Zugabe von 0,02 % (v/v) Silwet L-77 wurden die Bliten fir ca. 5 min in
die Suspension unter leichtem Schwenken eingetaucht. Um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu
gewahrleisten, wurden die Pflanzen in Plastikfolie eingehiillt und UN in Dunkelheit inkubiert. Die
Pflanzen wurden anschlieRend 4 Wochen bis zur Reifung der Samen unter Langtagbedingungen
kultiviert. Die Selektion positiver Transformanten erfolgte auf % MS-Medium (siehe Tab. 2) mit

entsprechendem Antibiotikum, dessen Resistenzgen auf der T-DNA enthalten war.

22



Material und Methoden

2.5.5 Kallus- und Sprossinduktion
Wourzelstiicke von R. sylvestris wurden flUssig sterilisiert (siehe 2.5.3) und sterile Pflanzentriebe auf MS-
Medium in 850 ml GlasgefaRen unter Langtagbedingungen und sterilen Bedingungen kultiviert. Nach
etwa 4 Wochen wurden 0,5 cm-grolSe Teile von Spross und Wurzel auf Kallusinduktionsmedium (CIM;
siehe Tab. 2) ausgelegt und weiter unter Langtagbedingungen inkubiert. Nach weiteren 4 Wochen

wurden die Kalli zur Sprossinduktion auf das Regenerationsmedium Re-lll (siehe Tab. 2) Gberfihrt.

2.6 Stressbehandlungen

2.6.1 Uberflutungsbedingungen
Samtliche Uberflutungsexperimente wurden 2 h nach Beginn der Lichtperiode gestartet. Mindestens
einen Tag vor Beginn der Experimente wurden transparente Boxen (groR: 53x44x28 cm, 50 I; klein:
35x27x21, 13,51) mit Leitungswasser befiillt, sodass sich die Wassertemperatur der Umgebungs-
temperatur der Klimakammer anpasste. Die Kontrollpflanzen wurden ebenfalls in transparente Boxen
gestellt und normal bewissert. Es wurden folgende Entwicklungsstadien als Startpunkte fiir Uber-
flutungsexperimente definiert: 10 Blatt-Stadium fiir A. thaliana sowie 6 Blatt-Stadium fir C. hirsuta,
C. pratensis, N. officinale, R. palustris und R. sylvestris, wobei die Keimblatter nicht mitgezahlt wurden.
Da das Pflanzenwachstum nicht immer gleichmaRig erfolgte, wurden auch Pflanzen mit + 1 Blatt
ausgewahlt, wobei darauf geachtet wurde, dass diese homogen auf alle Zeitpunkte und Bedingungen
verteilt wurden. Unabhangig von der genauen Anzahl der Blatter befanden sich alle Pflanzen im

gleichen Entwicklungsstadium, in der vegetativen Phase.

2.6.2 Nachweis der Uberlebensstrategie
Das Uberflutungsexperiment erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben. Zum Nachweis der Uberlebens-
strategie wurde die Blattlange des jlingsten Blattes (fir A. thaliana, C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris
und R. sylvestris) bzw. die Stangellange und die Lange der Petiole des jlingsten Blattes (fur N. officinale)
mit einem digitalen Messschieber bestimmt. Die Uberflutungs- und Kontrollpflanzen wurden vor dem
Start des Experiments (to) und am Ende des Experiments (tx) vermessen. Das absolute Wachstum
wurde bestimmt als t«-to. Die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit von Stangel und Hypokotyl

bei N. officinale erfolgte gemals Benschop et al. (2005).

2.6.3 Uberleben nach Uberflutung

Das Uberflutungsexperiment erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben. Zu Beginn wurden 56 Pflanzen pro

Spezies Uberflutet. Es wurde wochentlich frisches Leitungswasser hinzugegeben, um einen moglichst
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konstanten Wasserspiegel zu halten. Pro Zeitpunkt wurden 8 zufallig ausgewahlte Pflanzen aus der
Uberflutungsbox herausgenommen und fiir 2 Wochen in der Klimakammer zur Erholung inkubiert. Die

Fahigkeit zur Bildung neuer Blatter wurde dabei als Indikator fiir das Uberleben definiert.

2.6.4 Behandlung mit Phytohormonen und deren Inhibitoren
Die Konzentration der Losungsmittel (Ethanol oder DMSO) in den mock-Lésungen (zum Bespriihen
oderim Uberflutungswasser) betrug maximal 0,1 % (v/v). ABA (CAS Nr. 21293-29-8, Duchefa, Haarlem,
Niederlande) wurde in Ethanol zu einer Stammkonzentration von 100 mM gel6st und weiter mit
Ethanol (1 ml Endvolumen) verdiinnt. Die Pflanzen wurden in Leitungswasser Uberflutet, welches
Endkonzentrationen von 0 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM und 10 uM ABA (in jeweils 1 ml Ethanol) enthielt.
Der GA-Biosyntheseinhibitor Paclobutrazol (PAC; CAS Nr. 76738-62-0, Duchefa, Haarlem, Niederlande)
wurde in Ethanol zu einer Stammkonzentration von 100 mM geldst und mit H,O zu einer
Endkonzentration von 10 uM und 100 uM verdiinnt. Die Vorbehandlung der Pflanzen erfolgte durch
das Giellen der einzelnen Pflanztdpfe mit entweder 5 ml 10 uM bzw. 100 uM PAC oder 5 ml mock-
Loésung (Ethanol) 18 h vor dem Start des Uberflutungsexperiments. Gibberellinsdure GA3 (CAS Nr. 77-
06-5, Duchefa, Haarlem, Niederlande) wurde ebenfalls in Ethanol zu einer Stammkonzentration von
100 mM gel6st. Die vorbehandelten Pflanzen wurden entweder in Leitungswasser mit mock-Losung
(Ethanol) oder mit 10 uM GA3 Uberflutet. Ethylen wurde gasférmig mit einer Konzentration von
2-4 ppm durch 10 | DurchfluRgefalRe appliziert. ACC (A3903, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde zu
einer Stammkonzentration von 10 mM in 10 % (v/v) Ethanol gel6st. Die Applikation von ACC erfolgte
als 100 uM-Losung durch Bespriihen der Pflanzen zu Beginn des Experiments. Der Ethyleninhibitor
1-Methylcyclopropen (1-MCP; SmartFresh™) wurde zu einer Konzentration von 10 ppm in H,0 geldst.
Die Pflanzen wurden vor Beginn des Experiments mit dem entstandenen Gas fiir 1 h in geschlossenen
Glasexsikkatoren vorbehandelt. Um Feuchtigkeitseffekte zu kontrollieren, wurden die Kontroll-
pflanzen ebenfalls fir 1 h in einen separaten Glasexsikkator gestellt. Der Ethylenbiosyntheseinhibitor
Aminoethoxyvinylglycin (AVG; [S]-trans-2-amino-4-(2-aminoethoxy)-3-butenoic acid hydrochloride;
06665, Sigma Aldrich, Taufkirchen) wurde zu einer Konzentration von 50 uM in H,O gelost. Die
Anwendung erfolgte 18 h und 1 h vor Beginn des Uberflutungsexperiments durch Bespriihen der
Pflanzen. Der Inhibitor der ABA-8'-Hydroxylasen Abscinazole-E3M (Abz-E3M; erhalten von
Prof. Yasushi Todoroki und Dr. Jun Takeuchi, Shizuoka Universitat, Japan) wurde in DMSO zu einer
Stammkonzentration von 100 mM gel6st und als 50 uM bzw. 100 uM Losung in H,0 zum Bespriihen
der Pflanzen (18 h und 1 h vor Uberflutung) verwendet. Der BR-Biosyntheseinhibitor Brassinazole (BRZ;
SML1406, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde in DMSO zu einer Konzentration von 5 mg/ml gel6st. Die
Pflanzen wurden 18 h und 1 h vor Uberflutung mit 20 uM BRZ oder mock-Lésung (DMSO) bespriiht.

Der Auxin-Transportinhibitor Naptalam (NPA, Chem Service, West Chester, PA, USA) wurde in DMSO
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zu einer Stammldsung von 50 mM gelst. Die Pflanzen wurden 18 h und 1 h vor Uberflutung mit 50 uM
NPA oder mock-Loésung (DMSO) bespriht. Das synthetische Auxin 2,4-Dichlorphenoxyessigsdaure
(2,4-D, CAS Nr. 94-75-7, Duchefa, Haarlem, Niederlande) wurde in Ethanol zu einer Stammldsung von
50 mM gel6st. Die Pflanzen wurden entweder in Leitungswasser mit mock-Losung (Ethanol) oder mit

5 uM 2,4-D Uberflutet.

2.6.5 Messung des Sauerstoffgehalts und der Dunkelatmung
Die Bestimmung des O,-Gehaltes in Geweben von N. officinale-Stangeln und Petiolen erfolgte gemaR
Herzog & Pedersen (2014) und die Dunkelatmung gemal} Colmer & Pedersen (2008a). Beides wurde

als Kooperation an der Universitat Kopenhagen (Danemark) von Prof. Ole Pedersen durchgefiihrt.

2.7 Molekularbiologische und analytische Methoden

2.7.1 Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Zur Isolierung der genomischen DNA (gDNA) wurden ca. 50 mg Pflanzenmaterial in fllissigem Stickstoff
schockgefroren und mittels einer Kugelmuihle 1-2 min zermahlen. Das pulverisierte Pflanzenmaterial
wurde in 500 pl DNA-Extraktionspuffer (50 mM EDTA pH 8,0, 100 mM TRIS/HCI pH 8,0, 500 mM Nacl,
0,2% (v/v) SDS) geldst und die Proben fiir 30 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 500 ul
Chloroform-lsoamylalkohol (24:1) wurden die Proben 30 s gevortext und anschlieRend fiir 10 min bei
16000g zentrifugiert. Zur Fallung der gDNA wurde die zuvor separierte, obere Phase mit 500 ul
Isopropanol versetzt und fir 10 min inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (16000g, 15 min)
wurde der Uberstand dekantiert und das DNA-Pellet mit 800 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert (16000g, 7 min). Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet fiir 5-10 min
getrocknet. Nach Zugabe von 50 ul H,O wurde die gDNA ca. 10 min bei 65 °C inkubiert und durch
Schnipsen geldst und bei 4°C oder -20 °C gelagert.

2.7.2 lIsolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli Zellen wurde mittels GenelET Plasmid

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) gemaR Herstellerangaben durchgefihrt.

2.7.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial
Zur lIsolierung der Gesamt-RNA wurden ca. 50 mg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff schock-

gefroren und mittels einer Kugelmiihle 1-2 min zermahlen. Das pulverisierte Pflanzenmaterial wurde
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in 500 pl TRIsure™ (Bioline GmbH, Luckenwalde) homogenisiert und fiir 5 min inkubiert. Nach der
Zugabe von 100 ul Chloroform wurden die Proben 15 s kraftig geschittelt, 2-3 min inkubiert und
anschliefend zentrifugiert (12000g, 15 min, 4 °C). Zur Fallung der RNA wurde die obere Phase separiert
und mit 250 pl Isopropanol versetzt, fir 10 min inkubiert und anschlieRend zentrifugiert (12000g,
10 min, 4 °C). Das Pellet wurde mit 750 pul 75 % Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (7500g,
5 min, 4 °C). AnschlieRend wurde das Pellet fiir 5-10 min getrocknet. Nach Zugabe von 20-50 ul H,0
wurde das Pellet durch Auf- und Abpipettieren, Einfrieren bei -20°C und Inkubation fir 10 min bei
55-60 °C gelost. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -20°C.

2.7.4 cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA
Zunachst erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der RNA durch Messung der Absorption bei 260 nm
an einem Nanophotometer (IMPLEN GmbH, Minchen). Die Synthese der komplementiren DNA
(cDNA) erfolgte mit der RevertAid™ M-MulLV Reverse Transkriptase nach Herstellerangaben, wobei
pro Ansatz 1-2 pg RNA eingesetzt wurden (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe). Die cDNA wurde bei

4 °C gelagert.

2.7.5 Probenvorbereitung fiir Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung (RNA-seq)
Das Uberflutungsexperiment erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben. Nach 1 d und 2 d wurde folgendes
Pflanzenmaterial geerntet: fir A. thaliana Col-0 wurden alle Blatter ab Blatt # 6 geerntet, fiir C. hirsuta,
C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris alle Blatter ab Blatt # 5 und fir N. officinale der Stingel ab
den Keimblattern und samtliche Petiolen (aulRer die der Keimblatter). Dabei wurden fiir jeden Zeit-
punkt und Bedingung jeweils fliinf Pflanzen vereint. Fiir jede Probe wurde das Frischgewicht nach
Einfrieren in flissigem Stickstoff bestimmt. Die Vorbereitung der Proben und die Sequenzierung
wurden als Kollaboration von Dr. Melis Akman (UC Davis und UC Berkeley, Kalifornien, USA)
durchgefiihrt. Das gefrorene Pflanzenmaterial wurde in 2 ml-GefédRen mit Zirconia/Silica-Klgelchen fir
3 min in einem Mini-Beadbeater (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) homogenisiert. Danach
wurde 1 ml Lysis Binding Buffer (Dynabeads mRNA Direct Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) hinzugefiigt und fir weitere 2 min mit einem Beadbeater homogenisiert. Die Proben wurden
3 min bei 10000 rpm zentrifugiert und auf eine Homogenisierungssaule (Omega Bio-Tek, Norcross, GA,
USA) Uberfiihrt, um durch Zentrifugation Giberschiissiges Gewebe abzutrennen. Die Lysate wurden in
eine 96-well-Platte Uberfihrt und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Die RNA-seg-Bibliotheken wurden mittels BrAd-seq Protokoll flir nicht-strangspezifische Bibliotheken
(Townsley et al., 2015) hergestellt. Dazu wurden 200 ul Lysat zur Isolierung der mRNA verwendet

(Dynabeads mRNA Direct Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Die isolierte mRNA wurde
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im RT Puffer (RevertAid RT Enzym, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) fiir 90 s bei 94 °C
fragmentiert. Die Synthese des ersten cDNA-Strangs erfolgte an fragmentierter mRNA, die Synthese
des zweiten cDNA-Strangs erfolgte anhand des BrAd-seq Protokolls, gefolgt von einer Adapterligation.
Mittels barcodierten Oligonukleotiden fir Multiplexing erfolgte eine Anreicherung der cDNA. Nach
Aufreinigung wurde die Konzentration der Proben bestimmt (mit SYBR Green | Nucleic Acid Gel Stain,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) und fiir das Multiplexing angepasst. Das Multiplexing erfolgte zufallig
und die Proben wurden erneut mittels Bioanalyzer auf Kontaminationen und GréRe getestet. Die
GroRe der Fragmente variierte zwischen 200 und 500 bp. Die Proben wurden schlieBlich mittels

Illumina, Hiseq4000 mit 100 bp im paired end-Modus sequenziert.

2.7.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.7.6.1 Amplifizierung von gDNA und cDNA
Die Amplifizierung von gDNA und cDNA mittels PCR erfolgte unter Verwendung der Tag-Polymerase
oder der Phusion™ High-Fidelity-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe). Zur Amplifizierung
von gDNA und cDNA als semiquantitativer Nachweis wurde die Tag-Polymerase und zur Gateway-
Klonierung (siehe 2.7.9) und Sequenzierung die Phusion™ High-Fidelity-Polymerase verwendet. Die
Zusammensetzung der Reaktionsansatze sind in Tab. 3 und das Amplifizierungsschema in Tab. 4
zusammengefasst. Die zur Amplifizierung verwendeten Oligonukleotide (Primer) sind in Tab. Al

dargestellt.

Tab. 3 Reaktionsansatz der PCR unter Verwendung der Tag- bzw. Phusion™ High-Fidelity-Polymerase. Der verwendete 10x
PCR-Puffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl 2, 100 mM TRIS pH 9,0, 1 % (v/v) Triton X-100) sowie die Tag-Polymerase wurden am
Lehrstuhl fur Pflanzenphysiologie der Universitat Bayreuth hergestellt; dNTPs: Desoxyribunukleosidtriphosphate.

Taq-Polymerase Phusion™ Polymerase

H,0 19,75 ul 33l

40 mM dNTPs 0,5 ul 0,5 ul

Puffer 2,5 ul (10x PCR-Puffer) 10 ul (5x HF-Buffer)
Primer forward 0,5 ul 2,5 ul

Primer reverse 0,5 ul 2,5 ul

DNA 1l 1l

Polymerase 0,25 ul 0,5 ul
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Tab. 4 Amplifizierungsschema der PCR unter Verwendung der Taqg- bzw. Phusion™ High-Fidelity-Polymerase. Dargestellt
sind Dauer, Anzahl der Zyklen und verwendete Temperatur (T=Schmelztemperatur) der einzelnen Schritte der PCR.

Tag-Polymerase Phusion™ Polymerase
Schritt Temperatur Dauer Zyklen Temperatur Dauer Zyklen
1. Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 1x 98 °C 1 min 1x
2. Denaturierung 94 °C 30s 28-34x 98°C 15s 38-40 x
3. Primerhybridisierung 54 °C 30s 28-34x Tm+3°C 30s 38-40x
4. Polymerisation 72°C 1min/kb  28-34x 72°C 1 min/kb 38-40x
5. Finale Polymerisation 72°C 5 min 1x 72°C 5 min 1x
6. Abkilhlung 14°C 00 1x 14°C 00 1x

2.7.6.2 Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR)
Das Uberflutungsexperiment zur zeitabhdngigen Expressionsanalyse in N. officinale-Pflanzen erfolgte
wie unter 2.6.1 beschrieben. Nach 0,5 h, 3 h, 6 h, 8 h, 24 h und 48 h wurde das alteste Internodium
(Stangel ab den Keimblattern bis zu den ersten Blattern) sowie samtliche Petiolen (aulRer die der Keim-
blatter) geerntet. Dabei wurden fiir jeden Zeitpunkt und Bedingung jeweils flinf Pflanzen vereint. Die
Extraktion der RNA erfolgte wie unter 2.7.3 beschrieben. Es wurden 1 ug RNA einer Behandlung mit
Desoxyribonuklease (DNAsel) gemdR Herstellerangaben unterzogen (Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe) und anschlieRend zur cDNA-Synthese (2.7.4) eingesetzt.

Die ¢cDNA wurde 1:25 und die Primer 1:200 (Endkonzentration 0,5 uM) mit H,O verdinnt. Die zur
Amplifizierung verwendeten Primer sind in Tab. Al dargestellt. Pro Ansatz wurden 2,5 pl cDNA, 2,5 ul
Primermix sowie 5 pl SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Feldkirchen)
eingesetzt. Die Detektion erfolgte mittels CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,

Feldkirchen). Das Amplifizierungsschema ist in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5 Amplifizierungsschema der qRT-PCR. Dargestellt sind die Dauer und die verwendete Temperatur der einzelnen
Schritte der gRT-PCR. Die Schritte 1, 4 und 5 erfolgten jeweils nur 1 x, wahrend Schritte 2 und 3 39 x wiederholt wurde.

Schritt Temperatur Dauer

1. [Initiale Denaturierung 95°C 3 min

2. Denaturierung 95°C 10s

3. Primerhybridisierung, Polymerisation 60 °C 40s

4. Denaturierung 95°C 10s

5. Schmelzkurve 65-95°C (0,5 °C pro Schritt)  5s pro Schritt
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Das relative Expressionslevel wurde mittels der 2-2T *1000-Methode (Livak & Schmittgen, 2001)
berechnet. Die Normalisierung erfolgt fir N. officinale-Stangelproben gegen den Mittelwert der
Expression von CAP-BINDING PROTEIN 20 (CBP20, AT5G44200) und Ribosomal protein L13e family
protein (RPL13e, AT5G23900) und fir N. officinale-Petiolenproben gegen den Mittelwert der
Expression von CYCLOPHILIN 57 (CYP57, AT4G33060) und uncharacterized protein family (UPFO041,
ATAG22310).

2.7.7 Agarose-Gelelektrophorese
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mithilfe von 1 % TAE-Agarosegelen in 1XTAE (40 mM TRIS,
1 mM EDTA, 20 mM Essigsaure). Die Proben wurden mit 6x DNA Loading Dye (MBI Fermentas GmbH,
St. Leon-Roth) versetzt. Als GroBenstandard diente GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, Karlsruhe), wovon 6 pl aufgetragen wurden. Die Farbung der PCR-Produkte erfolgte mit 1 pl
SERVA DNA Stain G (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) pro 50 ml Gelvolumen. Die Detektion
und Dokumentation der DNA erfolgte unter UV-Licht (INTAS, MW 312 nm; Intas Science Imaging

Instruments GmbH, Gottingen).

2.7.8 DNA-Aufreinigung und Sequenzierung
Die Reinigung von PCR-Produkten oder DNA nach Restriktionsverdau erfolgte mittels GenelET Gel
Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) gemaR Herstellerangaben. Die Sequenzierung der

gereinigten DNA erfolgte durch die Firma Macrogen (Amsterdam, Niederlande).

2.7.9 Gateway-Klonierung und Restriktionsverdau
Zunichst erfolgte eine Amplifizierung der cDNA unter Verwendung der Phusion™-Polymerase (siehe
2.7.6.1) und genspezifischen Primern (Tab. Al). Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt (siehe 2.7.8) und
anschlieRend fiir eine weitere PCR mit Phusion™-Polymerase und att-Primern (Tab. A1) eingesetzt.
Nach der Aufreinigung wurden 3 ul des entstandenen PCR-Produkts mit 1 pl pDONR221 (Tab. 1) und
1 ul BP-Clonase versetzt und UN inkubiert. Am nachsten Tag wurden 0,5 pl Proteinase K hinzugegeben,
der Ansatz fiir 10 min bei 37 °C inkubiert und in E. coli transformiert (siehe 2.4.3). AnschlieBend wurde
die Plasmid-DNA (Entry-Vektor) isoliert (siehe 2.7.2). Es folgte ein Restriktionsverdau des Entry-
Vektors, da sowohl der Entry-Vektor (pDONR221, Tab. 1) als auch die Destination-Vektoren (pMDC43-
HA, pMDC83-HA, Tab. 1) eine Kanamycin-Resistenz besitzen. Dazu wurden 13,5 ul Plasmid-DNA,
30,5 pl H20, 5 pl Reaction buffer R und 1 pl Restriktionsenzym Pvul fiir 4 h bei 37 °C inkubiert und der

Ansatz anschliefend aufgereinigt (siehe 2.7.8). Fir die LR-Reaktion wurden dann 1 ul verdaute Entry-
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Plasmid-DNA, 2 pl Destination-Vektor, 1 pl LR-Clonase und 1 pl H,0 zusammengefiigt und UN inkubiert.
Am nachsten Tag wurde 0,5 ul Proteinase K hinzugegeben, der Ansatz fir 10 min bei 37 °C inkubiert

und in E. coli transformiert (siehe 2.4.3). AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe 2.7.2).

2.7.10 Bestimmung von Zucker- und Starkegehalten

Das Uberflutungsexperiment erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben. Es wurde folgendes Pflanzen-
material geerntet: fir A. thaliana Col-0 wurden alle Blatter ab Blatt # 6 geerntet, flir C. hirsuta,
C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris alle Blatter ab Blatt # 5 und fir N. officinale der Stangel ab
den Keimblattern und samtliche Petiolen (aulRer die der Keimblatter). Dabei wurden fiir jeden Zeit-
punkt und Bedingung jeweils fliinf Pflanzen vereint. Fiir jede Probe wurde das Frischgewicht nach
Einfrieren in flissigem Stickstoff bestimmt. Das gefrorene Pflanzenmaterial (ca. 100 mg) wurde fein
pulverisiert und in 0,5 ml 0,83 N Perchlorsaure homogenisiert. Nach Zentrifugation fir 15 min bei
16000g und 4°C wurde der Uberstand mit 125 pl 1 M Bicin und 75 pl 4 M KOH neutralisiert. Die
Extrakte wurden erneut fiir 10 min bei 16000g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur
Bestimmung der |I6slichen Zucker verwendet, wahrend das Pellet zur Starke-Extraktion
weiterverwendet wurde. Dazu wurde das Pellet nach zweimaligem Waschen mit 600 pl 80 % Ethanol
mit 200 ul 0,2 M KOH versetzt und 1 h bei 95 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 10000g
wurde der Uberstand mit 40 ul 1 N Essigsdure neutralisiert. AnschlieBend wurden 50 ul dieses
Extraktes mit 100 pl 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 5) und 0,5 U Amyloglucosidase UN bei 55 °C
inkubiert.

Die Zuckerbestimmung erfolgte photometrisch bei 340 nm anhand der Umwandlung von NAD zu
NADH durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase. Dazu wurden 20 ul des Extrakts mit 785 pl
Mastermix, bestehend aus 0,1 M Imidazolpuffer pH 6,9 mit 0,5 M MgCl;, 1 mM ATP, 0,5 mM NAD und
1 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, versetzt und die Absorption lber einen Zeitraum von etwa
10 min verfolgt. AnschlieBend wurden in weiteren Schritten die Absorption durch Zugabe von 0,5 U
Hexokinase (Endbestimmung Glucose), 0,2 U Phosphoglucose-lsomerase (Endbestimmung Fructose)
und 60 U Invertase (Endbestimmung Saccharose) so lange bestimmt, bis keine Absorptionsdanderung

mehr erfolgte. Die Bestimmung des Starkegehaltes erfolgte durch Messung der Glucosegehalte.

2.7.11 Bestimmung des ABA-Gehalts aus Pflanzenmaterial
Das Uberflutungsexperiment erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben. Das Pflanzenmaterial wurde zu
Beginn des Experiments (0 h) und nach 1,5 h, 5 h und 8 h von Kontroll-und Uberflutungspflanzen
geerntet. FUr jede Probe wurden die Stangel (ab den Keimblattern) und samtliche Petiolen (auler die

der Keimblatter) von 20 N. officinale-Pflanzen vereint. Die ABA-Extraktion und Quantifizierung wurde
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im Zuge einer Kooperation an der Universitat Amsterdam gemaf Flokova et al. (2014) und Hayes et al.

(2019) von Dr. Pulu Sun und Dr. Robert Schuurink durchgefiihrt.

2.7.12 Messung der ADH-Aktivitdt und Proteinbestimmung nach Bradford
Das Uberflutungsexperiment erfolgte wie unter 2.6.1 beschrieben. Es wurde folgendes Pflanzen-
material geerntet: fir A. thaliana Col-0 wurden alle Blatter ab Blatt # 6 geerntet, fir C. hirsuta,
C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris alle Blatter ab Blatt # 5. Dabei wurden fir jeden Zeitpunkt
und Bedingung jeweils finf Pflanzen vereint. Fir jede Probe wurde das Frischgewicht nach Einfrieren
in flissigem Stickstoff bestimmt. Das gefrorene Pflanzenmaterial (ca. 100 mg) wurde fein pulverisiert,
mit 500 pl Extraktionspuffer (50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES)-
KOH Puffer pH 6,8, 5 mM Mg-Acetat, 15 % (w/v) Glycerin, 1 mM Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigsdaure (EGTA), 1 mM Na,-EDTA, 0,1 mM Pefabloc, 5 mM B-Mercaptoethanol)
versetzt und fir 15 min bei 4 °C und 16000g zentrifugiert. Zur Bestimmung der ADH-Aktivitat wurden
10 pl des Uberstandes mit 970 pl 50 mM TES-Puffer pH 7,5 sowie 10 pl 17 mM NADH (Endkonzentra-
tion 0,17 mM) versetzt. Die Absorptionsanderung wurde fiir 5 min bei 340 nm verfolgt. Nach der
Zugabe von 10 pl 1 M Acetaldehyd (Endkonzentration 10 mM) als Substrat wurde die Absorptions-
anderung erneut fir 5 min bei 340 nm verfolgt. Die Proteinbestimmung erfolgte gemaR Bradford
(1976). Dazu wurden 10 pl Proteinextrakt mit 1 ml Bradford-Reagenz (1:5 verdiinnt, Roti-Quant, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) vermischt und fiir 5 min inkubiert. Fiir eine Eichreihe wurde BSA
(bovine serum albumin) mit einer Stammkonzentration von 1 mg/ml verwendet. Die Messung der
Absorption erfolgte bei 595 nm. Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte aus der Differenz der

Absorptionsdanderungen pro Zeit und wurde auf die Proteinkonzentration der Probe bezogen.

2.7.13 SDS-PAGE und Western-Blot
Im Zuge einer diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurde zundchst ein SDS-Polyacrylamid-Gel hergestellt, welches aus einem 3 %-igem Sammel- und
einem 10 %-igem Trenngel bestand (siehe Tab. 6). Die Probenvorbereitung erfolgte durch Zugabe von
Harnstoffpuffer (5 % (w/v) SDS, 16,5 % (v/v) Glycerin, 4 M Harnstoff, Spatelspitze Bromphenolblau) im
Verhaltnis 1:1 zum Frischgewicht des pulverisierten Pflanzenmaterials. Die Proben wurden 10 min bei
95 °C gekocht und fiir 15 min bei 4 °C und 16000g zentrifugiert. Es wurde ein Probenvolumen von 40 pl
und 5 pul des Proteinstandards PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe) auf das SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem
Laufpuffer (25 mM TRIS, 192 mM Glycin und 0,1 % (v/v) SDS) bei einer Spannung von 85 V fiir 20 min

und anschlieBender Spannung von 130 V, bis die Lauffront aus dem Gel diffundierte.
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Tab. 6 Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels fiir die SDS-PAGE. Dargestellt sind die Volumenangaben fiur je ein
10 %-iges Trenngel und ein 3 %-iges Sammelgel.

Trenngel (Volumen) Sammelgel (Volumen)

H,O 2,4 ml 1,9 ml
Acrylamid/Methylenbisacrylamid (30 %/0,8 %) 2 ml 300 pl
1,5 M TRIS HCI (pH 8,8) 1,5ml -

0,5 M TRIS HCI (pH 6,8) - 750 pl
10 % (w/v) SDS 60 ul 30u
11 % Ammoniumpersulfat 30 ul 15 pl
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin 0ul 5ul

Sowohl die SDS-PAGE als auch der anschliefende Western-Blot wurde mit einer Apparatur der Firma
Bio-Rad (Feldkirchen) durchgefiihrt. Vor dem Proteintransfer wurde zunachst eine PVDF (Poly-
vinylidenfluorid)-Membran (Roti-PVDF, PorengrofRe 0,45 pm, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) fur
5 min in Methanol aktiviert und in Transferpuffer (25 mM TRIS, 192 mM Glycin und 20 % (v/v)
Methanol) inkubiert. Der Transfer erfolgte in Transferpuffer unter Kiihlung fiir 1 h bei 100 V. Nach dem
Transfer wurde die Membran fir 3 x 5 min in 1x PBS-T (137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na;HPOQ,,
1,8 mM KH,POs, 0,1 % (v/v) Tween-20, pH 7,4) gewaschen und anschlieBend UN unter Rotierung bei
4 °Cin Blockierlésung (2,5 % (w/v) Magermilchpulver in 1x PBS-T) inkubiert. Die Membran wurde nach
dem Blockieren erneut fiir 3 x 5 min in 1x PBS-T gewaschen und anschlieRend fiir 1 h mit einer 1:3000-
Verdinnung des monoklonalen Anti-Hamagglutinin (HA)-Antikorpers (H9658, Sigma-Aldrich, Tauf-
kirchen) behandelt. Nach erneutem Waschen (3 x 5 min in 1x PBS-T) erfolgte eine Inkubation mit einer
1:10.000-Verdiinnung des Anti-Maus-Meerrettichperoxidase (HRP)-Antikorpers (4759-1, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe) fiir 1 h. Die Membran wurde erneut 3 x 5 min in 1x PBS-T gewaschen und
mit 500 pl Entwicklerldsung (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, RPN2236, GE

Healthcare UK Limited, Little Chalfont, Buckinghamshire, GroRRbritannien) versetzt.

Die Lumineszenz wurde daraufhin mit einem Chemilumineszenz-Detektor (Intas Science Imaging
Instruments GmbH, Gottingen) nach einer Belichtungszeit von 10 min detektiert. Zur Visualisierung der
transferierten Proteine (RuBisCO als Ladekontrolle) wurde die Membran mit Coomassie-Brillant-Blau
(CBB) gefarbt. Dazu wurde die Membran mit CBB-L6sung (0,1 % Coomassie Brillantblau R-250,
10 % (v/v) Essigsdure, 50 % (v/v) Methanol in H,O) fir 1-3 min unter Schwenken inkubiert. Die
Entfarbung erfolgte in einer Waschldsung (7 % (v/v) Essigsdure, 20 % (v/v) Methanol in H,0) fir 4 min
und anschlieRendem Spilen mit H,0. Alternativ wurde zur Visualisierung der transferierten Proteine
die PVDF-Membran mit Ponceau-Rot (0,1 % (w/v) Ponceau S in 5 % (v/v) Essigsdure) gefarbt und mit

H.0 gewaschen.
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2.8 Bioinformatische Auswertung der RNA-seq Daten

2.8.1 Referenztranskriptome
Das Trimmen der Adapter aus den FASTQ Dateien wurde von Dr. Alfons Weig (Genomanalytik &
Bioinformatik, Universitat Bayreuth) unter Verwendung des BBDuk-Algorithmus durchgefiihrt. Das
A. thaliana-Referenztranskriptom wurde von araport.org und das N. officinale-Referenztranskriptom
von Voutsina et al. (2016) bezogen. Die Referenztranskriptome fiir C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris
und R. sylvestris wurden durch Kooperation mit der Universitat Utrecht von Dr. Hans van Veen erstellt.
Dabei wurden die Referenztranskriptome fiir C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris mittels Trinity
de novo assembly (Grabherr et al., 2011) und fiir C. hirsuta mittels Trinity genome-guided de novo
assembly anhand des Referenzgenoms von Gan et al. (2016) erstellt. Die Anzahl der Transkripte nach

erfolgtem Assembly kénnen Tab. 7 (Start) entnommen werden.

2.8.2 Differenzielle Genanalyse, Gene Ontology-Analyse und Clustering
Die Quantifizierung der erhaltenen Fragmente (Reads) gegen das Referenztranskriptom wurde von
Dr. Hans van Veen (Universitat Utrecht, Niederlande) unter Verwendung von Kallisto (Bray et al., 2016)
durchgefiihrt. Sequenzahnlichkeiten zum A. thaliana Col-0-Transkriptom wurden mittels Nukleotid-
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, BLASTN) berechnet. Fir C. pratensis, R. palustris und
R. sylvestris wurden nur Transkripte selektiert, die mindestens 40 % Sequenzidentitdt mit A. thaliana-
Transkripten aufwiesen. Transkripte, die eine hohe Sequenzdhnlichkeit (BLASTN E-Value=0) mit dem
homologen A. thaliana-Transkript aufwiesen, wurden zusammengefiigt und die Reads summiert.
Niedrig exprimierte Transkripte wurden basierend auf einem Schwellenwert gefiltert (siehe Tab. 7).
Dieser Schwellenwert wurde auf die Summe der tpm (transcript per million) aller Bibliotheken pro

Spezies angewendet und betrug 3 bei insgesamt 12 Bibliotheken und 6 bei insgesamt 24 Bibliotheken.

Die differenzielle Genexpressionsanalyse wurde fiir jede Art separat mit den Bioconductor Paketen
edgeR und limma (McCarthy et al., 2012) in RStudio (Version 1.0.153, RStudio Inc., Boston, MA, USA)
durchgefiihrt. Dabei wurden die log; fold changes (log.FC) und Benjamini-Hochberg-korrigierten P-
Werte (Pq.q)) anhand eines negative binomial generalized log-linear models mit einer vollfaktoriellen
Designmatrix von Gewebe und Behandlung berechnet. Um die differenziell exprimierten Gene (DEGs)
von A. thaliana, C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris direkt miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden die DEGs basierend auf den Arabidopsis Genome Initiative (AGl)-Gencodes in einer
Datei vereint. Dazu wurden die DEGs zunachst anhand des niedrigsten BLASTN E-Values selektiert.
Doppelt vorkommende DEGs wurden anschlieBend anhand des niedrigsten Pqgnach 1 d Uberflutung
gefiltert. Die multidimensionale Skalierung wurde durch die plotMDS-Funktion im edgeR-Paket in

RStudio erstellt.
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Tab. 7 Ubersicht zur Selektion von RNA-seq Transkripten fiir die differenzielle Genanalyse. Die Selektion erfolgte ausgehend
von der Anzahl der Transkripte, die der Quantifizierung mittels Kallisto unterzogen wurden (Start). Es wurden folgende
Schritte durchgefuhrt: 1. Auswahl von Transkripten mit einer = 40 % Sequenzahnlichkeit zu A. thaliana (nur bei C. pratensis,
R. palustris und R. sylvestris), 2. Summieren der Transkripte mit E-Value = 0 zu A. thaliana und 3. Filtern von schwach
exprimierten Transkripten basierend auf einem Schwellenwert (threshold, th), angewendet auf die Summe der tpm
(transcript per million) aller Bibliotheken pro Spezies. Gezeigt sind jeweils die Anzahl der Transkripte, die nach jedem Schritt
erhalten wurden, NA: nicht angewendet.

Selektionsschritte

Anzahl der Proben  Start 1. Auswahl 2.Summieren 3. Filtern
A. thaliana 12 48.359 NA NA 31.795 (th = 3)
C. hirsuta 12 47.187 NA 40.151 37.668 (th = 3)
C. pratensis 12 231.047 91.354 48.387 42.212 (th 2 3)
N. officinale 24 80.741 NA 63.466 41.880 (th 2 6)
R. palustris 12 181.825 84.780 40.333 35.573 (th 2 3)
R. sylvestris 12 196.726 88.887 43.138 38.245 (th 2 3)

Die Gene Ontology (GO)-Analyse wurde mittels goseq Bioconductor-Paket (Young et al., 2010) in
RStudio durchgefiihrt. Fir A. thaliana, C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris wurde die
GO-Analyse auf alle DEGs mit einem BLASTN E-Value < 10°® angewandt. Fir N. officinale wurden die
CPM (counts per million) Werte von allen Transkripten skaliert und normalisiert. Hochsignifikante
(Pagj< 0,001) DEGs wurden mit fuzzy K-means-Clustering zusammengefiigt, basierend auf euclidean
distances und membership exponent von 1,2 (Rlibrary cluster). Das Clustering der N. officinale DEGs

wurde von Dr. Hans van Veen (Universitat Utrecht, Niederlande) durchgefiihrt.

2.9 Verwendete Webtools

Sequenzalignments und der phylogenetische Stammbaum wurden mit Multiple Sequence Alignment
by CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) und Proteinsequenzen mit dem ExPASy

translate tool (https://web.expasy.org/translate/) generiert.

2.10 Statistische Auswertung

Ein- und zweifaktorielle Varianzanalysen (ANOVA) mit Tukey’s HSD (honestly significant difference)
Test wurden mit RStudio durchgefiihrt. Zweifaktorielle ANOVA mit Sidak Test sowie Student’s t test

wurden mit Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Charakterisierung der Uberflutungsreaktionen von Pflanzen der Brassicaceae-Familie

3.1.1 Uberflutung fiihrt zu artenspezifischen Wachstumsreaktionen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Uberflutungsreaktionen der Brassicaceae-Wildpflanzen
Cardamine hirsuta, Cardamine pratensis, Nasturtium officinale, Rorippa palustris und Rorippa sylvestris
untersucht. Diese Wildpflanzen besaRen das Potenzial, sich als neue Modellpflanze fiir Uberflutungs-
toleranz zu etablieren, da sie haufig in Feuchtgebieten vorkommen und eng mit der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana verwandt sind (Abb. 6a). Zunachst wurde das Wachstum der Pflanzen unter
Kurztagbedingungen beobachtet, um einen geeigneten Zeitpunkt in der vegetativen Wachstumsphase
definieren zu kdnnen, der einen gleichwertigen Vergleich zwischen den Arten ermoglichte. Dabei
konnte auch bestatigt werden, dass Vertreter von Cardamine und Rorippa rosettenartig wachsen,

wahrend N. officinale die einzige hier untersuchte nicht-rosettenartige Pflanzenart ist (Abb. 6b).

(a) (b)
A. thaliana

r Brassica rapa

L Brassica oleracea

l_[ Eutrema salsugineum

Arabis alpina

Noccaea caerulescens

Arabidopsis lyrata
Arabidopsis halleri
Arabidopsis thaliana
Boechera stricta
Boechera canadensis
Capsella rubella

- Capsella grandiflora

R. palustris R. sylvestris

Lepidium africanum

Rorippa sylvestris

Rorippa islandica

Rorippa palustris

Rorippa amphibia . .
N. officinale

Cardamine pratensis

Cardamine amara

Cardamine hirsuta

Nasturtium officinale

Aethionema saxatile

Abb. 6 Phylogenetische und phanotypische Charakterisierung der ausgewdhlten Brassicaceae-Wildpflanzen. (a) Phylo-
genetischer Stammbaum basierend auf einem ClustalW multiplen Sequenzalignment der ITS1 (internal transcribed spacer 1)
Gensequenz (NCBI Genbank) von ausgewahlten Spezies innerhalb der Brassicaceae-Familie. (b) Reprasentative Fotos von ca.
3-4 Wochen-alten Pflanzen. Die Anzahl der Blatter betrug bei A. thaliana 10 und bei den anderen Arten 6 (Keimblatter wurden
nicht mitgezahlt). Skala entspricht 1 cm.
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Bei A. thaliana, C. hirsuta und R. palustris konnte ein homogenes Wachstum zwischen den Individuen
festgestellt werden. Individuen von R. sylvestris und insbesondere von C. pratensis unterschieden sich
teilweise sehr stark hinsichtlich GréBe und Anzahl der Blatter. Bei R. sylvestris lag das an der vegeta-
tiven Vermehrung, da die neuen Individuen an unterschiedlichen Zeitpunkten austrieben. Das un-
gleichmalige Wachstum bei C. pratensis konnte auf eine unterschiedliche Chromosomenanzahl der
Individuen zuriickzufiihren sein. Bei einer Chromosomenanalyse von C. pratensis-Individuen konnten
sowohl 14 (2n= 28) als auch 15 (2n= 30) Chromosomenpaare nachgewiesen werden (Dr. Ulrich Meve,
Lehrstuhl Pflanzensystematik, Universitat Bayreuth; Daten nicht gezeigt). Aufgrund der unterschied-
lichen Wachstumsgeschwindigkeiten wurde fiir die folgenden Experimente ein spezifisches Blattsta-
dium ausgewahlt, bei dem alle Arten von vergleichbarer Gr6Re waren, weshalb fir A. thaliana das 10-

Blattstadium und fiir die Wildpflanzen das 6-Blattstadium verwendet wurde (Abb. 6b).

Pflanzen nutzen zwei verschiedene Strategien, um Uberflutung zu iiberleben: die Quiescence-Strategie
oder die Escape-Strategie (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Bei Pflanzenarten mit einer Quiescence-
Strategie ist ein eingeschranktes Wachstum und bei Pflanzenarten mit einer Escape-Strategie ein
verstarktes Wachstum in Reaktion auf Uberflutung zu erwarten. Um herauszufinden, welche Strategie
die Brassicaceae-Wildpflanzen verwenden, wurden diese unter Kurztagbedingungen tberflutet und
nach 1d, 2 d und 3 d das Wachstum von Kontroll- und Uberflutungspflanzen verglichen (Abb. 7). Dazu
wurde die Lange des jlingsten Blattes von allen rosettenartig wachsenden Pflanzen und die Ldnge von
Stangel und Petiole des jlingsten Blattes von N. officinale-Pflanzen gemessen. Zusatzlich erfolgte eine
Messung vor Beginn des Experiments, wodurch das jeweilige Wachstum als Differenz bis zu einem
bestimmten Zeitpunkt ermittelt werden konnte (Abb. 7). Die Blatter von A. thaliana (Abb. 7a),
C. hirsuta (Abb. 7b), R. palustris (Abb. 7d) und R. sylvestris (Abb. 7e) zeigten ein signifikant geringeres
Wachstum bei Uberflutung im Vergleich zu Kontrollbedingungen. Bei A. thaliana und R. palustris
konnte dieser signifikante Unterschied zwischen Uberfluteten Pflanzen und Kontrollpflanzen bereits
nach 1 d und bei C. hirsuta und R. sylvestris nach 2 d nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigten
sowohl A. thaliana als auch R. palustris eine hyponastische Bewegung der Blatter in Reaktion auf
Uberflutung (Abb. 8). Da dies jedoch nicht mit einer Elongation der Blitter einherging, wurde die
Reaktion nicht ndher untersucht. N. officinale zeigte bereits nach 1 d ein verstarktes Stangelwachstum
in Reaktion auf Uberflutung, wihrend das Wachstum in der Petiole des jiingsten Blattes stark einge-
schrankt wurde (Abb. 7f, g). Bei C. pratensis konnten nach 3 d keine Unterschiede zwischen Kontroll-
und Uberflutungspflanzen festgestellt werden (Abb. 7c). Nachdem die Uberflutungsdauer auf 7 d
erhéht wurde, zeigten die beiden jiingsten Blatter ein reduziertes Wachstum bei Uberflutung, wenn-
gleich der Unterschied zwischen Kontroll- und Uberflutungspflanzen weiterhin nicht signifikant war

(Abb. Ala).
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Abb. 7 Uberflutung fiihrt zu einem eingeschrankten Wachstum in den Blittern der Rosettenpflanzen sowie zu einem
verstarkten Wachstum in den Stiangeln und einem reduzierten Wachstum in den Petiolen von N. officinale. Pflanzen des 6-
Blattstadiums (C. hirsuta, C. pratensis, N. officinale, R. palustris, R. sylvestris) oder 10-Blattstadiums (A. thaliana) wurden
unter Kurztagbedingungen tiberflutet (schwarz), als Kontrolle (weif) dienten Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen normal
bewdssert wurden. Zu Beginn des Experiments und nach 1 d, 2 d und 3 d wurde die Lange des jungsten Blattes (a-e) bzw. die
Lange des Stangels und die Lange der Petiole des jungsten Blattes (f-g) gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit
n= 15 aus drei biologischen Replikaten (a)-(e) und Mittelwerte = SEM mit n=34 aus 5 unabhdngigen Experimenten (f)-(g).
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Uberflutung sind gekennzeichnet durch ***, P < 0,001, ns = nicht signifikant
(zweifaktorielle ANOVA mit P < 0,05, Sidak Test).

A. thaliana

l _

Kontrolle

R. palustris

Kontrolle

Uberflutung

Uberflutung

Abb. 8 Die Blitter von A. thaliana und R. palustris zeigen eine hyponastische Bewegung in Reaktion auf Uberflutung.
Reprasentative Bilder einer Kontrollpflanze (links) und einer Uberfluteten Pflanze (rechts). Die Dokumentation erfolgte etwa
2 h nach Uberflutung. Die Uiberflutete Pflanze war wihrend der Dokumentation noch unter Wasser. Skala entspricht 1 cm.
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Somit zeigten alle Rosettenpflanzen bei Uberflutung eine Quiescence-Strategie, wihrend N. officinale
die einzige Spezies war, die eine Escape-Strategie annahm. Bisher wurde R. amphibia als einzige
elongierende Pflanzenart in der Brassicaceae-Familie beschrieben (Stift et al., 2008; Akman et al.,
2012). Dies konnte jedoch zumindest im Hinblick auf das Wachstum der beiden jlingsten Blatter nicht
bestatigt werden (Abb. Alb). Vielmehr beschrankt sich das Gberflutungsinduzierte Wachstum auf den
BlUtenstangel (Stift et al., 2008; Akman et al., 2012), was im Zuge dieser Arbeit jedoch nicht ndaher

betrachtet wurde, da lediglich die Reaktionen der Pflanzen im vegetativen Stadium verglichen wurden.

3.1.2 Uberlebensexperiment offenbart Unterschiede in der Uberflutungstoleranz
Voraussetzung zur ldentifizierung von Mechanismen der Uberflutungstoleranz ist das Uberleben bei
langanhaltender Uberflutung. Um die untersuchten Pflanzenarten anhand ihrer Uberflutungstoleranz
einordnen zu kénnen, wurden diese unter Kurztagbedingungen bis zu 10 Wochen uberflutet. Ein
langerer Zeitraum war aufgrund des starken Algenwachstums nicht realisierbar. Nach den angegebe-
nen Zeitpunkten wurden je 8 Individuen aus der Uberflutungsbox entnommen (Abb. A3) und das
Uberleben nach 2 Wochen Regeneration unter Kurztagbedingungen ermittelt (Abb. 9). Das Uberleben
der Pflanzen wurde definiert als das Uberleben des Blattmeristems und die damit verbundene
Fahigkeit, neue Blatter zu bilden. Da N. officinale schon nach wenigen Wochen durch verstarktes
Stangelwachstum die Wasseroberflache erreichte und die Pflanzen somit Zugang zur sauerstoffreichen
Luft hatten (Abb. A2), wurde lediglich die Uberflutungstoleranz der rosettenartig wachsenden

Wildpflanzen und der Modellpflanze A. thaliana miteinander verglichen.

Es konnte ein deutlicher Unterschied zwischen A. thaliana und den Wildpflanzen festgestellt werden.
Nach 3,5 Wochen Uberflutung iiberlebten nur 25 % der A. thaliana-Individuen (Abb. 9a), wihrend die
Individuen der Wildpflanzen auch nach 4 Wochen Uberflutung noch vollstindig tiberlebten (Abb. 9b-
e). Doch auch innerhalb der Wildpflanzen konnten Unterschiede beobachtet werden. Bei C. hirsuta
tiberlebten nach 8 Wochen Uberflutung lediglich 25 % der Individuen, welche nach der Regenerations-
phase zudem nur kleine Blitter ausbildeten (Abb. 9b). Nach 10 Wochen Uberflutung konnte bei
C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris weiterhin eine Uberlebensrate von 100 % verzeichnet werden
(Abb. 9c-e). Direkt nach der Uberflutung besaRen alle Individuen der Wildpflanzen noch griine Blatter
(Abb. A3b-e), wahrend bei A. thaliana (Abb. A3a) bereits 2 Individuen tot waren. Im direkten Vergleich
konnten somit A. thaliana und C. hirsuta als Gberflutungssensitiv und C. pratensis, R. palustris sowie
R. sylvestris als iberflutungstolerant eingeordnet werden. Insbesondere bei R. palustris (Abb. 9d) und
R. sylvestris (Abb. 9e) zeigten alle tiberlebenden Pflanzen ein starkes Wachstum in der Regenerations-

phase. Deshalb wurden die beiden Rorippa-Arten zudem als extrem tolerant eingestuft.
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Abb. 9 Die rosettenartigen Pflanzen weisen Unterschiede in der Uberflutungstoleranz auf. (a)-(e): Uberlebensrate [%] von
jeweils 8 Individuen pro Zeitpunkt in einem Experiment. Die Pflanzen wurden fiir den angegebenen Zeitraum [w, Wochen]
Uberflutet. Nach etwa 2 Wochen Regenerationszeit wurde das Uberleben des Sprossmeristems durch die Bildung neuer
Blatter bestimmt. Die Bilder zeigen den letzten Zeitpunkt, bei dem mindestens 25 % der Pflanzen (iberlebten. Skala entspricht
2 cm. Eine Ubersicht der Pflanzen direkt nach der Uberflutung ist in Abb. A3 dargestellt.
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3.2 Ildentifizierung molekularer Mechanismen bei Uberflutung mittels RNA-seq

Es konnte gezeigt werden, dass die einzige nicht-rosettenartig wachsende Pflanze auf Uberflutung mit
einem verstarkten Stangelwachstum und einer Wachstumshemmung in der Petiole reagierte. Diese
Beobachtung bot die einzigartige Moglichkeit, N. officinale als Modellsystem zu verwenden, um
kontrastierende Wachstumsstrategien innerhalb einer einzelnen Pflanze zu untersuchen. Zudem
zeigten alle rosettenartigen Pflanzen eine Quiescence-Strategie, wiesen jedoch deutliche Unterschiede

in der Uberflutungstoleranz auf.

Anhand der bisherigen Ergebnisse ergaben sich daher zwei Fragestellungen, die in den folgenden

Kapiteln naher betrachtet werden:

1. Wie werden die gegensatzlichen Wachstumsstrategien in N. officinale reguliert?

2. Welche Mechanismen tragen zur Uberflutungstoleranz innerhalb der Quiescence-Strategie bei?

Um die molekularen Regulatoren von Wachstum und Toleranz bei Uberflutung identifizieren zu
kénnen, wurde ein RNA-seq Experiment durchgefiihrt. Aufgrund der groRten Unterschiede im Strate-
gieexperiment (siehe Abb. 7) wurden die Zeitpunkte 1 d und 2 d ausgewahlt. Die Sequenzierung der
cDNA-Bibliotheken erfolgte mittels lllumina (100 bp im paired end-Modus) und ergab durchschnittlich
39 Mio. Reads fur A. thaliana, C. hirsuta und C. pratensis, 35 Mio. Reads fir N. officinale, 37 Mio. Reads
flr R. palustris und 36 Mio. Reads fiir R. sylvestris. Die durchschnittlichen Mappingraten der RNA-seq
Reads gegen das jeweilige Referenztranskriptom waren wie folgt: 79 % fir A. thaliana, 86 % fiir
C. hirsuta, 69 % fur C. pratensis, 85 % flir N. officinale, 76 % flr R. palustris und 74 % flr R. sylvestris.
Die Anzahl der Reads und die Mappingrate jeder einzelnen cDNA-Bibliothek kénnen Tab. A2 bis Tab.

A7 entnommen werden.

Durch die BLASTN-Analyse konnten oft mehrere Transkripte von C. hirsuta, C. pratensis, N. officinale,
R. palustris und R. sylvestris einem homologen A. thaliana-Gen zugeordnet werden. Zur Vereinfachung
werden deshalb im weiteren Verlauf die AGI-Gencodes von A. thaliana verwendet, um die homologen
Cardamine-, Nasturtium- und Rorippa-Transkripte zu beschreiben. Samtliche Transkript-IDs kdnnen
dem Anhang (Daten A1, Daten A2) entnommen werden. Um einen Informationsverlust zu verhindern,
wird auBerdem im Folgenden die Beschreibung der Gene und GO-Kategorien in englischer Sprache

beibehalten.
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3.3 Kontrastierende Wachstumsstrategien in N. officinale bei Uberflutung

3.3.1 Uberflutung fiihrt zu gewebespezifischen und gewebeunspezifischen Reaktionen
Wie bereits in Abb. 7 beschrieben, reagierte N. officinale auf Uberflutung mit einem verstirkten
Stangelwachstum und einem eingeschrankten Wachstum in der Petiole des jlngsten Blattes (Abb.
10a, b). Uberflutung beschleunigte auBerdem die Blattseneszenz und verzégerte die Blattbildung im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 10c). Interessanterweise wurde das Wachstum nicht nur in der Petiole

des jingsten Blattes, sondern auch in den Petiolen des zweit- und drittjingsten Blattes (Abb. 10d)

signifikant eingeschrankt.
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Abb. 10 Uberflutung fiihrt zu verstirktem Stingelwachstum und eingeschrinktem Wachstum in Petiolen von N. officinale.
(a) Reprasentative Bilder einer Kontroll- (links) und Uberflutungspflanze (rechts) nach 5 d Behandlung. Zur Dokumentation
wurde die Kontrollpflanze vertikal fixiert und die Uberflutungspflanze war noch unter Wasser. (b) Dargestellt ist das
Wachstum von Stangel (hell- bzw. dunkelblau) und Petiole des jingsten Blattes (hell- bzw. dunkelgriin). Die gezeigten Daten
stimmen mit den Daten aus Abb. 7f, g liberein. (c) Uberflutung beschleunigt die Blattseneszenz und verlangsamt die
Blattbildung. Représentative Bilder einer praparierten Kontroll- (oben) und einer Uberflutungspflanze (unten). Dargestellt
sind (von links nach rechts) Kotyledonen und Hypokotyl, Blatter sortiert von alt nach jung und Stangel (unten). (d) Wachstum
der Petiolen des jiingsten bis drittjiingsten Blattes nach 1d, 3 dund 7 d Uberflutung (dunkelgriin) oder unter Kontroll-
bedingungen (hellgriin). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM mit n=5 aus einem Experiment. Unterschiedliche Buchstaben
reprasentieren signifikante Unterschiede mit P < 0,05 (einfaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test, separat getestet fur jede

Petiole). (a)+(c) Skala entspricht 1 cm.
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Wachstum ist ein energieaufwendiger Prozess und eine geringe Verfligbarkeit oder Verwertbarkeit der
Zucker konnte das Wachstum einschranken. Tatsachlich konnte durch Zugabe von Saccharose zum
Uberflutungswasser das Wachstum in beiden Geweben signifikant erhéht werden, was Zucker als
limitierenden Faktor des Unterwasser-Wachstums bestatigt (Abb. A4). Um herauszufinden, ob die
gewebespezifischen Wachstumsreaktionen auf Unterschiede in der Kohlenhydratverfiigbarkeit
zurickzufihren sind, wurden die Zucker- und Starkegehalte von Petiolen und Stdngeln zu

verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (Abb. 11).
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Abb. 11 Uberflutung induziert den Abbau von Kohlenhydraten in beiden Geweben. Zu Beginn des Experiments (0 h) und zu
den angegebenen Zeitpunkten [in h] wurden Stangel (a) und Petiolen (b) von funf Pflanzen geerntet und die Zucker- und
Stirkegehalte enzymatisch gemessen. Glucose (Glc)-, Fructose-, Saccharose- und Stirkegehalte sind als Glc-Aquivalente pro
g FW gezeigt. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SEM mit n=3 aus drei biologischen Replikaten (Daten wurden durch Malte
Bartylla erhoben). Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante Unterschiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA
mit Tukey’s HSD Test, getestet fur die Summe aus allen Zuckern je Probe, separat fir (a) und (b)).

Wie erwartet nahmen Zucker- und Starkegehalte in Kontrollpflanzen mit der Beleuchtungsdauer zu
und in der Nacht ab. Beide Gewebe verbrauchten bereits innerhalb der ersten 3 h nach Uberflutung
mehr als 50 % ihrer gespeicherten Kohlenhydrate. Obwohl die anfanglichen Zuckergehalte von
Stangeln (Abb. 11a; 3,3 umol Glucosedquivalente pro g FW) im Vergleich zu Petiolen (Abb. 11b;
2,1 umol pro g FW) héher waren, gab es an keinem der getesteten Zeitpunkte signifikante Unter-
schiede zwischen den Geweben. Dies deutet auf eine dhnliche Verflgbarkeit von Kohlenhydraten in
beiden Geweben und auf keine Korrelation mit den kontrastierenden Wachstumsreaktionen hin. Nach

24 h Uberflutung fiel der Zuckergehalt auf 20 % des Ausgangsniveaus, was auf einen Zuckermangel in

beiden Geweben hinweist.
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3.3.2 Uberflutung verursacht erhebliche Verdnderungen des Transkriptoms
Um die molekularen Mechanismen der gegensatzlichen Wachstumsreaktionen aufkldaren zu kénnen,
wurde ein RNA-seqg-Experiment an Stingeln und Petiolen nach 1 d und 2 d Uberflutung durchgefiihrt.
Die Anzahl der differenziell exprimierten Gene (DEGS; Pag;<0,05, log2FC > 1/ log2FC < -1) war zu beiden
Zeitpunkten in den Petiolen hoher als in den Stangeln (Abb. 12a). In den Petiolen wurden nach 1 d bzw.
2 d Uberflutung 3910 bzw. 4428 Transkripte induziert und 2921 bzw. 4981 Transkripte reprimiert. Im
Vergleich dazu wurden in den Stingeln nach 1 d bzw. 2 d Uberflutung 2854 bzw. 2796 Transkripte
induziert und 2545 bzw. 2919 Transkripte reprimiert. Eine multidimensionale Skalierung der
Transkripte zeigte eine klare Trennung von Gewebe und Behandlung, jedoch keinen Unterschied in
den biologischen Replikaten oder den Zeitpunkten (Abb. 12b). Zusatzlich wurden in beiden Geweben
zu beiden Zeitpunkten mehr als 1000 Transkripte gemeinsam induziert oder herunterreguliert (Abb.

12¢, d), was eine Induktion und Repression von Uberflutungskerntranskripten reprisentiert.
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Abb. 12 Ubersicht der differenziell exprimierten Gene in Petiolen und Stingeln von N. officinale bei Uberflutung. (a) Die
Anzahl an differenziell exprimierten Genen (DEGs) ist in Petiolen héher als in Stangeln. Gelb reprasentiertinduzierte und Cyan
reprimierte DEGs. (b) Multidimensionale Skalierung (MDS) zeigt eine Auftrennung nach Gewebe und Behandlung. Der
Abstand zwischen den Proben wurde auf der Grundlage der top 4000 paarweise kontrastierenden Genen berechnet. Venn-
Diagramme représentieren die Uberschneidung von induzierten (c) und reprimierten (d) Genen bei Uberflutung. DEGs
wurden anhand folgender Kriterien ausgewdhlt: log,FC > 1 bzw. log,FC < -1 und Pgq;< 0,05.
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Um gewebespezifische und gewebeunspezifische molekulare Mediatoren bei Uberflutung
identifizieren zu kénnen, wurden sdmtliche Gene gruppiert, die bei Uberflutung in mindestens einem
der beiden Gewebe zu einem Zeitpunkt héchst signifikant differenziell exprimiert wurden (Paqi< 0,001;
Abb. 13). Die resultierenden 6 Gencluster von dhnlich regulierten Genen wurden anschlieRend einer

GO-Analyse unterzogen (Tab. 8, Anhang Daten A3).
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Abb. 13 Genclustering zeigt die gewebespezifischen und gewebeunspezifischen Reaktionen auf Uberflutung. Geigenplots
visualisieren das fuzzy K-means-Clustering von dhnlich regulierten Transkripten. Die x-Achse zeigt die verschiedenen Proben
und die y-Achse die skalierten und normalisierten CPM (counts per million)-Werte von hdchst signifikanten (Paqj< 0,001)
differenziell exprimierten Genen. Die Cluster 3 und 4 reprasentieren die gewebeunspezifisch regulierten Transkripte und
Cluster 1, 2, 5 und 6 die gewebespezifisch regulierten Transkripte. Die Breite jeder Geige entspricht der Anzahl von
Transkripten bei diesem Expressionslevel; K= Kontrolle, U= Uberflutung.
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Tab. 8 Gene Ontology (GO)-Analyse der gewebespezifischen und gewebeunspezifischen Gencluster. Dargestellt ist das
Ergebnis der GO-Analyse der in Abb. 13. dargestellten Gencluster. Gezeigt sind nur ausgewahlte Beispiele der am starksten
angereicherten (basierend auf dem P-Wert) GO-Kategorien fir biologischer Prozess, molekulare Funktion und Zellkomparti-

ment. Eine vollstandige Ubersicht ist im Anhang (Daten A3) zu finden.

Cluster Biologischer Prozess Molekulare Funktion Zellkompartiment

1 defense response, circadian chloroplast
rhythm, photosynthesis

2 amino acid homeostasis, peroxidase activity, efflux casparian strip, plasma
glucuronoxylan metabolic transmembrane transporter activity, membrane, lytic vacuole,
process, xylan biosynthetic water channel activity extracellular region
process

3 response to wounding, hydrolase activity, plasma membrane,
response to brassinosteroid,  protein heterodimerization activity, extracellular region,
response to auxin dehydrogenase activity cytoplasmic microtubule

4 biosynthetic process, hydrolase, carbohydrate phosphatase plasma membrane,
metabolic process and phosphoenolpyruvate carboxylase  extracellular region,

activity cytoplasmic microtubule

5 response to light, chlorophyll binding, ribulose- chloroplast
photosynthesis, bisphosphate carboxylase activity
rRNA processing

6 translation, DNA replication,  structural constituent of ribosome, ribosome, nucleolus,

gene silencing,

cell proliferation

translation elongation factor activity,

histone binding

cell wall

Die 1809 Transkripte von Cluster 3, die in beiden Geweben stark induziert wurden, umfassten O;- und
Kohlenhydratmangel-assoziierte Gene, beispielsweise die N. officinale homologen Gene fiir

BRANCHED-CHAIN AMINO ACID TRANSAMINASE 2 (BCAT-2, AT1G10070), MYO-INOSITOL
OXYGENASE 2
AT5G65690),

Transkriptionsfaktoren (AT1G68320, AT2G43140) und Defensine (AT3G63360, AT5G33355). Die GO-

(MIOX2, AT2G19800), PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE 2 (PEPCK,

PYRUVATE ORTHOPHOSPHATE DIKINASE (PPDK, AT4G15530), aber auch
Analyse dieser stark induzierten Gene ergab eine Anreicherung der GO-Kategorien ,response to

wounding”, ,response to brassinosteroid” und ,response to auxin“ (Tab. 8).

Unter den 1351 Genen in Cluster 4, die in beiden Geweben stark reprimiert wurden, befanden sich
metabolische Gene wie PHOSPHATE STARVATION-INDUCED GENE 2 (PS2, AT1G73010), GLYCEROL-3-
PHOSPHATE SN-2-ACYLTRANSFERASE 2 (GPAT2, AT1G02390), ISOPROPYLMALATE DEHYDROGENASE 1
(IMD1, AT5G14200), ISOPROPYLMALATE ISOMARASE 1, 2 (IPMI1/2; AT3G58990, AT2G43100) und
BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 4 (BCAT-4, AT3G19710). Die starke GO-Anreicherung von
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Biosynthese- und Stoffwechselprozessen in Cluster 4 (Tab. 8) unterstiitzt die Bedeutung der

Herunterregulierung energieaufwendiger Prozesse in beiden Geweben wihrend der Uberflutung.

Interessanterweise wurde kein Gencluster identifiziert, das Gene enthielt, welche in einem Gewebe
hochreguliert und in dem anderen Gewebe herunterreguliert waren. Tatsachlich wurden nur die Gene
ATP-BINDING CASSETTE B14 (ABCB14, AT1G28010) und NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily
protein (AT5G02540) eindeutig in den Petiolen induziert und in den Stangeln reprimiert, wahrend kein
eindeutiges Stangel-spezifisches Gen gefunden wurde. Dennoch wurden gewebespezifische
Unterschiede im Expressionsniveau bei Uberflutung identifiziert. Cluster 1 reprasentiert 748 Gene mit
einer hoheren Gesamtexpression und Induktion in den Petiolen. Diese Gene enthielten Homologe fir
HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTOR A4A (HSFA4A, AT4G18880) und protein kinase superfamily
proteins (AT1G56720, AT1G03740, AT1G74330). Unter den liberreprasentierten GO-Kategorien
befanden sich Abwehrreaktions- und Photosynthesevorgdange (Tab. 8). Gene mit einer hdheren
Expression und Induktion in den Stangeln wurden dem Cluster 2 (423 Gene) zugeordnet und mit den
GO-Kategorien ,amino acid homeostasis”, ,glucuronoxylan metabolic process” und ,xylan
biosynthetic process” (Tab. 8) in Verbindung gebracht, was auf eine strukturelle Umlagerung der
Zellwand wahrend der Elongation hindeutet. Gene, die firr zellwandlockernde Enzyme wie EXPs, XTHs
und PMEs codieren, wurden nach 1 d und 2 d Uberflutung jedoch in beiden Geweben auf dhnliche

Weise exprimiert (Abb. 14).

Cluster 5 (518 Gene) reprasentiert Gene mit einem niedrigeren Expressionsniveau in den Stangeln im
Vergleich zu den Petiolen. Die entsprechenden GO-Kategorien umfassten ,response to light”,
»photosynthesis” und ,rRNA processing” (Tab. 8). Gene mit einer starkeren Herunterregulierung in
Petiolen wurden Cluster 6 (1643 Gene) zugeordnet. Zu diesen Genen gehorten z. B. CELL DIVISION
CONTROL 6 (CDC6, AT2G29680) und WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 4 (WOX4, AT1G46480). Die GO-
Anreicherungsanalyse von Cluster 6 ergab eine Reihe von Prozessen, die an der Translation, DNA-
Replikation und Zellproliferation beteiligt sind (Tab. 8). Tatsdchlich wurden Gene, die mit dem
Zellzyklus (Abb. 15) und der DNA-Replikation (Abb. 16) assoziiert sind, in den Petiolen bedeutend
starker reprimiert als in den Stdngeln. Darliber hinaus wurde KIP-RELATED PROTEIN 1 (ICK1,
AT2G23430), ein Zellzyklusinhibitor (Wang et al., 2000), nach 2 d Uberflutung signifikant in den
Petiolen induziert (Abb. 15), was einen Stillstand des Zellzyklus wahrend der Uberflutung zur Folge

haben konnte.
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(a)
Petiole Stingel
1d 2d|1d 2d

(c)

X X X X X X X X

(b)

Petiole Stingel

Nasturtium-ID AGI Annotation 1d 2d|1d 2d Nasturtium-ID AGI Annotation
GEMC01037119.1 AT1G69530 EXPA1 GEMC01030958.1 AT2G06850 XTH4
GEMCO01037120.1 AT1G69530 EXPA1 GEMCO01011985.1 AT5G65730 XTH6
GEMC01032892.1 AT2G37640 EXP3 GEMCO01011986.1 AT5G65730 XTH6
GEMC01032893.1 AT2G37640  EXP3 GEMC01014965.1 AT4G37800 XTH7
GEMCO01037121.1 AT2G39700 EXPA4 GEMC01036801.1 AT4G03210 XTH9
GEMC01037587.1 AT3G29030 EXPAS5 GEMC01013987.1 AT2G14620 XTH10
GEMC01037588.1 AT3G29030 EXPAS5 GEMC01019967.1 AT3G48580 XTH11
GEMC01037589.1 AT3G29030 EXPAS5 GEMC01008268.1 AT4G14130 XTH15
GEMCO01009110.1 AT2G28950 EXPA6 GEMCO01008269.1 AT4G14130 XTH15
GEMCO01026937.1 AT2G28950 EXPA6 GEMCO01048492.1 AT3G23730 XTH16
GEMCO01032900.1 AT2G40610 EXPAS8 GEMCO01048496.1 AT1G65310 XTH17
GEMCO01032901.1 AT2G40610 EXPA8 GEMCO01048490.1 AT4G30280 XTH18
GEMCO01032435.1 AT5G02260 EXPA9 GEMC01048494.1 AT4G30280 XTH18
GEMC01020916.1 AT1G26770 EXPA10 GEMC01048491.1 AT4G30290 XTH19
GEMC01020917.1 AT1G26770 EXPA10 GEMC01048497.1 AT4G30290 XTH19
GEMCO01020919.1 AT1G26770 EXPA10 GEMC01017904.1 AT5G57560 TCH4
GEMCO01035201.1 AT1G20190 EXPA11 GEMC01017905.1 AT5G57560 TCH4
GEMCO01034556.1 AT3G15370 EXPA12 GEMC01013565.1 AT4G25810 XTR6
GEMCO01079860.1 AT3G15370 EXPA12 GEMC01042312.1 AT4G30270 XTH24
GEMCO01037222.1 AT3G03220 EXPA13 GEMC01042314.1 AT4G30270 XTH24
GEMCO01058003.1 AT5G56320 EXPA14 GEMCO01047147.1 AT2G01850 EXGT-A3
GEMCO01038922.1 AT2G03090 EXPA15 GEMC01043709.1 AT1G14720 XTH28
GEMCO01079980.1 AT2G03090 EXPA15 GEMC01033825.1 AT1G32170 XTH30
GEMCO01009420.1 AT4G38210 EXPA20 GEMC01073516.1 AT1G32170 XTH30
GEMCO01018354.1 AT4G38210 EXPA20 GEMC01038946.1 AT3G44990 XTH31
GEMCO01024915.1 AT4G38210 EXPA20 GEMC01033880.1 AT2G36870 XTH32
GEMCO01046018.1 AT2G20750 EXPB1 GEMC01033882.1 AT2G36870  XTH32
GEMC01074049.1 AT2G20750 EXPB1 GEMCO01033881.1 AT2G36870  XTH32
GEMCO01046017.1 AT4G28250 EXPB3 GEMC01033883.1 AT2G36870 XTH32
GEMC01034615.1 AT3G45970  EXLA1 GEMCO01001112.1 _AT1G10550  XTH33
GEMC01034616.1 AT3G45970 EXLA1
GEMC01034617.1 AT3G45970 EXLA1
GEMC01071493.1 AT3G45970 EXLA1
GEMC01040076.1 AT4G17030 EXLB1 _n 3 log,FC
GEMCO01071739.1 AT4G17030 EXLB1

Nasturtium-ID AGI Annotation
GEMC01044814.1 AT1G53830 PME?2
GEMC01044813.1 AT3G14310 PME3
GEMCO01051350.1 AT5G47500 PME5
GEMC01022684.1 AT2G26440 PME12
GEMC01079103.1 AT2G26440 PME12

AT2G45220 PME17

GEMC01032904.1 AT3G29090 PME31
GEMC01051479.1 AT3G49220 PME34
GEMC01048741.1 AT4G33220 PME44
GEMC01048742.1 AT4G33220 PME44
GEMCO01074892.1 AT4G33220 PME44

| B | GEMC01037686.1 AT3G59010 PME61

GEMC01050465.1 AT1G11580 PMEPCRA

| | GEMC01037685.1 AT2G43050 ATPMEPCRD

GEMCO01051482.1 AT5G53370 PMEPCRF
GEMCO01019636.1 AT1G02810 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMCO01019637.1 AT1G02810 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMC01003862.1 AT3G05620 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMCO01007840.1 AT3G05620 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMCO01077599.1 AT3G05620 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMC01051160.1 AT3G10720 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMCO01052644.1 AT5G64640 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
GEMCO01016557.1 AT3G43270 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily

| | GEMC01007079.1 AT3G47400 Plantinvertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily

GEMCO01029803.1 AT5G19730 Pectin lyase-like superfamily protein

GEMC01075099.1 AT1G05310 Pectin lyase-like superfamily protein

Abb. 14 Expressionsmuster von zellwandmodifizierenden Genen in Petiolen und Stingeln bei Uberflutung. Heatmaps

zeigen den log,FC von (a) Expansinen (EXPs), (b) Xyloglucan-Endotransglucosylase/Hydrolasen (XTHs) und (c) Pektinmethyl-

esterasen (PMEs) in Petiolen und Stingeln von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb représentiert induzierte und

Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit

einem P> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Sampedro & Cosgrove (2005) fir (a), aus

Yokoyama & Nishitani (2001) fiir (b) und aus Pelloux et al. (2007) fir (c) entnommen.
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Petiole Stidngel
1d 2d|1d 2d

X X X X X X X X X X X X XX X X X X X X X X X X

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

x

X X X X X X X X X

Nasturtium-ID AGI Annotation
GEMCO01070221.1  AT3G54180 CDKB1;1
GEMCO01032096.1 AT2G38620 CDKB1,2
GEMC01036071.1  AT1G76540 CDKB2;1
GEMCO01036070.1 AT1G20930 CDKB2;2
GEMCO01036073.1  AT1G20930 CDKB2;2
GEMCO01029702.1 AT1G66750 CAK4
GEMCO01040689.1 AT1G18040 CDKD1;3
GEMCO01041601.1  AT1G44110 CYCA1;1
GEMC01013930.1 AT5G11300 CYC3B
GEMCO01052019.1  AT1G15570 CYCA2;3
GEMC01052020.1 AT1G15570 CYCA2;3
GEMC01013497.1  AT1G80370 CYCA2;4
GEMC01023998.1  AT1G80370 CYCA2;4
GEMC01027159.1  AT5G43080 CYCA3;1
GEMCO01027160.1  AT5G43080 CYCA3;1
GEMCO01027161.1  AT5G43080 CYCA3;1
GEMCO01027493.1  AT1G47210 CYCA3;2
GEMC01016543.1  AT1G47230 CYCA3;4
GEMCO01030145.1  AT4G37490 CYCB1;1
GEMCO01049723.1  AT5G06150 CYC1BAT
GEMCO01014174.1  AT3G11520 CYCB1,;3
GEMCO01032347.1  AT3G11520 CYCB1,3
GEMC01032348.1 AT3G11520 CYCB1,;3
GEMC01032349.1 AT3G11520 CYCB1,3
GEMC01013132.1 AT2G26760 CYCB1;4
GEMC01004109.1  AT2G17620 CYCB2;1
GEMCO01071487.1  AT2G17620 CYCB2;1
GEMCO01035926.1 AT4G35620 CYCB2;2
GEMCO01035927.1  AT4G35620 CYCB2;2
GEMCO01006684.1  AT1G20610 CYCB2;3
GEMC01044336.1 AT1G76310 CYCB2;4
GEMCO01071919.1  AT1G76310 CYCB2;4
GEMCO01004815.1  AT1G16330 CYCB3;1
GEMC01015495.1  AT1G16330 CYCB3;1
GEMCO01078240.1 AT1G16330 CYCB3;1
GEMCO01051664.1  AT1G70210 CYCD1;1
GEMCO01050551.1  AT2G22490 CYCD2;1
GEMCO01047256.1 AT4G34160 CYCD3;1
GEMCO01047262.1 AT4G34160 CYCD3;1
GEMCO01060567.1  AT5G67260 CYCD3;2
GEMCO01060570.1 AT5G67260 CYCD3;2
GEMC01014852.1  AT3G50070 CYCD3;3
GEMCO01060568.1 AT3G50070 CYCD3;3
GEMCO01017392.1  AT5G65420 CYCD4;1
GEMC01017393.1  AT5G65420 CYCD4;1
GEMCO01071322.1  AT5G10440 CYCD4,2
GEMCO01002725.1  AT4G03270 CYCD6;1
GEMCO01032041.1  AT4G03270 CYCD6;1
GEMCO01018626.1 AT5G27620 CYCH;1
GEMCO01022117.1  AT2G27960 CKS1
GEMC01019130.1  AT2G27970 CKS2
GEMCO01019131.1  AT2G27970 CKS2
GEMC01055984.1  AT3G48160 DEL1
GEMCO01055985.1 AT3G48160 DEL1
GEMCO01045337.1  AT5G02470 DPA
GEMCO01045338.1  AT5G02470 DPA
GEMCO01045339.1  AT5G02470 DPA
GEMCO01040061.1  AT2G36010 E2F3
GEMCO01020751.1  AT2G23430 ICK1
GEMC01023836.1  AT3G50630 KRP2
GEMCO01023837.1  AT3G50630 KRP2
GEMC01028897.1  AT5G48820 ICK6
GEMCO01039574.1  AT2G32710 KRP4
GEMC01011494.1  AT3G19150 KRP6
GEMCO01011495.1  AT3G19150 KRP6
GEMCO01067533.1  AT3G12280 RBR1
GEMC01025078.1 AT1G02970 WEE1

SR 3 log:FC

Abb. 15 Expressionsmuster von Zellzyklus-assoziierten Genen in Petiolen und Stingeln bei Uberflutung. Heatmap zeigt den
log,FC in Petiolen und Stingeln von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb reprisentiert induzierte und Cyan
reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem

Paqi> 0,05 sind durch ein ,,x“ gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Vandepoele et al. (2002) entnommen.
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Petiole Stingel

1d 2d|1d 2d Nasturtium-ID AGI Annotation
X GEMC01057316.1 AT4G12620 ORC1B “ 3 log.FC
X GEMC01057318.1 AT4G12620 ORC1B
X GEMC01013979.1 AT2G37560 ORC2
X GEMC01013981.1 AT2G37560 ORC2
x GEMC01013982.1 AT2G37560 ORC2
X GEMC01057500.1 AT5G16690 ORC3
X GEMC01057503.1 AT5G16690 ORC3
X GEMCO01009186.1 AT4G29910 ORCS5
X GEMCO01037366.1 AT1G26840 ORC6
X GEMC01054888.1 AT1G79150 NOC3
X GEMCO01008414.1 AT1G44900 MCM2
X GEMC01058181.1 AT5G46280 MCM3
X GEMCO01049501.1 AT2G16440 MCM4
X GEMCO01074753.1 AT2G16440 MCM4
X GEMC01008922.1 AT2G07690 MCM5
X GEMCO01060249.1 AT5G44635 MCM6
X GEMC01013828.1 AT4G02060 PRL
X GEMCO01048554.1 AT4G02060 PRL
GEMCO01051291.1 AT2G29680 cDC6
GEMC01042350.1 AT2G31270 CDTI1A
GEMCO01004473.1 AT3G54710 CDT1B
GEMC01012103.1 AT3G25100 cDCc45
GEMCO01014944.1 AT3G25100 CcDC45
GEMCO01070166.1 AT3G25100 cDC45
GEMC01025020.1 AT3G09660 MCM8
GEMCO01071751.1 AT3G09660 MCM8
GEMC01079289.1 AT3G09660 MCM8
GEMC01015836.1 AT2G14050 MCM9
GEMCO01077879.1 AT2G14050 MCM9
GEMCO01043761.1 AT2G20980 MCM10
GEMCO01062618.1 AT1G77320 MEI

GEMCO01000334.1 AT4G02110 transcription coactivator
GEMCO01000335.1 AT4G02110 transcription coactivator
GEMCO01004685.1 AT4G02110 transcription coactivator
GEMCO01004686.1 AT4G02110 transcription coactivator
GEMCO01011798.1 AT4G02110 transcription coactivator

X X X X X X X X X X X X X X X XX X X X X X X X X X X X X

GEMC01005225.1 AT1G80190 PSF1
GEMC01035925.1 AT3G12530 PSF2
GEMC01080306.1 AT5G49010 SLD5
GEMC01068182.1 AT5G67100 IcU2
GEMC01068186.1 AT5G67100 IcU2
GEMC01003788.1 AT1G67630 POLA2
GEMC01031432.1 AT1G67320 EMB2813
GEMC01041530.1 AT5G41880 POLA3
GEMC01037549.1 AT2G42120 POLD2
GEMC01037551.1 AT2G42120 POLD2
GEMC01041743.1 AT1G78650 POLD3
GEMC01073081.1 AT1G78650 POLD3
GEMC01017289.1 AT1G07370 PCNA1
X GEMCO01017288.1 AT2G29570 PCNA2
X GEMC01064727.1 AT5G22010 RFC1
X GEMC01036913.1 AT1G63160 RFC2
X GEMC01038650.1 AT1G21690 EMB1968
X GEMC01048439.1 AT5G08020 RPA70B
X GEMC01048438.1 AT5G61000 RPA70D
X GEMCO01027702.1 AT2G24490 RPA2
X GEMC01029190.1 AT3G02920 RPA32B
X GEMC01029192.1 AT3G02920 RPA32B
X GEMC01020314.1 AT3G52630 RPA3A
X GEMC01020315.1 AT3G52630 RPA3A
GEMC01020316.1 AT3G52630 RPA3A
GEMC01037452.1 AT5G26680 FEN1
GEMC01032728.1 AT5G53070 Rnase H1
GEMC01032729.1 AT5G53070 Rnase H1
GEMC01032730.1 AT5G53070 Rnase H1
GEMCO01042050.1 AT2G25100 Polynucleotidyl transferase
GEMC01048789.1  AT1G08130 LIG1

Abb. 16 Expressionsmuster von DNA-Replikation-assoziierten Genen in Petiolen und Stingeln bei Uberflutung. Heatmap
zeigt den log,FC in Petiolen und Sténgeln von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb reprasentiert induzierte und
Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit
einem P,q> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Shultz et al. (2007) entnommen.
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3.3.3 Identifizierung von Referenzgenen zur Transkriptnormalisierung
Da die Transkriptomanalyse nur den Zustand nach 1 d und 2 d widerspiegelt, sollte die Expression
einiger Gene in einer zeitabhdngigen Expressionsanalyse mittels qRT-PCR untersucht werden. Bisher
wurde die Genexpression von N. officinale in Reaktion auf Uberflutung noch nicht mittels gRT-PCR
getestet, weshalb noch keine geeigneten Referenzgene fiir Uberflutungsexperimente bekannt sind. In
der Vergangenheit wurden fir A. thaliana haufig EF-1a (elongation factor-1c), Aktin- oder Tubulin-
Gene als Referenzgene verwendet, deren Expression aber haufig als instabil gilt (Czechowski et al.,
2005). Aufgrund dessen war es notwendig, zunachst geeignete Referenzgene mit einer stabilen
Genexpression zu identifizieren, um eine relative Quantifizierung der Gene von Interesse ermoglichen
zu kénnen. Basierend auf der Studie von Czechowski et al. (2005) und einem log,FC zwischen -1 und 1
(entspricht weder Induktion noch Repression in Reaktion auf Uberflutung) wurden einige potenzielle
Referenzgene ausgewdhlt (Tab. A8). In einer gRT-PCR wurde deren Expressionsstabilitdt in
Abhéangigkeit von Zeit (0,5 h, 3 h, 6 h und 8 h) und Behandlung (Kontrolle, Uberflutung) in zwei

unabhangigen Experimenten getestet (Abb. 17, Tab. 9).

Tab. 9 Vergleich der getesteten Referenzgene in Petiolen und Stingeln von N. officinale. Dargestellt sind die Cr (cycle
threshold, Schwellenwertzyklus)-Mittelwerte + Standardabweichung aus Proben unterschiedlicher Zeitpunkte unter Kontroll-
und Uberflutungsbedingungen aus zwei Replikaten (n= 16). ,-“: nicht getestet.

Nasturtium Gene C;-Wert Petiole Cr-Wert Stangel

NoCBP20 24,90+ 0,64 24,61+0,22
NoCYP57 26,48+ 0,63 -
NoPP2AA3 - 25,06 +1,03
NoRPL13e 25,83+£0,76 25,38+£0,30
NoTIP41 29,42 £ 0,60 28,37+0,36
NoUPF0041 23,38+0,68 -

Fiir Stangelproben wurden die homologen Gene zu CBP20 (CAP-BINDING PROTEIN 20, AT5G44200),
PP2AA3 (PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT A3, AT1G13320), RPL13e (Ribosomal protein L13e family
protein, AT5G23900) und TIP41 (TAP42 INTERACTING PROTEIN OF 41 KDA, AT4G34270) ausgewahlt
(Abb. 17a, Tab. 9). Bis auf NoPP2AA3 zeigten alle getesteten Gene eine stabile Expression in allen
getesteten Zeitpunkten und Behandlungen. Da NoTIP41 einen sehr hohen Ct (cycle threshold,
Schwellenwertzyklus)-Wert (28,37 = 0,36) aufwies und somit die geringste Expressionsstarke der
getesteten Referenzgene hatte, wurden stattdessen NoCBP20 und NoRPL13e als Referenzgene fir

Stangelproben ausgewahilt.

Fiir Petiolen wurden die homologen Gene zu CBP20, CYP57 (CYCLOPHILIN 57, AT4G33060), RPL13e,

TIP41 und UPF0041 (Uncharacterized protein family, AT4G22310) getestet (Abb. 17b). Im Vergleich zur
50



Ergebnisse

Expression in den Stangeln war die Expression in den getesteten Referenzgenen weniger stabil, denn
die Cr-Werte hatten eine hohere Standardabweichung als in den Stéangeln (Abb. 17b, Tab. 9). Der hohe
Cr-Wert von NoTIP41 konnte auch in den Petiolen bestatigt werden. Auf Basis der log,FC-Werte (Tab.
A8) und der Cr-Werte (Tab. 9) wurden letztendlich NoCYP57 und NoUPF0041 als Referenzgene fir

Petiolen ausgewahilt.
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Abb. 17 Analyse der Expressionsstabilitit von potenziellen Referenzgenen in Stingeln und Petiolen. Zeitabhangige
Expressionsanalyse von Referenzgenen unter Kontroll- und Uberflutungsbedingungen in Stingeln (a) und Petiolen (b). Pro
Zeitpunkt wurden Stéangel und Petiolen von funf Pflanzen vereint und der Cr (cycle threshold, Schwellenwertzyklus)-Wert
mittels qRT-PCR bestimmt. Dargestellt sind die Cr-Werte aus zwei biologischen Replikaten (Rep).
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3.3.4 Uberflutungsinduziertes Stingelwachstum setzt ABA-Abbau voraus
Bei Reis und Rumex hangen Wachstumsforderung und -unterdriickung hauptsachlich mit der
hormonellen Triade aus Ethylen, ABA und GA zusammen (Sasidharan & Voesenek, 2015). Uberra-
schenderweise befanden sich unter den am starksten angereicherten GO-Kategorien der Gencluster
keine GO-Kategorien, die mit Ethylen, ABA oder GA assoziiert werden konnten. Dennoch wird im
weiteren Verlauf die Rolle dieser Phytohormone bei den gegensatzlichen Wachstumsreaktionen bei
N. officinale untersucht. Die Ab- oder Anwesenheit von ABA ist der Schliisselschalter, der letztendlich
die Wachstumsforderung bei Ru. palustris oder die Wachstumsunterdriickung bei Ru. acetosa be-
stimmt (Benschop et al., 2005). Um herauszufinden, ob dies auch bei N. officinale der Fall ist, wurde
das Expressionsniveau von ABA-Biosynthese- und Abbaugenen in Petiolen und Stingeln bei Uber-
flutung betrachtet. Die Expression der homologen Biosynthesegene NCED3 (AT3G14440), AAO1
(AT5G20960) und AAO3 (AT2G27150) sowie die Abbauenzyme ABA 8'-Hydroxylasen CYP707A1-A3
(AT4G19230, AT2G29090, AT5G45340) deuten auf eine Herunterregulierung der ABA-Biosynthese und
auf eine Induktion von ABA-Abbauprozessen als Reaktion auf Uberflutung hin (Abb. 18). Dieser Effekt
war in beiden Geweben nach 1d und 2 d vorhanden, was eine Abnahme des ABA-Gehalts bei Uber-

flutung vermuten lasst.

Petiole Stidngel
1d 2d|(1d 2d| Nasturtium-ID AGI Annotation
Ml GEMC01062899.1 AT5G67030 ABAT/ZEP1 n 3 log.FC
| GEMC01055647.1 AT3G14440  NCED3
Wl GEMC01036800.1 AT1G52340 ABA2/SDR1
| GEMCO01045606.1 AT5G20960 AAOT
| GEMC01019484.1 AT2G27150 AAO3
| GEMC01027761.1 AT1G16540 ABA3
bl GEMC01052952.1 AT4G19230 CYP707A1
| GEMC01052954.1 AT4G19230 CYP707A1
0| GEMC01029889.1 AT2G29090 CYP707A2
| BB |GEMC01029890.1 AT2G29090 CYP707A2
| GEMC01029891.1 AT2G29090 CYP707A2
| GEMC01029893.1 AT2G29090 CYP707A2
X M GEMC01052951.1 AT5G45340 CYP707A3
| B GEMCO01071579.1 AT3G19270  CYP707A4
Ml [ 0|GEMC01073822.1 AT3G19270 CYP707A4
I B GEMC01015681.1 AT3G19270  CYP707A4

Abb. 18 Expression von ABA-Biosynthese- und Abbaugenen bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC in Petiolen und
Stangeln von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb représentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz
entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P,g> 0,05 sind durch ein ,x“
gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Finkelstein (2013) entnommen. Der Biosynthese- und Abbauweg ist in Abb. 2
dargestellt.

Um den Zeitpunkt der Induktion des ABA-Abbaus ndher eingrenzen zu kénnen, wurde das Expressions-
level des Biosynthesegens NoNCED3 und der Abbaugene NoCYP707A1 (AT4G19230) und NoCYP707A2
(AT2G29090) zeitabhangig untersucht (Abb. 19a). In den Petiolen war die Expression von NoNCED3
nach 3 h Uberflutung signifikant verringert, wihrend die Expression in den Stingeln leicht, aber nicht

signifikant herunterreguliert war. Darliber hinaus kam es in beiden Geweben zu einer zeitabhangigen
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Induktion der ABA-Abbaugene, wobei das hochste Expressionsniveau von NoCYP707A1 nach 8 hiin den
Stangeln und nach 24 h in den Petiolen auftrat. Die maximale Expressionsstarke von NoCYP707A2
wurde in den Stangeln unmittelbar vor der Nachtperiode (6 h) und in den Petiolen nach 24 h und 48 h
erreicht. Interessanterweise nahm der ABA-Gehalt bereits nach 1,5 h Uberflutung in beiden Geweben

signifikant ab und blieb im weiteren Verlauf des Experiments niedrig (Abb. 19b).
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Abb. 19 Uberflutungsinduziertes Stingelwachstum erfordert ABA-Abbau. (a) Zeitabhingige Expressionsanalyse von ABA-
Biosynthese- (NoNCED3) und Abbaugenen (NoCYP707A1, NoCYP707A2). Pro Zeitpunkt wurden Stangel und Petiolen von funf
Pflanzen vereint. Das mRNA-Level wurde mittels qRT-PCR gemessen und zu NoCBP20 und NoRPL13e fiir Stangel und zu
NoCYP57 und NoUPF0041 fuir Petiolen normalisiert. Graue Bereiche kennzeichnen die Nachtperiode, x-Achse ist nicht skaliert.
Dargestellt ist der Mittelwert + SEM aus vier biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Uber-
flutung sind mit * gekennzeichnet: *, P<0,05; **, P < 0,01; ***, P <0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Sidak Test). (b) ABA-Gehalt
nimmt in Reaktion auf Uberflutung ab. ABA-Quantifizierung in Kontroll- und Uberflutungspflanzen (Daten wurden durch Pulu
Sun und Robert Schuurink erhoben). Pro Zeitpunkt wurden Stangel und Petiolen von 20 Pflanzen vereint. Dargestellt ist der
Mittelwert = SEM aus drei biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante Unterschiede
mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test). Dabei zeigen Kleinbuchstaben die Signifikanz der Stangelproben
und GroRbuchstaben die Signifikanz der Petiolenproben an. (c) ABA inhibiert das tUberflutungsinduzierte Stangelwachstum.
Pflanzen wurden in unterschiedlichen ABA-Konzentrationen und 0,01 % (v/v) Ethanol iberflutet. (d) Chemische Inhibierung
des ABA-Abbaus inhibiert teilweise das Stangelwachstum. Pflanzen wurden entweder mit 50 uM oder 100 uM Abscinazole-
E3M (Abz-E3M) oder mock-Lésung (0,1 % (v/v) DMSO) vorbehandelt. (c)+(d) Die Linge des Stangels und der Petiole des
jungsten Blattes wurde vor und nach 24 h Behandlung gemessen. Das Wachstum [mm] entspricht der Differenz. Dargestellt
ist der Mittelwert + SEM aus drei biologischen Replikaten (n= 30). Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante
Unterschiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test). (d) Daten wurden durch Malte Bartylla erhoben.

53



Ergebnisse

Um die Rolle von ABA bei den beobachteten Wachstumsreaktionen weiter zu charakterisieren, wurden
die Pflanzen in steigender ABA-Konzentration Uberflutet (Abb. 19c). Dies flihrte zu einer dosisab-
hangigen Unterdriickung des Stangelwachstums. Pflanzen, die in 10 uM ABA (berflutet wurden,
zeigten dhnliche Wachstumsreaktionen wie Kontrollpflanzen. Somit konnte gezeigt werden, dass ABA
das Stangelwachstum hemmt. Im Gegensatz zu der starken Wirkung, die in den Stangeln beobachtet
wurde, wurde die Unterdriickung des Wachstums in den Petiolen nicht durch exogenes ABA beein-
flusst. Um zu testen, ob das tUberflutungsinduzierte Stangelwachstum ABA-Abbau voraussetzt, wurden
die Pflanzen mit Abz-E3M, einem selektiven Inhibitor der CYP707As (Takeuchi et al., 2016), behandelt.
Wie erwartet wurde das Stangelwachstum bei Abz-E3M-behandelten Pflanzen gehemmt. Allerdings
konnte das Stangelwachstum nicht auf das Niveau von Kontrollpflanzen herabgesetzt werden (Abb.
19d). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ein durch Uberflutung induzierter ABA-Abbau

das Stangelwachstum stimuliert, die Reaktion der Petiole jedoch nicht beeinflusst.

Es stellte sich nun die Frage, ob der beobachtete ABA-Abbau durch Ethylen reguliert wird, weshalb die
Pflanzen mit der Ethylenvorstufe ACC behandelt wurden. Die Wirkung von ACC wurde durch die
Expression von NoARL (AT2G44080), einem ethylenresponsiven Gen in A. thaliana (Rai et al., 2015),
Uberprift. Die Behandlung mit ACC fiihrte weder zu einer signifikanten Herunterregulierung von
NoNCED3 noch zu einer Induktion der ABA 8‘-Hydroxylase-Expression (Abb. 20), was darauf hindeutet,

dass der tberflutungsinduzierte ABA-Abbau wahrscheinlich nicht durch Ethylen hervorgerufen wird.

S 6000 NoARL 3007 NnoNCED3 60 NocYP707A1 120{NoCYP707A2 ‘O mock
| Sténgel Stangel Sténgel Sténgel
<z: 40001 @ 40-% -@ ACC
°E‘ 20004 100 iii:;;?/..--— e 20 ‘“\ﬁiﬁ?-»» §%
- O e
2 O T T T T T 0 T T T — 0- T T T T T 0- T T T T T
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Abb. 20 ACC-Behandlung hat keinen Einfluss auf die Genexpression von NoNCED3, NoCYP707A1 und NoCYP707A2. Die
Pflanzen wurden mit mock-Lsung (0,1 % (v/v) Ethanol) oder mit 100 uM ACC bespriiht. Pro Zeitpunkt wurden Stangel und
Petiolen von funf Pflanzen vereint. Das MRNA-Level wurde mittels qRT-PCR gemessen und zu NoCBP20 und NoRPL13e fur
Stangel und zu NoCYP57 und NoUPF0041 fur Petiolen normalisiert. NoARL (AT2G44080) wurde als Positivkontrolle fiir die
ACC-Behandlung verwendet (Rai et al., 2015). Graue Bereiche kennzeichnen die Nachtperiode, x-Achse ist nicht skaliert. Dar-
gestellt ist der Mittelwert + SEM aus drei biologischen Replikaten (Daten wurden durch Malte Bartylla erhoben). Signifikante
Unterschiede zwischen mock- und ACC-Behandlung sind mit **, P < 0,01 bzw. ***, P < 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Sidak
Test) gekennzeichnet.
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3.3.5 Ethylen beeinflusst die Unterwasser-Wachstumsreaktionen nur geringfiigig
Da der ABA-Abbau in N. officinale wahrscheinlich nicht durch Ethylen induziert wird, sollte herausge-
funden werden, ob Ethylen die Unterwasser-Wachstumsreaktionen (berhaupt beeinflusst. Eine
Expressionsanalyse von homologen Transkripten, die fir die Ethylenbiosyntheseenzyme ACS
(AT2G22810, AT4G26200, AT4G08040, AT5G51690) und ACO (AT2G19590, AT1G62380, AT1G77330)
codieren, zeigte eine erhdhte Expression in beiden Geweben nach 1 d und 2 d Uberflutung (Abb. 21),

was auf eine verstarkte Ethylenbiosynthese hindeutet.

Petiole Stingel

1d 2d|1d 2d| Nasturtium-ID AGI Annotation

GEMC01001547.1 AT2G22810 ACS4 n 3 log,FC
GEMC01002967.1 AT2G22810 ACS4
GEMC01078903.1 AT2G22810 ACS4
GEMC01045853.1 AT4G11280 ACS6
GEMC01009621.1 AT4G26200 ACS7
GEMC01023752.1 AT4G26200 ACS7
GEMC01023753.1 AT4G26200 ACS7
GEMC01023754.1 AT4G26200 ACS7
GEMC01055461.1 AT1G62960  ACS10
GEMC01040347.1 AT4G08040  ACS11
GEMCO01040348.1 AT4G08040  ACS11
GEMC01042277.1 AT5G51690  ACS12
GEMC01042279.1 AT5G51690  ACS12
GEMC01034197.1 AT2G19590 ACO1
GEMC01043826.1 AT1G62380 ACO2
GEMC01043828.1 AT1G62380 ACO2
GEMC01009145.1 AT1G05010 ACO4
GEMC01072198.1 AT1G05010 ACO4
GEMC01031664.1 AT1G77330 ACO5

Abb. 21 Expression von Ethylen-Biosynthesegenen bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC in Petiolen und Sténgeln von
N. officinale nach 1d und 2 d Uberflutung. Gelb reprisentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht
Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem Pgg> 0,05 sind durch ein ,x“
gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Schaller & Kieber (2002) entnommen. Der Biosyntheseweg ist in Abb. 1
dargestellt.

Es konnte eine zeitabhingige Induktion von NoACS7 (AT4G26200) in den Petiolen bei Uberflutung
nachgewiesen werden, mit der hochsten Expression nach 24 h (Abb. 22a). Das Expressionsniveau in
den Stingeln stieg erst nach 48 h Uberflutung an und war niedriger als in den Petiolen. Die Expression
von NoACO1 (AT2G19590) stieg in beiden Geweben mit der Zeit signifikant an, insbesondere wahrend
der Nacht (8 h). Um den Einfluss von Ethylen auf das Stangel- und Petiolenwachstum bei Uberflutung
weiter zu untersuchen, wurden die Pflanzen mit Ethyleninhibitoren vorbehandelt. Zu den Inhibitoren
zahlten 1-MCP (Abb. 22b), welches die Ethylen-Rezeptoren blockiert, und der Biosyntheseinhibitor
AVG (Abb. 22c), welcher das ACS-Enzym hemmt. Die Hemmung der Biosynthese und der Signaliiber-
tragung blockierten das Unterwasser-Stangelwachstum nur teilweise und hatte keinen Einfluss auf die
Unterdrickung des Petiolenwachstums. Eine Behandlung mit Ethylen (Abb. 22d) oder ACC (Abb. 22e)
in Luft fihrte zu einer signifikanten Zunahme des Stangelwachstums, jedoch nicht in vollem Umfang
der Uberflutungsreaktion (Abb. 22b,c, mock). Dies l4sst vermuten, dass Ethylen bei den gegensitz-

lichen Wachstumsreaktionen bei Uberflutung nur eine untergeordnete Rolle spielt.
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Abb. 22 Einfluss von Ethylen auf die gewebespezifischen Wachstumsreaktionen bei Uberflutung. (a) Zeitabhingige Expres-
sionsanalyse der Ethylen-Biosynthesegene NoACS7 und NoACO1. Pro Zeitpunkt wurden Stangel und Petiolen von flunf
Pflanzen vereint. Das mRNA-Level wurde mittels qRT-PCR gemessen und zu NoCBP20 und NoRPL13e fiir Stangel und zu
NoCYP57 und NoUPF0041 fiir Petiolen normalisiert. Graue Bereiche kennzeichnen die Nachtperiode, x-Achse ist nicht skaliert.
Dargestellt ist der Mittelwert = SEM aus vier biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und
Uberflutung sind mit *** P<0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Sidak Test) gekennzeichnet. Inhibierung der Ethylen-
Signaltransduktion (b) und der Ethylen-Biosynthese (c) hemmt das Stangelwachstum nur teilweise. Die Pflanzen wurden mit
10 ppm 1-MCP fiir 1 h in einem Exsikkator vor der Uberflutung vorbehandelt (b). Die Pflanzen wurden mit 50 uM AVG bzw.
mock-Lésung (Wasser) vor der Uberflutung bespriiht (c). Ethylen (d) und ACC (e) induzierten das Stingelwachstum, haben
aber keinen Einfluss auf die Wachstumsreaktion in der Petiole. Die Pflanzen wurden mit 10 ppm 1-MCP fiir 1 h in einem
Exsikkator vor der Begasung mit 21 % O, + Ethylen (= 2 ppm) vorbehandelt (d). (b)+(d) Die mock-Behandlung erfolgte fiir 1 h
in einem Exsikkator ohne 1-MCP. (e) Die Pflanzen wurden vor dem Start des Experiments mit 100 uM ACC oder mock-L&sung
(0,1 % (v/v) Ethanol) bespriiht. Die Linge des Stingels und der Petiole des jiungsten Blattes wurde vor und nach 24 h
Behandlung gemessen. Das Wachstum [mm] entspricht der Differenz (b-e). Dargestellt ist der Mittelwert = SEM aus drei
biologischen Replikaten mit n= 40 (b), n= 30 (c, d), n=45 (e). (c)+(e) Daten wurden durch Malte Bartylla erhoben. Signifikante
Unterschiede sind folgendermalen gekennzeichnet: ***, P < 0,001 (Student’s t test, e), unterschiedliche Buchstaben mit
P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test, b-d).

3.3.6 Die gegensdtzlichen Wachstumsreaktionen werden nicht durch GA hervorgerufen
Es konnte gezeigt werden, dass Uberflutung zu einer erhdhten GA-Biosynthese fiihrt und GA das
Unterwasser-Wachstum in der elongierenden Art Ru. palustris, aber nicht in der quiescenten Art
Ru. acetosa fordert (Rijnders et al., 1997). Um herauszufinden, ob GA eine Rolle bei den gegensatz-

lichen Wachstumsreaktionen bei N. officinale spielt, wurde zundchst das Expressionsniveaus von GA-
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Biosynthese- und Abbaugenen verglichen. Transkripte, die fir das GA-Biosyntheseenzym GA200x
(AT4G25420, AT5G51810) codieren, akkumulierten signifikant, wahrend Transkripte, die fiir GA3ox
(AT1G15550, AT1G80340) codieren, stark herunterreguliert wurden (Abb. 23). Zusatzlich wurden
homologe Transkripte induziert, die fir das GA-Inaktivierungsenzym GA2ox (AT1G30040) codieren.
Dies ldsst vermuten, dass bei Uberflutung in N. officinale nur inaktive GAs und keine bioaktiven GAs
akkumulieren und deutet darauf hin, dass GA keine bedeutende Rolle bei den gewebespezifischen

Wachstumsreaktionen spielt.

Um dies zu verifizieren, wurde die Expression von GA-Biosynthesegenen zeitabhangig untersucht und
die Wachstumsreaktionen von Pflanzen bei GA-Mangel beobachtet (Abb. 24). Ubereinstimmend mit
der Transkriptomanalyse zeigte NoGA200x2 (AT5G51810) eine zeitabhadngige Induktion in den Petiolen
und eine signifikante Induktion nach 48 h in den Stdngeln (Abb. 24a). In beiden Geweben war
NoGA3ox1 (AT1G15550) signifikant herunterreguliert, was wiederum darauf hinweist, dass die

Synthese von bioaktiven GAs bei Uberflutung nicht erhéht war.

Petiole Stangel

Nasturtium-ID AGI Annotation
SRl GEMC01021966.1 AT4G02780  CPS/GAT n 3 log,FC
GEMC01012392.1 AT1G79460 KS/GA2
x GEMCO01030784.1 AT5G25900  KO/GA3
GEMC01053952.1 AT1G05160 KAO1
IR GEMC01005969.1 AT2G32440 KAO2
B8 |GEMC01034516.1 AT4G25420  GA200X1
| | |GEMCO01016006.1 AT5G51810  GA200X2
GEMC01013207.1 AT1G15550 GA30X1
R

GEMCO01078784.1 AT1G80340 GA30X2
GEMCO01047602.1 AT1G78440 GA20X1
GEMC01043027.1 AT1G30040 GA20X2
GEMC01043028.1 AT1G30040 GA20X2
GEMC01035828.1 AT1G02400 GA20X6
GEMC01035829.1 AT1G02400 GA20X6
GEMCO01017054.1 AT4G21200 GA20X8

Abb. 23 Expression von GA-Biosynthese- und Abbaugenen bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC in Petiolen und
Stangeln von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb représentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz
entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P,g;> 0,05 sind durch ein ,x“
gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Sun (2008) entnommen. Der Biosynthese- und Abbauweg ist in Abb. 3 gezeigt.

Als nachstes wurden die Pflanzen mit 10 uM und 100 uM PAC behandelt, um die GA-Biosynthese zu
hemmen, sodass samtliche GAs vor Uberflutung aufgebraucht wurden (Abb. 24b). Obwohl die Pflanzen
einen typischen durch GA-Mangel hervorgerufenen Zwergphdnotyp aufwiesen, zeigten sie noch
immer verstarktes Stangelwachstum in Reaktion auf Uberflutung. Die relative Elongationsfihigkeit von
PAC-behandelten Pflanzen war sogar ahnlich zu mock-behandelten Pflanzen (Abb. 24c). Zusatzlich war
die Wachstumsunterdriickung in den Petiolen nach PAC-Vorbehandlung unverandert (Abb. 24b, c).
Selbst exogenes GAs fiihrte zu keinem verstirkten Petiolenwachstum bei Uberflutung. Die durch
Uberflutung induzierten gewebespezifischen Wachstumsreaktionen werden daher nicht durch GA

vermittelt.
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Abb. 24 Einfluss von GA auf die gewebespezifischen Wachstumsreaktionen bei Uberflutung. (a) Zeitabhingige Expressions-
analyse der GA-Biosynthesegene NoGa20ox2 und NoGa3ox1. Pro Zeitpunkt wurden Sténgel und Petiolen von funf Pflanzen
vereint. Das MRNA-Level wurde mittels gRT-PCR gemessen und zu NoCBP20 und NoRPL13e fiir Stangel und zu NoCYP57 und
NoUPF0041 fur Petiolen normalisiert. Graue Bereiche kennzeichnen die Nachtperiode, x-Achse ist nicht skaliert. Dargestellt
ist der Mittelwert = SEM aus vier biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Uberflutung sind
mit **, P< 0,01 bzw. ***, P < 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Sidak Test) gekennzeichnet. (b) Die Pflanzen wurden mit 10 uM,
100 uM Paclobutrazol (PAC) oder mock-Lésung (0,01 % (v/v) Ethanol) vorbehandelt und in Wasser mit 0,01 % (v/v) Ethanol
oder 10 uM GA; Uberflutet. Die Lange des Stangels und der Petiole des jingsten Blattes wurde vor und nach 24 h Behandlung
gemessen. Das Wachstum [mm] entspricht der Differenz. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM aus drei biologischen
Replikaten mit n= 30. (c) Relatives Wachstum, bezogen auf die Kontrolle, zu den in (b) dargestellten Daten. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SEM aus drei biologischen Replikaten. (b)+(c) Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante
Unterschiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).

3.3.7 Hypoxische Bedingungen treten nur bei Uberflutung in Dunkelheit auf
Da der lberflutungsinduzierte ABA-Abbau bereits sehr friih einsetzte, stellte sich die Frage, ob dies
einen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Stangels unter Wasser hat. Deshalb wurde das
Wachstum von Stangel und Hypokotyl durch Verwendung eines Transducers in Echtzeit vermessen

(Abb. 25a). Mit dieser Technik konnte festgestellt werden, dass die Wachstumsrate der Stangel unter
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Wasser tatsichlich bereits 2 h nach Uberflutung mehr als viermal so hoch war wie die der Kontroll-
pflanzen. Die Wachstumsrate der tUberfluteten Pflanzen nahm im weiteren Tagesverlauf graduell ab
und erreichte die Wachstumsrate von Kontrollpflanzen am Ende des Tages. Mit dem Einsetzen der
Nacht stieg die Wachstumsrate in tberfluteten Stangeln erneut und blieb um ein 7-faches erhéht im
Vergleich zu Kontrollpflanzen. Auch am nachsten Tag blieb die Geschwindigkeit noch flir etwa weitere
3 h erhoht, ehe sie erneut im weiteren Tagesverlauf abnahm. Aus diesem Verlauf wurde vermutet,
dass der Unterschied im Wachstum zwischen Uberflutungs- und Kontrollpflanzen hauptsichlich

wahrend der Nacht stattfindet.

Um herauszufinden, ob diese schnelle Wachstumsrate in der Nacht mit Anderungen im O-Status
einhergehen, wurde der O,-Status in den Stangeln und Petiolen in Abhangigkeit von Licht, Dunkelheit,
Luft und Uberflutung gemessen. (Abb. 25b, c, Abb. A6). Tatsichlich konnte eine Abnahme des O,-
Gehalts in beiden Geweben nur bei Uberflutung in Dunkelheit festgestellt werden, wobei der O,-
Gehalt in den Stangeln geringfiigig, aber nicht signifikant niedriger war als in den Petiolen. Darliber
hinaus war die Rate der Dunkelatmung in den Stangeln signifikant hoher als in den Petiolen (Abb. 25d).
Der Wechsel von Uberflutung in Dunkelheit zu Uberflutung im Licht fiihrte zu einem hyperoxischen
Zustand in beiden Geweben (Abb. 25b, c). Gleichzeitig erhéhte sich die Wachstumsrate der Stangel

erneut, was auf einen verbesserten Energiestatus nach erneuter Belichtung hinweist.

Ubereinstimmend mit der Transkriptomanalyse wurden nur wenige Hypoxie-responsive Gene (HRGs),
z.B. ACO1, ETHYLENE RESPONSE 2 (ETR2, AT3G23150), PHLOEM PROTEIN 2-A13 (PP2-A13,
AT3G61060) und unbekannte Proteine (AT5G10040, AT1G19530, AT4G27450), bei Uberflutung im
Licht induziert (Abb. 26). Durch eine zeitabhangige Analyse der Expression von drei zentralen Hypoxie-
Markergenen, NoADH1 (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1, AT1G77120), NoGLB1 (CLASS | HEMOGLOBIN,
AT2G16060) und NolBD41 (LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 41,
AT3G02550), konnte bestatigt werden, dass bei N. officinale hypoxische Bedingungen nur bei Uber-
flutung in Dunkelheit auftreten (Abb. 25e). SchlielRlich wurde untersucht, ob die schnelle Wachstums-
rate wihrend der Nacht bzw. bei Uberflutung in Dunkelheit tatsdchlich durch Hypoxie verursacht wird.
Deshalb wurde das Stangelwachstum von Pflanzen verglichen, die unter Kurztag- und unter Dauerlicht-
bedingungen Uberflutet wurden (Abb. 25f). Im letzteren Fall wiirden in Pflanzengeweben keine
hypoxischen Bedingungen hervorgerufen werden. Trotz des Fehlens einer Nachtperiode gab es keinen
signifikanten Unterschied im Stdangelwachstum, was darauf hinweist, dass das Stangelwachstum

keinen O,-Mangel erfordert.
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Abb. 25 Hypoxische Bedingungen treten nur bei Uberflutung in Dunkelheit auf. (a) Elongationsrate von Hypokotyl und des
iltesten Internodiums bei Uberflutung (dunkelblau) und unter Kontrollbedingungen (hellblau). Der Start des Experiments
entspricht dem Zeitpunkt O h, graue Bereiche reprasentieren die Nachtperiode. Gezeigt sind Mittelwert £ SEM von jeweils
funf Pflanzen pro Behandlung. (b)+(c) Gewebe-0O, in Stdngeln oder Petiolen in Reaktion auf den Wechsel von Licht zu Dunkel-
heit mit Spross in Luft oder Uberflutet. Der O,-Microsensor wurde 550-600 um in den Stangel und 200-225 um in die Petiole
platziert. Dargestellt ist ein Beispiel (b) und die Zusammenfassung (c) aus sechs Pflanzen in einem Box-Whisker Graph
(horizontale Linie = Median, + = Mittelwert, Boxen und Fehlerbalken= min-max). Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren
signifikante Unterschiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Sidak Test), wobei Kleinbuchstaben Stangelproben und
GroRRbuchstaben Petiolenproben reprasentieren. Die gestrichelte Linie zeigt das Gleichgewicht von O, in Luft bei 23 °C.
(d) Dunkelatmung von Stdngeln (blau) und Petiolen (griin). Dargestellt ist der Mittelwert = SEM aus n= 4. Signifikante Unter-
schiede sind mit **, P < 0,01 (Student’s t-test) gekennzeichnet. (b)-(d) Daten wurden durch Ole Pedersen erhoben. (e) Zeit-
abhangige Expressionsanalyse von Hypoxie-Markergenen (NoADH1, NoGLB1, NoLBD41). Pro Zeitpunkt wurden Stangel und
Petiolen von funf Pflanzen vereint. Das mRNA-Level wurde mittels qRT-PCR gemessen und zu NoCBP20 und NoRPL13e fur
Stangel und zu NoCYP57 und NoUPF0041 fur Petiolen normalisiert. Graue Bereiche kennzeichnen die Nachtperiode, x-Achse
ist nicht skaliert. Dargestellt ist der Mittelwert = SEM aus vier biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolle und Uberflutung sind mit ***, P < 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Sidak Test) gekennzeichnet. (f) Pflanzen wurden
fur 24 h entweder unter Kurztagbedingungen (8 h Licht / 16 h Dunkelheit, dunkelblau) oder Dauerlicht (24 h Licht, gelb)
Uberflutet (Daten wurden durch Malte Bartylla erhoben). Dargestellt ist der Mittelwert = SEM aus drei biologischen
Replikaten mit n= 30; ns = nicht signifikant (Student’s t-test, P = 0,09).
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3.3.8 Brassinosteroide sind nicht an den gewebespezifischen Reaktionen beteiligt
Die GO-Analyse zeigte eine Anreicherung der GO-Kategorie ,response to brassinosteroids” im
gewebeunspezifischen Cluster 3. Sowohl BR-Biosynthesegene als auch BR-Abbaugene waren bei Uber-
flutung in Petiolen und Stangeln induziert (Abb. 27). Um bestatigen zu kénnen, dass BRs nicht allein
fir die gegensatzlichen Uberflutungsreaktionen verantwortlich sind, wurden die Pflanzen mit BRZ,
einem Inhibitor der BR-Biosynthese (Asami et al., 2000), vorbehandelt. Dadurch wurden den Pflanzen
vor Uberflutung BRs entzogen und die Pflanzen zeigten einen Zwergphinotyp. Dennoch wies der
Stangel weiterhin ein verstirktes Wachstum bei Uberflutung auf, wihrend die Petiole bereits unter
Kontrollbedingungen ein stark eingeschranktes Wachstum zeigte und keine weitere Veranderung bei
Uberflutung (Abb. 28). Somit sind BRs vermutlich nicht an den gewebespezifischen Wachstums-

reaktionen bei Uberflutung beteiligt.

Petiole Sténgel

1d 2d|1d 2d| Nasturtium-ID AGI Annotation
GEMCO01050981.1 AT5G05690  CPD n 3 log,FC
GEMC01050984.1 AT5G05690  CPD
GEMC01037592.1 AT3G50660 DWF4
GEMC01053798.1 AT4G36380 ROT3
GEMC01041275.1 AT3G30180 BR60X2
GEMC01010345.1 AT2G26710  BAST
GEMC01015376.1 AT2G26710  BAST
GEMC01024401.1 AT2G26710  BAST
GEMC01024402.1 AT2G26710  BAST
GEMC01024403.1 AT2G26710  BAST
GEMC01049327.1 AT2G36800 UGT73C5

Abb. 27 Expression von BR-Biosynthese- und Abbaugenen bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC in Petiolen und
Stangeln von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb représentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz
entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P,q> 0,05 sind durch ein ,x“
gekennzeichnet. Die relevanten Gene wurden anhand von Clouse (2011) und Fujioka & Yokota (2003) ermittelt, und die
entsprechenden AGI-Gencodes wurden anschlieRend mittels arabidopsis.org identifiziert. Der Biosynthese- und Abbauweg
ist in Abb. 5 dargestellt.

[ Kontrolle I Ifontrolle
Bl Uberflutung Bl Uberflutung
= Stangel = Petiole
E 9 d E 151 ¢
£ 6 . € 10{| | D
2 ? a a
L L
g 3 2 a § 05
= =
0- 0-
mock BRZ mock BRZ

Abb. 28 Brassinosteroide sind vermutlich nicht an den gewebespezifischen Wachstumsreaktionen beteiligt. Chemische
Inhibierung der BR-Biosynthese inhibiert nur teilweise das uUberflutungsinduzierte Stangelwachstum und flhrt zu
eingeschranktem Wachstum unter Kontrollbedingungen. Pflanzen wurden mit 20 uM Brassinazole (BRZ) oder mock-Lésung
(0,1 % (v/v) DMSO) vorbehandelt. Die Ldnge des Stdngels und der Petiole des jlingsten Blattes wurde vor und nach 24 h
Behandlung gemessen. Das Wachstum [mm)] entspricht der Differenz. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM aus drei
biologischen Replikaten (n=30). Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante Unterschiede mit P < 0,05
(zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).
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3.3.9 Der Einfluss von Auxin auf die gegenséatzlichen Wachstumsreaktionen bleibt unklar
Die GO-Analyse der gewebeunspezifisch induzierten Gene zeigte eine Anreicherung von Transkripten
in der GO-Kategorie ,response to auxin®. Da Auxin bereits als Stimulator der Unterwasser-Elongation
von anderen Arten, z. B. Ru. palustris (Cox et al., 2004, 2006), bekannt ist, sollte der Einfluss von Auxin
auf die Wachstumsreaktionen bei N. officinale naher betrachtet werden. Dazu wurde zunachst die
Expressionsstirke der Gene des IAA-Biosynthesewegs nach 1 d und 2 d Uberflutung in Petiolen und
Stangeln betrachtet (Abb. 29). Wahrend die Expression von TAA1 in beiden Geweben herunterreguliert
war, war die Expression von YUC8 nur in den Petiolen signifikant erhoht. Die zeitabhdngige Transkript-
analyse der IAA-Biosynthesegene ergab eine Repression von NoTAA1 (AT1G70560) in beiden Geweben
in Reaktion auf Uberflutung, wobei dies in den Stangeln nach 3 h, 24 h und 48 h und in den Petiolen
zusatzlich nach 6 h signifikant war (Abb. 30a). Die Expression von NoYUC8 (AT4G28720) war in den
Stangeln unverandert (Abb. 30a). In den Petiolen stieg die Expression nach 6 h signifikant an und blieb

nach 8 h und 24 h signifikant erh6ht, was eine erhéhte IAA-Biosynthese in den Petiolen vermuten ldsst.

Petiole Sténgel

1d 2d|[1d 2d| Nasturtium-ID AGI Annotation

GEMC01040452.1 AT1G70560  TAAT SR 3 og:FC
GEMCO01014346.1 AT5G43890  YUC5

GEMC01024607.1 AT5G25620  YUC6

GEMC01001927.1 AT4G28720  YUCS

GEMC01016749.1 AT4G28720 _ YUCS

Abb. 29 Expression der Gene des IAA-Biosynthesewegs bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC in Petiolen und Stingeln
von N. officinale nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb reprasentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht
Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem Pgg> 0,05 sind durch ein ,x“
gekennzeichnet. AGI-Gencodes wurden aus Zhao (2014) entnommen. Der Biosyntheseweg ist in Abb. 4 dargestellt.

Das meiste Auxin wird im Spross gebildet und entweder tber das Phloem oder von Zelle zu Zelle Gber
einen polaren Transport in der Pflanze verteilt (Friml, 2003; Tanaka et al., 2006). Auxin kann entweder
Uber Auxin-Influx-Carrier, z. B. AUXIN1 (AUX1)/LIKE-AUX1 (LAX)-Proteine (Bennett et al., 1996; Yang et
al., 2006) oder durch passive Diffusion in die Zelle gelangen (Friml, 2003; Tanaka et al., 2006). Letzteres
ist nur in der protonierten, hydrophoben Form (IAAH) moglich, welche in der sauren Umgebung des
Apoplasten (pH 5,5) vorliegen kann. Im Cytosol (pH 7,0) liegt IAA in der dissoziierten Form als Anion
(IAA") vor, wodurch es die Plasmamembran nicht passieren kann und nur durch kontrollierten Auxin-
Efflux durch PIN FORMED (PIN)-Proteine (Billou et al., 2005; Petrasek et al., 2006) freigesetzt werden
kann (Tanaka et al., 2006). Die zelluldare Abundanz von Auxin hangt somit nicht nur von der
Biosynthese, sondern auch von Auxin-Carrier-Proteinen ab. Um den Einfluss des Auxin-Effluxes auf die
gewebespezifischen Wachstumsreaktionen in N. officinale bei Uberflutung untersuchen zu kénnen,

wurden die Pflanzen mit NPA, einem Inhibitor des Auxin-Effluxes vorbehandelt (Thomson et al., 1973).
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Abb. 30 Einfluss von Auxin auf die gewebespezifischen Reaktionen auf Uberflutung. (a) Zeitabhingige Expressionsanalyse
der Auxin-Biosynthesegene NoTAA1 und NoYUCS. Pro Zeitpunkt wurden Stangel und Petiolen von finf Pflanzen vereint. Das
mRNA-Level wurde mittels gRT-PCR gemessen und zu NoCBP20 und NoRPL13e flr Stéangel und zu NoCYP57 und NoUPF0041
fir Petiolen normalisiert. Graue Bereiche kennzeichnen die Nachtperiode, x-Achse ist nicht skaliert. Dargestellt ist der
Mittelwert + SEM aus vier biologischen Replikaten. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Uberflutung sind mit *
gekennzeichnet: *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P< 0,001 (zweifaktorielle ANOVA, Sidak Test). (b) Inhibierung des Auxin-Effluxes
mit Naptalam (NPA) inhibiert das Stangelwachstum. Pflanzen wurden entweder mit 50 uM NPA oder mock-L6sung (0,1 %
(v/v) DMSO) vorbehandelt. Die Linge des Stangels und der Petiole des jingsten Blattes wurde vor und nach 24 h Behandlung
gemessen. Das Wachstum [mm] entspricht der Differenz. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM aus drei biologischen
Replikaten (n= 30). (c) Relatives Wachstum, bezogen auf die Kontrolle, zu den in (b) dargestellten Daten. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SEM aus drei biologischen Replikaten. (b)+(c) Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante
Unterschiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).

In Reaktion auf die NPA-Behandlung zeigten die Pflanzen einen starken Zwergphanotyp und somit
bereits unter Kontrollbedingungen ein eingeschrinktes Wachstum (Abb. 30b). Bei Uberflutung konnte
im Stangel nur eine minimale, aber nicht signifikante Elongation und in der Petiole kein weiterer
Einfluss auf das Wachstum festgestellt werden. Auch bei Betrachtung des relativen Wachstums konnte
im Stangel kein signifikanter Unterschied zwischen mock- und NPA-behandelten Pflanzen festgestellt
werden (Abb. 30c). Die Zugabe des synthetischen Auxins 2,4-D, welches durch Auxin-Influx in die Zelle
aufgenommen wird (Delbarre et al., 1996), fiihrte in mock-behandelten Pflanzen zu keinem Effekt
(Abb. 30b, c). In NPA-behandelten Pflanzen fiihrte 2,4-D im Uberflutungswasser zu einer signifikanten

Elongation in den Stangeln (Abb. 30b, c). In der Petiole konnte zwar im relativen Wachstum ein
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signifikanter Unterschied zwischen mock- und NPA-behandelten Pflanzen festgestellt werden,
allerdings ist das auf den Unterschied des Wachstums bei Kontrollbedingungen zurtickzufiihren (Abb.
30b, c). Zusammenfassend ldsst sich keine eindeutige Aussage (iber den Einfluss von Auxin auf die

gewebespezifischen Wachstumsreaktionen bei Uberflutung treffen.

3.4 Identifizierung von Mechanismen der Uberflutungstoleranz

3.4.1 Zusammenhang zwischen Uberflutungstoleranz und Anderungen im Stoffwechsel
Wie bereits in Abb. 9 gezeigt, konnten bei den Rosettenpflanzen mit einer Quiescence-Strategie
Unterschiede beziiglich der Uberflutungstoleranz beobachtet werden. Es stellte sich nun die Frage, ob
diese im Zusammenhang mit Unterschieden im Stoffwechsel und der Aktivierung von Garungs-
prozessen stehen. Um das herausfinden zu kénnen, wurden die ADH-Enzymaktivitat (Abb. 31) und die
Zuckergehalte (Abb. 32) bei Uberflutung und unter Kontrollbedingungen gemessen. Bei A. thaliana
und C. hirsuta konnte kein signifikanter Unterschied in der ADH-Enzymaktivitat zwischen Uberflutung
und Kontrollbedingungen nach 1 d und 2 d festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigten C. pratensis,
R. palustris und R. sylvestris eine signifikante Induktion der ADH-Enzymaktivitat spatestens nach 2 d
Uberflutung. Folglich konnte eine signifikante Induktion der ADH-Enzymaktivitat, als reprasentative

Aktivierung von Garungsprozessen bei Uberflutung im Licht, nur in den toleranten Arten verzeichnet

werden.
] Kontrolle Wl Uberflutung
A. thaliana C. hirsuta C. pratensis R. palustris R. sylvestris
- 30 a a b
Eg® a a T | 300 225 z (450 2
2 ) a ab
£ a 20 200/ ab 150 2 300
<
:|': *E 101 a a 10
Q%o 1004 75 150
< E 9 01 a 2 a a
£ a
= 0 0 0- 0- 0
1d 2d 1d 2d 1d 2d 1d 2d 1d 2d

Abb. 31 Induktion der ADH-Enzymaktivitit findet bei Uberflutung nur in den toleranten Pflanzenarten statt. Etwa 3-4
Wochen-alte Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen Uberflutet (schwarz), als Kontrolle (wei) dienten Pflanzen, welche
weiter unter Kurztagbedingungen kultiviert wurden. Nach 1 d und 2 d wurden die jlingsten Blatter von fiinf Pflanzen geerntet
und die ADH-Enzymaktivitat bestimmt (Daten wurden durch Marina Selle erhoben). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
aus 3-4 biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben reprdsentieren signifikante Unterschiede mit P < 0,05
(zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).

Ein Vergleich der Glucose-, Fructose- und Saccharose-Konzentrationen zeigte bereits unter Kontroll-
bedingungen signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Arten (Abb. 32a, b). Insbesondere
bei R. sylvestris und C. pratensis lagen die Zuckerkonzentrationen signifikant hoher als bei den anderen

Arten (Abb. 32b). Nach 1 d und 2 d Uberflutung sanken die Zuckerkonzentrationen von A. thaliana,
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C. hirsuta und C. pratensis auf nur 25 % der jeweiligen Kontrollen. Die Zuckergehalte relativ zur
Kontrolle lagen bei R. palustris bei ca. 35 % nach 1 d und sogar bei 75 % nach 2 d Uberflutung. Bei
R. sylvestris lagen die Zuckerkonzentrationen ebenfalls nach beiden Tagen bei tiber 50 %. Somit scheint
es zumindest bei den beiden Rorippa-Arten einen positiven Zusammenhang zwischen der Zucker-

verfiigbarkeit bei Uberflutung und der Uberflutungstoleranz zu geben.
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Abb. 32 Uberflutung fiihrt zu einem stirkeren Verlust an Kohlenhydraten in A. thaliana, C. hirsuta und C. pratensis, im
Vergleich zu R. palustris und R. sylvestris. Etwa 3-4 Wochen-alte Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen tberflutet
(schwarz), als Kontrolle (weill) dienten Pflanzen, welche weiter unter Kurztagbedingungen kultiviert wurden. Nach 1 d und
2 d wurden die jlngsten Blatter von fiinf Pflanzen geernet und die Konzentrationen von Glucose, Fructose und Saccharose
(a) bestimmt. (b) Summe aus Glucose, Fructose und Saccharose. (c) Relative Daten zu (b), 1d: hellgrau, 2 d: dunkelgrau.
(a)-(c) Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus drei biologischen Replikaten. Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren
signifikante Unterschiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).
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3.4.2 Differenzielle Genanalyse bei Uberflutung in den sensitiven und toleranten Arten
Um die molekularen Mechanismen der Uberflutungstoleranz identifizieren zu kénnen, wurde ein
RNA-seq Experiment nach 1 d und 2 d Uberflutung durchgefiihrt, da hier die gréRten Unterschiede im
Strategie-Experiment zu erkennen waren (Abb. 7a-e). Eine multidimensionale Skalierung der
Transkripte zeigt fir alle Arten eine Auftrennung nach Behandlung (Abb. 33a). Fir A. thaliana,
C. hirsuta, R. palustris und R. sylvestris (ausgenommen je ein Replikat bei 2 d) gab es keine Auftrennung
nach Zeitpunkt, wihrend sich die C. pratensis-Uberflutungstranskripte nach Zeitpunkt gruppierten.
Wie im N. officinale-Datensatz wurde auch hier die Anzahl der DEGs (Pagi< 0,05) bestimmt und wie

folgt eingeteilt: log,FC > 1 entsprach induzierten und log,FC < -1 reprimierten DEGs (Abb. 33b).
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Abb. 33 Ubersicht der differenziell exprimierten Gene (DEGs) in Reaktion auf Uberflutung. (a) Multidimensionale Skalierung
(MDS) zeigt eine Auftrennung nach Behandlung. Der Abstand zwischen den Proben wurde auf der Grundlage der top 4000
paarweise kontrastierenden Genen berechnet. (b) Ubersicht der Anzahl an differenziell exprimierten Genen (DEGs) nach 1 d
und 2 d. Gelb reprasentiert induzierte und Cyan reprimierte DEGs. Die DEGs wurden anhand folgender Kriterien ausgewabhlt:
log,FC > 1 bzw. log,FC < -1 und Pgg;< 0,05.
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Demnach wurden bei A. thaliana 1987 induzierte DEGs nach 1d und 2553 nach 2 d sowie 1148
reprimierte DEGs nach 1 d und 2286 nach 2 d identifiziert. Das am starksten induzierte Gen nach 1d
war TARGET OF RAPAMYCIN (TOR, AT1G50030.2, log,FC= 14,14). Nach 2 d wurde MOS4-ASSOCIATED
COMPLEX 3 B (MAC3 B, AT2G33340.3, log,FC= 12,57) am starksten induziert. Nach 1 d wurde Alba
DNA/RNA-binding protein (AT3G07030.1, log,FC=-11,06) und nach 2 d Ribonuclease Il family protein
(RNC4, AT3G13740.1, log,FC= -11,90) am starksten reprimiert. Weitere stark induzierte Gene waren
SENESCENCE 1 (SEN1, bzw. DARK INDUCIBLE 1 / DIN1, AT4G35770), DARK INDUCIBLE 10 (DIN10,
AT5G20250), RAP2.3 (AT3G16770), RAP2.6 (AT1G43160), THREONINE ALDOLASE 1 (THA1, AT1G08630)
sowie MIOX2. Zu den stark reprimierten Genen zdhlten auBerdem z.B. LEUCOANTHOCYANIDIN
DIOXYGENASE (LDOX, ATAG22880), BCAT-4, IPMI1, IMD1 und LIPOXYGENASE 2 (LOX2, AT3G45140).

Bei C. hirsuta lag die Anzahl der induzierten DEGs nach 1 d bei 1975 und nach 2 d bei 2529, wahrend
die Anzahl der reprimierten DEGs nach 1d bei 1333 und nach 2 d bei 1980 lag. Das am starksten
induzierte Transkript nach 1d und 2 d war Chr7_GG_1632 _c0_g1_il1 (homolog zu SEN1, AT4G35770,
log,FC=13,85 bzw. 12,41). Am starksten reprimiert wurde nach 1d Chr5_GG_1298 c0 g1 _il10
(homolog zu BETA GLUCOSIDASE 7, BGLU7, AT3G62740, log.FC=-9,88) und nach 2d
Chr8_GG_1607 _c0_g1_i2 (homolog zu Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein,
AT3G51280, log,FC=-8,86). Zudem wurden homologe Gene zu ECS1 (AT1G31580), NAC-LIKE,
ACTIVATED BY AP3/PI (NAP, AT1G69490) und GLUTAMINE-DEPENDENT ASPARAGINE SYNTHASE 1
(ASN1, AT3G47340) stark induziert. Stark reprimiert wurden u. a. homologe Gene zu LOX2, RESPONSE
TO LOW SULFUR 4 (LSU4, AT5G24655) und RESPONSE REGULATOR 7 (ARR7, AT1G19050).

Die Anzahl der DEGs bei C. pratensis war am niedrigsten im Vergleich zu den anderen Arten, mit 1237
und 1385 induzierten DEGs nach 1 bzw. 2 d sowie 952 und 1279 reprimierten DEGs nach 1 bzw. 2 d.
Das am starksten induzierte Transkript nach 1d war TRINITY_DN36205 c1 g1 i1 (homolog zu
aluminum induced protein with YGL and LRDR motifs, AT3G15450, log,FC=14,02) und nach 2d
TRINITY_DN49944 c0_g1_i4 (homolog zu hydroxyproline-rich glycoprotein family protein, AT2G22180,
log,FC= 15,20). Die am starksten reprimierten Transkripte waren TRINITY_DN35550 c1 g1 _i5
(homolog zu ACETYLATED INTERACTING PROTEIN 1, ACIP1, AT3G09980, log,FC=-13,34) nach 1 d und
TRINITY_DN40891_c0_g1_i1 (homolog zu PEROXIDASE 52, PRX52, AT5G05340, log,FC=-16,11) nach
2d. Zu den stark induzierten Genen zahlten auBerdem homologe Gene zu BETA CARBONIC
ANHYDRASE 3 (BCA3, AT1G23730), B-BOX DOMAIN PROTEIN 30 (BBX30, AT4G15248), ECS1 und SEN1.
Dagegen wurden beispielsweise homologe Gene zu TRAF-like family protein (ZW9, AT1G58270), LDOX

und IMD1 stark reprimiert.

Bei R. palustris war die Anzahl der induzierten DEGs 2852 nach 1 d und 2384 nach 2 d und die Anzahl
der reprimierten DEGs 2404 nach 1 d und 1815 nach 2 d. Nach 1 d wurde TRINITY_DN39505_c1_g1_il
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(homolog zu CYTOKININ RESPONSE FACTOR 10, CRF10, AT1G68550, log,FC=15,48) und nach 2d
TRINITY_DN35218 c3_g1 i3 (homolog zu Glycine-rich protein family, AT2G05540, log,FC= 15,43) am
starksten induziert. TRINITY_DN33826 c3 g3 i2 (homolog zu Putative endonuclease or glycosy!
hydrolase, AT3G62050, log,FC=-11,93) wurde nach 1 d und TRINITY_DN33687_c0_g1_i17 (homolog
zu Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein, AT5G18550, log,FC=-15,39) nach 2 d am starksten
reprimiert. Zudem wurden u. a. homologe Gene zu PPDK (AT4G15530), SEN1, DIN10, BBX30 und ECS1
stark induziert sowie POLYAMINE OXIDASE 4 (PAO4, AT1G65840), ARR7 und LOX2 stark reprimiert.

Die Anzahl der induzierten DEGs bei R. sylvestris lag bei 1794 nach 1 d und 2334 nach 2 d und die
Anzahl der reprimierten DEGs lag bei 2308 nach 1 d und 2707 nach 2 d. TRINITY_DN30684 c0_g2 i2
(homolog zu ECS1, log,FC=12,53) wurde dabei nach 1 d und TRINITY_DN41318 c1_g2_i4 (homolog zu
LIGHT HARVESTING COMPLEX OF PHOTOSYSTEM Il 5, LHCB5, AT4G10340, log,FC = 13,66) nach 2d am
starksten induziert. TRINITY_DN28130 c0_g2 i3 (homolog zu cysteine/histidine-rich C1 domain
protein, AT2G37805, log,FC=-11,72) wurde nach 1d und TRINITY_DN34187 c0_g1_i3 (homolog zu
transmembrane protein, AT1G31335, log2FC= -11,56) nach 2d am stadrksten reprimiert. Zu den
weiteren stark induzierten Genen zahlten beispielsweise homologe Gene zu BCA3, HRE1 (AT1G72360),
BBX30 und SEN1. Weitere Beispiele fir stark reprimierte Gene sind Homologe zu RING/U-box
superfamily protein (RING1, AT5G10380), DELTA 9 DESATURASE 1 (ADS1, AT1G06080) und
HYDROPEROXIDE LYASE 1 (HPL1, AT4G15440).

3.4.3 Kohlenhydratmangel-assoziierte Gene sind in den sensitiven Arten starker induziert
Einige der bei Uberflutung stark induzierten DEGs konnten mit Kohlenhydratmangel assoziiert werden,
z.B. ASN1, SEN1 und DIN10 (Cookson et al., 2016). Deshalb wurde die Genexpression von weiteren
Kohlenhydratmangel-assoziierten Genen ndher betrachtet. Dazu wurden die Affymetrix-Microarray
Datensatze von Usadel et al. (2008) und Cookson et al. (2016) als Grundlage verwendet, wobei 89 Gene
identifiziert werden konnten, die in A. thaliana in beiden Arbeiten in allen getesteten Zeitpunkten stark
induziert wurden und somit als Kohlenhydratmangel-Markergene dienen konnten. Um die Expression
dieser Kohlenhydratmangel-Markergene in den verschiedenen Arten nebeneinander vergleichen zu
kénnen, wurden die Expressionsdaten vereint. Dazu wurden die DEGs zundchst anhand des niedrigsten
BLASTN E-Values selektiert. Doppelt vorkommende DEGs wurden anhand des niedrigsten Paginach 1 d
Uberflutung gefiltert. Eine individuelle Analyse fiir jede Art kann dem Anhang (Daten A2) entnommen
werden. Die meisten Kohlenhydratmangel-Markergene zeigten eine starke Induktion in Reaktion auf
Uberflutung in allen Arten (Abb. 34), beispielsweise DORMANCY-ASSOCIATED PROTEIN-LIKE 1 (DYL1,
AT1G28330.1), ASN1 (AT3G47340.1), TREHALOSE-PHOSPHATASE/SYNTHASE 9 (TPS9, AT1G23870.1)

und TREHALOSE-PHOSPHATASE/SYNTHASE 11 (TPS11, AT2G18700.1).
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A. thaliana | C. hirsuta |C. pratensis | R. palustris |R. sylvestris n 3 FC
1d 2d | 1d _2d [ 1d _2d | 1d 2d | 1d__2d AGI A i 092
NA | NA NA | NA AT1G03090.1 MCCA

NA | NA NA | NA | NA [ NA | NA NA AT1G06570.1 PDS1
AT1G08630.2 THAT1
NA | NA AT1G10070.1 BCAT-2
AT1G11260.1  STP1
AT1G12780.1 UGE1
AT1G15010.1  mediator of RNA polymerase Il transcription subunit
NA [ NA NA | NA | NA [ NA | NA NA AT1G15040.1 GAT1_2.1
AT1G15380.2 GLYI4
AT1G18270.1  ketose-bisphosphate aldolase class-Il family protein
NA [ NA AT1G19530.2 DNA polymerase epsilon catalytic subunit A
AT1G21400.1  Thiamin diphosphate-binding fold (THDP-binding) superfamily protein
AT1G23870.1 TPS9
AT1G28330.1 DYL1
NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | AT1G35140.1 PHI-1
AT1G54740.1  FANTASTIC four-like protein (DUF3049)
NA | NA | NA | NA [ NA | NA | NA | NA | AT1G55810.6 UKL3
NA | NA | NA [ NA NA | NA | NA [ NA AT1G60140.5 TPS10
AT1G60160.1  Potassium transporter family protein
AT1G62510.1  Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein
AT1G63180.1 UGE3
AT1G64660.1 MGL
NA | NA NA | NA AT1G70290.1 TPS8
AT1G71030.1 MYBL2
NA [ NA | NA NA AT1G76410.1 ATLS8
NA | NA | NA | NA | NA [ NA AT1G76590.1  PLATZ transcription factor family protein
NA | NA | NA | NA [ NA [ NA | NA | NA | NA [ NA | AT1G77210.1 STP14
NA | NA AT1G79700.2 WRIH4
NA | NA | NA NA AT1G80160.1  GLYI7
AT1G80440.1 KMD1
NA [ NA AT2G02710.1 PLPB
AT2G05540.1  Glycine-rich protein family
NA | NA AT2G15890.1 MEE14
AT2G15960.1  stress-induced protein
AT2G18700.1 TPS11
AT2G19800.1 MIOX2
AT2G20670.1  sugar phosphate exchanger, putative (DUF506)

NA | NA | NA | NA NA | NA | AT2G22980.1 SCPL13
AT2G25900.1 ATCTH
NA [ NA AT2G30600.2 BTB/POZ domain-containing protein

NA | NA NA | NA | NA | NA | NA [ NA AT2G33830.1 DRM2
AT2G38400.1 AGT3
AT2G39400.1  alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
AT2G40000.1 HSPRO2
AT2G43400.1 ETFQO
NA | NA NA | NA AT3G06850.2 BCE2
AT3G07350.1  sulfatefthiosulfate import ATP-binding protein, putative (DUF506)
AT3G10020.1  plantjprotein
AT3G13450.1  DIN4
NA | NA AT3G15450.1  aluminum induced protein with YGL and LRDR motifs
AT3G15630.1  plant/protein
NA [ NA | NA [ NA AT3G20340.1  protein expression protein
NA [ NA AT3G20660.1 OCT4
AT3G30775.1 ERDS5
AT3G45300.1 IVD
AT3G47340.1 ASN1
AT3G57520.1  SIP2
AT3G61060.1 PP2-A13
AT3G62550.1  Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein
AT3G62950.1  Thioredoxin superfamily protein
AT4G01870.2  tolB protein-like protein

NA | NA | NA [ NA AT4G03510.4 RMA1
NA | NA | NA | NA | NA [ NA AT4G26260.2 MIOX4
NA | NA AT4G27450.1  aluminum induced protein with YGL and LRDR motifs

AT4G30270.1 XTH24
AT4G34030.1 MCCB
AT4G34138.1  UGT73B1
AT4G35770.1  SEN1
AT4G36040.1  J11
NA | NA AT4G36670.1 PMT6
AT4G38470.1 STY46
AT5G01600.1 FERT1
AT5G02810.1 PRR7
AT5G07440.1 GDH2
NA [ NA NA | NA AT5G08350.1  GRAM domain-containing protein / ABA-responsive protein-like protein
NA [ NA | NA | NA | NA | NA [ NA | NA | AT5G16340.1 AMP-dependent synthetase and ligase family protein
AT5G18170.1 GDH1
AT5G19120.1  Eukaryotic aspartyl protease family protein
NA | NA AT5G20230.1 BCB
NA | NA AT5G20250.3 DIN10
AT5G21170.1  AKINBETA1
AT5G22920.1 CHY-type/CTCHY-type/RING-type Zinc finger protein
AT5G49360.1 BXL1
AT5G49450.1  bZIP1
AT5G51390.1  hypothetical protein

NA | NA NA | NA | AT5G56100.1 glycine-rich protein /oleosin
NA [ NA AT5G56870.1 BGAL4
AT5G57560.1 TCH4
NA [ NA AT5G57655.1  xylose isomerase family protein

Abb. 34 Expression von Kohlenhydratmangel-assoziierten Genen. Heatmap zeigt den log,FC der Gene nach 1d und 2d
Uberflutung. Gelb reprasentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch
reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P,q;> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. NA: nicht im Datensatz
exprimiert. AGI-Gencodes selektiert nach Cookson et al. (2016) und Usadel et al. (2008).
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Es konnten aber auch einige Gene identifiziert werden, die artenspezifisch reguliert wurden. Dazu
gehorten z. B. Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein
(AT1G62510.1), welches nur in den Rorippa-Arten signifikant reprimiert wurde sowie GLYOXYLASE | 7
(GLYI7, AT1G80160.1), das ausschlielllich in C. pratensis signifikant reprimiert wurde. Ein weiteres
Beispiel ist RING ZINC FINGER PROTEIN 34 (RZPF34, AT5G22920.1), welches in R. sylvestris signifikant

reprimiert und in A. thaliana, C. hirsuta und C. pratensis signifikant induziert wurde.

Da einige der 89 Kohlenhydratmangel-Markergene nichtin allen Datensatzen exprimiert wurden (siehe
Abb. 34, NA), wurde deshalb der prozentuale Anteil der signifikant induzierten Kohlenhydratmangel-
Markergene (log.FC > 1, Pqgi< 0,05) fur jede Art ermittelt, um so einen Vergleich zwischen den Arten
zu ermoglichen (Tab. 10). Dabei konnte gezeigt werden, dass in C. pratensis und R. sylvestris etwa 50 %
der Kohlenhydratmangel-Markergene signifikant induziert wurden, wahrend die Anzahl bei A. thaliana
und C. hirsuta zwischen 62 % und 76 % lag. Uberraschenderweise wurden auch in R. palustris 69 bzw.
73 % der Kohlenhydratmangel-Markergene signifikant induziert. Um herauszufinden, ob die Induktion
der Kohlenhydratmangel-Markergenen mit der Zuckerverfiigbarkeit korreliert, wurde die Anzahl der
induzierten Kohlenhydratmangel-Markergene gegen die Zuckerkonzentrationen bei Uberflutung (aus
Abb. 32) aufgetragen (Abb. A7). Tatsichlich konnte so nach 1 d Uberflutung gezeigt werden, dass eine
hohere Zuckerkonzentration mit einer geringeren Anzahl an induzierten Kohlenhydratmangel-

Markergenen einherging. Dieser Zusammenhang bestand allerdings nicht nach 2 d Uberflutung.

Tab. 10 Ubersicht der induzierten Kohlenhydratmangel-Markergene. Dargestellt ist fiir jede Art die Anzahl sidmtlicher
Kohlenhydratmangel-Markergene (gemaR Cookson et al. (2016) und Usadel et al. (2008)), die im Datensatz exprimiert wurden
(Anzahl gesamt), die Anzahl der induzierten Kohlenhydratmangel-Markergene (log2FC > 1, P,4< 0,05) sowie der prozentuale
Anteil der induzierten Kohlenhydratmangel-Markergene.

A. thaliana C. hirsuta C. pratensis R. palustris  R. sylvestris

1d 2d 1d 2d 1d 2d id 2d id 2d

Anzahl gesamt 85 85 71 71 71 71 71 71 73 73
log,FC > 1, Pagj< 0,05 65 62 44 44 42 33 52 49 38 40

prozentualer Anteil 76% 73% 62% 62% 59% 46% 73% 69% 52% 55%

Da jedoch nicht nur die Anzahl der signifikant induzierten Kohlenhydratmangel-Markergene, sondern
auch die Expressionsstarke entscheidend sein kann, wurde ergdanzend zu Abb. 34 ein Geigenplot mit
allen signifikant regulierten Genen (P4q;< 0,05) erstellt (Abb. 35). Im Gegensatz zur Expressionsanalyse
in Abb. 34 ermoglicht diese Auftragung, die Anzahl der signifikant regulierten Gene bei einem

bestimmten Expressionslevel vergleichen zu kénnen.
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A. thaliana C. hirsuta C. pratensis  R. palustris R. sylvestris

Expressionsénderung (log,FC)
N
|

T T T T T T T T T T
1d 2d 1d 2d 1d 2d 1d 2d 1d 2d

Abb. 35 Anzahl der Kohlenhydratmangel-Markergene in Abhangigkeit der Expressionsanderung. Geigenplot visualisiert die
Expressionsanderung der Kohlenhydratmangel-Markergene (ermittelt durch Cookson et al. (2016) und Usadel et al. (2008))
bei Uberflutung nach 1d und 2 d. Die x-Achse zeigt die verschiedenen Proben und die y-Achse die log,FC-Werte von
samtlichen signifikant (Pag;< 0,05) regulierten Genen. Die Breite jeder Geige entspricht der Anzahl von Transkripten bei
diesem log,FC. Die weille durchgezogene Linie reprasentiert den Median und die weiRen gestrichelten Linien das untere und
obere Quartil. Gene, die sich im grauen Bereich (log,FC -1 bis 1) befinden, sind bei Uberflutung weder induziert noch
reprimiert.

Einige der Kohlenhydratmangel-Markergene wurden in den Cardamine- und Rorippa-Arten weder
signifikant induziert noch signifikant reprimiert, erkennbar durch die Breite der Geige im Bereich des
log,FC zwischen -1 und 1. Weiterhin konnte verdeutlicht werden, dass einige Kohlenhydratmangel-
Markergene in A. thaliana und C. hirsuta starker induziert wurden als in den anderen Arten (siehe auch
Abb. 34). Dazu gehorten z. B. THA1 (AT1G08630.2), BCAT-2 (AT1G10070.1), MIOX2 (AT2G19800.1),
KISS ME DEADLY 1 (KMD1, AT1G80440.1), SEN1 (AT4G35770.1) und DIN10 (AT5G20250.3).
Zusammenfassend konnte auf Transkriptebene gezeigt werden, dass Uberflutung einen Zustand des
Kohlenhydratmangels in allen Arten hervorruft. Ubereinstimmend mit dem Zuckerstatus der Pflanzen
(Abb. 32) lasst die Expressionsanalyse darauf schlieBen, dass der Mangelzustand in den sensitiven

Arten starker ausgepragt ist als in den toleranten Arten.

3.4.4 Uberflutung im Licht ruft keine transkriptionelle Antwort auf Hypoxie hervor
Da im N. officinale-Datensatz die Uberflutungsreaktion nicht mit O,-Mangel in Verbindung gebracht
werden konnte (Abb. 25, Abb. 26), sollte untersucht werden, ob in den anderen Arten ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen der Uberflutungsantwort und der Antwort auf O,-Mangel bestand. Als
Grundlage zur Analyse diente die Expression der HRGs (Mustroph et al., 2009). Daflir wurden die
Expressionsdaten der verschiedenen Arten ebenfalls anhand des niedrigsten BLASTN E-Values vereint
und doppelt vorkommende DEGs anhand des niedrigsten P, nach 1 d Uberflutung gefiltert. Eine

individuelle Analyse der Gene fiir jede Art kann auch hier dem Anhang (Daten A2) entnommen werden.
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Abb. 36 Expression der Hypoxie-responsiven Gene (HRGs) bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC nach 1d und 2d
Uberflutung. Gelb représentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch
reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P,q;> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. NA: nicht im Datensatz
exprimiert. AGI-Gencodes wurden aus Mustroph et al. (2009) entnommen.
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Es konnte gezeigt werden, dass im vorliegenden Datensatz nicht alle HRGs in jeder Art exprimiert
wurden (Abb. 36). Auch waren von den vorhandenen homologen Transkripten nur wenige signifikant
reguliert. Diejenigen Transkripte, die in den meisten Arten induziert waren, waren Phosphatidylinositol
3-and 4-kinase family protein (AT1G26270.1), PP2-A13 (AT3G61060.1), GLB1 (AT2G16060.1) und Gene
mit unbekannter Funktion (AT1G19530.1, AT1G19530.2, AT4G27450.1). Transkripte, die dem
Arginin/N-Degron Pathway zugeordnet werden kénnen wie ALANINE AMINOTRANSFERASE (ALAATI,
AT1G17290.1), PLANT CYSTEIN OXIDASE 2 (PCO2, AT5G39890.1) und HYPOXIA RESPONSE
ATTENUATOR1 (HRA1, AT3G10040.1) waren entweder nicht im Datensatz vorhanden oder nicht
differenziell reguliert. Weitere mit dem Arginin/N-Degron Pathway assoziierte Transkripte wie PCO1
(AT5G15120.1) und LBD41 (AT3G02550.1) waren sogar reprimiert, wahrend HRE2 (AT2G47520.1) und
ALAAT2 (AT1G72330.2, AT1G72330.3) zumindest in den beiden Cardamine-Arten induziert waren.

Transkripte, die mit dem anaeroben Stoffwechsel assoziiert sind, z. B. PYRUVATE DECARBOXYLASE-2
(PDC2, AT5G54960.1), PHOSPHOFRUCTOKINASE 6 (PFK6, ATAG32840.1), SUCROSE SYNTHASE 4 (SUS4,
AT3G43190.2) und ADH1 (AT1G77120.1), waren vorwiegend nicht differenziell reguliert. Ein
Transkript, STEAROYL-ACYL CARRIER PROTEIN A9-DESATURASE6 (SAD6, AT1G43800.1), wurde in
A. thaliana und C. hirsuta reprimiert und in R. palustris induziert. Obwohl einige Transkripte in einigen
Arten nicht in der Expressionsanalyse vorlagen, konnte dennoch in keiner Art eindeutig eine O;-
Mangel-Antwort in Reaktion auf Uberflutung festgestellt werden. Wie auch bei N. officinale liegt bei
A. thaliana und den Cardamine- und Rorippa-Arten vermutlich kein O,-Mangel bei Uberflutung unter

Kurztagbedingungen wahrend der Tagesphase vor.

3.4.5 GO-Analyse zur Identifizierung von tberflutungsresponsiven Prozessen
Da eine Betrachtung einzelner induzierter und reprimierter Gene keinen genauen Aufschluss tber die
Uberflutungsresponsiven Prozesse gibt, wurde eine GO-Analyse durchgefiihrt. Die GO-Analyse bietet
den Vorteil, eine Anreicherung funktioneller Kategorien fiir jede Art einzeln zu detektieren und die
Anreicherungen von allen Arten nebeneinander vergleichen zu kénnen. So war es moglich, arten-
spezifische sowie generelle (berflutungsinduzierte und Uberflutungsreprimierte Prozesse zu
identifizieren. Fir die GO-Analyse wurden zunachst fiir die Cardamine- und Rorippa-Arten nur DEGs
mit einer hohen Sequenzihnlichkeit zu A. thaliana-Genen (BLASTN E-Value < 1*10°®) ausgewahlt, um
eine prazisere Zuordnung zu den GO-Kategorien zu gewahrleisten. Weiterhin wurden nicht nur die
selektierten DEGs nach 1 d und 2 d, sondern auch die Schnittmenge der DEGs aus 1 d und 2 d (Abb. 37)

der GO-Analyse unterzogen (Anhang Daten A4).
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Abb. 37 Anzahl der differenziell exprimierten Gene (DEGs), die einer GO-Analyse unterzogen wurden. Venn-Diagramme
reprasentieren die Schnittmenge von induzierten (A; log,FC > 1, Pag < 0,05) und reprimierten (V; log,FC < -1, Pyg;< 0,05)
DEGs nach 1 d und 2 d Uberflutung.

Die GO-Analyse ergab eine Vielzahl an angereicherten GO-Kategorien in jeder Art (Tab. 11). Dabei lag
die Anzahl der signifikant angereicherten GO-Kategorien der induzierten DEGs zu jedem Zeitpunkt
hoéher als die Anzahl der signifikant angereicherten GO-Kategorien der reprimierten DEGs. Aufgrund
der Tatsache, dass die Anzahl der signifikant angereicherten GO-Kategorien in fast allen Fallen Gber
100 lag, wurden nicht alle GO-Kategorien im Detail betrachtet. Vielmehr wurde zur Identifizierung von
potenziellen Toleranzmechanismen der Zeitfaktor herausgenommen, indem nur noch signifikant
angereicherte GO-Kategorien der Schnittmenge der DEGs nach 1d und 2 d Uberflutung (Tab. 11;
Pagi 1d & 2d < 0,05, Abb. 37) naher betrachtet wurden. Danach war es moglich, die GO-Analysen der
einzelnen Arten anhand der GO-ID zu vereinen und so die signifikant angereicherten GO-Kategorien

(Pagj < 0,05) in verschiedenen Analysegruppen vergleichen zu kdnnen (Tab. 12).

Tab. 11 Anzahl der signifikant angereicherten GO-Kategorien in den untersuchten Arten. Dargestellt ist die Anzahl der GO-
Kategorien aus induzierten (A; log,FC > 1, Pggi< 0,05) und reprimierten (V; log2FC < -1, P,qi< 0,05) DEGs (siehe Abb. 37).
Signifikant angereicherte GO-Kategorien wurden definiert als P,qj< 0,05.

GO-Kategorien A. thaliana C. hirsuta C. pratensis R. palustris R. sylvestris

DEGs A v A v A v A v A v
Paq;1d < 0,05 129 87 92 29 149 85 146 80 178 180
Paqi 2d < 0,05 172 126 86 60 190 126 131 112 170 161

Pojld &2d<0,05 129 84 97 43 156 95 129 125 167 158
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Tab. 12 Definition verschiedener Analysegruppen, um spezifische Reaktionen auf Uberflutung identifizieren zu kénnen. Es
wurde eine Gene Ontology (GO)-Analyse fur die Schnittmenge der nach 1 d und 2 d induzierten bzw. reprimierten DEGs fur
jede Art separat durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Analysegruppen definiert (1-4), um einen direkten Vergleich der Arten
anhand der GO-IDs durchfiihren zu kénnen. Die verschiedenen Analysegruppen besitzen eine unterschiedliche Kombination
an signifikant Gberreprasentierten (,,+“; Padj < 0,05) und nicht signifikant tiberreprasentierten (,-“; Padj. > 0,05) GO-IDs der
Pflanzenarten.

Analysegruppe Bezeichnung A. thaliana C. hirsuta C. pratensis R. palustris R. sylvestris

1 allgemein + + + + +
2 sensitiv + + - - -
3 tolerant - - + + +
4 Rorippa - - - + +

Um die artenunspezifischen Reaktionen auf Uberflutung charakterisieren zu kénnen, wurden in
Gruppe 1 nur GO-Kategorien ausgewahlt, die gleichzeitig in allen Arten signifikant angereichert waren.
In Gruppe 2 befanden sich nur GO-Kategorien, die in den sensitiven Arten A. thaliana und C. hirsuta
signifikant und gleichzeitig in den toleranten Arten C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris nicht
signifikant angereichert waren. Gruppe 3 reprasentiert das umgekehrte Szenario und damit die
spezifischen Reaktionen der toleranten Arten. Des Weiteren wurden Rorippa-spezifische Reaktionen
(Gruppe 4) selektiert. Auf die Charakterisierung der Cardamine-spezifischen Reaktionen wurde
verzichtet, da die gemeinsamen Reaktionen der sensitiven Art C. hirsuta und der toleranten Art
C. pratensis bereits durch die Analyse von Gruppe 1 abgedeckt werden. Die Gberflutungsresponsiven

Prozesse der unterschiedlichen Analysegruppen werden nun im Folgenden naher betrachtet.

3.4.6 Die allgemeine Uberflutungsantwort beinhaltet Stressreaktionen
Nicht nur die Toleranzmechanismen waren von Interesse, sondern auch die generellen Reaktionen von
Brassicaceae-Pflanzen auf Uberflutung. Die GO-Analyse ergab fiir die Schnittmenge der nach 1 d und
2 d induzierten DEGs insgesamt 45 GO-Kategorien, die in allen Arten signifikant angereichert waren
(Abb. 38a). Dazu gehorten biologische Prozesse assoziiert mit Kohlenhydraten (,,response to sucrose”,
»response to fructose”), aber auch Signalwege, die mit Ethylen und ABA assoziiert sind (u. a. ,response
to ethylene”, ,ethylene-activated signaling pathway”, ,response to abscisic acid”, ,abscisic acid-
activated signaling pathway”). Der Grof3teil der Gberreprasentierten GO-Kategorien ldsst allerdings auf
eine stressinduzierte Schadigung des Organismus und der Aktivierung der Immunantwort hindeuten.
Es waren z. B. die GO-Kategorien ,response to wounding”, , defense response”, ,,MAPK cascade” und
»regulation of defense response” stark angereichert. Im Speziellen waren sogar GO-Kategorien in
Reaktion auf andere Organismen Uberreprdsentiert, z. B. ,response to bacterium”, ,defense response

to fungus”, ,response to insect” und ,response to other organism”.
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(a) .
o & &
O EI 5 -togio(Paa)

» O O ID GO-Kategorie Bereich
G0:0000165 MAPK cascade BP
G0:0002237 response to molecule of bacterial origin BP
GO0:0002679 respiratory burstinvolved in defense response BP
GO:0003700 transcription factor activity, sequence-specific DNA binding MF

- GO0:0005576 extracellular region CcC
G0:0006355 regulation of transcription, DNA-templated BP
G0:0006612  protein targeting to membrane BP
G0:0006857 oligopeptide transport BP
G0:0006865 amino acid transport BP
GO0:0006952 defense response BP
G0:0009595 detection of biotic stimulus BP
GO0:0009611  response to wounding BP
GO0:0009612 response to mechanical stimulus BP
G0:0009617 response to bacterium BP
GO0:0009625 response to insect BP
G0:0009627 systemic acquired resistance BP
GO0:0009646 response to absence of light BP
G0:0009697 salicylic acid biosynthetic process BP
GO0:0009723 response to ethylene BP
GO:0009737 response to abscisic acid BP
GO0:0009738 abscisic acid-activated signaling pathway BP
GO0:0009744 response to sucrose BP
G0:0009750 response to fructose BP
GO0:0009753 response to jasmonic acid BP
G0:0009862 systemic acquired resistance, salicylic acid mediated signaling pathway = BP
GO0:0009863 salicylic acid mediated signaling pathway BP
G0:0009867 jasmonic acid mediated signaling pathway BP
GO0:0009873 ethylene-activated signaling pathway BP
GO:0010105 negative regulation of ethylene-activated signaling pathway BP
G0:0010120 camalexin biosynthetic process BP
GO0:0010167 response to nitrate BP
G0:0010200 response to chitin BP
GO0:0010310 regulation of hydrogen peroxide metabolic process BP
G0:0010363 regulation of plant-type hypersensitive response BP
GO0:0015706 nitrate transport BP
G0:0030968 endoplasmic reticulum unfolded protein response BP
GO0:0031347 regulation of defense response BP
G0:0031348 negative regulation of defense response BP
G0:0035556 intracellular signal transduction BP
G0:0042742 defense response to bacterium BP
G0:0043069 negative regulation of programmed cell death BP
G0:0043900 regulation of multi-organism process BP
G0:0050832 defense response to fungus BP
GO0:0051707 response to other organism BP
G0:0080167 response to karrikin BP

CIRNTS  -togo(Puq)

GO-Kategorie Bereich
G0:0003677 DNA binding MF
G0:0005576 extracellular region CcC
G0:0009718 anthocyanin-containing compound biosynthetic process BP
G0:0019761 glucosinolate biosynthetic process BP

Abb. 38 Uberreprisentierte GO-Kategorien der allgmeinen iiberflutungsresponsiven Gene. Dargestellt sind nur GO-
Kategorien, die gleichzeitig in allen Arten signifikant (Pag;< 0,05) angereichert waren. (a) GO-Kategorien der induzierten DEGs.
(b) GO-Kategorien der reprimierten DEGs. Heatmap zeigt den negativen logio des Paqj(siehe Skala). BP: biologischer Prozess,
MF: molekulare Funktion, CC: Zellkompartiment.
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Aber auch Reaktionen auf Salicylsaure (SA) und Jasmonsaure (JA), deren Rolle zusammen mit Ethylen
als primares Signal fiir die Regulierung der Immunantwort bekannt sind (Pieterse et al., 2009), waren
in allen Arten Uberreprasentiert. Dazu gehorten z. B. die GO-Kategorien ,response to jasmonic acid”,
»salicylic acid biosynthetic process”, ,jasmonic acid-activated signaling pathway”, ,salicylic acid-
activated pathway” und ,,systemic acquired resistance”. In Reaktion auf Uberflutung bzw. 0,-Mangel,
Pathogenbefall und Verwundung wird der zellulare ROS-Spiegel reguliert (Steffens et al., 2013). Dem-
entsprechend gehorten auch ROS-assoziierte GO-Kategorien (,regulation of hydrogen peroxide
metabolic process”, ,respiratory burst involved in defense response”) zu den signifikant angereicher-
ten biologischen Prozessen der induzierten DEGs. GO-Kategorien, die mit ROS und Verwundung bzw.
Immunantwort in Verbindung gebracht werden kénnen, lassen auf eine Stressantwort in Reaktion auf
Uberflutung in allen Arten schlieBen. AuRerdem waren die molekulare Funktion ,transcription factor
activity, sequence-specific DNA-binding” und das zellulare Kompartiment , extracellular region” in allen
Arten (iberreprasentiert. Die Tatsache, dass bei Uberflutung eine erhdhte Aktivitat von Transkriptions-
faktoren beobachtet wurde, ist aufgrund der hohen Anzahl von DEGs und der damit einhergehenden

Veranderung der Genexpression nicht iberraschend.

Fir die Schnittmenge der nach 1 d und 2 d reprimierten DEGs konnten insgesamt nur 4 GO-Kategorien
ermittelt werden, die in allen Arten Uberreprasentiert waren (Abb. 38b). Dies waren die molekulare
Funktion ,,DNA binding” und das zellulare Kompartiment , extracellular region”, deren Anreicherung
keine Riickschliisse auf spezifische Funktionen zulieB. AuRerdem waren die biologischen Prozesse
»anthocyanin-containing compound biosynthetic process” und ,glucosinolate biosynthetic process” in
den reprimierten DEGs Uberreprasentiert. Normalerweise werden Anthocyane vermehrt auf
abiotischen Stress (Kovinich et al., 2015) und Glucosinolate auf biotischen Stress (Hopkins et al., 2009)
gebildet. Eine Repression der Anthocyan- und Glucosinolat-Biosynthese kann aber auch auf eine
generelle Repression von Biosyntheseprozessen hindeuten. Die Tatsache, dass nur wenige liberlap-
pende GO-Kategorien der reprimierten DEGs identifiziert werden konnten, lasst vermuten, dass

reprimierte Prozesse in jeder Art individuell reguliert werden.

3.4.7 Molekulare Uberflutungsmechanismen der sensitiven Arten
Zur Charakterisierung der Uberflutungsmechanismen der sensitiven Arten wurden insgesamt 9 GO-
Kategorien identifiziert, die spezifisch in A. thaliana und C. hirsuta Giberreprasentiert waren. Bei den
induzierten DEGs gehorten dazu die molekularen Funktionen ,ferric-chelate reductase activity” und
»auxin efflux transmembrane transporter activity” (Abb. 39a). Besonders die signifikant angereicher-
ten biologischen Prozesse ,toxin catabolic process”, ,response to cyclopentenone” und ,,defense

response by callose deposition in cell wall” lassen erneut auf eine Verteidigungsantwort in den
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sensitiven Arten schlieRen. Fir die reprimierten DEGs wurden die biologischen Prozesse ,,response to
desiccation”, ,response to wounding” und ,jasmonic acid biosynthetic process” identifiziert (Abb.

39b).

Die GO-Kategorie ,ferric-chelate reductase activity” beinhaltet 8 FRO (ferric reductase oxidase)-Gene,
welche an der Metallhomoostase durch Reduktion von Eisen und Kupfer beteiligt sind und durch Eisen-
und Kupfermangel induziert werden (Jain et al., 2014). Bei ndherer Betrachtung der FRO-Gene konnte
bestatigt werden, dass insbesondere FRO3 (AT1G23020) und FRO7 (AT5G49740) in A. thaliana und
C. hirsuta bei Uberflutung stark induziert wurden, wihrend diese in den anderen Arten entweder nicht
exprimiert oder nicht signifikant differenziell reguliert wurden (Abb. A8a). Die GO-Kategorie ,,auxin
effluxtransmembrane transporter activity” beinhaltet Gene, die flir Auxin-Efflux-Transporter codieren.
Auch hier wurden die entsprechenden Gene der GO-Kategorie in allen Arten ndher betrachtet (Abb.
A8b). In A. thaliana und C. hirsuta waren insbesondere ABCB4 (AT2G47000), ABCB21 (AT3G62150) und
PIN7 (AT1G23080) in Reaktion auf Uberflutung induziert. Allerdings wurde ABCB21 (AT3G62150.3)

auch in R. palustris und R. sylvestris stark induziert.

(a) . © _ 5 -l0g10(Pagj)
XN C I\
Ry
R S

Lol S R ID GO-Kategorie Bereich
G0:0000293 ferric-chelate reductase activity MF

G0:0009407 toxin catabolic process BP

G0:0010329 auxin efflux transmembrane transporter activity MF

G0:0010583 response to cyclopentenone BP

G0:0015824 proline transport BP

G0:0052544 defense response by callose deposition in cell wall BP

(b)
. )
R N oo,
& W W
QPR CA S\
A IR M L
Ll 2 ID GO-Kategorie Bereich

GO0:0009269 response to desiccation BP
G0:0009611 response to wounding BP
G0:0009695 jasmonic acid biosynthetic process BP

Abb. 39 Uberreprisentierte GO-Kategorien der sensitiven Arten. Dargestellt sind nur GO-Kategorien, die gleichzeitig in
A. thaliana und C. hirsuta signifikant (Pag< 0,05) und in den anderen Arten nicht signifikant (P,q;> 0,05) angereichert waren.
(a) GO-Kategorien der induzierten DEGs. (b) GO-Kategorien der reprimierten DEGs. Heatmap zeigt den negativen log;o des
Paqj(siehe Skala). BP: biologischer Prozess, MF: molekulare Funktion, CC: Zellkompartiment.

3.4.8 Molekulare Uberflutungsmechanismen der toleranten Arten
Zur |dentifizierung von spezifischen Uberflutungsmechanismen der toleranten Arten wurden die GO-
Kategorien so gefiltert, dass nur GO-Kategorien ausgewahlt wurden, die spezifisch in den toleranten

Arten signifikant und gleichzeitig in den sensitiven Arten nicht signifikant angereichert waren. Dadurch
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konnten fiir die nach 1 d und 2 d Uberflutung induzierten DEGs insgesamt 13 GO-Kategorien und fiir
die reprimierten DEGs 7 GO-Kategorien identifiziert werden (Abb. 40).

(a)
5 -1og1(Pa)
GO-Kategorie Bereich

G0:0000041 transition metal ion transport BP

G0:0006826 iron ion transport BP

G0:0006888 ER to Golgi vesicle-mediated transport BP

G0:0006897 endocytosis BP

G0:0008289 lipid binding MF

G0:0009505 plant-type cell wall CcC

G0:0010106 cellular response to iron ion starvation BP

G0:0016798 hydrolase activity, acting on glycosyl bonds MF

G0:0034059 response to anoxia BP

G0:0043090 amino acid import BP

G0:0046622 positive regulation of organ growth BP

G0:0048638 regulation of developmental growth BP

G0:0071369 cellular response to ethylene stimulus BP

(b) ] @
0‘\0(@ 9&0 6&‘\9\\\‘6&6\“0{? _ 5 -logio(Pad)
RN S
LR 2 A ID GO-Kategorie Bereich

G0:0000226 microtubule cytoskeleton organization BP
G0:0006260 DNA replication BP
G0:0016538 cyclin-dependent protein serine/threonine kinase regulator activity MF

G0:0019252 starch biosynthetic process BP
G0:0019760 glucosinolate metabolic process BP
G0:0051567 histone H3-K9 methylation BP
G0:0051726 regulation of cell cycle BP

Abb. 40 Uberreprisentierte GO-Kategorien der toleranten Arten. Dargestellt sind nur GO-Kategorien, die gleichzeitig in
C. pratensis und den beiden Rorippa-Arten signifikant (Pag < 0,05) und in den anderen Arten nicht signifikant (Paq> 0,05)
angereichert waren. (a) GO-Kategorien der induzierten DEGs. (b) GO-Kategorien der reprimierten DEGs. Heatmap zeigt den
negativen logio des Pqgj(siehe Skala). BP: biologischer Prozess, MF: molekulare Funktion, CC: Zellkompartiment.

Unter den GO-Kategorien der induzierten DEGs befanden sich beispielsweise biologische Prozesse, die
mit Metallen assoziiert waren: ,transition metal ion transport”, ,iron ion transport” und ,cellular
response to iron ion starvation”. AuSerdem befanden sich darunter Transport-assoziierte Prozesse wie
»amino acid import” und ,,ER to Golgi vesicle-mediated transport” sowie ,endocytosis”. Die weiteren
Uberreprasentierten biologischen Prozesse ,positive regulation of organ growth” und ,regulation of

III

developmental growth” sowie das Zellkompartiment ,plant-type cell wall” kbnnen mit Wachstum in
Verbindung gebracht werden. Letzteres war unerwartet, da zumindest R. palustris und R. sylvestris
nach 2 d Uberflutung ein signifikant geringeres Wachstum als unter Kontrollbedingungen aufwiesen

(Abb. 7).

Zu den signifikant Gberreprasentierten GO-Kategorien der induzierten DEGs zdhlten aullerdem die

molekularen Funktionen ,lipid binding” und , hydrolase activity, acting on glycosyl bonds”. Die GO-
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Kategorie ,response to anoxia” beinhaltet Transkripte, die fiir die GVII ERFs HRE1 und HRE2 codieren
(Abb. A9). Insbesondere HRE1 war in R. palustris und R. sylvestris nach 1 d und 2 d Uberflutung stark
induziert, wiahrend HRE1 in A. thaliana nur nach 1 d Uberflutung induziert wurde. Die signifikant
angereicherten GO-Kategorien der reprimierten DEGs waren biologische Prozesse assoziiert mit
Zellzyklus (,,regulation of cell cylce”), DNA-Replikation (,,DNA replication”), Epigenetik (,,histone H3-K9
methylation”) und Stoffwechsel (,starch biosynthetic process”, ,glucosinolate metabolic process”)
sowie die molekulare Funktion ,cyclin-dependent protein serine/threonine kinase regulator activity”.
Die Anreicherung dieser Prozesse lasst eine starkere Repression energieaufwendiger Prozesse in den

toleranten Arten vermuten.

3.4.9 Rorippa-spezifische Uberflutungsmechanismen
Da die untersuchten Rorippa-Arten extrem iiberflutungstolerant sind (Abb. 9d, e) und bei Uberflutung
weniger unter Kohlenhydratmangel zu leiden scheinen (Abb. 32, Abb. 34), wurden auch spezifische
Prozesse der Rorippa-Arten niher betrachtet (Abb. 41). Fiir induzierte DEGs nach 1 d und 2 d Uberflu-
tung konnten insgesamt 13 GO-Kategorien identifiziert werden, die spezifisch nurin den Rorippa-Arten
angereichert waren. Dazu gehorten beispielsweise Stoffwechsel-Prozesse wie ,carbon utilization”,
»carbonate dehydratase activity”, ,cellular response to nitrogen starvation” und ,cellular response to
starvation” sowie die molekularen Funktionen ,cyclic nucleotide binding”, ,zinc ion binding”,

»ammonium transmembrane transporter activity” und , organic cation transport”.

Die GO-Kategorien ,ammonium transmembrane transporter activity” und , organic cation transport”
enthalten Gene, die fir Ammoniumtransporter (AMT) codieren. In A. thaliana gibt es 5 Mitglieder der
AMT1-Genfamilie und ein Gen, das flir AMT2 codiert (Sohlenkamp et al., 2000; von Wirén et al., 2000).
In allen Arten wurde AMT1;1 bei Uberflutung induziert, wobei die Induktion in den Cardamine- und
Rorippa-Arten starker war als in A. thaliana (Abb. A10). In den toleranten Arten wurden auRerdem
Transkripte induziert, die fir den AMT2-Transporter codieren, der moglicherweise an der Regenera-

tion von Ammonium wahrend der Photorespiration beteiligt ist (Sohlenkamp et al., 2002).

Fiir reprimierte DEGs nach 1 d und 2 d Uberflutung konnten auRerdem 24 GO-Kategorien identifiziert
werden, die spezifisch nur in den Rorippa-Arten Uberreprasentiert waren. Dazu gehorten Prozesse, die
mit dem Zellzyklus (,,regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle”, ,,chromosome organization”,
»spindle assembly”) der Epigenetik (,nuclear chromatin”, ,histone lysine methylation”, ,nucleosome
assembly”, ,nucleosome”, ,,chromatin silencing”) und Hormonen (,,gibberellic acid mediated signaling

pathway”, ,,regulation of auxin polar transport”, ,response to cytokinin”) assoziiert sind.
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G0:0004089 carbonate dehydratase activity MF
G0:0006464 cellular protein modification process BP
G0:0006995 cellular response to nitrogen starvation BP

G0:0008270 zincion binding MF
G0:0008519 ammonium transmembrane transporter activity MF
G0:0009267 cellular response to starvation BP
G0:0009624 response to nematode BP
GO:0010161 red light signaling pathway BP
G0:0010260 animal organ senescence BP
G0:0015695 organic cation transport BP
G0:0015976 carbon utilization BP
G0:0016844 strictosidine synthase activity MF
G0:0030551 cyclic nucleotide binding MF

ERNS -0g:0(P)

GO-Kategorie Bereich
G0:0000786 nucleosome CcC
GO:0000790 nuclear chromatin CcC
G0O:0001708 cell fate specification BP
G0:0003896 DNA primase activity MF
G0:0006261 DNA-dependent DNA replication BP
G0:0006268 DNA unwinding involved in DNA replication BP
GO0:0006306 DNA methylation BP
G0:0006334 nucleosome assembly BP
G0:0006342 chromatin silencing BP
G0:0006598 polyamine catabolic process BP
G0:0008083 growth factor activity MF
G0:0008094 DNA-dependent ATPase activity MF
G0:0009735 response to cytokinin BP
G0:0009740 gibberellic acid mediated signaling pathway BP
G0:0009958 positive gravitropism BP
G0:0010389 regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle BP
G0:0016458 gene silencing BP
G0:0016846 carbon-sulfur lyase activity MF
G0:0022622 root system development BP
G0:0034968 histone lysine methylation BP
G0:0042398 cellular modified amino acid biosynthetic process BP
G0:0051225 spindle assembly BP
G0:0051276 chromosome organization BP
G0:2000012 regulation of auxin polar transport BP

Abb. 41 Uberreprisentierte Rorippa-spezifische GO-Kategorien. Dargestellt sind nur GO-Kategorien, die gleichzeitig in
beiden Rorippa-Arten signifikant (P,q;< 0,05) und in den anderen Arten nicht signifikant (P.q;> 0,05) angereichert waren. (a)
GO-Kategorien der induzierten DEGs. (b) GO-Kategorien der reprimierten DEGs. Heatmap zeigt den negativen logi des Pqg;
(siehe Skala). BP: biologischer Prozess, MF: molekulare Funktion, CC: Zellkompartiment.

3.4.10 BCA3 als Kandidatengen fur Uberflutungstoleranz in R. sylvestris
In den Rorippa-spezifischen GO-Kategorien ,,carbonate dehydratase activity”, ,,carbon utilization” und
,zincion binding” befanden sich Gene, die fiir CAs codieren, weshalb deren Expression bei Uberflutung
ndher betrachtet wurde (Abb. 42, Abb. Al11). Dies war von besonderem Interesse, da CAs bei
aquatischen Organismen eine Rolle beim Leben unter Wasser spielen (vgl. Kapitel 1.3). In A. thaliana
gibt es 8 -, 6 B- und 5 y-CA-Gene, deren Produkte in Chloroplasten, in Mitochondrien, der Plasma-

membran oder dem Cytoplasma vorkommen kénnen (Dimario et al., 2017).
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(a) A. thaliana (b) C. hirsuta

1d|2d| Transkript AGI Annotation Transkript AGI Annotation
AT3G52720.1 AT3G52720 ACA1 Chr5_GG_1154_c1_g1_i1 AT3G52720 ACA1
AT3G52720.2 AT3G52720 ACA1 Chr5_GG_1154_c4_g1_i1 AT3G52720 ACA1
AT3G52720.4 AT3G52720 ACA1 Chr4_GG_1626_c0_g1_i1 AT2G28210 ACA2
| | |AT2G28210.1 AT2G28210 ACA2 Chr2_GG_1962_c1_g1_i1 AT5G04180 ACA3
] AT5G04180.1 AT5G04180 ACA3 Chr6_GG_2389 _c0_g1_i1 AT5G04180 ACA3
AT3G01500.2 AT3G01500 CA1 Chr7_GG_981_c1_g1_i1 AT4G20990 ACA4
AT5G14740.6 AT5G14740 CA2 Chr1_GG_1585_c0_g1_i1 AT1G08080 ACA7
AT5G14740.7 AT5G14740 CA2 Chr3_GG_551_c1_g1_i1 AT3G01500 CA1
AT5G14740.9 AT5G14740 CA2 Chr3_GG_551_c2_g1_i1 AT3G01500 CA1
| | AT1G58180.1 AT1G58180 BCA6 Chr6_GG_2019_c0_g1_i1 AT5G14740 CA2
AT1G58180.3 AT1G58180 BCA6 Chr6_GG_2019_c1_g1_i2 AT5G14740 CA2
AT1G58180.4 AT1G58180 BCA6 Chr6_GG_2019_c3 g1_i1 AT5G14740 CA2
AT1G58180.5 AT1G58180 BCA6 Chr6_GG_2019_c5_g1_i1 AT5G14740 CA2
AT1G58180.6 AT1G58180 BCA6 Chr2_GG_460_c1_g1_i1 AT1G70410 BCA4
AT1G58180.7 AT1G58180 BCA6 Chr7_GG_1165_c0_g1_i1 AT4G33580 BCA5
AT1G19580.1 AT1G19580 GAMMA CA1 | |Chr2_GG_400_c0 g1_i1 AT1G58180 BCA6
AT1G19580.2 AT1G19580 GAMMA CA1 Chr2_GG_400_c0_g1_i2 AT1G58180 BCA6

AT5G66510.1
AT5G63510.1
AT3G48680.1

AT5G66510 GAMMA CA3
AT5G63510 GAMMA CAL1
AT3G48680 GAMMA CAL2

AT1G19580 GAMMA CA1
AT1G47260 GAMMA CA2
AT5G66510 GAMMA CA3
AT5G63510 GAMMA CAL1

Chr1_GG_191_c0_g1_it
Chr1_GG_2200_c1_g1_it
Chr8_GG_1580_c1_g1_i1
Chr8_GG_822 c0 g1 it

(c) C. pratensis (d) R. palustris

1d | 2d Transkript AGI Annotation Transkript AGI Annotation
TRINITY DN43684_c2 g3 i3 AT3G52720 _ ACA1 TRINITY _DN39276_c2 g3 i1 AT3G01500  CA1
TRINITY_DN31325_c0_g1_i3 AT1G23730  BCA3 TRINITY DN31822 c0_g1 i1 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN50656_c3_g1_i1 AT1G23730  BCA3 || |TRINITY DN31822 c0_g1_i11 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN50656_c3 g1 i3 AT1G23730  BCA3 [ | TRINITY_DN31822_c0_g1_i12 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN40325_c0_g1_i2 AT1G58180  BCA6 TRINITY_DN31822_c0_g1_i14 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN40325_c0_g1_i6 AT1G58180  BCA6 TRINITY DN31822 c0_g1_i15 AT5G14740  CA2
TRINITY DN44418 c2 g3 i2 AT3G48680 GAMMA CAL2 || |TRINITY DN31822 cO g1 _i19 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN31822_c0_g1_i§ AT5G14740  CA2
(e) R. sylvestris || |TRINITY_DN34972_c0_g1_i11 AT5G14740  CA2
_ ) [T | TRINITY_DN34972_c0_g1_i9 AT5G14740  CA2
Transkript i AGl Annotation TRINITY_DN34972 c0_g2_i5 AT5G14740  CA2
TRINITY DN32220_c0 g1 18 AT3G52720  ACAT TRINITY DN34972 c0 g2 19 AT5G14740  0A2
TRINITY_DN35346_¢c2_g1_i3  AT3G52720  ACAT " ro Ty DN38887_c0_g1_i7 AT1G23730  BCA3
TRINITY_DN39699_c1_g4_i2 AT3G52720  ACA1 TRINITY DN30963 o1 g1 /3 ATAG33580  BOAS
TRINITY_DN40404_cO_g4_i1 ~ AT3G01500 CA1 TRINITY_DN32388_c0_g1_i1 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN40404_c0_g4_i2  AT3G01500 CA1 TRINITY_DN32388_c0_g1_i4 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN40404_c0_g4 i3  AT3G01500  CA1 TRINITY_DN32388_c0_g1_i9 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN40404_c0_g4_i4  AT3G01500 CA1 TRINITY DN32388 c0 g2 i1 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN30558 ¢0_g1_i2  AT5G14740 CA2 TRINITY_DN32388_c0_g2_i8 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN30558 ¢0_g2 i1 AT5G14740 CA2 (U 7TRINITY DN28648 c0 g3 i1 AT5G66510 GAMMA CA3
TRINITY DN32185_c1_g1_i1 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN33852_c1_g1_i2 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN33852_c1_g1_i3 AT5G14740  CA2
TRINITY_DN35049_c0_g1_i10 AT5G14740  CA2 SR 5 ouFC
| | |TRINITY_DN41392_c0_g1_i14 AT1G23730  BCA3
TRINITY_DN41392_c0_g1_i7 AT1G23730  BCA3
TRINITY_DN41392_c0_g1_i9 AT1G23730  BCA3
TRINITY_DN33652_c0_g1_i2 AT4G33580  BCA5
TRINITY_DN36079_cO_g1_i1 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN36079_c0_g1_i2 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN36079_c0_g1_i5 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN36079_c0_g1_i6 AT1G58180  BCA6
TRINITY_DN38210_c2 g1_i6 AT1G58180  BCA6

Abb. 42 Expression von Carboanhydrase-Genen bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC nach 1 d und 2 d Uberflutung in
A. thaliana (a), C. hirsuta (b), C. pratensis (c), R. palustris (d) und R. sylvestris (e). Gelb reprasentiert induzierte und Cyan
reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Die log,FC-Skala
wurde im Vergleich zu den anderen Heatmaps gedndert, um die Unterschiede zwischen den Arten hervorzuheben (siehe Abb.
A11 fur die gleiche log,FC-Skala wie in den anderen Heatmaps). Gene mit einem P,q;> 0,05 sind durch ein ,,x“ gekennzeichnet.
Gezeigt sind nur Transkripte, die in mindestens einem Zeitpunkt signifikant differenziell exprimiert waren (P,q; < 0,05).

Eine Induktion von BCA6 (AT1G58180) fand in allen Arten statt. In A. thaliana (Abb. 42a) wurde
aullerdem ACA3 (AT5G04180) und in C. hirsuta (Abb. 42b) ACA7 (AT1G08080) induziert. Besonders
stark wurden bei Uberflutung BCA3 in C. pratensis (Abb. 42c) und R. sylvestris (Abb. 42e) sowie CA2
(AT5G14740) und BCA3 in R. palustris (Abb. 42d) induziert, bei denen es sich um cytosolische CAs
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handelt (Fabre et al.,, 2007). Dabei wurde BCA3 im Vergleich zur Kontrolle bis zu 500-fach in
C. pratensis, 15-fach in R. palustris und sogar mehr als 3000-fach in R. sylvestris induziert, wahrend
BCA3in A. thaliana und C. hirsuta nicht signifikant differenziell exprimiert wurde (Abb. 42,Tab. A9). Die
starke Induktion von RsBCA3 konnte aullerdem mittels semiquantitativer Expressionsanalyse auch

nach 7 d Uberflutung bestatigt werden (Abb. 43).

Kontrolle Uberflutung

Abb. 43 RsBCA3 ist auch nach einer Woche Uberflutung stark induziert. Jeweils 3 Individuen von 3-4 Wochen-alten
R. sylvestris-Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen entweder komplett iberflutet oder normal bewassert (Kontrolle).

Nach 7 d wurden die jungsten Blatter geerntet und das Transkriptlevel von RsBCA3 und TUB als Referenz (Amplifizierung mit
A. thaliana-spezifischen Primern) mittels semiquantitativer PCR nachgewiesen. Die Zyklenzahl betrug 30.

RsBCA3

AtTUB

Aufgrund der extremen Uberflutungstoleranz und der starken Geninduktion von RsBCA3 in Reaktion
auf Uberflutung wurde deshalb BCA3 als Kandidatengen fiir weitere Toleranzanalysen ausgewahlt. Die
vollstandige CDS von RsBCA3 wurde anhand des Transkriptoms identifiziert und mit der CDS von
AtBCA3 verglichen (Abb. A12), wobei viele konservierte, aber auch einige artenspezifische Bereiche
identifiziert wurden. Auch in der Proteinsequenz fanden sich konservierte Bereiche, insbesondere
samtliche Aminosauren, die an der Dimerisierung, der Zink-lon-Bindung sowie dem aktiven Zentrum

beteiligt sind (Abb. 44).

AtBCA3 MSTESYEDAIKRLGELLSKKSDLGNVAAAKIKKLTDELEELDSNKLDAVERIKSGFLHFKTNNYEKNPTLYNSL
RsBCA3 MSTESYEDAIKRLGELLSKKSELGNVAAAKIKKLTDELEELDSNKLDAVERIKSGEFTHFKKNNYEKNPSLYNAL

khkhkhkrkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhhhkhkhkoehkhkhhhkhkhkhkhhhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhrhkoehkkhkh *,rxkhkkhkhkkhkxokhkhox

AtBCA3 AKSQTPKFLVFACADSRVSPSHILNFQLGEAFIVRNIANMVPPYDKTKHSNVGAALEYPITVLNVENILVIGHS
RsBCA3 AKSQSPKFLVFACADSRVSPSHILNFQLGEAFIVRNIANMVPPFDKVKHSNVGAALEYPTITVLNVENILVIGHS

dokk ke kkkkkhhkhkhhk Ak kkkhkhk Ak A Ak khkkhk Ak Ak hhkhkhh ko kk hhhk kA A kkhkhkhkhk Ak Ak kK kkkk ** &%

AtBCA3 CCGGIKGLMATEDNTAPTKTEFIENWIQICAPAKNRIKQDCKDLSFEDQCTNCEKEAVNVSLGNLLSYPFVRER
RsBCA3 CCGGIKGLMAIEDDAAP-TTEFIENWIQICAPAKNRIKQECKDLSFDDQCNNCEKEAVNVSLGNLLSYPFVRER

kkkkhk Ak kkkkhk o o XK dhkhkkhkhkkkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkkhkhhoehkhhkhhkohkhhk Ahkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkkkhhrk

AtBCA3 VVKNKLATRGAHYDFVKGTFDLWELDFKTTPAFALS—
RsBCA3 VEKNKLTIRGAHYDFVKGTFDLWDLDYKTTPAFALS—

Kk kkkkekkkhk kA hkkhkhkkhkhkkhkhkokkokkhkkkhkk*k

Abb. 44 ClustalW-Sequenzalignment der Proteinsequenzen von AtBCA3 und RsBCA3. Die Proteinsequenzen wurden anhand
der CDS in Abb. A12 mittels ExPASy translate tool erhalten. Konservierte Bereiche sind mit ,*“, hohe Ahnlichkeit mit ,,:“ und
schwache Ahnlichkeit mit ,,.“ gekennzeichnet, ,-“ entspricht dem Stopp-Codon. Unterstrichene Bereiche entsprechen dem
aktiven Zentrum, fett markierte Bereiche der Dimerisierung (Polypeptid-Bindestelle) und gelb markierte Bereiche der Zink-
lon Bindestelle, basierend auf der NCBI Conserved Domain Database (Marchler-Bauer et al., 2017).
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3.4.11 BCA3 Uberexpression fiihrt zu keiner erhdhten Uberflutungstoleranz in A. thaliana
Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass in den toleranten Wildpflanzen aufgrund einer erhéhten
Expression von CA-Genen (insbesondere BCA3) mehr CO, aus HCO;s fir die Unterwasser-Photosyn-
these bereitgestellt wird und dies woméglich zur Uberflutungstoleranz beitragt. Um den Einfluss von
BCA3 auf die Uberflutungstoleranz testen zu kénnen, wurden AtBCA3- und RsBCA3-Uberexpressions-
linien im Col-0-Hintergrund mittels floral dip generiert und homozygote Linien der T3-Generation iden-
tifiziert. Durch Gateway-Klonierung wurden folgende Konstrukte erstellt: HA-AtBCA3 und HA-RsBCA3
(N-term. HA-Tag) sowie AtBCA3-HA und RsBCA3-HA (C-term. HA-Tag). In einer ersten Analyse konnte
in den homozygoten AtBCA3- und RsBCA3-Uberexpressionslinien mit C-terminalem HA-Tag, trotz eines
erhohten Transkriptlevels, kein Protein mittels Western-Blot nachgewiesen werden (Abb. A13). In
einer zweiten Analyse wurden deshalb nur die homozygoten AtBCA3- und RsBCA3-Uberexpressions-
linien mit N-terminalem HA-Tag anhand ihrer Uberexpressionsstirke auf Proteinebene mittels
Western-Blot eingeordnet (Abb. 45a). Aufgrund der hohen Sequenzihnlichkeit von AtBCA3 und
RsBCA3 (Abb. 44) wurde bei beiden Proteinen ein dhnliches Molekulargewicht (~ 34 kDa, inklusive HA-
Tag) erwartet. Die Uberexpression wurde in den Linien mit den stirksten Proteinsignalen, HA-AtBCA3
#1-6 und #10-3 sowie HA-RsBCA3 #5-11 und #9-1 auBerdem auf Transkriptebene mittels semiquanti-
tativer Transkriptanalyse bestatigt (Abb. 45b).

(a) . (b)
HA-AtBCA3 OE-Linien
HA-AtBCA3
kDa Col-0 #1-3 #1-4 #1-6 #5-4 #5-7 #10-1 #10-2 #10-3 OE-Linien
Col-0 #1-6 #10-3 -
B - ., (<
3 AtBCA3
25 =
m AtTUB
e G s G QD GEb G w1 |00
HA-RsBCA3 OE-Linien
kDa Col-0 #3-7 #3-11 #3-12 #5-8 #5-11 #9-1 #9-3 #9-4 HA'R.S BCA3
OE-Linien
Col-0 #5-11 #9-1 -
35 —— ——— g
25
O

Abb. 45 Nachweis der Uberexpression von AtBCA3 und RsBCA3 im Col-0-Hintergrund. (a) Nachweis der Proteinmenge in
7 d-alten Keimlingen mittels Western-Blot. Die Detektion (3 min Belichtungszeit) der Uberexpression erfolgte mittels Anti-HA
(a-HA)-Antikorper. Als Ladekontrolle dient eine Coomassie-Brillantblau (CBB)-Farbung der RuBisCO. Das erwartete Moleku-
largewicht liegt bei ~ 34 kDa. (b) Semiquantitative PCR zum Nachweis des Transkriptlevels aus je zwei ausgewahlten Uberex-
pressionslinien (OE-Linien) und Col-0. Der Nachweis der Uberexpression erfolgte mit genspezifischen Primern (Tab. A1),
AtTUB Expression dient als Referenz des Transkriptlevels. Die Anzahl der PCR-Zyklen war jeweils 34, ,—“ entspricht der
Negativkontrolle mit H,0. Die Experimente wurden von Malte Bartylla durchgefihrt.
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Die Uberexpressionslinien HA-AtBCA3 #1-6 und #10-3 sowie HA-RsBCA3 #5-11 und #9-1 zeigten
sowohl im Keimlingsstadium (Abb. 46a) als auch als adulte Pflanzen (Abb. 46b) keinen phanotypischen
Unterschied zum Wildtyp Col-0. Die in Abb. 46b dargestellten Pflanzen wurden einem Uberlebens-
experiment nach Uberflutung unterzogen, um den Einfluss der BCA3-Uberexpression auf die

Uberflutungstoleranz untersuchen zu kénnen (Abb. 47).

(a) HA-AtBCA3 OE-Linien HA-RsBCA3 OE-Linien
#1-6 #10-3 #9-1

Abb. 46 Phinotypische Charakterisierung der BCA3-Uberexpressionslinien im Col-0-Hintergrund. (a) Keimlingsstadium.
Pflanzen wurden fiir 7 d unter Langtagbedingungen angezogen. Col-0 wurde auf MS-Medium und die Uberexpressionslinien
(OE-Linien) zum Nachweis der Zygotie auf MS-Medium mit Hygromycin kultiviert. (b) Adulte Pflanzen, welche unter Kurztag-
bedingungen angezogen wurden und in etwa das 10-Blattstadium erreicht haben. Fotos stammen von Malte Bartylla.

°\E 100 - Col-0
2 | - HA-AIBCA3 #1-6
= -0~ HA-AtBCA3 #10-3
[
8 50 - HA-RsBCA3 #5-11
2 | -0 HA-RsBCA3 #9-1
Q
..Q
.: 0 T T T T T

o 1 2 3 4 5

Uberflutungsdauer [w]

Abb. 47 Uberexpression von RsBCA3 und AtBCA3 fiihrt zu keiner erhéhten Uberflutungstoleranz im Vergleich zum Wildtyp.
Dargestellt ist die Uberlebensrate [%] in Abhingigkeit der Uberflutungsdauer [w, Wochen] von Col-0 (Wildtyp) sowie den
Uberexpressionslinien HA-AtBCA3 #1-6 und #10-3 sowie HA-RsBCA3 #5-11 und #9-1 aus einem Experiment. Das Uberleben
von jeweils 8 Pflanzen wurden nach einer Erholungszeit von 2 Wochen unter Kurztagbedingungen anhand der Fahigkeit zur
Bildung neuer Blatter bestimmt (siehe Abb. A14). Daten wurden durch Malte Bartylla erhoben.
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Bei einem positiven Einfluss der Uberexpression von BCA3 wurde in allen Linien ein besseres Uberleben
als im Wildtyp Col-0 erwartet. Es wurden je 8 Pflanzen pro Linie firr 3, 3,5, 4 und 4,5 Wochen unter
Kurztagbedingungen lberflutet. Nach 2 Wochen Erholungszeit unter Kurztagbedingungen wurde das
Uberleben des Meristems anhand der Fihigkeit zur Bildung neuer Blatter bestimmt (Abb. A14). Nach
3 Wochen Uberflutungsdauer iiberlebten bei Col-0, HA-AtBCA3 #10-3 sowie HA-RsBCA3 #5-11 und
#9-1 alle Individuen, wahrend bei HA-AtBCA3 #1-6 nur 7 von 8 Individuen Uberlebten (Abb. 47). Nach
3,5 Wochen lberlebten nur bei HA-AtBCA3 #10-3 weiterhin alle Pflanzen, wahrend bei Col-0 nur
87,5 % und bei den anderen Linien 75 % der Individuen tberlebten. Nach 4 und 4,5 Wochen Uberflu-
tungsdauer lberlebten in allen getesteten Linien nur noch 50 % der Individuen. Nach allen getesteten
Zeitpunkten konnte auch kein phanotypischer Unterschied nach der Regenerationszeit beobachtet
werden (Abb. A14). Aufgrund der Tatsache, dass kein wesentlicher Unterschied zwischen den Uberex-
pressionslinien und dem Wildtyp festgestellt werden konnte, kann eine erhdhte Genexpression von
BCA3 nicht allein fiir eine erhéhte Uberflutungstoleranz verantwortlich sein. Ein positiver Einfluss von
BCA3 auf die Uberflutungstoleranz in einem komplexeren System ist jedoch weiterhin nicht auszu-

schlielRen.

3.4.12 Méglichkeiten zur Inaktivierung von RsBCA3 und anderen Carboanhydrasen
Nicht nur die Uberexpression eines Gens kann einen Nachweis zur Auswirkung auf die Uberflutungs-
toleranz liefern, sondern auch die Inaktivierung des Gens bzw. des Proteins. Eine Moglichkeit dazu
ware beispielsweise die Herstellung von RsBCA3 knockdown-Linien mittels RNA-Interferenz (RNAI)
oder die chemische Inhibierung von CAs. Da R. sylvestris keine selbstbefruchtende Pflanze ist und
vegetativ vermehrt wird, musste eine Transformation von Kallusgewebe zur Generation von
transgenen Linien in Erwagung gezogen werden. Zur Etablierung des Transformationsprotokolls
wurden mehrere Wege getestet. Der vielversprechendste Weg ist in Abb. 48 gezeigt und beruht u. a.
auf den Transformationsprotokollen von Arabidopsis halleri (Ahmadi et al., 2018) und Oryza sativa
(Toki et al., 2006). Zunachst wurden sterile Triebe (Abb. 48a) fiir 4 Wochen unter sterilen Bedingungen
kultiviert (Abb. 48b). Die Fahigkeit zur Bildung von Kallus wurde sowohl in Wurzeln (Abb. 48c) als auch
in Petiolen (Abb. 48d) und Blattern (nicht gezeigt) untersucht. In Abb. 48e ist exemplarisch die
erfolgreiche Kallusinduktion aus Wurzeln gezeigt, aber auch aus Petiolen und Blattern konnte Kallus-
gewebe gebildet werden (nicht gezeigt). Samtlich Test-Transformationen blieben erfolglos und werden
deshalb nicht naher erldutert. Trotzdem war es moglich, aus untransformiertem Kallusgewebe mittels

Regenerationsmedium Sprosse zu induzieren (Abb. 48f).
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Abb. 48 Schritte der Kallusinduktion und Sprossregeneration. (a) Flussigsterilisierte Wurzelstticke wurden auf % MS-Medium
ausgelegt und fur 10-12 d unter Langtagbedingungen kultiviert. Die entstandenen Wurzeltriebe wurden in sterilen
Weckgldsern weiter kultiviert (b). Nach weiteren 4-5 Wochen unter Langtagbedingungen wurden verschiedene Gewebe, z. B.
Wourzeln (c) und Petiolen (g) auf Kallusinduktionsmedium Uberfiihrt. (e) Beispielhafte erfolgreiche Kallusinduktion aus
Wurzeln nach 2 Wochen. (f) Uberfiihrung der Kalli auf Regenerationsmedium fiihrt zur Sprossinduktion.

Da jedoch im Rahmen dieser Arbeit keine stabilen RsBCA3 knockdown-Linien generiert werden
konnten, wurde als Alternative die chemische Inhibierung mittels Acetazolamid und Ethoxyzolamid in
Erwagung gezogen. Acetazolamid inhibiert apoplastische CAs und Ethoxyzolamid inhibiert intra-
zelluldre CAs (Beer et al., 2002; Horiguchi et al., 2019). Die Chemikalien konnten allerdings nicht in
einem Uberflutungsexperiment getestet werden, da deren Halbwertszeit und Loslichkeit in Wasser
sehr gering ist und so kein Einsatz in einem Langzeitexperiment moglich war. Zusammenfassend
konnte der Einfluss der Inaktivierung von RsBCA3 oder weiteren CAs auf die Uberflutungstoleranz nicht

bestimmt werden.
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4. Diskussion

4.1 Von der Natur lernen — Modell- und Wildpflanzen als Forschungsgrundlage

Aufgrund des Klimawandels ist mit einem zunehmenden Auftreten extremer Wetterereignisse zu
rechnen (Hirabayashi et al., 2008, 2013; Kunkel et al., 2013; Alfieri et al., 2018; Myhre et al., 2019).
Hitzewellen, Dirreperioden, starke Regenfdlle und anderer Wetterextreme auf der ganzen Welt
gefdahrden die landwirtschaftliche Produktivitat (Bailey-Serres et al., 2012b, 2019). Zusatzlich reichen
derzeitige Ernteertrage nicht aus, um die wachsende Weltbevolkerung zu erndhren, weshalb die Ent-
wicklung von widerstandsfahigen Pflanzen von grofRer Bedeutung ist (Tester & Langridge, 2010; Bailey-
Serres et al., 2019). Pflanzenziichter missen sich dabei auf ausgepragte Merkmale mit dem gréfSten
Potenzial zur Ertragssteigerung und Verbesserung der Widerstandfahigkeit, aber auch auf die Entwick-

lung neuer Ziichtungstechnologien konzentrieren (Tester & Langridge, 2010).

Insbesondere in den Bereichen 0,-Wahrnehmung und Uberflutungstoleranz konnten mit A. thaliana
als Modellorganismus einige neue Erkenntnisse erlangt werden. Beispielsweise wurde der Mechanis-
mus der O,-Wahrnehmung von Pflanzen sowie die Beteiligung von HRGs und weiteren Mediatoren bei
Hypoxie in A. thaliana beschrieben (Mustroph et al., 2009, 2010; Gibbs et al., 2011, 2014; Licausi et al.,
2011b; Weits et al., 2014). Durch die Analyse von 86 A. thaliana-Okotypen konnte auBerdem eine
natiirliche Variation in der Uberflutungstoleranz entdeckt werden (Vashisht et al., 2011). Einblicke in
die molekularen Mechanismen der Uberflutungstoleranz konnten, u.a. durch den molekularen
Vergleich von 8 A. thaliana-Okotypen (van Veen et al., 2016) und einer quantitative trait locus (QTL)-
Analyse (Akman et al., 2017) erhalten werden. Letztere identifizierte potenzielle Kandidatengene fir
Uberflutungstoleranz innerhalb des Come Quick Drowning1 (CQD1)-Locus (Akman et al., 2017). Dazu
gehorten u.a. ATERF-2 (AT5G47220), RESPIRATORY BURST OXIDASE PROTEIN D (RBOHD, AT5G47910)
und TREHALOSE-6-PHOSPHATE PHOSPHATASE A (AT5G51460). Bei all den Vorteilen von A. thaliana als
Modellorganismus ergibt sich jedoch ein wesentlicher Nachteil, namlich die Tatsache, dass A. thaliana
natlirlicherweise nicht in Gberflutungsgefahrdeten Gebieten vorkommt. Deshalb ist es unvermeidlich,
die Analysen auf Nicht-Modellorganismen bzw. Wildpflanzen auszuweiten, um so spezifische liber-

flutungstolerante Reaktionen und Merkmale aufklaren zu kénnen.

Erst kiirzlich konnten durch die Analyse von vier Angiospermen (Reis, Medicago truncatula und zwei
Solanum-Spezies) aus Feucht- und Trockengebieten insgesamt 68 Genfamilien (submergence up-
regulated families, SURFs) identifiziert werden, die in allen Pflanzenarten bei Uberflutung induziert
wurden (Reynoso et al., 2019). Im Vergleich zu den anderen Arten wies Reis einen hoheren Anteil an
induzierten Genen pro SURF auf, und auch die Haufigkeit spezifischer Transkriptionsfaktor-Bindestel-

len sowie das Ausmal der Chromatin-Zuganglichkeit in den SURFs wurde in Reis verstarkt beobachtet
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(Reynoso et al., 2019). Dies deutet darauf hin, dass grundlegende regulatorische Netzwerke zwar
scheinbar in mehreren Pflanzenfamilien verankert sind, die Entstehung Uberflutungsanpassungs-
fahiger Merkmale aber von der Entwicklung in einem selektiven Umfeld, z. B. Feuchtgebiete oder tber-

flutungsgefahrdete Gebiete, abhangt.

Insbesondere im Nassreisanbau wird die Fahigkeit einiger Reissorten ausgenutzt, unter natiirlichen
Bedingungen in feuchten und warmen Gebieten zu wachsen. Durch den Vergleich verschiedener Reis-
kultivare war es moglich, die GVII ERFs SUB1A und SNORKEL1/2 als Mediatoren der Quiescence- bzw.
Escape-Strategie und deren Einfluss auf die Uberflutungstoleranz von Reis identifizieren zu kénnen (Xu
et al., 2006; Hattori et al., 2009). Die molekulare Charakterisierung des SUB1-Locus ermdoglichte es,
Uberflutungstolerante Hochleistungssorten (z.B. Swarna-Subl) durch Prazisionszucht (marker-
assisted breeding / smart breeding) zu erzeugen (Septiningsih et al., 2009). Ein Vergleich der Reissorten
Swarna-Subl und der Elternsorte Swarna ergab, dass das Einbringen von SUB1 unter normalen Wachs-
tumsbedingungen keinen negativen Einfluss auf den Phanotyp, den Ertrag und die Kornqualitat hat
(Singh et al., 2009). Wahrend Uberflutung in den sensitiven Sorten zu einem dramatischen Riickgang
des Ertrags (u.a. durch Verzogerung der Blite, verringerte Anzahl der Blitenrispen) flhrt, zeigten
Sub1-Sorten nicht nur ein verbessertes Uberleben nach mehr als 14 d, sondern wesentlich héhere
Ausbeuten und eine bessere Kornqualitat als die elterlichen Genotypen (Singh et al., 2009). In den
Jahren 2009 und 2010 wurden Sub1-Sorten (u.a. Swarna-Sub1) offiziell fir den kommerziellen Anbau

in Indien, Indonesien, Bangladesch und auf den Philippinen freigegeben (Bailey-Serres et al., 2010).

Trotz intensiver Forschung konnten noch keine weiteren stressresistenten Sorten bei anderen Kultur-
pflanzen, z. B. Sojabohne (Glycine max), Raps (Brassica napus), Kartoffel (Solanum tuberosum) und
Zuckerribe (Beta vulgaris) entwickelt werden (Mustroph, 2018a). Im Gegensatz zu Reis handelt es sich
bei diesen genannten Nutzpflanzen um dikotyle Pflanzen, was die Erforschung von Uberflutungs-
toleranzmechanismen in anderen dikotylen Pflanzen erfordert. Es gibt bereits zahlreiche Studien zur
Analyse der Uberflutungstoleranz in zwei Rumex-Arten (van Veen et al., 2013). Der Mangel an trans-
genen Pflanzen fihrte jedoch dazu, dass sich Ru. palustris nicht als dikotyles Modellpflanzensystem
etablieren konnte. Auch auRerhalb der Hypoxie- und Uberflutungsforschung konnten mithilfe von
Modell- und Nicht-Modellpflanzen neue Mechanismen aufgeklart werden, wobei idealerweise nahe
verwandte Arten verglichen wurden, aber auch oft A. thaliana als Vergleich hinzugezogen wurde. Dazu
gehorte z. B. die Analyse der Schattenvermeidungsreaktion (shade avoidance syndrome) in zwei
Geranium-Arten (Gommers et al., 2017), die Analyse der Blattformdiversitat in C. hirsuta (Canales et
al., 2010) und die Metallhyperakkumulation in Arabidopsis halleri (Weber et al., 2004, 2006). Innerhalb
der Brassicaceae-Familie wurden Uberflutungstoleranz und Uberlebensstrategien bereits in

R. amphibia und R. sylvestris untersucht (Akman et al., 2012). In dieser Arbeit wurden deshalb
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verschiedene Brassicaceae-Wildpflanzen ausgewahlt, deren Lebensstil an Uberflutungsgefahrdete
Gebiete angepasst ist. Diese Arten stellen somit potenzielle Kandidaten fiir die Etablierung eines

dikotylen, Giberflutungstoleranten und genetisch zugdnglichen Modellorganismus dar.

4.2 Analyse Uberflutungsresponsiver Mechanismen durch RNA-seq

Wahrend in der Vergangenheit Microarray-Analysen fiir Transkriptomvergleiche in Modellpflanzen
herangezogen wurden, eroffnete die Etablierung von Next Generation Sequencing-Technologien
faszinierende Moglichkeiten zur Analyse von Pflanzen mit und ohne sequenziertem Genom (Brautigam
& Gowik, 2010). Die vergleichende Transkriptomanalyse mit Next Generation Sequencing ermoglicht
dabei nicht nur den Vergleich innerhalb einer Spezies, sondern auch den Vergleich mehrerer Nicht-
Modellspezies. Letzteres kann dabei durch die Zuordnung der Reads zu einem gemeinsamen oder zu
individuellen Referenztranskriptomen erfolgen. In dieser Arbeit wurden bereits publizierte Genome
bzw. Transkriptome herangezogen und auch neue Referenztranskriptome mit der Trinity-Methode
(Grabherr et al., 2011) erstellt. Eine Zuordnung der Reads von allen Arten gegen das A. thaliana-
Transkriptom wurde nicht durchgefiihrt, da die untersuchten Arten eine unterschiedliche Ploidie
aufweisen. Wahrend A. thaliana und C. hirsuta diploid sind, sind N. officinale und die beiden Rorippa-
Arten tetraploid, und C. pratensis-Individuen zeigten Unterschiede in der Chromosomenanzahl.
Folglich kann ein Gen aus A thaliana in mehreren Kopien in den Genomen von C. pratensis, N. officinale
und den Rorippa-Arten vorliegen, wodurch eine Zuordnung zum A. thaliana-Transkriptom zu einer

ungenauen Anzahl an DEGs sowie einer fehlerhaften Expressionsanalyse fiihren kann.

Weiterhin zeigte eine phylogenetische Analyse, dass die Cardamine-, Nasturtium- und Rorippa-Arten
naher zueinander verwandt sind als zu A. thaliana (Abb. 6a). Durch Mapping der Reads gegen
individuelle Transkriptome konnten somit samtliche differenziell regulierten Transkripte identifiziert
werden und nicht nur Transkripte, die im A. thaliana-Transkriptom vorhanden sind. Um deren Funktion
und Beteiligung an spezifischen Prozessen identifizieren zu kénnen, wurden die Transkripte dennoch
mittels BLASTN-Analyse anhand ihrer Sequenzdhnlichkeit A. thaliana-Transkripten zugeordnet.
Obwohl Transkripte, die nur eine geringe oder keine Sequenzadhnlichkeit zu A. thaliana aufwiesen,
nicht ndher betrachtet wurden, bietet die vorliegende Arbeit dennoch eine Grundlage zur ldentifizie-
rung Uberflutungsresponsiver Mechanismen innerhalb der Brassicaceae-Familie — insbesondere der
molekularen Charakterisierung der gegensatzlichen Wachstumsreaktionen in N. officinale und der

Uberflutungstoleranz in einem Multispezies-Vergleich der Rosettenpflanzen.
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4.3 Gegensdtzliche Wachstumsstrategien bei N. officinale

4.3.1 Gewebeunspezifische Reaktionen sind mit Stoffwechseldnderungen assoziiert
Uberflutung von N. officinale-Pflanzen fiihrte zu gewebespezifischen Wachstumsreaktionen: verstérk-
tes Stangelwachstum und unterdriicktes Petiolenwachstum (Abb. 10). Dies bot die Gelegenheit,
gegensatzliche Wachstumsreaktionen bei Uberflutung innerhalb einer Pflanzenart zu untersuchen.
Trotz starker kontrastierender Wachstumsreaktionen ergab eine genomweite Transkriptomanalyse
nur wenige qualitative gewebespezifische Unterschiede. Dafiir konnte eine starke Uberlappung der
Transkriptanderungen zwischen Stangeln und Petiolen festgestellt werden. Diese (berlappenden
Uberflutungstranskripte zeigen allgemeine tiberflutungsinduzierte Mechanismen, die wahrscheinlich
unabhingig von der Wachstumsregulation agieren. Uberflutung entzieht den Pflanzen essenzielle
Kohlenhydrate (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Dementsprechend konnte in beiden Geweben ein
Kohlenhydratmangel bei Uberflutung festgestellt werden (Abb. 11). Dies spiegelte sich auch in der
dhnlichen Expression von Kohlenstoffmangel-Markergenen wie MIOX2 oder BCAT-2 (Schuster &
Binder, 2005; Osuna et al., 2007) wider, welche auch verstarkt bei einer verlangerten Nacht exprimiert
werden (Usadel et al., 2008). Diese Reaktion stimmt mit Beobachtungen in A. thaliana iberein, dass
durch Uberflutung induzierte Transkriptionsdnderungen denen eines Hungerzustandes dhneln (Lee et

al., 2011; van Veen et al., 2016).

Neben Glykolyse und Garung nutzen Pflanzen auch alternative Mechanismen, um diese Energiekrise
zu bewaltigen, z. B. die Verwendung von anorganischen Pyrophosphat (PPi)-abhdngigen Enzymen
(Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres et al., 2012a). Das PPi-verwendende Enzym PPDK und
das Gluconeogeneseenzym PEPCK wurden bei Uberflutung in N. officinale stark induziert. Deren
glukoneogene Rolle bei der Vermittlung von Uberflutungstoleranz wurde bereits in Reis, Ru. acetosa,
R. sylvestris und A. thaliana-Okotypen diskutiert (Moons et al., 1998; Sasidharan et al., 2013; van Veen
et al., 2013, 2016). Dariiber hinaus kdnnte die Fermentation durch eine hohere Verfligbarkeit von
Pyruvat gesteigert werden. Dies kann beispielsweise durch die gleichzeitige Reduktion der Biosynthese
von verzweigtkettigen Aminosauren (branched-chain amino acids, BCAAs; Valin, Leucin, Isoleucin) und
der Induktion des BCAA-Katabolismus erreicht werden, da Pyruvat das Ausgangssubstrat fir die BCAA-
Biosynthese ist (Binder, 2010). Tatsachlich fiihrte eine Inhibierung der BCAA-Biosynthese in
Pisum sativum nicht nur zu einer Akkumulation von Pyruvat, sondern auch zu einer Steigerung der
PDC-, ADH-, LDH- und AlaAT-Enzymaktivitaten (Gaston et al., 2002). In N. officinale wurden Gene, die
am BCAA-Metabolismus beteiligt sind, z. B. IPMI, IMD und BCAT (Binder, 2010), bei Uberflutung stark
reguliert. Zusammenfassend fiihrt Uberflutung in N. officinale zu gewebeunabhéngigen Anpassungen
des Stoffwechsels, bei denen Biosyntheseprozesse angehalten und alternative Kohlenstoffressourcen

mobilisiert werden.
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4.3.2 Transkriptionelle Regulation der Wachstumsunterdriickung in den Petiolen
Die Transkriptomanalyse ergab eine hohere Anzahl von DEGs in den Petiolen und damit einhergehend
mehr Transkripte in den Petiolen-spezifischen Clustern (Abb. 12, Abb. 13). Dies impliziert, dass bei
Uberflutung die Wachstumsunterdriickung in den Petiolen transkriptionell stirker reguliert wird als
die Wachstumsfoérderung in den Stangeln. Interessanterweise wurden Prozesse, die an der Translation,
der Zellproliferation und dem Zellzyklus beteiligt sind, in den Petiolen starker reprimiert als in den
Stangeln (Abb. 15, Abb. 16). WOX4, was nur in den Petiolen herunterreguliert war, fordert die vasku-

lare Zellteilung und A. thaliana wox4 RNAi-Mutanten zeigten einen Zwergphanotyp (Ji et al., 2010).

Bislang wurde die Rolle der negativen Regulation der Zellteilung bei der Wachstumshemmung bei
Uberflutung (z. B. bei der Quiescence-Strategie) noch nicht intensiv untersucht. SUB1A reprimiert
Gene, die fir die Zellelongation in Reis verantwortlich sind (Fukao et al., 2006), und Ethylen kann bei
Umweltstress einen Stillstand des Zellzyklus hervorrufen (Skirycz et al., 2011). Da jedoch weder Ethylen
noch ACC das Wachstum der Petiolen negativ beeinflussten (Abb. 22), ist es unwahrscheinlich, dass
Ethylen den moglichen Stillstand des Zellzyklus in N. officinale auslost. Andere Faktoren wie der Zucker-
oder Energiestatus, Lichtsignale oder eine Anderung des Redoxstatus kénnten diese Reaktion
verursachen und zu einer Anderung der Kalziumsignaturen oder einer Phosphorylierungs- / Dephos-
phorylierungsreaktion fiihren und so die Genexpression verandern. Dementsprechend weist NAD(P)-
binding Rossmann-fold superfamily protein, welches in Petiolen induziert und in Stangeln reprimiert
wurde, eine hohe Sequenzadhnlichkeit zu Pisum sativum Tic32, einem moglichen Redoxsensor, auf
(H6rmann et al., 2004; Tonfack et al., 2011). Weiterhin werden CDKs / Cyclin-Komplexe bei Stress
durch CDK-Inhibitor-Proteine reprimiert, z. B. ICK1 (Wang et al., 2000; Vandepoele et al., 2002). Da
ICK1 signifikant in den Petiolen induziert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass Uberflutung einen

regulierten Stillstand des Zellzyklus in den Petiolen von N. officinale auslost.

Unter den in den Petiolen starker induzierten Genen war HSFA4A. Hitzestress-Transkriptionsfaktoren
(HSFs) spielen eine entscheidende Rolle bei der Reaktion von Pflanzen auf Hitze oder anderen Stress,
indem sie die Expression stressresponsiver Gene wie Hitzeschockproteine (HSPs) regulieren (Guo et
al., 2016). In A. thaliana wurden hitzestressresponsive Gene bei Anoxie induziert und eine
Uberexpression von AtHSFA2 fiihrte zu einer erhdhten Toleranz gegeniiber Anoxie und Uberflutung
(Loreti et al., 2005; Banti et al., 2010). Eine Induktion von AtHSFA4A und weiteren HSFs konnte auch
nach 2 h Hypoxie-Behandlung beobachtet werden (Lee & Bailey-Serres, 2019). Obwohl Uberflutung in
der Regel nicht mit hohen Temperaturen einhergeht, kann die Akkumulation von HSFs und HSPs einen
Schutz gegen Zellschdadigung unter extremen Stressbedingungen wie Hypoxie und Wiederbeliiftung
darstellen (Pérez-Salamé et al., 2014; Lee & Bailey-Serres, 2019). Eine Uberexpression von AtHSFA4A

flihrte auRerdem unter normalen Bedingungen zu 20 — 30 % weniger Wachstum im Vergleich zum
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Wildtyp (Pérez-Salaméd et al., 2014). Ein gleichzeitiges Auftreten von erhohter HSF-Expression und
einem Zwergphanotyp konnte auch in weiteren Studien beobachtet werden (Sakuma et al., 2006;
Ogawa et al., 2007; Yoshida et al., 2008). Insofern ware es moglich, dass HSFs an der Wachstums-

repression in den Petiolen von N. officinale beteiligt sind.

4.3.3 ABA-Abbau ist der entscheidende Faktor fiir das Stangelwachstum unter Wasser
In N. officinale fiihrte die tUberflutungsinduzierte Expression von ABA-Abbaugenen zu einer raschen
Abnahme der ABA-Konzentration in beiden Geweben (Abb. 18, Abb. 19). Der durch Uberflutung
bedingte ABA-Abbau ist der entscheidende Faktor, welcher Elongation in vielen Arten férdert.
Beispielsweise |16ste Uberflutung einen ABA-Abbau bei der elongierenden Art Ru. palustris aus, nicht
jedoch bei der quiescenten Art Ru. acetosa (Benschop et al., 2005). Zusatzlich wurde die Unterwasser-
Elongationsrate der Petiole bei Ru. palustris-Okotypen durch die natiirliche Variation der endogenen
ABA-Konzentration bestimmt (Chen et al., 2010). Auch die durch Uberflutung verursachte Elongation
der Internodien von Tiefwasserreis erfordert den Abbau von ABA durch 8‘-Hydroxylierung (Hoffmann-
Benning & Kende, 1992; Saika et al., 2007). Interessanterweise verstarkte ein kinstlich hervor-
gerufener ABA-Abbau die Elongation der Petiolen bei Ru. acetosa (Benschop et al., 2005). Im Gegen-
satz dazu flihrte der ABA-Abbau nicht zu einer verstarkten Elongation der Petiole bei N. officinale (Abb.
19). Eine Abnahme im ABA-Gehalt |16st jedoch nicht immer Elongation aus, da ein rascher ABA-Abbau
bei Uberflutung auch in nicht-elongierendem Reis berichtet wurde (Ram et al., 2002; Fukao & Bailey-

Serres, 2008; Hattori et al., 2009).

Exogenes ABA im Uberflutungswasser wirkte sich nicht auf die Wachstumsreaktion der Petiole aus,
aber eine zunehmende ABA-Konzentration verringerte die Elongation des Stdngels in einer
dosisabhdngigen Weise drastisch (Abb. 19). Darliber hinaus verringerte die Hemmung der ABA
8‘-Hydroxylierung durch Abz-E3M die Elongation unter Wasser, jedoch wurde dabei nicht das Wachs-
tumsniveau der Kontrollpflanzen erreicht (Abb. 19). Obwohl die 8'-Hydroxylierung als der Hauptweg
des ABA-Abbaus angesehen wird, kann ABA auch durch Konjugation zu ABA-Glucosylester lber
Uridindiphosphat-Glycosyltransferasen (z. B. UGT71B6-B8, UGT71C5) inaktiviert werden (Kushiro et
al., 2004; Dong et al., 2014; Liu et al., 2015). Interessanterweise findet der ABA-Abbau statt, bevor die
ABA-Abbaugene NoCYP707A1 und NoCYP707A2 ihr Expressionsmaximum erreicht haben. Es ist
deshalb wahrscheinlich, dass der anfangliche ABA-Abbau durch andere ABA-Abbauprozesse als die
8’-Hydroxylierung hervorgerufen wird. Die Tatsache, dass Elongation auch auf die Aktivitat alternativer

ABA-Abbauprozesse zurlickzufiihren sein kann, wurde bereits in Ru. palustris vermutet (Benschop et
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al., 2005). Um einen genaueren Einblick in den ABA-Abbau bei N. officinale zu erhalten, ist es demnach

wichtig, zukilinftig die Expression alternativer ABA-Abbaugene zu betrachten.

4.3.4 Das Unterwasser-Stiangelwachstum ist nicht hauptsachlich durch Ethylen induziert
Ethylen ist dafiir bekannt, die sogenannte triple response auszulosen: gehemmtes Sprosswachstum,
verstarktes Dickenwachstum und horizontales (diagravitropes) Wachstum, wodurch Ethylen zunachst
als Phytohormon der Wachstumsinhibierung galt (Guzman & Ecker, 1990; Pierik et al., 2006). Die
wachstumsstimulierende Wirkung von Ethylen wurde spater in einer Reihe semi-aquatischer Pflanzen
entdeckt (Jackson, 1985; Voesenek & van der Veen, 1994; Voesenek et al., 1997; Kende et al., 1998).
Interessanterweise akkumulierten sowohl Ru. palustris als auch Ru. acetosa innerhalb von 24 h nach
Uberflutung hohe Konzentrationen von Ethylen (Voesenek et al., 1993). Allerdings fiihrte Ethylen in
Ru. palustris zur Wachstumsférderung und in Ru. acetosa zur Wachstumsinhibierung bei Uberflutung
(Voesenek et al., 1997). Die Applikation von Ethylen stimulierte die Elongation in Tiefwasserreis und
Ru. palustris 3hnlich oder sogar doppelt so stark wie Uberflutung (Kende et al., 1998; Cox et al., 2006).
Ethylen beschleunigte auBerdem die Elongation in Stecklingen von N. officinale, was jedoch nur fir
neu entstehende Seitentriebe und nicht flr Internodien nachgewiesen wurde (Schwegler & Brandle,

1991).

In dieser Arbeit konnte bei N. officinale eine 3-fache Wachstumszunahme bei Uberflutung, aber nur
eine 1,5-fache Zunahme durch Ethylen- oder ACC-Behandlung beobachtet werden. Zusatzlich wurde
die Elongation des Stangels nur teilweise durch die Inhibierung der Ethylen-Signaltransduktion oder
der -Biosynthese verringert, was bedeutet, dass die Unterwasser-Elongation nicht vollstandig auf
Ethylen zuriickgefiihrt werden kann (Abb. 22). Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine Regulation
durch andere Uberflutungssignale als Ethylen hin. Wahrend der durch Uberflutung verursachte ABA-
Abbau in Ru. palustris und Reis mit der Akkumulation von Ethylen zusammenhangt (Benschop et al.,
2005; Saika et al., 2007), wird der ABA-Abbau in N. officinale wahrscheinlich nicht durch Ethylen
vermittelt, da die Behandlung mit ACC weder die Genexpression von NoNCED3 noch von NoCYP707A1
oder NoCYP707A2 veranderte (Abb. 20). Eine dhnliche Beobachtung wurde in Solanum dulcamara
gemacht, wo ein reduzierter ABA-Gehalt fiir die Gberflutungsinduzierte Bildung von Adventivwurzeln
notwendig ist (Dawood et al., 2016). Die durch Uberflutung induzierte Induktion der Gene, die fiir ABA
8'-Hydroxylasen codieren, konnte jedoch nicht durch eine Ethylen-Behandlung nachgeahmt werden
(Dawood et al., 2016). Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass alternative ABA-Abbauwege durch

Ethylen reguliert werden.
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4.3.5 Das Uberflutungsinduzierte Stéangelwachstum wird nicht durch GA vermittelt
Ein reduzierter ABA-Spiegel fiihrte bei Tiefwasserreis und Ru. palustris zu einer GA-vermittelten
Elongation durch eine Erhdhung der GA-Biosynthese oder GA-Sensitivitdt (Hoffmann-Benning &
Kende, 1992; Benschop et al., 2006). Eine zeitabhangige Expressionsanalyse von GA-Biosynthese- und
Inaktivierungsgenen zeigte eine signifikante Induktion von OsGa20ox2 im elongierenden Reiskultivar
9285 und nichtin T65, einem nicht elongierenden Reiskultivar (Minami et al., 2018). Zusatzlich wurde
OsGa3ox2 nur geringfligig in C9285 induziert, aber nicht in T65, und die Expressionsmuster von
OsGa2ox-Genen waren zwischen den Genotypen lGberwiegend vergleichbar (Minami et al., 2018). In
Ru. palustris nahm die Expression von RoGa20ox1 in Reaktion auf Uberflutung zunichst innerhalb von
4 h ab, stieg danach aber wieder an und war nach 24 h Uberflutung stirker als unter Kontroll-
bedingungen (Benschop et al., 2006). Die Expression von RpGA3ox1 stieg direkt nach Uberflutung stark
an und hatte einen Anstieg im GA;-Spiegel zur Folge. Sowohl die RpGa3ox1-Expression als auch der
GA;-Spiegel blieben im weiteren Verlauf im Vergleich zu Kontrollpflanzen erhéht. Auch die Expression
von RpGA20x1 nahm zu Beginn der Uberflutung stark zu, nach etwa 6 h aber wieder ab (Benschop et

al., 2006).

In N. officinale konnte nur eine schwache Induktion von NoGa2ox2 in den Stdngeln und eine
signifikante Induktion in den Petiolen festgestellt werden (Abb. 23, Abb. 24). AuBRerdem fiihrte
Uberflutung zu einer signifikanten Repression von NoGa3ox1 und einer Induktion von NoGa20x2 in
beiden Geweben (Abb. 23, Abb. 24). Die Expressionsmuster lieRen deshalb vermuten, dass in
N. officinale nur inaktive GAs und keine aktiven GAs bei Uberflutung akkumulieren. Die Verdnderungen
in der Expression von RpGA200x1 und RpGA20x1 deuteten eigentlich auch nicht auf eine erhdhte GA-
Biosynthese in Ru. palustris hin (Benschop et al., 2006). In Ru. palustris wurde vermutet, dass dies die
Folge einer negativen Rickkopplung sein kénnte, was bei N. officinale auch nicht auszuschlieRen ist,
aber nur durch die Bestimmung der Konzentrationen von aktiven und inaktiven GAs aufgeklart werden
kann. Allerdings spielt GA vermutlich keine Rolle in der Unterwasser-Elongation von N. officinale, denn
es reichte nicht aus, die Pflanzen mit dem GA-Biosyntheseinhibitor PAC zu behandeln, um die
Elongation des Stangels zu hemmen (Abb. 24b, c). In Ru. palustris fiihrte die Behandlung mit PAC zur
Hemmung der Elongation und die Zugabe von GA; oder GA; wirkte dem entgegen (Rijnders et al., 1997,
Benschop et al., 2006). Im Gegensatz dazu konnte in N. officinale-Stiangeln kein signifikanter
Unterschied in der Unterwasser-Elongation zwischen Uberflutung mit und ohne GA; festgestellt
werden (Abb. 24c). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Unterwasser-Elongation des
Stangels eine Abnahme der ABA-Konzentration erfordert, die Elongation jedoch letztendlich nicht

durch GA vermittelt wird.
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4.3.6 Die Unterwasser-Elongation wird vermutlich durch circadiane Rhythmik gesteuert
Die Unterwasser-Elongation des Stangels kann in eine friihe Phase, die den ABA-Abbau einleitet, und
eine spate Phase unterteilt werden, in der nachts ein verstarktes Wachstum auftritt (Abb. 25a). Es
wurde zundchst vermutet, dass dieses schnelle Wachstum durch einen Hypoxie-Zustand induziert
werden konnte, der durch Uberflutung in Dunkelheit hervorgerufen wird. Diese Idee wurde durch
zahlreiche Berichte (iber Hypoxie als Ausloser von Elongation bei vielen Arten und unter verschiedenen
Bedingungen gestitzt (Métraux & Kende, 1984; Summers & Jackson, 1994; Voesenek et al., 1997,
Sasayama et al., 2018). Tatsachlich wurden die HRGs NoADH1, NoLBD41 und NoGLB1 nur in der Nacht
sehr stark induziert, als auch der O,-Partialdruck in beiden Geweben von N. officinale signifikant
abnahm (Abb. 25b, ¢, e). Eine Induktion von Transkripten, die mit Glykolyse, Fermentation und Hypoxie
assoziiert sind, fand in Reis auch hauptsichlich bei Uberflutung in der Nacht statt und wurde durch die

Entfernung des Gasfilms sogar noch verstarkt (Mori et al., 2019).

In den Geweben von N. officinale stieg die interne O,-Konzentration durch den Wechsel von Uber-
flutung in Dunkelheit zu Uberflutung im Licht auf etwa 22-24 kPa an (Abb. 25b, c). Diese hyperoxischen
Bedingungen sind das Resultat der O,-Produktion durch die Unterwasser-Photosynthese und der
langsamen Diffusionsrate von O, von der Pflanze in die Umwelt (Pedersen et al., 2006; Mori et al.,
2019). Eine Abnahme der internen O,-Konzentration in Dunkelheit und einer Zunahme der internen
02-Konzentration im Licht ist ein weit verbreitetes Phanomen bei Gberfluteten Pflanzen (Rijnders et
al., 2000; Colmer & Pedersen, 2008b; Lee et al., 2011; Vashisht et al., 2011; Mori et al., 2019). In
A. thaliana konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der O;-Partialdruck in der Wurzel innerhalb
weniger Stunden nach Uberflutung in Dunkelheit von 5 kPa auf weniger als 0,1 kPa und im Spross von
16,5 kPa auf 7,4 kPa sank und der Wechsel zu Uberflutung im Licht den O,-Partialdruck im Spross
innerhalb von Minuten wieder auf 16,5 kPa als Folge der Unterwasser-Photosynthese herstellte (Lee
et al., 2011). Auch in Tiefwasserreis sank der O,-Partialdruck in den Internodien bei kompletter
Uberflutung in Dunkelheit auf 3-5 kPa und stieg bei nachfolgender Uberflutung im Licht auf etwa
30 kPa an (Mori et al., 2019).

Die Tatsache, dass die Elongation unter Wasser bei kontinuierlichem Licht nicht beeintrachtigt wurde,
zeigt allerdings, dass die Elongation der Stdngel keine hypoxischen Bedingungen erfordert.
Rhythmische Wachstumsmuster sind in der Natur allgegenwartig und werden haufig der circadianen
Uhr zugeschrieben, insbesondere wenn sie unter kontinuierlichen Lichtbedingungen aufrechterhalten
werden (Farré, 2012; Dornbusch et al., 2014). Es wird daher vermutet, dass das verstarkte
Unterwasser-Wachstum in der Nacht ein gewisses MaR an Beeinflussung durch circadiane Rhythmen
erfordert. Die Elongation in Chenopodium rubrum ist circadian reguliert (Lecharny et al., 1985) und die

Elongation der Petiolen in lberfluteten Ru. palustris Pflanzen folgte ebenfalls einem rhythmischen
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Wachstumsmuster (Vreeburg et al.,, 2005). Es ware interessant zu testen, ob die Stangel von
N. officinale das Wachstumsverhalten durch Akklimatisierung an konstantes Licht vor der Uberflutung

oder durch weitere Manipulation der Licht- oder Tageszyklen verandern.

4.3.7 Auxin und BRs sind nicht eindeutig an den Wachstumsreaktionen beteiligt
Ein niedriger ABA-Gehalt scheint als Voraussetzung fiir die Unterwasser-Elongation bei amphibischen
Arten nahezu allgegenwartig zu sein. Die Abnahme des ABA-Spiegels ist hdufig mit einem wachstums-
stimulierenden Hormon gekoppelt, meistens mit GA (Benschop et al., 2006; Hattori et al., 2009), aber
auch mit Auxin, wie bei Hydrocharis morsus-ranae, Regnellidium diphyllum, Ranunculus sceleratus und
Ru. palustris (Cookson & Osborne, 1978; Horton & Samarakoon, 1982; Cox et al., 2004, 2006). Umge-
kehrt wurde eine Rolle von BRs bei der Vermittlung von SUB1A-regulierter Wachstumsunterdriickung
in Reis identifiziert (Schmitz et al., 2013). Kirzlich konnte auch ein Zusammenhang zwischen JA und
der Uberflutungsinduzierten Elongation in Tiefwasserreis festgestellt werden (Minami et al., 2018).
GO-Kategorien assoziiert mit JA befanden sich in keinem der untersuchten Cluster unter den am
starksten angereicherten GO-Kategorien. Deshalb wird kein bedeutender Einfluss von JA auf die
gegensatzlichen Wachstumsreaktionen in N. officinale bei Uberflutung vermutet. Allerdings konnten

Reaktionen auf Auxin und BRs bei Uberflutung in N. officinale detektiert werden (Fig. 2d).

Obwohl diese GO-Kategorien im gewebeunspezifischen Cluster 3 Gberreprasentiert waren, wurde die
Beteiligung von Auxin und BRs an den gegensatzlichen Wachstumsreaktionen dennoch untersucht. Die
Expression von BR-Biosynthesegenen und BR-Abbaugenen zeigte keinen Unterschied zwischen
Stangeln und Petiolen (Abb. 27). Die Inhibierung der BR-Biosynthese durch BRZ fiihrte zu einem Zwerg-
phanotyp, die gegensatzlichen Wachstumsreaktionen unter Wasser blieben jedoch unbeeinflusst
(Abb. 28). Eine Beteiligung von BRs an den gewebespezifischen Reaktionen bei Uberflutung ist somit

unwahrscheinlich.

Der Einfluss von Auxin wurde in dieser Arbeit mittels Expressionsdaten der Gene des Hauptbiosynthe-
sewegs sowie durch Inhibierung des Auxin-Effluxes untersucht. Wahrend NoTAA1 eine Repression in
Stangeln und Petiolen zeigte, war die Expression von NoYUC8 bei Uberflutung nur in den Petiolen
signifikant erhoht, wobei das relative mRNA-Level aber gering war (Abb. 29, Abb. 30). Deshalb wurde
keine erhohte Biosynthese durch den Tryptophan-IPA-Biosyntheseweg vermutet. Jedoch kann Auxin
auch noch Uber einen Tryptophan-unabhdngigen Weg synthetisiert werden, welcher im Rahmen
dieser Arbeit nicht untersucht wurde. Weiterhin konnte durch die Behandlung mit NPA, einem Auxin-
Efflux-Inhibitor, keine eindeutige Schlussfolgerung gezogen werden. Das relative Wachstum der

Stangel bei Uberflutung in NPA-behandelten Pflanzen war zwar geringer als in mock-behandelten
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Pflanzen, der Unterschied war aber nicht signifikant (Abb. 30c). Im Gegensatz dazu fiihrte die Zugabe
von 2,4-D zum Uberflutungswasser zu einer verstirkten Elongation der Stingel in NPA-behandelten
Pflanzen. Die Wirkung von 2,4-D ist jedoch unabhangig vom Auxin-Efflux, da 2,4-D zwar ein Substrat

der Auxin-Influx-Carrier, aber nicht der Auxin-Efflux-Carrier ist (Delbarre et al., 1996).

Die Wirkung von Auxin basiert hauptsachlich auf der Sdurewachstumstheorie (acid-growth theory),
welche von Hager et al. (1971) beschrieben wurde: Auxin fihrt zur Aktivierung membrangebundener
H*-ATPasen. Die Abgabe von Protonen verursacht eine Ansduerung der Zellwand, wodurch die
Aktivitat von zellwandmodifizierenden Enzymen erhoht wird. Tatsachlich sind spezifische zellwand-
modifizierende Enzymen haufig an der Unterwasser-Elongation beteiligt, die Genexpression ist dabei
jedoch nicht immer von Auxin abhangig, sondern kann auch durch Ethylen, GA oder O; beeinflusst
werden (Cho & Kende, 1997; Kim et al., 2000; Vriezen et al., 2000; Ookawara et al., 2005; Minami et
al., 2018). In N. officinale war die Genexpression von EXPs, XTHs und PMEs in Reaktion auf Uberflutung
in beiden Geweben dhnlich (Abb. 14). Auch in Reiskoleoptilen wurde keine Korrelation zwischen der
Expression von EXPs und Elongation beobachtet (Magneschi et al., 2009). Allerdings ist die Aktivitat
von zellwandmodifizierenden Enzymen abhangig vom pH-Wert (Cosgrove, 2000; Micheli, 2001).
Dementsprechend konnten die gegensatzlichen Wachstumsreaktionen auch auf Proteinebene
reguliert werden oder eine gewebespezifische apoplastische Ansauerung erfordern, wie es in
Nymphoides peltata, Potamogeton distinctus und Ru. palustris der Fall ist (Malone & Ridge, 1983;
Vreeburg et al., 2005; Koizumi et al., 2011).

4.3.8 Welche anderen Faktoren kdnnten die Wachstumsreaktionen beeinflussen?
Die obigen Aspekte betreffen die eher spaten Reaktionen, die die Unterwasser-Elongation vermitteln.
Esist jedoch weiterhin unklar, welches Signal den ABA-Spiegel in N. officinale senkt. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die Hauptsignale der Uberflutungsantwort, Ethylen und O,
(Sasidharan et al., 2018), nicht oder nur in sehr begrenztem Umfang beteiligt sind. Auch die iberflu-
tungsinduzierte Elongation in Echinochloa oryzoides konnte nicht durch Behandlung mit Hypoxie oder
Ethylen nachgeahmt werden (Pearce & Jackson, 1991). Interessanterweise elongieren einige Spezies
(z. B. Tiefwasserreis und Lotus tenuis) bereits dann, wenn sie nur teilweise lberflutet sind (Hattori et
al., 2009; Manzur et al., 2009). Die teilweise Uberflutung dieser Arten fiihrt wahrscheinlich zu einer
verringerten Akkumulation von Ethylen und keinem erheblichen Hypoxie-Zustand, was die Existenz
zusatzlicher spezifischer Sensormechanismen bei Uberflutung impliziert. Dementsprechend wurde die
Elongation in Regnellidium diphyllum und Nymphoides peltata nur stimuliert, wenn bei der Ethylen-

Behandlung zusatzliche Gewichte an den Pflanzen angebracht wurden, um die Auftriebskraft unter
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Wasser zu imitieren (Musgrave & Walters, 1974; Ridge & Amarasinghe, 1984). Es ist dennoch nicht
vollstandig auszuschlieBen, dass Ethylen die Expression von Genen, die fiir Uridindiphosphat-
Glycosyltransferasen codieren, reguliert und so doch fiir das Einsetzten des ABA-Abbaus direkt nach
Uberflutung verantwortlich ist, im weiteren Verlauf aber nicht mehr an der Fortsetzung der Wachs-

tumsantwort (vor allem in der Nacht) beteiligt ist.

Uberflutung fiihrt nicht nur zu einer raschen Akkumulation von Ethylen, sondern beeinflusst auch die
Abundanz von O, CO;, ROS und NO (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Studien berichten, dass die
durch Ethylen induzierte Bildung von Adventivwurzeln und Aerenchymen in Reis vom ROS-Signal
abhingt (Steffens et al., 2011, 2012). Uberflutung im Licht kann zu einer erhéhten ROS-Produktion in
den Peroxisomen flihren (Mommer & Visser, 2005; del Rio & Lépez-Huertas, 2016). Obwohl die NO-
Dynamik bei Uberflutung im Licht noch relativ unbekannt ist, ist die Rolle als Signalmolekiil — abhangig
oder unabhangig von ROS — in Reaktion auf Hypoxie, mechanischen Stress und Verwundung bereits
gut untersucht (Garcés et al., 2001; Planchet et al., 2005; Farnese et al., 2016). In N. officinale wurden
einige Gene, die mit Verwundung assoziiert werden, in Reaktion auf Uberflutung induziert (Abb. 13),
welche die Bildung und Anreicherung von NO férdern kénnten. Der NO-Scavenger GLB1 (Gupta et al.,
2011) wurde insbesondere in der Nacht stark induziert (Abb. 25e). Die Beteiligung von NO an der
Bildung von Adventivwurzeln wurde in Suaeda salsa bei Staundsse nachgewiesen (Chen et al., 2016).
Zusatzlich gibt es Hinweise auf eine Wechselwirkung zwischen ROS (z. B. H,0;), NO und ABA-Signal-
wegen. Beispielsweise wirken H,0; und NO der ABA-Hemmung der Samenkeimung entgegen, indem
sie die Expression von CYP707A-Genen induzieren (Liu et al., 2009, 2010). Die Beteiligung von ROS
und/oder NO an der durch Uberflutung verursachten Abnahme der ABA-Konzentration ist zum jetzigen

Zeitpunkt jedoch reine Spekulation.

4.4 Multispezies-Vergleich zur Identifizierung von Toleranzmechanismen

Wihrend N. officinale als einzige Spezies eine Escape-Strategie bei Uberflutung annahm, zeigten alle
untersuchten Rosettenpflanzen eine Quiescence-Strategie (Abb. 7). Zur Identifizierung von Toleranz-
mechanismen der Rosettenpflanzen wurden die Reaktionen bei Uberflutung auf physiologischer und
metabolischer Ebene beschrieben und die Anderungen der Genexpression in den Blattern von im Licht

Uberfluteten Pflanzen mittels RNA-seq in einem Multispezies-Vergleich analysiert.

Die molekulare Analyse von R. amphibia und R. sylvestris umfasste bisher nur die Analyse von Wurzeln,
unter der Verwendung des Arabidopsis ATH1-Microarrays (Sasidharan et al., 2013). Wurzeln tragen

jedoch nur einen Teil zur Uberflutungsantwort bei, wie es beispielsweise durch Pfropfungsexperimente
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in A. thaliana-Okotypen gezeigt werden konnte (Yeung et al., 2018). Die héhere Uberflutungstoleranz
des A. thaliana-Okotyps Lp2-6 wurde nicht negativ durch das Pfropfen des Lp2-6-Sprosses auf die
Wurzel des sensitiven Okotyps Bay-0O beeinflusst, und umgekehrt fiihrte das Pfropfen des Bay-0-
Sprosses auf die Lp2-6-Wurzel zu keiner erhéhten Toleranz (Yeung et al., 2018). Das kénnte darauf
zurickzufihren sein, dass Wurzeln oft schon in gut durchldssigen Boden mit O,-Mangel (O,-Partial-
druck 5 kPa) konfrontiert sind (Lee et al., 2011). Wurzeln sind bereits unter Kontrollbedingungen stets

in Dunkelheit und besitzen keine photosynthetische Aktivitat, im Gegensatz zu Blattern.

Blatter kénnen deshalb bei Uberflutung im Licht einen entscheidenden Beitrag zum Uberleben bei
Uberflutung leisten (Blom et al., 1994; Mommer & Visser, 2005; Vashisht et al., 2011; Winkel et al.,
2013). Weiterhin sind auch die kontrastierenden Uberlebensstrategien — Escape und Qiescence — iiber-
wiegend auf das Sprossverhalten zuriickzufiihren. Bisher wurden die Reaktionen von A. thaliana-
Blattern auf Uberflutung nur in Dunkelheit untersucht (Lee et al., 2011; van Veen et al., 2016; Yeung
et al., 2018). In der Natur geht Uberflutung allerdings nicht immer mit vélliger Dunkelheit einher,
sondern Lichtquantitat und Lichtqualitat sind abhangig von der Wassertrilbbung und der Wassertiefe
(Vervuren et al., 2003). Uberflutung ist ein komplexer Stress, bei dem die Pflanze mit unterschiedlichen
Stressfaktoren konfrontiert wird: O,-Mangel, Kohlenhydratmangel, Trockenstress, oxidativer Stress,
Toxizitat und Anfalligkeit fir Pathogenbefall (Colmer & Voesenek, 2009; Tamang & Fukao, 2015; Fukao
etal., 2019; Yeung et al., 2019). Der Zusammenhang zwischen abiotischen und biotischen Stressfakto-
ren bei Uberflutung und deren Einfluss auf die Uberflutungstoleranz der untersuchten Brassicaceen

wird in den nachsten Abschnitten ndher betrachtet.

4.4.1 Zusammenhang zwischen Primérstoffwechsel und Uberflutungstoleranz
Obwohl die untersuchten Rosettenpflanzen alle eine Quiescence-Strategie aufwiesen, konnten den-
noch deutliche Unterschiede in der Uberflutungstoleranz (Abb. 9) sowie in der ADH-Aktivitit (Abb. 31)
und in der Zuckerverfiigbarkeit (Abb. 32) festgestellt werden. Die sensitiven Arten A. thaliana und
C. hirsuta tiberlebten nur 3 bzw. 6 Wochen Uberflutung, zeigten keine erhéhte ADH-Aktivitit bei Uber-
flutung und die Zuckerverfiigbarkeit lag lediglich bei etwa 25 % im Vergleich zur Kontrolle. C. pratensis-
Individuen (iberlebten 10 Wochen Uberflutung, zeigten eine erhéhte ADH-Aktivitat bei Uberflutung
und eine hohere Zuckerverfligbarkeit bei Kontrollbedingungen im Vergleich zu A. thaliana, C. hirsuta
und R. palustris. Allerdings fiihrte Uberflutung in C. pratensis zu einem rapiden Abfall der Zucker-
konzentrationen auf nur 25 % im Vergleich zu Kontrollbedingungen. Im Gegensatz dazu lag die Zucker-
konzentration bei R. palustris unter Kontrollbedingungen zwar niedriger als bei C. pratensis und

R. sylvestris, dafiir blieben nach 2 d Uberflutung etwa 75 % der Zucker erhalten. R. palustris zeigte
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ebenfalls eine starke Induktion der ADH-Aktivitat bei Uberflutung und iiberlebte 10 Wochen Uber-
flutung vollstandig. Die Uberlebensrate von R. sylvestris-Individuen nach 10 Wochen Uberflutung war
ebenfalls bei 100 %, die ADH-Aktivitat war bei Uberflutung héher als bei Kontrollbedingungen und die
Pflanzen konnten bei Uberflutung mehr als 50 % der Zucker bewahren. Interessanterweise zeigte
R. sylvestris sogar einen geringeren Kohlenhydratverlust bei Uberflutung in Dunkelheit als in Dunkel-
heit an der Luft (van Veen et al., 2014). Aus diesen Daten konnten folgende Schlussfolgerungen
gezogen werden: Erstens gab es keine Korrelation zwischen der Zuckerverfiigbarkeit unter Kontrollbe-
dingungen, die der Ausgangslage zu Beginn des Uberflutungsexperiments entspricht, und der Uber-
flutungstoleranz (siehe R. palustris). Zweitens war eine geringe Zuckerverfiigbarkeit bei Uberflutung
nicht mit einer geringen Toleranz verbunden (siehe C. pratensis). Drittens konnte die Induktion von
Garungsprozessen einen positiven Einfluss auf die Uberflutungstoleranz haben (siehe C. pratensis und

Rorippa-Arten).

In Reis wurden héheren Mengen an Kohlenhydraten vor und nach Uberflutung mit erhéhter Uberflu-
tungstoleranz in Verbindung gebracht (Singh et al., 2001; Fukao & Bailey-Serres, 2008; Yeung et al.,
2019). Dennoch korreliert eine anfanglich hohe Kohlenhydratverfiigbarkeit nicht immer mit erhdhter
Toleranz, denn Ru. acetosa hatte zwar vor Uberflutung eine héhere Kohlenhydratkonzentration als
Ru. palustris, ist aber trotzdem sensitiver als Ru. palustris (van Veen et al., 2014). In verschiedenen
A. thaliana-Okotypen korrelierte die initiale Kohlenhydrat- und Stirkekonzentration ebenfalls nicht
mit der Uberflutungstoleranz (Vashisht et al., 2011). Eine Mutation im PRT6-Gen, wie es in der prt6-
und der greening after extended darkness 1 (ged1)-Mutante der Fall ist, fihrte zu einer erhdhten
Uberflutungstoleranz aufgrund eines verringerten Abbaus von Stirkereserven im Vergleich zu den
entsprechenden Wildtypen (Riber et al., 2015). Die Verfligbarkeit von Starke ist ein entscheidender
Faktor fiir die Uberflutungstoleranz, denn die Unfahigkeit, Stirke zu synthetisieren oder zu verwenden,
wirkt sich negativ auf das Uberleben bei Uberflutung aus (Loreti et al., 2018). Da das zu untersuchende
Pflanzenmaterial zu Beginn der Lichtperiode geerntet wurde, wurde die Starke-Konzentration nicht
bestimmt, da selbst Kontrollpflanzen durch den Verbrauch der Stdrke Uber Nacht nur geringe
Konzentrationen aufweisen wirden. Dennoch wére es interessant, die Stirke-Gehalte in einer
zeitabhangigen Analyse zu untersuchen, um herauszufinden, ob die toleranten Arten insbesondere am

Ende des Tages auf eine hohere Starkeverfligbarkeit als die sensitiven Arten zuriickgreifen kénnen.

Bisher existieren kontroverse Ergebnisse, ob die Induktion der ethanolischen Garung einen positiven
Einfluss auf die Toleranz gegeniiber Hypoxie / Uberflutung hat oder nicht. Auf der einen Seite konnte
in einigen Studien in den toleranten Arten eine hohere ADH-Aktivitit bei O,-Mangel / Uberflutung als
in den sensitiven Arten festgestellt werden (Gibbs et al., 2000; Fukao et al., 2006; Mustroph et al.,
2006). Auch SUB1A-Genotypen zeigten eine starkere Induktion von PDC- und ADH-Aktivitdaten bei
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Uberflutung als Genotypen ohne SUB1A (Fukao et al., 2006). Auf der anderen Seite fiihrte eine Uber-
expression von ADH1 in A. thaliana zu keiner erhdhten Toleranz (Ismond et al., 2003). Die Tatsache,
dass adh1-Mutanten ein stark verringertes Uberleben bei Hypoxie aufwiesen (Ismond et al., 2003),

bekraftigt jedoch wieder den positiven Einfluss der ethanolischen Garung auf die Stresstoleranz.

Pflanzen leiden bei Uberflutung unter Energie- und Kohlenhydratmangel aufgrund der Einschrankung
von Photosynthese und aerober Atmung. Pflanzen haben einen dhnlichen Energiestatus, wenn sie tGber
einen langeren Zeitraum Dunkelheit ausgesetzt sind, wodurch einige Transkripte co-reguliert werden
(Lee et al., 2011). Es wurden einige Hungerstress-Markergene bei Uberflutung in allen Arten induziert.
Dazu gehorten z. B. ASN1 (auch DARK INDUCIBLE 6, DIN6), TPS9 und TPS11. Die Expression von DIN-
Genen bei Uberflutung in Dunkelheit konnte bereits in A. thaliana und Rumex beobachtet werden (Lee
et al.,, 2011; van Veen et al., 2013). Interessanterweise ist DIN6 ein direktes Target des SnRK1-
Komplexes, welcher als Sensor fiir den Kohlenhydrat- bzw. Energiestatus der Pflanze fungiert (Baena-
Gonzalezetal., 2007). SnRK1 erfasst den Energiestatus der Pflanze wahrscheinlich durch energiereiche
Zuckerphosphate, insbesondere Trehalose-6-Phosphat, dessen Konzentration bei einem positiven
Energiestatus hoch ist und bei Uberflutung sinkt (Cho et al., 2016, 2019). Es wird vermutet, dass SnRK1
bei einem niedrigen Energiestatus in den Kern wandert und dort Gene aktiviert, die grétenteils an
Abbauwegen und der Initiierung von Autophagie beteiligt sind, wodurch alternative Energiequellen
und Metaboliten zur Verfligung gestellt werden (Baena-Gonzalez et al., 2007; Cho et al., 2019; Ramon

etal., 2019).

Bei Uberflutung konnten auch einige Gene identifiziert werden, die in A. thaliana bzw. C. hirsuta
starker induziert waren als in den toleranten Arten, z. B. andere DARK INDUCIBLE (DIN)-Gene wie SEN1
oder DIN10 sowie THA1. Die Expression von THA1, was fir die Threonin-Aldolase (katalysiert den
Abbau von Threonin zu Glycin und Acetaldehyd) codiert, war ebenfalls bei Uberflutung in Ru. acetosa,
aber nicht in Ru. palustris induziert (van Veen et al., 2013). Zusammenfassend deuten die Ergebnisse
der molekularen und physiologischen Analyse darauf hin, dass Uberflutung in allen Brassicaceen einen
Kohlenhydratmangel auslost, allerdings von unterschiedlicher Starke (Abb. 32, Abb. 34, Abb. 35). Die
Unterschiede im Primarstoffwechsel scheinen im direkten Zusammenhang mit der Uberflutungs-

toleranz zu stehen.

4.4.2 Reaktionen auf biotischen Stress sind unabhingig von der Uberflutungstoleranz
Uberflutung kann die Wahrscheinlichkeit einer Pathogeninfektion erhéhen, da eine hohe Luftfeuchtig-
keit und starker Regen die Zunahme von Pathogenen und die Ubertragung von Krankheiten

beglinstigen (Fujita et al., 2006; Tamang & Fukao, 2015; Veldsquez et al., 2018). Pflanzen werden bei
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Uberflutung mit Bodenpathogenen konfrontiert, die aus der Erde freigesetzt wurden (Lee et al., 2011),
aber auch wahrend der Regenerationsphase besteht ein hohes Infektionsrisiko. Eine Studie von Hsu et
al. (2013) hat gezeigt, dass Pflanzen Abwehrreaktionen aktivieren, um sich vor einer moglichen
Infektion wiahrend oder nach der Uberflutung schiitzen zu kénnen. Dabei wurden Gene der Immun-
antwort und WRKY-Transkriptionsfaktoren bei Uberflutung stark induziert und die Pflanzen waren
nach der Uberflutung resistenter gegeniiber dem bakteriellen Pathogen Pseudomonas syringae (Hsu
et al., 2013). WRKY-Transkriptionsfaktoren sind an verschiedenen pflanzlichen Prozessen beteiligt, vor
allem an der Regulation der Genexpression bei abiotischem und biotischem Stress und spielen so eine
wichtige Rolle bei der Immunantwort (Pandey & Somssich, 2009). Die Expression von WRKY-
Transkriptionsfaktoren in Reaktion auf Uberflutung und 0,-Mangel konnte in einigen Studien bei
unterschiedlichen Arten nachgewiesen werden (Hsu et al., 2011, 2013; Sasidharan et al., 2013;
Fukushima et al., 2016). Die Tatsache, dass sehr viele Gene, die mit der Pathogenabwehr assoziiert
sind, auch bei Uberflutung induziert werden, deutet darauf hin, dass die Signalwege von Uberflutungs-

stress und Pathogenabwehr gleichzeitig aktiv sein konnen (Lee et al., 2011).

Uberflutung fiihrte auch in A. thaliana, C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris und R. sylvestris zu einer
Induktion von Reaktionen auf biotischen Stress. Dazu gehorten u.a. die GO-Kategorien ,response to
wounding”, ,defense response”, ,response to bacterium”, ,defense response to fungus”, ,response
to chitin” und ,respiratory burst involved in defense response” (Abb. 38), deren Anreicherung schon
in A. thaliana-Okotypen bei Uberflutung in Dunkelheit nachgewiesen werden konnten (van Veen et al.,
2016; Yeung et al., 2018). Vicente et al. (2019) konnten aulRerdem einen Zusammenhang zwischen
dem Arginin/N-Degron Pathway und der pflanzlichen Immunantwort feststellen. Beispielsweise wird
die Biosynthese von Camalexin, dem Hauptphytoalexin in A. thaliana (Glawischnig, 2007), durch
Komponenten des Arginin/N-Degron Pathways reguliert (Vicente et al., 2019). Phytoalexine sind
antimikrobielle Verbindungen, die unmittelbar nach einer Infektion oder bei Stress gebildet werden
und so zur Resistenz von Pflanzen gegen durch Pilze und Bakterien verursachte Krankheiten beitragen
(Kuc, 1995). Camalexin spielt dabei u. a. eine positive Rolle bei der Resistenz gegeniiber nekrotrophen
Pilzen (Thomma et al., 1999; Ferrari et al., 2003). Auch in den hier untersuchten Arten wurde der
biologische Prozess ,camalexin biosynthetic process” bei Uberflutung induziert (Abb. 38), was ein
weiteren Hinweis auf die Uberlagerung von abiotischen und biotischen Stresssignalen darstellt. Bei der
Uberlagerung von abiotischen und biotischen Stresssignalen spielen auBerdem durch ABA, SA, JA und
Ethylen regulierte Signalwege eine Schlisselrolle (Fujita et al., 2006), welche in den Brassicaceen
ebenfalls in Reaktion auf Uberflutung induziert wurden (Abb. 38). Allerdings befanden sich Reaktionen
auf biotischen Stress und Aktivierung der Immunantwort unter den generellen Reaktionen auf
Uberflutung, weshalb diese vermutlich nicht fiir die Unterschiede in der Uberflutungstoleranz

verantwortlich sind.
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4.4.3 Einfluss von Trockenstress und Metallstress auf die Uberflutungstoleranz
Obwohl Uberflutungsstress und Trockenstress zwei gegensétzliche Stressfaktoren sind —zu viel Wasser
vs. zu wenig Wasser — kann Uberflutungsstress dennoch mit Trockenstress einhergehen. Das ist
beispielsweise dann der Fall, wenn die entstehende Hypoxie im Boden (Lee et al., 2011; Vashisht et al.,
2011) die Funktionalitat der Wurzel und damit die Wasseraufnahme beeintrachtigt. Infolge der
verminderten Wasseraufnahmefahigkeit der Wurzel zeigt der Spross oft Trockenstress-ahnliche
Symptome in der Regenerationsphase, z. B. eingerollte und ausgetrocknete Blatter (Setter et al., 2010;
Aroca et al., 2012; Yeung et al., 2018, 2019). In der vorliegenden Arbeit zeigten die sensitiven Arten
A. thaliana und C. hirsuta ein starkeres Austrocknen bzw. Absterben der Blatter nach der Regenera-
tionsphase als die toleranten Arten (Abb. 9, Abb. A3). Ein starkes Austrocknen der Blatter wurde bereits
im A. thaliana-Okotyp Bay-0 und der Reissorte IR42 mit Intoleranz gegeniiber Uberflutung in Verbin-
dung gebracht (Setter et al., 2010; Yeung et al., 2018). Im Gegensatz dazu zeigten SUB1A-Genotypen
ein weniger starkes Austrocknen der Blatter und sogar eine erhéhte Toleranz gegeniiber Trockenheit
(Fukao et al., 2011). Intoleranz gegeniiber Uberflutung hdngt u. a. mit der Unfahigkeit zur SchlieRung
der Stomata direkt nach Uberflutung und der spiaten Wiederdffnung der Stomata in der Regenera-
tionsphase zusammen. Die schnelle SchlieBung der Stomata direkt nach Uberflutung wirkt zwar dem
Wasserverlust durch Transpiration entgegen, fiihrt aber auch zu einer begrenzten CO,-Aufnahme fiir
die Photosynthese. Die SchlieRung der Stomata im toleranten A. thaliana-Okotyp Lp2-6 erfolgte
schneller als im sensitiven A. thaliana-Okotyp Bay-0 (Yeung et al., 2018). Interessanterweise zeigte die
GO-Analyse der reprimierten DEGs nach 1 d und 2 d Uberflutung eine Anreicherung der GO-Kategorie
»response to desiccation” in den sensitiven Arten A. thaliana und C. hirsuta. Ob dies einen Einfluss auf
die Uberflutungstoleranz hat, ist allerdings unklar, da die Repression des Prozesses ,response to
desiccation” auch schon bei Uberflutung in der Spezies Solanum dulcamara, welche nasse Standorte

bevorzugt, beobachtet werden konnte (Dawood et al., 2014; Nguyen et al., 2016).

Die GO-Analyse der induzierten DEGs identifizierte bei A. thaliana und C. hirsuta die GO-Kategorien
»ferric-chelate reductase activity” und ,,toxin catabolic process” als sensitiv-spezifische Reaktionen bei
Uberflutung (Abb. 39a). Beide GO-Kategorien waren bei Uberflutung auch in Ru. acetosa, aber nichtin
Ru. palustris angereichert (van Veen et al., 2013). Innerhalb der GO-Kategorie ,ferric-chelate reductase
activity” befinden sich FRO-Gene, welche durch Eisen- und Kupfermangel induziert werden (Jain et al.,
2014). Bei Uberflutung im Licht waren insbesondere FRO3 und FRO7 in den sensitiven Arten A. thaliana
und C. hirsuta stark induziert (Abb. A8a). Beim Vergleich der molekularen Reaktionen von A. thaliana-
Okotypen auf Uberflutung in Dunkelheit wurden FRO4, FRO5 und weitere Gene fiir Eisen- bzw. Metall-
transporter als Kandidatengene fiir Uberflutungstoleranz eingeordnet, da diese eine stirkere Repres-
sion in den Wurzeln der toleranten Okotypen zeigten (van Veen et al., 2016). Uberflutung und Metall-

stress gehen oft gleichzeitig einher, da Uberflutung zu einer Verdnderung im Redox-Potenzial der Erde
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und somit zu einer erhéhten Verfuigbarkeit von Mn?* und Fe?* fiihrt (Setter et al., 2009; Shabala, 2011;
Zeng et al., 2013). Interessanterweise besitzen einige Feuchtgebietspflanzen sogar eine erhdhte Tole-
ranz gegeniber Metallakkumulation (Yang & Ye, 2009). Unter den (iberreprasentierten GO-Kategorien
der toleranten Arten befanden sich einige Prozesse, die mit Metallen assoziiert sind: ,, transition metal
ion transport”, ,iron ion transport” und ,cellular response to iron ion starvation” (Abb. 40a). Inwiefern

die Induktion dieser Prozesse allerdings zur Uberflutungstoleranz beitrégt, ist weiterhin unklar.

4.4.4 Oxidativer Stress wihrend der Uberflutung und in der Regenerationsphase
Sowohl die Uberflutungsphase als auch die Regenerationsphase, die mit dem Riickzug des Wassers
eingeleitet wird, kann fiir die Pflanze gleichermaRen schidlich sein (Yeung et al., 2019). Uberflutungs-
toleranz ist somit nicht nur abhéngig vom Uberleben unter Wasser, sondern auch von den Reaktionen
wihrend der Regenerationsphase. Uberflutung fiihrt zu Einschrankungen der Lichtintensitat und Licht-
qualitat (Vervuren et al., 1999). Im Vergleich zur einfallenden Lichtintensitat iber der Wasserober-
flaiche nimmt die Unterwasser-Lichtintensitat bereits 5 cm unter der Wasseroberflache um etwa 25 %
und bis 30 cm um weitere 16 % ab (Das et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Pflanzen
unter Kurztagbedingungen in einer Wassertiefe von ca. 17 cm lberflutet. Somit waren die Pflanzen
zwar tagsiber im Licht Uberflutet, aber vermutlich dennoch mit LichteinbufRen konfrontiert. Das
spiegelt sich in der Anreicherung der GO-Kategorie ,response to absence of light” in allen Arten wider
(Abb. 38). Pflanzengewebe, das sich wahrend der Uberflutung an schlechte O,- und Lichtbedingungen
gewdhnt hat, ist nach der Uberflutung plétzlich einer héheren Lichtintensitit und einer héheren O,-
Konzentration ausgesetzt. Eine hohe Lichtintensitdt kann dazu fiihren, dass die maximale
Photosynthesekapazitat erreicht wird, wodurch mehr Licht absorbiert wird, als in der Photosynthese
verwendet werden kann (Demmig-Adams & Adams, 1992; Chen et al., 2018). Als Folge dieses Licht-
Uberschusses werden vermehrt ROS gebildet, die den Photosyntheseapparat schadigen kénnen

(Demmig-Adams & Adams, 1992; Niyogi, 1999).

Bereits unter normalen Bedingungen werden ROS als Nebenprodukte des pflanzlichen Stoffwechsels
gebildet. Bei 0,-Mangel, Uberflutung und Wiederbeliiftung wird eine verstarkte ROS-Akkumulation in
verschiedenen Zellorganellen beobachtet (Sasidharan et al., 2018). Uberflutung fiihrte in allen Arten
zu einer Induktion von ROS-assoziierten Prozessen, aufgezeigt durch die Anreicherung der GO-Katego-
rien ,regulation of hydrogen peroxide metabolic process” und ,respiratory burst involved in defense
response” (Abb. 38). ROS verursachen oxidativen Stress und induzieren Chlorophyllabbau, wodurch
die (Unterwasser-) Photosynthese und damit die Bildung von wertvollen Kohlenhydraten einge-
schrankt wird (Fukao et al., 2006, 2011). Die Aufrechterhaltung eines hohen Chlorophyligehalts

wihrend der Uberflutung und die schnellere Chlorophylineubildung nach der Uberflutung ist jeweils
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mit einer hoheren Photosyntheseleistung verbunden und wirkt sich positiv auf die Uberflutungs-
toleranz aus (Panda et al., 2008; Sone & Sakagami, 2017). In SUB1A-Genotypen ist demnach die
erhéhte Uberflutungstoleranz auf einen geringeren Chlorophyllabbau bei Uberflutung zuriickzufiihren
(Fukao et al., 2006). Ebenso zeichnete sich der tolerante A. thaliana-Okotyp Lp2-6 wihrend der
Regenerationsphase durch eine hohere Biomasse, einen hoheren Chlorophyligehalt sowie eine
schnellere Entwicklung neuer Blitter im Vergleich zum sensitiven Okotyp Bay-0 aus (Yeung et al.,
2018). Die Analyse von Chlorophyllgehalt, Biomasse und die Bildung neuer Blatter erwies sich im
Rahmen dieser Arbeit jedoch als schwierig, da kein passender Zeitpunkt identifiziert werden konnte,

der einen direkten Vergleich der Arten ermdglichte.

4.4.5 Carboanhydrasen und Unterwasser-Photosynthese als Toleranzfaktoren?
Da im Wasser die CO,-Verfligbarkeit fur die Photosynthese stark eingeschrankt ist (Pedersen et al.,
2013), besitzen einige Seegraser die Fahigkeit, HCOs™ durch Membranproteine aufzunehmen, welches
anschliefend Uber cytosolische CAs in CO, umgewandelt wird (Poschenrieder et al., 2018). In einer
Studie von Iversen et al. (2019) konnte gezeigt werden, dass in Gebieten mit hoher HCOs-Verfligbar-
keit (z. B. in Seen) vermehrt Wasserpflanzen vorkommen, die HCOs™ nutzen kdnnen, wahrend diese in
Gebieten mit hoherer CO,-Konzentration (z. B. im FlieRgewadsser) seltener zu finden sind. Die Fahigkeit
zur Nutzung von HCOs  ist nur bei einer hohen HCOs-Konzentration vorteilhaft, da die Verwendung
von HCOs energieaufwendiger und die Photosynthese weniger effizient ist als bei der Verwendung von
CO; (Iversen et al., 2019). Die Analyse der amphibischen Art H. difformis zeigte, dass die Fahigkeit zur
Nutzung von HCOs™ in aquatischen Blattern hoher war als in terrestrischen Blattern (Horiguchi et al.,
2019). Das AusmaR der Nutzung von HCOjs" als attraktive Alternative zu CO; ist bei Amphibienpflanzen

bzw. bei Landpflanzen bei Uberflutung allerdings noch weitgehend unbekannt.

Die Analyse der (berflutungsinduzierten DEGs zeigte eine Rorippa-spezifische Anreicherung der GO-
Kategorien ,carbon utilization”, ,carbonate dehydratase activity” und ,zinc ion binding”, welche
hauptsachlich Gene umfassten, die fiir CAs codieren. In A. thaliana existieren 8 a-CAs, 6 3-CAs und
5vy-CAs (Dimario et al., 2017), deren Expression bzw. die Expression der homologen Gene in Reaktion
auf Uberflutung in allen Arten ndher betrachtet wurde (Abb. 42). Insbesondere BCA3 war nur in den
toleranten Arten induziert und war sogar eines der starksten induzierten Gene in C. pratensis und
R. sylvestris. Die Tatsache, dass es sich bei BCA3 (zumindest in A. thaliana) um eine cytosolische CA
handelt (Fabre et al., 2007), lies die Hypothese zu, dass BCA3 durch die Bereitstellung von CO; einen
positiven Einfluss auf die Unterwasser-Photosynthese und somit dem Uberleben in den toleranten
Arten hat. Die Hypothese wurde anhand von AtBCA3- und RsBCA3-Uberexpressionslinien in der

sensitiven Art A. thaliana getestet.
107



Diskussion

Der Nachweis der Uberexpression erfolgte auf Transkript- und Proteinebene, wobei nur Proteine mit
N-terminalem HA-Tag mittels Western-Blot detektiert werden konnten (Abb. 45, Abb. A13). Dies ist
darauf zurickzufiihren, dass Tetramere durch Wechselwirkungen gebildet werden, die hauptsachlich
von einem C-terminalen -Strang ausgehen, wahrend die N-terminalen Aminosduren offenbar kein
integraler Bestandteil der Enzymstruktur sind, sondern einen flexiblen Linker bilden (Kimber & Pai,
2000). Weder AtBCA3- noch RsBCA3-Uberexpressionslinien zeigten eine erhéhte Uberflutungstoleranz
im Vergleich zum Wildtyp Col-0 (Abb. 47). Ob BCA3 zur Uberflutungstoleranz in R. sylvestris beitragt,
konnte alternativ auch mittels Inaktivierung durch chemische Inhibierung oder RNAi untersucht
werden. Beides konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da zum einen bisher kein
erfolgreiches Transformationssystem fiir R. sylvestris zur Generierung von transgenen Pflanzen
etabliert werden konnte. Zum anderen konnte die chemische Inhibierung mit Acetazolamid und
Ethoxyzolamid aufgrund der geringen Loslichkeit in Wasser und der kurzen Halbwertszeit der

Chemikalien nicht in einem Langzeitexperiment getestet werden.

Weiterhin ist es moglich, dass in den sensitiven Pflanzen kein Mechanismus zum Membrantransport
von HCOs existiert, wodurch die alleinige Uberexpression einer cytosolischen CA (z. B. BCA3) nicht zu
einer erhéhten Uberflutungstoleranz fiihren kann. Bisher konnten zwar spezifische HCOs-Transporter
aus Cyanobakterien erfolgreich in A. thaliana Uberexprimiert werden, allerdings bestimmten Signal-
peptide die Lokalisierung in der inneren Chloroplastenmembran und der Einfluss auf die Photosyn-
these oder die Aufnahme von HCO3; wurde nicht getestet (Uehara et al., 2016). Es liegt aullerdem die
Vermutung nahe, dass in der Plasmamembran lokalisierte CAs und Membranproteine zusammen am
CO,-Membrantransport beteiligt sind. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass zwei CAs in der
Plasmamembran von Tabak lokalisiert sind (Mongrand et al., 2004) und NtAQP1, ein Aquaporin in der
Plasmamembran von Tabak, den CO,-Membrantransport fordert (Uehlein et al., 2003). In aquatischen
H. difformis-Blattern wird aullerdem ein H*-unabhangiger HCOs;-Membrantransport vermutet
(Horiguchi et al., 2019). Es ist allerdings weiterhin unklar, ob und wie CO, bzw. HCO3  unter Wasser von

anderen amphibischen Arten in die Zellen gelangt.

4.4.6 Alternative Mechanismen der Uberflutungstoleranz in der Gattung Rorippa
Aufgrund des Uberlebensexperiments (Abb. 9) wurden insbesondere die beiden Rorippa-Arten
R. palustris und R. sylvestris als extrem Uberflutungstolerant eingestuft. Es existieren bereits einige
Studien zur Reaktion von Rorippa-Spezies auf Uberflutung (Stift et al., 2008; Akman et al., 2012;
Sasidharan et al., 2013; Sosnova & KlimesSova, 2013; van Veen et al., 2014). Ein direkter Vergleich von
R. sylvestris, R. amphibia, Ru. acetosa und Ru. palustris offenbarte sogar eine hdhere Uberflutungs-

toleranz in der Gattung Rorippa als in der Gattung Rumex (van Veen et al., 2014). Bislang wurde
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R. amphibia zwar als elongierend beschrieben (Akman et al., 2012), die Elongation beschrankte sich
allerdings nur auf den Bliitenstingel, wiahrend das Blatt bzw. die Petiole bei Uberflutung ein geringeres
Wachstum zeigte als unter Kontrollbedingungen (Stift et al., 2008; van Veen et al., 2014). Letzteres
konnte in dieser Arbeit bestatigt werden (Abb. Alb), die Elongation des Blitenstdangels konnte jedoch

nicht reproduziert werden, weshalb R. amphibia im Multispezies-Vergleich ausgeschlossen wurde.

In einer Studie von Stift et al. (2008) ging das verringerte Sprosswachstum in R. sylvestris — im Gegen-
satz zu R. amphibia — nicht mit einer Abnahme der Wurzelbiomasse einher. Es wurde vermutet, dass
R. sylvestris somit bei Uberflutung nicht nur tiberleben, sondern aufgrund von Unterwasser-Photosyn-
these sogar weiter wachsen kann, ohne die Reserven zu erschopfen (Stift et al., 2008). Die molekulare
Analyse von R. sylvestris-Wurzeln bei Uberflutung in Dunkelheit zeigte, dass R. sylvestris weniger in
den Primadrmetabolismus als vielmehr in potenzielle Anpassungsreaktionen investiert (Sasidharan et
al., 2013). Stark induziert wurden CATALASE1, das fiir das antioxidative Enzym Katalase codiert, und
alternative, PPi-verwendende Enzyme, welche ATP-verwendende Enzyme im Primdrmetabolismus

ersetzen konnen (Sasidharan et al., 2013).

Weiterhin wurde HRE1 in R. sylvestris bei Uberflutung in Dunkelheit in Wurzeln und Spross induziert,
wahrend HRE2 nur in den Wurzeln induziert wurde (van Veen et al., 2014). Die GO-Kategorie ,response
to anoxia“, welche spezifisch in den toleranten Arten angereichert war, beinhaltete Transkripte fur
HRE1 und HRE2 (Abb. 40, Abb. A9), welche zu den finf GVII ERFs in A. thaliana gehéren (Nakano et al.,
2006). Wahrend RAP2.2 und RAP2.12 transkriptionelle Aktivatoren der HRGs sind, spielen HRE1 und
HRE2 bei der Initiierung der Hypoxie-Antwort nur eine untergeordnete Rolle (Licausi et al., 2010; Gasch
et al., 2016). Bislang sind keine Target-Gene oder Interaktionspartner der HRE-Transkriptionsfaktoren
bekannt, es wird aber vermutet, dass HRE1 und HRE2 spatere Reaktionen der Hypoxie-Antwort
regulieren (Licausi et al., 2010; Gasch et al., 2016). HRE1 war in A. thaliana nur nach 1 d Uberflutung
stark induziert, wihrend HRE1 in R. palustris und R. sylvestris auch nach 2 d Uberflutung signifikant
induziert war (Abb. A9). In einer Studie von Licausi et al. (2010) wurde HRE1 bei Hypoxie nur in den
Wurzeln von A. thaliana induziert, wahrend HRE2 sowohl in den Wurzeln als auch im Spross induziert
wurde. Wahrend hrelhre2 Doppelmutanten eine verringerte Toleranz gegeniiber Anoxie aufwiesen
als der Wildtyp, fiihrte eine Uberexpression von HRE1 (aber nicht HRE2) zu einer erhéhten Toleranz
(Licausi et al., 2010). Inwiefern HRE1 zur Uberflutungstoleranz in R. sylvestris beitragt, bleibt unklar.
Aufgrund der starken Induktion von RsHRE1 im Spross bei Uberflutung in Dunkelheit wurde vermutet,
dass RsHRE1, womoglich dhnlich zu SUB1A, eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Toleranz-

mechanismen (z. B. Quiescence-Strategie) spielt (van Veen et al., 2014).

109



Diskussion

4.5 Ausblick

In der Vergangenheit beschrinkten sich molekulare Analysen von Uberflutungstoleranzmechanismen
hauptsachlich auf Studien der Modellpflanzen Reis und A. thaliana. In der vorliegenden Arbeit wurden
erstmals die molekularen Reaktionen verschiedener Brassicaceae-Wildpflanzen in einem Multispezies-
Vergleich mittels RNA-seq analysiert. Transkripte, die nur eine geringe oder keine Sequenzdhnlichkeit
zU A. thaliana aufwiesen, wurden dabei nicht ndher betrachtet. Dennoch ist nicht auszuschlieRen, dass
sich darunter potenzielle Kandidatengene fiir Uberflutungstoleranz befinden. Deshalb wire es
zukiinftig von Vorteil, Genfamilien anstelle von einzelnen Genen zu vergleichen. Beispielsweise ist
OrthoMCL eine Methode, die nicht nur orthologe Gene verschiedener Arten, sondern auch funktionell
redundante, paraloge Gene innerhalb einer Art gruppiert und so die Divergenz und Konservation von
Genfamilien und biologischen Prozessen hervorhebt (Li et al.,, 2003). Eine BLASTN-Analyse gegen
A. thaliana kann dann herangezogen werden, um die entstandenen Genfamilien zu benennen. Diese
Art der Analyse wurde z. B. bei Rumex und Geranium verwendet, um die molekularen Mechanismen
der Uberflutungstoleranz und der Schattenvermeidungsreaktion zu charakterisieren (van Veen et al.,

2013; Gommers et al., 2017).

Im ersten Teil der Arbeit wurden die gegensatzlichen Wachstumsreaktionen in den Stangeln und
Petiolen von N. officinale bei Uberflutung behandelt. Die Beteiligung von Auxin an den gewebespezifi-
schen Reaktionen konnte nicht vollstandig geklart werden. Um den Einfluss der Inhibierung des Auxin-
Effluxes weiter zu untersuchen, ware die Zugabe des synthetischen Auxins 1-Naphtylessigsdaure (NAA)
zum Uberflutungswasser besser geeignet, da NAA durch passive Diffusion in die Zelle gelangt und die
Zelle durch Efflux-Carrier verlasst (Delbarre et al., 1996). Neben Auxin-Transportinhibitoren existieren
auch Auxin-Antagonisten, z. B. tert-butoxycarbonylaminohexyl-IAA (BH-IAA), a-(phenylethyl-2-oxo0)-
IAA (PEO-IAA) und a-(2,4-dimethylphenylethyl-2-oxo0)-IAA (Auxinole), welche die Auxin-Signaltrans-
duktion durch Bindung an Auxin-Rezeptoren inhibieren (Hayashi et al., 2008, 2012). Ein Einsatz dieser
Auxin-Antagonisten konnte einen Beitrag dazu leisten, um den Einfluss von Auxin auf die gewebespe-
zifischen Wachstumsreaktion bei Uberflutung niher zu charakterisieren. In zukiinftigen Studien sollte
auRerdem die natiirlichen Variation der Elongationsantwort innerhalb verschiedener Okotypen von

N. officinale (Voutsina et al., 2016) analysiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Uberflutungsreaktionen der Rosettenpflanzen im Hinblick auf
die Identifizierung von Toleranzmechanismen verglichen. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass das
Kandidatengen BCA3 einen positiven Einfluss auf die Unterwasser-Photosynthese hat und so zur Uber-
flutungstoleranz beitragt. Die Uberexpression von AtBCA3 und RsBCA3 in A. thaliana fiihrte allerdings
nicht zu einer erhdéhten Toleranz im Vergleich zum Wildtyp. Da der Nachweis von AtBCA3 und RsBCA3

nur mittels Western-Blot erfolgte und nicht unter Verwendung eines Aktivitatsassays bestatigt wurde,
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kann nicht zweifelsfrei davon ausgegangen werden, dass die Uberexpressionslinien fiir funktionelle
Proteine codieren. Methoden zur Bestimmung der CA-Enzymaktivitat beruhen auf Messungen der pH-
Wert-Anderungen mittels pH-Meter (elektrometrisch) oder Indikatoren (kolorimetrisch), wobei bei der
Extraktion auf ein geeignetes Puffersystem zur Stabilisierung der Enzyme geachtet werden muss
(Wilbur & Anderson, 1948; Warrier et al., 2014). Diese Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit
nicht getestet, sollten aber flr die Zukunft in Betracht gezogen werden. Insbesondere, da CAs bereits
unter normalen Bedingungen etwa 1-2 % des Gesamtproteins der Blatter ausmachen (Okabe et al.,

1984) und deshalb Unterschiede in der Enzymaktivitit die Uberflutungstoleranz beeinflussen kénnten.

Um den Einfluss von BCA3 auf die Unterwasser-Photosynthese und die Uberflutungstoleranz in
R. sylvestris weiter zu charakterisieren, konnten fiir zukiinftige Analysen Blatter anstelle von gesamten
Pflanzen in Kurzzeit-Experimenten untersucht werden. Dies wurde schon bei verschiedenen Arten
verwendet, um den Einfluss der CA-Inhibitoren Acetazolamid und Ethoxyzolamid auf die Unterwasser-
Photosyntheserate zu bestimmen (Borum et al., 2016; Rubio et al., 2017; Horiguchi et al., 2019).
Weiterhin kdnnte die Fahigkeit zur Nutzung von HCOs durch eine Anderung des pH-Werts (Maberly,
1990) oder die Affinitat fiir HCO5™ bei der Unterwasser-Photosynthese als die O,-Entwicklungsrate bei
pH 8,3 relativ zu pH 6,3 bestimmt werden (Horiguchi et al., 2019). Ebenfalls sollte das Ziel, RsBCA3
und/oder andere CAs mittels RNAi zu inhibieren, weiterhin verfolgt werden. Die erfolgreiche Induktion
von Kallusgewebe und Sprossregeneration aus Kallusgewebe bietet dafiir bereits eine vielverspre-

chende Grundlage zur Generierung von RNAi-Pflanzenlinien.

Uberflutung im Licht und der damit verbundenen Méglichkeit zur Unterwasser-Photosynthese fiihrt
bei Landpflanzen zu einer héheren Uberlebensrate als Uberflutung in Dunkelheit (Blom et al., 1994;
Mommer & Visser, 2005; Vashisht et al., 2011; Winkel et al., 2013). Nicht nur CAs kénnen die Unter-
wasser-Photosynthese positiv beeinflussen, sondern auch morphologische Veranderungen, die den
Unterwasser-Gasaustausch verbessern, z. B. gefiederte Blatter oder eine diinnere Cuticula (Sand-
Jensen & Frost-Christensen, 1999; Wells & Pigliucci, 2000; Mommer et al., 2007). Im Vergleich zu den
anderen Arten besitzt R. sylvestris bereits unter terrestrischen Bedingungen starker gefiederte Blatter
(Abb. 6b). Ob dies einen Einfluss auf die Uberflutungstoleranz hat, oder ob sich terrestrische von
aquatischen Blattern in R. sylvestris unterscheiden, kdnnte in Zukunft ebenfalls getestet werden.
Moglicherweise kdonnte auch eine individuelle Analyse der Arten in Bezug auf Chlorophyligehalt,
Unterwasser-Photosyntheseleistung und Biomasse wahrend und nach der Uberflutung weitere

wertvolle Informationen zu Uberflutungstoleranzmechanismen liefern.
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6. Anhang

6.1 Abbildungen
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Abb. Al Strategieexperiment von Cardamine pratensis und Rorippa amphibia. Etwa 3-4 Wochen-alte C. pratensis (a)- und
R. amphibia (b)-Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen Uberflutet (schwarz), als Kontrolle (weiB) dienten Pflanzen,
welche weiter unter Kurztagbedingungen kultiviert wurden. Zu Beginn des Experiments und nach 7 d (a) und 3 d (b) wurden
die Lange von Petiole und Lamina der zwei jingsten Blatter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM mit n= 8 aus zwei
biologischen Replikaten (a) und n=12 aus einem Experiment (b). Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und
Uberflutung sind gekennzeichnet durch ***, P < 0,001, ns = nicht signifikant (zweifaktorielle ANOVA mit P < 0,05, Sidak Test).

Abb. A2 Escape-Strategie bei Nasturtium officinale. Etwa 3-4 Wochen-alte Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen
Uberflutet. Nach mehrwdchiger Uberflutungsdauer erreichten die Pflanzen die Wasseroberfliche.
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(a) A. thaliana - 3,5 w Uberflutung

Abb. A3 Uberlebensexperiment nach Uberflutung. (a)-(e): Die Pflanzen wurden fiir den angegebenen Zeitraum [w, Wochen]
Uberflutet. Die Bilder zeigen die Pflanzen direkt nach der Uberflutung. Nach etwa 2 Wochen Regenerationszeit wurde das
Uberleben des Sprossmeristems durch die Bildung neuer Blétter bestimmt (siehe Abb. 9). Skala entspricht 2 cm.
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Abb. A4 Zugabe von Saccharose zum Uberflutungswasser erhoht das Unterwasser-Wachstum. Pflanzen wurden unter Kurz-
tagbedingungen entweder in normalem Leitungswasser (U) oder in Leitungswasser mit 1 % (w/v) Saccharose (Sacch)
Uberflutet. Als Kontrolle (K) dienten Pflanzen, welche weiter unter Kurztagbedingungen kultiviert wurden. Die Lange des
Stangels und die Lange der Petiole des jingsten Blattes wurde vor und nach 24 h Behandlung gemessen. Das Wachstum [mm]
entspricht der Differenz. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM mit n= 12 aus einem Experiment. Unterschiedliche Buchstaben
reprasentieren signifikante Unterschiede mit P < 0,05 (einfaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).
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Abb. A5 Dosisabhingiger Einfluss von GA; auf die Wachstumsreaktionen bei Uberflutung. Die Pflanzen wurden mit 100 pM
Paclobutrazol (PAC) oder mock-Lésung (0,01 % (v/v) Ethanol) vorbehandelt und anschlieBend entweder in Wasser mit 0,01 %
(v/v) Ethanol oder verschiedenen GAs-Konzentrationen Uberflutet. Die Linge des Stingels und die Ldnge der Petiole des
jungsten Blattes wurde vor und nach 24 h Behandlung gemessen. Das Wachstum [mm] entspricht der Differenz. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM mit n= 10 aus einem Experiment. Unterschiedliche Buchstaben reprasentieren signifikante Unter-
schiede mit P < 0,05 (zweifaktorielle ANOVA mit Tukey’s HSD Test).

o

Abb. A6 Messung der internen O,-Konzentration. (a) zeigt die GréRe der Pflanzen. (b) Versuchsaufbau. (c) Position der
beiden O,-Mikrosensoren im Stangel- und Petiolengewebe. (d) Nahaufnahme der O,-Mikrosensoren in der Petiole des 5.
Blattes (links) und dem Stangel (rechts). Der O, -Mikrosensor wurde 550-600 um in das Stangelgewebe und 200-225 um in
das Petiolengewebe positioniert. Alle Fotos stammen von Ole Pedersen, Universitat Kopenhagen, Danemark.
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Abb. A7 Zusammenhang zwischen Zuckerverfiigbarkeit und Induktion von Kohlenhydratmangel-Markergenen. Dargestellt
ist die Summe der Zuckerkonzentrationen (Abb. 32b) nach 1d bzw. 2 d Uberflutung in Relation zur Anzahl der induzierten
Kohlenhydratmangel-Markergene nach 1 d bzw. 2 d Uberflutung (Tab. 10).
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Abb. A8 Expressionsanalyse von FRO-Genen (a) und Auxin-Efflux-Transporter-Genen (b). Heatmap zeigt den log,FC nach
1d und 2 d Uberflutung. Gelb reprisentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder
induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. Dargestellt

sind AGI-Gencodes der GO-Kategorien GO:0000293 (a) und G0O:0010329 (b). NA: nicht im Datensatz exprimiert.
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Abb. A9 Expressionsanalyse von HRE1 und HRE2. Heatmap zeigt den log,FC nach 1 d und 2 d Uberflutung. Gelb représentiert
induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-
Skala). Gene mit einem Pgq> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. Dargestellt sind AGI-Gencodes der GO-Kategorie
G0:0034059. NA: nicht im Datensatz exprimiert.
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Abb. A10 Expressionsanalyse von Ammoniumtransporter-Genen. Heatmap zeigt den log,FC nach 1 d und 2 d Uberflutung.
Gelb reprasentiert induzierte und Cyan reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind
(siehe log,FC-Skala). Gene mit einem P,q> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. Dargestellt sind AGI-Gencodes der GO-
Kategorien GO:0008519 und GO:0015695. NA: nicht im Datensatz exprimiert.
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(a) A. thaliana (b) C. hirsuta

[1d]|2d]| Transkript AGI Annotation
AT3G52720.1 AT3G52720  ACAT
AT3G52720.2 AT3G52720  ACA1
AT3G52720.4 AT3G52720  ACA1
AT2G28210.1 AT2G28210  ACA2
AT5G04180.1 AT5G04180  ACA3

Transkript AGI Annotation
Chr5_GG_1154_c1_g1_i1 AT3G52720 ACA1
Chr5_GG_1154_c4_g1_i1 AT3G52720 ACA1
| |Chr4_GG_1626_c0_g1_i1 AT2G28210 ACA2
Wl Chr2_GG_1962_c1_g1_i1 AT5G04180 ACA3
| B8 chr6_GG 2389 c0_g1_i1 AT5G04180 ACA3

AT3G01500.2 AT3G01500 CA1 Chr7_GG 981 c1 g1 i1 AT4G20990  ACA4
AT5G14740.6 AT5G14740 CA2 || |chr1_GG 1585 c0 g1 i1 AT1G08080  ACAT7
AT5G14740.7 AT5G14740 CA2 Chr3_GG_551_c1 g1 i1 AT3G01500 CA1
AT5G14740.9 AT5G14740 CA2 Chr3_GG_551_c2 g1 i1 AT3G01500 CA1

AT1G58180.1 AT1G58180 BCA6
AT1G58180.3 AT1G58180 BCA6
AT1G58180.4 AT1G58180 BCA6
AT1G58180.5 AT1G58180 BCA6
AT1G58180.6 AT1G58180 BCA6
AT1G58180.7 AT1G58180 BCA6
AT1G19580.1 AT1G19580 GAMMA CA1
| B AT1G19580.2 AT1G19580 GAMMA CA1
AT5G66510.1 AT5G66510 GAMMA CA3
X AT5G63510.1 AT5G63510 GAMMA CAL1
AT3G48680.1 AT3G48680 GAMMA CAL2

b8l |chr6_GG 2019 c0_g1 i1 AT5G14740 CA2
Chr6_GG_2019_c1_g1_i2 AT5G14740 CA2
Ml Chr6_GG_2019_c3 g1 i1 AT5G14740 CA2
Chr6_GG_2019_c5_g1_i1 AT5G14740 CA2
Ml Chr2 GG 460 c1 g1 i1 AT1G70410 BCA4
Chr7_GG_1165_c0_g1_i1 AT4G33580 BCA5
| |chr2_GG 400 co g1 i1 AT1G58180 BCA6
Chr2_GG_400_c0_g1_i2 AT1G58180 BCA6
Chr1_GG_191_c0 g1 i1 AT1G19580 GAMMA CA1
Chr1_GG_2200_c1_g1_i1 AT1G47260 GAMMA CA2
Chr8_GG_1580_c1_g1_i1 AT5G66510 GAMMA CA3
Chr8_GG 822 c0 g1 i1 AT5G63510 GAMMA CAL1

(c) C. pratensis (d) R. palustris

1d | 2d Transkript AGI Annotation 1d | 2d Transkript AGI Annotation

HTRINITY_DN43684_02_g3_i3 AT3G52720 ACA1 TRINITY_DN39276_c2_g3_i1 AT3G01500 CA1
TRINITY_DN31325_c0_g1_i3 AT1G23730 BCA3 TRINITY_DN31822_c0_g1_i1 AT5G14740 CA2
TRINITY_DN50656_c3_g1_i1 AT1G23730 BCA3 TRINITY_DN31822_c0_g1_i11 AT5G14740 CA2
TRINITY_DN50656_c3_g1_i3 AT1G23730 BCA3 TRINITY_DN31822_c0_g1_i12 AT5G14740 CA2
TRINITY_DN40325_c0_g1_i2 AT1G58180 BCA6 TRINITY_DN31822_c0_g1_i14 AT5G14740 CA2
TRINITY_DN40325_c0_g1_i6 AT1G58180 BCA6 TRINITY_DN31822_c0_g1_i15 AT5G14740 CA2
TRINITY_DN44418_c2_g3_i2 AT3G48680 GAMMA CAL2 TRINITY_DN31822_c0_g1_i19 AT5G14740 CA2

TRINITY_DN31822_c0_g1_i8 AT5G14740  CA2
) TRINITY_DN34972_c0_g1_i11 AT5G14740  CA2
(e) R. sylvestris TRINITY_DN34972 _c0_g1_i9 AT5G14740  CA2
1424 Transkript AGl Annotation TRINITY_DN34972_c0_g2_i5 AT5G14740  CA2

TRINITY DN32220_c0_g1_i8 AT3G52720  ACA1 TRINITY_DN34972_c0_g2_i9 AT5G14740  CA2
(¥ TRINITY DN35346 c2 g1 i3 AT3G52720  ACA1 TRINITY_DN38887_c0_g1_i7 AT1G23730  BCA3

M| TRINITY DN39699 c1_g4 i2 AT3G52720  ACA1 TRINITY_DN30963 c1_g71_i3 AT4G33580  BCAS5
|| |TRINITY_DN40404_c0_g4_ i1  AT3G01500  CA1 TRINITY_DN32388 c0_g1_i1 AT1G56180  BCA6
TRINITY DN40404 c0 g4 i2 AT3G01500  OAT1 TRINITY_DN32388_c0_g1_i4 AT1G58180  BCA6

| | |TRINITY DN40404_c0_g4 i3 AT3G01500  CA1 TRINITY_DN32388 ¢0_g1_i9 AT1G58160  BCA6
| TRINITY DN40404_c0_g4 4 AT3G01500  CAT TRINITY_DN32388_c0_g2_i1 ATIG58180  BCA6

| TRINITY DN30556_c0_g1 12 ATSG14740  CA2 TRINITY_DN32388_c0_g2_i8 AT1G58180  BCA6

I TRINITY DN0556 00 g2 11 ATSG14740 A2 TRINITY DN28648 c0 g3 i1 AT5G66510 GAMMA CA3

[ |TRINITY DN32185 c1_g1_i1 AT5G14740  CA2

| TRINITY DN33852_c1_g1_i2 AT5G14740  CA2

Bl TRINITY DN33852 c1_g1 i3 AT5G14740  CA2

| TRINITY_DN35049_cO_g1_i10 AT5G14740  CA2 IR : ioo.FC

TRINITY_DN41392_c0_g1_i14 AT1G23730  BCA3

TRINITY_DN41392_c0_g1_i7 AT1G23730  BCA3

TRINITY DN41392 c0_g1_i9 AT1G23730  BCA3

TRINITY DN33652 c0_g1_i2 AT4G33580  BCA5

TRINITY_DN36079_c0_g1_i1 AT1G58180  BCA6

TRINITY_DN36079_c0_g1_i2 AT1G58180  BCA6

TRINITY_DN36079_c0_g1_i5 AT1G58180  BCA6

TRINITY_DN36079_c0_g1_i6 AT1G58180  BCA6

TRINITY DN38210_c2 g1 i6 AT1G58180  BCA6

Abb. A11 Expression von Carboanhydrase-Gene bei Uberflutung. Heatmap zeigt den log,FC nach 1 d und 2 d Uberflutung in
A. thaliana (a), C. hirsuta (b), C. pratensis (c), R. palustris (d) und R. sylvestris (e). Gelb reprasentiert induzierte und Cyan
reprimierte Gene, Schwarz entspricht Genen, die weder induziert noch reprimiert sind (siehe log,FC-Skala; siehe Abb. 42 flr
eine andere log,FC-Skala). Gene mit einem Pqq;> 0,05 sind durch ein ,x“ gekennzeichnet. Gezeigt sind nur Transkripte, die in
mindestens einem Zeitpunkt signifikant differenziell exprimiert waren (Pqg; < 0,05).
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AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

AtBCA3
RsBCA3

ATGTCGACAGAGTCGTACGAAGACGCCATTAAAAGACTCGGAGAGCTTCTCAGTAAGAAATCGGATCTCGGGAA
ATGTCGACGGAGTCGTATGAAGATGCCATTAAAAGACTTGGGGAGCTTCTCAGTAAGAAATCGGAGCTCGGAAA

khkhkhkkhkkhkk Khhkhkkhkhkhkhk *hkkhkkhkkh dhkkhkhkhkkhkhkhkhkrkhhkkhkh *k *khkhkhkhkhkrkhhkhkhkrrkhkhkhkkhkrhkhrxkhkk, *rxxk*x *x%

CGTGGCAGCCGCAAAGATCAAGAAGTTAACGGATGAGTTAGAGGAACTTGATTCCAACAAGTTAGATGCCGTAG
TGTGGCGGCCGCAAAGATCAAGAAACTGACGGATGAGCTAGAGGAACTTGATTCCAACAAGTTGGATGCCGTAG

khkhkhkkx khkhkrhkkhkhkkkkhkkxkkkk Kk Ak khkhkh Ak khk Ak Ak hrhkhk Ak khkhkhkrrkhkhkhhrhkhkrxkhk *rxrkhkkhxkxx

AACGAATCAAATCCGGATTTCTCCATTTCAAGACTAATAATTATGAGAAGAATCCTACTTTGTACAATTCACTT
AACGAATCAAATCCGGCTTTATCCATTTCAAGAAAAATAATTATGAGAAGAATCCTTCTTTGTACAATGCACTA

khkkhkrhkkhkhkhkkhkhkkhkxkhkk hhxkx k(khkkhkkkhkkxkkxkx khkhkhkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhhkhkhxk *hrrkhkhkkhkhrrkx *k*x*

GCCAAGAGCCAGACCCCCAAGTTTTTGGTGTTTGCTTGTGCGGATTCACGAGTTAGTCCATCTCACATCTTGAA
GCCAAGAGCCAGAGCCCCAAGTTTCTGGTGTTTGCTTGTGCGGATTCACGTGTTTCCCCTTCTCACATATTGAA

khkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhk Khhkhkhkhkhkkhkhkkhkd *hkhrkhkhhhkhhkhkhkhkkhkhkrhkrrkhkhkhkhrrxkx *kx* * Kk khkkkkhkkkkx Kkhkkkhx

TTTCCAACTTGGGGAAGCCTTCATCGTTAGAAACATTGCAAACATGGTGCCACCTTATGACAAGACAAAGCACT
TTTTCAACTTGGGGAAGCTTTTATCGTTAGAAACATTGCAAACATGGTGCCACCTTTTGACAAGGTGAAGCACT

khkk khkkhkkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhk kkhk hhkhkhkhkhkhkhkhhkrhkhkhkhkhkhkhhkrrkhkhkhkhkrhkhkrkhkhkhkhx *hkkkhrxkxx * kkkk kK

CTAATGTTGGTGCGGCCCTTGAATATCCAATTACAGTCCTCAACGTGGAGAACATTCTTGTTATTGGACACAGC
CTAATGTTGGTGCCGCCCTTGAATATCCAATTACAGTTCTCAACGTGGAGAACATTCTGGTGATTGGTCACAGC

khkhkhkrkhkkhkhkhkkhkhkkhk hhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrkhhkh hhhhkrkhkhkhhkhkrkhkhkhkkhkrrkhkrxkh **k *khkkk* *kkxk*x*

TGTTGTGGTGGAATAAAGGGACTCATGGCCATTGAAGATAATACAGCTCCCACTAAGACCGAGTTCATAGAAAA
TGTTGTGGTGGAATAAAGGGACTCATGGCTATTGAAGATGATGCAGCTCCCACTA---CTGAGTTCATAGAAAA

khkhkhkrkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkhkhkkhkhkhhkrkhkkhkhkh *hkhkhkhkhkhkhkk **k *khkhhkrxrxkhkk,kkxx * kkkkkkkkkkhkkkk

CTGGATCCAGATCTGTGCACCGGCCAAGAACAGGATCAAGCAGGATTGTAAAGACCTAAGCTTTGAAGATCAGT
CTGGATCCAGATCTGTGCACCGGCCAAGAACAGGATCAAGCAGGAATGTAAAGACCTAAGCTTTGACGATCAAT

khkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhhhkrkhkhkhhkkhkhhhkhkhkh hhrkhhhkkhkrrkhkrkhkhkrhkhrxkhkhkdx *xk*x*x %

GCACCAACTGTGAGAAGGAAGCCGTGAACGTGTCCTTGGGGAATCTTTTGTCTTACCCATTCGTGAGAGAAAGA
GCAACAACTGTGAGAAGGAAGCGGTGAACGTGTCCTTGGGGAATCTATTGTCTTACCCATTCGTGAGAGAAAGA

khkk khkkhkhkkkhkhkkhkhkhkhkhhhkhkhk hhhkhkhkhkhhhkhkrkhkhkhhkkhkhhkhkhkhkhh *hkhkhhhkrhkhkhhkhkrhkhkrxkhkkhkhkhrrxkkxkkx

GTGGTGAAGAACAAGCTTGCCATAAGAGGAGCTCACTATGATTTCGTAAAAGGAACGTTTGATCTTTGGGAACT
GTGGAGAAGAACAAGCTCACCATCAGAGGAGCTCACTACGATTTCGTTAAAGGAACATTTGATCTCTGGGACCT

*hkkk kkkkkkkkxkkk khkkk hhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkkx Khhkhkkhkhkhhkkx K hkhkhkhkhkhkk *hhkhxkhkkhkrkx *kkkx*k *%

TGACTTCAAGACTACCCCTGCCTTTGCCTTGTCTTAA
CGACTACAAGACCACCCCTGCTTTTGCCTTGTCTTAA

khkkk khkkkhkhkk kAhkkhkhkhkhkrk hhkhkhkhkrkhkkkhrxhkkxk

Abb. A12 ClustalW-Alignment der Gensequenzen von AtBCA3 und RsBCA3. Die CDS von AtBCA3 wurde durch araport.org
erhalten. Die CDS von RsBCA3 entspricht der durch Amplifizierung der R. sylvestris cDNA mittels der in Tab. Al dargestellten
Primer und der in den pMDC43-HA Vektor klonierten Sequenz. Konservierte Bereiche sind mit ,*“ gekennzeichnet.
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Abb. A13 Nachweis der BCA3-Uberexpression im Col-0-Hintergrund. Dargestellt ist der Transkriptnachweis von (a) AtBCA3-
und (b) RsBCA3-Uberexpressionslinien mittels semi-quantitativer PCR sowie der Proteinnachweis mittels Western-Blot (c)
von 7 d-alten Keimlingen. Der Nachweis der Uberexpression erfolgte mit genspezifischen Primern (Tab. A1), AtTUB Expression
dient als Referenz des Transkriptlevels und hph-Expression als Nachweis der Hygromycin-Resistenz. Die Zyklenzahl betrug 32
(a) bzw. 30 (b). (c) Die Detektion (5 min Belichtungszeit) der Uberexpression erfolgte mittels Anti-HA (o-HA)-Antikdrpers. Als
Ladekontrolle dient eine Ponceau Rot Farbung der RuBisCO. Daten wurden durch Sina Grimm erhoben.

Up HA-AtBCA3 OE-Linien HA-RsBCA3 OE-Linien
[w] Col-0 #1-6 #10-3 #5-11 #9-1

Abb. A14 Uberleben nach Uberflutung von BCA3-Uberexpressionslinien und dem Wildtyp Col-0. Dargestellt ist das Uberle-
ben in Abhingigkeit der Uberflutungsdauer (UD) in Wochen [w] unter Kurztagbedingungen. Nach 2 Wochen Erholungszeit
wurde das Uberleben anhand der Fahigkeit zur Bildung neuer Blatter untersucht. Fotos stammen von Malte Bartylla.
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6.2 Tabellen

Tab. A1 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide mit Sequenzinformation und Verwendungszweck. Die Konzentration
flir semiquantitative Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) und Klonierungen betrug 10 uM und fiir quantitative Echtzeit-PCR
(gRT-PCR) 0,5 uM.

Bezeichnung Sequenz Verwendung
NoRPL13e_gPCR_fw TCTGTTGATCACCGTCGCAA gRT-PCR
NoRPL13e_gPCR_rev CAGCCTTGACTTTACGGGGT gRT-PCR
NoCBP20_gPCR_fw GAGAGAGGACACAGAGGATGC gRT-PCR
NoCBP20_gPCR_rev GCTTCTACCACGTCCCCATT gRT-PCR
NoTIP41_gPCR_fw CCGGTTGAGGCAAAAGCAAA gRT-PCR
NoTIP41_gPCR_rev AGTGAGAGAGCAGCCAAATCA gRT-PCR
NoUPF0041_qgPCR_fw ACTGGAGTTATCTGGTCTCGC gRT-PCR
NoUPF0041_gPCR_rev ACGACAGGCTCAGCTTCATT gRT-PCR
NoCYP57_qgPCR_fw GCGTATGTTGTGTTCGACCC gRT-PCR
NoCYP57_qgPCR_rev TTCCCTGACCATTCTCGCTC gRT-PCR
Nof PP2A_fw TGGTCGATGAGCCGTTGTAC gRT-PCR
Nof_PP2A_rev TCTTCTCCAAGCGCACGAG gRT-PCR
Nof _ACO1_fw CATGAAGGCGTTTTCTGGTTCA gRT-PCR
Nof_ACO1_rev GGTATGTTCCCTCAGCCCTCTA gRT-PCR
Nof ACS7_fw GGAGAGATCATCGAACAACAACG gRT-PCR
Nof_ACS7_rev CCGGCAAAGTAAGGTGAGTCT gRT-PCR
NoNCED3_gPCR_fw?2 TCAATGAACAGCCCGTCCAG gRT-PCR
NoNCED3_gPCR_rev2 GCTCGTGAAGTGGGTTAGCT gRT-PCR
Nof_CYP707A1_fw?2 AACGGTTCCACTCACAACGA gRT-PCR
Nof_CYP707A1_rev2 ACGTCATCACACTCGCTGTT gRT-PCR
Nof_CYP707A2_fw ACCAACGGTCTCTCACATCG gRT-PCR
Nof _CYP707A2_rev CAAACGCTGACATGATCGCC gRT-PCR
Nof_Ga20ox_fw TCACCGTTTCATGGACCGTT gRT-PCR
Nof_Ga20ox_rev GAGAATCTGCCGGTGAAGCT gRT-PCR
NoGa3ox1_gPCR_fw GGGTCCACAATCTGATATCCGG gRT-PCR
NoGa3ox1_gPCR_rev CTCTGCCCAAGTGACCGATT gRT-PCR
NoTAA1l_gPCR_fw ACGCACTATCTTCACTCGCC gRT-PCR
NoTAA1_gPCR_rev AAACCCCAAGCGTCTCCTTC gRT-PCR
NoYUC8_qgPCR_fw CCAGTGGTTTATGGCGAGTCA gRT-PCR
NoYUC8_gPCR_rev GGCATCACTCTTTCCGCATT gRT-PCR
NoHB1_qPCR_fw GCTGAGCAAAACCCGAAGC gRT-PCR
NoHB1_qPCR_rev ACGCCGTATTTAGCATGGGT gRT-PCR
NoADH1_gPCR_fw ACCCGAGAGAGTATGACAAACC gRT-PCR
NoADH1_gPCR_rev GCACTCCACACTACGGTCAA gRT-PCR
NolLBD41_qPCR_fw?2 GTTTTGACTTTCTCGCCGCC gRT-PCR
NolLBD41_qPCR_rev2 GCCAAACAAGCCGATCCTTC gRT-PCR
Nof ARL_fw CGCAGAACAGTCCGAGGAGA gRT-PCR
Nof_ARL_rev AAACGGAGGAGGAGGCAATG gRT-PCR
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attB1_fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT Klonierung
attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT Klonierung
AtBCA3_GW_fw AAAAAGCAGGCTTAATGTCGACAGAGTCGTACGAA Klonierung
AtBCA3_GWrevmitStop AGAAAGCTGGGTTTTAAGACAAGGCAAAGGCAGG Klonierung
AtBCA3_GW_rev-Stop AGAAAGCTGGGTTAGACAAGGCAAAGGCAGGGGT Klonierung
RsBCA3_GW_fw AAAAAGCAGGCTTAATGTCGACGGAGTCGTACGAA Klonierung
RsBCA3_GWrevmitStop AGAAAGCTGGGTTTTAAGACAAGGCAAAAGCAGG Klonierung
RsBCA3_GW_rev-Stop AGAAAGCTGGGTTAGACAAGGCAAAAGCAGGGGT Klonierung
AtBCA3_fw2 TCACTTGCCAAGAGCCAGAC RT-PCR
AtBCA3_rev2 AAGACAAAAGATTCCCCAAGGA RT-PCR
RsBCA3_fw2 GCACTAGCCAAGAGCCAGAG RT-PCR
RsBCA3_rev AGTCGAGGTCCCAGAGATCA RT-PCR
hph_fw AGTACTTCTACACAGCCATCG RT-PCR
hph_rev GTTATGTTTATCGGCACTTTG RT-PCR
Tub_ATH_fw CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTA RT-PCR
Tub_ATH_rev TCACCTTCTTCATCCGCAGTT RT-PCR

Tab. A2 Zusammenfassung der llluminasequenzierung von N. officinale. Gezeigt sind alle cDNA-Bibliotheken, deren
Beschreibung, die Gesamtzahl der Reads (Reads gesamt), die Anzahl der Reads mapped und die Mappingrate (% Mapping)
gegen das Referenztranskriptom von Voutsina et al. (2016).

Bibliothek Beschreibung Reads gesamt Reads mapped % Mapping
Al1P I. Replikat, Uberflutung 1d, Petiole 41.958.844 35.317.866 84,17
Al.1S I. Replikat, Uberflutung 1d, Stangel 57.501.593 48.928.340 85,09
Al.2P I. Replikat, Kontrolle 1d, Petiole 21.150.746 17.617.430 83,29
Al.2S I. Replikat, Kontrolle 1d, Stangel 29.433.735 25.136.086 85,40
Al.3P I. Replikat, Uberflutung 2d, Petiole 39.346.813 33.377.104 84,83
Al.3S I. Replikat, Uberflutung 2d, Stingel 29.194.003 24.855.398 85,14
A l.4P I. Replikat, Kontrolle 2d, Petiole 37.595.335 31.894.395 84,84
A 1.4S I. Replikat, Kontrolle 2d, Stangel 42.524.873 36.019.650 84,70
All.1P Il. Replikat, Uberflutung 1d, Petiole 30.567.358 26.047.217 85,21
All.1S II. Replikat, Uberflutung 1d, Stangel 38.154.996 31.572.177 82,75
All.2P II. Replikat, Kontrolle 1d, Petiole 31.293.549 26.564.576 84,89
All.2S . Replikat, Kontrolle 1d, Stangel 33.854.796 28.439.929 84,01
All.3P Il. Replikat, Uberflutung 2d, Petiole 32.044.747 27.111.272 84,60
All.3S II. Replikat, Uberflutung 2d, Stangel 33.193.437 28.244.761 85,09
All.4P I. Replikat, Kontrolle 2d, Petiole 29.470.296 24.736.433 83,94
All.4S I. Replikat, Kontrolle 2d, Stangel 21.773.559 18.507.556 85,00
Alll.1P 1. Replikat, Uberflutung 1d, Petiole 34.361.993 28.969.298 84,31
AlllL1S I1l. Replikat, Uberflutung 1d, Stangel 36.832.032 31.260.755 84,87
Alll.2P llIl. Replikat, Kontrolle 1d, Petiole 22.880.948 19.200.234 83,91
Alll2S lIl. Replikat, Kontrolle 1d, Stangel 52.148.737 44.313.999 84,98
Alll.3P 1. Replikat, Uberflutung 2d, Petiole 23.409.515 19.946.853 85,21
AlllL3S I1l. Replikat, Uberflutung 2d, Stingel 40.704.546 34.637.734 85,10
Alll.4P llI. Replikat, Kontrolle 2d, Petiole 21.251.568 18.054.601 84,96
Alll.4S Ill. Replikat, Kontrolle 2d, Stangel 51.857.207 43.975.724 84,80
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Tab. A3 Zusammenfassung der llluminasequenzierung von C. pratensis. Gezeigt sind alle cDNA-Bibliotheken, deren
Beschreibung, die Gesamtzahl der Reads (Reads gesamt), die Anzahl der Reads mapped und die Mappingrate (% Mapping)
gegen das de novo-Transkriptomassembly.

Bibliothek Beschreibung Reads gesamt Reads mapped % Mapping
Bl1 . Replikat, Uberflutung 1d 35.639.621 24.667.983 69,22
BI2 I. Replikat, Kontrolle 1d 40.181.283 27.875.175 69,37
BI3 . Replikat, Uberflutung 2d 41.749.996 29.399.313 70,42
Bl4 I. Replikat, Kontrolle 2d 36.970.565 25.284.089 68,39
BIl1 Il. Replikat, Uberflutung 1d 49.750.878 34.072.745 68,49
BIl2 . Replikat, Kontrolle 1d 38.479.777 26.127.248 67,90
BIl3 Il. Replikat, Uberflutung 2d 31.810.807 22.488.264 70,69
Bll 4 . Replikat, Kontrolle 2d 58.729.892 40.428.174 68,84
BIlIl1 1. Replikat, Uberflutung 1d 28.769.971 20.304.257 70,57
B2 1l. Replikat, Kontrolle 1d 35.910.583 24.026.574 66,91
BII3 1. Replikat, Uberflutung 2d 43.084.825 29.937.601 69,49
Bl 4 I1l. Replikat, Kontrolle 2d 27.148.355 17.995.875 66,29

Tab. A4 Zusammenfassung der llluminasequenzierung von R. palustris. Gezeigt sind alle cDNA-Bibliotheken, deren
Beschreibung, die Gesamtzahl der Reads (Reads gesamt), die Anzahl der Reads mapped und die Mappingrate (% Mapping)
gegen das de novo-Transkriptomassembly.

Bibliothek Beschreibung Reads gesamt Reads mapped % Mapping
chi Il. Replikat, Uberflutung 1d 49.435.485 38.281.577 77,44
cl2 . Replikat, Kontrolle 1d 41.841.236 31.442.293 75,15
cls3 Il. Replikat, Uberflutung 2d 40.936.346 31.594.943 77,18
clna II. Replikat, Kontrolle 2d 31.114.154 23.817.046 76,55
ci1 1. Replikat, Uberflutung 1d 41.790.232 32.919.257 78,77
cln2 I1l. Replikat, Kontrolle 1d 26.516.395 19.722.116 74,38
cims 1. Replikat, Uberflutung 2d 28.994.290 22.186.777 76,52
cina I1l. Replikat, Kontrolle 2d 49.387.894 37.050.695 75,02
Civl IV. Replikat, Uberflutung 1d 33.340.218 26.088.864 78,25
Clv2 IV. Replikat, Kontrolle 1d 27.766.720 21.396.794 77,06
Clv3 IV. Replikat, Uberflutung 2d 41.646.956 31.929.357 76,67
Cilva IV. Replikat, Kontrolle 2d 32.739.493 24.498.558 74,83
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Tab. A5 Zusammenfassung der llluminasequenzierung von C. hirsuta. Gezeigt sind alle cDNA-Bibliotheken, deren
Beschreibung, die Gesamtzahl der Reads (Reads gesamt), die Anzahl der Reads mapped und die Mappingrate (% Mapping)
gegen das de novo-Transkriptomassembly.

Bibliothek Beschreibung Reads gesamt Reads mapped % Mapping
DIl1 Il. Replikat, Uberflutung 1d 40.842.098 34.279.557 83,93
DIl2 . Replikat, Kontrolle 1d 39.089.345 32.953.069 84,30
DII3 Il. Replikat, Uberflutung 2d 34.820.544 29.647.687 85,14
DIl 4 . Replikat, Kontrolle 2d 40.203.857 34.544.741 85,92
DIll'l 1. Replikat, Uberflutung 1d 38.236.838 33.009.305 86,33
DIIl2 I1l. Replikat, Kontrolle 1d 34.103.134 28.692.082 84,13
DIIl3 1. Replikat, Uberflutung 2d 30.655.142 25.677.117 83,76
DIll4 I1l. Replikat, Kontrolle 2d 41.137.518 35.353.491 85,94
DIV1 IV. Replikat, Uberflutung 1d 47.341.862 40.787.243 86,15
DIV2 IV. Replikat, Kontrolle 1d 41.933.516 36.509.078 87,06
DIV3 IV. Replikat, Uberflutung 2d 58.833.144 51.523.093 87,57
DIV4 IV. Replikat, Kontrolle 2d 26.360.805 23.099.429 87,63

Tab. A6 Zusammenfassung der Illuminasequenzierung von A. thaliana. Gezeigt sind alle cDNA-Bibliotheken, deren
Beschreibung, die Gesamtzahl der Reads (Reads gesamt), die Anzahl der Reads mapped und die Mappingrate (% Mapping)
gegen das Referenztranskriptom von araport.org.

Bibliothek Beschreibung Reads gesamt Reads mapped % Mapping
Ell . Replikat, Uberflutung 1d 35.872.894 29.229.309 81,48
EI2 I. Replikat, Kontrolle 1d 45.327.621 37.624.656 83,01
EI3 . Replikat, Uberflutung 2d 30.809.191 24.095.658 78,21
El4 I. Replikat, Kontrolle 2d 34.248.380 27.483.070 80,25
ENlL Il. Replikat, Uberflutung 1d 44.728.712 35.132.928 78,55
EIl2 IIl. Replikat, Kontrolle 1d 26.722.692 21.560.313 80,68
EI3 Il. Replikat, Uberflutung 2d 35.972.704 26.504.179 73,68
Ell4 Il. Replikat, Kontrolle 2d 34.443.735 29.257.171 84,94
ElN 1. Replikat, Uberflutung 1d 39.975.502 29.922.752 74,85
ElN2 1l. Replikat, Kontrolle 1d 34.730.921 26.917.829 77,50
EIN3 1. Replikat, Uberflutung 2d 45.394.621 34.669.035 76,37
ElNG I1l. Replikat, Kontrolle 2d 56.993.990 45.583.201 79,98
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Tab. A7 Zusammenfassung der llluminasequenzierung von R. sylvestris. Gezeigt sind alle cDNA-Bibliotheken, deren
Beschreibung, die Gesamtzahl der Reads (Reads gesamt), die Anzahl der Reads mapped und die Mappingrate (% Mapping)
gegen das de novo-Transkriptomassembly.

Bibliothek Beschreibung Reads gesamt Reads mapped % Mapping
Fl1 . Replikat, Uberflutung 1d 26.828.716 20.268.735 75,55
Fl2 I. Replikat, Kontrolle 1d 41.982.227 30.439.263 72,51
FI3 . Replikat, Uberflutung 2d 26.585.688 20.170.398 75,87
Fla I. Replikat, Kontrolle 2d 44.155.277 32.462.691 73,52
Flll Il. Replikat, Uberflutung 1d 32.093.412 24.283.351 75,66
Fll2 . Replikat, Kontrolle 1d 44.734.855 31.981.189 71,49
FIl3 Il. Replikat, Uberflutung 2d 36.329.231 27.838.349 76,63
Fll 4 . Replikat, Kontrolle 2d 25.052.522 18.334.815 73,19
Flll'l 1. Replikat, Uberflutung 1d 37.848.362 28.920.073 76,41
Fll2 1l. Replikat, Kontrolle 1d 41.403.416 30.590.511 73,88
Flll3 1. Replikat, Uberflutung 2d 27.832.012 20.643.387 74,17
Flll 4 I1l. Replikat, Kontrolle 2d 46.269.723 33.654.637 72,74

Tab. A8 Potenzielle Referenzgene zur Normalisierung der Expressionsstéarke. Referenzgene wurden auf Basis der Studie von
Czechowski et al. (2005) ausgewahlt. Dargestellt sind die Nasturtium-Transkript-1Ds, deren homologe A. thaliana-Transkripte
sowie der log,FC in Petiolen (P) und Stingeln (S) nach 1 d und 2 d Uberflutung.

Nasturtium-ID AGI Annotation logaFC log.FC logaFC log.FC
P 1d P 2d Sid sad

GEM(C01047872.1 AT5G44200.1 CBP20 0,4284 0,2788 -0,1612 0,3943
GEM(C01047873.1 AT5G44200.2 CBP20 -0,0618 0,1640 0,0719 -0,0625
GEM(C01018247.1 AT4G33060.1 CYp57 0,0074 -0,0506 -0,0634 -0,0305
GEM(C01057044.1 AT1G13320.3 PP2AA3 -0,0635 0,1305 0,0958 -0,0001
GEM(C01057049.1 AT1G13320.2 PP2AA3 0,3620 0,0625 0,4822 0,2635
GEM(C01037492.1 AT5G23900.1 RPL13e -0,0420 -0,7349 -0,0761 -0,5070
GEM(C01031738.1 AT4G34270.1 TIP41 -0,0025 -0,2682 -0,0724 -0,2311
GEM(C01018858.1 AT4G22310.1 UPF0041 0,0059 0,0731 0,1027 0,2669
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Tab. A9 Ubersicht Genexpression von BCA3 (AT1G23730) bei Uberflutung. Gezeigt sind die (homologen) Transkripte, deren
Expression als log,FC und Pgginach 1d und 2 d.

Spezies Transkript log,FC1d log.FC2d Pogi1d Pogi2d
A. thaliana  AT1G23730.1 -0,23 -0,12 8,05E-01 8,98E-01
C. hirsuta  Chrl_GG_742_cl1 gl i1 -0,21 0,06 7,73E-01 9,38E-01
C. pratensis TRINITY_DN31325_c0_g1_i2 6,14 5,26 1,34E-01 2,18E-01
C. pratensis TRINITY_DN31325_c0_g1_i3 9,41 8,10 7,69E-07 2,86E-05
C. pratensis TRINITY_DN50656_c3_g1 il 2,46 2,14 1,17E-12 1,09E-09
C. pratensis TRINITY_DN50656_c3_g1 i3 7,35 7,91 8,00E-59 5,15E-63
R. palustris  TRINITY_DN38887_c0 g1 i3 0,05 0,28 9,22E-01 4,98E-01
R. palustris  TRINITY_DN38887_c0_g1_i7 3,31 3,97 4,71E-03  8,50E-05
R. sylvestris  TRINITY_DN41392_c0 gl _i14 7,47 8,14 1,77E-52  7,25E-59
R. sylvestris  TRINITY_DN41392_c0_g1_i16 0,99 -0,06 6,04E-01 9,86E-01
R. sylvestris TRINITY_DN41392_c0_g1_i7 2,98 2,56 1,09E-03 5,23E-03
R. sylvestris  TRINITY_DN41392_c0_g1_i9 8,72 11,68 1,23E-28 2,44E-32
6.3 Daten

Auf einer beigefligten Daten CD-ROM befinden sich folgende zusatzliche Informationen:

Daten Al RNA-seq Genexpressionsanalyse von N. officinale. Die Datei enthalt die Genexpressions-
daten von Petiolen und Stingeln nach 1 d und 2 d Uberflutung.

Daten A2 RNA-seq Genexpressionsanalyse des Multispezies-Vergleichs. Die Datei enthalt die einzel-
nen Genexpressionsdaten von A. thaliana, C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris, R. sylvestris sowie die
zusammengefiigten Genexpressionsdaten aller Arten nach 1 d und 2 d Uberflutung.

Daten A3 GO-Analyse der Gencluster von N. officinale. Die Datei enthélt die GO-Kategorien der Gen-
cluster, die durch fuzzy K-means-Clustering erhalten wurden (Abb. 13).

Daten A4 GO-Analyse der differenziell exprimierten Gene (DEGs) im Multispezies-Vergleich. Die
Datei enthilt die GO-Kategorien der induzierten und reprimierten DEGs nach 1 d und 2 d Uberflutung
sowie der Schnittmenge aus 1 d und 2 d Uberflutung von A. thaliana, C. hirsuta, C. pratensis, R. palustris
und R. sylvestris (Abb. 37).
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