
 

TECHNISCHE UNIVERSITÄT MÜNCHEN 

Lehrstuhl für Botanik 

 

 

Charakterisierung der Rezeptoren für Abscisinsäure  

in Pappeln (Populus spec.) 

 

 

Michael Papacek 

 

 

Vollständiger Abdruck der von der Fakultät Wissenschaftszentrum Weihenstephan für 

Ernährung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universität München zur Erlan-

gung des akademischen Grades eines 

 

 

Doktors der Naturwissenschaften 

 

genehmigten Dissertation. 

 

Vorsitzender:    Prof. Dr. Wolfgang Liebl 

 

Prüfer der Dissertation 

1. Prof. Dr. Erwin Grill 

2. Prof. Dr. Brigitte Poppenberger-Sieberer 

 

 

Die Dissertation wurde am 15.01.2018 bei der Technischen Universität München ein-

gereicht und durch die Fakultät Wissenschaftszentrum Weihenstephan für Ernährung, 

Landnutzung und Umwelt am 16.03.2018 angenommen. 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für meine Eltern 



 
 

 



Inhaltsverzeichnis 

i 
 

Inhaltsverzeichnis 

Inhaltsverzeichnis ......................................................................................................... i 

Abbildungsverzeichnis ................................................................................................. v 

Tabellenverzeichnis .................................................................................................. viii 

Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................... ix 

Zusammenfassung ..................................................................................................... 1 

Summary .................................................................................................................... 3 

1. Einleitung ............................................................................................................. 5 

1.1. Biotischer und abiotischer Stress .................................................................. 5 

1.2. Trockenheit und Wassernutzeffizienz ............................................................ 5 

1.3. Pflanzenhormone .......................................................................................... 6 

1.4. Abscisinsäure ................................................................................................ 8 

1.5. ABA-Signaltransduktion ............................................................................... 10 

1.5.1. ABA Rezeptoren ................................................................................... 12 

1.5.2. Proteinphosphatasen ............................................................................ 14 

1.5.3. Proteinkinasen ...................................................................................... 15 

1.5.4. Ionenkanäle .......................................................................................... 16 

1.5.5. Transkriptionsfaktoren .......................................................................... 16 

1.6. Die Pappel als Modellorganismus ............................................................... 17 

1.7. Zielsetzung der Arbeit .................................................................................. 18 

2. Ergebnisse ........................................................................................................ 20 

2.1. Phylogenetische Analysen .......................................................................... 20 

2.1.1. RCAR Homologe in Populus trichocarpa .............................................. 20 

2.1.2. PP2C Homologe in Populus trichocarpa ............................................... 23 

2.2. Arabidopsis Reporter in Populus canescens ............................................... 26 

2.2.1. Stabile Transformation der Pappel ........................................................ 26 

2.2.2. Transiente Expression .......................................................................... 28 



Inhaltsverzeichnis 

 

ii 
 

2.2.3. Transformation und Nachweis von eGFP ............................................. 30 

2.3. Charakterisierung von Pappel RCARs ........................................................ 33 

2.4. Charakterisierung von Pappel Proteinphosphatasen ................................... 37 

2.5. Speziesübergreifende Rezeptorinteraktionen .............................................. 40 

2.6. Regulatorische Kombinationen des Holorezeptorkomplexes ...................... 44 

2.7. ABA Rezeptoren von Marchantia polymorpha ............................................. 50 

2.8. Physiologische Rolle der Pappel PcRCARs ................................................ 56 

2.8.1. Keimung ................................................................................................ 56 

2.8.2. Wurzelwachstum ................................................................................... 60 

2.8.3. Fortschreitender Trockenstress ............................................................ 61 

2.9. Analyse transgener Pappeln ....................................................................... 71 

2.9.1. Etablierung von transgenen Pappeln .................................................... 71 

2.9.2. Gas-Wechsel-Messungen ..................................................................... 73 

3. Diskussion ......................................................................................................... 76 

3.1. ABA Signalkaskade in Bäumen ................................................................... 78 

3.1.1. Artfremde Reporterexpression .............................................................. 78 

3.1.2. Kernkomponenten der ABA Signalkaskade in Pappel .......................... 79 

3.1.3. Rezeptorkomplex-Kombinationen ......................................................... 84 

3.2. Ein ABA Rezeptor als LA Rezeptor ............................................................. 89 

3.3. Physiologische Funktion von Pappel RCARs .............................................. 93 

3.3.1. Samenkeimung und Wurzelwachstum .................................................. 93 

3.3.2. Trockenresistenz ................................................................................... 95 

4. Material und Methoden .................................................................................... 100 

4.1. Materialien ................................................................................................. 100 

4.1.1. Chemikalien ........................................................................................ 100 

4.1.2. Kits ...................................................................................................... 100 

4.1.3. Geräte ................................................................................................. 100 

4.1.4. Software .............................................................................................. 102 



Inhaltsverzeichnis 

iii 
 

4.1.5. Verwendete Organismen .................................................................... 103 

4.1.6. Pflanzenmaterial ................................................................................. 105 

4.1.7. Enzyme ............................................................................................... 107 

4.1.8. Oligonukleotide ................................................................................... 107 

4.1.9. Plasmide und Vektoren ....................................................................... 109 

4.2. Physiologische Methoden .......................................................................... 110 

4.2.1. Oberflächensterilisation von Arabidopsis Samen ................................ 110 

4.2.2. Keimungsversuche ............................................................................. 111 

4.2.3. Wurzelwachstum ................................................................................. 111 

4.2.4. Floral Dip von Arabidopsis thaliana ..................................................... 111 

4.2.5. Sterilisation von Pflanzenmaterial für die Mikropropagation ............... 112 

4.2.6. Transformation von Populus x canescens .......................................... 112 

4.2.7. β-D-Glucoronidase Färbung ............................................................... 113 

4.2.8. Isolierung von Protoplasten................................................................. 113 

4.2.9. Transfektion von Protoplasten ............................................................ 114 

4.2.10. Messung der β-D-Glucoronidase Aktivität ....................................... 115 

4.2.11. Messung der Luciferase Aktivität ..................................................... 115 

4.3. Molekularbiologische Methoden ................................................................ 116 

4.3.1. Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen ............................... 116 

4.3.2. Hitzeschock Transformation von E. coli .............................................. 116 

4.3.3. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen ....................... 117 

4.3.4. Transformation von A. tumefaciens .................................................... 117 

4.3.5. Plasmid Präparation ............................................................................ 117 

4.3.6. Polymerase Kettenreaktion (PCR) ...................................................... 117 

4.3.7. Agarose Gelelektrophorese ................................................................ 119 

4.3.8. Klonierungsmethoden ......................................................................... 119 

4.3.9. RNA Isolation ...................................................................................... 121 

4.3.10. cDNA Synthese ............................................................................... 121 



Inhaltsverzeichnis 

 

iv 
 

4.3.11. Quantitative RealTime PCR (qRT-PCR) .......................................... 122 

4.3.12. Transformation von Hefezellen ........................................................ 122 

4.3.13. Yeast-two-Hybrid (Y2H) Interkationsanalyse ................................... 123 

4.4. Proteinbiochemische Methoden ................................................................ 123 

4.4.1. Proteinexpression ............................................................................... 123 

4.4.2. Proteinextraktion aus E. coli ................................................................ 124 

4.4.3. Proteinaufreinigung und Dialyse ......................................................... 124 

4.4.4. Säulenregeneration ............................................................................. 124 

4.4.5. Gesamtproteinextraktion aus Pappel .................................................. 125 

4.4.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ......................... 125 

4.4.7. Coomassie Färbung ............................................................................ 126 

4.4.8. Western Blot ....................................................................................... 126 

4.4.9. Phosphatase Aktivitätsmessung ......................................................... 127 

5. Anhang ............................................................................................................ 128 

5.1. Verwendete Oligonukleotide ...................................................................... 128 

5.2. Sequenzalignment von Arabdidopsis und Pappel RCARs ........................ 129 

5.3. Sequenzalignment von Arabidopsis und Pappel PP2Cs ........................... 131 

5.4. Stammbaum von Arabidopsis und Marchantia RCARs ............................. 133 

5.5. Interaktionsanalyse von Pappel RCAR und Pappel PP2Cs ...................... 133 

6. Literaturverzeichnis ......................................................................................... 134 

Lebenslauf .............................................................................................................. 147 

 

 



Abbildungsverzeichnis 

v 
 

Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1-1 Phytohormone und deren Zusammenspiel. ................................................. 7 

Abb. 1-2 ABA-Biosynthese. ........................................................................................ 9 

Abb. 1-3 ABA-Katabolismus. .................................................................................... 10 

Abb. 1-4 ABA Signalkaskade. ................................................................................... 11 

Abb. 1-5 Struktur von Abscisinsäure und Pyrabactin. ............................................... 12 

Abb. 1-6 Stammbaum von Arabidopsis RCARs. ...................................................... 13 

Abb. 1-7 Stammbaum von Arabidopsis Proteinphosphatasen.................................. 14 

Abb. 1-8 Habitus von Schwarz- und Graupappel. ..................................................... 17 

Abb. 2-1 Stammbaum von Arabidopsis und Pappel RCARs. ................................... 21 

Abb. 2-2 Matrix der RCAR Sequenzhomologien. ..................................................... 22 

Abb. 2-3 3D-Struktur von RCAR1. ............................................................................ 23 

Abb. 2-4 Stammbaum von Arabdiopsis ABA-Korezeptoren und Pappel 

Proteinphosphatasen 2C. ......................................................................................... 24 

Abb. 2-5 Matrix der PP2C Sequenzhomologien. ...................................................... 25 

Abb. 2-6 3D Struktur der PP2C HAB1. ..................................................................... 26 

Abb. 2-7 Regeneration transformierter Pappelinternodien........................................ 27 

Abb. 2-8 Glucuronidase Färbeanalyse möglicher transformierter Pappelregenerate.

 ................................................................................................................................. 28 

Abb. 2-9 Reporteraktivitäten in Pappel. .................................................................... 29 

Abb. 2-10 Induktionsraten des pRD29B Luciferase Konstrukts in Abhängigkeit von 

ABA. ......................................................................................................................... 30 

Abb. 2-11 Zeit- und konzentrationsabhängige GFP Induktion. ................................. 32 

Abb. 2-12 Induktion der ABA Antwort durch PcRCARs. ........................................... 33 

Abb. 2-13 Heterologe Expression von RCARs. ........................................................ 35 

Abb. 2-14 Induktion der ABA Antwort in aba2-1 Protoplasten durch PcRCARs. ...... 36 

Abb. 2-15 ABA Gehalt in Protoplasten ..................................................................... 37 

Abb. 2-16 Regulation der ABA Antwort durch PP2Cs. ............................................. 39 

Abb. 2-17 Interaktionen zwischen Pappel RCARs und Arabidopsis PP2Cs. ............ 41 

Abb. 2-18 Aufgereinigte Proteine. ............................................................................. 42 

Abb. 2-19 Inhibierung der Phosphataseaktiviät durch RCARs ................................. 44 

Abb. 2-20 RCAR-abhängige Regulierung von Pappel PP2Cs. ................................. 46 

Abb. 2-21 RCAR-abhängige Regulierung von Arabidopsis PP2Cs. ......................... 47 



Abbildungsverzeichnis 

 

vi 
 

Abb. 2-22 Regulation der ABA Antwort durch unterschiedliche ABA Rezeptor-Ko-

Rezeptor Kombinationen. ......................................................................................... 49 

Abb. 2-23 GATE und LATCH Domäne bei Marchantia polymorpha ......................... 50 

Abb. 2-24 Induktion der ABA Antwort durch Marchantia RCARs. ............................. 51 

Abb. 2-25 Auswirkungen auf die ABA Antwort durch Lunularsäure und ABA 

Rezeptorexpression von Arabidopsis und Marchantia. ............................................. 52 

Abb. 2-26 Abhängigkeit der LA-aktivierten ABA Antwort durch MpRCAR2 und LA .. 53 

Abb. 2-27 Regulation der PP2Cs durch Marchantia ABA Rezeptoren und LA ......... 54 

Abb. 2-28 Induktion der ABA Antwort durch MpRCAR2 Varianten ........................... 55 

Abb. 2-29 Relative Samenkeimung der PcRCAR Linien. ......................................... 57 

Abb. 2-30 Relative Samenkeimung unterschiedlicher PcRCAR9 Linien. ................. 57 

Abb. 2-31 Genexpression von PcRCAR9 in Arabidopsis.......................................... 58 

Abb. 2-32 Genexpression von Arabidopsis RCARs in PcRCAR9 Linien. ................. 59 

Abb. 2-33 Relatives Wurzelwachstum von PcRCAR-Überexpressionslinien. ........... 60 

Abb. 2-34 Wasserverbrauch und Blattflächenzuwachs der PcRCAR9 

Überexpressionslinien im fortschreitenden Trockenstress........................................ 62 

Abb. 2-35 Trockengewicht und Wassernutzeffizienz der PcRCAR9 

Überexpressionslinien. ............................................................................................. 65 

Abb. 2-36 Gaswechselmessungen der PcRCAR9-11 Überexpressionslinie. ........... 66 

Abb. 2-37 Wasserverbrauch und Blattflächenzuwachs der PcRCAR10 

Überexpressionslinien im fortschreitenden Trockenstress........................................ 68 

Abb. 2-38 Trockengewicht und Wassernutzeffizienz der PcRCAR10 

Überexpressionslinien. ............................................................................................. 69 

Abb. 2-39 Gaswechselmessungen der PcRCAR10 Überexpressionslinie................ 70 

Abb. 2-40 Genexpression der Pappel RCARs in Pappel .......................................... 72 

Abb. 2-41 Gaswechselmessungen der PcRCAR Überexpressionslinien in Pappeln. 74 

Abb. 3-1 Stammbaum von Arabidopsis, Pappel und Tomaten RCARs. ................... 81 

Abb. 3-2 Schematische Darstellung einer möglichen ABA Signaltransduktion ......... 87 

Abb. 3-3 Ausschnitt des Proteinalignments der Arabidopsis und Pappel RCARs. ... 88 

Abb. 3-4 Strukturen von Abscisin- und Lunularsäure ............................................... 90 

Abb. 3-5 Vergleich der Bindetaschen von RCAR1 und MpRCAR2 .......................... 91 

Abb. 3-6 Schematische Darstellung einer möglichen ABA Signaltransduktion in 

Arabidopsis, Populus und Marchantia ...................................................................... 92 

Abb. 3-7 Entwicklung von Temperatur und Niederschlagsmenge. ........................... 96 



Abbildungsverzeichnis 

vii 
 

Abb. 5-1 Multiples Sequenzalignment von Arabidopsis und Pappel RCARs. ......... 130 

Abb. 5-2 Multiples Sequenzalignment von Arabidopsis und Pappel PP2Cs. .......... 132 

Abb. 5-3 Stammbaum von Arabidopsis und Marchantia RCARs. ........................... 133 

Abb. 5-4 Interaktionsanalyse von Pappel RCARs und PP2Cs ............................... 133 

 

 



Tabellenverzeichnis 

 

viii 
 

Tabellenverzeichnis  

Tabelle 2-1 Konstrukte zur heterologen Expression ................................................. 42 

Tabelle 4-1 Verwendete Geräte .............................................................................. 100 

Tabelle 4-2 Escherichia coli Stämme ..................................................................... 103 

Tabelle 4-3 Agrobacterium tumefaciens Stamm ..................................................... 103 

Tabelle 4-4 Antibiotika und ihre Konzentration im Nährmedium ............................. 104 

Tabelle 4-5 Hefestamm .......................................................................................... 104 

Tabelle 4-6 Oligonukleotide für Protoplastenvektoren ............................................ 107 

Tabelle 4-7 Oligonukleotide für Proteinexpression ................................................. 108 

Tabelle 4-8 Allgemeiner PCR Ansatz ..................................................................... 118 

Tabelle 4-9 Bedingungen für PCR mit „Phusion“ Polymerase ................................ 118 

Tabelle 4-10 Bedingungen für PCR mit GoTaq© Polymerase ................................. 118 

Tabelle 4-11 Restriktionsansatz für PCR Produkten .............................................. 119 

Tabelle 4-12 Restriktionsansatz für Plasmid DNA .................................................. 119 

Tabelle 4-13 Ligationsansatz .................................................................................. 120 

Tabelle 4-14 Ansatz für cDNA Synthese ................................................................ 121 

Tabelle 4-15 Transfektionsansatz von Hefezellen .................................................. 122 

Tabelle 4-16 Protokoll zur Säulenregeneration ....................................................... 124 

Tabelle 4-17 Trenn- und Sammelgel ...................................................................... 125 

Tabelle 5-1 Verwendete Oligonukleotide für quantitative RT-PCR ......................... 128 

 

 



Abkürzungsverzeichnis 

ix 
 

Abkürzungsverzeichnis 

 

% (v/v)   Volumenprozent 

% (w/v)   Gewichtsprozent 

4-MU    4-Methyllumbelliferon 

4-MUP   4-Methyllumbelliferylphosphat 

A    Netto-CO2-Assimilationsrate 

A. thaliana   Arabidopsis thaliana 

A. tumefaciens  Agrobacterium tumefaciens 

ABA    Abscisinsäure 

ABI    Abscisinsäure insensitiv 

BAP    Benzylaminopurin 

AAO    Aldehydoxidase 

ABA1    Abscisinsäure Defizient 1 

ABA2    Abscisinsäure Defizient 2 

ABA-GE   Abscisinsäure Glucoseester 

ABF    abscisic acid responsive element-binding factor 

ABRE    abscisic acid responsive element 

ACT2    Actin 2 

AD    Aktivierungsdomäne 

AHG    abscisic acid hypersensitive germination 1 

AKT1    K+ Transporter 1 

AREB    abscisic acid responsive element-binding protein 

BD    Bindedomäne 

Bet v 1   Major birch pollen allergen of Betula verrucosa 1 

BG1    Beta-1,3-Glucanase 1 

BG2    Beta-1,3-Glucanase 2 

bHLH    basic helix-loop-helix 

BLOSUM62   Blocks Substitution Matrix 

BSA    Bovines Serum Albumin 

bZIP    basic region/ leucin Zipper 

CE    coupling element 

CDC2    cell division control protein 2 



Abkürzungsverzeichnis 

 

x 
 

cDNA    komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

Col-0    Columbia 0 

CPS    counts per second 

Ct    cycle threshold 

Da    Dalton 

DTT    Dithiothreitol 

E    Transpirationsrate 

E. coli    Escherichia coli 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

eGFP    enhanced green fluorescent protein 

ER    Endoplasmatisches Retikulum 

et al.    und andere 

EtBr    Ethidiumbromid 

EtOH    Ethanol 

gs    stomatäre Leitfähigkeit 

GAL4    Galaktose Metabolismus 4  

GFP    green fluorescent protein 

GUS    β-D-Glucoronidase 

HAB    hypersensitive to abscisic acid 

HAI    highly abscisic acid induced 

HB6    Homeobox Protein 6 

HD-ZIP   Homodomain-Leucin zipper 

H    Histidin 

IC50    mittlere inhibitorische Konzentration 

insWUE   instantaneous water-use efficiency 

IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

KAT1    Potassium channel in Arabidopsis thaliana 

Kd    Dissoziationskonstante 

L    Leucin 

LA    Lunularsäure 

LAR    Luciferase assay reagent 

LB    Luria-Bertani Nährmedium 

LUC    Luciferase 

LV    Leervektor 



Abkürzungsverzeichnis 

xi 
 

M    mol/ l 

MCS    multiple cloning site 

MES    2-Morpholineothansulfonsäure 

MW    Mittelwert 

mQ    MilliQ 

Mp    Marchantia polymorpha 

MS    Murashige & Skoog Nährmedium 

NCED    Carotenoid cleavage dioxygenases 

OD    optische Dichte 

OST1    open stomata 1 

Pc    Populus canescens 

PCR    polymerase chain reaction 

PP2C    Proteinphosphatase Typ 2C 

Pt    Populus trichocarpa 

PYL    Pyrabactin resistant-like 

PYR    Pyrabactin resistant 

rpm    rounds per minute 

RT    Raumtemperatur 

QUAC1   quick activating anion channel 1 

RAB18   responsive to abscisic acid 18 

RCAR    regulatory component of abscisic acid receptor 

RD29B   responsive to dessication 29B 

RFU    relative fluorescent unit 

RT-qPCR   real time quantitative polymerase chain reaction 

S. cerevisiae   Saccharomyces cerevisiae 

SD    Synthetic Dropout 

SDS    Sodiumdodecylsulfat 

SF    Standardfehler 

SLAC1   slow anion channel-associated 1 

SnRK2   sucrose non fermenting 1 related protein kinases 2 

START   star-related lipid transfer domain 

TE    Transpirationseffizienz 

TB    Terrific Broth Nährmedium 

TIP4-like   tonoplast intrinsic protein 4 like 



Abkürzungsverzeichnis 

 

xii 
 

U    Unit 

UGT    UDP-Glycosyltransferase 

ÜN    über Nacht 

VDE    Violaxanthin-Deepoxidase 

W    Tryptophan 

WT    Wildtyp 

WUE    Wassernutzeffizienz 

Y2H    Hefe-zwei-Hybrid-System 

YPD    Yeast Peptone Dextrose 

 

 

 

 

 

 



Zusammenfassung 

1 
 

Zusammenfassung 

 

Das Phytohormon Abscisinsäure (ABA) ist ein wichtiges Signal der Pflanzen, um auf 

abiotischen Stress zu reagieren. Es reguliert neben dem Wasserhaushalt der Pflanzen 

auch Trockentoleranz, indem es den stomatären Gasaustauch, die Wasserleitfähigkeit 

und die Genexpression beeinflusst. Bei der Wahrnehmung und Weiterleitung von ABA 

sind zwei Hauptkomponenten beteiligt. Zum einen die „Regulatory Component of ABA 

Receptors (RCARs)/PYR1/PYL (Pyrabactin Resistance 1/ PYR1-like)“ Proteine und 

zum anderen Gruppe A Proteinphosphatasen des Typs 2C als Ko-Rezeptoren. In Ge-

genwart von ABA werden die RCARs in der Interaktion mit den Proteinphosphatasen 

stabilisiert. Letztere werden dadurch in ihrer Aktivität inhibiert, was wiederum die Akti-

vierung von Sucrose non-fermenting Proteinkinasen 2 (SnRK2s) ermöglicht. Die Pro-

teinkinasen regulieren Ionenkanäle und ABA-abhängigen Transkriptionsfaktoren. Die-

ser zentrale Mechanismus zur ABA Wahrnehmung und Weiterleitung ist in Arabidopsis 

gut erforscht. Die Anzahl von ABA Rezeptoren und Ko-Rezeptoren und deren Zusam-

menspiel in einer Baumart wurde bisher noch nicht untersucht. 

 

In dieser Arbeit wurde eine detaillierte Analyse von Rezeptorkomplexen der Graupap-

pel (Populus x canescens [Ait.] Sm.) durchgeführt. Diese Studie verdeutlichte die 

starke Konservierung der ABA Rezeptoren zwischen einer einjährigen krautigen 

Pflanze und einem Baum. So waren RCAR und PP2C Proteine in ihrer Anzahl in Pap-

pel und Arabidopsis identisch. Die Charakterisierung der ABA Rezeptoren und Ko-

Rezeptoren der Graupappel zeigte eine große Anzahl an kombinatorischen, funktional 

aktiven Möglichkeiten zur Bildung des Holo-Rezeptorkomplexes in der Pappel, aber 

auch einige bevorzugte und selektive RCAR-PP2C Interaktionen. Die homologen ABA 

Rezeptoren von Arabidopsis und Pappel wiesen eine starke strukturelle und funktio-

nelle Konservierung auf. Heterologe Rezeptorkomplexe aus Arabidopsis- und Pappel-

proteinen zeigten Aktivität in vitro und regulierten die ABA-abhängige Genexpression 

in beiden Arten. ABA-abhängige Promotoren aus Arabidopsis waren auch in Pappel 

aktiv, was durch generierte Pappelreporterlinien gezeigt wurde. So wurde ein grün flu-

oreszierendes Protein (GFP), gekoppelt an den ABA induzierbaren Promotor RD29B, 

zeit- und konzentrationsabhängig zu ABA in Pappelzellen exprimiert. 
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Es wurden transgene Arabidopsis und Pappeln generiert, welche unterschiedliche 

ABA Rezeptoren überexprimierten. Die ektopische Expression eines Pappel ABA Re-

zeptors in Arabidopsis zeigte eine verbesserte Wassernutzeffizienz und Trockenresis-

tenz der Pflanzen. Die photosynthetische Wassernutzeffizienz von transgenen Pap-

pelblättern wurde durch Gaswechselmessungen bestimmt. Die Ergebnisse belegten 

bei einigen Linien eine verbesserte CO2-Fixierung, relativ zum Wasserverlust, was zu 

einer verbesserten Trockenresistenz führt. Pappel RCARs hatten somit in Arabidopsis, 

als auch in Pappel einen positiven Effekt auf die Wasserproduktivität. 

 

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob RCARs auch andere Liganden binden können. 

Hierfür wurden ABA Rezeptoren des Lebermooses Marchantia polymorpha unter-

sucht. Die Lebermoose besitzen neben ABA auch Lunularsäure, welche zum Teil ABA 

ähnliche, physiologische Antworten auslöst. Es konnte gezeigt werden, dass die 

RCARs aus dem Moos als ABA Rezeptoren dienen und PP2C Ko-Rezeptoren in ihrer 

Aktivität regulieren. Zudem konnte RCAR2, im Gegensatz zu den anderen MpRCARs 

und Arabidopsis Rezeptoren, neben ABA auch Lunularsäure als Liganden nutzen. In 

MpRCAR2 wurden zwei Aminosäurereste bestimmt, die wichtig für die Interaktion mit 

Lunularsäure sind. In einem in vivo System konnte erstmalig die Induktion des ABA 

Signalwegs durch einen alternativen, natürlich vorkommenden Liganden gezeigt wer-

den.  
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Summary 

 

The plant hormone abscisic acid (ABA) is a key player in responses to abiotic stress. 

ABA regulates a plant’s water status and mediates drought tolerance by controlling 

stomatal gas exchange, water conductance, and differential gene expression. ABA is 

recognized and bound by the Regulatory Component of ABA Receptors 

(RCARs)/PYR1/PYL (Pyrabactin Resistance 1/PYR1-like). Ligand binding stabilizes 

the interaction of RCARs with type 2C protein phosphatases (PP2C), which are ABA 

co-receptors. The trimeric receptor-ligand complex is catalytically inhibited and allows 

phosphorelay of downstream-acting protein kinases of the sucrose non-fermenting 1-

related subfamily 2 (SnRK2s) which targets ABA-responsive transcription factors and 

membrane-localized ion channels. While the core pathway of ABA signaling has been 

elucidated in Arabidopsis, the large number of different ABA receptors and co-recep-

tors within a tree species generates a complexity of heteromeric receptor complexes 

that has not functionally been resolved to date. 

 

This study presents a detailed analysis of receptor complexes of grey poplar (Populus 

x canescens [Ait.] Sm.). This work shows high conservation of ABA receptor compo-

nents between an annual herbaceous plant and a perennial tree. In both species, the 

numbers of different RCARs and PP2Cs were identical. Characterization of ABA re-

ceptors and co-receptors of grey poplar showed a high number of regulatory combina-

tions of holo-receptor complexes but also some preferential and selective RCAR-PP2C 

pairings. Poplar and Arabidopsis ABA receptor components revealed strong structural 

and functional conservation. Heterologous receptor complexes of poplar and Arabidop-

sis proteins showed functionality in vitro and regulated ABA-responsive gene expres-

sion in cells of both species. ABA-responsive promoters of Arabidopsis were also ac-

tive in poplar, which was explored to generate poplar reporter lines expressing GFP in 

a time- and dose-dependent response to ABA.  

 

Transgenic Arabidopsis and poplar lines, ectopically expressing different poplar 

RCARs, were generated and analyzed. Arabidopsis plants expressing poplar RCARs 

showed increased water use efficiency and a drought resistant trait. The instantaneous 

water use efficiency of transgenic poplar plants were determined by gas exchange 



Summary 

 

4 
 

measurements. The analyses indicated that specific lines showed improved CO2 cap-

ture relative to water loss, consistent with an improved drought resistance. Expression 

of poplar RCARs mediated also in Arabidopsis a water productive trait. 

 

In addition, the question arose whether RCARs are able to bind a natural ligand differ-

ent from ABA. Therefore, ABA receptors from the livermoss Marchantia polymorpha 

were analyzed. Livermosses possess lunularic acid, which elucidates physiological 

functions similar to ABA. The study showed that moss RCARs function as ABA recep-

tors and regulate PP2C activity. In contrast to Arabidopsis ABA receptors and most 

Marchantia RCARs, the moss RCAR2 was able to use lunularic acid as an alternative 

ligand. Three amino acid residues of MpRCAR2 were detected to be crucial for the 

interaction with LA. Using lunularic acid, the induction of the ABA signaling cascade 

was shown for the first time by an alternative, natural ligand in an in vivo system. 
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1. Einleitung 

 

1.1. Biotischer und abiotischer Stress 

 

Pflanzen sind als sessile Organismen den Umweltbedingungen ausgesetzt. Neben 

den biotischen Faktoren wie Infektionen mit Pathogenen und Fressfeinden spielen abi-

otische Faktoren eine wichtige Rolle bei der Limitierung von Wachstum und Verbrei-

tung der Pflanzen (Brown and Hovmoller 2002; Maron and Crone 2006). Zu den abio-

tischen Faktoren zählen neben Trockenheit, Hitze und Kälte auch Nährstoffverfügbar-

keit sowie ein Überschuss an Salz und Schwermetallen (Zhu 2016). Abiotischer Stress 

zählt zu den wichtigsten Faktoren, die das Pflanzenwachstum reduzieren und haupt-

verantwortlich für Ernteeinbußen sind. So können dadurch in den meisten Pflanzen-

spezies Wachstumseinbußen von über 50 % beobachtet werden (Wang et al. 2003). 

Die Frage, wie Pflanzen all diese Faktoren wahrnehmen und darauf reagieren können, 

ist seit langem Gegenstand der Forschung. Wichtig für die Landwirtschaft ist es, Pflan-

zen zu generieren, welche möglichst früh abiotische Stressoren wie Wasserknappheit 

erkennen. Ebenso wichtig ist die schnelle Interpretation und Reaktion, um den entste-

henden Schaden zu minimieren. Die Weiterleitung und Adaption erfolgt meistens 

durch eine Kombination unterschiedlicher Pflanzenhormone und sekundärer Boten-

stoffe (Rejeb et al. 2014).  

 

1.2. Trockenheit und Wassernutzeffizienz 

 

Steigende Temperaturen und somit zunehmende Trockenheit ist heutzutage einer der 

wichtigsten Faktoren für Ernteeinbußen (Lobell and Field 2007). Da die Weltbevölke-

rung immer mehr zunimmt, steht der Landwirtschaftssektor vor doppelter Problematik. 

Da Anbauflächen bereits begrenzt sind und der Pflanzenanbau für Biogasproduktion 

um nutzbare Gebiete konkurriert, müssen andere Lösungsansätze erarbeitet werden. 

Gentechnisch veränderte Pflanzen stellen eine Möglichkeit dar, auf Wasserknappheit 

zu reagieren. Es werden Pflanzen benötigt, die bei gleicher Wasserverfügbarkeit mehr 

Biomasse aufbauen können. Dieses Verhältnis wird durch die Wassernutzeffizienz 

ausgedrückt. Sie beschreibt das Verhältnis von Ertrag zu verbrauchtem Wasser, oder 
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als instantaneous WUE, die Netto-CO2-Assimilationsrate in Bezug auf die stomatäre 

Leitfähigkeit (Morison et al. 2008). Es wurde gezeigt, dass Pflanzen bei Wasserknapp-

heit die Wassernutzeffizienz um den Faktor 1,5 bis 2,5 verbessern können (Ranney et 

al. 1991; Wall et al. 2001; Medrano et al. 2002; Rizza et al. 2012). Diese Gegebenheit 

wird bei der Wasserdefizit Bewässerung genutzt. Die Pflanze wird im milden Trocken-

stress gehalten, um die Wassernutzeffizienz zu erhöhen. Die genetische Basis der 

Wassernutzeffizienz ist auf ein Zusammenspiel mehrerer Gene zurückzuführen. Des 

Weiteren besitzen natürliche Varianten einzelner Spezies unterschiedliche Was-

sernutzeffizienzen (Juenger et al. 2005; Manzaneda et al. 2015). 

Der Wasserverbrauch der Pflanze ist abhängig von der Transpiration, welche für den 

Gasaustausch und die CO2-Aufnahme verantwortlich ist. Der Wasserverlust relativ zur 

CO2-Aufnahme bei der Transpiration ist wiederum abhängig von dem Gradienten von 

CO2 zu Wasserdampfdruck. Für die Modellpflanze Acker-Schmalwand (Arabidopsis 

thaliana) wurde gezeigt, dass die Wassernutzeffizienz durch Rezeptoren des Phy-

tohormons Abscisinsäure (ABA) beeinflusst werden kann (Yang et al. 2016). Durch die 

Überexpression einiger ABA Rezeptoren konnte die Wassernutzeffizienz um 40 % er-

höht werden. Die Blatttemperatur war durch eine verminderte Stomataöffnung erhöht 

und die Transpiration dadurch vermindert. Die CO2-Assimilationsrate war jedoch nicht 

erniedrigt. Kompensiert wurde dies durch einen erhöhten CO2-Gradienten. 

Diese Gegebenheit verdeutlicht, wie wichtig das Phytohormon Abscisinsäure und des-

sen Signalkaskade im Wasserhaushalt der Pflanzen ist. Im Folgenden werden die 

Pflanzenhormone und ihre Wirkung näher beschrieben. Hauptaugenmerk liegt auf 

dem Stresshormon Abscisinsäure. 

 

1.3. Pflanzenhormone 

 

Pflanzenhormone sind eine Gruppe von niedrig abundanten Molekülen, welche eine 

Vielzahl von metabolischen und entwicklungsgesteuerten Prozessen auslösen. Wie 

tierische Hormone, können auch Phytohormone verschiedene Bildungs- und Zielge-

webe haben. Zum Teil werden die niedermolekularen Hormone durch die Vaskulatur 

transportiert (Lacombe and Achard 2016). Unter ihnen gibt es zahlreiche Möglichkeiten 

von Zusammen- und Gegenspiel der einzelnen Hormone (Abb. 1-1). 
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Abb. 1-1 Phytohormone und deren Zusammenspiel.  
Linien mit Pfeilen stellen eine Hochregulierung von Genen für die Hormonbiosynthese oder 
Herunterregulierung von Genen für Hormoninaktivierung dar. Blockierte Linien stehen für eine 
Herunterregulation von Genen für die Hormonbiosynthese oder Hochregulierung von Genen 
für Hormoninaktivierung. Diamantförmige Linienenden beschreiben Änderungen der Genex-
pression mit unterschiedlichen Wirkungen (Jaillais and Chory 2010).   
 

Klassisch werden die Phytohormone in wachstumsfördernde und wachstumshem-

mende Hormone eingeteilt. Zu den wachstumsfördernden Hormonen zählen Auxine, 

welche verantwortlich für die Apikaldominanz sind. Desweiteren wird durch Auxin das 

Streckenwachstum, die sekundäre Wurzelbildung sowie Zellteilung gefördert. Die Zell-

teilung wird ebenfalls durch Cytokinine gesteigert (Werner et al. 2001). So werden die 

Vertreter Benzylaminopurin (BAP) und Thidiazuron zur Induktion von Kallus und 

Sprosswachstum genutzt (Huetteman and Preece 1993). Brassinosteroide fördern die 

Zellteilung und -streckung und sind verantwortlich für die Zelldifferenzierung (Clouse 

2011). Ebenfalls wachstumsfördernd sind Gibberelline, welche das Streckenwachstum 

fördern und eine Regulation in Blütenbildung und Keimung besitzen (Sun 2008). 

 

Im Gegensatz dazu stellt Ethylen ein das Wachstum inhibierendes Hormon dar. Es 

reguliert neben Fruchtreife und Samenkeimung die Blattseneszenz sowie Stress- und 

Pathogenreaktionen (Schaller and Kieber 2002). Für die Pathogenabwehr sind auch 

Jasmon- und Salizylsäure verantwortlich (Acosta and Farmer 2010; Dempsey et al. 
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2011). Strigolactone, welche sich von den Carotinoiden ableiten, spielen eine Rolle in 

Verzweigung und Seitenwurzelbildung (Gomez-Roldan et al. 2008; Umehara et al. 

2008). Als letztes wichtiges Pflanzenhormon ist die Abscisinsäure zu nennen, welche 

eine wichtige Rolle in der Adaption der Pflanze an abiotischen Stress besitzt. 

 

1.4. Abscisinsäure 

 

Abscisinsäure (ABA) wurde in den 1960er Jahren das erste Mal als „Abszissin II“ oder 

„Dormin“ aus Baumwollfrüchten isoliert (Ohkuma et al. 1963; Cornforth et al. 1965). 

Das monozyklische Sesquiterpen (3-Methyl-5-(1‘-hydroxy-4‘-oxo-2‘,6‘,6‘-trimethyl-

2’cyclohexen-1’yl)-cis-2,4-pentadiensäure) fungiert als Wachstumsinhibitor und ist an 

vielen weiteren Regulationen der Pflanze beteiligt. ABA wirkt in der Keimung antago-

nistisch zu Gibberellinen (Huttly and Baulcombe 1989), reguliert die Öffnung der Spalt-

öffnungen (Kim et al. 2010) und spielt eine große Rolle bei Trocken- und Salztoleranz 

(Christmann et al. 2006).  Zu den weiteren Prozessen, an denen das Hormon beteiligt 

ist, zählen Embryoreifung und Samenruhe (Karssen et al. 1983; Parcy et al. 1994; 

Bewley 1997; Holdsworth et al. 1999), Zellteilung und -elongation (Zeevaart and 

Creelman 1988; Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000; Barrero et al. 2006) sowie 

Blühinduktion (Finkelstein 2013). ABA wird vor allem bei Wassermangel gebildet, was 

zur raschen Regulation der Stomata führt (Cutler et al. 2010; Kim et al. 2010; 

Raghavendra et al. 2010). 

ABA spielt nicht nur eine Rolle bei höheren Pflanzen, Moosen und Algen (Nambara 

and Marion-Poll 2005), sondern wurde auch in Tieren und Menschen nachgewiesen. 

Neben der entzündungsfördernden Wirkung als Zytokin und der möglichen Regulation 

des Muskeltonus, ist es am glykämischen Stoffwechsel beteiligt (Bruzzone et al. 2007; 

Magnone et al. 2009; Vigliarolo et al. 2015).  

 

Die Bildung von ABA erfolgt in mehreren Stufen aus Carotinoiden. Im Chloroplasten 

wird Xanthoxin über Zeaxanthin, Antheraxanthin und all-trans-Violaxanthin gebildet. 

Die Umwandlung der Carotinoide erfolgt durch ZEP (Zeaxanhtin-Epoxidase/ ABA1) 

und Violaxanthin-Deepoxidase (VDE). Durch Spaltung des C40-Carotinoids durch die 

9-cis Epoxycarotinoid-Dehydrogenasen (NCEDs) ensteht das Xanthoxin, welches ins 

Cytosol transportiert wird und dort durch eine Dehydrogenase/ Reduktase (ABA2) und 
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eine Aldehydoxidase (AAO) in Abscisinsäure umgewandelt wird (Abb. 1-2) (Tan et al. 

2003). 

 

Abb. 1-2 ABA-Biosynthese. 
Die Synthese von ABA erfolgt im Chloroplasten ausgehend von Carotinoiden. Die enzymatisch 
katalysierte Reaktion beinhaltet die Umwandlung von Zeaxanthin, über Anteraxanthin, Vi-
olaxanthin und Neoxanthin zu Xanthoxin. Dieses wird ins Cytosol transportiert, zu Abscisinal-
dehyd dehydriert und zur Abscisinsäure oxidiert. Die Abbildung wurde erstellt nach Schwartz 
et al. (2003). 
 

Der Abbau von ABA erfolgt über Hydroxylierung des C‘8 Atoms über P-450 Mo-

nooxygenasen (Kushiro et al. 2004; Saito et al. 2004). Diese werden von vier Genen 

der CYP707A- Familie aufgrund phylogenetischer Verteilung und Expressionsmuster 

enkodiert. Dabei entsteht instabiles 8’-OH-ABA, das zu Phaseinsäure bzw. Dihydro-

phaseinsäure umgewandelt wird. Eine Hydroxylierung am C‘7 und C‘9 Atom konnte 

ebenfalls gezeigt werden (Zhou et al. 2004). 

Alternativ erfolgt die physiologische Inaktivierung über reversible Glucoseester-Konju-

gat Bildung (ABA-GE) und Speicherung in Vakuolen oder dem Apoplast. Es sind acht 
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Violaxanthin

Trans-Neoxanthin

9-cis-Neoxanthin

9-cis-Violaxanthin

Isopentenydiphosphat
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ABA Glycosyltransferasen (UGT) in Arabdiopsis bekannt, die diese Reaktionen kata-

lysieren (Lim et al. 2005). Durch die β-Glucosidasen BG1 und BG2/BGLU33 können 

die Speicherformen im endoplasmatischen Retikulum, beziehungsweise der Vakuole 

reaktiviert werden (Lee et al. 2006; Xu et al. 2012). 

 

Abb. 1-3 ABA-Katabolismus. 
Durch Glukoseveresterung kann ABA inaktiviert und in Vakuolen gespeichert werden (ABA-
GE). Die β-Glucosidasen BG1 und BG2 können das inaktive ABA-GE im ER und in der Va-

kuole wieder zu aktiven ABA umwandeln. ABA kann durch Hydroxylierung am C‘7, C‘8 und 
C‘9 Atom mit Oxidation zu Phaseinsäure und Diehydrophaseinsäure abgebaut werden. Die 
Abbildung wurde erstellt nach Krochko et al. (1998), Zhou et. al (2004) und Schroeder (2006).  

 

 

1.5. ABA-Signaltransduktion 

 

Das durch Stress gebildete ABA wird apoplastisch zu den Bündelscheiden transpor-

tiert und passiv mit dem Wasserstrom über das Xylem zu den Schließzellen transpor-

tiert (Christmann et al. 2007; Umezawa et al. 2010). Dort kann es über ABC-Transpor-

ter in die Zelle gelangen (Kang et al. 2010; Kuromori et al. 2010). ABA wird von seinen 

Rezeptoren, den RCARs (Regulatory component of ABA receptor), detektiert und ge-

bunden. Dieser Hormon-Rezeptor-Komplex interagiert mit einer Proteinphosphatase 

Abscisinsäure8‘ - Hydroxy ABA

Phaseinsäure Dihydrophaseinsäure 7‘ - Hydroxy ABA

9‘ - Hydroxy ABA

ABA-GE

ABA-GE

Vakuole

ABA-GE

ER

BG2 BG1
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des Typs 2C, welche durch die Bindung im ternären Komplex inhibiert wird (Ma et al. 

2009; Park et al. 2009). Die sonst durch die Proteinphosphatase inhibierte Protein-

kinase wird durch Autophosphorylierung aktiviert und reguliert Ionenkanäle wie SLAC1 

und KAT1 (Geiger et al. 2009; Sato et al. 2009). Im Zellkern werden Transkriptionsfak-

toren wie AREBs und ABFs aktiviert (Fujii et al. 2009; Raghavendra et al. 2010). Es 

kommt einerseits zu einer schnellen Antwort über die Regulation von Ionenkanälen 

und die nachfolgende Schließung der Stomata, andererseits zu einer langsameren 

Antwort durch Genexpression ABA-responsiver Gene (Abb. 1-4) (Christmann et al. 

2006; Kim et al. 2010). Nachfolgend werden die einzelnen Kernkomponenten der ABA 

Signaltransduktion näher betrachtet. 

 

 

Abb. 1-4 ABA Signalkaskade. 
ABA wird durch das RCAR gebunden worauf ein ternärer Komplex mit einer Proteinphospha-
tase des Typs 2C (PP2C) stabilisiert wird. SnRK2 Proteinkinasen (OST1) werden von ihrer 
Inhibierung gelöst und regulieren cytosolisch Ionenkanäle (SLAC1 und KAT1) und nuklear 
Transkriptionsfaktoren (ABFs) (Abbildung modifiziert nach Ragavendra et al. 2010). 
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1.5.1. ABA Rezeptoren 

 

Die Rezeptoren der ABA Signalkaskade wurden über einen Screen für Pyrabactin-

Resistenz gefunden. Pyrabactin ist ein synthetisches Sulfonamid, das ähnliche physi-

ologische Effekte wie ABA auslöst (Abb. 1-5). Die Rezeptoren wurden PYRABACTIN 

RESISTANT/ PYRABACTIN RESISTANT-LIKE (PYR/PYL) genannt (Park et al. 2009). 

Zur gleichen Zeit wurden Proteine gesucht, die eine Interaktion mit der Proteinphos-

phatase ABI2 eingehen können. Es stellte sich heraus, dass es sich um die gleichen 

Proteine handelte. Sie wurden REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR 

(RCAR) genannt (Ma et al. 2009). Das Genom von Arabidopsis kodiert für 14 Proteine 

dieser Bet v 1 Superfamilie (START Proteine). Dabei handelt es sich um ca. 20 kDa 

große Proteine, welche sich aufgrund ihrer Primärstruktur in drei Unterfamilien gliedern 

lassen (Abb. 1-6) (Ma et al. 2009; Park et al. 2009).  

 

 

Abb. 1-5 Struktur von Abscisinsäure und Pyrabactin. 
(+) – S – Abscisinsäure (a+c) und Pyrabactin (b+d) als Strukturformel (a+b) und Bändermodell 
(c+d). Die roten Reste stellen Sauerstoffatome, die blauen Stickstoffatome, die gelben Schwe-
felatome und die braunen Bromatome dar. 
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Abb. 1-6 Stammbaum von Arabidopsis RCARs. 
Phylogenetische Analyse basierend auf Neighbor-Joining-Algorithmus von RCARs in Ara-
bidopsis. Die RCARs unterteilen sich in drei Unterfamilien. Unterfamilie I ist in gelb, Unterfa-
milie II in rot und Unterfamilie III in blau dargestellt. Die Zahlen geben den Anteil der Einzel-
bäume in Prozent an, in denen der betreffende Ast enthalten war.  

 

Die RCARs besitzen eine ähnliche Sekundärstruktur aus sieben antiparallelen Falt-

blättern um eine alpha-Helix (Gajhede et al. 1996). Bindet ABA an den Rezeptor, in-

duziert dies eine Konformationsänderung von zwei β-Faltblättern mit Umschließung 

des Liganden. Gleichzeitig wird eine optimale Bindestelle für die Proteinphosphatase 

geschaffen. Durch diese Komplexbildung wird die Proteinphosphatase inhibiert und 

nachfolgende Proteinkinasen von ihrer Inaktivierung gelöst (Melcher et al. 2009; 

Miyazono et al. 2009; Yin et al. 2009). Alle 14 RCARs können S-ABA binden, wenn 

auch mit unterschiedlicher Affinität. So liegt die Dissoziationskonstante (Kd) für die Un-

terfamilien I und II bei etwa 1 µM (Ma et al. 2009; Santiago et al. 2009b; Szostkiewicz 

et al. 2010), für Unterfamilie III um die 55 µM (Miyazono et al. 2009; Yin et al. 2009). 
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1.5.2. Proteinphosphatasen 

 

Proteinphosphatasen stellen den ABA Ko-Rezeptor dar und werden abhängig nach 

ihren biochemischen Eigenschaften charakterisiert. Die Proteinphosphatasen des 

Typs 2C (PP2C) gehören zu den Mg2+ und Mn2+ -abhängigen Serin/ Threonin Protein-

phosphatasen und bilden die größte Familie der Phosphatasen in Pflanzen (Cohen 

1989; Meyer et al. 1994; Leung et al. 1997; Rodriguez et al. 1998a). So sind 80 PP2Cs 

im Arabidopsis Genom kodiert, welche in zwölf Klassen (A-L) eingeteilt werden (Xue 

et al. 2008; Yang et al. 2010). An der ABA-Signaltransduktion sind allerdings nur 

PP2Cs der Klasse A involviert (Abb. 1-7). Diese neun Vertreter können durch Dephos-

phorylierung von Proteinkinasen die ABA Antwort inhibieren (Umezawa et al. 2009; 

Fuchs et al. 2013). 

 

Abb. 1-7 Stammbaum von Arabidopsis Proteinphosphatasen. 
Phylogenetische Analyse basierend auf Neighbor-Joining-Algorithmus von PP2Cs in Ara-
bidopsis. Die PP2Cs unterteilen sich in drei Unterfamilien. Unterfamilie I ist in gelb, Unterfami-
lie II in rot und Unterfamilie III in blau dargestellt. Die Zahlen geben den Anteil der Einzelbäume 
in Prozent an, in denen der betreffende Ast enthalten war. 
 

Die ersten PP2Cs wurden durch Mutantenscreens auf ABA-insensitive (abi) Phänoty-

pen gefunden. Die Mutanten abi1 und abi2 weisen eine durch einen einzelnen Amino-

säureaustausch in der Phosphatasedomäne hervorgerufene Reduktion der enzymati-

schen Aktivität auf (Bertauche et al. 1996; Leung et al. 1997). Hinzu kommt eine inef-

fizientere Komplexbildung mit den RCARs und einer folglich bestehenden Inhibierung 

der Proteinkinasen (Ma et al. 2009). Später wurden andere Proteinphosphatasen mit 

Funktion im ABA Signalweg gefunden. Zwei Gene mit hoher Homologie zu ABI1 und 

ABI2 wurden durch Hypersensitivität gegenüber ABA bei der Samenkeimung identifi-

ziert (HAB1 und HAB2) (Rodriguez et al. 1998b; Saez et al. 2004). Auf gleichem Weg 
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wurden AHG1 (ABA Hypersensitive Germination 1) und PP2CA/AHG3 (ABA Hyper-

sensitive Germination 3) identifiziert (Yoshida et al. 2006; Nishimura et al. 2007). Bei 

den letzten drei PP2Cs der Klasse A handelt es sich um highly ABA induced 1-3 (HAI1-

3), welche sich über den starken Anstieg ihrer Expressionslevel in Gegenwart von ABA 

auszeichnen (Bhaskara et al. 2012; Lim et al. 2012). 

Proteinphosphatasen werden als Antwort auf osmotischen, Trocken- und Salzstress 

verstärkt exprimiert. Sie sind im Cytosol, als auch im Nucleus lokalisiert (Moes et al. 

2008; Ma et al. 2009). Im Cytosol regulieren sie Ionenkanäle und somit die hydrostati-

schen Eigenschaften der Pflanzenzellen. Im Zellkern können PP2Cs Transkriptions-

faktoren wie ABFs oder HB6 inaktivieren. Entweder durch direkte Interaktion 

(Himmelbach et al. 2002; Lynch et al. 2012) oder über Inaktivierung von ABF-aktivie-

rende Proteinkinasen (Fujii et al. 2007; Fujita et al. 2013).  

 

1.5.3. Proteinkinasen 

 

Proteinkinasen wie die sucrose non-fermenting 1 (SNF1) related protein kinases 2 

(SnRK2s) können als Gegenspieler zu den Proteinphosphatasen angesehen werden. 

Das Arabidopsis Genom kodiert für 38 Gene der Familie der SnRKs. Die SnRK2 Fa-

milie besteht aus zehn Mitgliedern und wird durch osmotischen Stress aktiviert (Hrabak 

et al. 2003; Boudsocq et al. 2004; Fujii et al. 2011). Die Kinasen SnRK2.2, SnRK2.3 

und SnRK2.6/OST1 werden durch Dephosphorylierung im Aktivierungs-Loop inhibiert, 

was die Kinaseaktivität blockiert und die ABA-Signaltransduktion unterbricht 

(Umezawa et al. 2009; Vlad et al. 2009; Xie et al. 2012; Rodrigues et al. 2013). In 

Anwesenheit von ABA bildet sich ein ternärer Komplex, bestehend aus ABA, dem 

RCAR-Rezeptor und einer Proteinphosphatase. Die SnRK2s werden von der PP2C 

gelöst und durch intramolekulare Autophosphorylierung aktiviert (Vlad et al. 2010; Ng 

et al. 2011). Als Substrate der Proteinkinasen zählen einerseits Inonenkanäle, ande-

rerseits werden im Zellkern Transkriptionsfaktoren wie AREBs und ABFs phosphory-

liert und damit aktiviert (Kobayashi et al. 2005; Furihata et al. 2006; Fujita et al. 2009; 

Sirichandra et al. 2010).  
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1.5.4. Ionenkanäle 

 

Die stomatären Bewegungen kontrollieren den Ein- und Austritt von Wasserdampf und 

somit den hydrostatischen Zustand der Pflanze (Lawson and Blatt 2014). Zu den Io-

nenkanälen, die an der Stomataregulierung beteiligt sind und durch SnRKs reguliert 

werden, zählen S-Typ Anionenkanäle wie SLAC1  (slow anion channel-associated 1) 

(Geiger et al. 2009; Brandt et al. 2012), K+-Ionenkanäle wie KAT1 (Sato et al. 2009) 

und AKT1 (Xu et al. 2006) sowie R-Typ Anionenkanäle wie QUAC1 (quick activating 

anion channel 1) (Meyer et al. 2010; Imes et al. 2013). SLAC1 und QUAC1 werden 

durch Phosphorylierung aktiviert, was eine kurzzeitige Membrandepolarisation mit 

dem Efflux von Cl-- und Malat2+-Ionen aus den Schließzellen zur Folge hat. Das cyto-

solische, osmotische Potenzial wird verringert und die Schließzellen schließen sich 

(Roelfsema et al. 2004). Die Aktivierung von SLAC1, durch Phosphorylierung im 

N-Terminus, und QUAC1 erfolgt durch die Proteinkinase OST1/SnRK2.6 (Geiger et al. 

2009; Lee et al. 2009; Brandt et al. 2012; Imes et al. 2013). Das Öffnen der Schließ-

zellen wird durch den Influx von K+-Ionen verursacht (Kwak et al. 2001; Pilot et al. 

2001; Lebaudy et al. 2010). Es wurde außerdem gezeigt, dass die K+-Ionenkanäle 

KAT1 und KAT2 durch OST1/SnRK2.6 inhibiert werden können (Sato et al. 2009). 

 

1.5.5. Transkriptionsfaktoren 

 

Neben der Regulierung von Ionenkanälen können die Proteinkinasen auch Transkrip-

tionsfaktoren regulieren. Die meisten durch ABA induzierbaren Gene besitzen in ihrer 

Promotorsequenz ein cis-regulatorisches DNA Motiv (ABA responsive element/ABRE: 

ACGTGG/TC) (Busk and Pages 1998). Diese ABREs kontrollieren die Genexpression 

über ABA-responsive element binding protein/ ABRE-binding factor (AREB/ABF) Tran-

skriptionsfaktoren (Yoshida et al. 2010), wobei mehrere ABREs, bzw. die Kombination 

mit einem coupling element (CE) benötigt wird (Shen et al. 1996; Hobo et al. 1999; 

Narusaka et al. 2003). Sie gehören der 75 Mitglieder großen Familie der basic re-

gion/leucine zipper (bZIP) Transkriptionsfaktoren an und werden von den SnRK2 Kina-

sen aktiviert (Jakoby et al. 2002; Kobayashi et al. 2005; Fujii et al. 2009). Neben den 

bZIP Transkriptionsfaktoren sind unter anderen auch HD-ZIP-, MYB-, bHLH- und B3-

Transkriptionsfaktoren an der ABA Signaltransduktion beteiligt (Urao et al. 1993; Abe 

et al. 1997; Himmelbach et al. 2002; Monke et al. 2004; Nakashima et al. 2006).  
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1.6. Die Pappel als Modellorganismus 

 

Die Pappeln sind als Baum ein wichtiger Modellorganismus in der Biologie. Pappeln 

gehören zu den am besten charakterisierten Bäumen in Bereich Genetik, Transkripto-

mik und Proteomik (Tuskan et al. 2006; Jansson and Douglas 2007). Das Genom von 

Populus trichocarpa wurde 2006 entschlüsselt und die Pappel stellt nicht nur wegen 

der nahen Verwandtschaft zu Arabidopsis thaliana eine gute Modellpflanze dar, son-

dern erlaubt es mehrjährige Prozesse wie Holzentwicklung zu studieren (Tuskan et al. 

2006). Pappeln sind außerdem von großer Bedeutung für die Wirtschaft. Sie dienen 

als Rohstoff für die Papier- und Biokraftstoff-Produktion (Sannigrahi et al. 2010; Guo 

2014). Des Weiteren weisen sie große natürliche Variation auf. In der vorliegenden 

Arbeit wurd mit der Graupappel, P. canescens, gearbeitet. Sie ist ein Artbastard der 

Kombination P. alba x P. tremula (Abb. 1-8). 

 

 
 
Abb. 1-8 Habitus von Schwarz- und Graupappel. 
Plantage mit Schwarzpappeln (P. nigra) bei Savigliano (Piemont, Italien) und Habitus einer 
drei Monate alten Graupappel (P. x canescens). Foto links von Gail Taylor, University of 
Southampton. 
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Die schnellwachsenden Pappeln können für Kurzumtriebsplantagen genutzt werden 

und alle drei bis fünf Jahre geerntet werden (Aylott et al. 2008). Mit steigender Welt-

bevölkerung und Klimaerwärmung werden landwirtschaftlich nutzbare Flächen immer 

geringer, was einen Interessenskonflikt zwischen nahrungsmittelliefernden Anbau und 

den für die Biokraftstoffproduktion auslöst. Da marginales Land häufig durch Wasser-

verfügbarkeit limitiert ist, bietet es keine Alternative für die trockenanfälligen und von 

hohen Wasserverbrauch gekennzeichneten Pappeln (Liang et al. 2006; Street et al. 

2006; Viger et al. 2016). Deshalb kommt der Züchtung und Entwicklung von trocken-

resistenten Pappeln besonderes Augenmerk zu. Da die Kosten für ganze Genomse-

quenzierungen in den letzten Jahren stark zurückgingen, stiegen die Entwicklungen in 

molekularen Züchtungstechniken. Es stehen Verbesserungen im Ernteertrag, der 

Qualität sowie der Trocken- und Krankheitsresistenz im Vordergrund. 

 

 

1.7. Zielsetzung der Arbeit 

 

Das Phytohormon Abscisinsäure ist an einer Vielzahl an Prozessen beteiligt. Es spielt 

eine Hauptrolle bei der Anpassung an biotische und abiotische Faktoren und ist im 

gesamten Pflanzenreich vertreten (Christmann et al. 2006; Lee et al. 2006; Xu et al. 

2012). Die Entdeckung der Hormonrezeptoren und die Entschlüsselung der ABA Sig-

nalkaskade eröffnete für die Forschung viele Möglichkeiten (Ma et al. 2009; 

Raghavendra et al. 2010). So wurden mögliche Interaktionen von RCARs und PP2Cs 

mit unterschiedlichen Methoden identifiziert. Es wurde eine Vielzahl an Kombinationen 

nachgewiesen, die auch regulatorische Funktion zeigen (Fuchs 2013; Tischer et al. 

2017). In dieser Arbeit sollen die ABA Rezeptoren und Ko-Rezeptoren der Pappel 

identifiziert und charakterisiert werden. Es soll gezeigt werden, inwieweit die ABA 

Perzeption und die ABA Signalkaskade, in einem mehrjährigen Baum, konserviert 

sind. Darüber hinaus sollen kombinatorische Möglichkeiten zwischen den RCARs und 

PP2Cs in vitro und in vivo analysiert werden. Diese Kombinationen werden im hetero-

logen (Pappel-Arabidopsis), als auch im homologen System untersucht und mögliche 

Spezifitäten innerhalb der Kombinationen näher analysiert.  
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Neben Stressreaktionen ist ABA auch hauptverantwortlich für die Regulation des Was-

serhaushalts der Pflanze (Christmann et al. 2007). Es wurde gezeigt, dass durch Über-

expression einer Arabidopsis PP2C Mutante in Pappel, die Pflanzen extreme Trocken-

stresssymptome zeigten und nur unter hoher Luftfeuchte kultiviert werden konnten 

(Arend et al. 2009). Des Weiteren konnte in Arabidopsis gezeigt werden, dass Über-

expression von ABA Rezeptoren die Wassernutzeffizienz steigern kann (Yang et al. 

2016). Dieses Potential der ABA Rezeptoren soll auch für die Pappel Proteine unter-

sucht werden. Neben der Analyse von den Pappelproteinen in Arabidopsis sollen auch 

transgene Pappeln erzeugt werden und diese in Bezug auf die Wassernutzeffizienz 

analysiert werden.  
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2. Ergebnisse 

2.1. Phylogenetische Analysen 

 

2.1.1. RCAR Homologe in Populus trichocarpa 

 

In Arabidopsis sind 14 Mitglieder der Familie der RCARs (Regulatory Components of 

ABA Receptors) bekannt. Die ABA Rezeptoren können anhand ihrer Primärstruktur in 

drei Unterfamilien eingeteilt werden. In Unterfamilie I ist RCAR1-4, in Unterfamilie II 

RCAR5-10 und Unterfamilie III beinhaltet RCAR11-13 (Ma et al. 2009). Um im Nach-

folgenden zwischen Arabidopsis- und Pappelproteinen unterscheiden zu können wird 

bei den Pappelproteinen die Abkürzung Pt (Populus trichocarpa), bzw. Pc (Populus 

canescens) hinzugefügt. 

Für die Identifizierung von potentiellen homologen RCAR Proteinen in Populus tricho-

carpa (Tuskan et al. 2006) wurden die 14 Primärstrukturen der von in Arabidopsis be-

kannten RCARs verwendet. Die Sequenzen aus „The Arabidopsis Information Re-

source“ (TAIR) wurden gegen das Pappelgenom verglichen. Dies wurde mit Hilfe des 

Joint Genome Institute (JGI) Phytozome Portals (http://www.phytozome.net/) durchge-

führt (Goodstein et al. 2012). Für die Identifizierung von Sequenzähnlichkeiten wurde 

die JGI Gen Annotation v.2 Populus trichocarpa genutzt. Bei der Suche wurde ein Er-

wartungswert von 𝐸 = 1 × 𝑒−40 verwendet, um falsch positive Homologien auszu-

schließen. 

Die erhaltenen Primärsequenzen wurden mit der Software BioEdit vergleichend grup-

piert und mit MEGA6 wurde ein phylogenetischer Baum aufgrund des Neighbor-

Joining-Algorithmus erstellt (Hall 1999; Tamura et al. 2013). Es wurde das Poisson 

Modell und paarweise Deletion verwendet und der Bootstrap Test mit 1000 Wiederho-

lungen durchgeführt (Zuckerkandl and Pauling 1965; Felsenstein 1985).  

Der phylogenetische Baum zeigt die Eingliederung der Pappelproteine in die drei Ara-

bidopsis Unterfamilien (Abb. 2-1). Die Arabidopsis Unterfamilie I besitzt sechs homo-

loge RCARs in Populus trichocarpa, Unterfamilie II ist von sechs auf vier reduziert und 

in Unterfamilie III haben beide Spezies vier RCAR Proteine. 
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Abb. 2-1 Stammbaum von Arabidopsis und Pappel RCARs. 
Phylogenetische Analyse basierend auf dem Neighbor-Joining-Algorithmus von RCARs in 
Arabidopsis und P. trichocarpa. Die RCARs unterteilen sich in drei Unterfamilien. Unterfamilie I 
ist in gelb, Unterfamilie II in rot und Unterfamilie III in blau dargestellt. Die Pappel RCARs sind 
in den jeweiligen Farben hinterlegt. Die Gennummer ist neben den Proteinen angegeben. Die 
Zahlen geben den Anteil der Einzelbäume von 1000 Permutationen in Prozent an, in denen 
der betreffende Ast enthalten war. 
 
 

Die potentiellen homologen Pappelproteine teilen sich in den Unterfamilien mit den 

Arabidopsis RCARs 35 bis 76 Prozent ihrer Aminosäuresequenz (Abb. 2-2). Die Iden-

tität und Ähnlichkeit der Aminosäureresten der RCARs variiert innerhalb der jeweiligen 

Spezies stärker als zwischen den nächsten Homologen von Pappel und Arabidopsis. 

So sind bei RCAR1 und RCAR13 aus Arabidopsis 35% der Aminosäuren identisch, 

bei RCAR1 und PtRCAR1 sind es 76%. 
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Abb. 2-2 Matrix der RCAR Sequenzhomologien. 
In der Matrix sind für die RCARs von Arabidopsis und Pappel die jeweilige Identität (erste 
Zeile), bzw. Ähnlichkeit (zweite Zeile) der Aminosäuresequenzen aufgrund der evidenzbasier-
ten Substitutionsmatrix BLOSUM62 (BLOcks SUbstitution Matrix) in Prozent dargestellt 
(Henikoff and Henikoff 1992). Am meisten stimmt RCAR1 mit PtRCAR1 überein (76% Identi-
tät), am wenigstens RCAR3 und PtRCAR11 (19% Identität). 
 

Der Vergleich von Arabidopsis und Pappel RCARs auf Proteinebene stellt zudem zwei 

Domänen heraus, die in allen RCARs stark konserviert sind. Es handelt sich um die 

GATE (SerGlyLeuProAla) und LATCH (HisArgLeu) Domäne. Diese strukturelle Identi-

tät lässt bereits vermuten, dass die 14 identifizierten Pappel RCARs ebenfalls eine 

Funktion als ABA Rezeptoren besitzen. 

 

Die hohe Konservierung in der Primärstruktur erlaubt es, das Pappel PtRCAR1 auf die 

3-dimensionale Struktur von Arabidopsis RCAR1 zu legen. In Abb. 2-3 sind die kon-

servierten Aminosäurereste in rot dargestellt. 



Ergebnisse 

23 
 

 

Abb. 2-3 3D-Struktur von RCAR1. 
Arabidopsis RCAR1 in grün überlagert mit Pappel PtRCAR1. Die 76% identischen, konser-
vierten Stellen sind in rot gekennzeichnet. ABA ist als Molekül in orange, die GATE und LATCH 
Domänen in gelb eingezeichnet. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Pro-
gramm PyMOL, basierend auf dem PDB: 3w9r. 
 

 

2.1.2. PP2C Homologe in Populus trichocarpa 

 

Für die bioinformatische Suche nach Homologen Ko-Rezeptoren wurden ebenfalls die 

Arabidopsis Proteinsequenzen aus TAIR verwendet. Das Genom von Populus tricho-

carpa weist neun Gene auf, welche für Klasse A Proteinphosphatasen kodieren. Wie 

in Arabidopsis, werden die Pappelproteinphosphatasen in drei Unterfamilien geglie-

dert. Unterfamilie I mit ABI1-2 und HAB1-2 ist von vier auf drei PcPP2Cs (PcHAB1-3) 

reduziert, Unterfamilie II mit AHG1 hat zwei homologe Verwandte (PcAHG1 und 

PcAHG2) und Unterfamilie III mit PP2CA und HAI1-3 besitzt vier homologe PcPP2Cs 

(Abb. 2-4). 
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Abb. 2-4 Stammbaum von Arabdiopsis ABA-Korezeptoren und Pappel Proteinphospha-
tasen 2C. 
Phylogenetische Analyse basierend auf Neighbor-Joining-Algorithmus von PP2Cs in Ara-
bidopsis und Pappel. Die PP2Cs unterteilen sich in drei Unterfamilien. Unterfamilie I ist in gelb, 
Unterfamilie II in rot und Unterfamilie III in blau dargestellt. Die Pappel PP2Cs sind in den 
jeweiligen Farben hinterlegt. Die Gennummer ist neben den Proteinen angegeben. Die Zahlen 
geben den Anteil der Einzelbäume von 1000 Permutationen in Prozent an, in denen der be-
treffende Ast enthalten war.  
 

 

Die Klasse A Proteinphosphatasen von Arabidopsis sind als ABA Ko-Rezeptoren cha-

rakterisiert und besitzen einen konservierten Tryptophanrest in der Interaktionsfläche 

mit ABA (Fuchs et al. 2013). Arabidopsis AHG1 stellt hier die Ausnahme dar, weil das 

Tryptophan durch Valin ersetzt ist. Ähnlich verhält sich die Situation bei den zwei exis-

tierenden Pappelhomologen PtAHG1 und PtAHG2. Auch ihnen fehlt das Tryptophan 

und ist ebenfalls durch eine hydrophobe Aminosäure ersetzt. In der Pappel ist es nicht 

Valin sondern Leucin, welches um eine Kohlenstoffgruppe größer ist. 

Wie bei den RCARs ist auch bei den Proteinphosphatasen die Variation in der Pri-

märstruktur in den Spezies größer als unter den jeweiligen Arabidopsis-Pappel-Homo-

logen. Zum Beispiel teilt sich Pappel PcHAB1 53% identische Aminosäuren mit Ara-

bidopsis HAB1, während Arabidopsis HAB1 mit Arabidopsis AHG1 nur 30% identische 

Aminosäure aufweist (Abb. 2-5). 
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Abb. 2-5 Matrix der PP2C Sequenzhomologien. 
In der Matrix sind für die PP2Cs von Arabidopsis und Pappel die jeweilige Identität (erste 
Zeile), bzw. Ähnlichkeit (zweite Zeile) der Aminosäuresequenzen aufgrund der evidenzbasier-
ten Substitutionsmatrix BLOSUM62 (BLOcks SUbstitution Matrix) in Prozent dargestellt 
(Henikoff and Henikoff 1992). Am meisten stimmt PP2CA mit PtPP2CA1 und PtPP2CA2 über-
ein (62% Identität), am wenigstens HAI3 und PcHAB3 (27% Identität). 
 
 

Auch hier kann die Arabidopsis Proteinphosphatase HAB1 mit ihrem homologen Pap-

pelprotein PcHAB1 in ihrer 3-dimensionalen Struktur übereinandergelegt werden (Abb. 

2-6). Aufgrund der starken Sequenzhomologie liegt die Vermutung nahe, dass die Pro-

teinfunktion der beiden Spezies ähnlich sein könnte. 
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Abb. 2-6 3D Struktur der PP2C HAB1. 
Arabidopsis HAB1 in blau überlagert mit Pappel PcHAB1. Die 53% identischen, konservierten 
Stellen sind in rot gekennzeichnet, die Interaktionsfläche mit den RCARs in gelb umrandet und 
die zentralen Metallkofaktoren (Kugeln) des aktiven Zentrums in Magenta. Die Darstellung der 
Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL, basierend auf dem PDB: 3kb3. 

 

2.2. Arabidopsis Reporter in Populus canescens 

2.2.1. Stabile Transformation der Pappel 

 

Die stabile Transformation der Pappel erfolgte durch Agrobakterien vermittelten Gen-

transfer, angelehnt an das Protokoll von Leple (Leple et al. 1992). Hierfür wurden die 

Internodienabschnitte mit Agrobakterien ohne Plasmid, Agrobakterien mit einem 

Glucuronidase (GUS) -Marker (Leervektor pBI121) und Agrobakterien mit dem ge-

wünschten Konstrukt transformiert. Nach viertägiger Inkubation im Dunkeln und dem 
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Waschen der Internodien wurden diese auf Platten mit Carbenicillin und Cefotaxime, 

zur Unterdrückung des erneuten Agrobakterienwachstumes sowie Kanamycin zur Se-

lektion positiv transformierter Internodien transferiert. Die nachfolgende 20-tägige In-

kubation im Dunkeln diente zur Etablierung von Kallus. Das Umsetzen auf ein Thidia-

zuron-haltiges Medium führte zur Sprossinduktion. Nachdem die Sprosse eine Länge 

von ca. 3 cm – 4 cm erreicht hatten wurden sie abgeschnitten und zur Bewurzelung in 

Pappel-MS Gläser ohne Antibiotika und Hormone gesetzt (Abb. 2-7). Die jungen Pap-

peln wurden weiter steril in Gläsern oder in Erde kultiviert. 

 

 

Abb. 2-7 Regeneration transformierter Pappelinternodien 
Während der 20-tägigen Dunkelphase erfolgte die Kallusbildung mit nachfolgender Sprossin-
duktion der transformierten Pappelinternodien (a). Nach der erfolgreichen Ausbildung eines 
Sprosses (b) wurden die Pappeln zur Bewurzelung und weiteren Kultivierung in Gläser mit 
Pappel MS gesetzt (c). 

 

Um die erfolgreiche Transformation zu bestätigen wurde vor der Bestimmung der Ge-

nexpressionslevel eine GUS-Färbung durchgeführt. 

Für die GUS Färbung wurden die Kalli, oder die jungen Blätter fixiert und gefärbt. Die 

Auswertung erfolgte nach der Übernachtinkubation in der Färbelösung (Abb. 2-8). Die 

durchschnittliche Transformationseffizienz der Pappelinternodien lag je nach Kon-

strukt bei 1 % bis 5 % (n = 50). In der anschließenden Regenerationsphase zeigten 

ca. 75 % der transformierten Kalli eine Sproßentwicklung und konnten weiter kultiviert 

werden. 
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Abb. 2-8 Glucuronidase Färbeanalyse möglicher transformierter Pappelregenerate. 
GUS Färbung unterschiedlicher Pappellinien. Die Blaufärbung der Kalli zeigte eine erfolgrei-
che Transformation. Die Transformationseffizienz der Pappelinternodien lag bei 1 % bis 5 %, 
die der anschließenden Regeneration etwa 75 %. 

 

 

2.2.2. Transiente Expression 

 

Für die Analyse der Pappelproteine war zunächst wichtig ein geeignetes Messsystem 

zu etablieren. Um die potentiellen homologen Proteine der Pappel zu untersuchen 

wurde zunächst überprüft, ob das Reportersystem, welches am Lehrstuhl für Arabidop-

sis etabliert ist, ebenso in der Pappel valide ist. Zur Untersuchung von Rezeptorinter-

aktionen in Arabidopsis Protoplasten hat sich am Lehrstuhl ein Reportersystem be-

währt, in welchem die Expression des Enzyms Luciferase an einen ABA induzierten 

Promotor gekoppelt ist. Läuft die ABA Antwort im Protoplasten ab, werden unter an-

derem Transkriptionsfaktoren wie ABFs aktiviert. Diese binden an ABREs, welche in 

ABA induzierbaren Promotoren vorkommen. Somit kommt es zur Expression der Lu-

ciferase. Die Luciferaseaktivität kann ausgelesen werden und die Aktivierung oder In-

hibierung der ABA Antwort quantitativ bestimmt werden. 

Zunächst wurde die Funktionalität unterschiedlicher Promotoren aus Arabidopsis in 

Pappel untersucht. Hierfür wurde die am Lehrstuhl etablierte Protoplastierung von Ara-

bidopsis für Pappel modifiziert. Es wurden statt 1 % Cellulase 3 % und statt 0,25 % 

Macerozym 0,8 % verwendet (Guo et al. 2012). Der enzymatische Verdau wurde von 

3,5 h auf 4,5 h erhöht.  

Die Pappel Protoplasten wurden mit drei unterschiedlichen Promotorkonstrukten trans-

fiziert. Es handelte sich um die Promotoren der Gene „Responsive to ABA 18“ 

(RAB18), „Homeobox protein 6“ (HB6) und „Responsive to desiccation 29B“ (RD29B). 
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Die Promotorregionen wurden kloniert und die Luciferase dahinter geschalten. Diese 

Konstrukte waren am Lehrstuhl bereits vorhanden. Col-0 Protoplasten wurden mit je-

weils 6 µg Reporterkonstrukt transfiziert und mit und ohne 10 µM ABA für 18 h inku-

biert. 

 

Abb. 2-9 Reporteraktivitäten in Pappel. 
Induktion unterschiedlicher ABA induzierbarer Promotoren in Populus canescens Protoplasten 
in Abwesenheit (weiße Balken) und Anwesenheit (schwarze Balken) von 10 µM exogenem 
ABA. Die Protoplasten wurden jeweils mit 6 µg Reporterkonstrukt transfiziert und für 18 h bei 
21°C inkubiert. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektionen dar 

(MW ± SF). 

 

Abb. 2-9 zeigt eine durch ABA verursachte Induktion der Promotorkonstrukte von 

RAB18 und RD29B. Das pRAB18 Luciferase Konstrukt besaß eine Induktionsrate 

durch 10 µM ABA von 3,2 und das pRD29B::LUC Konstrukt von 16,2. Das pHB6 Pro-

motorkonstrukt war nicht durch ABA induzierbar. 

Während die Aktivität von der RAB18 induzierten Luciferase ohne exogen appliziertem 

ABA gleich zu der von HB6 war, war die des Promotorkonstrukts RD29B um das Drei-

fache höher. Die höhere Luciferaseaktivität ist durch eine erhöhte Proteinmenge und 

auf eine somit höhere Induktion und Expression der Luciferase zurückzuführen. Somit 

konnte gezeigt werden, dass sowohl das pRAB18 und das pRD29B Luciferase Kon-

strukt in der Pappel aktiv und funktional sind. 

Da der RAB18 Promotor auch durch Kälte und Osmotika induzierbar ist, wurde ent-

schieden mit dem ABA-spezifischen RD29B Promotorkonstrukt (Christmann et al. 

2005) alle nachfolgenden Analysen durchzuführen.  
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Um die ideale Induktionsrate in der Pappel zu definieren, wurde das Reporterkonstrukt 

mit unterschiedlichen ABA Konzentrationen induziert (Abb. 2-10). Bis 3 µM ABA war 

ein linearer Anstieg in der Luciferaseaktivität zu erkennen, welcher dann in eine Pla-

teauphase bis 30 µM ABA überging. Für die nachfolgenden Protoplastenanalysen 

wurde eine ABA Konzentration von 10 µM, innerhalb der Plateauphase, gewählt. 

 

Abb. 2-10 Induktionsraten des pRD29B Luciferase Konstrukts in Abhängigkeit von ABA. 
Protoplasten wurden mit 6 µg des Reporterkonstrukts pRD29B::LUC transformiert und für 18 h 
in Anwesenheit unterschiedlicher ABA Konzentrationen inkubiert. Die Induktion der Luciferase 
ohne ABA wurde auf 1 gesetzt und die restlichen Werte darauf normalisiert 
(1 ≙ 5,5 kCPS/RFU). Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektio-

nen dar (MW ± SF). 

 

2.2.3. Transformation und Nachweis von eGFP 

 

Neben der transienten Analyse in Protoplasten wurden auch Pappeln mit dem ABA-

induzierbaren Promotor pRD29B („Responsive to dessication“) aus Arabidopsis mit 

daran konjugiertem GFP transformiert. Positive Transformanten wurden selektiert, in 

Erde überführt und kultiviert. Blätter von drei unabhängigen adulten Linien wurden 

nach gründlicher Wässerung abgetrennt und in 50 µM, bzw. 100 µM ABA inkubiert. 

Die Blätter wurden nach zwei, vier, sechs und acht Stunden mit flüssigem Stickstoff 

schock gefroren, das Gesamtprotein extrahiert, mit Aceton gefällt und über ein SDS-

Gel aufgetrennt. Nach dem Blotten erfolgte der Nachweis von potentiell gebildetem 

eGFP mittels an Meerrettich Peroxidase konjugiertem anti-GFP. Wie aus Abb. 2-11 

hervorgeht, wurde in den Transformationslinien T47b3 und T47b1 das Protein GFP 

durch den ABA-induzierten Promotor pRD29B aus Arabidopsis gebildet. Es konnte 



Ergebnisse 

31 
 

gezeigt werden, dass der Arabidopsis Promotor ebenso in Pappel induzierbar ist. Linie 

47b3 zeigte eine klare zeitabhängige GFP Produktion. Bei 50 µM ABA stieg die Pro-

teinabundanz mit der Zeit von 3,4-facher Menge für t = 6 h bis zur 5,1-fachen Menge 

für t = 8 h deutlich an. Während bei niedriger ABA Konzentration bei zwei und vier 

Stunden noch keine Induktion erfolgte, war das Protein bei 100 µM nach zwei Stunden 

bereits um das doppelte induziert. Bei t = 6 h wurde das eGFP mit der 6,9-fachen 

Menge am höchsten exprimiert, während es zwei Stunden später bereits wieder ab-

nahm (5,1-fache Menge). Für die Linie 47b1 ließ sich keine eindeutige Steigerung des 

GFP Signals mit der Zeit, oder der Erhöhung der ABA-Konzentration erkennen. Deut-

lich war aber die Induktion in allen Fällen im Vergleich zur unbehandelten Pflanze 

(t = 0 h) um das 4,2 bis 12,5-fache. Bei der dritten untersuchten Linie T46 konnte keine 

Induktion festgestellt werden, da bereits bei t = 0 h ein GFP-Signal vorhanden war. Für 

die folgende Analyse der RCAR und PP2C Proteine in Pappel konnte somit der 

pRD29B Promotor aus Arabidopsis verwendet werden.  
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Abb. 2-11 Zeit- und konzentrationsabhängige GFP Induktion. 
Abgetrennte Blätter von den transgenen Pappellinien a) T47b1, b) T47b3 und c) T46 
(pRD29B::eGFP) wurden mit 50 µM, bzw. 100 µM ABA inkubiert. Vor der Auftrennung über 
ein SDS-Gel erfolgte die Extraktion von Gesamtprotein und eine Acetonfällung. Zellextrakte 
wurden geblottet und das GFP mittels HRP-konjugiertem anti-GFP Antikörper nachgewiesen. 
Ein repräsentatives Gel zeigt die Lademengen. Die Induktionsraten für jeden Zeitpunkt und 
Hormonkonzentration sind in der Tabelle angegeben. Intensitäten wurden mit ImageJ be-
stimmt und die GFP Menge auf die Rubisco normalisiert. 
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2.3. Charakterisierung von Pappel RCARs 

 

In Arabidopsis wurde gezeigt, dass die RCARs positive Regulatoren der ABA Signal-

kaskade sind und die ABA Antwort induzieren (Fujii et al. 2009; Ma et al. 2009; 

Szostkiewicz et al. 2010; Fuchs et al. 2014; Tischer et al. 2017). Durch die hohe Kon-

servierung von Pappel und Arabidopsis RCARs liegt die Vermutung nahe, dass auch 

Pappel RCARs dazu in der Lage sind die ABA Antwort zu initiieren bzw. zu verstärken. 

Für diese Analysen wurden Konstrukte generiert, bei denen die jeweiligen Pappel 

RCARs unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven Promotors p35S sind (Odell et al. 

1985; Benfey and Chua 1990). Die Konstrukte wurden in Pappel Protoplasten transient 

exprimiert und die Luciferaseaktivität nach 16 h Inkubation gemessen.  

Wie aus Abb. 2-12 hervorgeht, wurde durch jedes der getesteten Pappel RCARs die 

ABA Antwort stimuliert. In Abwesenheit des Hormons reichte die Aktivierung von zehn-

fach für PcRCAR2 und PcRCAR7 bis zum 25-fachen für PcRCAR4. PcRCAR1 und 

PcRCAR13 zeigten, ähnlich wie PcRCAR4, eine starke Induktion der ABA Antwort. 

Die restlichen getesteten PcRCARs lagen zwischen 10- und 15-fach. In Gegensatz zu 

Arabidopsis ließ sich keine unterschiedliche Tendenz der Initiierung der ABA Antwort 

in den einzelnen Subfamilien erkennen. 

 

Abb. 2-12 Induktion der ABA Antwort durch PcRCARs. 
Ektopische Expression von Pappel RCARs in Pappel Protoplasten a) ohne und b) mit 10 µM 
exogenen ABA. Die Protoplasten wurden mit 6 µg Effektor transfiziert und für 18 h bei 21°C 
inkubiert. Der Leervektor (LV) ohne ABA wurde auf 1 normalisiert (1 ≙ 14,8 kCPS/RFU). Jeder 
Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektionen dar (MW ± SF). 
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Wurde 10 µM ABA zum System gegeben, resultierte dies in einer Steigerung der In-

duktion der ABA Antwort für alle RCARs. Die Aktivität der Luciferase wurde hierbei um 

etwa das doppelte erhöht. PcRCAR13 hingegen induzierte um das 3,5-fache im Ver-

gleich zur Kontrolle ohne ABA, PcRCAR14 sogar um das 4,5-fache. Wie in Arabidopsis 

gezeigt wurde, wirken RCARs der dritten Unterfamilie als Dimere und brauchen höhere 

ABA Konzentrationen um aktivierend zu wirken (Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 

2009a; Dupeux et al. 2011b; Zhang et al. 2012; Tischer et al. 2017). Die bereits hohe 

Induktion der PcRCARs ohne exogen appliziertes ABA kann entweder durch eine hö-

here Sensitivität der Pappel RCARs gegenüber ABA verursacht werden oder durch 

eine eventuell von Grund auf höhere Konzentration von ABA in Pappel Protoplasten. 

Um dieser Frage nachzugehen, wurden zum einen Arabidopsis RCARs in Pappel Pro-

toplasten exprimiert (Abb. 2-13a+b) und zum anderen die homologen Pappel RCARs 

in Arabidopsis Protoplasten (Abb. 2-13c+d). Darüber hinaus wurden die Pappel 

RCARs in Arabidopsis aba2-1 Protoplasten, in denen der endogene ABA-Gehalt er-

niedrigt ist, getestet (Abb. 2-14) und der Abscisinsäuregehalt in den Pappelprotoplas-

ten bestimmt (Abb. 2-15).  

Arabidopsis RCAR9 und RCAR13 konnten mit dem endogenen Hormonlevel der Pap-

pelprotoplasten die ABA Antwort nicht, bzw. nur sehr gering beeinflussen (Abb. 2-13a). 

RCAR1 hingegen induzierte die Luciferase bei 6 µg um das 25-fache im Vergleich zum 

Leervektor (LV). In Gegenwart von 10 µM ABA waren alle Arabidopsis RCARs in der 

Lage die ABA Antwort Dosis-abhängig zu stimulieren (Abb. 2-13b). Auch hier war die 

ABA Antwort durch RCAR1 am höchsten induzierbar (50-fach bei 6 µg).  

Wurden die potentiellen ABA Rezeptoren der Pappel in Arabidopsis Protoplasten ex-

primiert, war zu erkennen, dass bereits mit dem endogenen ABA-Gehalt eine starke 

Induktion der ABA Antwort zu Grunde lag (Abb. 2-13c). Die getesteten Pappel RCARs 

PcRCAR4, PcRCAR9 und PcRCAR13 induzierten das System bis zum 100-, bzw. 

140-fachen, bezogen auf den Leervektor. Auch hier war der Effekt Dosis-abhängig. 

Wurden die Protoplasten in Anwesenheit von 10 µM ABA inkubiert war für PcRCAR13 

eine weitere Induktion auf das 600-fache erkennbar (Abb. 2-13d). Dieser Effekt wurde 

bereits in den Pappel Protoplasten beobachtet (Abb. 2-12). Bei PcRCAR4 hatte das 

exogen applizierte ABA eine geringere additive Wirkung, bei PcRCAR9 kam es zu kei-

ner weiteren Steigerung der ABA Antwort.  
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Abb. 2-13 Heterologe Expression von RCARs. 
a+b) Aktivierung der ABA Induktion mittels Arabidopsis RCARs in Pappel Protoplasten in a ) 

Abwesenheit und b) Anwesenheit von 10 µM ABA (1 ≙ 3,9 kCPS/RFU). c+d) ABA Antwort in 
Arabidopsis Protoplasten durch transiente Expression von Pappel RCARs c) ohne und d) mit 
10 µM ABA (1 ≙ 9,1 kCPS/RFU). Protoplasten wurden mit unterschiedlichen Mengen an Ef-
fektor DNA transfiziert und für 18 h bei 21°C in Abwesenheit und Gegenwart von 10 µM ABA 
inkubiert. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektionen dar (MW 

± SF). 

 

Die Analysen in aba2-1 Protoplasten zeigten die ABA Abhängigkeit der Pappel ABA 

Rezeptoren. Ohne exogen appliziertes ABA war die Induktion der ABA Antwort bei 

bereits ca. 80-fach (Abb. 2-14). PcRCAR7 und die zwei Vertreter der Unterfamilie III 

(PcRCAR13 und PcRCAR14) konnten die ABA Antwort ohne ABA nicht stimulieren. 

Jedes getestete Pappel RCAR, außer PcRCAR9, zeigte eine Induktion der ABA Ant-

wort durch Zugabe von ABA. PcRCAR9, das schon ohne exogenes ABA um 200-fach 
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induzierte, ließ sich nicht mehr steigern. PcRCAR13 und PcRCAR14 waren die Aus-

nahmen, die eine durchschnittlich um sechsfach höhere Induktion nach ABA-Applika-

tion zeigten.  

 

Abb. 2-14 Induktion der ABA Antwort in aba2-1 Protoplasten durch PcRCARs. 
Ektopische Expression von Pappel RCARs in Arabidopsis aba2-1 Protoplasten ohne (weiße 
Balken) und mit (schwarze Balken) 10 µM exogenem ABA. Die Protoplasten wurden mit 5 µg 
Effektor transfiziert und für 18 h bei 21°C inkubiert. Der Leervektor (LV) ohne ABA wurde auf 

1 normalisiert (1 ≙ 3,8 kCPS/RFU). Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger 
Transfektionen dar (MW ± SF). 

 

Bereits durch diese Tests konnte darauf geschlossen werden, dass nicht eine mög-

licherweise erhöhte ABA Grundkonzentration in Pappelprotoplasten an der erhöhten 

Induktion ohne exogen appliziertes ABA verantwortlich war, sondern die erhöhte Sen-

sitivität der Pappel RCARs. 

 

Die Messung des ABA Gehalts in Protoplasten wurde von Frau Dr. Tischer (Lehrstuhl-

mitarbeiterin) durchgeführt. Hierfür wurde eine Methanol-/ Essigsäureextraktion durch-

geführt und der Abscisinsäuregehalt anschließend mittels LCMS analysiert. In den 

Pappel Protoplasten lag kein erhöhtes Hormonlevel vor. Während für Arabidopsis Pro-

toplasten ein ABA-Level von 121,81 ng pro Gramm Protoplasten ermittelt wurde, war 

das der Pappel um fast die Hälfte auf 70,20 ng ABA pro Gramm Protoplasten reduziert. 

Die Abscisinsäurekonzentration lag bei Arabidopsis Col-0 Protoplasten bei 16,6 nM, 
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bei Pappelprotoplasten bei 9,3 nM und bei Arabidopsis aba2-1 Protoplasten bei 1,9 nM 

(Abb. 2-15). 

 

Abb. 2-15 ABA Gehalt in Protoplasten 
a) ABA Gehalt pro Frischgewicht in Arabidopsis Ökytyp Columbia-0, Pappel und Arabidopsis 
aba2-1 Protoplasten. b) ABA Gehalt pro Protoplast. Die Datenpunkte stellen Mittelwerte aus 

drei Wiederholung dar (MW ± SF). 

 

Diese Befunde unterstützten die Annahme, dass die Pappel RCARs eine höhere Akti-

vierungseffizienz besitzen, da sie einerseits sowohl in Pappel, als auch in Arabidopsis 

Protoplasten bereits ohne exogen appliziertes ABA eine starke Induktion aufwiesen 

und andererseits keine erhöhte, sondern eine erniedrigte Hormonkonzentration in Pap-

pelprotoplasten im Vergleich zu Arabidopsis Col-0 vorlag. (Abb. 2-13, Abb. 2-14, Abb. 

2-15). 

 

2.4. Charakterisierung von Pappel Proteinphosphatasen 

 

Im Gegensatz zu den RCARs als positive Regulatoren der ABA Signalkaskade wirken 

die Proteinphosphatasen als negative Regulatoren (Umezawa et al. 2009; Fuchs et al. 

2013). Die PP2Cs inhibieren die Proteinkinasen, was zur Folge hat, dass Transkripti-

onsfaktoren nicht mehr aktiviert werden. Diese binden nicht mehr an ABA induzierba-

ren Promotoren, was zu einem Ausbleiben der Genexpression führt. In Arabidopsis 

wird die Luciferaseexpression des Reporterkonstrukts mit steigenden PP2C Konzent-

ration zunehmend gehemmt. Um die Regulation der Pappel PP2Cs zu untersuchen 

wurden die entsprechenden Gene ebenfalls unter die Kontrolle des Promotors p35S 

kloniert. Die Konstrukte wurden in Pappel Protoplasten exprimiert und die Luciferase-

aktivität gemessen. 
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Für die vier getesteten Pappel Proteinphosphatasen PcPP2CA1, PcPP2CA2, PcHAI2 

und PcAHG2 konnte eine deutliche Inhibierung der Luciferaseaktivität und somit eine 

Hemmung der ABA Antwort nachgewiesen werden. Auffallend war, dass sich die Pap-

pelproteinphosphatasen in ihrer Wirksamkeit nur gering unterschieden. Bereits mit 

0,25 µg Effektor DNA war die ABA Antwort um 40 % blockiert. PcHAI2 hemmte die 

ABA Antwort in dieser Konzentration sogar um 60 %. Wurde die Effektormenge weiter 

erhöht, war die ABA Antwort bei 1 µg mit etwa 80 % maximal gehemmt und eine wei-

tere Erhöhung erfolgte nur noch in der langsamen Reduktion der ABA Antwort. Bei 

5 µg Effektor DNA inhibierten alle Pappelproteinphosphatasen zu 90 % (Abb. 2-16a). 

Es wurden ebenfalls alle neun Arabidopsis PP2Cs auf ihre Funktionalität in Pappel 

Protoplasten untersucht. Hierfür wurden die Pappel Protoplasten mit jeweils 1 µg der 

entsprechenden p35S::PP2C Konstrukte transfiziert. Während die Pappel PP2Cs bei 

5 µg die ABA Antwort auf 10% reduzierten, war dies bei den Arabidopsis PP2Cs be-

reits bei geringerer Effektor DNA (1 µg) möglich. Während HAI1 und PP2CA die Sig-

nalkaskade um 60 %, bzw. 70 % inhibierten, reduzierten die restlichen PP2Cs ABI1, 

ABI2, HAB1, HAB2, HAI3 und AHG1 die ABA Antwort um ca. 80 % (Abb. 2-16b). Die 

Inhibierung durch Arabidopsis PP2Cs in Pappel war vergleichsweise effektiver. Es 

zeigte sich, dass durch die hohe Konservierung dieser Proteine eine ähnliche, negative 

Regulation in der Signalkaskade ausgeübt wurde. 
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Abb. 2-16 Regulation der ABA Antwort durch PP2Cs. 
a) Inhibierung der ABA Antwort durch steigende Konzentrationen verschiedener Pappel 
PP2Cs in Pappel Protoplasten in Gegenwart von 10 µM exogenem ABA (1 ≙ 2,7 kCPS/RFU). 
b) Hemmung der ABA Signalkaskade in Pappel Protoplasten durch Arabidopsis PP2Cs. Der 
Leervektor (LV) in Gegenwart von 10 µM ABA wurde auf 1 gesetzt (1 ≙ 18,8 kCPS/RFU). 
Protoplasten wurden mit unterschiedlichen Mengen an PP2C Effektor DNA transfiziert und für 
18 h bei 21°C in Anwesenheit von 10 µM ABA inkubiert. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert 
dreier unabhängiger Transfektionen dar (MW ± SF). 
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2.5. Speziesübergreifende Rezeptorinteraktionen  

 

Die bisherigen Analysen zeigten nicht nur eine hohe strukturelle Konservierung von 

ABA Rezeptoren und Ko-Rezeptoren, sondern auch eine funktionale Konservierung 

der Proteine zwischen den Spezies Arabidopsis und Populus. Wenn Komponenten der 

Arabidopsis ABA Signalkaskade in Pappel aktiv sind und umgekehrt, so müssen Pap-

pel RCARs auch in der Lage sein, Arabidopsis PP2Cs zu regulieren. Um dies zu über-

prüfen, wurden die entsprechenden Proteine zunächst in einem Hefe-zwei-Hybrid-Sys-

tem Versuch analysiert (Fields et al. 1993).  

Hierfür wurden die Protein kodierenden Sequenzen in die Vektoren pGAD424 und 

pBridge eines Galaktose Metabolismus 4 (GAL4) Transkriptionsfaktor basierenden 

2-Hybrid Systems kloniert (Bai and Elledge 1996). Die generierten Konstrukte enko-

dieren die GAL4 Transkriptionsfaktor Aktivierungsdomäne (AD) mit den Arabidopsis 

Phosphatasen (pGAD), bzw. die GAL4 Transkriptionsfaktor DNA Bindedomäne (BD) 

mit den Pappel RCARs (pBridge). Plasmid DNA aus Bakterien wurde sequenziert und 

die AD- und BD-Konstrukte wurden schließlich in den Hefestamm AH109 transformiert 

(James et al. 1996). Doppeltransformationen wurden auf die Reporteraktivierung un-

tersucht. Die Selektion der positiv transformierten Zellen erfolgte mittels Leu und Trp 

Autotrophiegenen, welche auf den Plasmiden pGAD und pBridge kodiert sind. Wenn 

die zu testenden Proteine miteinander interagieren, wird ein funktionaler GAL4 Tran-

skriptionsfaktor exprimiert, welcher Reportergene aktiviert (Gietz et al. 1997). Die In-

duktion des Reportergens Histidin (HIS), das für die Histidinsynthese benötigt wird, 

erlaubt den Zellen auf Medium ohne Histidin zu wachsen. Kombinationen, die nicht 

interagieren, können auf dreifach Selektionsmedium (-L/ -W/ -H) nicht wachsen. Da 

ABA einen stabilisierenden Effekt auf manche RCAR-PP2C Kombinationen hat, wurde 

das Experiment mit und ohne Hormonzusatz im Medium durchgeführt (Park et al. 

2009). Es wurden die elf Pappel RCAR-BD Konstrukte gegen die neun Arabidopsis 

PP2C-AD Konstrukte getestet. 

Abb. 2-17 zeigt die Interaktionen von den Pappel RCARs mit den Arabidopsis PP2Cs. 

Die Phosphatasen HAB2 und HAI1 zeigten mit keinem der getesteten PcRCARs eine 

Interaktion. Die restlichen PP2Cs, ausgenommen AHG1, konnten mit allen PcRCARs 

interagieren, wenn auch nur in Anwesenheit von 30 µM ABA. Die ABA abhängige In-

teraktion war vor allem in Unterfamilie III (PcRCAR13 und PcRCAR14) ausgeprägt, da 

sie mit den Phosphatasen ausschließlich in Gegenwart des Hormons interagierten. Die 
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Hypothese, dass RCARs der dritten Unterfamilie als Dimere agieren und eine höhere 

ABA Konzentration benötigen, konnte auch hier für die Pappel RCARs bestätigt wer-

den (Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b; Zhang et al. 

2012). Andere PcRCARs, wie PcRCAR5, PcRCAR7, PcRCAR8, PcRCAR9 und 

PcRCAR10 konnten teilweise mit, aber auch ohne ABA mit entsprechenden PP2Cs 

interagieren. Im Gegensatz zu Unterfamilie III interagierten die Rezeptoren der Unter-

familie I bereits ohne exogen appliziertes ABA mit den PP2Cs. AHG1 stellte eine Aus-

nahme dar. AHG1 reagierte nur mit vier der elf getesteten PcRCARs und auch nur in 

Anwesenheit von ABA. Die stabilisierende Wirkung von Abscisinsäure auf den Rezep-

tor-Ko-Rezeptor Komplex konnte hiermit ebenfalls bestätigt werden (Park et al. 2009).  

Es konnte gezeigt werden, dass Rezeptorkomplexe aus Proteinen unterschiedlicher 

Spezies gebildet werden können und diese physikalisch in Hefe interagieren.  

 

Abb. 2-17 Interaktionen zwischen Pappel RCARs und Arabidopsis PP2Cs. 
Pappel PcRCAR-BD Fusionskonstrukte wurden mit Arabidopsis PP2C-AD Fusionskonstruk-
ten zusammen in Hefezellen exprimiert. Interaktionen wurden auf Selektionsmedium ohne His-
tidin, mit (+ ABA) oder ohne (- ABA) 30 µM ABA bestimmt (blau = Interaktion, orange = keine 
Interaktion, weiß = konnte nicht kloniert werden). 
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Da die Interaktion von Pappel RCARs mit Arabidopsis PP2Cs in Hefe bestätigt wurde 

stellte sich die Frage, ob die ABA Rezeptoren aus Pappel die artfremden Phosphata-

sen auch funktional inhibieren können. Hierfür wurden die Protein-kodierenden Se-

quenzen in die Plasmide pQE30, bzw. pQE70 kloniert. Die Proteine wurden heterolog 

in Escherichia coli exprimiert. Die Aufreinigung erfolgte über den im Plasmid vorhan-

denen Hexa-Histidin-Tag. Tabelle 2-1 stellt eine Auflistung der verwendeten Proteine 

dar. Die Konzentrationsbestimmung von Proteinausbeute pro ml Medium erfolgte über 

eine optische Konzentrationsabschätzung (Abb. 2-18). 

 

Tabelle 2-1 Konstrukte zur heterologen Expression 

Gen 
Größe 

[kDa] 
Plasmid E.coli Stamm 

Ausbeute pro  

500 ml TB 

PcRCAR4 21,1 pQE30 M15 0,9 mg 

PcRCAR9 24,4 pQE30 Rosetta pLYS 0,6 mg 

PcRCAR13 21,1 pQE30 M15 1,0 mg 

PcPP2CA2 43,0 pQE70 Rosetta pLYS 0,25 mg 

ABI2 46,3 pQE70 Rosetta pLYS 0,5 mg 

 

 

Abb. 2-18 Aufgereinigte Proteine. 
Proteinmuster von unterschiedlichen ABA Rezeptorproteinen nach SDS-PAGE und Coomas-
sie-Brillantblau-Färbung. Die Aufreinigung der Pappel ABA Rezeptoren zeigten erwartete Pro-
teinbanden zwischen 20 kDa und 25 kDa, die der Ko-Rezeptoren Banden zwischen 40 kDa 
und 50 kDa. 
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Die Inhibierung der Phosphataseaktivität wird durch die Bildung eines ternären Kom-

plexes aus Rezeptor (RCAR), Ko-Rezeptor (PP2C) und dem Hormon (ABA) verur-

sacht. Der ABA Rezeptor verdrängt die Proteinkinasen am aktiven Zentrum der Pro-

teinphosphatase, was durch das RCAR-gebundene ABA stabilisiert wird. Diese Kom-

plexbildung ist bei hohen Hormonkonzentration eine Reaktion erster Ordnung. Die 

Konzentrationen und Stöchiometrie von RCAR und PP2C beeinflussen somit die Inhi-

bierung und den IC50 Wert für ABA (Szostkiewicz et al. 2010; Kepka et al. 2011). 

Neben der arteigenen Proteinphosphatase PcPP2CA2 wurde auch die Arabidopsis 

Proteinphosphatase ABI2 getestet. Die eingesetzte Konzentration beider PP2Cs lag 

bei ca. 50 nM, die der RCARs um das doppelte. Gemessen wird die Umsetzung von 

4-Methylumbelliferyl-Phosphat (4-MUP) zu 4-Methylumbelliferon (4-MU), welches 

durch seine Fluoreszenz auf die Umsatzrate der Phosphatase schließen lässt. Durch 

steigende Konzentrationen an ABA wird mehr Phosphatase im ternären Komplex ge-

bunden, was zu einer Aktivitätsabnahme der Phosphatase und der Reduzierung des 

Umsatzes an 4-MUP führt.   

Die Arabidopsis Proteinphosphatase ABI2 wurde effektiv im sub-mikromolaren Bereich 

von ABA durch die Pappel PcRCARs inhibiert. Die IC50-Werte reichen von 

371 ± 19,2 nM für PcRCR9 und 409 ± 30 nM für PcRCAR13 bis 491 ± 110 nM für 

PcRCAR4. Die arteigene Pappelproteinphosphatase PcPP2CA2 wurde durch die 

PcRCARs effizienter gehemmt. Die IC50-Werte liegen hier bei 45 ± 4,8 nM für 

PcRCAR9, 113 ± 24,5 nM für PcRCAR4 und 220 ± 28,2 nM für PcRCAR13 (Abb. 2-19). 
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Abb. 2-19 Inhibierung der Phosphataseaktiviät durch RCARs 
Pappel PcRCAR4, PcRCAR9 und PcRCAR13 vermittelte Inhibierung von Arabidopsis ABI2 
(a) und Pappel PcPP2CA2 (b) in Abhängigkeit von ABA. Die Proteinphosphatasen hatten eine 
spezifische enzymatische Aktivität von 3 nkat/ mg ABI2 und 2 nkat/ mg PcPP2CA2. Die PP2Cs 
wurden in einer Konzentration von 50 nM mit doppelten Überschuss von RCARs inkubiert. c) 
Die IC50 Werte wurden mit der Software Origin ermittelt. 

 

Die in vitro Daten konnten die vorhandenen Interaktionen der Proteinrezeptoren von 

Pappel und Arabidopsis in Hefe bestätigen. Die getesteten Pappel RCARs konnten die 

Pappel PP2Cs im submikromolaren Bereich regulieren. Durch die hohe Konservierung 

waren sie ebenfalls dazu in der Lage, nicht nur mit den artfremden Arabidopsis PP2Cs 

zu interagieren, sondern diese auch zu inhibieren. 

 

2.6. Regulatorische Kombinationen des Holorezeptorkomplexes 

 

Bisher konnte gezeigt werden, dass sowohl die Pappel PP2Cs als negative Regulato-

ren der ABA Signalkaskade dienen, als auch von den Pappel RCARs reguliert werden 

können. Um dies in vivo nachzuweisen, wurde wieder das Protoplastensystem ver-

wendet. Die Protoplasten wurden mit Proteinphosphatasen und RCARs ko-transfiziert. 

Wenn ein bestimmtes ko-exprimiertes RCAR die Proteinphosphatase reguliert, resul-

tiert dies in einer Aufhebung der inhibierenden Wirkung der PP2C. Die ABA Antwort 

wird sozusagen wiederhergestellt oder „gerettet“.  Die ABA Antwort in Gegenwart von 

RCAR ohne PP2C Expression fungiert hierbei als Referenzwert. 
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Pappel und Arabidopsis Protoplasten wurden mit den Proteinphosphatasen PcAHG2, 

bzw. PcHAI2 transfiziert (Abb. 2-20). Mit zunehmender Konzentration an Phosphatase 

wurde, wie bereits gezeigt, die ABA Antwort gehemmt. Wurden die Protoplasten zu-

sätzlich mit PcRCAR4 (Abb. 2-20a+c), bzw. PcRCAR13 (Abb. 2-20b+d) ko-transfiziert, 

wurde die inhibierende Wirkung der Proteinphosphatase aufgehoben bzw. verzögert. 

Bei 100 ng PcAHG2 Effektor DNA war die ABA Antwort in Pappelprotoplasten auf ca. 

60 %  Restaktivität inhibiert (Abb. 2-20a). Wurde PcRCAR4 ko-exprimiert, stieg die 

ABA Antwort um das doppelte des Anfangswertes ohne Phosphatase an, bevor die 

inhibierende Wirkung der Phosphatase aufgrund steigender Konzentrationen die posi-

tive Wirkung des RCARs dominierte. In Arabidopsis Protoplasten kam es zu einer 

1,7-fachen Induktion der ABA Antwort durch PcRCAR4 bei 90 % Inhibierung durch 

PcAHG2 (Abb. 2-20c). Ein vergleichbarer Effekt lag bei der Proteinphosphatase 

PcHAI2 vor. Die hemmende Wirkung konnte durch PcRCAR13 erfolgreich um das 

1,3-fache für Pappel Protoplasten (Abb. 2-20b) bzw. um über das zweifache für Ara-

bidopsis Protoplasten (Abb. 2-20d) aufgehoben werden. Die ABA-Antwort wurde in 

jedem Fall durch Ko-expression der jeweiligen Phosphatase weiter durch das RCAR 

stimuliert. Der Pappel Proteinkomplex war also in Pappel und Arabidopsis funktional 

und beide Proteine mussten spezifisch miteinander interagieren um diese Wirkung zu 

vermitteln.  
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Abb. 2-20 RCAR-abhängige Regulierung von Pappel PP2Cs. 
Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression durch ektopische Expression von Pappel 
PcAHG2 (a + c) und PcHAI2 (b + d) mit und ohne Pappel PcRCAR4 (a + c) und PcRCAR13 
(b + d). Die Reporterexpression ohne PcAHG2 war 20,2 kCPS/RFU für Pappel Protoplasten 
ohne PcRCAR4 und 27,7 kCPS/RFU mit PcRCAR4 für Arabidopsis Protoplasten 975,2 
kCPS/RFU und 3685,8 kCPS/RFU. Beide Werte wurden auf 1 gesetzt. Reporterexpression 
ohne PcHAI2 war für Pappel Protoplasten 43,8 kCPS/RFU ohne PcRCAR13 und 100,7 
kCPS/RFU mit PcRCAR13, für Arabidopsis Protoplasten 678,8 kCPS/RFU und 5175,9 
kCPS/RFU (MW ± SF).  

 

Es wurde gezeigt, dass die Pappel ABA Rezeptoren sowohl in Pappel, als auch in 

Arabidopsis Protoplasten ihre Ko-Rezeptoren regulieren können. Im nachfolgenden 

Versuch wurde gezeigt, dass die Pappel RCARs auch dazu in der Lage sind, die spe-

zies-fremden Arabidopsis Ko-Rezeptoren zu regulieren. Hierfür wurde die ABA Ant-

wort in Arabidopsis Protoplasten durch die Proteinphosphatasen ABI1, bzw. PP2CA 

um 90 % gehemmt. Die Protoplasten wurden mit unterschiedlichen Mengen an Pap-

pel-RCAR DNA ko-transfiziert. Mit zunehmender Menge des RCAR Effektors wurde 

die ABA Antwort induziert. PcRCAR3 induzierte die ABA Antwort bei 10 µg um das 

600-fache für ABI1-gehemmte Protoplasten und um das 170-fache für PP2CA-ge-

hemmte. PcRCAR9 hingegen induzierte die Protoplasten bis über das 1000-fache bei 
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ABI1 und um über das 500-fache bei PP2CA. PcRCAR4 liegt in beiden Fällen dazwi-

schen. 

 

Abb. 2-21 RCAR-abhängige Regulierung von Arabidopsis PP2Cs. 
Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression durch ektopische Expression von a) 
0,3 µg Arabidopsis ABI1 und b) 0,3 µg PP2CA auf ca. 10% Restaktivität in Col-0 Protolasten 
mit Ko-Transfektion von Pappel PcRCAR3, PcRCAR4 und PcRCAR9. Die Reporterexpression 
ohne PcRCAR war 72 kCPS/RFU für ABI1 und 51 kCPS/RFU für PP2CA (MW ± SF).  

 

Die Genome von Arabidopsis und Pappel kodieren beide für 14 ABA Rezeptoren und 

neun Ko-Rezeptoren. Werden die RCARs mit den Proteinphosphatasen kombiniert, 

ergeben sich insgesamt 126 Möglichkeiten. Um mögliche regulatorische Kombinatio-

nen zwischen Pappel RCARs und PP2Cs zu identifizieren, wurde die ABA Antwort 

durch unterschiedliche PP2Cs in aba2-1 Protoplasten um ca. 90 % inhibiert und mit 

5 µg PcRCAR Effektor ko-transfiziert (Abb. 2-22).  

Bei den meisten Proteinphosphatasen konnte die ABA Antwort am stärksten in Abwe-

senheit von ABA durch PcRCARs der Unterfamilie I (PcRCAR1 - PcRCAR6) induziert 

werden (Abb. 2-22a). PcPP2CA1 wurde um bis das 150-fache für PcRCAR2, 

PcPP2CA2 um das 73-fache für PcRCAR3 und PcHAI2 um das 34-fache für PcRCAR2 

induziert werden. Die Proteinphosphatase PcHAB1 hatte ein umgekehrtes Muster zur 

Selektivität der einzelnen Unterfamilien. Die inhibierte ABA Antwort konnte hier am 

effektivsten durch PcRCAR13 und PcRCAR14, also Mitglieder der Unterfamilie III, um 

das 131-fache, bzw. 122-fache aktiviert werden. PcAHG2 stellte mit maximaler Induk-

tion, von 28 für PcRCAR1, die am schwächsten induzierbare Phosphatase dar. Deren 

inhibierende Wirkung konnte durch PcRCAR5, PcRCAR7 und PcRCAR14 nicht auf-

gehoben werden. Ebenso konnte PcHAI2 ohne das Hormon nicht mit PcRCAR9 und 
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PcRCAR13 reguliert werden. PcRCAR13 war ebenso nicht in der Lage die ABA Ant-

wort in mit PcPP2CA2 gehemmten Protoplasten wiederherzustellen. PcHAB1 und 

PcPP2CA1 waren die Proteinphosphatasen, die mit den meisten PcRCARs reagierten, 

während PcHAI2 und PcAHG2 ohne Hormon nur kaum die ABA Antwort mit den 

PcRCARs wiederherstellten. Im Vergleich zu PcRCAR5, welches die ABA Antwort 

durchschnittlich um das 15-fache aktivierte, war PcRCAR8 in der Lage die ABA Ant-

wort um das 78-fache zu aktivieren.  

Für den Versuch in Gegenwart von 10 µM ABA verschob sich die Selektivität hin zu 

Unterfamilie III (Abb. 2-22b). Bei allen Phosphatasen, bis auf PcAHG2, waren die 

PcRCARs 13 und 14 die wirksamsten PcRCARs in der Wiederherstellung und Aktivie-

rung der ABA Antwort. Die stärkste Interaktion fand von PcRCAR14 mit PcHAB1 statt. 

So induzierte diese Kombination das System um das 687-fache. PcPP2CA1 wurde 

von PcRCAR13 und PcRCAR14 um das 514-fache, bzw. das 587-fache induziert. 

PcPP2CA2 und PcHAI2 wurden um das 200- bis 400-fache durch die beiden 

PcRCARs reguliert. Während bei PcPP2CA1 und PcHAB1 die Interaktionsstärke von 

Unterfamilie III über II zu I stetig abnahm, gab es bei PcPP2CA2 keinen Unterschied 

zwischen den PcRCARs der Unterfamilie I und II. PcHAI2 wurde nach Unterfamilie III 

PcRCARs stärker durch die der Unterfamilie I reguliert. PcAHG2, wieder die am we-

nigsten interagierende Phosphatase, wurde am stärksten durch PcRCARs der Unter-

familie I induziert. Hier aktivierte PcRCAR4 am effektivsten um das 84-fache, 

PcRCAR10 der Unterfamilie II um das 21-fache und PCRCAR14 lediglich um das 4-

fache. Wie auch ohne Hormonzugabe reagierten PcPP2CA1 und PcHAI2 am stärksten 

mit den PcRCARs. Während PcRCAR8 ohne Hormonzugabe das am effektivsten ak-

tivierende PcRCAR war, war es in Anwesenheit von ABA mit 42-facher Induktion das 

schwächste. Stärkster Vertreter hier war PcRCAR14 mit einer durchschnittlichen In-

duktionsrate von 403, gefolgt von PcRCAR13 mit 325 (Abb. 2-22b). 

Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass die Kombinationen der RCAR-PP2C Re-

gulationen in Pappel sowohl sehr selektiv, als auch sehr flexibel und kompatibel waren. 

Neben der Interaktion von RCARs und PP2Cs stellte sich ebenfalls die Frage, ob statt 

ABA als Ligand, die RCARs auch durch andere natürlich vorkommende Liganden in-

duziert werden können. Hierfür wurde das Modellsystem Marchantia polymorpha ver-

wendet, da es neben ABA auch Lunularsäure besitzt, was ähnliche physiologische 

Prozesse wie ABA auslöst. 
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Abb. 2-22 Regulation der ABA Antwort durch unterschiedliche ABA Rezeptor-Ko-Re-
zeptor Kombinationen. 
Die Analyse wurde in a) Abwesenheit und b) Anwesenheit von 10 µM ABA in aba2-1 Protop-
lasten durchgeführt. Die ABA Antwort wurde mit unterschiedlichen PcPP2Cs um ca. 90% in-
hibiert. Die Zellen wurden mit 5 µg Effektor PcRCAR DNA ko-transfiziert. Die Reporterexpres-
sion von PP2C mit ko-exprimierten Leervektor wurde auf 1 gesetzt. Induktionsraten von ABA 
ohne PcRCAR waren 12,1 für PcPP2CA1, 7,8 für PcPP2CA2, 4,3 für PcHAI2, 15,0 für PcHAB1 
und 1,8 für PcAHG2. 
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2.7. ABA Rezeptoren von Marchantia polymorpha 

 

Es wurde bisher gezeigt, dass die homologen Pappel RCARs und PP2Cs mit ABA 

einen Komplex eingehen konnten und die ABA-Antwort auslösten. Im Modellsystem 

Marchantia polymorpha wurden fünf potentielle ABA Rezeptoren und zwei Protein-

phosphatasen des Typs 2C identifiziert (Tougane et al. 2010; Bowman et al. 2017). 

Auch hier sind die wichtigen Aminosäuren der GATE- und LATCH-Domänen zum 

Großteil konserviert (Abb. 2-23). MpRCAR5 stellt mit der Abwesenheit der GATE-Do-

mäne eine Ausnahme dar. Die LATCH-Domäne ist bei MpRCAR2 und MpRCAR3 mit 

einem Aminosäureaustausch von Histidin nach Asparagin, bzw. Leucin nach Cystein 

modifiziert. Während die Größe von MpRCAR1, MpRCAR2 und MpRCAR4 mit ca. 200 

Aminosäuren den Arabidopsis und Pappel RCARs ähnelt, nimmt auch MpRCAR3 mit 

verlängertem C-Terminus und 370 Aminosäuren eine Sonderstellung ein.  

 

Abb. 2-23 GATE und LATCH Domäne bei Marchantia polymorpha 
Ausschnitt des Proteinalignments von Arabidopsis RCAR1 und Marchantia RCAR1-5. Die 
GATE (Aminosäuren SGLPA) und LATCH (Aminosäuren HRL) sind farbig gekennzeichnet. 
Die Zahlen geben die Position der ersten gezeigten Aminosäure im Protein an. 

 

Um zunächst die Funktion der MpRCARs als potentielle ABA Rezeptoren in vivo zu 

testen, wurden die Marchantia Proteine in Arabidopsisprotoplasten exprimiert um eine 

Veränderung der ABA-Antwort zu überprüfen. Hierfür wurden Col-0 Protoplasten mit 

3 µg MpRCAR Effektor DNA transfiziert und die ABA Induktion mittels Luciferaseakti-

vität bestimmt. Es konnte bei den getesteten MpRCAR1 bis MpRCAR4, bis auf 

MpRCAR3, eine Induktion der ABA Antwort von 150-fach für MpRCAR4 bis 200-fach 

für MpRCAR1 beobachtet werden (Abb. 2-24). MpRCAR1 war bereits ohne exogen 

appliziertes ABA um das 100-fache induziert. Die Induktionen der ABA Antwort in vivo 

stehen in Einklang mit der in vitro ABA Rezeptor-Funktion der Marchantia RCARs 

(Wunschel 2017). 
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Abb. 2-24 Induktion der ABA Antwort durch Marchantia RCARs. 
Ektopische Expression von Marchantia RCARs in Arabidopsis Col-0 Protoplasten ohne und 
mit 10 µM exogenem ABA. Die Protoplasten wurden mit 3 µg Effektor transfiziert und für 18 h 
bei 21°C inkubiert. Der Leervektor (LV) ohne ABA wurde auf 1 normalisiert 
(1 ≙ 2,9 kCPS/RFU). Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektio-

nen dar (MW ± SF). 

 

Das Lebermoos Marchantia polymorpha besitzt neben Abscisinsäure auch Lunular-

säure (LA). Untersuchungen im Lebermoos Lunaria cruciata zeigten, dass LA ebenso 

wie ABA eine Rolle in der Dormanz besitzt. So konnten die Thalli des Lebermooses 

Lunaria cruciata für mehrere Jahre Luft getrocknet konserviert werden, ohne dass das 

nachfolgende Wachstum beeinträchtigt wurde. Als Signal, welches für die Induktion 

der Dormanz verantwortlich ist, wurde LA identifiziert (Valio et al. 1969). LA zeigt ne-

ben der biologischen Aktivität, ähnlich zu ABA, auch chemische Ähnlichkeiten auf 

(Abb. 2-25). Im nachfolgenden wurde getestet, ob LA die ABA-Antwort über RCARs 

induzieren kann. Hierfür wurden Protoplasten zunächst mit Arabidopsis und den Mar-

chantia RCARs transfiziert und in Gegenwart von LA inkubiert. Wie aus Abb. 2-25 her-

vorgeht, hatte LA auf die Induktion der ABA Antwort in Gegenwart von Arabidopsis 

RCARs keinen positiven Effekt. Bei manchen RCARs wurde die ABA Antwort durch 

die LA im Vergleich zur Kontrolle inhibiert. Anders war die Lage bei Marchantia Re-

zeptoren. Die ABA Antwort wurde spezifisch durch MpRCAR2 und 50 µM LA um das 

30-fache induziert, während die anderen Marchantia RCARs keine Induktion der ABA 

Antwort mittels LA zeigten. 
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Abb. 2-25 Auswirkungen auf die ABA Antwort durch Lunularsäure und ABA Rezepto-
rexpression von Arabidopsis und Marchantia. 
Arabidopsis aba2-1 Protoplasten wurden mit 1 µg Arabidopsis, bzw. Marchantia RCARs trans-
fiziert. Die Induktion der ABA Antwort wurde nach 18 h in Ab- und Anwesenheit von 50 µM LA 

gemessen. Der Leervektor (-) ohne LA wurde auf 1 normalisiert (1 ≙ 4,4 kCPS/RFU). Jeder 
Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektionen dar (MW ± SF). 

 

Es stellte sich weiter die Frage, ob das regulatorische Protein MpRCAR2 konzentrati-

ons- und ligandenabhängig die ABA Antwort aktiviert. Hierfür wurden Arabidopsis Pro-

toplasten zum einen mit steigender MpRCAR2 Effektormenge transfiziert, zum ande-

ren wurde bei gleichbleibender Effektormenge der Ligand LA titriert. Abb. 2-26 zeigt 

klar, dass die ABA Antwort durch steigende Effektormengen bei gleichbleibender Kon-

zentration von 50 µM LA aktiviert wurde. So wurde die ABA Antwort um bis über das 

150-fache durch MpRCAR2 in Anwesenheit von LA induziert, bezogen auf die Trans-

fektion ohne MpRCAR2 (Abb. 2-26a). Außerdem lag eine Liganden-abhängige Stimu-

lation der ABA Antwort vor. Bis zu 1 µM LA konnte keine Induktion der ABA Antwort in 

aba2-1 Protoplasten festgestellt werden. Ab 3 µM LA kam es zur Induktion der ABA 

Antwort, welche sich ab 10 µM und einer zwölffachen Induktion, bezogen auf die 

Transfektion ohne LA, nicht weiter steigern ließ (Abb. 2-26b). 
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Abb. 2-26 Abhängigkeit der LA-aktivierten ABA Antwort durch MpRCAR2 und LA 
(a) Arabidopsis aba2-1 Protoplasten wurden mit steigender MpRCAR2 Effektormenge in Ab- 
und Anwesenheit von 50 µM LA transfiziert. (b) Induktion des ABA responsiven Promotors 
pRD29B durch Transfektion von 1 µg MpRCAR2 in Abhängigkeit unterschiedlicher LA Kon-
zentrationen. Inkubiert wurden die Protoplasten für 18 h bei 21°C. Der Transfektionsansatz 
ohne MpRCAR2 Effektor, bzw. ohne LA wurde auf 1 normalisiert (1 ≙ 5,0 kCPS/RFU für a und 

1 ≙ 15,9 kCPS/RFU für b). Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Trans-
fektionen dar (MW ± SF). 

 

Da MpRCAR2 neben ABA auch durch LA reguliert wurde, lag die Vermutung nahe, 

dass auch Proteinphosphatasen durch den MpRCAR2-LA-Komplex reguliert werden 

können. Um dies zu überprüfen wurde wie in Abb. 2-22, die ABA Antwort durch unter-

schiedliche Arabidopsis PP2Cs inhibiert und mit MpRCAR2, bzw. MpRCAR1 als Ne-

gativkontrolle ko-transfiziert, und mit LA inkubiert. Sollte ein ternärer Komplex aus LA, 

MpRCAR2 und PP2C gebildet werden können und die Aktivität der Proteinphospha-

tase inhibiert werden, sollte dies in einer Induktion der ABA Antwort resultieren. Aus 

Abb. 2-27 geht hervor, dass MpRCAR2 die Marchantia Proteinphosphatase MpABI1 

in Gegenwart von LA regulierte und dadurch die ABA Antwort induzierte. Es konnten 

auch einige Arabidopsis PP2Cs durch MpRCAR2 in Abhängigkeit von LA reguliert wer-

den. AHG1, HAI2 und HAB1 wurden nicht durch MpRCAR2 inhibiert. Die besten Inter-

aktionspartner von MpRCAR2 waren HAB2 mit einer Induktion der ABA Antwort um 

das 25-fache, gefolgt von PP2CA (17-fach) und HAI2 (14-fach). HAI1, ABI1 und ABI2 

konnten die ABA Antwort durch MpRCAR2 und LA um das Achtfache induzieren. 

 



Ergebnisse 

54 
 

 

Abb. 2-27 Regulation der PP2Cs durch Marchantia ABA Rezeptoren und LA 
Arabidopsis aba2-1 Protoplasten wurden mit unterschiedlichen Proteinphosphatasen trans-
fiziert, um die ABA Antwort auf ca. 10 % Restaktivität zu inhibieren. Die Protoplasten wurden 
mit MpRCAR1 und MpRCAR2 ko-transfiziert und in Gegenwart von 50 µM LA inkubiert. Ein-
lage: die PP2CA inhibierte ABA Antwort (10 µM ABA) wurde durch Ko-Expression von 
MpRCAR2 und LA aufgehoben. Die Zahlen auf den Balken repräsentieren die Werte der je-
weiligen Induktion. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert dreier unabhängiger Transfektionen 
dar (MW ± SF). 

 

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass das Lebermoos Marchantia 

polymorpha funktionale ABA Rezeptoren besitzt. Darüber hinaus konnte ein ABA Re-

zeptor, MpRCAR2 auch über LA Proteinphosphatasen regulieren. Diese Regulation 

durch LA war ausschließlich für MpRCAR2 zu beobachten, was die Frage aufwarf, 

weshalb die nahen homologen Proteine nicht durch LA induzierbar waren. Werden die 

Aminosäuren der Bindetasche für ABA, bzw. LA näher betrachtet ist größtenteils eine 

Übereinstimmung von den Arabidopsis und Marchantia Proteinen zu beobachten. Eine 

Ausnahme von MpRCAR2 stellt ein Histidin (Position 187) dar, welches bei den Mar-

chantia und Arabidopsis Homologen ein Asparagin bildet. Des Weiteren ist das Histidin 

der LATCH-Domäne (Position 134) exklusiv in MpRCAR2 durch ein Asparagin substi-

tuiert (Abb. 2-23). Außerdem könnte ein Phenylalanin, in MpRCAR2 durch Valin (Po-

sition 179) ersetzt, eine Rolle bei der Bindung von LA aufweisen. Um zu testen, ob 

diese Aminosäuren Auswirkungen auf die Induktion von MpRCAR2 durch LA haben, 

wurden Einzel- und Doppelvarianten erzeugt und in Protoplasten getestet. Wie Abb. 

2-28 zeigt, unterschied sich die Reporterinduktion durch die Einzelvariante H187N im 

Vergleich zum Wildtyp MpRCAR2-Konstrukt. Während das Wildtyp Konstrukt die ABA-
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Antwort um das 170-fache induzierte, war die Induktion bei der Variante H187N auf 

das 125-fache herabgesetzt. Die Doppelvarianten zeigten ein deutliches Bild. Beide 

Konstrukte konnten die ABA Antwort nicht mehr durch LA induzieren. Gleichzeitig war 

die Grundinduktion ohne LA verändert und führte zu einer verstärkten Aktivierung der 

ABA Antwort. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die untersuchten Amino-

säuren einen entscheidenden Einfluss auf die Ligandenspezifität und Aktivierung der 

ABA Antwort über MpRCAR2 nehmen. 

 

Abb. 2-28 Induktion der ABA Antwort durch MpRCAR2 Varianten 
Arabidopsis aba2-1 Protoplasten wurden mit 5 µg MpRCAR2 Effektorkonstrukt und unter-
schiedlichen MpRCAR2 Varianten transfiziert. Die Inkubation erfolgte für 18 h bei 21°C mit und 
ohne 50 µM LA. Der Leervektor (LV) ohne LA wurde auf 1 gesetzt. Jeder Datenpunkt stellt den 

Mittelwert dreier unabhängiger Transfektionen dar (MW ± SF). 
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2.8. Physiologische Rolle der Pappel PcRCARs 

2.8.1. Keimung 

 

Abscisinsäure besitzt bei der Samenentwicklung, Einleitung und Aufrechterhaltung der 

Dormanz eine wichtige Rolle (Zeevaart and Creelman 1988; Bewley 1997; Holdsworth 

et al. 1999). Das Modellsystem Arabidopsis mit dessen kurzem Generationszyklus bie-

tet im Vergleich zur Pappel große Vorteile. Das leichte Einbringen von Fremd-DNA 

über die Blüte wurde genutzt, um ABA Rezeptoren der Pappel stabil ins Arabidopsis-

genom zu integrieren. So konnten Pappel RCARs und deren biologische Relevanz in 

der Samenkeimung in Arabidopsis näher untersucht werden. Die ersten Versuche mit 

Arabidopsis RCARs und deren Auswirkung auf die Samenkeimung zeigten für die 

Überexpression von RCAR1 und RCAR8 eine hypersensitive Reaktion auf ABA relativ 

zum Wildtyp (Ma et al. 2009; Santiago et al. 2009b). Auch für die restlichen RCARs 

wurde bei ektopischer Expression eine ABA-Hypersensitivität in der Samenkeimung 

relativ zum Wildtyp nachgewiesen (Yang et al. 2016). 

Für die nachfolgenden Versuche wurden Arabidopsis thaliana Ökotyp Columbia 

(Col-0) Pflanzen mit unterschiedlichen pBI121 p35S::PcRCAR Konstrukten über die 

Floral Dip Methode transformiert und auf Homozygotie selektiert. Die Samen der trans-

genen Linien wurden auf MS-Platten mit und ohne Hormon ausgebracht und nach zwei 

Tagen Stratifizierung im Dauerlicht bei 21°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach 

fünf Tagen. Für die Keimungsuntersuchung wurde von jeder Unterfamilie ein PcRCAR 

ausgewählt. Unterfamilie I wurde durch PcRCAR2, Unterfamilie II durch PcRCAR9 und 

Unterfamilie III durch PcRCAR13 vertreten. 

Die Ergebnisse der Keimungsuntersuchung sind in Abb. 2-29 zusammengefasst. 

Durch die Applikation von 3 µM ABA wurde die Keimungsrate beim Wildtyp Col-0 von 

100 % auf 43 % herabgesetzt. Bei den Linien PcRCAR2-3 und PcRCAR13-1 kam es 

zu einer Abnahme der Keimung um durchschnittlich 90 %, was wie erwartet den Er-

gebnissen von Arabidopsis RCARs entsprach. Auffallend war Linie PcRCAR9-7, wel-

che durch 3 µM Hormonkonzentration nur um ca. 20 % gehemmt wurde. Hier lag keine 

Hypersensitivität gegenüber dem Hormon vor, sondern eine In-, bzw. Hyposensitivität.  
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Abb. 2-29 Relative Samenkeimung der PcRCAR Linien. 
Relative Inhibierung der Samenkeimung unterschiedlicher PcRCAR Überexpressionslinien in 
Gegenwart von 3 µM ABA nach 5 Tagen. Die Samen wurden für zwei Tage bei 4°C stratifiziert 
und anschließend im Dauerlicht bei 21°C inkubiert. Die relative Keimung wurde in Prozent 
dargestellt und bezieht sich auf die absolute Keimung auf MS-Medium ohne Hormonzugabe. 
Die absolute Keimung lag bei allen Linien zwischen 95 % und 100 %. Pro Datenpunkt wurden 
mindestens n = 90 (MW ± SF) Samen analysiert. Der Keimungsversuch wurde zweimal wie-
derholt. 

 

Um dies näher zu analysieren, wurden mehrere, unabhängig transgene PcRCAR9 Li-

nien in Bezug auf ihre Keimung untersucht (Abb. 2-30). Eine weitere Linie, 

PcRCAR9-8, verhielt sich ebenso insensitiv gegenüber dem exogen applizierten Hor-

mon (12 % Keimungsinhibierung). Die restlichen getesteten Linien waren in der Kei-

mung hypersensitiv gegenüber dem Wildtyp Col-0. Während Col-0 auf 48 % relative 

Samenkeimung reduziert war, waren die Linien PcRCAR9-1 auf 24 %, PcRCAR9-2 

auf 36 %, PcRCAR9-9 auf 23 % und PcRCAR9-11 auf 20 % Keimung reduziert. 

 

Abb. 2-30 Relative Samenkeimung unterschiedlicher PcRCAR9 Linien. 
Relative Inhibierung der Samenkeimung unterschiedlicher PcRCAR9 Linien in Gegenwart von 
3 µM ABA nach fünf Tagen. Der Versuch wurde wie der in Abb. 2-29 durchgeführt.  
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Um den insensitiven Phänotyp von den Linien PcRCAR9-7 und PcRCAR9-8 zu erklä-

ren, wurde zunächst die Genexpression von den PcRCAR9 Linien mittels RT-qPCR 

überprüft. Wie aus Abb. 2-31 hervorgeht, lag bei diesen Linien keine erhöhte Expres-

sion des PcRCAR9 Transkriptes im Vergleich zum wildtypischen RCAR9 vor. Denkbar 

wäre eine durch zu starke Expression verursachte Inaktivierung der Expression über 

gene-silencing für dieses PcRCAR. Dadurch könnten Arabidopsis RCARs, ebenfalls 

über gene-silencing mit herunterreguliert werden und so die ABA-Insensitivität erklä-

ren. Um diese Frage zu klären, wurden die Linien ebenfalls auf die Genexpression der 

14 Arabidopsis RCARs überprüft (Abb. 2-32). Die Vermutung, dass in den Linien 

PcRCAR9-7 und PcRCAR9-8 andere Arabidopsis-eigene RCARs herunterreguliert 

waren und die Hyposensitivität gegenüber ABA in der Samenkeimung verursachen, 

konnte nicht bestätigt werden. Allerdings war die Arabidopsis RCAR9-Transkript-

menge in den beiden Linien im Vergleich zu den anderen etwas herabgesetzt. Die 

Arabidopsis RCARs RCAR4, RCAR6, RCAR7 und RCAR13 waren relativ zum Wildtyp 

geringer exprimiert, doch war dies auch bei den hypersensitiven Linien der Fall.  

 

Abb. 2-31 Genexpression von PcRCAR9 in Arabidopsis. 
Genexpressionsanalyse des Pappel PcRCAR9 von zwölf Tage alten Arabidopsis Keimlingen. 
Die Transkriptmenge wurde relativ zum Referenzgen UBI10 und zum wildtypischen RCAR9 
Gen dargestellt (n = 3, ± SF). Während die Linien PcRCAR9-1, PcRCAR9-2, PcRCAR9-9 und 
PcRCAR9-11 das Pappelgen PcRCAR9 bis über 100-fach stärker exprimierten als das Wildtyp 
Gen, zeigten die Linien PcRCAR9-7 und PcRCAR9-8 keine Überexpression. 
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Abb. 2-32 Genexpression von Arabidopsis RCARs in PcRCAR9 Linien. 
Expressionslevel von Arabidopsis RCARs in unterschiedlichen PcRCAR9 Überexpressionsli-

nien relativ zum Referenzgen UBI10 und zum jeweiligen RCAR im Wildtyp Col-0 (n = 3, ± SF). 

Analysiert wurden jeweils zwölf Tage alte Keimlinge auf MS-Platten im Dauerlicht.  
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2.8.2. Wurzelwachstum 

 

Neben der bereits erwähnten wichtigen Rolle in der Samenkeimung hat ABA auch eine 

entscheidende Funktion beim Wurzelwachstum (Himmelbach et al. 1998; Spollen et 

al. 2000). In niedrigen Konzentrationen aktiviert das Hormon das Wurzelwachstum, bei 

höheren Konzentrationen wirkt es Wachstums-inhibierend (Zeevaart and Creelman 

1988). Durch die Überexpression der ABA Rezeptoren kommt es in der Pflanze zu 

einer sensitiveren Wahrnehmung von ABA. Dementsprechend sollten diese Überex-

pressionslinien auf exogene Hormonzugabe auch sensitiver reagieren. Dies wurde für 

die generierten Linien PcRCAR9, PcRACR10, PcRCAR13 und PcRCAR14 im nach-

folgenden Versuch näher untersucht. Hierfür wurden sechs Tage alte Keimlinge auf 

MS-Platten mit unterschiedlicher ABA Konzentration gesetzt und für drei Tage im Dau-

erlicht bei 21°C inkubiert. Ausgewertet wurde der Zuwachs der Wurzellänge im Ver-

gleich zum Wildtyp Col-0. Die Ergebnisse sind in Abb. 2-33 zusammengefasst. 

 

Abb. 2-33 Relatives Wurzelwachstum von PcRCAR-Überexpressionslinien. 
Inhibierung des Wurzelwachstums von neun Tage alten Keimlingen in Bezug auf Col-0 in Ge-
genwart unterschiedlicher Hormonkonzentrationen. Nach dreitägiger Stratifizierung bei 4°C 
keimten die Samen für sechs Tage in Dauerlicht und 21°C. Anschließend wurden sie auf hor-
monversetztes Medium umgesetzt und nach drei Tagen Inkubation ausgewertet. Die Auswer-
tung erfolgte in Bezug auf absolutes Wurzelwachstum unter Kontrollbedingungen, ohne ABA, 
was pro Linie jeweils auf 100% gesetzt wurde. Die Werte waren für Col-0 40,0 ± 4,3 mm, für 

PcRCAR9-2 45,0 ± 4,1 mm, für PcRCAR10-1 40,8 ± 4,5 mm, für PcRCAR13-2 43,1 ± 5,3 mm 

und für PcRCAR14-6 39,8 ± 4,1 mm. Jeder Datenpunkt repräsentiert den Mittelwert aus n > 18 

Keimlingen. 
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Für den Wildtyp Col-0 und die Überexpressionslinie PcRCAR14 konnte bei einer nied-

rigen Hormonkonzentration von 0,1 µM der positive Effekt von ABA auf das Wurzel-

wachstum beobachtet werden. Der Wildtyp wurde um 5 %, die Linie PcRCAR14 um 

4 % stimuliert. Bei den restlichen Linien blieb dieser Effekt aus. Im Gegensatz dazu, 

wurde bei 0,1 µM Hormonzugabe das Wurzelwachstum bereits um 10 % bei 

PcRCAR10 und PcRCAR13 bzw. um 20 % bei der Linie PcRCAR9 gehemmt. Mit ma-

ximaler Hormonkonzentration von 30 µM wurde der Wildtyp als auch die Linie 

PcRCAR14 auf 50 % Wurzelwachstum inhibiert. Während PcRCAR13 maximal auf 

30 % Wurzelwachstum relativ zur Wildtypkontrolle inhibiert wurde, waren es bei 

PcRCAR10 16 %, bei PcRCAR9 10 %. 

Es wurde gezeigt, dass die Überexpressionslinien PcRCAR9, PcRCAR10 und 

PcRCAR13 hypersensitiv gegenüber ABA beim Wurzelwachstum reagieren. Somit 

könnte bei diesen Rezeptoren eine regulatorische Funktion in der ABA-abhängigen 

Inhibierung des Wurzelwachstums vorliegen.  

 

2.8.3. Fortschreitender Trockenstress 

 

Die physiologische Bedeutung der Pappel RCARs wurde bereits bei der Samenkei-

mung und beim Wurzelwachstum in Arabidopsis gezeigt. In einem weiteren Versuch 

wurde die potentielle, positive Rolle der Pappel RCARs in Arabidopsis Pflanzen bei 

Trockenstress untersucht. Hierfür wurde das am Lehrstuhl etablierte System des fort-

schreitenden Trockenstresses verwendet (Yang et al. 2016). Fortschreitender Tro-

ckenstress beschreibt in der Natur einen verspäteten oder ganz ausbleibenden Regen. 

Um dieses Szenario nachzustellen, wurden die mit Erde befüllten Töpfe bis zur Feld-

kapazität gewässert und die weitere Bewässerung eingestellt. Um Evaporation zu mi-

nimieren wurden die Töpfe mit Parafilm abgedichtet. Sieben Tage alte Keimlinge wur-

den für elf Tage im Kurztag unter gut bewässerten Bedingungen herangezogen, bevor 

die Abdichtung mit Parafilm erfolgte und die Bewässerung eingestellt wurde. Zweimal 

pro Woche wurde der Wasserverbrauch durch Wiegen und der Zuwachs der Blattflä-

che durch die Ermittlung der projizierten Blattfläche bestimmt. Für den fortschreitenden 

Trockenstress wurden jeweils vier Keimlinge von den PcRCAR9 Linien aus Abb. 2-30 

verwendet. 

 



Ergebnisse 

62 
 

 

Abb. 2-34 Wasserverbrauch und Blattflächenzuwachs der PcRCAR9 Überexpressions-
linien im fortschreitenden Trockenstress. 
a) Der Wasserverbrauch der einzelnen Linien wurde durch das zweimalige Wiegen pro Woche 
der Töpfe ermittelt. b) Für die Bestimmung der Blattfläche wurden die Pflanzen fotografiert und 
mit der Software Photoshop die projizierte Blattfläche ermittelt. Einzelne Pflanzen wurden für 
18 Tage im Kurztag unter guter Bewässerung kultiviert, bevor die Bewässerung eingestellt 
wurde und die Evaporation des Substrats durch das Verschließen der Töpfe mit Parafilm mi-
nimiert wurde. Die Blattflächen zu Beginn des Experiments betrugen 0,2 ± 0,09 cm². Jeder 

Datenpunkt repräsentiert den Mittelwert vier biologischer Wiederholungen (MW ± SF). 
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Während des sich entwickelnden Trockenstresses haben Wildtyp Col-0 Pflanzen in 

den ersten drei Wochen 11,7 ± 3,5 g Wasser verbraucht (Abb. 2-34a). Innerhalb der 

nächsten drei Wochen stieg der Wasserverbrauch um das zehnfache auf 

109,7 ± 10,9 g an. Im letzten Drittel des Trockenstressexperiments haben die Wildtyp-

Pflanzen noch weitere 21,43 ± 0,9 g Wasser verbraucht. In diesem letzten Drittel wa-

ren die Pflanzen bereits starkem Trockenstress mit Welksymptomen der Blätter aus-

gesetzt. Bei einem maximalen Wassergehalt von 158 g pro Topf hat der Wildtyp Col-0 

50 % davon mit der fünften Woche verbraucht. Die transgenen Überexpressionslinien 

PcRCAR9-2 und PcRCAR9-9 haben dagegen die 50 % Wasser erst mit Woche sieben 

verbraucht. Am Ende des Experiments hat der Wildtyp 142,8 ± 0,9 g Wasser ver-

braucht, die Linien PcRCAR9-1, PcRCAR9-7 und PcRCAR9-11 vergleichsweise ge-

nauso viel. Die Linien PcRCAR9-2 und PcRCAR9-9 haben mit 113,2 ± 14 g, bzw. 

114,3 ± 23 g weniger Wasser verbraucht. 

Dem Zuwachs der Blattmasse liegt zum Großteil der Biomassegewinn durch die Pho-

tosynthese zu Grunde. Während des sich entwickelnden Trockenstresses wird die 

Wasserverfügbarkeit und somit direkt die Photosynthese minimiert. Die projizierte 

Blattfläche wurde zweimal pro Woche bestimmt (Abb. 2-34b). Während der ersten drei 

Wochen gab es nur wenig Unterschied im Zuwachs der Blattfläche vom Wildtyp Col-0 

und den PcRCAR9 Überexpressionslinien. Von Woche drei bis Woche fünf fand der 

Großteil der Blattexpansion statt. So hatte der Wildtyp Col-0 von Tag 22 bis Tag 36 

eine Blattexpansionsrate von 4,8 cm² d-1. Die Linien PcRCAR9-1, PcRCAR9-7 und 

PcRCAR9-11 lagen bei 3,8 bis 4,4 cm² d-1, während die Linien PcRCAR9-2 und PcR-

CAR9-9, die in dieser Zeit auch am wenigsten Wasser verbrauchten (Abb. 2-34a), eine 

Expansionsrate zwischen 3,4 und 3,6 cm² d-1 aufwiesen. Während die maximale Blat-

texpansionsrate bei allen Linien in der gleichen Zeit vorlag, gab es bei der maximalen 

Blattfläche deutliche Unterschiede. Der Wildtyp Col-0 hatte die größte maximale Blatt-

fläche von 85,7 ± 1,2 cm², gefolgt von PcRCAR9-7 mit 78,9 ± 15 cm², PcRCAR9-1 mit 

77,0 ± 4,4 cm² und PcRCAR9-11 mit 72,8 ± 4,9 cm². Die Linien PcRCAR9-2 und 

PcRCAR9-9 kamen auf 71,0 ± 3,6 cm² und 63,1 ± 5,6 cm². Ab Woche sechs kam es 

zu einer Stagnation beim Blattzuwachs gefolgt von einer Abnahme der projizierten 

Blattfläche. Diese Abnahme der Blattfläche lässt sich auf die Abnahme des Turgor-

drucks in den Zellen zurückführen, was zu einem Welken der Blätter führte. Am Ende 

des Experiments wurde das Trockengewicht der einzelnen Pflanzen bestimmt. Hierfür 

wurde die Rosette von den Wurzeln abgelöst und für drei Tage bei 60°C vollständig 
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getrocknet und anschließend gewogen. Während der Wildtyp Col-0 und die PcRCAR9 

Überexpressionslinien PcRCAR9-1 und PcRCAR9-11 zwischen 284,15 ± 8,6 mg und 

293,85 ± 17,5 mg Biomasse aufbauten, waren es bei PcRCAR9-2, PcRCAR9-7 und 

PcRCAR9-9 zwischen 259,7 ± 46 mg und 270,6 ± 4,5 mg (Abb. 2-35a). Durch die 

Überexpression von den Pappel PcRCAR9 Rezeptoren kam es zu einer Verzögerung 

des Wachstums, mit weniger Wasserverbrauch über die Zeit (Abb. 2-34), aber schluss-

endlich auch zu einem geringeren Aufbau an Trockenmasse (Abb. 2-35a).  

Durch die ermittelte Biomasse und dem Wasserverbrauch konnte die Wassernutzeffi-

zienz (aufgebaute Biomasse [g] pro verbrauchtem Liter Wasser) berechnet werden. 

Die Wassernutzeffizienten der Überexpressionslinien unterschieden sich nicht im Ver-

gleich zum Wildtyp Col-0 und lagen alle um den Wert 2,1 ± 0,1 (Abb. 2-35b). 

Der potentiell positive Effekt der RCARs auf den Wasserverbrauch und die Akkumula-

tion an Biomasse konnte im Gegensatz zu Arabidopsis (Yang et al. 2016) für das 

PcRCAR9 Gen nicht nachgewiesen werden.  
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Abb. 2-35 Trockengewicht und Wassernutzeffizienz der PcRCAR9 Überexpressionsli-
nien. 
a) Am Ende des fortschreitenden Trockenstressexperimentes wurde das Trockengewicht der 
einzelnen Linien bestimmt. Hierfür wurden die Rosetten von den Wurzeln getrennt und für drei 
Tage bei 60°C getrocknet und gewogen. b) Die Wassernutzeffizienz wurde aus dem Trocken-
gewicht und dem verbrauchten Wasser berechnet. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert von 
vier biologischen Wiederholung dar (MW ± SF). 

 

Neben der gravimetrischen Methode zur Bestimmung des Wasserverbrauchs und der 

Ermittlung der Blattfläche wurden ebenfalls Gaswechselmessungen durchgeführt. 

Hierfür wurde der Gasaustausch der ganzen Arabidopsis Pflanze in einer Ringkammer 

gemessen. Als Zeitpunkt wurde das Ende der dritten Woche festgelegt, da den Pflan-

zen noch genügend Wasser zur Verfügung stand und noch keine Stresssymptome 

vorhanden waren. Als Vertreter der unabhängigen Linien wurde PcRCAR9-11 gewählt, 
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da diese Linie in Bezug auf Wasserverbrauch und Blattflächenzuwachs eine moderate 

Stellung zu den restlichen Linien und der Kontrolle (WT) einnahm (Abb. 2-34).  

Es konnte die Netto-CO2-Assimilationsrate (A), die Transpirationsrate (E) und die sto-

matäre Leitfähigkeit (gs) ermittelt werden. Aus diesen Werten wurde außerdem die 

Transpirationseffizienz ( 𝑇𝐸 =
𝐴

𝐸
 ) und die photosynthetische Wassernutzeffizienz 

( 𝑖𝑛𝑠𝑊𝑈𝐸 =
𝐴

𝑔𝑠
 ) berechnet. 

Wie in Abb. 2-36 zu sehen ist, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen dem 

Wildtyp Col-0 (WT) und der PcRCAR9-11 Überexpressionslinie. Die Netto-CO2-Assi-

milationsrate und die Transpirationsrate war bei der Kontrolle Col-0 und der Linie 

PcRCAR9-11 identisch. Die stomatäre Leitfähigkeit war bei PcRCAR9-11 in Bezug 

zum Wildtyp leicht reduziert, was sich in einer leicht gesteigerten insWUE wiederspie-

gelt. 

 

Abb. 2-36 Gaswechselmessungen der PcRCAR9-11 Überexpressionslinie. 
Gemessene Netto-CO2-Assimliationsrate (A), Transpirationsrate (E) und stomatäre Leitfähig-
keit (gs) von Wildtyp (WT) und der PcRCAR9-11 Überexpressionslinie (PcR9-11). Die photo-
synthetische Wassernutzeffizienz (insWUE) und die Transpirationseffizienz (TE) wurden mit-
tels WUE = A / gs und TE = A / E berechnet. Die Pflanzen wurden im Kurztag (8 h Licht/ 16 h 
Dunkelheit mit 150 µmol m-² s-1) bei 22°C und 50 % relativer Luftfeuchte kultiviert. Jeder Da-
tenpunkt repräsentiert den Mittelwert von jeweils vier biologischen und fünf technischen Rep-
likaten (MW ± SF).  
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Da die PcRCAR9 Überexpressionslinien keine Unterschiede zum Wildtyp zeigten, 

wurde eine weitere Linie, die im Wurzelwachstum ebenso wie PcRCAR9 hypersensitiv 

gegenüber ABA war, im fortlaufenden Trockenstress-Experiment getestet. Hierfür wur-

den zwei unabhängige PcRCAR10 Überexpressionslinien ausgewählt und wie zu Be-

ginn des Kapitels 2.8.3 (Fortschreitender Trockenstress) beschrieben, vorbereitet. Der 

Wasserverbrauch und der Zuwachs der Blattfläche wurde zweimal pro Woche be-

stimmt.  

Während der ersten drei Wochen waren der Wasserverbrauch und der Zuwachs der 

Blattfläche vom Wildtyp Col-0 und den PcRCAR10 Überexpressionslinien vergleichbar 

(Abb. 2-37). Der Zeitpunkt, an dem 50 % des zu Verfügung stehenden Wassers ver-

braucht worden ist, war bei Col-0 Anfang der vierten, bei PcRCAR10-3 Ende der vier-

ten Woche und für die Linie PcRCAR10-1 Anfang der fünften Woche. Am Ende des 

Experiments hat der Wildtyp 143 ± 1,5 g Wasser verbraucht, die Linie PcRCAR10-1 

140,5 ± 3,6 g und PcRCAR10-3 142,4 ± 2,1 g (Abb. 2-37a). 

Die Blattexpansionsrate zwischen Tag 22 und Tag 36, zwischen denen wieder die 

größte Wachstumsphase vorlag, war für den Wildtyp Col-0 4,2 cm² d-1. Die Überex-

pressionslinie PcRCAR10-1 lag bei 3,7 cm² d-1 und PcRCAR10-3 bei 4,7 cm² d-1. Wäh-

rend die maximale Blattfläche von PcRCAR10-1 (72,9 cm²) mit der des Wildtyps 

(71,3 cm²) vergleichbar war, hat PcRCAR10-3 mit 87,5 cm² im Vergleich zum Wildtyp 

22,3% mehr Blattfläche aufgebaut (Abb. 2-37b). 

Die maximale Blattfläche konnte für den Wildtyp an Tag 35, für PcRCAR10-1 an Tag 

41 und für PcRCAR10-3 an Tag 38 ermittelt werden. Der Wildtyp zeigte als erstes 

Welkerscheinungen, was sich in der Abnahme der Blattfläche wiederspiegelte. 
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Abb. 2-37 Wasserverbrauch und Blattflächenzuwachs der PcRCAR10 Überexpressions-
linien im fortschreitenden Trockenstress. 
a) Der Wasserverbrauch der einzelnen Linien wurde durch das zweimalige Wiegen pro Woche 
der Töpfe ermittelt. b) Für die Bestimmung der Blattfläche wurden die Pflanzen fotografiert und 
mit der Software Photoshop die projizierte Blattfläche ermittelt. Einzelne Pflanzen wurden für 
18 Tage im Kurztag unter guter Bewässerung kultiviert, bevor die Bewässerung eingestellt 
wurde und die Evaporation des Substrats durch das Verschließen der Töpfe mit Parafilm mi-
nimiert wurde. Die Blattfläche zu Beginn des Experiments betrug 0,4 ± 0,01 cm². Jeder Daten-

punkt repräsentiert den Mittelwert vier biologischer Wiederholungen (MW ± SF). 
 

 

Am Ende des Experiments wurden die Trockengewichte nach dreitägiger Inkubation 

bei 60°C ermittelt. Der Wildtyp Col-0 hat in sieben Wochen 339,4 ± 32 mg Biomasse 

aufgebaut. Bei PcRCAR10-1 waren es mit 410,9 ± 30 mg 23 % mehr im Vergleich zum 

Wildtyp, bei PcRCAR10-3 mit 423,5 ± 37 mg 25 % mehr (Abb. 2-38a). 

Mit der ermittelten Biomasse und der verbrauchten Wassermenge konnte die Was-

sernutzeffizienz berechnet werden. Während die Wassernutzeffizienz für den Wildtyp 

bei 2,3 lag, war die von PcRCAR10-1 2,9 und PcRCAR10-3 3,0 (Abb. 2-38b). Anders 

als bei den PcRCAR9 Überexpressionslinien hatten die Linien PcRCAR10-1 und 

PcRCAR10-3 eine um 26%, bzw. um 30% erhöhte Wassernutzeffizienz im Vergleich 

zum Wildtyp Col-0 (Abb. 2-35b, Abb. 2-38b). 
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Abb. 2-38 Trockengewicht und Wassernutzeffizienz der PcRCAR10 Überexpressionsli-
nien. 
a) Am Ende des fortschreitenden Trockenstressexperimentes wurde das Trockengewicht der 
einzelnen Linien bestimmt. Hierfür wurden die Rosetten von den Wurzeln getrennt und für drei 
Tage bei 60°C getrocknet und gewogen. b) Die Wassernutzeffizienz wurde aus dem Trocken-
gewicht und der verbrauchten Wassermenge ermittelt. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert 
von drei biologischen Wiederholung dar (MW ± SF). Die Sterne (*) kennzeichnen P-Werte 

unter 0,05 verglichen zum Wildtyp. 
 

 

Neben der errechneten Wassernutzeffizienz zum Ende des Experimentes wurden wie-

der Gaswechselmessungen am Übergang von der dritten zur vierten Woche durchge-

führt. Diesmal wurden beide unabhängigen Linien PcRCAR10-1 und PcRCAR10-3 zu-

sammen mit dem Wildtyp (WT) gemessen. 
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Abb. 2-39 Gaswechselmessungen der PcRCAR10 Überexpressionslinie. 
Gemessene Netto-CO2-Assimliationsrate (A), Transpirationsrate (E) und stomatäre Leitfähig-
keit (gs) von Wildtyp (WT) und den PcRCAR10 Überexpressionslinien (PcR10-1/ PcR10-3). 
Die Wassernutzeffizienz der Photosynthese (insWUE) und die Transpirationseffizienz (TE) 
wurden mittels WUE = A / gs und TE = A / E berechnet. Die Pflanzen wurden im Kurztag (8 h 
Licht/ 16 h Dunkelheit mit 150 µmol m-² s-1) bei 22°C und 50 % relativer Luftfeuchte kultiviert. 
Jeder Datenpunkt repräsentiert den Mittelwert von jeweils drei biologischen und fünf techni-

schen Replikaten (MW ± SF). Die Sterne kennzeichnen P-Werte unter (*) 0,05 und (**) 0,01 

verglichen zum Wildtyp. 
 

 

Während die Netto-CO2-Assimilationsrate vom Wildtyp Col-0 und den PcRCAR10 

Überexpressionslinien vergleichbar waren, war die Transpirationsrate in den transge-

nen Linien leicht herabgesetzt (Abb. 2-39). Durch die Überexpression des ABA Re-

zeptors PcRCAR10 kam es zu einer deutlichen Verringerung der stomatären Leitfä-

higkeit im Vergleich zum Wildtyp Col-0. Dadurch ist die insWUE in diesen Linien um 

bis zu 50 % für PcRCAR10-1 gestiegen.  
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Den transgenen Linien war es möglich, bei einer verminderten stomatären Leitfähig-

keit, dieselbe Netto-CO2-Assimiliationsrate zu halten. Dies bedeutet, dass die Photo-

synthese effizienter war und mit weniger Wasser vergleichbare Biomasse aufgebaut 

wurde.  

Es konnte also gezeigt werden, dass durch eine gesteigerte Expression von Pappel 

ABA Rezeptoren in Arabidopsis die WUE verbessert werden kann. Inwiefern das Mo-

dellsystem Pappel auf die gesteigerte Expression von Pappel ABA Rezeptoren rea-

giert und ob auch eine Verbesserung der WUE erreicht werden kann wird im nächsten 

Kapitel betrachtet. 

 

 

2.9. Analyse transgener Pappeln 

2.9.1. Etablierung von transgenen Pappeln 

In den vorherigen Kapiteln wurde die Wirkung von Pappel ABA Rezeptoren in Ara-

bidopsis näher untersucht. Nachfolgend wird auf ihre Auswirkung im homologen Sys-

tem, also Pappel RCARs in der Pappel, näher eingegangen. Hierfür wurden, wie in 

Kapitel 2.2.1 beschrieben, Internodienstücke der Graupappel mit unterschiedlichen 

p35S::PcRCAR Konstrukten über Agrobakterien vermittelten Gentransfer transfor-

miert. Für die Rezeptorstudien wurde jeweils ein Vertreter von jeder Unterfamilie aus-

gewählt. Ausgehend aus den pSK::35S Konstrukten für die Protoplastenversuche wur-

den die Expressionskassetten für PcRCAR4, PcRCAR9 und PcRCAR13 ausgeschnit-

ten und in den binären Vektor pBI121 über AscI kloniert. Die Plasmide wurden durch 

Sequenzierung überprüft. Potentiell, positiv transformierter Kallus wurde über Ka-

namycin selektiert, und die Regenerate wurden weiter auf Pappel MS-Medium kulti-

viert und propagiert. Dabei mussten die Internodienstücke wöchentlich auf neues An-

tibiotikaversetztes Medium umgesetzt werden, um das Wachstum von restlichen Ag-

robakterien zu verhindern. Bevor das Umsetzen in Erde erfolgte, wurde über qRT-PCR 

die Genexpression der transformierten Pappel RCARs bestimmt. Hierfür wurde RNA 

extrahiert, und die synthetisierte cDNA als Template eingesetzt. Als Referenzgene 

dienten ACT2 (Actin 2), TIP4-like und CDC2 (Cell division control protein 2) (Nicole et 
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al. 2006; Gutierrez et al. 2008; Pettengill et al. 2012). In nachfolgender Abbildung sind 

die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen relativ zum Wildtyp dargestellt.  

 

 

Abb. 2-40 Genexpression der Pappel RCARs in Pappel 
Expressionslevel von Pappel RCARs in unterschiedlichen PcRCAR Überexpressionslinien re-
lativ zur jeweiligen PcRCAR Expression im Wildtyp. Als Referenzgen diente ACT2 

(n = 3, ± SF). Analysiert wurden Blatter von fünf Wochen alten Pflanzen, kultiviert auf Pappel-

MS im Dauerlicht (120 µE, 22°C). 

 

Während in Arabidopsis durch den 35S-Promotor eine bis zu 100-fache Überexpres-

sion von PcRCAR9 erreicht wurde (Abb. 2-31), war die Transkriptmenge in Pappel 

maximal um das elffache erhöht (Abb. 2-40).  

Die Linien 542-6 (PcRCAR4), 572-1 und 572-5 (PcRCAR9) und 582-3 (PcRCAR13) 

wurden selektiert und zusammen mit dem Wildtyp von Pappel-MS-Medium in Erde 

überführt. Für eine Woche erfolgte die Kultivierung unter einer Haube, um die Luft-

feuchtigkeit relativ hoch zu halten und das Welken der Blätter zu minimieren. Um zu 

untersuchen, ob die Pappel RCARs auch in Pappel die insWUE verbessern können, 

wurden bei diesen Linien Gaswechselmessungen durchgeführt. Hierfür wurden die 

Pflanzen für ca. sechs bis sieben Wochen weiter in Erde kultiviert. 
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2.9.2. Gas-Wechsel-Messungen 

 

Im Gegensatz zu Arabidopsis konnte bei den Gaswechselmessungen mit der Pappel 

aufgrund ihrer Größe nicht die Gesamtpflanze analysiert werden. Anstelle der Ring-

kammer wurde eine klemmbare Messeinheit mit einer Fläche von 8 cm² verwendet. 

Diese wurde an das dritte voll entwickelte Blatt geklemmt. Vor der Messung der unter-

schiedlichen Linien wurde sichergestellt, dass den Pflanzen 24 h zuvor und während 

der Messung genügend Wasser zur Verfügung stand. Nachfolgende Abbildung zeigt 

die Netto-CO2-Assimilationsrate (A), die Transpirationsrate (E) und die stomatäre Leit-

fähigkeit (gs) der transgenen Pappeln. Aus diesen Messgrößen wurde außerdem die 

Transpirationseffizienz (TE) und die photosynthetische Wassernutzeffizienz (insWUE) 

berechnet. 
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Abb. 2-41 Gaswechselmessungen der PcRCAR Überexpressionslinien in Pappeln. 
Gemessene Netto-CO2-Assimliationsrate (A), Transpirationsrate (E) und stomatäre Leitfähig-
keit (gs) von Wildtyp (WT) und den PcRCAR Überexpressionslinien 542-6 (PcRCAR4), 572-1 
und 572-5 (PcRCAR9) und 582-3 (PcRCAR13). Die photosynthetische Wassernutzeffizienz 
(insWUE) und die Transpirationseffizienz (TE) wurden mittels insWUE = A / gs und TE = A / E 
berechnet. Die Pflanzen wurden im Langtag (16 h Licht/ 8 h Dunkelheit mit 300 µmol m-² s-1) 
bei 22°C und 50 % relativer Luftfeuchte kultiviert. Jeder Datenpunkt repräsentiert den Mittel-

wert von jeweils zwei biologischen und fünf technischen Replikaten (MW ± SF). Die Sterne 

kennzeichnen P-Werte unter (*) 0,05 und (***) 0,001 verglichen zum Wildtyp. 
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Bei den Messungen der drei Pappellinien wurde eine hohe Variabilität bei den Einzel-

messungen festgestellt, was sich in den teilweise hohen Standardabweichungen wie-

derspiegelte.  

Die Überexpression des Pappel RCAR4 zeigte bei der Assimilationsrate keinen Unter-

schied zum Wildtyp. Jedoch war die Transpirationsrate und die stomatäre Leitfähigkeit 

leicht herabgesetzt, was eine gesteigerte Transpirationseffizienz und eine signifikante 

Verbesserung in der photosynthetischen Wasssernutzeffizienz von 24 % zur Folge 

hatte.  

Die beiden PcRCAR9-Linien, 572-1 und 572-5, zeigten in ersten Messungen eine um 

ca. 30% erhöhte Assimiliationsrate im Vergleich zum Wildtyp und den PcRCAR4 und 

PcRCAR13 Überexpressionslinien. Zusätzlich waren bei der Linie 572-1 auch die 

Transpirationsrate und die stomatäre Leitfähigkeit signifikant erhöht, was zu einer Er-

niedrigung der insWUE führte. Anders bei PcRCAR9-Linie 572-5. Mit der höchsten 

Assimilationsrate war die Transpirationsrate und stomatäre Leitfahigkeit im Vergleich 

zum Wildtyp nur leicht erhöht. Dies hatte eine gesteigerte insWUE zur Folge.  

Die Überexpression des PcRCAR13 resultierte in einer erhöhten Transpirationsrate 

und stomatären Leitfähigkeit, bei gleichbleibender Assimilationsrate. Die insWUE und 

die Transpirationsrate waren somit geringer im Vergleich zur Wildtyp Pappel. Zusam-

menfassend zeichnete sich ab, dass das Pappel RCAR4 der Unterfamilie I in der Lage 

zu sein scheint, die insWUE ohne erkennbare Einbußen der Photosyntheseleisung zu 

erhöhen. Es konnten erste Pappellinien generiert und analysiert werden, die in Bezug 

auf die insWUE effizienter als der Wildtyp waren. Diese Linien sollten weiter in Feld-

versuchen getestet werden. 
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3. Diskussion 

 

In Gegenwart von Trockenstress kommt es in der Pflanze zur Bildung von ABA, was 

eine Reihe von physiologischen Antworten auslöst und die Genexpression verändert 

(Christmann et al. 2006; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006). Neben dem Sto-

mataschluss kommt es auch zur Inhibierung von vegetativen Wachstum und Keimung 

(Himmelbach et al. 1998; Kim et al. 2010). Die Kernkomponenten des ABA-Signalwe-

ges sind die ABA Rezeptoren (RCARs, PYR1/PYLs) (Ma et al. 2009; Park et al. 2009), 

die Proteinphosphatasen des Typs 2C (Fuchs et al. 2013) und die Proteinkinasen 

SnRK2s (Fujii et al. 2009; Cutler et al. 2010). Durch die Bindung von ABA an den 

Rezeptor kommt es zur Konformationsänderung mit stabilisierter Bindung an die 

PP2Cs (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009). Die daraus resultierende Inhibierung der 

Proteinphosphatasen ermöglicht die Autophosphorylierung der Proteinkinasen, was 

neben der ABA induzierten Genexpression zur Aktivierung von Ionenkanälen und 

nachfolgenden Stomataschluss führt (Miyazono et al. 2009; Raghavendra et al. 2010; 

Geiger et al. 2011).  

In Arabidopsis sind alle 14 RCARs als ABA Rezeptoren charakterisiert (Fujii et al. 

2009; Fuchs et al. 2014) und es gibt Informationen darüber, welche Kombinationen 

von RCARs und PP2Cs möglich und in Pflanze realisierbar sind (Tischer et al. 2017).  

In dieser Arbeit wurden potentielle ABA Rezeptoren und Ko-Rezeptoren der Pappel 

analysiert. Neben der positiven, aktivierenden Wirkung von den ABA Rezeptoren 

wurde auch die inhibierende Wirkung der PP2Cs nachgewiesen. Es konnten eine 

Reihe funktionaler Interaktionen der Pappel RCARs mit PP2Cs gezeigt werden. Dar-

über hinaus konnten auch funktionale Rezeptorkomplexe, bestehend aus Pappel und 

Arabidopsis Komponenten analysiert werden.  

Neben Pappelrezeptoren wurden auch ABA Rezeptoren des Lebermooses Marchantia 

polymorpha auf ihre Funktionalität geprüft. Dabei konnte erstmals in vivo gezeigt wer-

den, dass die RCARs auch durch einen anderen natürlichen Liganden, LA, induziert 

werden können.  

Zusätzlich zur Kombinatorik von RCARs und PP2Cs wurde auch die physiologische 

Rolle der Pappelrezeptoren evaluiert. Es zeigte sich bei Pappel RCAR Überexpressi-

onslinien eine Hypersensitivität gegenüber ABA, als auch eine verbesserte Was-

sernutzeffizienz in Arabidopsis und Pappel. So liefert diese Arbeit erste Ansätze, den 
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Wasserhaushalt von Bäumen zu verbessern. Die Ergebnisse eröffnen die Möglichkeit 

Pappeln, als schnell nachwachsende Rohstoffe, interessant für Biogas- und Bioetha-

nolproduktion, genetisch so zu verändern, dass diese besser an trockenere und mar-

ginale Standorte angepasst werden können. Im Rahmen des Klimawandels ist dies 

von besonderer Bedeutung.  
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3.1. ABA Signalkaskade in Bäumen 

3.1.1. Artfremde Reporterexpression 

 

Um die Funktion der RCARs und PP2Cs der Pappel zu testen wurde zunächst ein 

geeignetes System benötigt. Das am Lehrstuhl etablierte System verwendet Protop-

lasten, in welchen neben einem Reporter- und einem Standardgen zur Normalisierung 

das gewünschte Effektorgen transient exprimiert werden kann. 

Der erste Schritt war es, ein vergleichbares Testsystem für Pappel zu etablieren. Die 

Protoplastierung wurde erfolgreich modifiziert und es konnten vitale und transformier-

bare Pappelprotoplasten erhalten werden. Dadurch konnte das üblicherweise verwen-

dete Reportergen pRD29B::LUC aus Arabidopsis auf seine Funktionalität und Indu-

zierbarkeit in der Pappel überprüft werden. 

Die Übertragbarkeit der ABA Signalkaskade wurde bereits unter anderen bei Mais, 

Baumwolle und Pappel gezeigt (Rohde 2002; Mittal et al. 2014). So konnte in Mais-

protoplasten eine ABA-induzierte Genexpression durch Arabidopsis Transkriptionsfak-

toren wie RAV1 (relative to ABI3/ Viviparous1) , RAV2 und ABI5 nachgewiesen werden 

(Mittal et al. 2014). Mittal und Kollegen zeigten auch, dass Baumwollpflanzen, welche 

diese Proteine der ABA Signalkaskade exprimierten, neben einer effizienteren Photo-

synthese auch verbesserte Trockenresistenz zeigten. Auch in Pappeln gibt es Hin-

weise auf Parallelen in Bezug auf die molekularen Mechanismen der ABA Antwort. 

Diese basieren auf Untersuchungen des Transkriptionsfaktors ABI3 aus Arabidopsis, 

welcher kurz vor dem Eintritt der Dormanz in Pappelknospen exprimiert wird (Rohde 

2002). Diese Beispiele zeigen, dass die ABA Signalkaskade mit ihren cis- und trans-

Elementen im Pflanzenreich konserviert ist und somit auf die Pappel übertragbar ist. 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch ABA Applikation die Arabidopsis-

promotoren RAB18 und RD29B in Pappelprotoplasten induziert werden konnten. Das 

Konstrukt mit dem HB6 Promotor konnte nicht durch ABA induziert werden (Abb. 2-9). 

Es wurde entschieden mit dem pRD29B::LUC Konstrukt zu arbeiten, da zum einen die 

Expressionsstärke höher als die des pRAB18::LUC Konstruktes war und letzteres 

auch durch Kälte, Osmotika und Trockenstress induzierbar ist (Lang and Palva 1992). 

Für den Promotor pHB6 wurde die Induktion durch ABA (30 µM) und Trockenstress 

(Ψ = -0,8 MPa) in stabil transformierten Arabidopsis Keimlingen gezeigt (Christmann 

et al. 2005). In Protoplasten konnte das pHB6:LUC Konstrukt nur durch Inkubation mit 
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dem Protein HB6 induziert werden (Himmelbach et al. 2002), was stimmig mit der Tat-

sache ist, dass der Promotor primär in der Vaskulatur induziert wird, welche durch die 

Protoplastierung zerstört wird (Christmann et al. 2006). Dies erklärt möglicherweise, 

warum auch in Pappelprotoplasten das pHB6::LUC Konstrukt nicht induziert war. 

 

Neben der transienten Expression wurde der RD29B Promotor, gekoppelt an GFP, 

auch in stabil transformierten Pappeln analysiert. Durch die Induktion von GFP mittels 

ABA, bzw. abiotischen Stress, der ABA-relevante Signalkomponenten aktiviert, wird 

die Möglichkeit geschaffen, Stressreaktionen in planta zu beobachten. Wenn GFP 

durch Zugabe von ABA exprimiert wird, kann davon ausgegangen werden, dass die 

Kernkomponenten der ABA Signalkaskade bei Pappel, einer Baumart, denen von 

krautigen Pflanzen wie Arabidopsis entsprechen. Die getesteten Pappeln zeigten eine 

hormon- und zeitabhängige Induktion der GFP-Expression. So konnte die GFP-Ex-

pression in den Stomata beobachtet werden. Allerdings verdeutlichten die Versuche 

auch die Relevanz des Bewässerungszustandes der Pflanzen, da eine Linie bereits 

ohne exogene Applikation von ABA induziert war. Dies deutet auf eine bereits Stress-

induzierte Gegebenheit hin. Ist die Pflanze bereits Trockenstress ausgesetzt kommt 

es zur Bildung von Abscisinsäure, um das Schließen der Stomata einzuleiten. Dieses 

endogene Level an Hormon könnte bereits ausgereicht haben, den ABA induzierbaren 

Promotor zu aktivieren und GFP zu exprimieren. Die ABA-abhängige Induktion des 

Promotors RD29B in stabil transformierten Pappeln, als auch die ABA-induzierte Ge-

nexpression in den Protoplasten legitimierte die weitere Verwendung des Promotors 

in Pappeln. Dadurch konnten die Kernkomponenten der ABA Signalkaskade in der 

Pappel weiter charakterisiert werden. 

 

3.1.2. Kernkomponenten der ABA Signalkaskade in Pappel 

 

Die Bet v 1 Superfamilie, zu der auch die Mitglieder der ABA Rezeptoren (RCARs) 

gehören, kommt im gesamten Pflanzenreich vor (Radauer et al. 2008). Bryophyten, 

wie Physcomitrella patens besitzen zum Beispiel vier Vertreter der RCARs, Marchantia 

polymorpha und Lykophyten wie Selaginella moellendorffii fünf (Sakata et al. 2014). 

Im Bereich der Angiospermen hat Reis zehn, die Tomate acht, die Erdbeere elf, der 

Wein mindestens sieben und die Sojabohne 23 potentielle ABA Rezeptoren (Chai et 
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al. 2011; Sun et al. 2011; Ben-Ari 2012; Boneh et al. 2012; Kim et al. 2012; Bai et al. 

2013; Bowman et al. 2017).  

In dieser Arbeit wurden die bekannten RCAR Proteine aus Arabidopsis gegen das 

Genom von Populus trichocarpa geblastet und es konnten 14 potentielle Homologe im 

Pappelgenom identifiziert werden (Abb. 2-1). Die Anzahl der gefundenen homologen 

Proteine entsprach der von Arabidopsis. Sie konnten nach den phylogenetischen Ana-

lysen auch in drei Unterfamilien eingeteilt werden. Allerdings stimmte die Anzahl der 

Mitglieder der Unterfamilien nicht mit denen von Arabidopsis überein. So war Unterfa-

milie I von vier auf sechs vergrößert, Unterfamilie II von sechs auf vier verringert und 

Unterfamilie III mit vier Vertretern identisch. Bai et al. analysierten potentielle ABA Re-

zeptoren der Sojabohne (Glycine max). Die 23 homologen Proteine ließen sich wie in 

Arabidopsis und Pappel in drei Unterfamilien einteilen. Die Gruppierung der einzelnen 

Unterfamilien erfolgte an die Arabidopsis Unterfamilien. Ebenso ist die Aufteilung bei 

den potentiellen Tomaten ABA-Rezeptoren. Hier entsprach die Anzahl der Homologen 

in den Unterfamilien denen von Arabidopsis (Gonzalez-Guzman et al. 2014). Anders 

war die Lage bei den Marchantia Rezeptoren, welche nicht den drei Unterfamilien an-

gegliedert werden konnten (vgl. Anhang Abb. 5-3). 

 

Der Vergleich von den 28 Proteinen von Arabidopsis und Pappel zeigte, dass sich die 

jeweiligen homologen RCAR Proteine mehr ähnelten als die RCARs einer Spezies. So 

besaßen zum Beispiel RCAR1 und PcRCAR1 76% identische Aminosäuren. Die Se-

quenzidentität bei RCAR1 und RCAR14 lag bei 43%, für PcRCAR1 und PcRCAR14 

bei 45%. Somit war die Identität der homologen Proteine (At – Pc) höher, als die der 

Vertreter einer Spezies (At – At, bzw. Pc – Pc). Dies zeigt auch der nachfolgende 

phylogenetische Baum von RCARs aus Arabidopsis, Pappel und Tomate (Abb. 3-1). 

Die jeweiligen homologen RCARs der unterschiedlichen Spezies gruppieren sich nä-

her, als die Proteine der gleichen Spezies. 
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Abb. 3-1 Stammbaum von Arabidopsis, Pappel und Tomaten RCARs. 
Phylogenetische Analyse basierend auf dem Neighbor-Joining-Algorithmus von RCARs in 
Arabidopsis (blau), Pappel (grün) und Tomate (orange). Die homologen Proteine gruppieren 
sich in den Unterfamilien I bis III, wobei die homologen Proteine näher miteinander verwandt 
sind, als die Proteine einer Spezies. 

 

Auffallend war die starke Konservierung der GATE und LATCH Domänen, die wichtig 

für das Umschließen des gebundenen Liganden sind. So kommt es bei diesen Domä-

nen bei Bindung des Phytohormones zu einer Konformationsänderung (Melcher et al. 

2009; Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 2009a). Diese Aminosäurestrukturen sind 

ebenfalls in den potentiellen ABA-Rezeptoren der Sojabohne (Bai et al. 2013), Wein 

(Boneh et al. 2012), Erdbeere (Chai et al. 2011) und Tomate (Gonzalez-Guzman et al. 

2014) konserviert. Das Prolin der GATE Domäne ist neben der ABA Perzeption auch 
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wichtig für die Interaktion mit den PP2Cs, was in Sojabohne gezeigt wurde (Bai et al. 

2013). Dies und die starke restliche Konservierung der Proteine ließ bereits vermuten, 

dass die Pappelproteine an der Perzeption von ABA beteiligt sind (Abb. 2-3). Der Be-

weis für die Rezeptorfunktion konnte in Protoplasten erbracht werden. Die getesteten 

Pappel RCARs konnten die ABA Antwort in Protoplasten induzieren. In Arabidopsis 

wurde ebenfalls in Protoplasten gezeigt, dass alle 14 ABA Rezeptoren die ABA Ant-

wort induzieren können (Fujii et al. 2009; Fuchs et al. 2014; Tischer et al. 2017). 

 

Nicht nur in Arabidopsis lassen sich den einzelnen Unterfamilien bestimmte Muster in 

Bezug auf die ABA-abhängige Induktion der RCARs zuordnen. So ist Unterfamilie I 

bereits ohne exogen appliziertes ABA stark aktiv. Während einige Vertreter der Unter-

familie II ohne ABA Zugabe schwach aktiv sind, benötigen andere Vertreter ABA. Un-

terfamilie III ist ohne ABA bis auf RCAR13 nicht aktiv (Tischer et al. 2017). In der Pap-

pel war kein eindeutiges Muster erkennbar: ohne ABA Zugabe waren bereits alle 

RCARs induziert, PcRCAR1, PcRCAR4 und PcRCAR13 bis zu 25-fach. Diese ABA 

unabhängige Induktion ließ sich durch zusätzliche Hormonzugabe für PcRCAR4, PcR-

CAR13 und PcRCAR14 weiter steigern. Die anderen PcRCARs waren nicht mehr stark 

durch Hormonzugabe weiter induzierbar (Abb. 2-12). Denkbar für die ABA unabhän-

gige Induktion wäre eine gesteigerte Affinität der Pappelproteine zu ABA, sodass das 

endogene ABA Level bereits für die Induktion ausreichte. Ebenso möglich wäre ein 

gesteigertes Grundlevel an ABA in den Pappelprotolasten. Die Messung des ABA Ge-

halts in Pappelprotoplasten zeigte jedoch kein erhöhtes Grundlevel (vgl. Abb. 2-15). 

ABA kann als Glucoseester-Konjugat in Vakuolen oder dem Apoplasten gespeichert 

werden (Lim et al. 2005). In Koniferen wurde gezeigt, dass 7’-Hydroxy-ABA als Spei-

cherform von ABA unter anderen in dormanten Knospen vorhanden ist (Feurtado et 

al. 2007; Kong et al. 2009). Es bleibt fraglich, ob nicht diese Speicherform bei der 

Pappel durch die Protoplastierung, bzw. der nachfolgenden über-nacht Inkubation re-

aktiviert wird und folglich mehr aktives ABA in den Zellen vorhanden ist.  

Werden die Induktionswerte in aba2-1 Protoplasten betrachtet, in denen das endogene 

ABA Level reduziert ist (Gonzalez-Guzman et al. 2002), so war die ABA Abhängigkeit 

bei allen Pappel RCARs klar erkennbar (Abb. 2-14). Eine Ausnahme stellte PcRCAR9 

dar, bei dem keine weitere Induktion durch ABA hervorgerufen werden konnte. Ver-

gleichsweise ähnelten die Induktionswerte der Pappel RCARs denen von Arabidopsis 
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(Tischer et al. 2017). Die zwei Ausnahmen waren PcRCAR13 und PcRCAR14 mit ei-

ner vier- bis fünffach höheren Induktionsrate in Vergleich zu ihren Arabidopsis Homo-

logen. Eine mögliche Erklärung kann erhöhte Proteinstabilität dieser ABA Rezeptoren 

im heterologen System sein. Es wurde gezeigt, dass die proteasomale Ubiquitinierung 

und Degradation von RCAR3 durch ABA inhibiert wird (Irigoyen et al. 2014). Dieser 

Mechanismus, dass ABA auf die Stabilität seiner Rezeptoren Einfluss nehmen kann, 

könnte auch bei PcRCAR13 und PcRCAR14 greifen.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die erste und zweite Unterfamilie der 

Pappel RCARs in Bezug auf die ABA Abhängigkeit nicht unterschieden und alle 

PcRCARs bis auf PcRCAR7 mit endogenem ABA Level bereits induzierten. Die dritte 

Unterfamilie, und PcRCAR7, zeigten eine starke ABA-abhängige Induktion der Rezep-

toren, wie bei Arabidopsis (Abb. 2-14). Diese ABA-abhängige Induktion im Protoplas-

tensystem zusammen mit den in silico Daten zeigen, dass die homologen RCARs aus 

Pappel als ABA-Rezeptoren fungieren. 

 

Ebenso wie die ABA Rezeptoren sind auch die Ko-Rezeptoren im Pflanzenreich weit 

verbreitet. Bryophyten und Lebermoose weisen zwei PP2Cs der Subklasse A auf, Ly-

kophyten drei (Sakata et al. 2014; Bowman et al. 2017). Reis besitzt acht PP2Cs, in 

Tomate wurden sieben Vertreter gefunden, doch nur vier davon zeigten Interaktionen 

mit ABA Rezeptoren (Sun et al. 2011; Ben-Ari 2012). Im Wein wurden neun Vertreter 

der Gruppe A PP2Cs nachgewiesen (Gambetta et al. 2010).  

Bei den potentiellen Ko-Rezeptoren der Pappel wurde die gleiche Anzahl an Homolo-

gen Proteinen wie in Arabidopsis gefunden (Abb. 2-4). Wie bei den Rezeptoren, teilen 

sich die jeweiligen homologen Proteine mehr Aminosäuren, als die Proteine einer Spe-

zies. Es sind, wie auch in Arabidopsis, drei Unterfamilien erkennbar (Tischer et al. 

2017). Während die Proteinphosphatase PP2CA zwei homologe Proteine aufweist 

sind die drei HAI’s auf zwei Homologe begrenzt. Die Unterfamilie mit ABI1/2 und 

HAB1/2 besitzt lediglich drei HAB Homologe. Die dritte Unterfamilie mit AHG1 zeichnet 

sich durch einen Aminosäureaustausch aus, welcher wichtig für die RCAR Interaktion 

ist. Das sonst konservierte Tryptophan, ist in Arabidopsis AHG1 durch Valin ersetzt 

(Dupeux et al. 2011a; Fuchs et al. 2013). In der Pappel kommen zwei Homologe AHG1 

Proteine vor, bei denen das entsprechende Tryptophan durch Leucin ersetzt ist. Es 

weist ebenfalls hydrophobe Eigenschaften auf, ist aber um eine Kohlenstoffgruppe 
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größer. Beim AHG1 der Weinpflanze (Vitis vinifera), ist das Tryptophan durch die eben-

falls hydrophobe Aminosäure Methionin substituiert (Boneh et al. 2012).  

In der vorliegenden Arbeit wurde für die getesteten Pappel PP2Cs eine inhibitorische 

Wirkung auf die ABA Signalkaskade nachgewiesen, was in Einklang mit den homolo-

gen PP2Cs aus Arabidopsis steht (Fuchs et al. 2014; Tischer et al. 2017).  

 

 

3.1.3. Rezeptorkomplex-Kombinationen 

 

Einige Untersuchungen aus Arabidopsis zeigten, welche RCARs mit den jeweiligen 

PP2Cs interagieren und die ABA Antwort auslösen (Fujii et al. 2009; Ma et al. 2009; 

Szostkiewicz et al. 2010; Zhao et al. 2013). Neben einer vollständigen Analyse der 

kombinatorischen Interaktionsmöglichkeiten von Rezeptoren und Ko-Rezeptoren in 

Hefe (Fuchs 2013) gibt es seit kurzem eine Analyse von möglichen RCAR-PP2C Kom-

binationen in vivo (Tischer et al. 2017).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Interaktionen von Pappel RCARs mit Arabidop-

sis Phosphatasen im Hefe-zwei-Hybrid-System, als auch in vivo untersucht. Außerdem 

konnte die Regulation von einer Arabidopsis und Pappel PP2C durch Pappel RCARs 

in vitro gezeigt werden. Von den elf klonierten Pappel RCARs konnten mit den neun 

PP2Cs insgesamt 69 positive Interaktionen, von 99 möglichen, in Hefe nachgewiesen 

werden (Papacek et al. 2017). Dabei war auffallend, dass sich die einzelnen RCAR 

Unterfamilien durch spezifische Interaktionsmuster mit den PP2Cs auszeichneten.  

Unterfamilie I reagierte konstitutiv, ABA-unabhängig mit den PP2Cs, wohingegen Un-

terfamilie III obligat ABA benötigte um funktionale Interaktionen auszubilden. Unterfa-

milie II stellte eine Mischform dar. Die Phosphatasen HAB2 und HAI1 konnten mit kei-

nem der Pappel RCARs eine Interaktion eingehen, unabhängig davon, ob der Ligand 

vorhanden war, oder nicht. In Arabidopsis und Tomate konnte HAB2 mit den jeweiligen 

RCARs eine Interaktion eingehen. In beiden Fällen benötigte die Interaktion mit Unter-

familie III RCARs die Anwesenheit des Phytohormons (Fuchs 2013; Gonzalez-

Guzman et al. 2014). Während HAI1 in Arabidopsis und Pappel mit keinem RCAR eine 

Interaktion zeigte, konnte es mit einem ABA-Rezeptor der Tomate interagieren 

(Gonzalez-Guzman et al. 2014). 
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Interaktionen mit AHG1 konnten nur für PcRCAR1, PcRCAR2, PcRCAR3 und 

PcRCAR9 in Gegenwart von ABA bestätigt werden. Dies entsprach weitgehend dem 

Muster der Arabidopsis RCARs. Neben RCAR1, RCAR3 und RCAR9 konnte auch 

RCAR5 eine positive Interaktion mit AHG1 eingehen (Fuchs 2013). Bei Tomate konnte 

keine Interaktion mit AHG1 detektiert werden, jedoch wurden nur zwei RCARs der Un-

terfamilie I getestet (Gonzalez-Guzman et al. 2014). Die Interaktion mit AHG1 ist in 

allen Fällen auf die RCARs der Unterfamilie I und RCAR9 begrenzt. 

Dieses Interaktionsmuster, dass Unterfamilie I ABA unabhängig eine Interaktion mit 

den PP2Cs eingehen konnte und Unterfamilie III obligat ABA benötigte war auch in 

Sojabohne erkennbar (Bai et al. 2013). Das gleiche Interaktionsmuster der Unterfami-

lien war auch bei Pappel-Pappel-Protein-Interaktionen im Rahmen einer Bachelorar-

beit zu erkennen (Wiedorn 2015) (vgl. Anhang, Abb. 5-4).  

Neben den Dikotyledonen, besitzen auch Monokotyledonen wie Weizen (Triticum 

aestivum) oder Zwenken (Brachypodium distachyon) ABA Rezeptoren (Gordon et al. 

2016; Zhang et al. 2017). Interaktionen mit den PP2Cs zeigten auch in Monokotyledo-

nen das bereits erwähnte Muster der drei Unterfamilien in Bezug auf die ABA Sensiti-

vität (Pri-Tal et al. 2017). Zusammenfassend zeigen RCARs der ersten Unterfamilie 

bereits ohne exogen appliziertes ABA eine Interaktion mit den PP2Cs, RCARs der 

dritten Unterfamilie benötigen hierfür ABA. 

 

Neben Interaktionen von RCARs und PP2Cs wurden auch Regulationen von Ara-

bidopsis PP2Cs durch speziesfremde RCAR Homologe wie Sojabohne, Tomate und 

Wein nachgewiesen (Li et al. 2012; Bai et al. 2013; Gonzalez-Guzman et al. 2014). In 

Arabidopsis wurden die Kombinationen der 14 RCARs mit einigen Proteinphosphata-

sen getestet (Ma et al. 2009; Szostkiewicz et al. 2010; Hao et al. 2011; Okamoto et al. 

2013; Li et al. 2015; Wunschel 2017). Dabei konnte gezeigt werden, dass einige 

RCARs bereits ohne Ligand dazu in der Lage waren, Proteinphosphatasen zu inhibie-

ren, was mit den Hefedaten in Einklang steht. Die Effizienz der inhibitorischen Wirkung 

variierte dabei unter den Arabidopsis RCARs (Wunschel 2017). Dies war auch bei den 

Pappel-Homologen der Fall. Die Effizienz für die Inhibierung der PP2Cs war zum einen 

RCAR-abhängig, zum anderen von der Proteinphosphatase. 
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Neben den Interaktionen in Hefe und in vitro blieb die Frage offen, ob sich die RCAR-

PP2C Interaktionen auch in Pflanze realisieren lassen. Es wurden alle möglichen Kom-

binationen in aba2-Protoplasten getestet. Von den 55 möglichen Interaktionen gab es 

bereits 40 Interaktionen ohne, und 53 mit exogen appliziertem ABA. Erkennbar war 

zum einen die spezifische Regulierung der Phosphatasen durch die einzelnen RCARs, 

als auch eine Spezifität der RCARs. 

Auffallend waren die RCARs der Unterfamilie III. Sie drängten in Gegenwart von ABA 

die RCARs der Unterfamilie I und II in den Hintergrund. In Arabidopsis sind RCARs 

der dritten Unterfamilie, außer RCAR13, als Dimere beschrieben (Nishimura et al. 

2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b). Studien zeigten, dass RCARs die-

ser Unterfamilie keine, bzw. eine schwache inhibierende Wirkung auf PP2Cs ohne 

ABA haben (Hao et al. 2011; Wunschel 2017). In Arabidopsis wurden 113 regulatori-

sche Interaktionen gezeigt, 56 davon bereits ohne exogen appliziertes ABA. Diese 

ABA-unabhängigen Interaktionen waren wieder primär der Unterfamilie I zuzuschrei-

ben (Tischer et al. 2017). Die Pappelrezeptoren der Unterfamilie I waren ohne ABA 

bereits ebenfalls induziert, was für die RCARs der Unterfamilie III bis auf in Kombina-

tion mit PcHAB1 nicht zutraf. Für die Pflanze könnte dies bedeuten, dass RCARs der 

dritten Unterfamilie bei Stress, wenn ABA gebildet wird und in hoher Konzentration in 

der Pflanze vorliegt, die Regulation übernehmen. Ist der Stresspegel und die ABA Kon-

zentration gering, regulieren RCARs der ersten Unterfamilie die ABA Antwort. 

Zusammenfassend kann folgendes Modell für die Unterfamilien aufgestellt werden:  

die RCARs der Unterfamilie I, welche bereits ohne exogenes ABA mit den PP2Cs in-

teragieren können scheinen die ABA Regulation unter nicht Stress-bedingungen zu 

regeln. Erhöht sich das Stresslevel, und somit auch die ABA Konzentration in der 

Pflanze, werden RCARs der Unterfamilie III wirksam. Durch die hohen ABA Konzent-

rationen können sie die entsprechenden PP2Cs inhibieren und somit die ABA abhän-

gige Genexpression regulieren. Die stabilisierende Wirkung von ABA auf die Interak-

tion wurde bereits früher gezeigt (Park et al. 2009). Unterfamilie II stellt eine Mischform 

dar. Es liegt also auf der Hand, dass RCARs und PP2Cs bereits ohne ABA interagieren 

können und die Bindung von ABA an den Rezeptor eine stabilisierende Wirkung auf 

den RCAR-PP2C Komplex hat und die Inaktivierung der PP2C begünstigt. Bei Anwe-

senheit von Stress sind deutlich mehr PP2Cs inhibiert, was verstärkt Ionenkanäle und 

die Genexpression reguliert (Abb. 3-2). 
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Abb. 3-2 Schematische Darstellung einer möglichen ABA Signaltransduktion 
Modell einer ABA abhängigen Signaltransduktion. Die RCARs der ersten (RCAR I) und zwei-
ten Unterfamilie (RCAR II) können bereits ohne ABA eine Interaktion mit den PP2Cs eingehen 
und halten die physiologische Signalkaskade aufrecht. Die RCARs der Unterfamilie III 
(RCAR III) und einige RCARs der Unterfamilie II werden bei steigenden Stresslevel aktiv. Sie 
benötigen ABA um die Interaktion einzugehen. Somit sind bei der Stressantwort mehr RCAR-
PP2C Interaktionen aktiv. 

 



Diskussion 

88 
 

Bei den PP2Cs stellt AHG1 eine Sonderrolle dar. PcAHG2 wurde fast ausschließlich 

durch RCARs der Unterfamilie I (PcRCAR1 bis PcRCAR6) inhibiert. Arabidopsis AHG1 

wurde auch in vitro ausschließlich durch RCARs der ersten Unterfamilie und RCAR9 

reguliert (Abb. 2-17). Die Ergebnisse aus dem Hefe-zwei-Hybrid-System wurden somit 

in Protoplasten bestätigt. Es wurde gezeigt, dass für RCAR-AHG1 Interaktion drei Ami-

nosäurereste im Interaktionsbereich von RCAR und PP2C ausschlaggebend sind. 

RCAR4, welches sich in diesen drei Aminosäuren unterscheidet und AHG1 nicht re-

gulieren kann, konnte durch Überführung in die jeweiligen Aminosäuren wie sie in 

RCAR1-3 vorkommen, AHG1 regulieren (Tischer et al. 2017). Diese drei Aminosäuren 

- Aspartat, Tyrosin und Lysin - sind ebenfalls in der Pappel RCAR Unterfamilie I vor-

handen, was die wenn auch schwache Regulation von PcAHG2 mit Unterfamilie I 

RCARs erklären kann (Abb. 3-3). 

 

 

Abb. 3-3 Ausschnitt des Proteinalignments der Arabidopsis und Pappel RCARs.  
Die konservierten Aminosäuren der Unterfamilie I, die für die Interaktion mit AHG1 wichtig sind, 
sind mit gelb hinterlegt. Die Zahlen geben die Position der ersten Aminosäure in der Protein-
struktur wieder. 

 

Es wurde gezeigt, dass die Pappel ABA Rezeptoren ihre Ko-Rezeptoren als solche 

auch in vivo regulieren können. Keine Interaktion von ABA Rezeptor und Ko-Rezeptor 

kann aber auch bedeuten, dass die zu exprimierenden Proteine nicht in ihrer aktiven 

Form vorliegen. So ist es durchaus möglich, dass in planta mehr Kombinationen reali-

sierbar sein könnten. Auf der anderen Seite ist jedoch zu beachten, dass die Proteine 

im Protoplastensystem unter einem konstitutiv aktiven Promotor in den Zellen expri-

miert werden. Dies muss wiederum nicht heißen, dass die Proteine unter ihren endo-

genen Promotoren in der intakten Pflanze auch zum gleichen Zeitpunkt im gleichen 

Gewebe exprimiert werden. Trotz dieser Limitationen konnte die Analyse einen Ein-

blick in die Vielfalt der regulatorischen Möglichkeiten der ABA Signaltransduktion in 

Pappel geben.  
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3.2. Ein ABA Rezeptor als LA Rezeptor 

 

Die ABA Rezeptoren gehören zur Bet V 1 Superfamilie, deren Vertreter mehrere Lig-

anden binden können (Radauer et al. 2008). Immer wieder stellte sich die Frage, ob 

die Stressantwort über RCARs nicht durch mehrere Liganden induziert werden kann. 

Bereits mit der Entdeckung der RCARs, einerseits über die Interaktion mit PP2Cs (Ma 

et al. 2009), andererseits über den synthetischen Wachstumsinhibitor Pyrabactin (Park 

et al. 2009) wurde klar, dass die Wechselwirkungen zwischen RCAR und Ligand 

durchaus flexibel sind. Es wurde weiter gezeigt, dass einige Vorstufen von ABA, bzw. 

deren Abbauprodukte die ABA-Antwort auslösen können. Die Vorstufen wurden zum 

Großteil in der Pflanze zu aktiven ABA umgewandelt (Raschke et al. 1975; Parry et al. 

1991; Yamomoto and Oritani 1996). Weng et al. zeigten jedoch, dass Phaseinsäure 

(PA), ein ABA-Abbauprodukt, für einige RCARs, wie RCAR1, RCAR3 und RCAR5 ein 

effektiver Ligand für die PP2C Inhibierung ist (Weng et al. 2016). Die Sensitivität ge-

genüber ABA ist jedoch weitaus höher als gegenüber PA. Dies steht im Einklang mit 

Kepka et al., welche eine ABI2-Regulation mit RCAR1, RCAR3 und RCAR11 und PA 

zeigten (Kepka et al. 2011). Die Frage bleibt allerdings, ob es andere natürlich vor-

kommende Liganden für die ABA-Rezeptoren gibt. 

Neben den ABA Rezeptoren der Pappel wurden in dieser Arbeit ebenfalls Analysen 

mit den ABA Rezeptoren aus Marchantia polymorpha durchgeführt. Die Lebermoose 

sind für die Fragestellung, ob es andere Liganden für RCARs gibt ein gutes System, 

da sie neben ABA auch Lunularsäure (LA) besitzen. Wie gezeigt wurde, ist LA bei 

Lunaria cruciata verantwortlich für die Induktion und Aufrechterhaltung der Dormanz, 

was in höheren Pflanzen durch ABA übernommen wird (Valio et al. 1969; Pryce 1971). 

Diese Analogie spiegelt sich in ähnlichen chemischen Eigenschaften von ABA und LA 

wieder (Abb. 3-4). Entscheidend für die Bindung von ABA zu RCAR sind die polaren 

Interaktionen. LA fehlt am C1‘-Atom im Vergleich zu ABA eine Alkoholgruppe, hat al-

lerdings eine zusätzlich am C15-Atom. Bereits 2002 stellten Yoshikawa und Kollegen 

die These auf, dass LA und ABA an den gleichen Rezeptor binden, da beide Moleküle 

das Wachstum von Lunularia cruciata inhibierten. Diese Aussage wurde verstärkt 

durch die berechnete in silico Überlagerung von ABA mit LA (Yoshikawa et al. 2002). 
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Abb. 3-4 Strukturen von Abscisin- und Lunularsäure 
Ähnlichkeiten von a) ABA und b) LA mit den polaren Gruppen, die essentiell für die Bindung 
zu RCAR Proteinen in der Bindetasche sind. Während ABA eine zusätzliche polare Gruppe 
am C1‘-Atom besitzt, hat LA eine zusätzliche Alkoholgruppe am C15-Atom (rot gekennzeich-
net). 
 

Werden die ähnlichen polaren Gruppen von ABA und LA zusammen mit der Tatsache 

betrachtet, dass die hydrophoben Interaktionen der Bindetasche des RCARs und dem 

Liganden ausreichend Flexibilität besitzen um auch andere Moleküle aufzunehmen 

und zu stabilisieren (Wunschel 2017), könnte es durchaus möglich sein, dass LA ein 

alternativer Ligand für die RCARs ist. 

Zunächst wurde mit dieser Arbeit bestätigt, dass drei der fünf vorhandenen Marchantia 

RCAR Proteine als ABA Rezeptoren dienen (Abb. 2-24). Des Weiteren wurde gezeigt, 

dass MpRCAR2 eine Sonderstellung der fünf Marchantia RCARs besitzt. Neben ABA 

konnte das Protein auch durch LA induziert werden (Abb. 2-25).  

Darüber hinaus war es möglich, einen ternären Komplex von MpRCAR2 und PP2C mit 

LA, statt mit ABA, zu bilden. So konnte die spezieseigene Proteinphosphatase MpABI1 

durch MpRCAR2 und LA reguliert werden. Ebenfalls konnten speziesfremde Arabidop-

sis PP2Cs durch die Kombination mit MpRCAR2 und LA reguliert werden (Abb. 2-27). 

Somit wurde zum ersten Mal der Nachweis erbracht, dass RCARs mehr natürlich vor-

kommende Liganden außer ABA besitzen. Wenn also ein Marchantia RCAR durch LA 

induziert werden konnte stellte sich weiter die Frage, ob dies auch für die Arabidopsis 

RCARs gilt. Diese Annahme konnte jedoch nicht bestätigt werden; die Interaktion und 

Induktion der getesteten Marchantia und Arabidopsis Proteine mit LA beschränkte sich 

auf MpRCAR2. 

Wird die Tertiärstruktur von MpRCAR2 mit den restlichen RCARs verglichen, kommen 

einige Aminosäuren ausschließlich in MpRCAR2 vor, welche die Interaktion mit LA 

erklären könnten. Durch ortsspezifische Mutagenese konnte die Induktion von 
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MpRCAR2 durch LA verhindert werden. Mutiert wurden drei Aminosäuren, welche ex-

klusiv in MpRCAR2 vorhanden sind (Abb. 3-5). Während die Einzelmutation nur einen 

leichten Effekt zeigte, war die Doppelmutation am Zugang der Bindetasche und in der 

LATCH Domäne sehr viel effektiver. Dies deutet darauf hin, dass diese Aminosäuren 

einen entscheidenden Beitrag zur Etablierung des Interaktionsnetzwerkes von LA mit 

den RCARs leisten. Die Annahme, dass das durch Histidin substituierte Asparagin bei 

MpRCAR2 den zentralen Kern des Interaktionsnetzwerkes darstellt (Wunschel 2017), 

konnte nicht bewiesen werden, da diese Mutation (H187N) nur einen leichten Effekt 

zeigte.  

 

 

Abb. 3-5 Vergleich der Bindetaschen von RCAR1 und MpRCAR2 
Bindetasche von a) RCAR1 und b) MpRCAR2 mit ABA (gelb). Die Aminosäuren in magenta 
wurden bei MpRCAR2 durch die des RCAR1 mutiert. Die Darstellung der Proteinstrukturen 
erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf dem PdB: 4JDL.   

 

Diese Analysen zeigten, dass LA durchaus in der Lage ist einen ABA Rezeptor anzu-

sprechen. Die nachfolgende Regulation von Proteinphosphatasen erklärt die beobach-

tete ähnliche biologische Funktion von LA und ABA. Während ABA die Stressantwort 

und Dormanz in höheren Pflanzen über die RCAR-Rezeptoren regelt, könnte in 

Cyanobakterien und Algen, welche keine ABA Rezeptoren besitzen, diese Rolle LA 

zumindest teilweise übernehmen. Nachfolgendes Modell vergleicht die ABA Signal-

wege in Arabidopsis, bzw. Populus und Marchantia polymorpha (Abb. 3-6). 
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Abb. 3-6 Schematische Darstellung einer möglichen ABA Signaltransduktion in Ara-
bidopsis, Populus und Marchantia 
Durch die ABA Bindung an das RCAR wird der ternäre Komplex mit der Proteinphosphatase 
ausgebildet. Im Lebermoos Marchantia polymorpha, kann der ABA Rezeptor MpRCAR2 ne-
ben ABA auch LA binden. Dadurch kommt es einerseits zu physiologischen Reaktionen der 
Pflanze wegen ABA, als auch wegen LA. In Arabidopsis können die ABA Rezeptoren nicht 
durch LA induziert werden. 
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3.3.  Physiologische Funktion von Pappel RCARs 

 

Es wurde bereits gezeigt, dass es sich bei den homologen Pappel RCARs und PP2Cs 

um funktionale ABA Rezeptoren und Ko-Rezeptoren handelt. Im Weiteren geht es um 

die physiologische Rolle der RCAR Proteine, ihren Stellenwert in der Samenkeimung 

und Wurzelwachstum und schließlich bei der Trockenresistenz.  

 

3.3.1. Samenkeimung und Wurzelwachstum 

 

Wie bereits erwähnt, fungiert Abscisinsäure als Wachstumsinhibitor. So ist es bei der 

Embryoreifung und Aufrechterhaltung der Dormanz aktiv (Karssen et al. 1983). Somit 

ist die Perzeption und Weiterleitung von ABA ein wichtiges Signal in der Bewertung 

von ungünstigen Umgebungsbedingungen für die Pflanze.   

Es wurde bereits gezeigt, dass die Überexpression von Arabidopsis RCARs eine ABA 

Hypersensitivität in Bezug auf die Samenkeimung zur Folge hat (Ma et al. 2009; 

Santiago et al. 2009b; Tischer 2016). Analog wurde für Arabidopsis RCAR Knockout-

linien eine ABA Insensitivität beobachtet (Gonzalez-Guzman et al. 2012; Antoni et al. 

2013).  

In dieser Arbeit wurden Arabidopsislinien mit ektopischer Expression von Pappel 

RCARs generiert und bezüglich ihres Keimungsverhalten untersucht. In Anwesenheit 

von ABA, was ungünstige Umweltbedingungen simulieren sollte, wurde für jede Linie 

eine ABA-hypersensitive Reaktion beobachtet. So war die Keimung im Vergleich zum 

Wildtyp stark herabgesetzt. Yu et al. exprimierten ein Pappel RCAR der dritten Unter-

familie in Arabidopsis und konnten ebenfalls eine ABA-hypersensitive Reaktion in der 

Samenkeimung beobachten (Yu et al. 2016). Während bei Tomaten RCARs, ein Ver-

treter der dritten Unterfamilie die Keimung in Anwesenheit von Abscisinsäure nicht in-

hibierte, war sie bei RCARs der zwei anderen Unterfamilien im Vergleich zum Wildtyp 

deutlich inhibiert (Gonzalez-Guzman et al. 2014). Ein ABA-hypersensitiver Phänotyp 

auf die Keimung wurde auch bei einem Reis Homologen, OsRCAR5 beobachtet (Kim 

et al. 2012). 

Wird die Rolle der Proteinphosphatasen bei der Samenkeimung betrachtet gilt analog, 

dass Überexpression von PP2Cs einen ABA-insensitiven Phänotyp verursachen. So 

wurde von Arshad & Mattsson gezeigt, dass die Überexpression der Pappel Protein-

phosphatase PP2CA2 in Gegenwart von 5 µM ABA im Vergleich zum Wildtyp Col-0 
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noch keimen kann (Arshad and Mattsson 2014). Gleiches gilt für das Arabidopsis Ho-

molog PP2CA. Auch hier konnten Überexpressionslinien in Gegenwart von ABA kei-

men (Kuhn et al. 2006). Ein anderes Beispiel, dass der ABA Signalweg bei Pappel in 

der Samenkeimung konserviert ist, belegt die Proteinphosphatase HAB1. Chen et al. 

zeigten, dass das Homolog zu HAB1 aus Populus euphratica in Arabidopsis bei Über-

expression einen ABA insensitiven Phänotyp zeigte und somit konsistent mit der HAB1 

Überexpression in Arabidopsis ist (Saez et al. 2004; Chen et al. 2015).  

 

Es liegt somit nahe, dass die Proteinphosphatasen PP2CA2 und HAB1 aus Pappel 

eine Rolle in der Keimung besitzen. Eine genaue Aussage über die Relevanz der ge-

testeten RCARs in Kombination mit den vorkommenden PP2Cs bei der Aufrechterhal-

tung der Samenruhe und des Wurzelwachstums ist jedoch schwierig, da keine Expres-

sionsdaten von RCARs in Pappelsamen existieren, und die Expression in Arabidopsis 

unter einem konstitutiven Promotor den wirklichen Sachverhalt nicht widerspiegelt. 

 

Neben der Rolle bei der Dormanz besitzt Abscisinsäure auch eine wichtige Funktion 

im Wurzelwachstum (Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000). In niedriger Kon-

zentration wirkt das Hormon aktivierend, in höheren Konzentrationen inhibierend auf 

das Wurzelwachstum (Zeevaart and Creelman 1988). 

In dieser Arbeit wurde der Effekt unterschiedlicher Pappel RCARs auf das Wurzel-

wachstum untersucht. So kam es im submikromolaren Bereich zu einer Inhibierung für 

die Linien der Unterfamilie II. Die ABA-Hypersensitivität von RCAR9 und RCAR10 

konnte auch bei den Pappel Homologen PcRCAR9 und PcRCAR10 bestätigt werden 

(Pizzio et al. 2013; Tischer 2016). Unterfamilie III hatte keine oder nur eine geringe 

Auswirkung auf das Wurzelwachstum, was mit den Daten aus Arabidopsis konsistent 

war. Arabidopsis RCAR13 zeigte eine schwache Inhibierung der Wurzelelongation, 

RCAR14 unterschied sich nicht zum Wildtyp (Tischer 2016). Ähnlich gestaltete sich 

das Verhalten der Unterfamilie III RCARs bei Tomate. Bei der Überexpression eines 

Unterfamilie III RCARs war keine Hypersensitivität gegenüber ABA in der Keimung 

erkennbar. Die Wurzellänge wurde jedoch durch dieses RCAR in Anwesenheit von 

ABA inhibiert (Gonzalez-Guzman et al. 2014). In Sojabohne wurde gezeigt, dass die 

Überexpression eines RCARs den ABA-insensitiven Phänotyp retten konnte (Bai et al. 

2013). Diese Daten implizieren, dass die getesteten RCARs der Unterfamilie II durch-

aus eine Funktion im Wurzelwachstum besitzen. Des Weiteren zeigte Arend et al., 
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dass bei Überexpression der Pappel-PP2C-Mutante, abi1, das Seitenwurzelwachstum 

in Pappel beeinträchtigt ist und die Wurzel-Biomasse signifikant reduziert ist (Arend et 

al. 2009). Außerdem zeigten die Pappelpflanzen eine reduzierte Sensitivität gegen-

über ABA.  

 

3.3.2. Trockenresistenz 

 

Neben der Wirkung auf die Samenkeimung und das Wurzelwachstum hat Abscisin-

säure auch einen Effekt auf die Regulierung der Stomata (Kim et al. 2010). Das Öffnen, 

bzw. Schließen der Stomata hat direkt Einfluss auf den CO2 Gradienten zwischen der 

Umgebung und der Atemhöhle der Spaltöffnung (Farquhar et al. 1989; Franks et al. 

2013). Dieser Gradient ist der entscheidende Faktor für die photosynthetische Was-

sernutzeffizienz (Yang et al. 2016). Es ist bekannt, dass sich die Wassernutzeffizien-

zen in den einzelnen Ökotypen von Arabidopsis unterscheiden. Außerdem kann die 

WUE bei Trockenstress um den Faktor zwei gesteigert werden (Medrano et al. 2002; 

Rizza et al. 2012). Diese Gegebenheit wird bereits bei der Wasserdefizitbewässerung 

genutzt. Zusätzlich werden dadurch Wasserressourcen geschont, was in heutiger Zeit 

wegen dem Klimawandel von enormer Bedeutung ist. Seit 1950 stieg die Oberflächen-

temperatur der Erde um 1° - 3° C an. Gleichzeitig nahm die Niederschlagsmenge, v.a. 

über Afrika, dem südlichen Europa, Asien und Zentralamerika ab (Abb. 3-7). Die Häu-

fung und Schwere von Trockenperioden nimmt zudem immer weiter zu (Sheffield and 

Wood 2008; Dai 2011). Asseng und Kollegen prognostizierten die Reduktion der glo-

balen Weizenproduktion um 6 % pro Temperaturerhöhung um 1° C (Asseng et al. 

2015). Dies verdeutlicht die Notwendigkeit, Pflanzen zu züchten, die mit den vorhan-

denen Wasserressourcen besser haushalten können. Eine gesteigerte Wassernutzef-

fizienz ist aber meistens auch an Einbußen im Ernteertrag gekoppelt (Blum 2005; 

Morison et al. 2008; Kenney et al. 2014). 

In Studien mit Arabidopsis wurde gezeigt, dass eine Überexpression von RCARs Tro-

ckenresistenz vermittelt (RCAR1) (Zhao et al. 2016), den Wasserverbrauch minimiert 

(RCAR8) (Santiago et al. 2009b), oder die Wassernutzeffizienz steigert (RCAR6, 

RCAR8, RCAR9 und RCAR10) (Pizzio et al. 2013; Yang et al. 2016). In allen Fällen 

wurden bereits vorhandene Proteine, nämlich ABA Rezeptoren, in ihrer Expression 

verstärkt. So konnte die Trockenresistenz durch das Potential der eigenen Pflanze er-

reicht werden. 
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Abb. 3-7 Entwicklung von Temperatur und Niederschlagsmenge. 
a) Temperaturentwicklung der Erdoberfläche von 1950 bis 2008 gemessen in °C. b) Weltweite 
Entwicklung der Niederschlagsmenge. Abbildung modifiziert nach Dai (2011). 

 

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Pappel-RCARs auf ihre Auswirkung auf die 

WUE in Arabidopsis getestet. Hierfür wurden den Pflanzen Niederschlagsausfälle 

durch fortschreitenden Trockenstress simuliert. Die WUE am Ende des Trockenstress-

versuchs war in den transgenen Pflanzen um ca. 30 % verbessert, was stimmig mit 

den Versuchen mit Arabidopsis RCARs ist (Yang et al. 2016).  

Neben der errechneten Wassernutzeffizienz aus Biomasse und Wasserverbrauch be-

schreibt die photosynthetische, oder instantaneous Wassernutzeffizienz (insWUE) das 

Verhältnis von Netto-CO2-Assimilationsrate (An) zu stomatärer Leitfähigkeit (gs). Durch 

dieses Verhältnis kann die insWUE entweder durch die Erhöhung der Assimilations-

rate bei gleichbleibender stomatärer Leitfähigkeit verbessert werden, oder durch redu-

zierter stomatärer Leitfähigkeit bei gleichbleibender Assimiliationsrate, bzw. Kombina-

tionen daraus.  
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Durch Gaswechselmessungen wurde ersichtlich, dass bereits in der Wachstums-

phase, in denen die Pflanzen noch keinen Wasserstress erfahren mussten, eine ge-

steigerte Wassernutzeffizienz von bis zu 50 % in den PcRCAR10-Linien vorlag. Wäh-

rend die Assimilationsrate der Linien vergleichbar war, war die stomatäre Leitfähigkeit 

der PcRCAR10-Linien reduziert, was zu einer erhöhten insWUE führte. 

In Arabidopsis konnte durch Überexpression von RCAR6 und RCAR10 die insWUE 

um bis zu 40% gesteigert werden (Yang et al. 2016). Die anderen RCARs zeigten 

keine gesteigerte oder geringere insWUE bei Überexpression. Bei den ABA Rezepto-

ren, die eine gesteigerte insWUE zeigten, handelt es sich bei Pappel und Arabidopsis 

um Vertreter der zweiten Unterfamilie. Diese Proteine wurden als moderate ABA Re-

zeptoren beschrieben, die mit dem endogenen ABA-Gehalt bereits eine moderate ABA 

Antwort auslösen können. Es ist denkbar, dass auch in Pappel die RCARs der zweiten 

Unterfamilie für die Steigerung der WUE nutzbar sind. Da die gesteigerte insWUE be-

reits in der Nicht-Stressphase erkennbar war, stellt die Verwendung von Gaswechsel-

messungen ein gutes Mittel dar, um RCAR-abhängige Effekte in Bezug auf die Tro-

ckenresistenz zu evaluieren. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben transgenen Arabidopsis auch Pappeln trans-

formiert. Es wurden mehrere unabhängige Linien mit ektopischer Expression von 

PcRCARs generiert und durch Gaswechselmessungen an Blättern analysiert. Dabei 

zeigte eine der getesteten Linien eine gesteigerte insWUE von über 20 %. Anders als 

bei Arabidopsis, war das Pappel RCAR ein Vertreter der ersten und nicht der zweiten 

Unterfamilie. Durch die starke Konservierung der Arabidopsis und Pappel Proteine war 

anzunehmen, dass auch in Pappel nur RCARs der zweiten Unterfamilie zielführend 

sind; also ein ABA Rezeptor, der bereits ohne ABA aktivierend wirkt, aber nicht zu 

stark.  

Die restlichen getesteten PcRCARs zeigten keine Verbesserung der insWUE. Da die 

Transformation der Pappel sehr zeitintensiv ist und die Ergebnisse aus Arabidopsis 

(Yang et al. 2016) zum damaligen Zeitpunkt noch nicht vorlagen, wurde nur ein RCAR 

der Unterfamilie II in Pappel transformiert. Diese Überexpression zeigte aber nicht die 

erwartete, verbesserte insWUE. Die Redundanz der RCARs und die Erfahrungen aus 

Arabidopsis zeigten, dass es notwendig ist die Analyse auf alle PcRCARs auszuwei-

ten. Jedoch ist neben dem Transformationsaufwand auch die Umsetzung des fort-

schreitenden Trockenstresses und die Gaswechselmessungen bei Pappeln technisch 

nicht einfach zu realisieren. 
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Während bei Arabidopsis die ganze Pflanze in Bezug auf ihren Gasaustausch in einer 

geschlossenen Messkammer analysiert werden konnte, ist aufgrund der Größe bei 

den Pappeln nur die Messung von einzelnen Blättern möglich. Schwierig ist hierbei die 

Vergleichbarkeit von gleich alten, gleich entwickelten Blättern. Dadurch, dass die Pap-

peln vegetativ vermehrt werden, sind unterschiedliche Anfangsbedingungen wie Bio-

masse oder Zustand der jeweiligen Achselknospe ausschlaggebend für das nachfol-

gende Wachstum und die Vitalität der Pflanze. Da in dieser Arbeit PcRCAR10 in Ara-

bidopsis in Bezug auf die insWUE gute Erfolge brachte, sollte dieses Pappel RCAR 

weiter in transgenen Pappeln getestet werden. 

Es konnte gezeigt werden, dass durch die ektopische Expression eines ABA Rezep-

tors in Pappel die insWUE verbessert werden konnte. Es wird angenommen, dass die 

Pappel mit weniger Wasser auskommt und trockenresistenter ist. Diese Daten stehen 

im Einklang mit den Experimenten von Yu und Kollegen. So zeigte die Überexpression 

von PtRCAR8 und einer N-terminal verkürzten Version von PtRCAR11 eine verbes-

serte Trockenresistenz in einem Pappelhybrid (Populus davidiana x Populus bolleana) 

(Yu et al. 2017). Diese Ansätze zur Verbesserung der Trockenresistenz nutzen das 

Potential der Pflanze. Es stellt sich die Frage, warum die Pflanze nicht selbst im Laufe 

der Evolution die Expression der RCARs hochregulierte, um sich in trockenere Gebiete 

auszubreiten. Das Merkmal Wasser zu sparen steht wahrscheinlich nur dann unter 

Selektion, wenn in der unmittelbaren Nachbarschaft keine Pflanzen stehen, die das 

„eingesparte“ Wasser verbrauchen. Die sparsame Pflanze hat keinen Vorteil, denn 

wenn Niederschläge ausbleiben und es trockener wird, haben die umgebenden Pflan-

zen das Wasser bereits verbraucht.  

 

Die Frage bleibt allerdings, inwieweit die verbesserte insWUE zur dauerhaften Anpas-

sung an trockeneres Klima beitragen kann. Darüber hinaus stellt der Boden eine wich-

tige Grundvoraussetzung für den Ertrag von Pflanzen dar. So kommt es auf die Bo-

dentextur an, wieviel Wasser der Boden halten kann, und wieviel davon für die Pflanze 

verfügbar ist (Kramer and Boyer 1995). Überträgt man die Gegebenheit auf Nahrungs-

mittelpflanzen stellt sich eine weitere Problematik. Es zeigte sich, dass bei Steigerung 

des Ertrages und damit der Biomasse der Proteingehalt reduziert wird (Groos et al. 

2003; Tsilo et al. 2013). Die Rede ist von „verstecktem Hunger“. Eine alternative Me-

thode, um Pflanzen gegen abiotischen Stress wie Trockenheit zu stärken, ohne die 

Ertragsqualität zu mindern, wäre die Ausbildung von Symbiosen mit Mykorrhiza (Daei 
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et al. 2009; Smith et al. 2010; Miransari 2011). Neben der verbesserten Versorgung 

der Pflanze mit Nährstoffen und Wasser, kommt es zudem zum Schutz vor Pathoge-

nen (Jung et al. 2012). Die Züchtung sollte also immer mehrere Faktoren berücksich-

tigen und nicht nur auf ein spezielles Merkmal in Sachen Trockenresistenz selektieren. 
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4. Material und Methoden 

 

4.1. Materialien 

4.1.1. Chemikalien 

Alle Chemikalien und Lösungsmittel wurden im Reinheitsgrad „molecular grade“ ver-

wendet und sofern nicht anders angegeben von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-

chen, Deutschland), AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland), J.T. Baker (Deven-

ter, Niederlande), Duchefa Biochemie B.V (Haarlem, Niederlande), Merck (Grafing, 

Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) und Serva Electro-

phoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen.  

 

4.1.2. Kits 

 

Die Kits werden von Thermo Analytik Jena AG (Jena, Deutschland), Machery-Nagel 

GmbH & Co. KG (Düren, Deutschland) und Gemoned (Löhne, Deutschland) verwen-

det.  

 

innuPREP Plant RNA Kit      Analytik Jena 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up    Machery Nagel 

NucleoSpin Plasmid      Machery-Nagel 

JETStar2.0 Plasmid Purification MAXI Kit   Genomed 

 

 

4.1.3. Geräte 

 

Tabelle 4-1 Verwendete Geräte 

Gerät Modell Hersteller 

Blotting System Trans-Blot® SD Cell BioRad 

Chemilumineszenzde-

tektor 
LAS4000 GE Healthcare 

Elektrophorese EPS 200 Pharmacia Biotech 
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Elektroporationssystem Eporator Eppendorf 

Geldoc UV System 

UV 312 nm Bachhofer 

Doc-It UVP 

P91D Mitsubishi 

Gelelektrophorese E844 Consort 

Homogenisator Tissue LyserII Qiagen 

Inkubator 

WTB Brutschrank Binder 

Thermoshaker Gerhardt 

ES-20 PeqLab 

Kippschüttler Rotor Shaker Genie 
Scientific Indust-

ries 

Luminometer CHAMELEON Plate HIDEX 

Magnetrührer Stuart-VWR Bibby 

Mikroplattenleser Synergy 2 Biotek 

Mikroskop 
Stemi SV11 Zeiss 

HBO 50 Axioskop Zeiss 

Mikrowelle MC-9287UR LG 

NanoDrop Photometer 
NanoPhotometer 7122 

V1.4 
Implen 

PCR Cycler T-Gradient Biometra 

PCR Detection System LightCycler® 480 Roche 

Peristaltikpumpe REGLO ICC Ismatec 

pH Meter pH 526 WTW 

Photometer Ultrospec 2000 UV Pharmacia Biotech 

Rundschüttler Rotamax 120 Heidolph 

SDS-PAGE System 
Mini Protean Tetra Sys-

tem 
BioRad 

Sterilbank 
Laminar Flow Worksta-

tion 
Microflow 

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf 

Ultraschall-Homogeni-

sator 
Sonopuls Bandelin 

Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand 
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Vortexer MS3 basic IKA 

Waage 
BP 3100 S Sartorius 

BP 110S Sartorius 

Zentrifuge 

Avanti J-25 Beckmann Coulter 

Typ 5424 Eppendorf 

Typ 5424R Eppendorf 

Universal 16 Hettich 

 

4.1.4. Software 

Für alle in silico Analysen wurden folgende Programme verwendet: 

 

TAIR 

https://www.arabidopsis.org/ 

(Ermittlung von Arabidopsis DNA Sequenzen) 

 

BioEdit v7.1.11 

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html 

(Erstellen von Alignments) 

 

MEGA v6.06 

http://www.megasoftware.net/ 

(Erstellen von phylogenetischen Bäumen) 

 

Phytozome11 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

(Ermittlung von Pappel DANN Sequenzen) 

 

RCSB PDB 

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 

(Kristallstruktur von Proteinen) 

 

PyMOL v1.1 

https://www.pymol.org/ 

(Bearbeitung der Kristallstruktur von Proteinen) 
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Serial Cloner v2.6.1 

http://www.serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html 

(Erstellung von Vektorkarten) 

 

4.1.5. Verwendete Organismen 

 

Tabelle 4-2 Escherichia coli Stämme 

Stamm Genotyp Resistenz # Quelle 

DH5α 

F-, φ80dlacZΔM15Δ (lacZYA-

argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 λ- 

thi-1 gyrA96, relA1 

keine 3334 
Invitrogen 

(Karlsruhe) 

XL1blue 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 

proAB lacIqZ M15 Tn10(Tetr)] 

Tetracyclin 3340 
Stratagene 

(Heidelberg) 

BL21 (DE3) 
F- ompT hsdSB (rB

-, mB
-) gald-

cmrne131 (DE3) 
keine 4481 

Promega 

(Fitchburg, 

USA) 

Rosetta 

pLys 

F- ompT hsdSB (rB
-, mB

-) galdcm 

(DE3) pLysSRARE (CamR) 
Camalexin 2470 

Merck Milli-

pore (Biller-

ica, USA) 

 

 

 

Tabelle 4-3 Agrobacterium tumefaciens Stamm 

Stamm Genotyp Resistenz # Quelle 

C58 

GV3101 
Ti Plasmid pMP90 

Gentamycin 

Rifampicin 
845 

Csaba Koncz 

(MPI Köln) 

 

Escherichia coli wurden in LB-Medium flüssig, bzw. auf LB-Medium fest bei 37°C kul-

tiviert. Die Flüssigkultur wurde bei 200 rpm im Schüttler angezogen. 

Die Proteinexpression erfolgte in flüssigen TB-Medium für 3,5 h bei 200 rpm. 
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Die Anzucht von A. tumefaciens erfolgte in LB-Medium bei 30°C. 

 

LB-Medium fest   5 g Hefeextrakt; 10 g Pepton; 10 g NaCl; 16 g Agar;  

mQ H2O auf 1 l 

LB-Medium flüssig   wie LB-Medium fest; ohne Agar 

TB-Medium flüssig   24 g Hefeextrakt; 12 g Pepton; 4 ml 87 % Glycerin  

9,4 g K2HPO4; 2,2 g KH2PO4 

 

Transformanten wurden mit entsprechenden Antibiotika im Nährmedium selektiert. 

 

Tabelle 4-4 Antibiotika und ihre Konzentration im Nährmedium 

Antibiotikum Konzentration [µl/ ml] Stammlösung [mg/ ml] 

Ampicillin 100 100, in sterilem mQ H2O 

Gentamycin 25 25, in sterilem mQ H2O 

Kanamycin 50 50, in sterilem mQ H2O 

Rifampicin 25 25, in 100 % EtOH 

 

Die Hinterlegung der E. coli und A. tumefaciens Stämme erfolgte in sterilem 43 % (v/v) 

Glycerin bei -80°C. 

 

Tabelle 4-5 Hefestamm 

Stamm Genotyp # Quelle 

AH109 

MATa, trp1-109, leu2-3, 112, ura3-

52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, 

LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-

HIS3, GAL2AS-GAL2TATA-ADE2, 

URA::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ 

3332 
Clontech Matchmaker-

System 

 

Die Anzucht der Hefen erfolgte in flüssig in flüssigen oder festen SD- oder YPD-Me-

dium bei 30°C. Die Flüssigkultur wurde bei 200 rpm im Schüttler kultiviert. 

 

YPD-Medium fest   20 g Pepton; 10 g Hefeextrakt; 20 g Agar;  

950 ml mQ H2O; Autoklavieren und auf 50°C abküh-

len lassen; 50 ml Glucose (40 %) 

SD-Medium fest   100 ml Makrosalze (10x); 1 ml Mikrosalze (1000x); 
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     800 ml mQ H2O; 20 g Agar; Autoklavieren und auf 

50°C abkühlen lassen; 100 ml Dropout (10x); 10 ml  

Supplement; 50 ml Glucose (40 %) 

SD-Medium flüssig   wie SD-Medium fest; ohne Agar 

10x Makrosalze SD   10 g K2HPO4; 10,24 g MgSO47H2O; 1 g NaCl;  

1 g CaCl2; 50 g (NH4)2SO4 mQ H20 auf 1 l 

1000x Mikrosalze SD  2 mg Biotin; 400 mg Pantothensäure Calciumsalz;  

20 mg Folsäure; 2 g Myo-Inositol; 400 mg Nicotin-

säure; 200 mg p-Aminobenzolsäure; 400 mg Pyrido-

xinhydrochlorid; 200 mg Riboflavin; 400 mg Thiamin 

HCl; 500 mg Borsäure; 40 mg CuSO4; 100 mg KI; 

200 mg FeCl2; 400 mg MnSO4; 200 mg Na2Mo4; 

400 mg ZnSO4; mQ H2O auf 1 l 

10x Dropout 200 mg L-Adenin Hemisulfatsalz; 200 mg L-Arginin 

HCl; 300 mg L-Isoleucin; 300 mg L-Lysin HCl; 

200 mg L-Methionin; 500 mg L-Phenylalanin; 2 g L-

Threonin; 300 mg L-Tyrosin; 200 mg L-Uracil; 1,5 g 

L-Valin; mQ H2O auf 1 l 

Supplements (100x) 2 g L-Histidin; mQ H2O auf 1 l 

10 g L-Leucin; mQ H2O auf 1 l 

 2 g L-Tryptophan; mQ H2O auf 1 l 

 

Die Selektion transgener Hefen erfolgte durch verschiedener Supplements entspre-

chend der Plasmideigenschaften. 

 

4.1.6. Pflanzenmaterial 

In dieser Arbeit wurde mit Arabidopsis thaliana und Populus canescens gearbeitet. 

 

Von Arabidopsis wurde der Ökotyp Columbia (Col-0) und die generierte Mutante 

aba2-1 verwendet. Col-0 kann über das Arabidopsis Biological Resource Center in 

Ohia, USA bezogen werden, die Mutante aba2-1 über das Nottingham Arabidopsis 

Stock Center (Leon-Kloosterziel et al. 1996). Die Anzucht erfolgte in Töpfen, mit einer 

Perlit-Einheitserdemischung (Typ7), in Phytokammern unter Langtagbedingungen 

16 h mit 180 µE * m-2 * s-1, 22°C und 65 % Luftfeuchte und 8 h mit 17°C und 75 % 
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Luftfeuchtigkeit. Unter diesen Bedingungen betrug die Generationszeit bei 6 bis 8 Wo-

chen. Populus canescens wurde ebenfalls in Erde in Phytokammern wie Arabidopsis 

kultiviert. Für die Mikropropagation wurden Pappeln in Schraubverschlussgläsern mit 

90ml Pappel-MS herangezogen. Diese wurden bei Dauerlicht (120 µE * m-2 * s-1) bei 

21°C kultiviert. 

 

Arabidopsis-MS 100 ml Makrosalze (10x); 2,5 ml A-Mikrosalz  

(400x); 10 g Saccharose; 1 g MES; pH auf 5,8 mit  

KOH einstellen; mQ H2O auf 1 l; 9 g Agar; Autokla-

vieren 

Makrosalze (10x) 16,5 g NH4NO3; 19 g KNO3; 1,7 g KH2PO4; 4,4 g 

CaCl22H2O; 3,7 g MgSO47H2O; mQ H2O auf 1 l 

Arabidopsis-Mikrosalze (400x) 11,12 g FeSO4.7H2O; 14,89 g FeNaEDTA; 0,3 g KJ; 

4 g MnSO4H2O; 1,2 g H3BO3; 0,8 g ZnSO47H2O; 

0,1 g Na2MoO42H2O; 0,01 g CuSO45H2O; 0,01 g 

CoCl26H2O; mQ H2O auf 1 l 

Pappel-MS fest 50 ml Makrosalze (10x); 2,5 ml P-Mikrosalze (400x); 

2,5 ml FeNaEDTA (400x); 1 ml P-Vitamine (1000x); 

100 g Saccharose; pH auf 5,8 mit KOH einstellen; 

mQ H2O auf 1 l; 6,8 g Agar; nach Autoklavieren auf 

50°C abkühlen lassen; 0,2 g L-Glutamin hinzugeben 

Pappel-Mikrosalze (400x) 0,332 g KJ; 6,76 g MnSO4H2O; 2,48 g H3BO3; 3,44 g 

ZnSO47H2O; 0,1 g Na2MoO42H2O; 0,01 g 

CuSO45H2O; 0,01 g CoCl26H2O; mQ H2O auf 1 l 

FeNaEDTA (400x)   1,492 g FeNaEDTA; mQ H2O auf 100 ml 

P-Vitamine (1000x) 0,5 g Nicotinsäure; 0,5 g Pyrodoxol HCl; 0,1 g Thia-

mine HCl; 0,1 g Myo-Inositol; mQ H2O auf 1 l 
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4.1.7. Enzyme 

Die eingesetzten Enzyme, Puffer und Standards wurden von ThermoFisher Scientific 

(München, Deutschland), New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main, Deutsch-

land) PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) und Promega GmbH 

(Mannheim, Deutschland) verwendet. 

Die Protoplastenenzymlösung wurde mit Cellulase „Onozuka“ R-10 und Macerozym 

R-10 von Yakult Pharmaceutical Ind. Co., LTD. (Tokio, Japan) hergestellt. 

 

4.1.8. Oligonukleotide 

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Eurofins (Ebersberg, Deutsch-

land) bezogen 

Oligonukleotide für die Amplifizierung von Pappel-Rezeptorkomponenten für Proplas-

tenassays: 

 

Tabelle 4-6 Oligonukleotide für Protoplastenvektoren 

Gen Bezeichnung Sequenz (5‘  3‘) 

Potri.002G169400 PcRCAR1_f 

PcRCAR1_r 

gatcgaattcATGAACGGTGGTGATGCGT 

gatcgtcgacTCAGAATTGATTGATGGGCT 

Potri.014G097100 PcRCAR2_f 

PcRCAR2_r 

gatcgaattcATGAACGGCAGTGATGCGT 

gatcgtcgacTCAGAATTGATTGACAGGTTC 

Potri.012G000800 

 

PcRCAR3_f 

PcRCAR3_r 

gcatgagaattcATGAATGAAAATAGTAATGGAAGT 

gcatgagtcgacTTACATACACTCAATGGGCTC 

Potri.015G020500 PcRCAR4_f 

PcRCAR4_r 

gatcgaattcATGAATGGAAATTGTAATGGAA 

gatcgtcgacTTACATACAATCAATGGGCTCGGT 

Potri.001G092500 PcRCAR5_f 

PcRCAR5_r 

gatcgaattcATGGTGACAAATGATTATGTGA 

gatcgtcgacTTACGTTCTGTCAATGGGTTC 

Potri.003G139200 PcRCAR6_f 

PcRCAR6_r 

gatcgaattcATGGTGACAAATGATTATGTGA 

gatcgtcgacTTACATTCTGTCAATGGGTTC 

Potri.008G073400 PcRCAR7_f 

PcRCAR7_r 

gatcgaattcATGCCTGCATCGCTACAGCTCCAA 

gatcgtcgacTCATGATGTTATTGATATCTGGTTATT 

Potri.010G183900 

 

PcRCAR8_f 

PcRCAR8_r 

gatcgaattcATGCCTGCATCACTACAGCTCCAG 

gatcgtcgacTCATGATGATGTAGAAATCTGGGCA 

Potri.016G125400 PcRCAR9_f 

PcRCAR9_r 

gatcgaattcATGCCTGCTAATCCTCCGA 

gatcgtcgacTCACGCTGATGATGATTTATTA 

Potri.006G104100 PcRCAR10_f gatcgaattcATGCCTGCTAATCCTCCA 
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 PcRCAR10_r gatcgtcgacTCACGATGATGATTTATTATT 

Potri.001G142500 PcRCAR11_f 

PcRCAR11_r 

gatccccgggATGACATGTACTGTTGGCAT 

gatcgtcgacTTATTTACCGTCACCGTCA 

Potri.003G091700 PcRCAR12_f 

PcRCAR12_r 

gatcgaattcATGCCTCCACTACCCACC 

gatcgtcgacTTATTTACCGTCACCGTCTC 

Potri.006G230600 

 

PcRCAR13_f 

PCRCAR13_r 

gatcgaattcATGGATGCTAATCACGCCC 

gatcgtcgacTCACTCGTGTCCATGCAGAGCT 

Potri.018G054400 PcRCAR14_f 

PcRCAR14_r 

gcatgagaattcATGGATACGAATCAAGCCCC 

gcatgagtcgacTCATTCATGTCCATGCAGAGA 

Potri.010G199600 PcPP2CA1_f 

PcPP2CA1_r 

gatcgaattcATGGTCGGGATTTGCTGT 

gatcggatccTTAATGATGATTTCTTCTCAAA 

Potri.008G059200 PcPP2CA2_f 

PcPP2CA2_r 

gatcgaattcATGGCTGGGATTTGCTGCG 

gatcagatctTTAATGTTGATTTCTTCTCAAATC 

Potri.009G037300 PcHAI1_f 

PcHAI1_r 

gatcgaattcATGGCTGATATTTGCTGTGGA 

gatcagatctCTACGTGTCTTTCCTTAAATC 

Potri.001G245200 PcHAI2_f 

PcHAI2_r 

gatcgaattcATGGCCGAGATTTACCGTG 

gatcgtcgacCTACGTGTCTTTCCTTAAATTC 

Potri.015G133900 PcAHG1_f 

PcAHG1_r 

gatcgaattcATGACAGAAGTTTGCCGAAGA 

gatcgtcgacTCAGCTACTTTTGAGATCAACA 

Potri.012G131800 PcAHG2_f 

PcAHG2_r 

gatcgaattcATGACGGAATTTTACCGAAGG 

gatcgtcgacTCAGCTCCTCTTGAGATCAA 

Potri.003G044200 PcHAB1_f 

PcHAB1_r 

gatcgaattcATGGAGGAGATGTACCGGG 

gatcgtcgacTTAAGATTTGCTCTTGAACTTC 

Potri.006G224600 PcHAB2_f 

PcHAB2_r 

gatccccgggATGGAGGAGATGTATCCGG 

gatcgtcgacTCATGTTTTGGTTTTGAACTTC 

Potri.018G060300 PcHAB3_f 

PcHAB3_r 

gatcgaattcATGGAGGAGATGTACCGGG 

gatcgtcgacTCATGTTTTGGTTTTGAACTTC 

 

Oligonukleotide für die Amplifizierung von Pappel-Rezeptorkomponenten für Protein-

expression: 

 

Tabelle 4-7 Oligonukleotide für Proteinexpression 

Gen Bezeichnung Sequenz (5‘  3‘) 

Potri.015G020500 PcR4_pQ30_f 

PcR4_pQ30_r 

gatcggatccATGAATGGAAATTGTAATGG 

gatcgtcgacTTACATACAATCAATGGGCTCGGT 

Potri.016G125400 PcR9_pQ30_f 

PcR9_pQ30_r 

gatcggatccATGCCTGCTAATCCTCC 

gatcgtcgacTCACGCTGATGATGATTTATTA 
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Potri.006G230600 

 

PcR13_pQ30_f 

PcR13_pQ30_r 

gatcggatccATGGATGCTAATCACGC 

gatcgtcgacTCACTCGTGTCCATGCAGAGCT 

Potri.008G059200 PcPP2CA2_pQ70

_f 

PcPP2CA2_pQ70

_r 

gatcgcatgcgaATGGCTGGGATTTGCTGCG 

 

gatcggatccATGTTGATTTCTTCTCAAATC 

 

Oligonikleotide für die quantitative RealTime PCR sind dem Anhang zu entnehmen 

 

4.1.9. Plasmide und Vektoren 

Die verwendeten Plasmide und Vektoren können dem Anhang entnommen werden. 

Sie sind nach der Lehrstuhlinternen Stammsammlung nummeriert und bei -80°C gela-

gert.  

Für die Protoplastenassays wurden die Effektorgene in den Vektor pSK:35S:AscI 

(Hoffmann 2001) kloniert. Für die Proteinexpression wurden die Vektoren pQE30 (Qi-

agen, Germany) und pQE70 (Qiagen) verwendet. Stabile Transformationen von Po-

pulus canescens wurden mit Vektorkonstrukten basierend auf den binären Vektor 

pBI121:AscI (Hoffmann 2001) generiert. Hierfür wurde die 35S:Effektor-Kassette des 

pSK Plasmids über AscI in den pBI121:AscI ligiert. 
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Abb.  4-1 Schematische Darstellung zur Generierung von pSK 35S AscI PcRCAR 

 

 

4.2. Physiologische Methoden 

4.2.1. Oberflächensterilisation von Arabidopsis Samen 

Die Sterilisation von Arabidopsis Samen erfolgte im Eppendorf Reaktionsgefäß mit 

Ethanol und Natriumhypochlorid. Hierfür wurden die Samen für 30 min bei Raumtem-

peratur in 80 % (v/v) Ethanol und 0,1 % (v/v) Triton X-100 geschüttelt. Anschließend 

wurden die Samen mit 3 % Natriumhypochlorid-lösung für 3 min behandelt. Abschlie-

ßend wurde fünf Mal mit sterilem ddH2O gewaschen und die Samen auf MS-Agarplat-

ten ausgebracht. 

PcRCAR

+
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4.2.2. Keimungsversuche 

Das Keimungsverhalten wurde auf MS-Agarplatten unterschiedlicher Hormonkonzent-

rationen analysiert. Die Samen wurden sterilisiert und auf entsprechende Platten aus-

gebracht. Nach 48 h bei 4 °C zur Stratifizierung wurden sie unter Dauerlicht (80 µE x 

m-2 x s-1) und konstanten 22 °C zum Keimen gebracht. Die Auswertung erfolgte nach 

3 Tagen. Als gekeimt wurden Samen bewertet, wenn die Radicula die Samenschale 

durchbrochen hatte. 

 

4.2.3. Wurzelwachstum 

Um das Wurzelwachstum zu untersuchen, wurden Arabidopsis Keimlinge auf MS-Plat-

ten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen analysiert. Hierfür wurden die Samen 

zunächst auf MS-Platten ohne Hormon zum Keimen gebracht und nach 4 Tagen auf 

ABA-haltige MS-Platten umgesetzt. Die Position der Wurzelspitze wurde markiert und 

die Pflanzen für weitere 3 Tage im Zellkulturraum vertikal inkubiert. Zur Auswertung 

wurden die Platten eingescannt und die Elongation mit der Software ImageJ v1.48 und 

Excel bestimmt. Pro Linie und Konzentration wurden mindestens 30 Keimlinge analy-

siert. 

 

4.2.4. Floral Dip von Arabidopsis thaliana 

Arabidopsis thaliana wurde stabil mittels Agrobacterium tumefaciens vermittelten Gen-

transfer nach der Floral Dip Methode transformiert (Clough and Bent 1998; Zhang et 

al. 2006). Für die Klonierung der Konstrukte diente der binäre Ausgangsvektor pBI121 

(Jefferson et al. 1987). Die Agrobakterien mit dem gewünschten Konstrukt wurden in 

einer 3 ml Übernachtkultur in selektiven Medium (25 µg/ml Gentamycin, 50 µg/ml Ka-

namycin, 25 µg/ml Rifampicin) bei 30 °C angezogen. Die 200 ml Hauptkultur wurde für 

24 h bei 30 °C inkubiert und bei 3000 g für 10 min bei 4°C geerntet und in 300 ml 

Infiltrationsmedium aufgenommen. 3 Wochen alte Arabidopsispflanzen wurden mit 

den Infloreszenzen kopfüber für mehrere Sekunden in die Zellsupsension getaucht. 

Nach 5 Tagen wurde der Vorgang wiederholt um die Transformationseffizienz zu stei-

gern. Die infiltrierten Pflanzen wurden für ca. 6 Wochen kultiviert. Die Selektion positi-

ver Transformanten erfolgte aus MS-Medium mit Kanamycin. Die Transformationseffi-

zienz betrug in der Regel zwischen 0,1 und 1 %. 
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Infiltrationsmedium 70 g Saccharose; 0,5 g MES; pH = 5,8 (KOH); 500µl Sil-

wet L-77; mit ddH2O auf 1 l 

 

4.2.5. Sterilisation von Pflanzenmaterial für die Mikropropagation 

Um die Pappeln steril in Weckgläsern vermehren zu können mussten diese zunächst 

sterilisiert werden. Hierfür wurden junge Triebe mit 2 bis 3 Internodien von den Blättern 

befreit und für 5min in 70% Ethanol inkubiert. Es folgte eine Inkubation in 1%em Nat-

riumhypochlorid für 20 min. Es wurde 5-mal mit sterilem Wasser gewaschen und das 

Pflanzenmaterial in Weckgläsern mit Pappel MS Medium transferiert. Die Achselknos-

pen treiben aus und die Wurzelentwicklung setzt ein. Nach ca. 3 Monaten wurden die 

neu entstandenen Sprosse wieder von den Blättern befreit und Sprossstücke mit je 2 

bis 3 Internodien in neue Gläser gesetzt. 

 

4.2.6. Transformation von Populus x canescens 

Für den Agrobakterien-vermittelten Gentransfer dienten 10 Wochen alte Populus ca-

nescens Pflanzen als Ausgangsmaterial. Von den sterilen im Glas kultivierten Pflanzen 

wurden die Sprosse von Blättern und Nodien befreit und für 2 Tage auf M1 Medium im 

Dunkeln bei 21°C kultiviert. Parallel wurden von den Agrobakterien 30 ml LB Haupt-

kultur bei 200 rpm bei 30°C über Nacht angezogen. Die Zellen wurden bei 2200 rpm 

für 5 min geerntet und in Pappel MS resuspendiert. In 100 ml Kolben wurden 30 ml 

Pappel MS Flüssigmedium vorgelegt und mit den Agrobakterien auf eine OD600 von 

0,3 eingestellt. In die Bakteriensuspension wurden die Internodienabschnitte transfe-

riert und bei 70 rpm bei 24°C für 18h geschüttelt. Die Internodienabschnitte wurden 

auf sterilem Filterpapier getrocknet und zweimal für 5 min in je 30 ml H2O gewaschen. 

Anschließend wurden die Sprosse für 10 min in Cefotaximlösung (100 mg/ml) inkubiert 

und dreimal für 5 min in H2O gewaschen. Das Pflanzenmaterial wurde auf M2 Platten 

bei 21°C für mindestens 20 Tage im Dunkeln kultiviert. Danach folgte die Kultivierung 

auf M3 Medium im Dauerlicht. Der entwickelte Kallus beginnt mit der Sprossentwick-

lung und Pflanzen können auf Pappel MS Medium umgesetzt werden und weiter ana-

lysiert werden. Für die Überprüfung der erfolgreichen Transformation wurde RNA iso-

liert und die Genexpression mittels qRT-PCR bestimmt. 

 

M1 Medium    Pappel MS mit 0,08 mg/l NAA; 0,3 mg/l BAP 



Material und Methoden 

113 
 

M2 Medium M1 Medium mit 500 mg/l Carbenicillin; 250 mg/l Ce-

fotaxim; 25 mg/l Kanamycin 

M3 Medium M2 Medium mit 50 mg/l Kanamycin; 0,1 µM Thidia-

zuron 

 

4.2.7. β-D-Glucoronidase Färbung 

Für die Bestimmung der Transformationseffizienz der Pappeln wurde eine GUS Fär-

bung durchgeführt. Hierfür wurden die Pappeln mit dem binären Vektor pBI121 trans-

formiert. Der Vektor besitzt das β - Glucoronidasegen unter Kontrolle des 35S Promo-

tors. Die β – Glucoronidase hydrolysiert Cyclohexylammonium (X-Gluc) zu Glucuron-

säure und 5-Brom-4-chlor-indoxyl. Letzteres wird durch Sauerstoff zu dem tiefblauen 

Farbstoff 5,5‘-Dibrom-4,4‘-dichlor-indigo oxidiert. Für die Färbung wurden die Kallus- 

oder Blattstücke mit 90 % kaltem Aceton für 20 Minuten auf Eis fixiert. Das Aceton 

wurde entfernt und das Pflanzenmaterial mit der Waschlösung gespült. Die Waschlö-

sung wurde entfernt und das Material mit der X-Gluc Färbelösung bedeckt. Die Aus-

wertung erfolgte nach Übernachtinkubation. 

 

Waschlösung 50 mM NaPO4, pH = 7,2; 0,5 mM K3Fe(CN)6; 0,5 mM 

K4Fe(CN)6 

Färbelösung 2 mM X-Gluc (Cyclohexylammoniumsalz) in DMF 

 

4.2.8. Isolierung von Protoplasten 

Die Präparation von Arabidopsis und Pappel Mesophyll Protoplasten erfolgte nach 

dem modifizierten Protokoll von Yoo et al. 2007. Es wurden 2-3 g Blattmaterial von drei 

Wochen alten Arabidopsis für 3-4 h in 18 ml Enzymlösung bei 25°C und 50 rpm inku-

biert. Bei der Präparation von Pappelprotoplasten wurden 8 Wochen alte Pflanzen ver-

wendet. Die Blätter wurden mit einer Rasierklinge in 2 mm breite Streifen geschnitten 

und für 4 h in Enzymlösung inkubiert. Nach dem Verdau wurde die Protoplastensus-

pension durch ein Nylonnetz (150 µm Maschenweite) gefiltert und mit 10 ml W5 Lö-

sung gespült. Die Protoplasten wurden für 2 min bei 60 g pelletiert, der Überstand 

abgenommen und in 10 ml W5 Lösung durch leichtes Schwenken gelöst. Nach erneu-

ter Zentrifugation wurden die Protoplasten in geeignetem Volumen MM Lösung aufge-

nommen. Um die Vitalität und die Menger der Protoplasten zu bestimmen wurden 50 µl 
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Protoplasten mit 1µl Fluoresceindiacetat (FDA) versetzt. Die Auszählung erfolgte mit 

Hilfe einer Thomakammeer mit einem Zeiss Axioskop und HBO 50 und einem FITC 

Filtersatz (480 nm Anregungs-, 505 nm Sperr- und 535 nm Emissionsfilter) (Widholm 

1972; Huang et al. 1986). Arabidopsis Protoplasten wurden 0,5 – 1 * 106 Protoplasten/ 

ml eingestellt, Pappelprotoplasten auf 2*106 Protoplasten/ ml und für mindestens 1 h 

auf Eis inkubiert. 

 

Die Enzymlösung wurde nach dem Standardprotokoll von Sambrook and Russell 2001 

hergestellt. Die Lösung wurde je zweimal für 30 min gegen 10 mM MES (pH = 5,7) 

dialysiert. Die fertige Lösung wurde steril filtriert und bei -20°C gelagert. 

 

Arabidopsis Enzymlösung 1 % (w/v) Cellulase Onozuka R-10; 0,25 % (w/v) Ma-

cerozym R-10; 2,5 nM AEBSF; 400 mM Mannitol; 

8 mM CaCl2; 5 mM MES; 0,6 % (w/v) BSA; pH = 5,7 

(KOH) 

Pappel Enzymlösung wie Arabdiopsis Enzymlösung, 3 % (w/v) Cellulase 

Onozuka R-10; 0,8% (w/v) Macerozym R-10  

W5 – Lösung 154 mM NaCl; 125 mM CaCl2; 5 mM KCl; 2 mM; 

MES; pH = 5,7 (KOH) 

MM – Lösung 400 mM Mannitol; 20 mM KCl; 5 mM MES; pH = 5,7 

(KOH) 

FDA – Lösung   1 mg FDA/ 1 ml Aceton 

 

4.2.9. Transfektion von Protoplasten 

In einem 2ml Reaktionsgefäß wurde folgende DNA vorgelegt.  

 

Reporter pRD29B::LUC  6 µg 

Standard p35S::GUS   4 µg 

Effektor     x µg 

Mannitol (0,8M)    15 µl 

mQ H2O auf    30 µl 

 

Zu der vorgelegten DNA wurden jeweils 100 µl Protoplasten und 130 µl PEG (37°C) 

gegeben und durch dreimaliges Invertieren durchmischt. Die Transfektion wurde nach 
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7-8 min durch Zugabe von 1 ml W5 Lösung gestoppt. Nach dreimaligen invertieren 

wurden die Reaktionsgefäße für 2 min bei 250 g zentrifugiert, der Überstand abge-

nommen und das Pellet in 210 µl WIMK Lösung resuspendiert. Jede Transfektion 

wurde aufgeteilt und mit oder ohne ABA versetzt. Die Inkubation der Protoplastenan-

sätze erfolgte über nacht bei 25°C. 

 

PEG 40 % (w/V) PEG 400; 200 mM Mannitol; 100 mM 

CaCl2 

WIMK     500 mM Mannitol; 20 mM KCl; 4 mM MES; pH = 5,7 

ABA – Stocklösung   5 mM ABA in 10 mM MES; pH = 7,0 bis 7,5) 

ABA – Verdünnungen  Aus ABA – Stocklösung verdünnt mit WIMK - Lösung 

 

4.2.10. Messung der β-D-Glucoronidase Aktivität 

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz und Normalisierung der Luciferaseakti-

vität wurde das Plasmid 35S::GUS eingesetzt. Die Aktivität der exprimierten β-D-Glu-

coronidase kann fluorimetrisch bestimmt werden durch die Umsetzung von 4-Methyl-

lumbelliferyl-β-D-Glucoronid (4-MUG) zu Methylumbelliferon (MU). MU wird bei 365 

nm angeregt und die Emission bei 460 nm quantifiziert. Für die GUS Messung wurden 

jeweils 50 µl Protoplasten mit 100 µl MUG-Puffer versetzt und in schwarzen Miktroti-

terplatten bei 37°C für 10 min im BioTek Synergy 2 Plate Reader gemessen. Aktivität 

wurde dabei über die Zunahme der relativen Fluoreszenz pro Zeiteinheit als RFU/ sec 

(relativ fluorescence units) bestimmt, welche direkt proportional zur Enzymaktivität ist. 

 

MUG-Puffer 10 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,1 % Triton X-100; 

0,5 mM; 4-MUG; 50 mM Na2HPO4/ NaH2PO4  

 

4.2.11. Messung der Luciferase Aktivität 

Das Reporterplasmid enthält den ABA induzierbaren Promotor des Gens AtRD29B, 

das das Gen Luciferase kontrolliert. Werden Transkriptionsfaktoren durch die ABA Sig-

nalkaskade aktiviert kommt es ebenfalls zur Expression des Luciferase Gens. Luciferin 

wird durch die Luciferase unter ATP Verbrauch zu Oxyluciferin umgesetzt. Für die Lu-

mineszenzmessung wurden 50 ml Protoplasten in eine weiße Mikrotiterplatte vorge-
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legt. Nach der Hitnergrundmessung wurden vom Gerät 100 µl Luciferase Assay Rea-

gent (LAR) initiiert und das emittierte Licht für 10 s gemessen. Die Ausgabe erfolgt ein 

(counts per second). Die relative Aktivität von LUC/GUS stellt somit die Aktivierung der 

ABA abhängigen Antwort dar 

 

LAR 20 mM Tricin; 2,7 mM MgSO4; 0,5 mM EDTA; 

33,3 mM DTT; 0,53 mM ATP; 530 mg/l MgCO3; 

200 mg/l CoA; 150 mg/ l Luciferin; 0,1 % Triton X-

100; pH = 7,0 

 

4.3. Molekularbiologische Methoden 

4.3.1. Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen 

E.coli Zellen wurden in 250 ml Medium A bei 18°C und 200 rpm bis zu einer OD600 von 

0,6 angezogen. Die Zellen wurden bei 4°C für 15 min bei 2500 g pelletiert, in 80 ml 

eiskaltem TB-Medium resuspendiert, mit 0,7 ml DMSO versetzt und für 10min auf Eis 

inkubiert. Die chemisch kompetenten Zellen wurden aliquotiert, in flüssigen Stickstoff 

gefroren und bei -80°C gelagert.  

 

Medium A 20 g/l Pepton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM 

KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4 

TB Medium 10 mM PIPES; 55 mM MnCl2; 15 mM CaCl2; 250 mM 

KCl, pH = 6,4 

 

4.3.2. Hitzeschock Transformation von E. coli 

Für die Transformation von kompetenten E.coli Zellen wurden die Zellen zunächst auf 

Eis aufgetaut und 50 ng bis 200 ng DNA bzw. 10 µl Ligationsansatz zugegeben und 

durchmischt. Nach 20 min Inkubation auf Eis folgte ein Hitzeschock für 1,5 min bei 

42°C. Nach dem Abkühlen auf Eis wurden die Zellen bei 37°C für 1 h unter leichtem 

Schütteln inkubiert. Die Zellen wurden bei 5000 rpm für 5 min geerntet und auf selek-

tiven LB Medium ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Transformierte Zellen 

wurden mit Kolonie PCR und Restriktion überprüft. 
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4.3.3. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen 

Für die Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens Zellen wurde eine 500 ml LB 

Hauptkultur auf eine OD600 von 0,1 angeimpft. Die Zellen wurden bei 30°C und 200 rpm 

bis zu einer OD600 von 0,5 bis 1 inkubiert, auf Eis abgekühlt und mit 5000 rpm bei 4°C 

für 10 min geerntet. Die Zellen wurden mit 500 ml eiskaltem mQ H2O gewaschen und 

erneut zentrifugiert. Nach erneutem Waschen wurde das Pellet in 20 ml 10 % (v/v) 

Glycerol resuspendiert und mit 5000 rpm bei 4°C für 10 min zentrifugiert. Der Über-

stand wurde verworfen und das Pellet in 9 ml 10 % (v/v) Glycerol aufgenommen. Es 

wurden 100 µl Aliquots hergestellt, in flüssigem Stickstoff schock gefroren und bei -

80°C gelagert. 

 

4.3.4. Transformation von A. tumefaciens 

Elektrokompetente Agrobakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 ng bis 50 ng 

Plasmid DNA versetzt. Das Gemisch wurde in vorgekühlte Elektroporationsküvetten 

überführt. Der Küvettenelektrodenabstand betrug 0,2 cm und nachfolgende Parameter 

wurden für die Elektroporation benutzt: 2500 V; C = 25 µF; R = 700 Ω, t ≥ 4 s.  

Die elektroporierten Zellen wurden mit 800 µl LB Medium in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt und bei 200 rpm bei 30°C für 2 h inkubiert. Die Zellen wurden 2200 rpm für 

5 min geerntet und auf LB Agarplatten mit Selektion ausplattiert. Das Wachstum er-

folgte bei 30°C für 2 Tage. 

 

4.3.5. Plasmid Präparation 

Plasmid Mini Präparationen wurden über Säulen gemäß den Herstellerangaben des 

Kits „Plasmid DNA purification“ der Firma Macherey-Nagel durchgeführt. Für Midi, 

Maxi und Mega Präparationen wurden die Kits JETSTAR der Firma Genomed (Löhne, 

Deutschland) verwendet. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand des Nano-

Drops.  

 

4.3.6. Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

DNA-Fragmente zur Klonierung wurden mit der proofreading Polymerase „Phusion 

High Fidelity“ (Thermo Fischer) amplifiziert. Für Kolonie PCR wurde die GoTaq© Poly-

merase (Promega) verwendet. Die Überprüfung transgener Pappeln erfolgte mit der 
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„Phusion“ Polymerase. Die Ansätze der jeweiligen PCR sind nachfolgender Tabelle zu 

entnehmen.  

Tabelle 4-8 Allgemeiner PCR Ansatz 

 20 µl Ansatz Endkonzentration 

5x Phusion GC Puffer 4 µl 1x 

5x GoTaq© Puffer 4 µl 1x 

10 mM dNTPs 1 µl 0,5 mM 

10 µM fwd Primer 1 µl 0,5 µM 

10 µM rev Primer 1 µl 0,5 µM 

Phusion DNA Polymerase 0,1 µl 0,01 U 

GoTaq© DNA Polymerase 0,1 µl 1,25 U 

Template X µl 1 - 20 ng 

mQ H2O auf Ʃ 20 µl  

 

Die nachfolgenden Tabellen enthalten die Bedingungen mit welchen die PCR durch-

geführt wurden. 

 

Tabelle 4-9 Bedingungen für PCR mit „Phusion“ Polymerase 

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 

Initialdenaturierung 98°C 30 s 1 

Denaturierung 98°C 10 s  

34 Annealing X°C 15 s 

Elongation 72°C 15-30 s / kb 

Finale Elongation 72°C 10 min 1 

Pause 10°C ∞ 1 

 

Tabelle 4-10 Bedingungen für PCR mit GoTaq© Polymerase 

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 

Initialdenaturierung 95°C 5 min 1 

Denaturierung 95°C 30 s  

34 Annealing X°C 30 s 

Elongation 72°C 60 s / kb 

Finale Elongation 72°C 10 min 1 

Pause 10°C ∞ 1 
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4.3.7. Agarose Gelelektrophorese 

Für DNA Analysen wurden 0,8%ige Agarose Gele in 1x TAE verwendet um die Mole-

küle im elektrischen Feld nach ihrer Größe aufzutrennen. Als Größenstandard diente 

der 1 kb Marker von Thermo Fisher, DNA Ladepuffer wurde selbst hergestellt. Für die 

Visualisierung der DNA Moleküle wurde 0,1 µg Ethidiumbromid je 1 ml Agarose hinzu-

gefügt Die Auftrennung der Fragmente erfolgte für 25 min bei 200 V und 400 mA in 

1x TAE Puffer. 

 

50x TAE 2 mM Tris base; 5,71 % (v/v) Eisessig; 50 mM EDTA 

(pH = 8,0) 

6x DNA Ladepuffer 50 % (v/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Orange G; 1 mM 

EDTA (pH = 8,0) 

 

4.3.8. Klonierungsmethoden 

DNA Aufreinigung 

Die Aufreinigung von PCR Produkten und ausgeschnittenen DNA Fragmenten erfolgte 

gemäß den Herstellerangaben des Kits “NucleoSpin© and PCR Clean-up” von Ma-

chery-Nagel. 

 

Restriktion von DNA Fragmenten und Plasmid DNA 

Die Restriktion wurde mit FastDigest Restriktionsendonukleasen der Firma Thermo 

Fisher Scientific durchgeführt. Folgende Tabellen zeigen die Zusammensetzung der 

Restriktionsansätze. 

 

Tabelle 4-11 Restriktionsansatz für PCR Produkten 

 30 µl Ansatz 

Template bis 200 ng 

Restriktionsendonuklease 1 µl 

10x Restriktionspuffer 3 µl 

mQ H2O Auf Ʃ 30 µl 

 

Tabelle 4-12 Restriktionsansatz für Plasmid DNA 

 20 µl Ansatz 

Template 1 µg 
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Restriktionsendonuklease 1 µl 

10x Restriktionspuffer 2 µl 

mQ H2O Auf Ʃ 20 µl 

 

Die Restriktion erfolgte bei 37°C für 5 min bis 60 min, je nach Herstellerangabe für die 

entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Anschließend folgte die Auftrennung 

über ein Agarosegel. Die für die Klonierung benötigten DNA Fragmente wurden unter 

UV Licht visualisiert, ausgeschnitten und mit dem Kit „NucleoSpin© and PCR Clean-

up“ von Machery Nagel aufgereinigt. 

 

Dephosphorylierung verdauter Plasmid DNA 

Linearisierte Plasmid DNA wurde zusätzlich dephosphoryliert um eine Religation zu 

verhindern. Hierfür wurde die Antarctic Phosphatase der Firma NEB (New England 

BioLaps, Ipswich, USA) verwendet. Zu 1 µg verdautem Vektor wurden 
1

10
 des Volu-

mens 10x Antarctic Phosphatase Reaktionspuffer und 1 µl Antarctic Phosphatase ge-

geben und für 15 min bei 37°C inkubiert. Vor der Aufreinigung mi Hilfe des „NucleSpin© 

Gel and PCR Clean-up“ Kits wurde die Phosphatase für 15 min bei 65°C hitzeinakti-

viert. 

 

Ligation 

Die Ligation verdauter PCR Fragmente mit dephosphoryliertem Vektor erfolgte über 

Nacht bei 4°C. Anschließend erfolgte die Transformation in chemisch kompetente 

E.coli Zellen. Nachfolgende Tabelle enthält die Komponenten für einen 15 µl Ansatz. 

 

Tabelle 4-13 Ligationsansatz 

 15 µl Ansatz 

Verhältnis PCR Produkt : Vektor 3 : 1 

10x Ligationspuffer 1,5 µl 

T4 DNA Ligase 0,3 µl 

mQ H2O Auf Ʃ 15 µl 

 

DNA Sequenzierung 

Um die amplifizierten, bzw. ligierten Fragmente und Vektoren auf Mutationen zu über-

prüfen wurde die aufgereinigte DNA durch die Firma GATC Biotech (Konstanz, 
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Deutschland) sequenziert. Jede 10 µl Probe enthielt 2,5 µM Sequenzierungsprimer 

und von der aufgereinigten Plasmid DNA 500 ng, von PCR Fragmenten 300 ng. Die 

Auswertung erfolgte mit der Alignment Software BioEdit. 

 

4.3.9. RNA Isolation 

Für die gesamt RNA Isolation aus Pappelblättern oder Kallus wurde das innuPREP 

Plant RNA Kit der Firma Analytik Jena AG (Jena, Deutschland) verwendet. Hierfür 

wurden bis zu 100mg Pflanzenmaterial in flüssigem N2 schockgefroren und mit dem 

Tissue LyserII homogenisiert. Die Isolierung erfolgte nach den Herstellerangaben. Die 

gebundene RNA wurde zusätzlich mit DNAse behandelt. Hierfür wurde das innuPREP 

DNase I Digest Kit von Analytik Jena AG verwendet. Die Konzentrationsbestimmung 

erfolgte mit Hilfe des NanoDrop. 

 

4.3.10. cDNA Synthese 

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit von 

Thermo Scientific. 

Tabelle 4-14 Ansatz für cDNA Synthese 

 20 µl Ansatz 

Template RNA 1 µg 

Oligo (dT)18 primer 1 µl 

H2O nukleasefrei auf Ʃ 12 µl 

5x Reaktionspuffer 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid M-MuLV RT (200 U/µl) 1 µl 

 

Der Ansatz wurde bei 42°C für 60 min inkubiert. Die Reaktion wurde bei 70°C für 5 min 

terminiert. Als Kontrolle für die erfolgreiche cDNA Synthese wurde anschließend eine 

PCR mit Aktinprimern durchgeführt. Bei erfolgreicher Amplifikation wurde die cDNA als 

Template für Klonierungen verwendet oder Genexpressionsanalysen durchgeführt. 
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4.3.11. Quantitative RealTime PCR (qRT-PCR) 

Die quantitative RealTime PCR wurde mit dem GoTaq© qPCR Master Mix der Firma 

Promega durchgeführt. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem  

Light Cycler der Firma Roche. Als Referenzgene wurden TIP4-like (TIP4), Actin 2 

(ACT2) und Cell division control protein 2 (CDC2) verwendet. Alle Proben wurden als 

Triplikate analysiert. Die Auswertung erfolgte nach folgenden Gleichungen. 

Ermittlung der ΔCt Werte: 

∆𝐶𝑡 = 𝐶𝑡𝐾𝑎𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑡𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛 − 𝐶𝑡𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧𝑔𝑒𝑛 

Ermittlung der relativen Transkripthäufigkeit (ΔΔCt): 

∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡𝐾𝑎𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑡𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛 − ∆𝐶𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 

Ermittlung der relativen Veränderung der Transkriptmenge der analysierten Proben im 

Vergleich zur Kontrolle: 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = 2−∆∆𝐶𝑡 

Ermittlung der relativen Transkriptmenge der analysierten Proben im Vergleich zu den 

Referenzgenen: 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = 2∆𝐶𝑡 

 

4.3.12. Transformation von Hefezellen 

Für die Transformation von Saccharomyces cerevisiae Zellen Stamm AH109 wurde 

ein abgeändertes Protokoll nach der LiOAc Methode von Gietz und Woods verwendet. 

Es wurde eine Vorkultur von 5 ml YPD oder SD Minimalmedium mit einer Hefezelle 

angeimpft und über Nacht bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Die Hauptkultur von 50 ml 

YPD wurde auf eine OD600 von 0,2 angeimpft und bis zu eine OD600 von 0,8 bei 30°C 

und 200 rpm inkubiert. Die Hefezellen wurden bei 2200 g für 5 min und 4°C geerntet 

und in 25 ml H2O gelöst. Nach erneutem zentrifugieren bei 2200 g für 5 min und 4°C 

wurde das Pellet in 1 ml 100 mM LiOAc resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt. Nach der Zentrifugation bei 12000 g für 30 s bei Raumtemperatur wurden 

die Zellen in 500 µl 100 mM LiOAc aufgenommen. Die Carrier DNA wurde bei 95°C 

für 5 min gekocht und auf Eis wieder abgekühlt. Für die Transfektion wurde folgender 

Ansatz verwendet: 

Tabelle 4-15 Transfektionsansatz von Hefezellen 

 Transfektionsansatz 

Kompetente Hefezellen 50 µl 

50% PEG3000 240 µl 
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1 M LiOAc 36 µl 

Carrier DNA (2 mg/ml) 50 µl 

Plasmid DNA 100 ng bis 500 ng 

mQ H2O Auf Ʃ 410 µl 

 

Nach resuspendieren und vortexen des Transfektionsansatzes wurden die Zellen für 

15 min bei 30°C, anschließend für 25 min bei 42°C Hitze geschockt. Geerntet wurde 

bei 3000 g für 4 min bei Raumtemperatur. Das Pellet wurde in 100 µl mQ H2O aufge-

nommen und auf Selektionsmedium ausplattiert. Die Platten wurden für 2 Tage bei 

30°C inkubiert. 

 

4.3.13. Yeast-two-Hybrid (Y2H) Interkationsanalyse 

Für Protein-Protein Interaktionsstudien wurde eine Einzelkolonie in 2 ml SD Medium 

über Nacht bei 30°C und 200rpm inkubiert. Die 4 ml Hauptkultur wurde auf eine OD600 

von 0,3 angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,8 bei 30°C und 200 rpm inkubiert. 

Entsprechend der Zelldichte (OD600 von 1 = 2 x 107 Zellen/ ml) wurde für die Proben 

eine Verdünnungsreihe von 10, 100 und 1000 Zellen pro Spot in einer 96 Mikrotiter-

platte hergestellt. Für den Hefespot wurden 10 µl pro Verdünnungsreihe auf einer se-

lektiven SD Platte ausgebracht. Selektive Platten ohne Leucin/Tryptophan dienten als 

Kontrolle für die Transfektion. Selektive Platten ohne Leucin/ Tryptophan/ Histidin mit 

und ohne 30 µM ABA dienten zur Analyse potentieller Protein-Protein Interaktionen. 

Die Zellen wurden bei 30°C für 5 Tage inkubiert, danach erfolgte die Auswertung. 

 

4.4. Proteinbiochemische Methoden 

4.4.1. Proteinexpression 

Für die Expression von Proteinen wurde eine Vorkultur von 50 ml LB Medium mit den 

entsprechenden Antibiotika über Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Hauptkul-

tur von 400 ml TB Medium wurde mit 50 ml Vorkultur angeimpft und nach ca. 1,5 h bei 

einer OD600 von 1-1,3 mit 1 mM IPTG induziert. Die Proteinexpression erfolgte bei 

37°C und 200 rpm für 2-3 h. 

Die Hauptkultur wurde bei 17000 g bei 4°C für 5 min abzentrifugiert und das Pellet in 

35 ml Lysepuffer resuspendiert. 

Lysepuffer    100 mM TRIS/HCl pH = 7,9; 100 mM NaCl 
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4.4.2. Proteinextraktion aus E. coli 

Die Proteinextraktion erfolgte durch das Aufschließen der Zellen mit einer Ultraschall-

sonode (1 min, 100 %, 9 Cycles, 3-4 Wiederholungen) bei 4°C. Die lysierten Zellen 

wurden bei maximaler Geschwindigkeit bei 4°C für 45 min zentrifugiert, der Überstand 

durch einen 0,45 µm Filter filtriert und mit 20 mM Imidazol versetzt. 

 

4.4.3. Proteinaufreinigung und Dialyse 

Die Proteinaufreinigung erfolgte über His TrapTM FF Säulen der Firma GE Healthcare 

Bio-Science (Upsala, Schweden). Zunächst wurden die Säulen mit Hilfe einer Peristal-

tikpumpe mit Waschpuffer equilibriert (5x Säulenvolumen, 0,4 ml/min) und anschlie-

ßend mit der Proteinlösung beladen (0,4 ml/min). Es wurde mit dem 10-fachen Säu-

lenvolumen gewaschen und die Proteine mit einem geeigneten Volumen an Elutions-

puffer in Dialysekammern eluiert (0,4 ml/min). Diese wurden mit Schläuchen (16 mm 

MWCO 12-14 kDa) verschlossen und gegen Lysepuffer mit 1 mM DTT über Nacht bei 

4°C und anschließend erneut für 4h dialysiert. Die Proteine wurden mit 10 % Glycerol 

versetzt, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

 

Waschpuffer 100 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 100 mM TRIS/HCl, 

pH = 7,9 

Elutionspuffer 100 mM NaCl; 250 mM Imidazol; 100 mM TRIS/HCl, 

pH = 7,9 

 

4.4.4. Säulenregeneration 

Die Säulenregeneration erfolgte nach folgendem Protokoll: 

Tabelle 4-16 Protokoll zur Säulenregeneration 

 Säulenvolumen 

0,1 mM EDTA 5-10 

100 mM NaCl 

500 mM Imidazol 

5 mM GdmCl 

100 mM TRIS/HCl, pH=7,9 

 

5 

mQ H2O 5 
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100 mM NiSO4 3 

mQ H2O 10 

 

4.4.5. Gesamtproteinextraktion aus Pappel 

Für die Gesamtproteinextraktion aus Pappel wurde das Protokoll nach Laing und 

Christeller verwendet (Laing and Christeller 2004). Hierfür wurde das in flüssigem 

Stickstoff gefrorene und gemörserte Blattmaterial mit 1:5 (w/v) Extraktionspuffer ver-

sehen, gevortext und bei 30000 g für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Die Proteine wurden 

danach mittels Aceton gefällt. Der Überstand wurde mit der vierfachen Menge an eis-

kaltem Aceton versetzt, gevortext und für 1 h bei -20°C inkubiert. Anschließend wurden 

die Proben für 10 min bei 13000 g zentrifugiert und der Überstand abgenommen. 

Nachdem das Pellet für 30 min getrocknet wurde, wurde es in 1x SDS Ladepuffer re-

suspendiert. 

 

4.4.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte im elektrischen Feld nach dem Molekularge-

wicht. Hierfür wurde ein 15 %es Trenngel und ein 4 %es Sammelgel hergestellt. Die 

Proben wurden mit 6x SDS Ladepuffer versetzt und für 10 min bei 95°C denaturiert, 

auf Eis abgekühlt und auf das Gel aufgetragen. Als Größenstandard diente der Pa-

geRuler Plus Protein Ladder von Thermo Scientific. Das Gel wurde ebenfalls mit BSA 

Standards beladen um die Proteinkonzentration zu bestimmen. Die Auftrennung er-

folgte in einer Elektrophoresekammer bei 120 V und 40 mA für 60 min. 

Tabelle 4-17 Trenn- und Sammelgel 

 15 % Trenngel 4 % Sammelgel 

30 % (w/v) Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid 5 ml 390 µl 

mQ H2O 2,3 ml 2,3 ml 

Trenngelpuffer (2 M TRIS/HCl, pH = 8,8) 2,5 ml - 

Sammelgelpuffer (1,5 M TRIS/HCL,  

pH = 6,8) 

- 255 µl 

10 % SDS 100 µl 30 µl 

TEMED 10 µl 3 µl 

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 100 µl 30 µl 
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1x SDS Laufpuffer   25 mM Tris Base; 192 mM Glycerol; 0,1 % (w/v) SDS 

6x SDS Ladepuffer 1 g SDS; 3,6 ml Glycerol; 0,05 % (w/v) Bromphe-

nolblau; mit 0,3 M TRIS/HCl pH = 6,8 auf 10 ml 

4.4.7. Coomassie Färbung 

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel in der Coomassie Färbelösung für 1 min bei 

360 W in der Mikrowelle gekocht und bei 40 rpm für 15 min inkubiert. Die Färbelösung 

wurde entfernt, mit Wasser gewaschen und mit 10% Essigsäure über Nacht bei 40 rpm 

entfärbt. 

 

Coomassie Färbelösung 25 % (v/v) Isopropanol; 10 % (v/v) Essigsäure; 

0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 

 

4.4.8. Western Blot 

Für den Nachweis der eGFP Proteine diente ein Western Blot als immunologischer 

Nachweis. Die Proteine wurden wie oben beschrieben in einem SDS-Polyacrylamidgel 

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Anschließend wurden sie in einem halbtro-

ckenen Blotverfahren auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran übertragen. Die 

mit Methanol aktivierte PVDF Membran und sechs Lagen Whatman®-Papier wurden 

mit Elektronentransferpuffer befeuchtet und in der Reihenfolge 6 x Whatman®-Papier, 

Membran, Gel, 6 x Whatman®-Papier auf die Anodenseite des Blot-Apparats gelegt. 

Der Proteintransfer erfolgte bei 400 mA und 15 V für 1 Stunde. Die Membran wurde 

für mindestens 1 h mit 2,5 % Milchpulverlösung geblockt um unspezifische Antikörper-

bindungen zu vermeiden. Die Blocking-Lösung wurde durch Meerrettich-Peroxidase 

(HRP) konjugiertes anti-GFP in 2,5 % Magermilch ersetzt und über Nacht bei 4°C ge-

schüttelt. Die Membran wurde 5-mal für jeweils 10 Minuten mit TBST-Puffer gewa-

schen bevor ein Enhanced-Chemilumineszenz-Substrat für HRP zugegeben wurde. 

Der Umsatz des Substrates erfolgt an den Positionen der HRP-gekoppelten Antikörper 

was zu einer Chemilumineszenz führt. Die Analyse erfolgte durch den Chemilumines-

zenzdetektor ImageQuant LAS 4000 der Firma GE Healthcare Life Sciences. 

  

Elektronentransferpuffer 5,8 g TRIS/HCl, pH = 8,3 

 2,9 g Glycin 

 200 ml MeOH 
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 3,75 ml 10 % SDS, mit mQ H2O auf 1 l 

 

TBST – Puffer 50 mM TRIS/HCl, pH = 7,4 

 150 mM NaCl 

 0,1 % Triton-X-100  

 

Antikörper anti-GFP HRP-Konjugat (1 : 5000) Vector Lab 

 

4.4.9. Phosphatase Aktivitätsmessung 

Die Aktivität der Phosphatasen und deren Regulation durch RCARs wurde mit Hilfe 

des fluoreszierenden Methyllumbelliferon (MU) bestimmt. Als Substrat dient 4-Methyl-

lumbelliferyl Phosphat (4-MUP), welches von der Phosphatase zu MU dephosphory-

liert wird. Dieses wurde bei 360nm angeregt und emittiertes Licht wurde bei 450nm im 

Plate Reader gemessen. Die Signalintensität ist proportional zur produzierten Stoff-

menge des Fluorophors. Die Produktion wurde für 20min gemessen und in relativen 

Fluoreszenzeinheiten (RFU) gegen die Zeit aufgetragen. Die daraus resultierende 

Steigung entspricht der Phosphataseaktivität und wird in mRFU/ min angegeben. 

Die Durchführung bestand zunächst in der Herstellung der Enzymlösung, welche bei 

1400 rpm bei 35°C für 10 min geschüttelt wurde. Nach der Zugabe unterschiedlicher 

ABA Konzentrationen erfolge eine weitere Inkubation bei 1400 rpm bei 35°C für 10 

min. Parallel wurde die Substratlösung für 10 min bei 35°C inkubiert und mit der En-

zymlösung vermischt (je 40 µl) und in eine Mikrotiterplatte gegeben. Die Messung er-

folgte mit je 4 Replikaten im auf 30°C vorgeheizten Plate Reader. 

 

Enzymlösung 25 µl 8x Puffer; 0,3 mM MnCl2; x µg Phosphatase; 

x µg RCAR; 20 µl ABA Stocklösung; mit mQ H2O auf 

200 µl 

8x Puffer    0,8 M TRIS/HCl, pH = 7,9; 0,8 M NaCl; 40 mM DTT 

Substratlösung 0,1 M TRIS/HCl, pH = 7,9; 5 mM 4-MUP; 0,1 M NaCl; 

0,3 mM MnCl2 
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5. Anhang 

5.1.  Verwendete Oligonukleotide 

 

Tabelle 5-1 Verwendete Oligonukleotide für quantitative RT-PCR 

RT RCAR1 fwd  At1g01360  AGTTCAGCCGAGAGAGATTAGATG 

RT RCAR1 rev  At1g01360  CGATGATCACCACCTATAATGCTA 

RT RCAR2 fwd  At4g01026  GAAGACAGTGGTTGTGGAGAGTTA 

RT RCAR2 rev  At4g01026  CCAACGATAGTATCAGCAAACAAC 

RT RCAR3 fwd  At5g53160  TAGTTCCTTCCGGCACATCC 

RT RCAR3 rev  At5g53160  TGGCGGTAACCATAGGCTTG 

RT RCAR4 fwd  At4g27920  GACCACAGGCTCAAGAACTACC 

RT RCAR4 rev  At4g27920  CACATCAACGATGTAAGACTCCAC 

RT RCAR5 fwd  At5g45860  GCCACGTCATCAGTTTCAGC 

RT RCAR5 rev  At5g45860  AGTCCTCCTCCGACTCATGC 

RT RCAR6 fwd  At5g45870  TACGATGCAATCTTCAATCTCTTG 

RT RCAR6 rev  At5g45870  TCACAGAGACATCTTCTTCTTGCT 

RT RCAR7 fwd  At4g18620  GAACATAGGCTGACGAATTACAAA 

RT RCAR7 rev  At4g18620  TATCAACGACGTAAGATTCCAAAA 

RT RCAR8 fwd  At5g05440  GGTTTAGTATAACCGGTGGTGAAC 

RT RCAR8 rev  At5g05440  TCTCAAATCTATGAACCGTCGTAA 

RT RCAR9 fwd  At2g40330  CAACGAGTTCGTCGTCTTGG 

RT RCAR9 rev  At2g40330  CGACCGTATCCACAAACATCC 

RT RCAR10 fwd  At2g38310  TTACACGGTGGTTCTTGAATCTTA 

RT RCAR10 rev  At2g38310  TCCACAAACATTTTAGTGTCTTCC 

RT RCAR11 fwd  At4g17870  ACTTCACAGGCTACAACACCAA 

RT RCAR11 rev  At4g17870  TCGTTAGTTAGTCACATTCTTTTCTTT 

RT RCAR12 fwd  At5g46790  AAATTTTAACAATAACAGCAACA 

RT RCAR12 rev  At5g46790  GCATCACTTAAAATGAAACTTTTTG 

RT RCAR13 fwd  At1g73000  
ATACTGCAGATGGAAAGTT-
CTAAGCAAAAACGA 

RT RCAR13 rev  At1g73000  
ATAGGATCCTTACTTCATCATTTTCTTT-
GTGAGC 

RT RCAR14 fwd  At2g26040  GTGCTGCAAGGCGATTAAGT 

RT RCAR14 rev  At2g26040  CGATGGTGTAGTCCTCGTTG 

RT PcR4 fwd Potri.015G020500 CTCCCTCCATCCAGAGATCA 

RT PcR4 rev Potri.015G020500 ATCCTTCGTGTTCCCATCAG 

RT PcR9 fwd Potri.016G125400 AGACCGTCTCACGCTACCAC 

RT PcR9 rev Potri.016G125400 GACCATACGGTGGAGATTGG 

RT PcR13 fwd Potri.006G230600 ATGTGGAACTGAAGCCCTTG 

RT PcR13 rev Potri.006G230600 GCTGGTGCATCAATACGTTG 

RT Pop TIP4 fwd Referenz GCTGATAATGGGGTGTCG 

RT Pop TIP4 rev Referenz CAACTCTAAGCCAGAATCGC 

RT Pop CDC2 fwd Referenz ATTCCCCAAGTGGCCTTCTAAG 
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RT Pop CDC2 rev Referenz TATTCATGCTCCAAAGCACTCC 

RT Pop ACT2 fwd Referenz TTCTACAAGTGCTTTGATGGTGAGTTC 

RT Pop ACT2 rev Referenz 
CTATTCGATACATAGAAGATCAGAAT 
GTTC 

 

5.2. Sequenzalignment von Arabdidopsis und Pappel RCARs 
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Abb. 5-1 Multiples Sequenzalignment von Arabidopsis und Pappel RCARs. 
Die Primärstrukturen der Proteinsequenzen von Arabidopsis (blau) und Pappel (grün) RCARs 
wurden mit BioEdit aligniert. Das Gesamtalignment hat eine Länge von 313 Aminosäuren mit 
112 konservierten Stellen (Grenzwert = 50%, farbhinterlegt). Die Aminosäuren des GATE und 
LATCH sind schwarz umrandet. 
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5.3. Sequenzalignment von Arabidopsis und Pappel PP2Cs 
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Abb. 5-2 Multiples Sequenzalignment von Arabidopsis und Pappel PP2Cs. 
Die Primärstrukturen der Proteinsequenzen von Arabidopsis (blau) und Pappel (grün) PP2Cs 
wurden mit BioEdit aligniert. Das Gesamtalignment hat eine Länge von 614 Aminosäuren mit 
219 konservierten Stellen (Grenzwert = 50%, farbhinterlegt). Das konservierte Tryptophan be-
findet sich an Position 460. 
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5.4.  Stammbaum von Arabidopsis und Marchantia RCARs 

 

Abb. 5-3 Stammbaum von Arabidopsis und Marchantia RCARs. 
Phylogenetische Analyse basierend auf dem Neighbor-Joining-Algorithmus von RCARs in 
Arabidopsis und M. polymorpha. Die Zahlen geben den Anteil der Einzelbäume von 1000 Per-
mutationen in Prozent an, in denen der betreffende Ast enthalten war. 
 

 

5.5. Interaktionsanalyse von Pappel RCAR und Pappel PP2Cs 

 

Abb. 5-4 Interaktionsanalyse von Pappel RCARs und PP2Cs 
Interaktionsmatrix von Pappel RCARs und PP2Cs auf Selektionsmedium mit oder ohne ABA 
in Hefe. Positive Interaktionen sind mit grüner Farbe hinterlegt. Daten aus Bachelorarbeit Wie-
dorn (2015) 
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