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Einleitung

Für die pflanzliche Entwicklung sind ein geregeltes Wachstum und klar determinierte 
Differenzierungsschritte von entscheidender Bedeutung. Des Weiteren ist es essentiell 
für das Überleben einer Pflanze, dass sie auf eine Vielzahl biotischer und abiotischer 
Umwelteinflüsse reagieren kann. All diese Prozesse erfordern eine Reihe komplexer 
Signalübertragungsmechanismen. Pflanzen nutzen dafür verschiedene Rezeptorsys-
teme und eine Vielzahl pflanzlicher Signalstoffe. Einige dieser pflanzlichen Signalstoffe 
werden auch als Phytohormone bezeichnet. Dabei entsprechen sie allerdings nicht der 
Definition der tierischen Hormone. Phytohormone kommen in allen höheren Pflanzen 
vor. Es sind kleine, organische Verbindungen, die bereits in sehr niedrigen Konzentra-
tionen physiologisch wirksam sind. Dabei ist aber oft nicht nur die absolute Konzentra-
tion entscheidend, sondern auch das Verhältnis der Phytohormone untereinander oder 
das Vorkommen und die Verteilung der entsprechenden Rezeptoren.

Zu den bekanntesten Phytohormonen zählen Auxine, Gibberelline, Cytokinine,  
Abszisinsäure und Ethylen. Jahrzehntelang konzentrierten sich die Untersuchungen 
fast ausschließlich auf diese klassischen Phytohormone. Später wurden dann auch die 
Brassinosteroide und Jasmonate entdeckt, die in ihrer Struktur und Wirkung Ähn-
lichkeiten zu den tierischen Steroiden und Prostaglandinen zeigen (Bergey et al. 1996). 
Ebenso konnten Peptidhormone in Pflanzen identifiziert werden wie bspw. Systemin 
(Pearce et al. 1991). Auch Polyamine werden mittlerweile zu den Phytohormonen ge-
zählt (Evans & Malmberg 1989). Doch trotz zahlreicher neuer Erkenntnisse auf dem 
Gebiet der Phytohormone, sind noch viele Fragen über die komplexen Vorgänge der 
pflanzlichen Signaltransduktion während der Entwicklung oder der Reaktion auf Um-
welteinflüsse ungeklärt.

1.1	 Jasmonate

Jasmonate sind aus Lipiden gebildete Cyclopentanon-Verbindungen. Zu ihnen zählen 
die Jasmonsäure (JA) selbst und alle daraus abgeleiteten Verbindungen, wie der Methyl-
ester, Aminosäure-Konjugate, hydroxylierte und glykosylierte Derivate. Im Jahre 1962 
wurde erstmals der Methylester der Jasmonsäure (JM) im ätherischen Öl von Jasminum 
grandiflorum identifiziert (Demole et al. 1962). Im ätherischen Öl von Rosmarin officinalis 
wurden ebenfalls Jasmonate gefunden (Crabalona 1967). Jasmonate konnten in immer 
mehr Pflanzen nachgewiesen werden. Inzwischen ist ihr ubiquitäres Vorkommen, be-
ginnend bei den Algen und Pilzen, über Gymnospermen bis hin zu den Angiospermen 
belegt (z.B.: Sembdner & Parthier 1993; Sembdner et al. 1994; Miersch et al. 1999). Die 
endogenen Jasmonat-Gehalte variieren jedoch je nach Pflanze, Zell- und Gewebetyp, 
Entwicklungsstadium oder äußeren Einflüssen.
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1.1.1	 Die Struktur und Biosynthese der Jasmonsäure

Die Jasmonsäure (JA) besitzt ein Cyclopentanon-Grundgerüst mit einem Pentenyl-Rest 
und einer Carbonsäure-Seitenkette (Abb. 1.1). Von den vier möglichen Stereoisomeren 
sind die natürlich vorkommenden Formen der Jasmonsäure die (-)-JA mit der absoluten 
Konfiguration (3R, 7R) und die (+)-7-iso-JA mit der Konfiguration (3R, 7S), wobei das 
thermodynamisch stabilere trans-(3R, 7R)-Enantiomer bevorzugt auftritt.

JA und deren Derivate werden zusammenfassend als Jasmonate bezeichnet und stam-
men von ihrem gemeinsamen Vorläufer der 12-oxo-Phytodiensäure (OPDA) ab. OPDA 
und OPDA-Derivate werden unter dem Begriff Oktadekanoide zusammengefasst. Sie 
entstehen durch Peroxidation mehrfach ungesättigter Fettsäuren, katalysiert durch Lip-
oxygenasen (LOX), und gehören somit zur großen Gruppe der Oxylipine.

1.1.1.1 Der LOX-Stoffwechselweg

Die Biosynthese der meisten pflanzlichen Oxylipine beginnt mit dem Einbau von Sau-
erstoff an Position 9 oder 13 der α-Linolen- (α-LeA) oder Linolsäure, beides mehrfach 
ungesättigte Fettsäuren. Katalysiert wird diese Reaktion durch Lipoxygenasen (LOX), 
die entweder als 13-LOX oder 9-LOX bezeichnet werden, je nachdem ob 13- oder 9- 
Hydroperoxy-Fettsäuren gebildet werden (Feussner & Wasternack 2002). Die durch die 
LOX gebildeten Fettsäure-Hydroperoxide werden in der Pflanze enzymatisch weiter 
umgesetzt. Bislang konnten sieben verschiedene Wege und die entsprechenden Enzym-
Familien identifiziert werden (Feussner & Wasternack 2002):

(1) Reduktase: Hydroperoxy-Fettsäuren
(2) Epoxyalkohol-Synthase: Epoxy-Hydroxy-Fettsäuren
(3) Peroxygenase: Hydroxy- und Epoxy-Fettsäuren
(4) Allenoxid-Synthase (AOS): Oktadekanoide und Jasmonate
(5) Hydroperoxid-Lyase (HPL): kurzkettige Aldehyde und ω-oxo-Fettsäuren
(6) Divinylether-Synthase (DES): Divinylether
(7) LOX: Keto-Fettsäuren

Die Substrate dieser Enzyme sind entweder 9- oder 13- Hydroperoxy-Fettsäuren, wes-
halb der Oxylipin-Metabolismus in einen 9-LOX- und einen 13-LOX-Weg unterteilt 
werden kann (Howe & Schilmiller 2002). Die Enzyme AOS, HPL und DES bilden eine 
eigene Familie von Cytochrom-P450-abhängigen Enzymen (CYP), die Familie CYP74 
(Song et al. 1993; Matsui et al. 1996; Itoh & Howe 2001). Sie unterscheiden sich von ande-
ren CYPs, da sie weder molekularen Sauerstoff, noch eine NAD(P)H-abhängige Cyto-
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chrom-P450-Reduktase benötigen, und sie ausschließlich mit Hydroperoxy-Fettsäuren  
reagieren (Blee 2002; Feussner & Wasternack 2002). Des Weiteren bilden sie Verzwei-
gungspunkte im LOX-Stoffwechselweg, die letztendlich zur Synthese von Jasmonaten, 
Traumatin, Phytoalexinen und anderen Verbindungen, deren Funktionen noch nicht 
vollständig aufgeklärt sind, führen (Feussner & Wasternack 2002).

1.1.1.2 Der AOS-Weg - Die Jasmonat-Biosynthese

Die Aufklärung der Jasmonat-Biosynthese gelang bereits in den 1980er Jahren durch 
Vick & Zimmermann (1983), sowie Hamberg & Hughes (1988). Die Ausgangsverbindung 
ist α-LeA, eine 18:3-Fettsäure (Abb. 1.1). Sie kann durch eine DAD-ähnliche Phospholipa-
se A1 oder eine Phospholipase A2 aus der Chloroplasten-Membran freigesetzt werden 
(Ishiguro et al. 2001; Narvaez-Vasquez et al. 1999). Eine 13-LOX katalysiert die Reakti-
on zu (13S)-Hydroperoxy-Oktadekatriensäure (13-HPOT), einem zentralen Intermediat 
des LOX-Stoffwechselweges. 13-HPOT wird durch die AOS und die Allenoxid-Cyclase 
(AOC) zu cis-OPDA umgesetzt. Die Aktivität der AOC garantiert dabei die Entstehung 
der enantiomeren Grundstruktur, die in den natürlich vorkommenden, physiologisch 
aktiven Oktadekanoiden und Jasmonaten zu finden ist.

cis-(+)-OPDA

13-LOX

AOS

AOC

OPR3α-LeA

COOH

13-HPOT

13

HOO

COOH

COOH
O

COOH

O

12

COOH

O

7
3

COOH

O

(+)-7-iso-JA

(-)-JA

β-oxidation

Allenoxid
(12,13-EOT)

Chloroplast

cis-(+)-OPDA

Peroxisom

nicht-enzymatisch

γ-Ketol

α-Ketol OPDA
(racemisch)

Abb. 1.1: JA-Biosynthese
Abb. 1.1:	 JA-Biosynthese

Das instabile Allenoxid spaltet in vitro in Abwesenheit der AOC nicht-enzyma-
tisch zu α- und γ-Ketolen und kann spontan zu racemischer cis-OPDA zyklisieren  
(Hamberg & Fahlstadius 1990). α- und γ-Ketole konnten in Pflanzen-Extrakten nachge-
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wiesen werden, die Bildung racemischer OPDA in planta allerdings nicht (Theodoulou 
et al. 2005; Laudert et al. 1997). Neben der Bildung von OPDA aus α-LeA entsteht durch 
die Umwandlung einer plastidären Hexadekatriensäure (16:3) dinor-OPDA (Weber et 
al. 1997). In Arabidopsis thaliana (Arabidobsis) liegt ein Großteil OPDA und dinor-OPDA 
als Bestandteil plastidärer Mono- und Digalactosyl-diacylglyceride vor (Stelmach et al. 
2001). Dazu zählen die Arabidopside A, B, C, D und E, sowie 13 weitere Verbindungen 
(Hisamatsu et al. 2003; Andersson et al. 2006; Buseman et al. 2006).

Während die JA-Biosynthese bis zur Bildung von OPDA im Chloroplasten erfolgt, fin-
det die weitere Umsetzung zu JA in den Peroxysomen statt. Dabei ist der Ablauf der 
Translokation von OPDA noch nicht vollkommen aufgeklärt. Eine Beteiligung des per-
oxysomalen ABC-Transporters PXA1, sowie ein passiver Transport nach dem Ionen-
fallen-Prinzip wurde für Arabidopsis postuliert (Theodoulou et al. 2005). OPDA wird 
im Peroxysom durch eine OPDA-Reduktase (OPR3) zu OPC-8:0 reduziert. Die Verkür-
zung der Carbonsäure-Seitenkette erfolgt durch 3 Zyklen der Fettsäure-β-Oxidation. 
Die Beteiligung der Enzyme der Fettsäure-β-Oxidation an der JA-Biosynthese konnte 
mehrfach belegt werden (Cruz Castillo et al. 2004; Afitlhile et al. 2005; Li et al. 2005; 
Delker et al. 2007). Nach 3 Zyklen entsteht (+)-7-iso-JA, die zur thermodynamisch stabi-
leren (-)-JA epimerisiert, wobei beide Verbindungen in einem molaren Verhältnis von 
1:9 vorliegen (Quinkert et al. 1982).

1.1.1.3 Die Regulation der JA-Biosynthese

Die JA-Biosynthese kann durch Substratverfügbarkeit, positives feedback und Gewebs-
spezifität reguliert werden. Die Bedeutung der Substratverfügbarkeit konnte mit Hilfe 
transgener gain-of-function-Ansätze gezeigt werden. So führte die konstitutive Über-
expression der AOS oder AOC erst nach stress-induzierter Bereitstellung des Sub- 
strates α-LeA zu erhöhten Jasmonat-Gehalten (Laudert et al. 2000; Stenzel et al. 2003a). 
Die Expression aller Gene, die für JA-Biosynthese-Enzyme kodieren, ist JA-induzier-
bar (Wasternack et al. 2006). Des Weiteren sind die bisher untersuchten Promotoren 
von AOC und AOS durch JA aktivierbar (Kubigsteltig et al. 1999; Stenzel, persönliche 
Mitteilung). Dieses positive feedback durch JA ermöglicht eine rasche Amplifikation des 
JA-Signals (Stenzel et al. 2003a; Maucher et al. 2004; Sasaki et al. 2001). Das gewebsspe-
zifische Vorkommen der JA-Biosynthese-Enzyme ist in Solanum lycopersicum (Tomate) 
ebenfalls an der Regulation der Biosynthese beteiligt. In Arabidopsisblättern können 
LOX, AOS und AOC in allen Geweben nachgewiesen werden (Stenzel et al. 2003b). Im 
Gegensatz dazu ist das Vorkommen der AOC im Tomatenblatt auf das Leitgewebe be-
schränkt (Hause et al. 2000). Die Bedeutung der gewebsspezifischen Biosynthese von JA 
für die Wundantwort wird ebenfalls diskutiert (Wasternack et al. 2006).
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1.1.2	Der Metabolismus von JA

Das Gleichgewicht zwischen Biosynthese, Abbau und Metabolisierung bestimmt die 
Menge aktiver Phytohormone. Für JA sind bislang sieben verschiedene Metabolisie-
rungswege durch Identifizierung der entsprechenden Metabolite bekannt, wobei die 
Klonierung beteiligter Enzyme bisher nur teilweise gelang (Abb. 1.2):

(1)	Die Konjugation mit Aminosäuren (AS) katalysiert durch die JA-Konjugat- 
Synthase (JAR; Staswick & Tiryaki 2004)

(2)	Die Methylierung durch eine spezifische JA-Methyl-Transferase  
(JMT; Seo et al. 2001)

(3)	Die Hydroxylierung des C11- oder C12-Atoms der Pentenyl-Seitenkette, gefolgt 
von einer O-Glykosylierung oder Sulfatierung durch eine 12-OH-JA-Sulfotrans-
ferase (ST2a; Sembdner & Parthier 1993; Swiatek et al. 2004; Gidda et al. 2003)

(4)	Die Decarboxylierung zu cis-Jasmon (Koch et al. 1997)
(5)	Die Reduktion zu Cucurbinsäure (Dathe et al. 1991)
(6)	Die Bildung von Jasmonoyl-1-β-Glukose, Jasmonoyl-1-β-Gentiobiose und 

Hydroxy-jasmonoyl-1-β-Glukose (Swiatek et al. 2004)
(7)	Die Konjugation mit der Ethylen-Vorstufe ACC (Staswick & Tiryaki 2004)
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JA-Ile

Cucurbinsäure cis-Jasmon

JAR1

+CH3
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Abb. 1.2: JA-Metabolismus
(grün unterlegt: bisher klonierte bzw. noch unbekannte (?) Enzyme;
Abkürzungen: siehe Text)

Abb. 1.2:	 JA-Metabolismus 
(grün unterlegt: bisher klonierte bzw. noch unbekannte (?) Enzyme; Abkürzungen: siehe Text)

Im Gegensatz zu Auxin-AS-Konjugaten sind JA-AS-Konjugate auch ohne vorherige 
Spaltung biologisch aktiv (Kramell et al. 1997). Sie sind in der Lage die Expression eini-
ger JA-responsiver Gene zu induzieren (Kramell et al. 2000). Das am häufigsten in der 
Pflanze vorkommende Konjugat ist das Isoleucin-Konjugat (JA-Ile; Kramell et al. 1997; 
Hause et al. 2000). JAR1 aus Arabidopsis kodiert für ein JA-konjugierendes Enzym, das 
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die ATP-abhängige Adenylierung der Carboxyl-Gruppe und die darauf folgende Kon-
jugation mit Ile, Leucin (Leu), Phenylalanin (Phe) oder Valin (Val) in vitro katalysiert 
(Staswick et al. 2002; Staswick & Tiryaki 2004). Die Arabidopsis-Mutante jar1 zeigt eine 
verminderte Sensitivität gegenüber JA, wobei der Phänotyp durch JA-Ile-Applikation 
normalisiert werden kann (Staswick et al. 1992; Staswick & Tiryaki 2004). Im Gegensatz 
zum männlich sterilen Phänotyp der JA-insensitiven Mutante coi1, sind jar1-Pflanzen 
fertil, was dafür spricht, dass nicht alle Jasmonat-vermittelten Prozesse in jar1 betrof-
fen sind (Staswick et al. 2002). Nach down-Regulation des JAR1-Homologen, JAR4, in 
Nicotiana attenuata waren die Pflanzen anfälliger gegenüber dem Befall von Manduca 
sexta, weshalb eine Beteiligung von JA-Ile an der Wundantwort postuliert wird (Kang 
et al. 2006). Neben reduzierten JA-Ile-Gehalten in jar1-Pflanzen kommt es zu einem An-
stieg der Gehalte von ACC- und Phe-Konjugaten, was für die Existenz von mehr als 
nur einem JA-konjugierenden Enzym spricht (Staswick & Tiryaki 2004). Das JA-ACC-
konjugierende Enzym ist möglicherweise an der Koordinierung von JA- und Ethylen-
Signalwegen beteiligt (Staswick & Tiryaki 2004).

Der flüchtige Methylester von JA (JM) zeigt exogen appliziert die gleiche biologische 
Aktivität wie JA (Taki et al. 2005). Es erfolgt endogen vermutlich die Hydrolyse zu JA, 
was als das primäre Signalmolekül angesehen wird (Farmer & Ryan 1990; Farmer & 
Ryan 1992). Eine putative JM-Esterase wurde in Tomate identifiziert (Stuhlfelder et al. 
2004). Die Überexpression der JMT in Arabidopsis führte zu erhöhten JM-Gehalten, 
wohingegen die JA-Gehalte nicht verändert waren. In diesen Pflanzen wurden JA-res-
ponsive Gene konstitutiv exprimiert und die Resistenz gegenüber Botrytis cinerea war 
erhöht (Seo et al. 2001). Dies zeigt, dass auch JM regulatorisch wirksam ist.

Der JA-Metabolit cis-Jasmon wird durch oxidative Decarboxylierung gebildet, wobei 
1,2-Dihydro-JA als Intermediat auftritt (Koch et al. 1997). Die Signalwirkung von cis-
Jasmon während der pflanzlichen Abwehr ist mehrfach bestätigt worden (Birkett et al. 
2000; Halitschke & Baldwin 2005).

12-OH-JA (Tuberonsäure) induziert die Knollenbildung der Kartoffel, wobei das  
O-Glukosid als Transportform von 12-OH-JA angenommen wird (Yoshihara et al. 1989). 
Über weitere Funktionen von 12-OH-JA ist wenig bekannt. Es konnte lediglich gezeigt 
werden, dass die Expression der Gene, die für den Cathepsin-D-Inhibitor in Nicotiana 
tabacum (Tabak) und Thionin2.1 in Arabidopsis kodieren, nicht durch 12-OH-JA indu-
ziert wird (Ishikawa et al. 1994; Gidda et al. 2003). Die Konsequenzen von Sulfatierung 
oder Glykosylierung für die biologische Aktivität von 12-OH-JA sind bislang nur spe-
kulativ. Die Sulfatierung wurde als Möglichkeit zur Regulation der 12-OH-JA-Menge 
und -Aktivität postuliert (Gidda et al. 2003). Es gelang die Klonierung und Charakteri-
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sierung einer spezifischen 12-OH-JA-Sulfotransferase aus Arabidopsis (AtST2a; Gidda 
et al. 2003).

Die Frage nach einem inaktiven JA-Derivat kann derzeit noch nicht eindeutig beant-
wortet werden. Zum einen kann sich die biologische Aktivität einzelner Jasmonate in 
verschiedenen Pflanzen unterscheiden. Zum anderen wird angenommen, dass für JA-
vermittelte Prozesse nicht nur ein einziges Jasmonat, sondern vielmehr das Verhältnis 
verschiedener Jasmonate verantwortlich ist. Hinzu kommen noch OPDA und weitere 
Oxylipine, die ebenfalls an JA-vermittelten Prozessen beteiligt sind, aber auch JA-un-
abhängig wirken können. Das Vorkommen und die Verhältnisse der einzelnen Signal-
stoffe variieren dabei in verschiedenen Pflanzen entwicklungs- und gewebsspezifisch, 
sowie in Abhängigkeit der Umweltbedingungen und scheinen von regulatorischer Be-
deutung zu sein (Hause et al. 2000; Miersch et al. 2004). Das Verhältnis der Mengen 
verschiedener Oxylipine wird daher auch als Oxylipin-Signatur bezeichnet (Weber et 
al. 1997).

1.1.3	Die Bedeutung der Jasmonate während der pflanzlichen Entwicklung

Zu den ersten physiologischen Effekten, die für JA beobachtet wurden, zählten die In-
hibierung des Wurzelwachstums und der Keimung, sowie die Förderung der Blatt- 
Seneszenz (Dathe et al. 1981; Staswick et al. 1992; Corbineau et al. 1988; Ueda & Kata 
1980). JA-insensitive Mutanten wie jai1 zeigen keine Reduktion des Wurzelwachstums 
nach Applikation von JM (Li et al. 2004a). Die Arabidopsis-Mutante cev1 zeigt konsti-
tutiv erhöhte JA-Gehalte und besitzt dementsprechend verkürzte Wurzeln (Ellis et al. 
2002). Neben dem hemmenden Einfluss von JA auf das Wachstum der Primärwurzel 
fördert JA die Bildung von Lateralwurzeln (Wang et al. 2002).

Weiterhin beeinflussen Jasmonate die Blütenentwicklung. So sind Arabidopsis-Mutan-
ten, die eine gestörte JA-Biosynthese oder Insensitivität gegenüber JA zeigen, männlich 
steril. Jasmonate werden in Arabidopsis für die Pollenentwicklung, die Filamentelon-
gation und die Antherendehiszenz benötigt (Stintzi & Browse 2000; Park et al. 2002; 
von Malek et al. 2002). Während eine Mutation im F-Box-Protein COI1, einem zentralen 
Element der JA-Signaltransduktion, in Arabidopsis zu männlicher Sterilität führt, sind 
Tomaten-Pflanzen mit defektem JAI1, dem COI1-Homologen, weiblich steril (Feys et al. 
1994; Li et al. 2004a). Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von Jasmonaten und Oxy-
lipinen ergab der Nachweis des AOC-Proteins in den Samenanlagen, sowie der unter-
schiedlichen Oxylipin-Signaturen der Blütenorgane von Tomate (Hause et al. 2000). Die 
Funktion der Jasmonate während der Blüten- oder Samenentwicklung von Tomate ist 
allerdings noch nicht aufgeklärt.
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Am Auslösen der Rankenkrümmung der Zaunrübe, an der Induktion der Knollenbil-
dung der Kartoffel und an der Bewegung der Blätter von Albizzia sind OPDA und JA-
Metabolite ebenfalls beteiligt (Falkenstein et al. 1991; Yoshihara et al. 1989; Nakamura 
et al. 2006).

Obwohl eine ganze Reihe JA-abhängiger Prozesse in Pflanzen bekannt und charakte-
risiert sind, ist die Frage nach der spezifischen Funktion der einzelnen Metabolite noch 
weitestgehend unbeantwortet.

1.1.4	 Die Bedeutung der Jasmonate während der Reaktion auf biotischen und 
abiotischen Stress 

Jasmonate sind an einer Vielzahl von Reaktionen auf biotischen und abio-
tischen Stress beteiligt. Sie induzieren z.B. die Schutzmechanismen ge-
genüber Ozon- oder UV-Stress, sowie osmotischem Stress (Rao et al. 2000;  
Kramell et al. 1995). Einer der am besten untersuchten JA-abhängigen Prozesse ist 
die Wundantwort nach mechanischer Verwundung oder nach Herbivoren-Befall in  
Solanaceaen wie Tomate, Tabak oder Kartoffel (Howe 2004; Halitschke & Baldwin 
2005).

1.1.4.1 Die Wundantwort in Tomate

Bereits vor über 35 Jahren wurde die wund-induzierte Bildung von Proteinase-Inhibi-
toren (PINs) in Tomate entdeckt, wobei sie den Protein-Abbau im Darmtrakt von Her-
bivoren hemmen (Green & Ryan 1972). 20 Jahre später gelang die Identifizierung des 
ersten pflanzlichen Peptidhormons, dem Systemin, das die Bildung von PINs induziert 
(Pearce et al. 1991). Dass die Bildung von PINs JA-abhängig erfolgt, war zuvor belegt  
worden (Farmer & Ryan 1990).

Nach Verwundung erfolgt nahe der Verwundungsstelle die Generierung von Systemin 
durch Spaltung des 200-AS-großen Vorläuferproteins PROSYSTEMIN. Systemin bindet 
an den Rezeptor SR160 in der Plasmamembran (Scheer & Ryan 2002). Dies führt zur 
Freisetzung von α-LeA durch eine Phospholipase A2 (Narvaez-Vasquez et al. 1999). Die 
Signaltransduktion zwischen Plasmamembran und Chloroplasten erfolgt vermutlich 
durch MAP-Kinasen und Ca2+-Ionen (Stratmann & Ryan 1997; Stratmann et al. 2000; 
Chico et al. 2002; Mayrose et al. 2004). Nach Freisetzung von α-LeA kommt es zur In-
duktion der JA-Biosynthese und somit zur JA-Akkumulation. JA wiederum ist in der 
Lage die Expression einer Vielzahl von Genen zu beeinflussen. Diese Gene werden 
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in frühe und späte Gene unterschieden (Ryan 2000). Zu den frühen Genen gehören 
u.a. die JA-Biosynthese-Gene und PROSYTEMIN. Zu den späten JA-induzierbaren Ge-
nen gehören Abwehr-Gene, die unter anderem für Enzyme des AS-, Sekundär- oder 
Polyamin-Stoffwechsels kodieren (Ryan 2000; Chen et al. 2004; Chen et al. 2006). Dazu 
zählen z.B. Polyphenol-Oxidasen (PPO), Arginasen (ARG), Leucin-Amino-Peptidasen 
(LAP) und PINs (Duffey & Felton 1991; Constabel et al. 1995; Chen et al. 2005; Patout et 
al. 1993; Lison et al. 2006). Alle diese durch die Pflanze nach Verwundung produzierten 
Proteine stören vermutlich die Verdauung des fressenden Insekts, wobei ihre eigene 
Stabilität und Aktivität die Voraussetzung ist. Dies wurde für die Threonin-Desamina-
se (TD) gezeigt. Im Verdauungstrakt von Manduca sexta liegt eine aktive TD nach Fraß 
von Tomatenblättern vor (Chen et al. 2005). JA ist auch in der Lage die Expression von 
Genen zu reprimieren. Dazu gehören z.B. Gene, die für Proteine kodieren, die an der 
Photosynthese beteiligt sind, wie die kleine Untereinheit der RuBisCo oder Chloro-
phyll-a/b-Bindeproteine (Wasternack & Hause 2002).

Aufgrund der JA-abhängigen PROSYSTEMIN-Expression und der Systemin- und JA-
induzierbaren AOC-Expression, sowie der Lokalisation von Prosystemin und den JA-
Biosynthese-Enzymen im Leitgewebe wurde die Amplifikation des JA-Signals durch 
JA selbst vorgeschlagen (Stenzel et al. 2003a; Narvaez-Vasquez & Ryan 2004). 

Neben der lokalen Generierung von JA und der Induktion der Abwehr-Gene im ver-
wundeten Blatt gibt es auch eine systemische Wundantwort. JA wird dabei, aufgrund 
der JA-Generierung im Leitgewebe, als systemisches Signal diskutiert, das die systemi-
sche Bildung von PINs und anderen Komponenten der pflanzlichen Abwehrreaktion 
induziert. Pfropfungsexperimente mit JA-defizienten oder JA-insensitiven Mutanten 
zeigten, dass die Perzeption des JA-Signals aber nicht die JA-Biosynthese im systemi-
schen Blatt für eine Wundantwort notwendig ist (Schilmiller & Howe 2005).

Zusätzlich zu den Signalstoffen Systemin und JA, gibt es eine Reihe weiterer Signale, 
die die Wundantwort positiv beeinflussen. Dazu zählen Ca2+-Ionen, andere Phytohor-
mone wie Abszisinsäure und Ethylen, H2O2, Oligogalacturonide, Fettsäure-Konjugate 
und physikalische Ereignisse wie Änderungen von Membranpotentialen, elektrische 
Impulse oder UV-Strahlung (Pena-Cortes et al. 1995; O´Donnell et al. 1996; Wildon 
et al. 1992; Stankovic & Davies 1996; Herde et al. 1996; Orozco-Cardenas et al. 2001;  
Doares et al. 1995a; Conconi et al. 1996; Turlings et al. 1995). Hemmend auf die Wundant-
wort wirken Stickoxide und Salizylsäure (Orozco-Cardenas & Ryan 2002; Doares et al. 
1995b).
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1.1.5	COI1 als Regulator JA-responsiver Genexpression

Durch einen Screen nach JA-insensitiven Mutanten von Tomate konnte die Mutante 
jai1 identifiziet werden. Sie besitzt einen Defekt in dem Gen, das zum Arabidopsis 
CORONATIN-INSENSITIVE1 (COI1) homolog ist (Li et al. 2004a). COI1 kodiert für ein 
F-Box-Protein, das Teil eines E3 Ligase Komplexes ist (Xie et al. 1998; Xu et al. 2002;  
Devoto et al. 2002). COI1 vermittelt dabei den Ubiquitin-abhängigen Abbau eines oder 
mehrerer Target-Proteine, die die Expression JA-responsiver Gene reprimieren (Turner 
et al. 2002). Vor Kurzem gelang die Identifizierung dieser Target-Proteine als putative 
Jasmonat-Rezeptoren (Thines et al. 2007; Chini et al. 2007; Yan et al. 2007). Sie gehören 
zur Familie von JAZ-Repressorproteinen, die in Arabidopsis 10 Mitglieder umfasst. 
COI1 ist essentiell für die Expression JA-responsiver Gene, sowie die wund-induzierte 
Genexpression nach Herbivoren-Befall (Devoto et al. 2005; Reymond et al. 2000; Li et 
al. 2004a). Des Weiteren ist COI1 an JA-vemittelten Entwicklungsprozessen beteiligt. 
So sind Arabidopsis coi1-Mutanten u.a. männlich steril und die Tomaten jai1-Mutanten 
sind weiblich steril und in der Trichom-Entwicklung gestört (Feys et al. 1994; Li et al. 
2004a). Die essentielle Bedeutung von COI1 für JA-vermittelte Prozesse in Arabidopsis 
und Tomate, sowie die Existenz von COI1-Orthologen in Monokotyledonen, spricht für 
eine hohe Konservierung dieser Signal-Komponente in höheren Pflanzen.

1.2	 Sulfotransferasen

Sulfotransferasen (ST) konnten bislang in nahezu allen Organismen mit Ausnah-
me der Archaebakterien identifiziert werden. Die Enzyme katalysieren die Übertra-
gung einer Sulfat-Gruppe von 3 -́Phosphoadenosin-5 -́phosphosulfat (PAPS) auf die 
Hydroxyl-Guppe verschiedenster Substrate, wobei neben dem sulfatierten Substrat  
3 -́Phosphoadenosin-5 -́phosphat (PAP) entsteht: 
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PAP inhibiert verschiedene STs, sowie den Transport von PAPS (Klaassen & Boles 1997). 
STs werden in membran-gebundene und lösliche Enzyme unterschieden. Membran-
gebundene STs akzeptieren hauptsächlich Makromoleküle, wie Proteine, Peptide oder 
Glucosamine (Niehrs et al. 1994; Habuchi 2000; Honke & Taniguchi 2002). Substrate der 
löslichen STs sind vorwiegend kleine organische Verbindungen, wie Flavonoide, Ste-
roide oder diverse Xenobiotika. Die sulfatierten Verbindungen sind dabei besser was-
serlöslich als die Ursprungsverbindungen (Weinshilboum & Otterness 1994). Es wird 
postuliert, dass die Sulfatierung die biologische Aktivität der entsprechenden Verbin-
dungen verändert und so verschiedene physiologische Prozesse beeinflusst werden 
können (z.B: Yang et al. 1999; Marsolais et al. 2000; Gidda et al. 2003).

1.2.1 Die PAPS-Biosynthese

Die PAPS-Biosynthese erfolgt aus ATP und endogenem Sulfat über zwei Reaktions-
schritte (Klaassen & Boles 1997):

ATP + SO4
2- APS + PPi

ATP + APS PAPS + ADP

ATP-
Sulfurylase

APS-
Kinase

Zuerst katalysiert die ATP-Sulfurylase die Übertragung von Sulfat auf ATP, wobei  
5 -́Adenylylsulfat und Pyrophosphat entstehen. Dabei liegt das Gleichgewicht dieser 
Reaktion auf Seiten von ATP. Eine weitere Umsetzung des Pyrophosphats zu anorgani-
schem Phosphat durch eine Pyrophosphatase verschiebt das Gleichgewicht in Richtung 
APS-Bildung. APS wird entweder durch eine APS-Reduktase metabolisiert, was dem 
ersten Schritt der Sulfat-Reduktion entspricht oder wird durch eine APS-Kinase ATP-
abhängig an 3 -́Position phosphoryliert, wobei PAPS entsteht. Sowohl ATP-Sulfurylasen 
als auch APS-Kinasen konnten aus Arabidopsis kloniert werden (Rotte & Leustek 2000; 
Lillig et al. 2001; Leustek 2002)

1.2.2 Sulfotransferasen in Säugern

STs aus Säugern wurden umfangreich charakterisiert. Die hohen Ähnlichkeiten von 
STs im Allgemeinen können bei der Charakterisierung der Wirkungsweise pflanzlicher 
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STs nützlich sein. So sind pflanzliche STs und STs aus Säugern auf AS-Ebene zu 25 bis 
30 % identisch. Sulfatierungsprozesse sind in Säugern von essentieller Bedeutung. Ein 
natürlich auftretender Defekt in der Biosynthese des Co-Substrates PAPS ist im Men-
schen lethal (Superti-Furga 1994). In Säugern sulfatieren STs eine Vielzahl von Hormo-
nen, Neurotransmittern und Xenobiotika. Dies führt zu einem erhöhten Ausscheiden 
der sulfatierten Verbindungen über die Nieren, was wiederum zu einer Abnahme der 
biologischen Wirkung führt. Auf der anderen Seite ist die Sulfatierung auch essenti-
ell für die Aktivierung bestimmter Arzneistoffe (Weinshilboum & Otterness 1994;  
Weinshilboum et al. 1997). 

Die Kristallisation und Röntgen-Struktur-Analysen mehrerer löslicher STs aus Säugern 
zeigte, dass die globulären Proteine aus einer α/β-Domäne mit einem charakteristi-
schen 5-strängigen β-Faltblatt, das die Bindestelle für PAPS und das aktive Zentrum 
enthält, bestehen (Negishi et al. 2001). Des Weiteren konnte in humanen und Maus-STs 
ein Dimerisierungsmotiv identifiziert werden, das als KTVE-Motiv bezeichnet wird 
(Petrotchenko et al. 2001). Dieses Motiv befindet sich nahe des C-Terminus (von AS255 
bis AS264) der humanen Östrogen-ST SULT1E1. Die AS-Reste Gln256 bis Glu264 bil-
den vier Wasserstoffbrücken zum Protein-Rückgrat des jeweils anderen Monomers 
aus. Zu dem treten an beiden Enden ionische Wechselwirkungen des Lys255 des einen 
Monomers mit dem Glu264 des anderen Monomers auf (Nomenklatur der humanen  
SULT1E1). Lösliche humane STs liegen im Cytosol dabei als Homo- und Hetero-Dimere 
vor (Weinshilboum et al. 1997).

1.2.3 Pflanzliche Sulfotransferasen

Im Vergleich zu den tierischen STs ist über die pflanzlichen Enzyme noch relativ 
wenig bekannt. Die bisher identifizierten und charakterisierten, löslichen, pflanz-
lichen STs sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst. Diese Übersicht gibt einen Ein-
blick in die Substrat-Diversität der STs und das breite Vorkommen sulfatierter Ver-
bindungen. So sind bislang über 80 sulfatierte Flavonoide identifiziert worden 
(Barron et al. 1988). Allerdings sind über die Funktion der Flavonoide und deren 
Derivaten nur wenig Informationen vorhanden. In Flaveria bidentis ist die Akku-
mulation der Flavonol-Sulfate entwicklungsabhängig (Hannoufa et al. 1991). Die 
Expression der entsprechenden Flavonol-ST-Gene kann durch das synthetische 
Auxin 2,4 D induziert werden (Ananvoranich 1994). Außerdem inhibieren Flavonol- 
Aglykone den polaren Auxin-Transport in Cucurbita pepo durch Bindung an den Naph-
thylphthalaminsäure-Rezeptor, während die sulfatierten Verbindungen einen antogo-
nisten Effekt zeigen (Jacobs & Rubery 1988; Faulkner & Rubery 1992). Die Synthese von 
Flavonol-Sulfaten erlaubt so möglicherweise den Abtransport von Auxin aus Geweben 
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mit hoher Auxin-Produktion (Ananvoranich 1994). Als Funktion der Sulfatierung von 
Hydroxy-Jasmonaten wird ebenfalls die Regulation der biologischen Aktivität bzw. die 
Inaktivierung von überschüssigem JA diskutiert (Gidda et al. 2003).

Brassinosteroiden können ebenso durch Sulfatierung inaktiviert werden (Rouleau et al. 
1999). Die beiden charakterisierten STs aus Brassica napus zeigen ein sehr großes Subst-
rat-Spektrum. Die entsprechenden Gene sind ebenfalls durch Ethanol und verschiede-
ne Xenobiotika, sowie Herbizide induzierbar. Deshalb wurde eine allgemeine Funktion 
in der Detoxifikation diskutiert (Marsolais et al. 2004).

Die Sulfatierung kann aber auch zur Generierung biologisch aktiver Verbindungen füh-
ren. So ist z.B. die Sulfatierung des Gallussäure-Glukosids notwendig für die seismo-
nastische Reaktion von Mimosa pudica und sulfatierte Choline spielen eine Rolle bei der 
Toleranz gegenüber Salzstress in Limonium Spezies (Schildknecht & Meier-Augenstein 
1990; Rivoal & Hanson 1994). Des Weiteren sind STs an der Biosynthese von Gluco-
sinolaten, die Hauptsekundärmetabolite in Brassicaceen, beteiligt. Sie katalysieren den 
letzten Schritt der Glucosinolat-Biosynthese (Piotrowski et al. 2004; Klein et al. 2006).

1.2.3.1 Funktionale Motive löslicher Sulfotransferasen

Alle löslichen STs aus Pro- und Eukaryoten zeigen hohe strukturelle Ähnlichkeiten. Sie 
haben in etwa die gleiche AS-Anzahl, ähnliche hydrophobe Eigenschaften und beste-
hen aus vier Regionen konservierter AS-Reste (Varin et al. 1992). Die 3D-Strukturen der 
löslichen STs sollten sich also ebenfalls ähneln.

Die meisten der bislang bekannten, funktionalen Motive der pflanzlichen STs konnten 
durch Untersuchungen der Flavonol-3- und Favonol-4 -́ST aus Flaveria chloraefolia iden-
tifiziert werden. Diese beiden Enzyme sind ein ideales Untersuchungsobjekt, da es die 
bisher einzigen charakterisierten STs sind, die an einer klar definierten, sequentiellen 
Polysulfatierung beteiligt sind (Varin et al. 1992). So konnten zum einen essentielle AS-
Reste für die Co-Substrat-Bindung und den Katalyse-Mechanismus und zum anderen 
Regionen, die die Spezifität für das Akzeptor-Substrat bestimmen, identifiziert werden 
(Marsolais et al. 2000).
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Name

Flavonol-7-ST

Flavonol-3-ST

Flavonol-4´-ST

Flavonol-3-ST

Flavonol-7-ST
(AtST3a/AtSOT5)

BNST3

BNST4

AtST1 (AtSOT10)

AtST4a (AtSOT12)

Desulfoglucosinolat-ST

Desulfoglucosinolat-ST

AtST5a (AtSOT16)

AtST5b (AtSOT17)

AtST5c (AtSOT18)

Cholin-ST

Gallussäure-Glykosid-ST

AtST2a (AtSOT15)

Akzeptor-Substrate

Quercetin-3,3´-Disulfat,
Quercetin-3,4´-Disulfat

Quercetin, Isorhamnetin,
Rhamnetin, Kämpferol

Quercetin-3-Sulfat, Iso-
rhamnetin-3-Sulfat,
Kämpferol-3-Sulfat

Quercetin, Rhamnetin,
Isorhamnetin

Apigenin-7-Sulfat, Käm-
pferol-7-Sulfat, Rhamnetin,
Quercetin, Myrecetin, Käm-

pferol, Dihydroquercitin,
Genistein

(22S,23S)-28-Homobrassinolid,
24-Epibrassinolid, (22S,23S)-

28-Homocastasteron, 
24-Epicathasteron,

6 Desoxy-24-Epicathasteron,
β-Estradiol, β-Estradiol-

3-methylether

(22S,23S)-28-Homobrassinolid,
24-Epibrassinolid, (22S,23S)-28-
Homocastasteron, 24-Epicatha-
steron, 6-Desoxy-24-Epicatha-

steron, β-Estradiol,
β-Estradiol-3-methylether

24-Epicathasteron, 6-Desoxy-
24-epicathasteron,

17-β-Estradiol,
Dehydroepiandrosteron,

Pregnenolon

Brassinolid, Castasteron,
24-Epibrassinolid, (22R,23R)-

28-Homobrassinolid,
(22R,23R)-28-Homocastasteron

Desulfobenzylglucosinolat,
Desulfo-p-hydroxybenzylgluco-
sinolat, Desulfoallylglucosinolat

Desulfobenzylglucosinolat

Desulfoglucosinolate (bevorzugt
abgeleitet von Phe und Trp)

Desulfoglucosinolate
(bevorzugt abgeleitet von Met)

Desulfoglucosinolate
(bevorzugt abgeleitet von Met)

Cholin

Gallussäure-Glukosid

11- und 12-OH-JA

Organismus

Flaveria bidentis

Flaveria chloraefolia

Flaveria chloraefolia

Flaveria bidentis

Arabidopsis thaliana

Brassica napus

Brassica napus

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Lepidium sativum

Brassica juncea

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Limonium sinuatum

Mimosa pudica

Arabidopsis thaliana

Referenz

VARIN & IBRAHIM 1991

VARIN et al. 1992

VARIN et al. 1992

ANANVORANICH et al. 1994

GIDDA & VARIN 2006

ROULEAU et al. 1999

MARSOLAIS et al. 2004

GLENDENING & POULTON 1990

JAIN et al. 1990

PIOTROWSKI et al. 2004

PIOTROWSKI et al. 2004

PIOTROWSKI et al. 2004

RIVOAL & HANSON 1994

VARIN et al. 1997

GIDDA et al. 2003

MARSOLAIS et al. 2007

MARSOLAIS et al. 2007

Tab. 1.1: Übersicht über alle bisher identifizierten und charakterisierten pflanzlichen STs
(grün: Flavonol-STs; gelb: Brassinosteroid-STs; blau: Desulfo-Glucosinolat-STs; lila: andere STs)

Tab. 1.1:	 Übersicht über alle bisher identifizierten und charakterisierten, löslichen, pflanzlichen STs 
(grün: Flavonol-STs; gelb: Brassinosteroid-STs; blau: Desulfo-Glucosinolat-STs; lila: andere STs)
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Die PAPS-Bindung

Durch Co-Kristallisation der Östrogen-ST aus Maus mit PAPS konnte ein hochkon-
servierter Lys-Rest identifiziert werden, der essentiell für die PAPS-Bindung ist  
(Kakuta et al. 1997). Die Bedeutung des entsprechenden Lys59-Restes der Flavonol-3-ST 
für die PAPS-Bindung wurde durch Affinitäts-Chromatographie-Untersuchungen mit 
K59R- und Wildtyp-Protein belegt (Marsolais et al. 1999). Ebenso konnten zwei weitere 
Arg-Reste in den Regionen II und IV der Flavonol-3-ST aus F. chloraefolia identifiziert 
werden, die an der Bindung von PAPS beteiligt sind (Marsolais et al. 1999).

Der Katalyse-Mechanismus

Die Sulfatierung erfolgt durch nukleophile Substitution. Die 
für die Katalyse bedeutendsten AS-Reste der Flavonol-3-ST aus  
F. chloraefolia sind der Lys59- und der His119-Rest (Marsolais & Varin 1995; Marso-
lais & Varin 1997). Die Kristallstrukur der Östrogen-ST aus Maus zeigte, dass der dem 
His119 entsprechende Rest mit der Hydroxyl-Gruppe an Position 3 des β-Östradiol in-
teragiert (Kakuta et al. 1997). Der Austausch dieses Restes mit Alanin führt zur völligen 
Inaktivierung der Enzymaktivität (Marsolais et al. 1999; Homma et al. 1996; Kakuta et 
al. 1998). Der Lys59-Rest ist am Katalyse-Mechanismus beteiligt. Untersuchungen von 
mutierten Proteinen ergaben, dass Lys59 nicht nur mit der Phosphatgruppe von PAPS 
sondern auch mit der Sulfat-Gruppe interagiert und den nukleophilen Angriff unter-
stützt (Marsolais et al. 1999; Kakuta et al. 1998).

Die Bindung des Akzeptor-Substrates

Durch die Generierung verschiedener Hybrid-Proteine aus Flavonol-3- und Flavonol-
4 -́ST aus F. chloraefolia konnte ein für die Akzeptor-Substrat-Spezifität entscheidendes 
Segment, die Domäne II, identifiziert werden (Marsolais & Varin 1997). Sie umfasst die 
AS 93 bis 195. Innerhalb dieser Domäne konnten durch Sequenzvergleiche tierischer 
und pflanzlicher STs 2 Subdomänen (AS 99-111 und AS 154-171 der Flavonol-3-ST) er-
mittelt werden, die möglicherweise an der Bindung des Akzeptor-Substrates in allen 
STs beteiligt sind (Varin et al. 1995).
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1.2.3.2 Sulfotransferasen in Arabidopsis 

Nachdem das Arabidopsis-Genom vollständig sequenziert war, wurden mit Hilfe von 
Sequenzvergleichen 18 putative ST-Sequenzen in Arabidopsis identifiziert (The Arabi-
dopsis genome initiative 2000; Klein & Papenbrock 2004). In diesem Zusammenhang 
wurde eine neue Nomenklatur der STs vorgeschlagen, die Bezeichnung als AtSOT1 
bis AtSOT18 und die Einteilung in sieben Gruppen. In der vorliegenden Arbeit wird 
jedoch die Nomenklatur nach Marsolais et al. (2000) verwendet. Keine der Sequenzen 
enthält eine Transmembran-Region oder ein Transit-Peptid, weshalb vermutlich alle 
Arabidopsis-STs löslich sind (Klein & Papenbrock 2004). Des Weiteren wurde in kei-
ner Sequenz ein KTVE-Motiv identifiziert, so dass vermutlich alle als Monomere aktiv 
sind. Fast keines der Gene enthält Introns (Klein & Papenbrock 2004). Ein Alignment 
der verschiedenen AS-Sequenzen ergab, dass alle 18 STs die konservierten AS-Reste 
für die PAPS-Bindung und den Katalyse-Mechanismus enthalten (vgl. 1.2.3.1; Klein & 
Papenbrock 2004). 

Die 12-OH-JA-Sulfotransferase (AtST2a)

Die AtST2a war die erste identifizierte und charakterisierte ST aus Arabidopsis (Gidda 
et al. 2003). Die rekombinante AtST2a sulfatiert spezifisch 11- und 12-OH-JA, wobei die 
Affinität für 12-OH-JA größer ist (K

m
12-OH-JA = 10 µM; K

m
11-OH-JA = 50 µM). Das pH-

Optimum liegt bei 7.5 in Tris-Puffer. Das AtST2a-Gen wird vom AtST2b-Gen flankiert. 
Beide AS-Sequenzen zeigen 92% Ähnlichkeit und enthalten alle für die PAPS-Bindung 
und Katalyse essentiellen AS. Für die rekombinante AtST2b konnte bisher jedoch bis-
her keinerlei Aktivität nachgewiesen werden.

Die Expression der AtST2a wird durch Applikation von OPDA, JM, 12-OH-JA und JA-
Ile induziert (Gidda et al. 2003). Die Induzierbarkeit der Expression korreliert mit einem 
Anstieg der Enzymaktivität in vivo. Eine Überexpression oder eine down-Regulation 
der AtST2a führte zu  Veränderungen des Blühzeitpunktes, weshalb ein Einfluss von 
12-OH-JA auf den Blühzeitpunkt von Arabidopsis diskutiert wurde (Gidda 2001). Die-
ser Effekt konnte allerdings nicht bestätigt werden (Lange, persönliche Mitteilung). Es 
konnten bislang keine phänotypischen Veränderungen in den AtST2a-Überexpressi-
onspflanzen oder den AtST2a-knock-out-Mutanten identifiziert werden (Lange, persön-
liche Mitteilung).

Nach heterologer Überexpression der ATST2a in Tabak konnte hingegen ein sehr auf-
fälliger Phänotyp beobachtet werden (Varin et al. 2003). Die Staubblätter dieser Pflan-
zen waren zum Teil zu Blütenblättern umgewandelt. Nicht umgewandelte Staubblätter 
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waren zudem kürzer. Die Pflanzen waren dennoch fertil und bildeten Samen. Die-
ser Phänotyp korrelierte mit einem reduzierten 12-OH-JA-Gehalt in den transgenen 
Staubblättern. Des Weiteren konnte der Blütenphänotyp durch exogene Applikation 
von 12-OH-JA normalisiert werden. Deshalb wurde eine Funktion von 12-OH-JA in der 
Blütenentwicklung postuliert.

1.3	 Die Infloreszenz- und Blütenentwicklung der Tomate

Die Wuchsform von Pflanzen kann monopodial oder sympodial sein, wobei beide For-
men bereits in niederen Pflanzen, wie Mosen und Farnen, auftreten (Bell 1992). Viele 
einjährige Pflanzen besitzen eine einzige vegetative Phase, die von einer einzigen re-
produktiven, den Lebenszyklus abschließenden Phase abgelöst wird. Das Wachstum 
mehrjähriger Bäume benötigt hingegen sowohl vegetatives als auch reproduktives 
Wachstum innerhalb der Pflanze.

Pfropfungsexperimente zeigten, dass in Blättern, in Reaktion auf photoperiodische Ver-
änderungen, Signale generiert werden, die im vegetativen Sprossapikalmeristem (SAM) 
die Bildung von Blüten induzieren (Chailakhyan 1936; Zeevart 1979). Diese Signale 
werden als Florigen bezeichnet, wobei dessen genaue Zusammensetzung noch unklar 
ist. Durch Untersuchungen in Reis und Arabidopsis konnten verschiedene Signalwege 
identifiziert werden, die verschiedene Umweltsignale integrieren. Die vorherrschenden 
Lichtbedingungen werden dabei durch den photoperiodischen Signalweg vermittelt. 
Dabei sind FLOWERING LOCUS T (FT) und CONSTANS (CO) Hauptkomponenten, 
die das Blühen in Lang- und Kurztag-Pflanzen beeinflussen (Mouradov et al. 2002; Jack 
2004; Boss et al. 2004; Bäurle & Dean 2006).

Die Blühinduktion in Tomate ist unabhängig von photoperiodischen Veränderungen, 
sie ist Tag-neutral. Obwohl es sich um einjährige Pflanzen handelt, zeigt ihr Wachstum 
Charakteristika mehrjähriger Pflanzen. Das komplexe, aber regelmäßige und vorher-
sagbare Wachstum von Tomate bietet eine ideale Grundlage um zu untersuchen, wie 
die Identität des SAM während wechselnder Übergänge vom vegetativen zum repro-
duktiven Wachstum durch bestimmte Gene, die das Blühen induzieren, reguliert wird. 
Eine Beteiligung von Jasmonaten an diesen Prozessen wurde bislang nicht beschrie-
ben.



29

Einleitung

1.3.1 Die Termination des Sprosses und Blühinduktion

Der primäre Spross von Wildtyp-Tomaten wird durch die erste Infloreszenz nach 6-16 
Blättern terminiert. Dies entspricht dem Blühzeitpunkt. Die Termination ist dabei nicht 
nur genetisch festgelegt, sondern auch abhängig von verschiedenen Umweltfaktoren, 
hauptsächlich von der Lichtmenge (Atherton & Harris 1986). Der scheinbar durchgän-
gige Hauptspross von Tomaten-Pflanzen setzt sich aus dem primären durch eine Inflo-
reszenz terminierten Hauptspross und darauf folgenden, sich ständig wiederholenden 
lateralen Abzweigungen, den sog. sympodial units (SUs), zusammen (Abb. 1.3). Jede SU 
besteht aus drei vegetativen Nodien und einer terminalen Infloreszenz.Sie stammen 
vom dritten Nodium der jeweils vorhergehenden SU ab. Auch die echten Seitentriebe 
werden wie der primäre Hauptspross zuerst nach einer variablen Anzahl von Blättern 
durch eine Infloreszenz terminiert, bevor sich das dreiblättrige sympodiale Muster eta-
bliert. Die Ausbildung von Infloreszenzen bedeutet in der Tomate im Gegensatz zu 
Arabidopsis die Termination des vegetativen Apikalmeristems.

Blüte

Infloreszenz

Blatt

hellgrün: primärer Spross
dunkelgrün: SU

Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung des Sprosses der Tomate inkl. Infloreszenzen
(SU - sympodial unit)

Abb. 1.3:	 Vereinfachte Darstellung des Sprosses der Tomate inkl. Infloreszenzen (SU - sympodial unit)

Bei der Ausbildung der Infloreszenzen schwillt das SAM beim Übergang vom vegeta-
tiven zum reproduktiven Wachstum an und wandelt sich in ein Infloreszenzmeristem 
(IM) um. Das IM wiederum teilt sich in zwei Teile, wovon das eine zum Blütenmeris-
tem (BM) umgewandelt wird und das andere als IM erhalten bleibt. Die Teilung des 
IM wiederholt sich zur Bildung jeder zusätzlichen Blüte, wodurch sich eine Zick-Zack-
Anordnung der Blüten ergibt (Abb. 1.3). Die Infloreszenzen werden terminiert durch 
die Ausbildung einer letzten Blüte. Die Infloreszenzen können als kondensierte Spros-
se angesehen werden, die aus sympodialen Einheiten mit einem Nodium bestehen  
(Cronquist 1988; Szymkowiak & Irish 2006). Verschiedene Tomaten-Mutanten wie falsi-
flora, jointless, blind, single flower truss oder uniflora machen deutlich, dass Infloreszenzen 
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in der Lage sind sympodiale Sprosse zu bilden, bei denen die einzelnen Blüten grö-
ßere Abstände voneinander haben oder durch Blätter ersetzt sind (Lifschitz & Eshed 
2006; Szymkowiak & Irish 2006). Da Termination gleichgesetzt werden kann mit der 
Ausbildung von Infloreszenzen bzw. Blüten und sowohl Spross als auch Infloreszen-
zen sympodiales Wachstum zeigen, führen Mutationen, die den Blühzeitpunkt verän-
dern, oft zu einer veränderten Spross- und Infloreszenz-Architektur (Lifschitz & Eshed 
2006). Single flower truss (SFT) und Self pruning (SP) sind die bekanntesten 
Tomaten-Gene, die den Blühzeitpunkt und die Spross- und Infloreszenz-Architektur 
beeinflussen (Molinero-Rosales et al. 2004; Lifschitz et al. 2006; Pnueli et al. 1998).

1.3.2 SINGLE FLOWER TRUSS (SFT)

SFT der Tomate ist FT aus Arabidobsis homolog und induziert systemische Signale, die 
das Wachstum und Blühen regulieren (Lifschitz et al. 2006). sft-Pflanzen blühen später 
als der Wildtyp. Der primäre Spross wird erst nach 15-20 Blättern durch die Ausbildung 
einer Infloreszenz terminiert. Das erste Organ dieser Infloreszenz ist meist eine Blüte, 
wobei die Infloreszenz nicht terminiert ist und Blätter statt weiterer Blüten ausgebil-
det werden (Molinero-Rosales et al. 2004). Des Weiteren wird diese Infloreszenz selbst 
zum Hauptspross, der von einer Infloreszenz mit einer oder zwei Blüten terminiert 
wird. In sft-Mutanten ist das Gleichgewicht zwischen vegetativem und reproduktivem 
Wachstum zu Gunsten des reproduktiven Wachstums verschoben. Die Expression 
von SFT unter Kontrolle eines Blatt-spezifischen Promotors in Arabidopsis und Tabak 
zeigte, dass SFT ein mobiles, universelles Blühinduktionssignal in Blättern generiert  
(Lifschitz et al. 2006).

1.3.3 SELF PRUNING (SP)

SP, das Tomaten-Homologe von TFL1 und CEN, fördert den nicht-terminierten Zustand 
der Apikalmeristeme (Pnueli et al. 1998). sp-Mutanten zeigen im Gegensatz zu Wildtyp-
Pflanzen determiniertes Wachstum. Je älter die Pflanze wird, umso geringer wird die 
Anzahl der Blätter pro SU bis die letzte SU eine Infloreszenz ausbildet und der Spross 
endgültig durch zwei aufeinanderfolgende Infloreszenzen terminiert wird (Pnueli et 
al. 1998). SP erhält die 3-blättrigen SUs durch Inhibierung einer frühzeitigen Terminie-
rung des sympodialen Apikalmeristems (Pnueli et al. 1998). 

SP und SFT gehören zur selben Proteinfamilie und nur wenige AS bestimmen den 
fördernden oder inhibierenden Effekt auf die Blühinduktion (Hanzawa et al. 2005; Ahn 
et al. 2006). SP und SFT sind jedoch nicht bloße Antagonisten, vielmehr reguliert das 
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Verhältnis beider den Zeitpunkt der Termination des Sprosses und der Ausbildung der 
Infloreszenzen (Lifschitz & Eshed 2006). Über den genauen Ablauf und die molekula-
ren Komponenten dieses Signalweges und die Beteiligung von Phytohormonen ist in 
Tomate bislang nur wenig bekannt. 

1.3.4 Mutanten mit Veränderungen der Infloreszenz-Architektur

In Tabelle 1.2 (Seite 33) sind Tomaten-Mutanten mit veränderter Infloreszenz-Architek-
tur zusammengefasst. Häufig gehen diese Veränderungen mit einer Veränderung des 
Blühzeitpunktes einher. Über die genaue Regulation der einzelnen Gene und die Gene 
selbst ist wenig bekannt.

1.4	 Zielsetzung der Arbeit

Bislang ist noch wenig über die Funktion der verschiedenen JA-Metabolite bekannt. Im 
Rahmen dieser Arbeit sollte die Bedeutung von 12-OH-JA näher untersucht werden. 
Die bisher einzige, belegte Funktion von 12-OH-JA ist die Induktion der Knollenbil-
dung der Kartoffel (Yoshihara et al. 1989). Zu Beginn dieser Arbeit wurde eine Beteili-
gung von 12-OH-JA an der photoperiodisch regulierten Blühinduktion von Arabidop-
sis postuliert (Gidda 2001). Des Weiteren zeigten transgene Tabak-Pflanzen mit einem 
veränderten 12-OH-JA-Metabolismus Veränderungen der Blütenmorphologie (Varin et 
al. 2003). Es sollte daher primär die Bedeutung von 12-OH-JA für die Blütenentwick-
lung einer Tag-neutralen Pflanze wie Tomate aufgeklärt werden. Für Tomate standen 
eine Reihe von transgenen Linien und Mutanten mit gestörter JA-Biosynthese, sowie 
gestörter JA-Signaltransduktion zur Verfügung. Die Untersuchungen zur Funktion von 
12-OH-JA in Arabidopsis werden im Rahmen eines anderen Forschungsprojektes in-
nerhalb der Arbeitsgruppe durchgeführt.

Für die Funktionsanalyse von 12-OH-JA in Tomate wurden verschiedene Ansätze ge-
wählt:

Zuerst wurde das natürliche Vorkommen von 12-OH-JA, sowie seiner Metabolite  
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA untersucht. Dem folgte die Frage, ob alle drei Verbin-
dungen während der Wundantwort akkumulieren und ob ihre Bildung JA-abhängig 
erfolgt.

Die Frage nach der biologischen Aktivität oder Inaktivität von 12-OH-JA und  
12-HSO4-JA wurde durch Analysen JA-vermittelter Prozesse, wie die Expression JA-
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responsiver Gene, die Keimung oder das Wurzelwachstum, untersucht. Dies erfolgte 
durch Applikationsexperimente.

Da Applikationen nur bedingt die Wirkungen von 12-OH-JA und seinen Metaboliten 
auf die bzw. in der Pflanze wiedergeben, wurde ebenfalls ein Ansatz zur Modulation 
des endogenen 12-OH-JA-Gehaltes verfolgt. Das Enzym, das die Reaktion von JA zu 
12-OH-JA katalysiert, ist nicht bekannt, wohl aber die bereits oben beschriebene ST2a 
aus Arabidopsis, die die Sulfatierung von 12-OH-JA katalysiert (Gidda et al. 2003). Zur 
Modulation des endogenen 12-OH-JA-Gehaltes sollte die Menge des entsprechenden 
Enzyms aus Tomate verändert werden. Ein loss of function-Ansatz sollte die 12-OH-JA-
Menge erhöhen und ein gain of function-Ansatz sollte sie verringern. Phänotypische 
Veränderungen der entsprechenden transgenen Pflanzen sollten Hinweise darauf 
geben, an welchen Prozessen 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA beteiligt sind. Es sollte da-
her die Identifizierung und Charakterisierung putativer 12-OH-JA-STs aus Tomate er-
folgen sowie die Generierung und phänotypische Charakterisierung transgener loss 
und gain of function Pflanzen. Zusätzlich erfolgte die heterologe Überexpression der  
AtST2a in Tomate. Dies ermöglichte einen Vergleich zwischen homologer und hetero-
loger Überexpression und sollte Hinweise für mögliche post-translationale Modifika-
tionen der 12-OH-JA-ST aus Tomate liefern. Darüberhinaus wurden die oben beschrie-
benen 35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen eingehender untersucht. Dies erlaubte einen 
Vergleich von Tomate und Tabak in Bezug auf die 12-OH-JA-Funktion.  
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Mutante Gen Gen-Funktion
Arabidospis-

Homolog Blühzeitpunkt Infloreszenzen
Blätter
pro SU Referenz (Bsp.)

self pruning (sp) SP Regulation
vegetatives/reproduktives

Wachstum

TFL1 normal vegetative
Infloreszenzen

3-0 PNUELI et al. 1998

single flower
truss (sft)

SFT Regulation
vegetatives/reproduktives

Wachstum

FT verzögert vegetative Infloreszenzen,
reduzierte Blütenzahl

8-10 LIFSCHITZ et al. 2006

jointless (j) J Regulation der
IM-Identität

unbekannt leicht verzögert Reversion zu vege-
tativen Sprossen

3 SZYMKOWIAK & IRISH

2006

falsiflora (fa) FA Regulation
vegetatives/reproduktives

Wachstum

LEAFY verzögert stark verzweigte Inflo-
reszenzen, Blätter anstelle

von Blüten

3-4 MOLINERO-ROSALES

et al. 2004

blind (bl) BL Kontrolle der LM-Bildung BLIND verzögert 1-2 Blüten pro
Infloreszenz

5-10 SCHMITZ et al. 2002

compound
inflorescence (s)

unbekannt Regulation der BM-Identität unbekannt verzögert stark verzweigte
Infloreszenzen

3 QUINET et al. 2006

anantha (an) unbekannt Regulation der
BM-Proliferation

unbekannt normal blumenkohlartig,
steril

3 ALLEN & SUSSEX 1996

uniflora (uf) unbekannt Regulation der
IM-Identität und des

Blühzeitpunktes

unbekannt stark verzögert einzelne Blüten 5-10 DIELEN et al. 2004

Tab. 1.2: Mutanten von Tomate mit gestörter Spross-Termination oder veränderten Infloreszenzen
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2 Material und Methoden
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2.1	 Verwendete Materialien

2.1.1	Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien

Falls nicht anders angegeben wurden alle verwendeten Chemikalien und molekular-
biologischen Reagenzien von folgenden Herstellern bezogen:

Farbstoffe: Roth und Serva
Laborchemikalien und Lösungsmittel: Biorad, GibcoBRL, Merck, Roth, Serva und 

Sigma-Aldrich
DNA- und Protein-Marker: MBI Fermentas, Eurogentec
Nährmedien, Antibiotika und Phytohormone: Duchefa, Sigma-Aldrich
Oligonukleotide: MWG-Biotech
Radioaktiv-markierte Substanzen: ICN
Restriktionsenzyme: MBI Fermentas
Weitere Enzyme (wie in den Protokollen angegeben): MBI Fermentas, Invitrogen, 

Roche, Sigma-Aldrich und  TaKaRa
SYBR Green PCR Master Mix: Applied Biosystems
pDrive-Klonierungs-Kit: Qiagen
Hexanukleotid-Labelling Kit: MBI Fermentas

2.1.2	Verwendete Software und Datenbanken

Datenbanken und Sequenzbearbeitung:
NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.

gov)
TAIR (The Arabidopsis Information Resource; http://www.arabidopsis.org)
Genevestigator (Zimmermann et al., 2004; https://www.genevestigator.ethz.ch)
TGI (The Gene Index Project; http://tigrblast.tigr.org/tgi/)
SGN (Sol Genomics Network; http://www.sgn.cornell.edu/index.pl)
Chromas 2.01 (Technelysium Pty Ltd)
DNA-Club

Online-Software/ Web-Tools:
ClustAlw (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)
pI/Mw tool (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html)
CBS Prediction Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/)
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qPCR:
Primer-Design - PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems)
Auswertung – MxPro Software (Stratagene)

Daten- und Bildbearbeitung:
Microsoft Office (Microsoft)
Adobe Photoshop (Adobe)
Adobe Illustrator (Adobe)
Statistica 6.0 (StatSoft)
Phosphoimaging-Systems (Molecular Dynamics)

2.1.3 Pflanzenmaterial

Tomate (Solanum lycopersicum):
Ihm Rahmen dieser Arbeit wurde die ehemalige Abkürzung Le für Lycopersicon  
esculentum verwendet.

Wildtypen: cv. Lukullus und cv. Castlemart
Mutanten:	acx1 (cv. Castelmart; Li et al. 2005) und 
			   jai1 (cv. Castlemart; Li et al. 2004a)  

			   wurden von Gregg A. Howe (University of Michigan, USA)  
			   zur Verfügung gestellt

Transgene Pflanzen: 35S::AtST2a-sense, 35S::LeST2a-sense und 35S::LeST2a-antisense 
(cv. Lukullus; wurden im Rahmen dieser Arbeit generiert)

Tabak (Nicotiana tabacum):
Wildtyp: cv. Samsun (SNN)
Transgene Pflanzen: 35S::AtST2a-sense (Varin et al. 2003)

2.1.4 Bakterienstämme

Vermehrung von Plasmiden in E.coli: DH5α
Überexpression der AtST2a, LeST2a und LeST6 in E.coli: M15 (pREP4), XL1-blue, BL21
Agrobacterium tumefaciens zur stabilen Transformation von Tomate: GV3101
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2.1.5	Vektoren

Klonierung von DNA-Fragmenten: pDrive (Qiagen PCR Cloning Kit, Qiagen)
Überexpression der AtST2a, LeST2a und LeST6 in E.coli: pQE30 (Qiagen)
Stabile Transformation von Tomate: pBI-101-526 (Dalta et al. 1993; Gidda 2001)

2.2	 Angewandte Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

Alle verwendeten Tomaten- und Tabak-Samen wurden auf Erde ausgesät und unter 
Gewächshausbedingungen kultiviert [16 Stunden Licht (Tageslicht mit Zusatzbeleuch-
tung; 25 °C), 8 Stunden Dunkelheit (22 °C), 65 % Luftfeuchte].

Für die stabile Transformation von Tomate, sowie für die Untersuchung der Keimung 
und des Wurzelwachstums von Tomate erfolgte die sterile Kultivierung. Oberflächens-
terilisierte Samen wurden auf Murashige-Skoog-Medium [0,44 % (w/v) MS-Salze (inkl. 
Vitamine, Duchefa), 3 % (w/v) Saccharose, 0,6 % (w/v) Plant Agar, pH 5,8] ausgelegt. Zur 
Selektion Kanamycin-resistenter transgener Pflanzen wurden dem Medium 50 µg/ml 
Kanamycin zugesetzt. Für die Untersuchung der Keimung und des Wurzelwachstums 
wurden die ausgesäten Samen für 2 Tage im Dunkeln bei 4 °C, 3 Tage im Dunkeln bei 
23 °C und weiter im Dauerlicht bei 23 °C kultiviert.

2.2.2 Kultivierung und Transformation von E.coli

E.coli-Bakterienstämme wurden in LB-Flüssig-Medium bzw. auf LB-Agar-Platten kulti-
viert (Sambrook et al. 1989). Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen wurden 
0,1-3 µg Plasmid-DNA mit 200 µl kompetenten Zellen vermischt. Der Ansatz wurde  
25 Minuten auf Eis, 30 Sekunden bei 42 °C und 5 Minuten auf Eis inkubiert (M15-
Zellen: 90 Sekunden bei 42 °C). Nach Zugabe von 500 µl SOC-Medium (Sambrook et al. 
1989) wurden die Zellen 45 Minuten (M15-Zellen: 90 Minuten) bei 37 ° C geschüttelt und 
anschließend ausplattiert.

Selektion:
pDrive –	 100 µg/ml Carbenicillin und 50 µg/ml Kanamycin; 50 µM IPTG und  

		  80 µg/ml X-Gal (blau/weiss-Selektion)
pQE30 –	 100 µg/ml Carbenicillin
pREP4 –	 25 µg/ml Kanamycin
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2.2.3 Kultivierung und Transformation von A. tumefaciens

A.tumefaciens wurde in YEB-Flüssig-Medium [0,1 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5  w/v) Fleisch-
extrakt, 0,5 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Saccharose, 2 mM MgSO4, 100 µg/ml Rif-
ampicin] bzw. auf YEB-Agar-Platten [YEB-Medium, 1,5 % (w/v) Micro Agar] kultiviert. 
Die Selektion nach Transformation mit pBI-101-526 erfolgte durch 50 µg/ml Kanamycin. 
Zur Transformation wurde 0,1-3 µg Plasmid-DNA mit 100 µl kompetenten Zellen ver-
mischt. Der Ansatz wurde für jeweils 5 Minuten auf Eis, in flüssigem Stickstoff und 
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml YEB-Flüssig-Medium wurden die Zellen 
für 3 Stunden bei 28 °C geschüttelt, ausplattiert und anschließend für 3 Tage bei 28 °C 
inkubiert.

2.2.4	DNA-Analytik

2.2.4.1 Agarosegel-Elektrophorese

DNA-Proben wurden mit 6x Orange Loading Dye (Fermentas) versetzt und im Aga-
rosegel [1-2 % Agarose, 0,5 g/l Ethidium-Bromid (EtBr) in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 
10 mM EDTA (pH 8,0), 0,115% (v/v) Eisessig)] elektrophoretisch aufgetrennt (Laufpuffer: 
1x TAE). Die Detektion erfolgte unter UV-Licht.

2.2.4.2 Isolierung pflanzlicher genomischer DNA (gDNA)

Schnell-Extraktion für den PCR-Test transgener Pflanzen: Die Extraktion von gDNA 
erfolgte durch alkalische Lyse in 50 µl Gesamt-Volumen nach Klimyuk et al. (1993). Für 
eine anschließende PCR-Reaktion wurden 2 µl gDNA eingesetzt.

Extraktion für Genome Walking: Die Isolierung hochmolekularer gDNA erfolgte mit 
dem Plant DNAzol Reagent (Invitrogen) laut Herstellerangaben.

2.2.4.3 Plasmid-Präparation

E.coli: Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgte durch alkalische Lyse  
(Sambrook et al. 1989). Für die Isolierung von Plasmid-DNA zur Sequenzierung wurden 
2 ml üN-Kultur mit dem Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BIO-RAD) nach Her-
stellerprotokoll aufgearbeitet.
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A.tumefaciens: Die Isolierung von Plasmid-DNA aus A.tumefaciens erfolgte ebenfalls 
durch alkalische Lyse (vgl. oben). Für weitere Analysen wie Restriktionen oder Se-
quenzierung wurde die gewonnene Plasmid-DNA in E.coli (DH5α) retransformiert, 
vermehrt und wieder isoliert.

2.2.4.4 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte, soweit nicht anders angegeben, un-
ter Verwendung rekombinanter Taq-Polymerase (hergestellt nach Engelke et al. 1990).

Reaktionsansatz: 2 µl DNA, 2,5 µl 10xPCR-Puffer [500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl  
(pH 9,0), 1 % (v/v) Triton X-100], 1,5 mM MgCl2, 0,1 mM dNTPs, 5 U rekombinante Taq-
Polymerase, je 0,5 µM Primer, ad 25 µl H2O

PCR-Programm:

2 min
2 min
30 sec
1 min/ kb
10 min

95 °C (initiale Denaturierung)
95 °C (Denaturierung)
Tm (Annealing)
72 °C (Elongation)
72 °C (finale Elongation)

30-40 Zyklen

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten zur Klonierung erfolgte unter Verwendung 
der Ex-Taq-Polymerase (TaKaRa) nach Herstellerangaben.

Verwendete Primer (inkl. Schmelztemperaturen) sind im Anhang zu finden.

2.2.4.5 Sequenzierung

Entsprechend gereinigte Plasmid-DNA (vgl. 2.2.4.3) wurde photometrisch quantifiziert 
und durch die zentrale Sequenziereinrichtung des Instituts unter Nutzung fluores-
zenzmarkierter Primer sequenziert.

Verwendete Primer: 
pDrive –	 M13 forward (-40) und M13 reverse
pQE30 –	 Type III/IV forward und reverse
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2.2.4.6 Genome Walking

Das Genome Walking wurde mit einigen Modifikationen nach dem BD GenomeWalker 
Universal Kit User Manual (BD Biosciences Clontech) durchgeführt. Hochmolekulare 
gDNA wurde wie oben beschrieben aus Blattmaterial von Tomate isoliert (vgl. 2.2.4.2) 
und mit den blunt-end-cutting Restriktionsenzymen EcoRV oder DraI (MBI Fermen-
tas) verdaut. Die Ligation der Adapter (MWG) erfolgte mit der T4-DNA-Ligase (MBI 
Fermentas) nach Herstellerangaben. Der Ligationsansatz wurde 1:10-verdünnt als  
Template für die erste PCR eingesetzt. Dieser Ansatz wurde 1:25-verdünnt in der  
2. PCR eingesetzt. Beide PCR-Reaktionen wurden mit dem Long-PCR-Enzyme-Mix von 
Fermentas durchgeführt:

7 Zyklen

Reaktionsansatz

DNA
PCR-Puffer [10x]
dNTPs [je 10 mM] 
genspez. Primer [10 µM]
GW_AP1 bzw. GW_AP2 [10 µM]
Taq-Mix [5U/µl]

2 µl
5 µl
1 µl

2,5 µl
2,5 µl
0,4 µl

ad 50 µl H2O

PCR-Programm

2 min
25 sec
3 min
25 sec
3 min (+1 sec/Zyklus)

10 min

94 °C
94 °C
72 °C
94 °C
67 °C

67 °C

32 Zyklen

Es wurde jeweils ein Adapter-spezifischer Primer (GW_AP1 bzw. GW_AP2) und ein 
genspezifischer Primer eingesetzt (Primersequenzen siehe Anhang). Die amplifizierten 
Fragmente wurden in den Vektor pDrive (Qiagen) laut Herstellerprotokoll ligiert, in 
DH5α-Zellen transformiert (vgl. 2.2.2) und vermehrt. Isolierte Plasmid-DNA (2.2.4.3) 
wurde sequenziert. Pro Fragment wurden mindestens 4 unabhängige Klone sequen-
ziert.

2.2.4.7 Restriktionsanalysen und Fragment-Reinigung

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von MBI Fermentas bezogen und nach 
Herstellerprotokoll verwendet. Die Inkubationszeit bei 37  °C wurde allerdings auf  
4 bis 20 Stunden verlängert. Verdaute DNA wurde im 1-2 %igen Agarosegel elektro-
phoretisch aufgetrennt (vgl. 2.2.4.1). Eventuell erforderliche Fragment-Isolierung bzw. 
Fragment-Reinigung erfolgte mit dem MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) laut Her-
stellerprotokoll.



41

Material und Methoden

2.2.5	Klonierungstrategien zur Überexpression der AST-IV, AtST2a, LeST2a und 
LeST6 in E.coli und Tomate

2.2.5.1 Klonierung der AST-IV, LeST2a und LeST6

Aus Tomaten-Blüten isolierte RNA bzw. kommerziell erworbene RNA aus Ratten-Le-
ber wurde durch reverse Transkription unter Verwendung der RevertAid™ H Minus  
M-MuLV Reverse Transkriptase (MBI Fermentas) laut Herstellerprotokoll in cDNA 
umgeschrieben. LeST2a und LeST6-DNA-Fragmente wurden per PCR unter Verwen-
dung spezifischer Primer (vgl. Anhang) aus Blüten-cDNA amplifiziert, die AST-IV  
(Aryl-ST-IV) aus der Ratten-cDNA. Dabei wurde der forward-Primer jeweils so gewählt, 
dass am 5 -́Ende eine BamHI-Schnittstelle eingefügt wurde. Die so gewonnenen Frag-
mente wurden in den Vektor pDrive (Qiagen) nach Herstellerangaben ligiert. Die Li-
gationszeit wurde jedoch auf 16 Stunden erhöht. Es erfolgte die Transformation und 
Vermehrung in E.coli DH5α-Zellen. Die Insertion wurde mittels Restriktion mit BamHI 
und Sequenzierung überprüft.

2.2.5.2 Klonierung der AST-IV, AtST2a, LeST2a und LeST6 in den 		
Überexpressionsvektor pQE30

Die AST-IV-, LeST2a- und LeST6-DNA-Fragmente wurden durch Restriktion mit BamHI 
aus dem Vektor pDrive geschnitten und gereinigt (vgl. 2.2.5.1). Die AtST2a-Sequenz 
wurde aus dem binären Vektor pBI-101-526 (Dalta et al. 1993), der verwendet wurde, 
um die AtST2a in Arabidopsis und Tabak zu überexprimieren (Abb. 2.1; Gidda 2001;  
Varin et al. 2003) mit BamHI ausgeschnitten und anschließend gereinigt. Unter Verwen-
dung der T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) wurden die AST-IV-, AtST2a-, LeST2a- und 
LeST6-Fragmente nach Herstellerprotokoll in den Vektor pQE30 (zuvor geschnitten mit 
BamHI) ligiert. Die Ligationszeit wurde allerdings auf 16 Stunden verlängert. Die In-
sertion und Orientierung der Insertion wurde durch Restriktionsverdau und Sequen-
zierung überprüft.

RB LB35S-35S AMV AtST2a-senseNPT II

NcoI
XbaI

BamHI

BamHI

NOS-
Prom.

BglIIHindIII EcoRI

38 bp LeST2a-sense
NOS-
Term.

LeST2a-as

NOS-
Term.

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der T-DNA des binären Vektors
pBI-101-526, der zur stabilen Transformation von Tomaten eingesetzt wurde.

Abb. 2.1:	 Schematische Darstellung der T-DNA des binären Vektors pBI-101-526, der zur stabilen Transfor-
mation von Tomaten eingesetzt wurde (Prom. - Promotor; Term. - Terminator; LB/RB - left/ right 
border).
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2.2.5.3 Klonierung der LeST2a in den binären Vektor pBI-101-526 in sense- und 
antisense-Orientierung

Die LeST2a-Sequenz wurde durch Restriktion mit BamHI aus dem Vektor pDrive aus-
geschnitten (vgl. 2.2.5.1) und nach Entfernen der AtST2a-Sequenz aus dem binären Vek-
tor pBI-101-526 (vgl. 2.2.5.2) in diesen Vektor ligiert (Abb. 2.1). Es wurde die T4-DNA-Li-
gase laut Herstellerprotokoll verwendet, wobei die Ligationszeit erneut auf 16 Stunden 
verlängert wurde. Da die Klonierung ungerichtet verlief, wurde die LeST2a sowohl in  
sense- als auch in antisense-Orientierung, was durch Sequenzierung überprüft wurde, 
in den binären Vektor ligiert.

2.2.6 RNA-Analytik

2.2.6.1 RNA-Isolierung aus Tomate und Tabak

RNA-Isolierung für Northern Blot-Analysen: Circa 1 g gemörsertes Pflanzenmate-
rial wurde in 8 ml Extraktionspuffer [4 M Guanidinthiocyanat, 50 mM Na-Citrat  
(pH 4,0), 0,5 % (w/v) N-Lauroyl-Sarcosin, 0,1 % (v/v) β-Mercaptoethanol), 8 ml Phenol und  
4 ml Chloroform resuspendiert und für 15 Minuten geschüttelt. Die Proben wurden für  
10 min bei 4 °C und 4000xg zentrifugiert. Die RNA wurde aus der wässrigen Phase 
mit 0,75 Vol Isopropanol gefällt, durch Zentrifugation (10 min, 4 °C, 4000xg) pelletiert, 
mit 75 % (v/v) EtOH gewaschen, getrocknet und anschließend in 500 µl RNase-freiem 
Wasser (mit 12 U RNaseOUT, Invitrogen) gelöst.

RNA-Isolierung für Transkriptanalysen per semiquantitativer Real time-RT-PCR 
(qPCR): Gesamt-RNA wurde aus 0,1 g homogenisiertem Pflanzenmaterial unter Ver-
wendung von TRIzol Reagent (Invitrogen) nach modifiziertem Hersteller-Protokoll iso-
liert. Nach Phenol-Chloroform-Extraktion wurde die RNA durch Zugabe von 300 µl 
0,8 M Na-Citrat/ 1,2 M NaCl und 300 µl Isopropanol aus der wässrigen Phase gefällt. 
Das RNA-Pellet wurde 2mal mit 75% (v/v) EtOH gewaschen und in 25 µl RNase-freiem 
Wasser gelöst.

2.2.6.2 Northern Blot-Analysen

RNA-Elektrophorese und Blotting: Extrahierte Gesamt-RNA (vgl. 2.2.6.1) wurde  
photometrisch quantifiziert. 10 µg RNA wurden unter denaturierenden Bedingungen 
elktrophoretisch aufgetrennt. Die RNA wurde dazu mit 20 µl Denaturierungspuffer 
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[10 mM Na-Phosphatpuffer (pH 6,5), 50 % (v/v) Formamid, 2,2 M Formaldehyd, 10 mM 
EDTA (pH 8,0)] versetzt, 15 Minuten bei 65 °C denaturiert, auf Eis abgekühlt und mit  
5 µl Ladepuffer [0,5 % (w/v) SDS, 25 % (v/v) Glycerin, 0,025 % (w/v) Bromphenolblau,  
25 mM EDTA (pH 8,0), 0,5 g/ml EtBr] versetzt. Die so vorbereiteten RNA-Proben wurden 
im denaturierenden Agarosegel [1,5 % Agarose in RNA-Laufpuffer (10 mM Na-Phos-
phatpuffer (pH 6,5), 3,7 % (v/v) Formaldehyd)] elektrophoretisch aufgetrennt. Danach 
erfolgte der Transfer auf eine Nylon-Membran (Schleicher&Schuell) mittels Kapillar-
Blot unter Verwendung von 20x SSC [3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat (pH 7,0)]. Die Fixierung 
erfolgte durch UV-cross-linking.

Herstellung radioakiv-markierter DNA-Sonden: Als Templates für die Sonden-Herstel-
lung dienten klonierte DNA-Fragmente, die aus den entsprechenden Vektoren durch 
Restriktionsverdau ausgeschnitten und durch Gelextraktion gereinigt wurden. Die 
Klonierung erfolgte im Rahmen dieser Arbeit bzw. durch Dr. Irene Stenzel innerhalb 
der Arbeitsgruppe. Eine Liste der verwendeten Sonden, sowie der jeweiligen Vektoren 
und Restriktionsenzyme findet sich im Anhang dieser Arbeit. Die Herstellung der Son-
den erfolgte mit dem Megaprime DNA Labelling Kit (MBI Fermentas) nach Hersteller-
angaben unter Verwendung von [α-32P]-dATP.

Hybridisierung und Detektion: Nach Prähybridisierung der Membran für mindestens 
3 Stunden bei 60 °C in ExpressHyb-Hybridisierungslösung (Clontech) erfolgte die Zu-
gabe der radioaktiv-markierten, denaturierten DNA-Sonden und die Inkubation für 
mindestens 4 Stunden bei 60 °C. Anschließend wurde die Membran wie folgt bei 60 °C 
gewaschen: 30 Minuten mit 2x SSC/0,1 % (w/v) SDS, 30 Minuten mit 1x SSC/0,1 % (w/v) 
SDS, 20 Minuten mit 0,5x SSC/0,1 % (w/v) SDS. Die Detektion erfolgte durch Nutzung 
eines Phosphoimaging-Systems (Molecular Dynamics) am Storm 860 Scanner (Molecu-
lar Dynamics).

2.2.6.3 Semiquantitative Real Time RT-PCR (qPCR)

RNA-Quantifizierung und Überprüfung der Qualität: Isolierte Gesamt-RNA (vgl. 
2.2.6.1) wurde photometrisch quantifiziert. Die Qualität der RNA wurde durch Agaro-
segel-Elektrophorese unter nativen Bedingungen überprüft. 1-2 µg Gesamt-RNA wur-
den dafür wie zur denaturierenden Gelelektrophorese vorbereitet (vgl. 2.2.6.2) und in 
einem 1,5 % nativen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 2.2.4.1).
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DNase-Verdau: Zur Entfernung eventueller DNA-Kontaminationen wurde die isolierte 
Gesamt-RNA vor cDNA-Synthese mit DNase I (Roche) behandelt:

5 µg
1 µl

10 U

RNA
10x DNaseI-Puffer (Roche)
rekombinante DNaseI (Roche)
15 Minuten bei 37 °C

2 µl 50 mM EDTA, pH 8.0
10 Minuten bei 72 °C

Die Integrität der RNA wurde nach dem DNase-Verdau nochmals durch native Gelelek-
trophorese (vgl. oben) untersucht. 20 ng verdaute RNA wurden per Real Time PCR 
unter Verwendung von LeEF1a- bzw. NtRPS6-spezifischen Primern amplifiziert, um 
Kontaminationen mit DNA auszuschließen.

cDNA-Synthese: Die cDNA-Synthese erfolgte mit der SuperScriptIII reversen Transkrip-
tase (Invitrogen). Das Herstellerprotokoll wurde dabei einer geringeren RNA-Menge 
angepasst:

9,5 µl
0,5 µl
0,5 µl

RNA (DNaseI-behandelt)
Oligo-(dT)18-Primer [100 µM]
dNTPs [je 10 mM]

5 Minuten bei 65 °C

ad 13,5 µl H2O (RNase-frei)

auf Eis

4 µl
1 µl

0,5 µl
1 µl

first strand buffer [5x] (Invitrogen)
DTT [100 mM]
RNaseOUT (Invitrogen)
SuperScriptIII reverse Transkriptase (Invitrogen)

60 Minuten bei 50 °C
15 Minuten bei 70 °C
auf Eis

qPCR: Die PCR wurde im Thermocycler Mx3005P (Stratagene) unter Verwendung des 
Power SYBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems) durchgeführt (verwendete 
Primer: siehe Anhang):

Reaktionsansatz (10 µl):

cDNA

Primer-Mix

Power SYBR Green
PCR Mastermix

20 ng

0,025 µM

5 µl

PCR-Programm:

10 min

30 sec

1 min

30 sec

1 min

30 sec

95 °C

95 °C

60 °C

72 °C

95 °C

60 °C

40 Zyklen

30 sec

Dissoziationsprotokoll: 60 - 95 °C

95 °C
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One Step-qPCR: One Step-qPCR erfolgte mit 20 ng DNaseI-verdauter RNA und dem 
FullVelocity SYBR Green QRT-PCR Master Mix (Stratagene) laut Herstellerprotokoll.

Auswertung: Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software MxPro QPCR 
(Stratagene). Der PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz über Hintergrundniveau an-
steigt wird als Ct-Wert beschrieben. Er ist umso größer, je weniger cDNA  im Ansaz 
vorhanden ist. Die Bestimmung der relativen Transkriptmengen erfolgte über Norma-
lisierung mit den Transkriptmengen eines konstitutiv exprimierten Gens. So ergibt 
sich der ΔCt-Wert einer Probe für ein bestimmtes Gen aus der Differenz des Ct-Wertes 
für dieses Gen und dem Ct-Wert des konstitutiv exprimierten Kontroll-Gens LeEF1a 
bzw. NtRPS6. Der ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert einer Verwundung/ 
Applikation/transgenen Pflanze und dem ΔCt-Wert der entsprechenden Frisch-/Was-
ser-/Wildtyp-Kontrolle. Unterschiede kleiner als 2 Zyklen wurden als nicht relevant 
betrachtet.

2.2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.2.7.1 Überexpression in E.coli und Reinigung der AST-IV, AtST2a, LeST2a und LeST6

Die Überexpression und Reinigung der AtST2a und LeST2a erfolgte zunächst nach 
Gidda et al. (2003). Dieses Protokoll wurde wie folgt modifiziert:

(1) E.coli-Stamm: M15 und BL21
(2) IPTG-Konzentration: 0,5 bis 4 mM IPTG
(3) Inkubationstemperatur und –dauer: 4 Stunden bei 37 °C, 16 Stunden bei 18 und 

25°C, 20 Stunden bei 4 °C
(4) Puffer-System: 25, 50 oder 100 mM Tris-Puffer pH 7,0 (anstelle eines Na-Phos-

phatpuffers)

Überexpression und Reinigung der AST-IV, AtST2a, LeST2a und LeST6 erfolgte für die 
Aktivitätsbestimmung im gekoppelten Test nach Burkart & Wong (1999). Die Inkubati-
on des an die Nickel-Agarose-gebundenen Proteins mit Alkalischer Phosphatase ist nur 
für die AST-IV notwendig und wurde für die anderen STs nicht durchgeführt.

2.2.7.2 SDS-PAGE und Coomassie-Färbung

Die Protein-Proben wurden mit 2x Proteinladepuffer [140 mM Tris-HCl (pH 7,8), 4 % 
(w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin, 200 mM DTT, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau] versetzt,  
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5 Minuten bei 95 °C denaturiert und in 12 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelen elektropho-
retisch aufgetrennt (Laufpuffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS). Die Gele 
wurden mit Coomassie-Färbelösung [10 % (v/v) Essigsäure, 40 % (v/v) MeOH, 50 % (v/v) 
H2O, 0,1 % (w/v) Coomassie brilliant blue G-250] gefärbt und anschließend mit Coomas-
sie-Entfärber [10 % (v/v) Essigsäure, 30 % (v/v) MeOH, 60 % (v/v) H2O] entfärbt.

2.2.7.3 Nachweis der Enzymaktivität

Nachweis der Aktivität im einfachem Enzym-Assay: Der einfache Enzym-Assay wurde 
für die AtST2a und LeST2a nach Gidda et al. (2003) durchgeführt. 50 µl Reaktionsansatz 
enthielten 0,2 bis 1 µg rekombinantes, gereinigtes Protein, 1 µM PAPS (nicht radioaktiv-
markiert) und 1 µg 12-OH-JA (nicht markiert oder 14C-markiert) in 50 mM Tris-HCl 
(pH  7,5). Der Ansatz wurde für 20 Minuten bei 25 °C inkubiert und der Nachweis des 
Umsatzes erfolgte zum einen per DC und zum anderen per LC-MS/MS. Da der Nach-
weis der Enzym-Aktivität nicht gelang, wurde der Assay modifiziert:

(1) Die Substrat-Konzentrationen wurden variiert und die Protein-Menge erhöht,
(2) es wurde Rohextrakt anstelle von gereinigtem Protein eingesetzt,
(3) der pH wurde zwischen 6 und 8 variiert,
(4) das Puffer-System wurde gewechselt (von Tris-Puffer zu Na-Phosphat-Puffer mit 

verschiedenen Konzentrationen und pH-Werten),
(5) verschiedene Zusätze wurden eingesetzt (100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM 

Mg2+, 5 mM Mn2+ oder 1 mM DTT).

Nachweis der Aktivität im gekoppelten Test: Der gekoppelte Enzym-Test wurde für die 
AtST2a, LeST2a und LeST6 durchgeführt nach Burkart & Wong (1999). Zur Überprü-
fung der Aktivität der AST-IV sowie zur Bestimmung der spezifischen Aktivität wurden  
2 mM p-Nitrophenylsulfat (p-NPS), 20 µM PAP und 2 bis 40 µg rekombinante, gerei-
nigte AST-IV in ST-Puffer [100 mM bis-Tris-Propan (pH 7.0), 5 mM β-Mercaptoethanol] 
für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde photometrisch bei 
400 nm verfolgt (εp-NPS = 10500 M-1cm-1). Es ergab sich eine spezifische Aktivität von 
rund 0,1 U/ mg Protein, wobei eine Unit definiert ist als die Menge Enzym, die 1 µmol 
Substrat in einer Minute umsetzt. Um sicherzustellen, dass die AST-IV 12-OH-JA bzw. 
12-HSO4-JA nicht umsetzt, wurde der Aktivitätstest auch mit 12-OH-JA und PAPS, 
bzw. 12-HSO4-JA und PAP durchgeführt. Für den Nachweis der Aktivität der ATST2a,  
LeST2a und LeST6 wurden 40 µg rekombinante, gereinigte AST-IV (=4 mU), 20 µM 
PAPS, 2 mM p-NPS in ST-Puffer für 30 Minuten bei RT inkubiert um die Verunreini-
gung von PAPS mit PAP zu beseitigen. Darauf folgte die Zugabe von 20 µM 12-OH-JA 
und:
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(1) 100 mM Tris-HCl (pH 7.6; Negativ-Kontrolle),
(2) weiteren 40 µg AST-IV (Negativ-Kontrolle),
(3) Hitze-denaturierte Proteine (Negativ-Kontrolle) oder
(4) 100 µg rekombinante, gereinigte  AtST2a, LeST2a bzw. LeST6.

Der Reaktionsansatz (= 800 µl) wurde weitere 60 Minuten bei RT inkubiert. Der Umsatz 
wurde photometrisch bei 400 nm verfolgt.

2.2.8	Stabile Transformation von Tomate durch A. tumefaciens vermittelten 
Gentransfer

Aussaat und Präparation der Kotyledonen: Oberflächen-sterilisierte Tomaten-Samen 
(WT Lukullus) wurden auf MS-Medium augesät (vgl. 2.2.1). Es folgte die Inkubation 
für 2 Tage im Dunkeln bei 4 °C, weitere 14 Tage im Dunkeln bei 23 °C. Die Kotyledonen 
wurden präpariert, indem Blattspitze und Blattbasis entfernt und sie einmal quer über 
die Mittelvene eingeritzt wurden. Die Kotyledonen wurden mit der Oberseite nach un-
ten auf Konditionierungsmedium [0,44 % MS-Salze (inkl. Vitamine, Duchefa), 3 % (w/v) 
Saccharose, 1 mg/l NAA, 0,1 mg/l BAP, 0,6 % (w/v) Plant Agar, pH 5,8] überführt und 
für 3 Tage im Dunkeln bei 23 °C inkubiert.

Anzucht von A. tumefaciens: Die binären Vektoren wurden in A. tumefaciens (Stamm: 
GV3101) transformiert (vgl. 2.2.3) und die Zellen in YEB-Medium bei 28 °C vermehrt 
(vgl. 2.2.3). Mit 1 ml Vorkultur wurden 100 ml Agro-Konditionierungsmedium [10 g/l 
Hefeextrakt, 10 g/l Bacto-trypton, 5 g/l NaCl, 10 mg/l Kanamycin, 0,2 mM Acetosyrin-
gon, 100 µg/ml Rifampicin] angeimpft und üN bei 28 °C geschüttelt. Die Bakterienkul-
tur wurde mit 10 mM MgSO4 auf eine Zelldichte von 108Zellen/ ml (OD600nm= 1).

Transformation und Co-Kultivierung der Kotyledonen mit A. tumefaciens: Die kondi-
tionierten Kotyledonen wurden 10 Minuten in ca. 20 ml A. tumefaciens-Suspension ge-
schwenkt, mit Filterpapier trockengetupft, mit der Oberseite nach unten zurück auf 
Konditionierungsmedium überführt und für 2 Tage im Dunkeln bei 23 °C inkubiert.

Selektion und Regeneration: Die transformierten Kotyledonen wurden auf Selekti-
onsmedium [0,44 % MS-Salze (inkl. Vitamine, Duchefa), 3 % (w/v) Saccharose, 1 mg/l 
trans-Zeatin, 50 mg /l Kanamycin, 250 mg/l Ticarcillin, 0,6 % (w/v) Plant Agar, pH 5,8] 
überführt und alle 7 bis 14 Tage auf frisches Selektionsmedium umgesetzt. Sich bilden-
de Kalli wurden von den Blattstückchen getrennt und in direkten Kontakt mit dem 
Selektionsmedium gebracht. Sich entwickelnde Sprosse wurden von den Kalli getrennt 
und auf Bewurzelungsmedium [0,44 % MS-Salze (inkl. Vitamine, Duchefa), 3 % (w/v) 
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Saccharose, 0,1 mg/l IAA, 20 mg /l Kanamycin, 500 mg/l Vancomycin, 0,6 % (w/v) Plant 
Agar, pH 5,8] überführt. Die regenerierten Pflanzen wurden in Sterilkultur vermehrt 
und für weitere Untersuchungen auf Erde ausgepflanzt und weiter unter Gewächs-
haus-Bedingungen kultiviert.

Selektion per PCR: Bevor die regenerierten Pflanzen vermehrt oder ausgepflanzt wur-
den, wurde das Vorhandensein des Transgens per PCR überprüft. Dafür wurden kleine 
Blattstücke geerntet und gDNA extrahiert (vgl. 2.2.4.2). Es erfolgte die PCR mit einem 
Primer der spezifische an die AMV-Enhancer- und einem Primer der spezifisch an die 
AtST2a- bzw. LeST2a-Sequenz bindet (vgl. Abb. 2.1; Anhang).

2.2.9 Die Gehaltsbestimmung von OPDA und Jasmonaten

Für die Bestimmung der OPDA-, JA-, 12-OH-JA-, 12-HSO4-JA- und 12-O-Gluc-JA-Ge-
halte wurde das entsprechende Pflanzenmaterial gefroren gemörsert. 0,2 bis 0,5 g Ma-
terial wurden mit 10 ml MeOH und pro 0,5 g Material mit 100 ng (2H6)JA, (2H5)OPDA,  
11-(2H3)OAc-JA und 12-(2H3)OAc-JA, sowie 250 ng 12-HSO4-JA-(2H3)Me-Ester und  
12-O-(2H7)Gluc-JA als interne Standards versetzt. Das homogenisierte Material wurde 
filtriert, das Eluat eingeengt und mit 200 µl Pyridin und 100 µl Essigsäureanhydrid üN 
bei RT acetyliert. Der Extrakt wurde eingeengt, in 2 ml Ethylacetat aufgenommen und 
über eine Chromabond-SiOH-Säule (Macherey-Nagel) aufgetrennt. Der Durchlauf ent-
hält JA, OPDA und 12-OH-JA (Extrakt A) und Extrakt B (12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA) 
wurde mit 5 ml MeOH eluiert. Beide Extrakte wurden vollständig eingeengt.

Extrakt A: Die Aufarbeitung des Extraktes A erfolgt nach Stenzel et al. (2003b)
Extrakt B: Die Aufarbeitung des Extraktes B erfolgte nach Miersch et al. (im Druck)

2.2.10 Verwundungs- und Applikationsexperimente

Die Verwundungs- und Applikationsexperimente mit Tomate wurde an Blättern von 
6 Wochen alten Pflanzen, die auf Erde ausgesät und unter Gewächshausbedingungen 
kultiviert worden, durchgeführt. Die Verwundung erfolgte an der Pflanze, indem das 
Blatt mehrmals quer über die Mittelvene mit einer Pinzette gequetscht wurde. Nach 2, 6 
und 24 Stunden wurden die Blätter geerntet. Als Kontrolle dienten unverwundete Blät-
ter. Für die Applikation von H2O (als Kontrolle), 100 µm JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA 
wurden die Blätter von der Pflanze getrennt und für 2, 6 und 24 Stunden in die entspre-
chenden Lösungen eingestellt.
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Für die Keimungsversuche wurde JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA (je 5, 10, 20 und  
50 µM, Stammlösungen in H2O) direkt dem MS-Medium (nach autoklavieren, vgl. 2.2.1) 
zugesetzt.

Für die Untersuchung des Wurzelwachstums wurden Oberflächen-sterilisierte Samen 
auf MS-Medium ohne Zusätze ausgesät (vgl. 2.2.1). Nach der Keimung (ca. 1 mm sicht-
bare Wurzelspitze) wurden die Keimlinge auf MS-Medium, das 0, 5 bzw. 10 µM JM, 
12-OH-JA oder 12-HSO4-JA enthielt umgesetzt (=Tag 0). Die Wurzellänge wurde alle 2 
Tage (Tag 2, 4, 6 und 8) bestimmt. Das Wurzelwachstum entspricht der Differenz der 
Wurzellänge zwischen 2 Messungen.

2.2.11 Statistische Auswertung

2.2.11.1 Deskriptive Statistik

Die in dieser Arbeit ermittelten Messwerte wurden zunächst einer grundlegenden 
deskriptiven Statistik unterzogen, um die Voraussetzungen für weiterführende sta-
tistische Analysen zu überprüfen. Das arithmetische Mittel, die Standardabweichung 
(StAbw) und der Standardfehler (StFehler) wurden mit Microsoft Excel berechnet und 
graphisch dargestellt. Per Kolmogorov-Smirnof-Test wurde die Normalverteilung mit 
Hilfe der Software Statistica 6.0 überprüft. Bei normalverteilten Daten wurde die Ho-
mogenität der Varianzen durch einen Levene-Test überprüft (Statistica 6.0). Da in al-
len Fällen Normalverteilung und Homogenität der Varianzen vorlag, erfolgten weitere 
Analysen mit parametrischen Verfahren.

2.2.11.2 Parametrische Verfahren

Zur weiteren statistischen Analyse der erhobenen Daten wurde eine einfaktorielle 
oder mehrfaktorielle ANOVA in Abhängigkeit der experimentell bestimmten Faktoren 
durchgeführt (Statistica 6.0). Durch diese Analyse wurde überprüft, ob signifikante Un-
terschiede zwischen den Mittelwerten von mindestens 2 Proben bestanden. War dies 
der Fall wurde bei gleicher Stichprobenmenge ein Tukey-Test als post hoc Test verwen-
det, bei ungleicher Stichprobenmenge ein Scheffe-Test (Statistica 6.0).
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3.1	 Das Vorkommen und die Bildung von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA  
und 12-O-Gluc-JA

Das natürliche Vorkommen der JA-Metabolite 11-OH-JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 
12-O-Gluc-JA konnte bereits in verschiedenen Pflanzen in erheblich unterschiedlichen 
Mengen nachgewiesen werden (Miersch et al. im Druck). Selbst in verschiedenen Or-
ganen und Geweben einer Pflanze traten zum Teil sehr unterschiedliche Mengen an 
11-OH-JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA auf und überstiegen dabei den JA-
Gehalt um ein Vielfaches. In Samen von Glycine max konnten beispielsweise rund 70 ng 
pro Gramm Frischgewicht 12-OH-JA nachgewiesen werden, was den JA-Gehalt um 
das rund 300-fache überstieg. Der 12-HSO4-JA-Gehalt entspricht etwa der Hälfte des  
12-OH-JA-Gehaltes. Die Samen von Zea mays enthielten hingegen kaum JA oder 12-OH-
JA und im Vergleich zu Glycine max nur wenig 12-HSO4-JA (Miersch et al. im Druck).

3.1.1	 Die Akkumulation von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA  
nach Verwundung in Tomate und Tabak

Das natürliche Vorkommen und Verteilungsmuster der einzelnen JA-Derivate in ver-
schiedenen Pflanzen stellte die Frage nach ihrer  biologischen Relevanz. Darüberhinaus 
ergab sich die Frage, ob diese Metabolite während der JA-Biosynthese, wie z.B. wäh-
rend der Wundantwort, gebildet werden. Die Verwundung von Blättern führt zur In-
duktion der JA-Biosynthese, was bereits in mehreren Pflanzen im Detail charakterisiert 
wurde, z.B in Arabidopsis, Tabak und Tomate (zur Übersicht: Howe 2004; Halitschke 
& Baldwin 2005; Pieterse et al. 2006). Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der 
Funktion von 12-OH-JA in Tomaten. Deshalb wurde die wund-induzierte Akkumu-
lation von JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in Tomate analysiert. Da für 
Tabak die JA-vermittelte Wundsignaltransduktion etwa nach Herbivoren-Befall sehr 
gut charakterisiert ist, wurde zusätzlich die gleiche Fragestellung in Tabak untersucht 
(Halitschke & Baldwin 2005).

Im unverwundeten Tomatenblatt sind geringe Mengen 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA nachweisbar (Abb. 3.1). Der charakteristische transiente JA-Anstieg nach 
Verwundung war nachweisbar (Stenzel et al. 2003a). Ihm folgte verzögert ein transien-
ter 12-OH-JA-Anstieg. 12-HSO4-JA akkumulierte ebenfalls transient mit einem Maxi-
mum zwischen 2 und 6 Stunden nach Verwundung. Mit der Abnahme des 12-HSO4-JA-
Gehaltes steigt der 12-O-Gluc-JA-Gehalt an, und akkumuliert innerhalb von 24 Stunden 
zu 5-mal höheren Mengen als die maximal nachgewiesene JA-Menge.
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Abb. 3.1: Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA,
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in Tomaten-Blättern. 
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus)
wurden verwundet. 2, 6 und 24 Stunden nach Verwundung
wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen
Jasmonate bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unab-
hängigen biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

Abb. 3.1:	 Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA  
in Tomatenblättern.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden verwundet. 2, 6 und 24 
Stunden nach Verwundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmo-
nate bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen biologischen Proben, sowie der 
Standardfehler.)

Die Kinetik der JA- und 12-OH-JA-Akkumulation im Tabak nach Verwundung ähnelte 
der von Tomate, wobei JA zu ähnlichen Mengen und 12-OH-JA dagegen bis zur doppel-
ten Menge akkumulierten (Abb. 3.2). Im Gegensatz zu Tomate erfolgt die Akkumulati-
on von 12-HSO4-JA im Tabakblatt erst 24 Stunden nach Verwundung, wobei die Menge 
hier rund 10mal höher war als in Tomate. Eine erste Zunahme der 12-O-Gluc-JA-Menge 
konnte bereits 2 Stunden nach Verwundung beobachtet werden und danach erfolgte 
eine leichte Abnahme. Wie auch 12-OH-JA und 12-HSO4-JA akkumulierte 12-O-Gluc-
JA  (nach Verwundung) im Tabakblatt (im Vergleich zum Tomatenblatt) zur doppelten 
Menge. 
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Abb. 3.2: Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA,
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in Tabak-Blättern.
(Blätter von 8 Wochen alten Tabak-Pflanzen (WT SNN) wurden
verwundet. 2, 6 und 24 Stunden nach Verwundung wurden die
Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen
biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

Abb. 3.2:	 Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA  
in Tabakblättern.  
(Blätter von 8 Wochen alten Tabak-Pflanzen (WT SNN) wurden verwundet. 2, 6 und 24 Stunden 
nach Verwundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate 
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen biologischen Proben, sowie der Stan-
dardfehler.)
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In beiden untersuchten Pflanzen erfolgte nach Verwundung zuerst die Bildung von JA 
gefolgt von der Generierung von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA. Dabei ak-
kumulierten die JA-Metabolite in weitaus höheren Mengen als JA selbst. Das natürliche 
Vorkommen von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in verschiedenen Pflanzen 
sowie die Bildung dieser JA-Derivate nach Verwundung führte zu folgenden Fragen: 

	 (1) Ist eine Bildung dieser Metabolite abhängig von der JA-Biosynthese? 
	 (2) Welche biologische Funktion bzw. Wirkung haben diese Metabolite? 
	 (3) Ist die Metabolisierung eine Möglichkeit der JA-Speicherung? 
	 (4) Erfolgt nach Verwundung eine Neusynthese oder die Freisetzung 
	      gespeicherter Metabolite?

3.1.2 Die Akkumulation von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach 
Applikation verschiedener Jasmonate in Tomate und Tabak

Es konnte gezeigt werden, dass nach Verwundung sowohl in Tomate als auch in Tabak 
12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA vermehrt akkumulierten. Es sollte deshalb 
untersucht werden, welchen Einfluss die exogene Applikation von JA, 12-OH-JA und 
12-HSO4-JA auf die Kinetik der Akkumulation der einzelnen Jasmonate hat. Hierfür 
wurden Tomaten- bzw. Tabakblätter für 2, 6 und 24 Stunden in die entsprechenden Lö-
sungen eingestellt und anschließend die Gehalte der Jasmonate bestimmt. Anstelle von 
JA wurde allerdings JM appliziert. Der Methylester von JA kann endogen zu JA um-
gewandelt werden (Miersch & Wasternack 2000) und besitzt annähernd die gleichen 
Signalwirkungen wie JA (Taki et al. 2005). 

In Tomate konnte nach Applikation von JM eine sehr große Menge JA in den Blättern 
nachgewiesen werden, zum einen resultierend aus der endogenen Spaltung des exogen 
applizierten JM (Abb. 3.3). Zum anderen resultierte dieser Anstieg wahrscheinlich aus 
der Induktion der JA-Biosynthese. Dafür sprach die nachweisbare Zunahme des OPDA-
Gehaltes, einem Vorläufer von JA. Außerdem konnte sowohl die Induktion der Expres-
sion verschiedener JA-Biosynthese-Gene als auch die Zunahme des JA-Gehaltes nach 
JM-Applikation bereits in verschiedenen Pflanzen gezeigt werden (Stenzel et al. 2003a; 
Wasternack & Hause 2002. Des Weiteren kam es 24 Stunden nach JM-Applikation zu ei-
nem starken Anstieg der 12-OH-JA-Menge. Der 12-OH-JA-Gehalt nach 24 Stunden JM-
Applikation überstieg die maximale Akkumulation nach Verwundung um das 8-fache. 
Ebenso akkumulierte 12-O-Gluc-JA um ein Vielfaches mehr als nach Verwundung. Im 
Gegensatz dazu konnte keine Zunahme der 12-HSO4-JA-Menge beobachtet werden. 
Dies lässt die Vermutung zu, dass nach Applikation von JM zuerst eine Spaltung zu JA 
erfolgt, das dann zu 12-OH-JA und 12-O-Gluc-JA metabolisiert wird.
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Abb. 3.3: Akkumulation von OPDA, JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Applikation
von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA in Tomaten-Blättern.
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden in 100 µM JM, 12-OH-JA bzw.
12-HSO4-JA eingestellt. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Jasmonat-Gehalte bestimmt. Die
Applikation von Wasser diente als Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhängigen
biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

Abb. 3.3:	 Akkumulation von OPDA, JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Applikation von JM, 
12-OH-JA und 12-HSO4-JA in Tomatenblättern.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden in 100 µM JM, 12-OH-JA 
bzw. 12-HSO4-JA eingestellt. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Jasmonat-Gehalte bestimmt. 
Die Applikation von Wasser diente als Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhän-
gigen biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

 

Nach Applikation von 12-OH-JA kam es zu keiner Zunahme des JA-Gehaltes. Dies 
weist darauf hin, dass exogen appliziertes 12-OH-JA weder in der Lage ist die JA-Bio-
synthese anzuschalten, noch selbst endogen zu JA umgewandelt werden kann. Es kam 
ebenso wie nach JM-Applikation zu einem Anstieg der 12-O-Gluc-JA-Menge und der  
12-HSO4-JA-Gehalt betrug weniger als 5 % der endogen nachweisbaren 12-OH-JA-
Mengen. Nach Applikation von 12-HSO4-JA konnte nur die Zunahme der applizierten 
Verbindung beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass auch exogen appliziertes 
12-HSO4-JA nicht in der Lage ist, die Jasmonat-Biosynthese zu induzieren oder selbst 
endogen zu einem der untersuchten Jasmonate  umgewandelt werden kann. Die leichte 
Zunahme der 12-OH-JA-Menge nach 6 Stunden und die Zunahme der OPDA-Menge 
nach 24 Stunden war im Vergleich zur Wasser-Kontrolle nicht signifikant. 

Die untersuchten Jasmonat-Gehalte nach Applikation von JM, 12-OH-JA und  
12-HSO4-JA zeigten in Tabak das gleiche Muster wie in Tomate, wobei sich die abso-
luten Mengen von denen in den Tomatenblättern unterschieden (Abb. 3.4). Die Unter-
schiede der Mengen der einzelnen Jasmonate zwischen Tabak und Tomate könnten 
jedoch schon aus unterschiedlichen Aufnahmekapazitäten der beiden Pflanzen resul-
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tieren. Im Tabak konnten nach 24 Stunden Applikation von JM oder 12-OH-JA ebenfalls 
große Mengen 12-O-Gluc-JA nachgewiesen werden und kaum 12-HSO4-JA. Es erfolgte 
ebenfalls keine Veränderung der Gehalte der anderen untersuchten Jasmonate nach 
Applikation von 12-HSO4-JA.

6

4

2

0
n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

2 h0 h 6 h 24 h

Applikation von 100 µM JM

8

20

40
JA
12-OH-JA
12-HSO4-JA
12-O-Gluc-JA

OPDA

6

4

2

0

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

2 h0 h 6 h 24 h

Applikation von Wasser

6

4

2

0

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
e
w

ic
h
t

2 h0 h 6 h 24 h

Applikation von 100 µM 12-OH-JA

8

20

40

6

4

2

0

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

2 h0 h 6 h 24 h

Applikation von 100 µM 12-HSO4-JA

8

75

150

WT SNN

60

60 225

MW ± StFehler
(n = 3)

Abb. 3.4: Akkumulation von OPDA, JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Applikation
von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA in Tabak-Blättern.
(Blätter von 8 Wochen alten Tabak-Pflanzen (WT SNN) wurden in 100 µM JM, 12-OH-JA bzw.
12-HSO4-JA eingestellt. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Jasmonat-Gehalte bestimmt.
Die Applikation von Wasser diente als Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhän-
gigen biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

Abb. 3.4:	 Akkumulation von OPDA, JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Applikation von JM, 
12-OH-JA und 12-HSO4-JA in Tabakblättern.  
(Blätter von 8 Wochen alten Tabak-Pflanzen (WT SNN) wurden in 100 µM JM, 12-OH-JA bzw. 
12-HSO4-JA eingestellt. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Jasmonat-Gehalte bestimmt. Die 
Applikation von Wasser diente als Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhängigen 
biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

Der Anstieg der JA-, 12-OH-JA- und 12-O-Gluc-JA-Gehalte nach JM-Applikation spricht 
dafür, dass exogen appliziertes JM zuerst zu JA gespalten wird und dann zu 12-OH-JA 
und 12-O-Gluc-JA metabolisiert wird. Dies gibt einen ersten Hinweis darauf, dass die 
Generierung von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA JA-abhängig ist. Applizier-
tes 12-OH-JA wird fast ausschließlich zu 12-O-Gluc-JA umgewandelt. Eine Spaltung zu 
JA oder eine Metabolisierung zu 12-HSO4-JA erfolgte kaum. Appliziertes 12-HSO4-JA 
wurde zu keinem der nachgewiesenen JA-Derivate umgewandelt. 
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3.1.3 Die Abhängigkeit der Bildung von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA von der Jasmonat-Biosynthese

Das natürliche Vorkommen von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA und ihre be-
achtliche Akkumulation nach Verwundung und Applikaton warf die Frage auf, ob die-
se Verbindungen ausschließlich JA-abhängig gebildet werden. Es wäre vorstellbar, dass 
bereits ein JA-Vorläufer, wie z.B. α-Linolensäure, 13-HPOT oder OPDA, hydroxyliert 
wird. Diese Frage konnte mit Hilfe verschiedener Mutanten bzw. transgener Linien, die 
in verschiedenen Schritten der JA-Biosynthese gestört sind, beantwortet werden.

Der Mutante spr2 fehlt eine funktionale ω-3-Fettsäure-Desaturase. Deshalb ist die Bil-
dung von α-LeA, einer 18:3-Fettsäure, der Ausgangsverbindung der JA-Biosynthese, 
eingeschränkt (Li et al. 2003). Die 35S::AOCas-Pflanzen sind ebenfalls, aufgrund des 
Mangels an AOC-Protein, einem Schlüsselenzym der JA-Biosynthese, kaum in der Lage 
JA zu bilden (Stenzel et al. 2003a), wohl aber 13-HPOT und Allenoxid. Somit standen 
Pflanzen zur Verfügung, deren JA-Biosynthese am Anfang und im mittleren Teil gestört 
war. Sowohl in den spr2- als auch in den 35S::AOCas-Pflanzen war nach Verwundung 
im Gegensatz zum entsprechenden Wildtyp kaum 12-OH-JA nachweisbar (Miersch 
et al. im Druck). Dies zeigt die Notwendigkeit der ersten Schritte der JA-Biosynthese 
für die Bildung von 12-OH-JA und damit auch für die Bildung von 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine weitere Mutante, acx1, untersucht. Die acx1-
Mutante ist in der Fettsäure-β-Oxidation gestört (Li et al. 2005). Dies führt u.a. dazu, 
dass diese Pflanzen zwar OPDA bilden können, aber aufgrund der beeinträchtigten 
β-Oxidation die Umwandlung von OPDA zu JA nicht möglich ist. Um zu überprüfen, 
ob die Bildung von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA auch aus OPDA möglich 
ist bzw. ob eine vollständige JA-Biosynthese Voraussetzung ist, wurden die Jasmonat-
Gehalte in den acx1- und den entsprechenden Wildtyp-Pflanzen (WT Castlemart) nach 
Verwundung bestimmt. 

Im Wildtyp Castlemart akkumulierten ebenso wie im Wildtyp Lukullus sowohl OPDA 
und JA als auch 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Verwundung (Abb. 3.5). 
Der Anstieg des 12-HSO4-JA-Gehaltes war im Wildtyp Castlemart jedoch nur äußerst 
gering und die 12-O-Gluc-JA-Menge war schon im unverwundeten Blatt deutlich hö-
her als im Wildtyp Lukullus (vgl. Abb. 3.1. Wie erwartet blieb in den acx1-Pflanzen 
ein Anstieg des JA-Gehaltes nach Verwundung aus (Abb. 3.5). Es konnte lediglich eine 
Zunahme der OPDA-Menge nach Verwundung beobachtet werden, die jedoch im Ver-
gleich zum Wildtyp gering ausfiel. Eine Akkumulation von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA war in den acx1-Pflanzen nach Verwundung nicht nachweisbar. Dies 



57

Ergebnisse

schließt OPDA als Ausgangsverbindung für ihre Bildung aus und spricht ebenfalls da-
für, dass die Bildung dieser JA-Derivate von einer vollständigen JA-Biosynthese abhän-
gig ist.
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Abb. 3.5: Wund-induzierte Akkumulation von OPDA, JA, 12-OH-JA,
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in der Mutante acx1 (A) und dem
korrespondierenden WT Castlemart (B).
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet.
2 und 24 Stunden nach Verwundung wurden die Blätter geerntet
und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen biologischen Proben, sowie der
Standardfehler.)

Abb. 3.5:	 Wund-induzierte Akkumulation von OPDA, JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in der 
Mutante acx1 und dem korrespondierenden WT Castlemart.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2 und 24 Stunden nach Ver-
wundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen biologischen Proben, sowie der Standardfehler.)

3.2	 Die biologische Aktivität von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA

Außer der Knollen-induzierenden Wirkung in Kartoffel (Yoshihara et al. 1989) ist bis-
lang nur wenig über die Funktion von 12-OH-JA bekannt. Für 12-HSO4-JA wird in Ana-
logie zum tierischen Hormonsystem angenommen, dass es sich um ein physiologisch 
inaktives Hormon-Derivat handelt (Gidda et al. 2003). Um weitere Aussagen über die 
biologische Aktivität bzw. Inaktivität von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im Vergleich zu JA 
treffen zu können, wurde der Einfluss der beiden JA-Derivate auf verschiedene durch 
JA beeinflussbare Prozesse untersucht. Da JA in der Lage ist, die Expression einer Viel-
zahl von Genen zu induzieren oder zu reprimieren (Ryan 2000; Wasternack & Hause 
2002), wurde dies exemplarisch auch für 12-OH-JA und 12-HSO4-JA untersucht. Des 
Weiteren wurde der Einfluss von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf Keimung und Wur-
zelwachstum untersucht. Die Hemmung der Keimung und des Wurzelwachstums sind 
seit mehreren Jahrzehnten bekannte JA-Wirkungen (Dathe et al. 1981; Staswick et al. 
1992; Corbineau et al. 1988).
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3.2.1	Der Einfluss von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf die Expression  
JA- und wund-induzierbarer Gene

Nach Verwundung, in der Natur meist verursacht durch Herbivoren-Befall, kommt es 
zur Bildung von JA (vgl. 3.1.1, 1.1.4). JA ist ein wichtiger Regulator der Wundantwort, 
da es die Expression einer Vielzahl wundinduzierbarer Gene beeinflusst (vgl. 1.1.4.1; 
Ryan 2000; Wasternack & Hause 2002). Durch exogene Applikation von JA bzw. JM er-
folgen die gleichen Veränderungen der Genexpression wie nach Verwundung (Taki et 
al. 2005). Teile der Wundantwort können durch Applikation von JA simuliert werden. 
Sowohl 12-OH-JA als auch 12-HSO4-JA werden nach Verwundung gebildet (vgl. 3.1.1). 
Damit stellte sich die Frage, ob sie an den Veränderungen der Genexpression nach Ver-
wundung beteiligt sind bzw. ob sie die gleiche Wirkung haben wie JA bzw. JM. Als 
Positiv-Kontrolle diente die Verwundung und die Applikation von JM und als Negativ-
Kontrolle die Applikation von Wasser. Die Veränderung der Expression verschiedener 
Gene wurde sowohl per Northern-Blot-Analyse als auch per semi-quantitativer Real-
Time-RT-PCR (qPCR) bestimmt.

Die Expression von LeAOC (JA-Biosynthese), LePIN2 (Abwehr) und LeODC (Poly-
amin-Biosynthese) war, wie bereits in der Literatur beschrieben, durch JM induzier-
bar (Abb. 3.6; Farmer & Ryan 1992; Stenzel et al. 2003a; Chen et al. 2006). Auch nach 
Verwundung wurden diese Gene verstärkt exprimiert. Die Expression des Gens, das 
für die kleine Untereinheit der RuBisCO (LeRBCS1; Photosynthese) kodiert war hin-
gegen, wie zu erwarten, durch JM reprimiert. Nach Verwundung konnte dieser Ef-
fekt nicht beobachtet werden. 12-HSO4-JA war nicht in der Lage die Expression eines 
der untersuchten Gene zu induzieren bzw. zu reprimieren. Dies weist darauf hin, dass 
12-HSO4-JA, zumindest was die Expression der untersuchten JA-induzierbaren Gene 
angeht, ein inaktives Metabolit ist. 12-OH-JA war im Gegensatz zu JM nicht fähig die 
Expression der LeAOC zu induzieren. Allerdings reprimiert es in gleichem Maße wie 
JM die Expression der LeRBCS1 und induziert die Expression von LePIN2 und LeODC, 
wenn auch bei weitem nicht so stark wie JM. Dies zeigt nicht nur Unterschiede zur 
JM-Wirkung, sondern deutet auch auf unterschiedliche Wirkungen von 12-OH-JA und 
seinem Sulfat hin. 

Genauere Aussagen sind aber aufgrund mangelnder Sensitivität der  
Northern Blot-Analysen nicht möglich. Deshalb wurde die Expression zusätzlich, unter 
Einbeziehung weiterer Gene, durch qPCR untersucht.
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Abb. 3.6: Northern Blot-Analyse der Transkript-Akkumulation von LeAOC,
LePIN2, LeODC, LeRuBisCo, LeCathDInh und LeARG nach Verwundung
und Applikation von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA.
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden
verwundet bzw. in 100 µM JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA eingestellt.
Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden
die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Es wurden jeweils 10 µg
Gesamt-RNA eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit spezifischen DNA-Son-
den. Eine Hybridisiereung mit einer Sonde gegen LeEF1α diente als
Beladungskontrolle. Dargestellt sind jeweils 2 unabhängige biologische
Proben.)

Abb. 3.6:	 Northern Blot-Analyse der Transkript-Akkumulation von LeAOC, LePIN2, LeODC und LeRBCS1 
nach Verwundung und Applikation von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden verwundet bzw. in 100 µM 
JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA eingestellt. Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2, 6 
und 24 Stunden wurden die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Es wurden jeweils 10 µg 
Gesamt-RNA eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit spezifischen DNA-Sonden. Eine Hybridi-
siereung mit einer Sonde gegen LeEF1α diente als Beladungskontrolle. Dargestellt sind jeweils 2 
unabhängige biologische Proben.)

Die im Northern Blot beobachtete Wirkung von exogen appliziertem JM konnte durch 
qPCR-Untersuchungen bestätigt werden (Abb. 3.7). Auch die Expression von LeTD (AS-
Stoffwechsel) und LeLAP (Abwehr), deren Transkripte nicht per Northern Blot unter-
sucht worden waren, wurde durch JM induziert. Die geringere,  induzierende Wir-
kung von 12-OH-JA auf die Expression von LePIN2 und die reprimierende Wirkung 
auf die Expression der LeRBCS1 wurde bestätigt. Der geringe induzierende Effekt von  
12-OH-JA auf die LeODC-Expession bestätigte sich nicht. Ganz im Gegenteil konnte 
eine drastischen Repression der LeODC-Expression beobachtet werden. Auch die Ex-
pression von LeAOC und LeLAP wurde durch 12-OH-JA stark reprimiert. Die Expres-
sion der LeTD war durch 12-OH-JA kaum beeinflusst. Eine induzierende Wirkung von 
12-HSO4-JA auf die Expression konnte für keines der Gene beobachtet werden. Es er-
folgte jedoch die Repression der Expression von LeAOC und LeLAP. 

Es wurde weiterhin die Expression einer Vielzahl anderer JA-induzierbarer Gene nach 
Applikation von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA per qPCR untersucht (Daten nicht gezeigt; 
Miersch et al. im Druck). Darunter waren u.a. Gene die für JA-Biosynthese-Enzyme 
und Enzyme des AS-Stoffwechsels kodieren. Die oben beschriebenen Ergebnisse las-
sen sich dabei auf diese Gene übertragen. Die Expression von beinahe allen untersuch-
ten wundinduzierbaren Genen wurde durch 12-OH-JA reprimiert. 12-HSO4-JA hatte 
entweder keine oder eine schwach reprimierende Wirkung auf die Expression.
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Abb. 3.7: qPCR-Analyse der Transkript-Akkumulation von LeAOC,
LePIN2, LeODC, LeRBCS1, LeTD und LeLAP nach Applikation
von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA.
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus)
wurden in 100 µM JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA eingestellt.
Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2, 6 und 24 Stunden
wurden die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. 5 µg Gesamt-
RNA wurden zur cDNA-Synthese eingesetzt und die PCR erfolgte
mit 20 ng cDNA als Template. Der ΔCt-Wert einer Probe für ein
bestimmtes Gen ergibt sich aus der Differenz des Ct-Wertes für
dieses Gen und dem Ct-Wert des Referenz-Gens LeEF1a. Der
dargestellte ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert einer
Applikation und dem ΔCt-Wert der entsprechenden Wasser-Kontrolle.
Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen biologischen Proben
und je 2 technischen Replikaten, sowie die Standardabweichung.)

Abb. 3.7:	 qPCR-Analyse der Transkript-Akkumulation von LeAOC, LePIN2, LeODC, LeRBCS1, LeTD und 
LeLAP nach Applikation von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden in 100 µM JM, 12-OH-JA 
bzw. 12-HSO4-JA eingestellt. Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2, 6 und 24 Stunden 
wurden die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. 5 µg Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Syn-
these eingesetzt und die PCR erfolgte mit 20 ng cDNA als Template. Der ΔCt-Wert einer Probe für 
ein bestimmtes Gen ergibt sich aus der Differenz des Ct-Wertes für dieses Gen und dem Ct-Wert 
des Referenz-Gens LeEF1a. Der dargestellte ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert einer 
Applikation und dem ΔCt-Wert der entsprechenden Wasser-Kontrolle. Dargestellt sind Mittelwer-
te aus 3 unabhängigen biologischen Proben und je 2 technischen Replikaten, sowie die Standard-
abweichung.)

Die qPCR-Untersuchungen bestätigten die unterschiedliche Wirkung von JA bzw. JM 
verglichen mit 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf die Genexpression der untersuchten 
Gene. Die Repression durch 12-OH-JA oder 12-HSO4-JA entspricht einer Signalmodula-
tion bzw. Signalinaktivierung von JA nach Verwundung.

3.2.2	Einfluss von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf JA-vermittelte Prozesse

3.2.2.1 Die Keimung

Exogen appliziertes JA und JM inhibieren die Keimung (Corbineau et al. 1988). Um die 
biologische Aktivität von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA während dieses Prozesses mit der 
von JA zu vergleichen, wurde die Keimung von Wildtyp Lukullus-Samen auf MS-Medi-
um, das JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA in unterschiedlichen Konzentrationen enthielt, 
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untersucht (Abb. 3.8). Als Kontrolle erfolgte die Aussaat auf MS-Medium ohne Zusätze. 
Dabei lag der Anteil gekeimter Samen bei knapp 90 %. Erwartungsgemäß inhibierte 
JM die Keimung. Der Anteil gekeimter Samen nahm mit steigender JM-Konzentrati-
on im Medium signifikant ab. Im Gegensatz dazu wurde die Keimung weder durch  
12-OH-JA noch 12-HSO4-JA signifikant beeinflusst. Das zeigt, dass 12-OH-JA und 
12-HSO4-JA biologisch inaktiv in Bezug auf die Keimung sind. 

3.2.2.2 Das Wurzelwachstum

Als ein ebenfalls durch JA hemmbarer Prozess wurde das Wurzelwachstum untersucht 
(Dathe et al. 1981; Staswick et al. 1992). Um das Wurzelwachstum getrennt vom  hem-
menden Effekt auf die Keimung zu messen, wurden Wildtyp Lukullus-Samen auf MS-
Medium ohne Zusätze ausgelegt. Nach der Keimung wurden die Samen auf Medium 
umgesetzt, das JM, 12-OH-JA oder 12-HSO4-JA in unterschiedlichen Konzentrationen 
enthielt. Anschließend wurde die Wurzellänge alle 2 Tage bestimmt. Dargestellt ist 
hier die Änderung der Wurzellänge zwischen Tag 4 und Tag 6 nach Umsetzen der 
Keimlinge auf JM-, 12-OH-JA oder 12-HSO4-JA-haltiges Medium (Abb. 3.9). Die Ver-
bindungen wurden in relativ hohen Konzentrationen eingesetzt, da es nicht Ziel war, 
einen Schwellenwert für die Wirkung zu bestimmen. Es wurde in einem Konzentrati-
onsbereich gearbeitet, in dem zumindest für JA eine definitive, inhibitorische Wirkung 
bekannt ist (Staswick et al. 1992).
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Abb. 3.8:	 Der Einfluss von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf die Keimung von Tomate.  
(Jeweils 30 Samen (WT Lukullus) wurden sterilisiert und auf MS-Medium ausgelegt, das 0, 10, 20 
oder 50 µM JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA enthielt. Die Platten wurden anschließend 2 Tage im 
Dunkeln bei 4 °C, 3 Tage im Dunkeln bei 23 °C und weiter im Dauerlicht bei 23 °C inkubiert. Nach 
insgesamt 14 Tagen wurde die Anzahl gekeimter Samen bestimmt. Der Versuch wurde insgesamt 
dreimal durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte, sowie der Standardfehler (n=3). Sternchen 
markieren signifikante Unterschiede - Tukey HSD: p < 0.05)



62

Ergebnisse

JM
12-OH-JA
12-HSO4-JA

0 µM 5 µM 10 µM

MW ± StFehler
(n > 40)

0

5

10

15

W
u
rz

el
w

ac
h
st

u
m

(T
ag

 4
 b

is
 T

ag
 6

)
[m

m
]

1 2 3 4

1 - unbehandelt
2 - 10 µM JM
3 - 10 µM 12-OH-JA
4 - 10 µM 12-HSO4-JA

Tag 8

* *

(A) (B)

Abb. 3.9: Der Einfluss von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf das Wurzelwachstum
von Tomate. Dargestellt sind das Wurzelwachstum (Zunahme der Wurzellänge zw.
Tag 4 und 6; A) und verschieden behandelte Keimlinge an Tag 8 (B).
(Tomaten-Samen (WT Lukullus) wurden auf MS-Medium ohne weitere Zusätze
ausgesät. Bei beginnender Keimung (ca. 1 mm sichtbare Wurzel) wurden jeweils
25 bis 30 Samen auf MS-Medium, das 0, 5 oder 10 µM JM, 12-OH-JA bzw.
12-HSO4-JA enthielt, umgesetzt. Dieser Zeitpunkt entspricht Tag 0. Die Wurzellänge
wurde jeweils nach 2, 4, 6 und 8 Tagen bestimmt. Der Versuch wurde dreimal
wiederholt. Dargestellt sind Mittelwerte, sowie die Standardfehler (n>41). Sternchen
markieren signifikante Unterschiede - Scheffe-Test: p < 0.05)

Abb. 3.9:	 Der Einfluss von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf das Wurzelwachstum von Tomate. Darge-
stellt sind das Wurzelwachstum (Zunahme der Wurzellänge zw. Tag 4 und 6; A) und verschieden 
behandelte Keimlinge an Tag 8 (B).  
(Tomaten-Samen (WT Lukullus) wurden auf MS-Medium ohne weitere Zusätze ausgesät. Bei 
beginnender Keimung (ca. 1 mm sichtbare Wurzel) wurden jeweils 25 bis 30 Samen auf MS-Me-
dium, das 0, 5 oder 10 µM JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA enthielt, umgesetzt. Dieser Zeitpunkt 
entspricht Tag 0. Die Wurzellänge wurde jeweils nach 2, 4, 6 und 8 Tagen bestimmt. Der Versuch 
wurde dreimal wiederholt. Dargestellt sind Mittelwerte, sowie die Standardfehler (n>41). Stern-
chen markieren signifikante Unterschiede - Scheffe-Test: p < 0.05)

Der inhibierende Einfluss von JM auf das Wurzelwachstum war eindeutig erkennbar 
und nimmt mit steigender JM-Konzentration zu (Abb. 9A und 9B). Die Zunahme der 
Wurzellänge ist bei JM-Behandlung signifikant geringer als auf Medium ohne Zusätze. 
Bei Zusatz von 12-OH-JA oder 12-HSO4-JA kommt es nicht zu einer Inhibierung des 
Wurzelwachstums. Ganz im Gegenteil scheinen die beiden Verbindungen sogar einen 
fördernden Einfluss auf das Wurzelwachstum zu haben. Es kommt zu einer leichten 
Zunahme des Wurzelwachstums. Der Unterschied zu unbehandelten Wurzeln ist je-
doch nicht signifikant. Es ist allerdings eindeutig, dass die beiden Stoffe das Wurzel-
wachstum anders als JM nicht inhibieren. Es zeigt sich erneut die unterschiedliche Wir-
kung von JA/JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA.

3.3	 Identifizierung und Charakterisierung putativer 12-OH-JA- 
Sulfotransferasen aus Tomate

Um die biologische Wirkung von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA näher zu charakterisieren, 
sollte der endogene 12-OH-JA-Gehalt in der Pflanze mit einem transgenen Ansatz ver-
ändert werden. Dazu sollte die Menge des Enzyms verändert werden, das die Reaktion 
von 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA katalysiert. Ein loss of function-Ansatz würde theoretisch 
die 12-OH-JA-Menge erhöhen und ein gain of function-Ansatz würde sie verringern. 
Phänotypische Veränderungen der entsprechenden transgenen Pflanzen gäben Hin-
weise darauf, an welchen Prozessen 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA beteiligt sind. Bereits 
vor einigen Jahren gelang die Identifizierung und Charakterisierung der 12-OH-JA-
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Sulfotransferase, kurz ST2a, aus Arabidopsis (Gidda et al. 2003). Es sollten nun putative 
12-OH-JA-Sulfotransferasen aus Tomate identifiziert und charakterisiert werden.

3.3.2 Die Identifizierung und Klonierung putativer LeST2a-cDNAs

Bislang wurde keine Sulfotransferase (ST) aus Tomate identifiziert oder charakteri-
siert. Als Grundlage zur Identifizierung putativer Tomaten Sequenzen, die für eine 
12-OH-JA-ST kodieren, diente die AS-Sequenz der AtST2a. Es erfolgte eine Suche nach 
möglichen ESTs in den Datenbanken TGI (The Gene Index Project; http://tigrblast.
tigr.org/tgi/) und SGN (Sol Genomics Network; http://www.sgn.cornell.edu/index.pl). 
Es konnten 6 ESTs, die alle als putative Sulfotransferasen geführt wurden, identifi-
ziert werden (Tab. 3.1). Im Arabidopsis-Genom konnten 18 STs identifiziert werden. Es 
ist wahrscheinlich, dass in Tomate ebenfalls mehr als 6 STs existieren. Als einer der 
aussichtsreichsten Kandidaten wurde der EST TC117818, im folgenden bezeichnet als  
LeST2a, ausgewählt. Die Homologie zur AtST2a war im Vergleich zu den anderen 
ESTs sowohl auf DNA- als auch auf Protein-Ebene mit 52 % bzw. 44 % hoch (Tab. 3.1). 
Die Homologie der LeST2a zu anderen STs aus Arabidopsis lag jedoch auch zwischen  
40 und 50 %, so dass die Homologievergleiche allein keine Hinweise auf die Funktion 
der LeST2a gaben.

Die übrigen putativen Sulfotransferasen wurden zur Vereinfachung, wie in Tabelle 
3.1 aufgeführt, nummeriert, wobei die Nummerierung keinerlei Hinweis auf mögli-
che Ähnlichkeiten zu bereits charakterisierten STs anderer Organismen gibt. Die Se-
quenzen der ESTs LeST1, 3, 4, 5 und 6 zeigten ebenfalls Übereinstimmungen mit der 
Sequenz der AtST2a (Tab 3.1). Die Homologie der ESTs LeST1, 5 und 6 zur AtST2a auf 
Protein-Ebene war ähnlich hoch wie die der LeST2a. Die Homologie der LeST4 und 5 
lag unter 40 %. 

Welcher bzw. welche der Tomaten-ESTs für eine 12-OH-JA-ST kodierten, sollte  der 
Nachweis der Enzymaktivität zeigen. Dafür sollten die cDNAs kloniert und in E.coli 
überexprimiert werden.
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EST Name

Homologie zu
ATST2a

(Protein; in %)

Homologie zu
ATST2a

(DNA; in %)

vollständige
Sequenz in der

Datenbank

TC131400 LeST1 40 51 nein

TC117818 LeST2a 44 52 ja

TC117767 LeST3 37 43 nein

TC128594 LeST4 33 19 nein

U155476 LeST5 25 26 nein

U163368 LeST6 47 55 nein

Tab. 3.1: ESTs, die für putative 12-OH-JA-STs kodieren.
(Die ESTs wurden in den Datenbanken TGI und SGN mit Hilfe der AtST2a-
Aminosäure-Sequenz identifiziert. Homologievergleiche wurden mit Hilfe der
Online-Software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) durchgeführt.)

Tab. 3.1:	 ESTs, die für putative 12-OH-JA-STs kodieren.  
(Die ESTs wurden in den Datenbanken TGI und SGN mit Hilfe der AtST2a-Aminosäure-Sequenz 
identifiziert. Homologievergleiche wurden mit Hilfe der Online-Software ClustalW (http://www.
ebi.ac.uk/clustalw/) durchgeführt.)

3.3.2.1 Die Gewinnung der vollständigen Sequenz putativer 12-OH-JA- 
   Sulfotransferasen

Bei den ESTs LeST1, 3, 4, 5 und 6 handelte es sich um nicht-vollständige ORFs (Tab. 3.1). 
Lediglich für die LeST1 war das 3 -́Ende bekannt. Per Genome Walking-Technik sollten 
die fehlenden Sequenzinformationen gewonnen, sowie die Vollständigkeit der LeST2a-
Sequenz überprüft werden. Dafür wurde hochmolekulare genomische DNA aus To-
matenblättern (WT Lukullus) isoliert und mit verschiedenen blunt-end-cutting Restrikti-
onsenzymen geschnitten. Darauf folgte die Ligation speziell modifizierter Adapter. Die 
gewünschten Sequenzen wurden mittels PCR amplifiziert, wobei ein Adapter-spezifi-
scher Primer und ein EST-spezifischer Primer zum Einsatz kamen (vgl. 2.2.4.6). Die so 
gewonnenen Fragmente wurden  kloniert und anschließend mehrfach sequenziert.

Der Genome Walking-Ansatz bestätigte, dass es sich bei der Datenbank-Sequenz der 
LeST2a um den vollständigen ORF handelte. Es konnten keine weiteren möglichen 
Start-Codons identifiziert werden. Für die ESTs LeST3 und LeST6 konnte die vollstän-
dige Sequenzinformation gewonnen werden (Sequenzen siehe Anhang). Für die ESTs 
LeST1, 4 und 5 konnten keine zusätzlichen Sequenz-Informationen gewonnen werden.

3.3.2.2 Die Klonierung und Charakterisierung der LeST2a, LeST3- und  
LeST6-cDNA

Die Größen der ORFs der LeST2a, LeST3 und LeST6 und der entsprechenden Proteine 
sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Für keine der putativen STs konnte eine Signal-
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Peptid-Sequenz vorhergesagt werden. Sie gehören vermutlich zur Gruppe der löslichen 
STs. Da die meisten Gene, die für lösliche, pflanzliche STs kodieren, keine Introns besit-
zen, sollte dies auch für die LeST2a, 3 und 6 überprüft werden. Die Sequenzen wurden 
dafür mittels PCR amplifiziert, wobei zum einen genomische DNA und zum anderen 
cDNA aus Tomaten-Blüten (beides WT Lukullus) als Template dienten. Mit beiden Tem-
plates konnten für alle drei STs Fragmente der gleichen Größe nachgewiesen werden 
(Daten nicht gezeigt). Demnach besitzen sie ebenso wie die AtST2a keine Introns. Die 
höchste Homologie zur AtST2a zeigten die LeST2a und die LeST6. Da sich LeST2a und 
LeST6 auch untereinander sehr ähnlich waren, könnte es sich um Isoenzyme handeln. 

Für die Klonierung der LeST2a- und der LeST6-cDNA wurden per PCR Fragmente mit 
der erwarteten Größe von ca. 1000 bp amplifiziert (Abb. 3.10). Dabei diente cDNA aus 
Tomaten-Blüten (WT Lukullus) als Template. Nach Reinigung der Fragmente wurden 
diese in den Klonierungsvektor pDrive (Qiagen, Hilden) ligiert. Durch Restriktionsana-
lysen wurde das Vorhandensein und die richtige Orientierung der Insertion überprüft. 
Die Übereinstimmung der klonierten Sequenz mit der in der Datenbank wurde durch 
mehrfache Sequenzierung bestätigt (Details zur Klonierungsstrategie siehe 2.2.5). Die 
Klonierung der LeST3 gelang bisher nicht.

LeST2a LeST3 LeST6 AtST2a

ORF 1011 bp 1221 bp 987 bp 1077 bp

Protein
(MW)

336 AS
(39.9 kDa)

406 AS
(36.26 kDa)

328 AS
(38.34 kDa)

359 AS
(41.3 kDa)

Introns nein nein nein nein

Signal-Peptid nein nein nein nein

Homologie zu
AtST2a (DNA/Protein)

52 % / 44 % 17 % / 40% 53 % / 44 % ---

Homologie zu
LeST2a (DNA/Protein)

--- 44 % / 41 % 82 % / 73 % 52 % / 44 %

Tab. 3.2: Eigenschaften der Volllänge cDNAs putativer 12-OH-JA-STs
(Die Berechnung des MW erfolgte mit dem Compute pI/Mw tool
(http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html) und die Homologie-Vergleiche
mit der Online-Software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).)

Tab. 3.2:	 Eigenschaften der Volllänge cDNAs putativer 12-OH-JA-STs (Die Berechnung des MW erfolgte mit 
dem Compute pI/Mw tool (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html) und die Homologie-Verglei-
che mit der Online-Software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).)



66

Ergebnisse

1000 bp

600 bp

200 bp

1500 bp

3000 bp

Marker LeST2a

1000 bp

500 bp

200 bp

1500 bp

5000 bp

LeST6 Marker

Marker: SmartLadder (Eurogentec) Marker: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
            Plus (Fermentas)

Abb. 3.10: Amplifizierung der LeST2a- und LeST6-cDNA per PCR
(Die PCR erfolgte mit spezifischen Primern und cDNA aus Tomaten-
Blüten (WT Lukullus) als Template. Nach Reinigung der Fragmente
erfolgte die Klonierung in den Vektor pDrive, Qiagen.)

Abb. 3.10:	Amplifizierung der LeST2a- und LeST6-cDNA per PCR  
(Die PCR erfolgte mit spezifischen Primern und cDNA aus Tomaten-Blüten (WT Lukullus) als 
Template. Nach Reinigung der Fragmente erfolgte die Klonierung in den Vektor pDrive, Qiagen.)

3.3.3 Alignment hochkonservierter Domänen

Lösliche STs zeigen hohe strukturelle Ähnlichkeiten. Zwischen  Pflanzen- und Säuger-
STs beträgt die Identität auf AS-Level 25 bis 30 %. Lösliche STs besitzen alle in etwa die 
gleiche AS-Anzahl und bestehen aus 4 Regionen mit konservierten AS-Resten (Varin et 
al. 1992). Des Weiteren konnten für die PAPS-Bindung und Katalyse essentielle AS-Res-
te identifiziert werden (Marsolais & Varin 1995; Kakuta et al. 1997; Marsolais & Varin 
1997; Marsolais et al. 1999). Außerdem wurde ein Bereich identifiziert, bezeichnet als 
Domäne II, der für die Spezifität hinsichtlich des Akzeptor-Substrates verantwortlich 
ist (Varin et al. 1995). 

Die Identifizierung der oben genannten kritischen AS-Reste und der Domäne II gelang 
hauptsächlich durch Untersuchungen der Flavonol-3-ST aus Flaveria chloraefolia (Fc3ST; 
Varin et al. 1992). Ein Alignment der AS-Sequenz dieser ST mit der der AtST2a, LeST2a 
und LeST6 zeigte, dass alle Proteine die für die PAPS-Bindung und Katalyse verant-
wortlichen AS-Reste enthielten (Abb. 3.11). Auch die konservierten Regionen I und IV 
waren vorhanden. Wie oben beschrieben handelt es sich bei der LeST2a und 6 vermut-
lich um lösliche STs. Es gab eine Vielzahl von Übereinstimmungen der Sequenz der 
LeST2a und LeST6 mit der AtST2a und Unterschiede zur Fc3ST innerhalb der Domäne 
II. Da aber für die AtST2a noch keine AS-Reste gefunden wurden, die die Spezifität für 
12-OH-JA als Substrat festlegen, sind genauere Aussagen hinsichtlich des Akzeptor-
Substrates der LeST2a und LeST6 nicht möglich. Im Gegensatz zur AtST2a und Fc3ST 
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enthielten die LeST2a- und LeST6-Sequenz ein Dimerisierungsmotiv (Abb. 3.11). Die Di-
merisierungssequenz in tierischen STs lautet KXXXTVXXXE und wird als KTVE-Motiv 
bezeichnet. In den beiden Tomaten-STs war dabei Glutaminsäure (E) durch Aspara-
ginsäure (D) ersetzt. Beide AS unterscheiden sich nur in der Länge der Seitenkette. Die 
für die Dimerisierung notwendige Wasserstoffbrückenbindung, sowie die ionischen 
Wechselwirkungen könnten auch mit Asparaginsäure ausgebildet werden (vgl. 1.2.2). 
Über die Funktionalität dieses Motives lassen sich keine Aussagen treffen, aber eine 
Dimerisierung beider Enzyme in vivo wäre vorstellbar. Des Weiteren konnten in der 
LeST2a- und LeST6-Sequenz putative Phosphorylierungsstellen vorhergesagt werden 
(NetPhos 2.0, Center for Biological Sequence Analysis, Technical University of Den-
mark (Lyngby); Daten nicht gezeigt).

Region I

Region VI

Abb. 3.11: Alignment der Aminosäure-Sequenz der AtST2a, LeST2a,
LeST6 und der Flavonol-3-ST aus Flaveria chloraefolia (Fc3ST).
(Das Alignment wurde durchgeführt mit der Online-Software
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Pfeile: für die PAPS-
Bindung und den Katalyse-Mechanismus essentielle Aminosäuren.
Grün umrandet: in allen löslichen STs konservierte Regionen I und IV.
Blau unterlegt: Region, die vermutlich die Spezifität für das Akzeptor-
Substrate bestimmt; gelb unterlegt: KTVE-Motiv.)

LeST2a          -----MTKSQTSSPTPHKYLQE------------DDVSEDCKKLLSTLPKERGWVGSYVY 43
LeST6           -----MTTSLP------EYLEE------------DNLSEECKKLISILPKEKGWVRS-VY 36
AtST2a          MKSIPMAIPSFSMCHKLELLKEGKTRDVPKAEEDEGLSCEFQEMLDSLPKERGWRTRYLY 60
FcST3           ---------------------------------MEDIIKTLPQHTCSFLKHR----FTLY 23
                                    
LeST2a          NYQGFWALPRLIQGVIACQRQYQAQDNDIILVTAPKSGTTWLKALLFSLVNRKKYPVFEK 103
LeST6           NYQGFWTSTKFLQGVIACQQQFQARDSDIILVTSPKSGSTWLKSLLFALVNRVKHPIFVP 96
AtST2a          LFQGFWCQAKEIQAIMSFQKHFQSLENDVVLATIPKSGTTWLKALTFTILNRHRFDPVAS 120
FcST3           KYKDAWNHQEFLEGRILSEQKFKAHPNDVFLASYPKSGTTWLKALAFAIITREKFDDSTS 83
                 
LeST2a          --NHPLLVKNPHDLVPLLEQDLYVDGQVPDFSLFTSPTLIATHVPFASLPKSVQNSRTKL 161
LeST6           --NHPLLVENPHVLVPFLEHTLYVDGQVIDFSTNTSPRLLATHVPFASLPESVHDSKTKL 154
AtST2a          STNHPLFTSNPHDLVPFFEYKLYANGDVPDLSGLASPRTFATHLPFGSLKETIEKPGVKV 180
FcST3           ----PLLTTMPHDCIPLLEKDLEKIQENQRNSLYTP---ISTHFHYKSLPESARTSNCKI 136
                    
LeST2a          VYLCRNPRDTFISMWQFTNNLRLDSHRDTNSIEEMFDHFCKGVGLYGPFWDHVLGYWKES 221
LeST6           IYLCRNPRDTFISMWHFANNLLLH-HKDTNSIEEMFDLFCKGVSLYGPFWNHVLDYWKQS 213
AtST2a          VYLCRNPFDTFISSWHYTNNIKSE-SVSPVLLDQAFDLYCRGVIGFGPFWEHMLGYWRES 239
FcST3           VYIYRNMKDVIVSYYHFLRQIVKL-SVEEAPFEEAFDEFCQGISSCGPYWEHIKGYWKAS 195
                
LeST2a          IENSDKVLFLMYEEIKKQPKIQLKRLAEFLDCPFSIEEEDCRVVDEILRMCSFGNLRNLE 281
LeST6           IQNPNKILFLMYEEIKKKPKIQLKRLAKFLECPFSIEEENSRVVDEILKMCSFENLRNLE 273
AtST2a          LKRPEKVFFLRYEDLKDDIETNLKRLATFLELPFTEEEERKGVVKAIAELCSFENLKKLE 299
FcST3           LEKPEIFLFLKYEDMKKDPVPSVKKLADFIGHPFTPKEEEAGVIEDIVKLCSFEKLSSLE 255
                
LeST2a          VNVNGNM----SAGMANKNFFRRGEVGDWKNYFTVEMNDRLNHIIEQKFHGSGLKFVYI 336
LeST6           VNTNGKF----STGEPYKVFFRRGEIGDWKNYFTVEMIDKLNHIIEEKFQGAGLKFLYV 328
AtST2a          VNKSNKS----IKNFENRFLFRKGEVSDWVNYLSPSQVERLSALVDDKLGGSGLTFRLS 354
FcST3           VNKSGMHRPEEAHSIENRLYFRKGKDGDWKNYFTDEMTQKIDKLIDEKLGATGLVLK-- 312
                

Abb. 3.11:	 Alignment der Aminosäure-Sequenz der AtST2a, LeST2a, LeST6  und der Flavonol-3-ST  
aus Flaveria chloraefolia (Fc3ST).  
(Das Alignment wurde mit der Online-Software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) durch-
geführt. Pfeile: für die PAPS-Bindung und den Katalyse-Mechanismus essentielle Aminosäuren. 
Grün umrandet: in allen löslichen STs konservierte Regionen I und IV. Blau unterlegt: Domäne II, 
blau umrandet: Regionen, die vermutlich die Spezifität für das Akzeptor-Substrat bestimmen; gelb 
unterlegt: KTVE-Motiv.)

3.3.4 Die rekombinante Überexpression in E.coli und Reinigung der putativen 
12-OH-JA-Sulfotransferasen 

Nach erfolgreicher Klonierung der LeST2a- und LeST6-cDNA wurde die Enzymaktivi-
tät dieser putativen 12-OH-JA-Sulfotransferase überprüft. Dazu wurden die Proteine 
in E.coli überexprimiert. Die in den Vektor pDrive klonierten Fragmente (vgl. 3.3.1.2) 
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wurden ausgeschnitten und in den Expressionsvektor pQE30 (Qiagen, Hilden) ligiert 
(vgl. 2.2.5). Dieser Vektor ermöglicht die IPTG-induzierte Überexpression in E.coli und 
die anschließende Reinigung mittels Nickel-Agarose-Affinitätschromatographie. Die 
korrekte Insertion wurde mit Hilfe von Kontroll-Restriktionen und anschließender Se-
quenzierung überprüft.

Nach Überexpression der LeST2a in E.coli und anschließender Reinigung des Proteins 
durch Nickel- und PAP-Agarose-Chromatographie nach Gidda (2001) konnte im dena-
turierenden SDS-Gel ein Protein der erwarteten Größe von ca. 40 kDa nachgewiesen 
werden (Abb. 3.12). Das Protein lag nicht in inclusion bodies vor. Da nur eine schwa-
che Überexpression im SDS-Gel nachweisbar war, wurden verschiedene Parameter 
wie z.B. die IPTG-Konzentration oder die Inkubationstemperatur und -dauer variiert 
(vgl. 2.2.7.1). Es konnte jedoch nie eine stärkere Überexpression beobachtet werden.

Für die LeST6 konnte nach Überexpression in E.coli und darauf folgender Reinigung 
durch Nickel-Agarose-Chromatographie nach Burkart & Wong (1999) im SDS-Gel eine 
Bande der erwarteten Größe (ca. 40 kDa) nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

47 kDa

34 kDa

26 kDa

86 kDa

120 kDa

1 2 3 4
1 - Marker

2 - RE Vektor-Kontrolle

3 - RE LeST2a

4 - gereinigte LeST2a

Abb. 3.12: Rekombinante Überexpression in E. coli und Reinigung der LeST2a
(SDS-PAGE von Fraktionen vor und nach Reinigung der rekombinanten LeST2a.
1 - Marker; 2 - Rohextrakt der Leer-Vektor-Kontrolle; 3 - Rohextrakt mit LeST2a;
4 - rekombinante LeST2a nach Nickel-Agarose- und PAP-Agarose-Chromatographie.)

Abb. 3.12:	Rekombinante Überexpression in E.coli und Reinigung der LeST2a  
(SDS-PAGE von Fraktionen vor und nach Reinigung der rekombinanten LeST2a.  
1 - Marker (Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas); 2 - Rohextrakt der Leer-
Vektor-Kontrolle; 3 - Rohextrakt mit LeST2a;  
4 - rekombinante LeST2a nach Nickel-Agarose- und PAP-Agarose-Chromatographie.)

.
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3.3.5 Der Nachweis der Enzymaktivität putativer 12-OH-JA- 
Sulfotransferasen

3.3.5.1 Klonierung, Überexpression in E.coli und Reinigung der AtST2a

Die AtST2a sollte als Kontrolle für den in vitro Umsatz von 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA 
dienen. Ihre enzymatische Aktivität und Spezifität für 12-OH-JA konnte bereits gezeigt 
werden (Gidda et al. 2003). Der binäre Vektor (pBI-101-526), der verwendet wurde, um 
die AtST2a in Arabidopsis und Tabak unter Kontrolle des 35S-Promotors zu exprimie-
ren, lag vor (Gidda 2001; Dalta et al. 1993). Die funktionale Überexpression wurde an-
hand vermehrter 12-HSO4-JA-Bildung nachgewiesen (Gidda 2001; vgl. 3.6). 

Die AtST2a-Sequenz wurde mittels Restriktionsverdau aus dem binären Vektor ausge-
schnitten. Das gereinigte Fragment wurde anschließend in den Überexpressionsvek-
tor pQE30 (Qiagen, Hilden; Details zur Klonierungsstrategie vgl. 2.2.5) kloniert. Durch 
Sequenzierung wurde die Übereinstimmung der klonierten Sequenz mit der in der 
TAIR-Datenbank bestätigt. Der Überexpressionsvektor wurde in E.coli-Zellen transfor-
miert und es erfolgte die Überexpression und Reinigung der AtST2a nach Gidda (2001). 
Im SDS-Gel konnte ein Protein der erwarteten Größe von ca. 40 kDa nachgewiesen 
werden (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Rekombinante Überexpression in E. coli und Reinigung der AtST2a
(SDS-PAGE von Fraktionen vor und nach Reinigung der rekombinanten AtST2a.
1 - Marker; 2 - Rohextrakt der Leer-Vektor-Kontrolle; 3 - Rohextrakt mit AtST2a;
4 - rekombinante AtST2a nach Nickel-Agarose- und PAP-Agarose-Chromatographie.)

Abb. 3.13:	Rekombinante Überexpression in E.coli und Reinigung der AtST2a  
(SDS-PAGE von Fraktionen vor und nach Reinigung der rekombinanten AtST2a.  
1 - Marker (Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas); 2 - Rohextrakt der Leer-
Vektor-Kontrolle; 3 - Rohextrakt mit AtST2a;  
4 - rekombinante AtST2a nach Nickel-Agarose- und PAP-Agarose-Chromatographie.)
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3.3.5.2 Der Nachweis der Enzymaktivität im einfachen Aktivitäts-Assay

Bei der Sulfatierung von 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA dient PAPS, wie bei allen bisher cha-
rakterisierten ST-katalysierten Sulfatierungen, als Sulfat-Donor. PAPS wird während 
der Reaktion zu PAP umgesetzt. Der einfache Aktivitäts-Assay wurde zuvor erfolg-
reich für die AtST2a angewendet (Gidda, 2001). Es wurde 35S-markiertes PAPS einge-
setzt, und die sulfatierten Produkte wurden mittels Dünnschichtchromatographie (DC) 
und Scintillationsmessung nachgewiesen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Aktivitätstest modifiziert. PAPS wurde 
nicht radioaktiv markiert verwendet. 12-OH-JA kam sowohl unmarkiert als auch 14C-mar-
kiert zum Einsatz. Der Nachweis des Umsatzes erfolgte mittels DC und LC-MS/MS. Dieser 
Test wurde nur für die LeST2a und nicht für die LeST6 durchgeführt. Als Positiv-Kontrolle 
diente die AtST2a und als Negativ-Kontrolle fungierte zum einen Protein-Rohextrakt aus 
E.coli-Zellen, die den leeren pQE30-Vektor trugen und zum anderen Hitze-denaturiertes  
AtST2a- bzw. LeST2a-Protein. Der Umsatz von 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA konnte für 
keinen Ansatz nachgeweisen werden, so dass der Aktivitäts-Assay modifiziert wurde. 

Es wurden u.a. die Expressionsbedingungen der Proteine verändert, die Konzentrati-
onen aller Assay-Komponenten variiert und verschiedene Temperaturen und Zusät-
ze kamen zum Einsatz (vgl. 2.2.7.3). Des Weiteren wurden Rohextrakte eingesetzt, um 
auszuschließen, dass die fehlende Aktivität aus der Instabilität der Proteine resultiert. 
Es konnte jedoch weder für die LeST2a noch für die Positiv-Kontrolle AtST2a-Aktivität 
nachgewiesen werden. 

Eine mögliche Ursache könnte bei dem zweiten Substrat PAPS liegen. PAPS ist sehr 
instabil (bis zu 17 % Umwandlung pro Tag bei 37 °C) und kann nur als unreine Verbin-
dung geliefert werden. Die Hauptverunreinigung ist dabei PAP, für das gezeigt wurde, 
dass es verschiedene Sulfotransferasen bereits in geringen Konzentrationen kompetitiv 
inhibiert (Klaassen & Boles 1997). Aus diesem Grund wurde ein anderer Aktivitäts-
Assay angewendet. 

3.3.5.3 Der Nachweis der Enzymaktivität im gekoppelten Aktivitäts-Assay

Der gekoppelte Aktivitätstest nach Burkart & Wong (1999) verwendet eine weitere 
ST, die β-Form der Aryl-ST IV aus Ratten-Leber (AST-IV; genebank-Zugriffsnummer: 
X52883). Die AST-IV sulfatiert Aryl-Alkohole unter Verwendung von PAPS als Sulfat-
Donor in vivo und dient so der Detoxifikation (Chen et al. 1992). Bei diesem gekoppelten 
Assay katalysiert die AST-IV jedoch die Reaktion von PAP zu PAPS unter Verwendung 
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von p-Nitrophenylsulfat (p-NPS) im Überschuss, so dass PAPS aus desulfatiertem PAP 
regeneriert werden kann (Abb. 3.14). 

12-OH-JA 12-HSO4-JA

PAPS PAP

p-NP p-NPS

ST2a

AST-IV

Abb. 3.14: Nachweis der ST2a-Aktivität im gekoppelten Test mit
rekombinanter AST-IV und p-Nitrophenol-Sulfat (p-NPS).

Abb. 3.14:	Nachweis der ST2a-Aktivität im gekoppelten Test mit rekombinanter AST-IV und p-NPS.

Die Sulfat-Abspaltung von p-NPS kann photometrisch verfolgt werden, da entstehen-
des p-Nitrophenol (p-NP) Licht mit einer Wellenlänge von 400 nm absorbiert. Von Vor-
teil sind die Regeneration des Substrates und die Verhinderung der Inhibierung der 
Sulfotransferasen durch PAP. Des Weiteren kann die Verunreinigung von kommerziell 
erhältlichem PAPS mit PAP beseitigt werden. Dieser Assay wurde bisher kaum für tie-
rische und noch nie für pflanzliche STs angewendet.

Die Klonierung, Überexpression in E.coli und Reinigung der AST-IV

Zur Durchführung des gekoppelten Aktivitäts-Assays zum Nachweis der Aktivität der 
LeST2a und LeST6 und der AtST2a (als Kontrolle) wurde zuerst die AST-IV aus Ratten-
leber kloniert und überexprimiert. Die cDNA besteht zwischen Start und Stop-Codon 
aus 966 Nukleotiden und kodiert für 321 AS. Per RT-PCR wurde die AST-IV-cDNA 
amplifiziert, wobei kommerziell erworbene RNA aus Ratten-Leber als Template ver-
wendet wurde. Nach erfolgreicher Klonierung in den Überexpressionsvektor pQE30 
(Qiagen, Hilden) erfolgte die Überexpression in E.coli-Zellen und eine anschließende 
Reinigung wie in der Literatur beschrieben (Burkart & Wong 1999). Ein Protein der 
erwarteten Größe von ca. 34 kDa konnte im denaturierenden SDS-Gel nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt).
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Der Nachweis der Aktivität der AST-IV

Vor Untersuchung der Aktivität der AtST2a, LeST2a und LeST6 in Bezug auf den 
Umsatz von 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA wurde die Aktivität der AST-IV überprüft. Es 
wurden gereinigte AST-IV in unterschiedlichen Mengen (von 2 bis 40 µg pro An-
satz) und als Substrat 2 mM p-NPS und 20 µM PAP verwendet (Burkart & Wong 
1999). Die Reaktion wurde photometrisch bei 400 nm verfolgt. Bei der Umsetzung 
von PAP zu PAPS, katalysiert durch die AST-IV, wird p-NPS zu p-NP umgesetzt, das 
Licht mit der Wellenlänge von 400 nm absorbiert. Die Aktivität der AST-IV konn-
te durch Zunahme der Absorption nachgewiesen werden (Abb. 3.15). Eine Erhöhung 
der eingesetzten Proteinmenge führte dabei zu einem erhöhten und schnelleren  
Substratumsatz. Bei einem Einsatz von 40 µg Protein wurden 82 % des eingesetzten 
PAP innerhalb von 10 Minuten zu PAPS umgesetzt (Abb. 3.15). Weitere Versuche zeig-
ten, dass dieser Umsatz bereits innerhalb der ersten Minute erfolgt, der gekoppelte 
Assay also nicht durch die AST-IV limitiert werden sollte. Deshalb wurde die Menge 
von 40 µg bei allen folgenden Versuchen eingesetzt und entspricht ca. 4 mU. Nachdem 
die Aktivität der AST-IV nachgewiesen werden konnte, wurde weiterhin sichergestellt, 
dass sie nicht in der Lage ist, 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA umzusetzen (Daten nicht ge-
zeigt).
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Abb. 3.15: Nachweis der Aktivität der rekombinanten AST-IV
(Gereinigte AST-IV in unterschiedlichen Mengen (von 2 bis 40 µg),
2 mM p-NPS und 20 µM PAP (in 100 mM bis-tris-Propan, pH 7.0)
wurden 30 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde photometrisch
bei 400 nm verfolgt. Die Messung erfolgte alle 10 min.)

Abb. 3.15:	Nachweis der Aktivität der rekombinanten AST-IV  
(Gereinigte AST-IV in unterschiedlichen Mengen (von 2 bis 40 µg), 2 mM p-NPS und 20 µM PAP 
(in 100 mM bis-tris-Propan, pH 7,0) wurden 30 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde photo-
metrisch bei 400 nm verfolgt. Die Messung erfolgte alle 10 min.)

   Der Nachweis der Aktivität der AtST2a, LeST2a und LeST6

Sowohl die Überexpression und Reinigung als auch der gekoppelte Enzymtest für  
AtST2a, LeST2a und LeST6 wurden nach Burkart & Wong (1999) durchgeführt. Als 
Substrate kamen 20 µM 12-OH-JA, 20 µM PAPS und 2 mM p-NPS zum Einsatz. Es wur-
den 40 µg des Hilfsenzyms AST-IV und 100 µg AtST2a, LeST2a bzw. LeST6 eingesetzt. 
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Der Ansatz wurde ohne AtST2a, LeST2a bzw. LeST6 und 12-OH-JA 30 Minuten vor-
inkubiert, um Verunreinigungen des PAPS mit PAP zu eliminieren. In Vorversuchen 
konnte gezeigt werden, dass die eingesetzte PAPS-Lösung ca. 30 % PAP enthielt, das 
durch die AST-IV innerhalb von 15 Minuten zu PAPS umgewandelt wird (Daten nicht 
gezeigt). 

Die Aktivität der rekombinanten AtST2a konnte nachgewiesen werden. Es kam zu 
einem Anstieg der Absorption bei 400 nm nach Zugabe von AtST2a und 12-OH-JA  
(Abb. 3.16). Auch für die LeST2a gelang der Aktivitätsnachweis. Ein Anstieg der Ab-
sorption bei 400 nm konnte ebenfalls nach Zugabe von LeST6 und 12-OH-JA nachge-
wiesen werden. Die Absorptionsänderungen entsprachen dabei für die AtST2a und 
die LeST2a einem Substrat-Umsatz von ca. 15 % und für die LeST6 von ca. 7 %. Als 
Kontrolle diente die Zugabe von AST-IV bzw. Puffer nach Vorinkubation, wobei keine 
Zunahme der Absorption gemessen werden konnte.
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Abb. 3.16: Nachweis der Aktivität rekombinanter AtST2a, LeST2a und LeST6
im gekoppelten Test
(20 µM PAPS, 2 mM p-NPS und 40 µg des Hilfsenzyms AST-IV (in 100 mM bis-
tris-Propan, pH 7.0) wurden 30 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
von 20 µM 12-OH-JA und 100 µg AtST2a, LeST2a bzw. LeST6. Der Ansatz wurde
eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Die Absorptionsmessung bei 400 nm erfolgte
alle 15 Minuten.)

Abb. 3.16:	Nachweis der Aktivität rekombinanter AtST2a, LeST2a und LeST6 im gekoppelten Test  
(20 µM PAPS, 2 mM p-NPS und 40 µg des Hilfsenzyms AST-IV (in 100 mM bis-tris-Propan, pH 
7,0) wurden 30 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 20 µM 12-OH-JA und 100 µg 
AtST2a, LeST2a bzw. LeST6. Der Ansatz wurde eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Die Absorp-
tionsmessung bei 400 nm erfolgte alle 15 Minuten.)

Eine genauere enzymatische Charakterisierung der LeST2a und der LeST6 ist bis-
lang nicht erfolgt. Es konnte aber gezeigt werden, dass die LeST2a in der Lage ist,  
12-OH-JA zu 12-HSO4-JA umzusetzen, und die weiteren Untersuchungen konzentrier-
ten sich hauptsächlich auf diese ST. Auch die LeST6 konnte diese Reaktion katalysieren, 
was bedeuten würde, dass in Tomate mehr als nur eine 12-OH-JA-ST existiert. Da aller-
dings keine weiteren Substrate getestet werden konnten und der Umsatz von 12-OH-JA 
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gering ausfiel, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die LeST2a und LeST6 auch 
andere Substrate umsetzen würden. 

3.3.6 Die Regulation der Expression der LeST2a und LeST6

3.3.6.1 Die Induzierbarkeit der Expression durch Verwundung und  
  verschiedene Jasmonate 

Für die AtST2a war bekannt, dass ihre Expression durch Verwundung, OPDA, JA und 
12-OH-JA im Blatt induzierbar ist (Gidda et al. 2003). Des Weiteren wird die Transkrip-
tion durch artifiziell lange Dunkelphasen (24 Stunden) induziert (Lange, persönliche 
Mitteilung). Recherchen in der Genevestigator Arabidopsis Microarray Datenbank 
ergaben, dass von den 18 bekannten STs aus Arabidopsis neben der Expression der  
AtST2a nur die der AtST5b (eine Desulfo-Glucosinolat-ST; Piotrowski et al. 2004) durch 
JM im Blatt induzierbar ist (Zimmermann et al. 2004; https://www.genevestigator.ethz.
ch). Nach Verwundung wird nur die AtST2a exprimiert. Die Induzierbarkeit der Ex-
pression der LeST2a und LeST6 durch verschiedene Jasmonate oder Verwundung kann 
auf ihre Funktion als 12-OH-JA-ST hinweisen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der LeST2a durch Northern Blot-Analy-
sen untersucht, wobei vermutlich LeST2a- und LeST6-Transkript aufgrund ihrer hohen 
Homologie (vgl. Tab 3.2) gleichzeitig detektiert wurden. Die Expression der LeST2a/6 
war durch Verwundung und exogene Applikation von JM und 12-OH-JA induzierbar, 
es erfolgte eine Transkript-Akkumulation innerhalb von 24 Stunden (Abb. 3.17). Nach 
12-HSO4-JA-Applikation erfolgte keine Induktion.

LeEF1a
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LeST2a/6

Abb. 3.17: Der Einfluss von Verwundung, JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA
auf die Expression der LeST2a und LeST6.
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden
verwundet bzw. in 100 µM JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA eingestellt.
Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden
die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Es wurden jeweils 10 µg
Gesamt-RNA eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge LeST2a-
DNA-Sonde, die aufgrund der hohen Ähnlichkeit vermutlich auch die
LeST6-mRNA detektiert. Eine Hybridisierung mit einer Sonde gegen LeEF1a
diente als Beladungskontrolle. Dargestellt sind jeweils 2 unabhängige
biologische Proben.)

Abb. 3.17:	 Der Einfluss von Verwundung, JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf die  
Expression der LeST2a und LeST6.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden verwundet bzw. in 100 µM 
JM, 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA eingestellt. Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2, 6 
und 24 Stunden wurden die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Es wurden jeweils 10 µg 
Gesamt-RNA eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-LeST2a-DNA-Sonde, die auf-
grund der hohen Ähnlichkeit vermutlich auch die LeST6-mRNA detektiert. Eine Hybridisierung 
mit einer Sonde gegen LeEF1a diente als Beladungskontrolle. Dargestellt sind jeweils 2 unabhängi-
ge biologische Proben.)
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Abb. 3.18: qPCR-Analyse der Expression putativer 12-OH-JA-STs nach
JM- und 12-OH-JA-Applikation
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden
in 100 µM JM bzw. 12-OH-JA eingestellt. Wasser-Applikation diente
als Kontrolle. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Blätter geerntet
und Gesamt-RNA isoliert. 5 µg Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Synthese
eingesetzt und die PCR erfolgte mit 20 ng cDNA als Template. Der
ΔCt-Wert einer Probe für ein bestimmtes Gen ergibt sich aus der
Differenz des Ct-Wertes für dieses Gen und dem Ct-Wert des Kontroll-
Gens LeEF1a. Der dargestellte ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem
ΔCt-Wert einer Applikation und dem ΔCt-Wert der entsprechenden
Wasser-Kontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen
biologischen Proben und je 2 technischen Replikaten, sowie die
Standardabweichung.)

Abb. 3.18:	qPCR-Analyse der Expression putativer 12-OH-JA-STs nach JM- und 12-OH-JA-Applikation  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) wurden in 100 µM JM bzw. 12-OH-
JA eingestellt. Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 24 Stunden wurden die Blätter 
geerntet und Gesamt-RNA isoliert. 5 µg Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Synthese eingesetzt und 
die PCR erfolgte mit 20 ng cDNA als Template. Der ΔCt-Wert einer Probe für ein bestimmtes Gen 
ergibt sich aus der Differenz des Ct-Wertes für dieses Gen und dem Ct-Wert des Kontroll-Gens 
LeEF1a. Der dargestellte ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert einer Applikation und dem 
ΔCt-Wert der entsprechenden Wasser-Kontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 unabhängigen 
biologischen Proben und je 2 technischen Replikaten, sowie die Standardabweichung.)

Zur eindeutigen Unterscheidung der LeST2a- und LeST6-Transkripte wurde die Indu-
zierbarkeit der Expression durch JM und 12-OH-JA per qPCR überprüft und bestätigt 
(Abb. 3.18). Die Expression der anderen vier putativen 12-OH-JA-ST-Gene (vgl. Tab. 3.1), 
für die keine vollständigen Sequenzinformationen vorhanden waren, wurde ebenfalls 
nach Applikation von JM und 12-OH-JA per qPCR untersucht. Dies sollte einen Hin-
weis darauf geben, ob unter ihnen noch weitere putative 12-OH-JA-Sulfotransferasen 
existieren könnten. Weder für LeST1, 3, 4 oder 5 konnte eine Induktion der Expression 
nach JM bzw. 12-OH-JA-Applikation nachgewiesen werden (Abb. 3.18). 

3.3.6.2 Die COI-Abhängigkeit der LeST2a-Expression

Die Expression einer Vielzahl von JA-induzierbaren Genen ist abhängig von COI1. Da 
die Expression der LeST2a bzw. LeST6 JA-induzierbar ist, stellte sich die Frage, inwie-
weit dies abhängig von COI1 ist. Um dieser Frage nachzugehen kam die Mutante jai1 
zum Einsatz. JAI1 ist das Tomaten-Homologe zu Arabidopsis COI1 in Tomate (Li et al. 
2004a). Es erfolgte die Applikation von JM und 12-OH-JA an jai1- und den entsprechen-
den Wildtyp-Blättern (WT Castlemart). Nach 2 und 24 Stunden wurde die Expression 
der LeST2a/6 mittels Northern Blot-Analyse nachgewiesen. 

In den Blättern des Wildtyps Castlemart war, wie erwartet, die Induktion der Expres-
sion von LeST2a/6 nach Applikation von 12-OH-JA und JM nachweisbar (Abb. 3.19). In 
der Mutante jai1 war hingegen keine Transkript-Akkumulation nach Applikation von 
JM oder 12-OH-JA zu beobachten. Dies zeigt, dass die Expression der LeST2a/6 von COI 
abhängig ist.
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Abb. 3.19: Northern Blot Analyse der COI1-abhängigen Expression
der LeST2a und LeST6
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus und
Mutante jai1-1) wurden in 100 µM JM bzw. 12-OH-JA eingestellt.
Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2 und 24 Stunden wurden
die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Es wurden jeweils 10 µg
Gesamt-RNA eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge LeST2a-
DNA-Sonde, die aufgrund der hohen Ähnlichkeit vermutlich auch die
LeST6-mRNA detektiert. EtBr-gefärbte rRNA diente als Beladungskontrolle.)

Abb. 3.19:	Northern Blot Analyse der COI1-abhängigen Expression der LeST2a und LeST6 (Blätter von 6 
Wochen alten Tomaten-Pflanzen (WT Castlemart und Mutante jai1-1) wurden in 100 µM JM bzw. 
12-OH-JA eingestellt. Wasser-Applikation diente als Kontrolle. Nach 2 und 24 Stunden wurden die 
Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Es wurden jeweils 10 µg Gesamt-RNA eingesetzt. Die 
Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-LeST2a-DNA-Sonde, die aufgrund der hohen Ähnlich-
keit vermutlich auch die LeST6-mRNA detektiert. EtBr-gefärbte rRNA diente als Beladungskont-
rolle.)

3.3.7 Die organspezifische Expression der LeST2a

Aufgrund des nachgewiesenen 12-OH-JA-Umsatzes durch die LeST2a und LeST6, so-
wie der Induzierbarkeit der Genexpression durch Verwundung, JM und 12-OH-JA ist 
es wahrscheinlich, dass es sich um 12-OH-JA-STs handelt. Für die Aufklärung mög-
licher Funktionen von 12-OH-JA kann die organspezifische Expression der LeST2a/6 
Hinweise liefern. Sie gibt Aufschluss darüber, in welchen Geweben bzw. Organen eine 
Metabolisierung von 12-OH-JA oder ein Abschalten des JA-Signals durch Metabolisie-
rung stattfinden kann (vgl. 3.2). Die organspezifische Expression wurde mittels Nort-
hern Blot-Analysen im Wildtyp Lukullus untersucht. Dabei war eine Unterscheidung 
zw. LeST2a- und LeST6-Transkript im Northern Blot aufgrund ihrer hohen Homologie 
nicht möglich.

In den vegetativen Organen Wurzel, Stengel und Blatt war die Expression der LeST2a/6 
nicht nachweisbar (Abb. 3.20). Dem entspricht der geringe 12-OH-JA- und 12-HSO4-JA-
Gehalt im unverwundeten Blatt (vgl. 3.1.1). In der Wurzelspitze wurde LeST2a/6-Tran-
skript nachgewiesen. In diesem Pflanzenteil konnte auch 12-HSO4-JA nachgewiesen 
werden (Oka, persönliche Mitteilung). Im Keimling, in Knospen und in offenen Blüten 
wurde LeST2a/6-mRNA abundant detektiert. Da in den einzelnen Blütenteilen von To-
mate verschiedene Jasmonate in unterschiedlichen Mengen und Verhältnissen nach-
gewiesen wurden (Hause et al. 2000) und in den Blüten des 35S::AtST2a-sense-Tabaks 
sehr auffällige phänotypische Veränderungen der Staubblätter auftraten (vgl. 1.2.3.3), 
wurden die einzelnen Blütenteile hinsichtlich der Expression der LeST2a/6 genauer un-
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tersucht. So erfolgt die Expression im Blütenstiel, den Kelchblätter und dem Stempel. 
Dagegen konnte in den Blüten- und Staubblättern keine Expression detektiert werden.  

LeST2a/6

rRNA

K WS W S B Kn oB BS KB BB SB St

Abb. 3.20: Organspezifische Expression der LeST2a und LeST6.
(Gesamt-RNA wurde aus den entsprechenden Organen von Tomaten-
Pflanzen (WT Lukullus) isoliert. Jeweils 15 µg Gesamt-RNA wurden
eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge LeST2a-
DNA-Sonde, die aufgrund der hohen Ähnlichkeit vermutlich auch die
LeST6-mRNA detektiert. Die EtBr-gefärbte rRNA diente als Beladungs-
kontrolle. K-Keimling, WS-Wurzelspitze, W-Wurzel, S-Stengel, B-Blatt,
Kn-Knospe, oB-offene Blüte, BS-Blütenstil, KB-Kelchblätter, BB-Blüten-
blätter, SB-Staubblätter, St-Stempel)

Abb. 3.20: Organspezifische Expression der LeST2a und LeST6.  
(Gesamt-RNA wurde aus den entsprechenden Organen von Tomaten-Pflanzen (WT Lukullus) iso-
liert. Jeweils 15 µg Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-
LeST2a-DNA-Sonde, die aufgrund der hohen Ähnlichkeit vermutlich auch die LeST6-mRNA 
detektiert. Die EtBr-gefärbte rRNA diente als Beladungskontrolle. K-Keimling, WS-Wurzelspitze, 
W-Wurzel, S-Stengel, B-Blatt, Kn-Knospe, oB-offene Blüte, BS-Blütenstiel, KB-Kelchblätter, BB-
Blütenblätter, SB-Staubblätter, St-Stempel)

Für die Blütenorgane und Knospen wurden die Transkript-Analysen per qPCR wieder-
holt. Dabei konnten die Transkripte der LeST2a und LeST6 von einander unterschieden 
werden. Es zeigte sich, dass die LeST6 kaum exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). 
Das LeST2a-Transkript konnte hingegen in allen Blütenteilen, bis auf die Staubblätter 
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 

3.3.8 Zusammenfassung

Es konnten, ausgehend von der AtST2a-Sequenz, zwei cDNAs identifiziert werden, die 
für mögliche 12-OH-JA-Sulfotransferasen in Tomate kodieren (LeST2a und LeST6). Es 
gelang die Klonierung und Überexpression der beiden LeSTs, und der enzymatische 
Umsatz von 12-OH-JA konnte für beide LeSTs gezeigt werden. Beide Proteine besitzen 
kein Signal-Peptid und gehören somit höchstwarscheinlich zur Gruppe der löslichen 
STs. Des Weiteren konnte eine organspezifische Expression und die Induzierbarkeit 
der Expression durch Verwundung, JM- oder 12-OH-JA-Applikation, sowie die COI-
Abhängigkeit der Expression gezeigt werden. Diese Daten sprechen dafür, dass LeST2a 
und LeST6 für funktionale 12-OH-JA-STs kodieren.

3.4	 Die Generierung und Selektion transgener Tomatenpflanzen, die 
die AtST2a in sense- und die LeST2a in sense- und antisense-
Orientierung überexprimieren

Zur Modulation des endogenen 12-OH-JA- und 12-HSO4-JA-Gehaltes sollte eine cDNA, 
die für eine 12-OH-JA-Sulfotransferase in Tomate kodiert, unter Kontrolle des 35S-
Promotors in sense- und antisense-Orientierung exprimiert werden. Ein sense-Ansatz 



78

Ergebnisse

sollte den Gehalt an 12-OH-JA erniedrigen und den von 12-HSO4-JA erhöhen. Für eine 
Expression in antisense-Orientierung wurde ein gegenteiliger Effekt erwartet. Durch 
stabile Transformation sollte zum einen die LeST2a überexprimiert werden und zum 
anderen sollte durch einen antisense-Ansatz ein Abbau des endogen gebildeten LeST2a-
Transkripts erfolgen. Da der Nachweis der Aktivität der LeST2a Teil dieser Arbeit war 
und zu Beginn der Transformationsarbeiten noch nicht abgeschlossen war, wurde zu-
sätzlich die AtST2a heterolog überexprimiert. Die AtST2a konnte bereits als enzyma-
tisch aktiv nachgewiesen werden (Gidda et al. 2003). Bei heterologer Expression der 
AtST2a in Tabak traten phänotypische Veränderungen der Blüten auf (Varin et al. 2003; 
vgl. 3.6.1). Des Weiteren ermöglichte die Überexpression der AtST2a in Tomate einen 
Vergleich zwischen homologer und heterologer Überexpression und kann Hinweise 
auf mögliche post-translationale Modifikationen der LeST2a geben. Auftretende phä-
notypische Veränderungen der transgenen Tomaten-Pflanzen sollten Rückschlüsse auf 
Prozesse, an denen 12-OH-JA beteiligt ist, erlauben.

3.4.2 Die Klonierung, der Agrobacterium-vermittelte Gentransfer und  
die Regeneration transgener Pflanzen

Der binäre Vektor pBI-101-526, der verwendet wurde, um die AtST2a sowohl in Tabak 
als auch in Arabidopsis zu exprimieren, lag vor (Gidda 2001; Abb. 3.21). Der Vektor  
pBI-101-526 enthält neben dem 35S-Promotor und einer AMV-Enhancer-Sequenz ebenfalls 
das NPTII-Gen, unter Kontrolle des NOS-Promotors (Dalta et al. 1993). Dies erlaubt die Se-
lektion transgener Pflanzen durch Kanamycin-Behandlung. Zur Expression der AtST2a in  
sense-Orientierung wurde der vorhandene Vektor, nach Überprüfung der Sequenz 
durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung, unverändert eingesetzt. Zur Expres-
sion der LeST2a in sense- bzw. antisense-Orientierung wurde die AtST2a-Sequenz durch 
Restriktionsverdau entfernt und durch die LeST2a-Sequenz ersetzt (vgl. 2.2.5.3). Dies 
wurde durch Sequenzierung bestätigt. 

Die drei Konstrukte wurden in A. tumefaciens transformiert. Diese wiederum wurden 
zur stabilen Transformation von Kotyledonen-Stücken von 14-Tage alten Tomaten-
Keimlingen eingesetzt. Nach der Bildung von Sprossen aus Kalli wurden diese von 
den Kalli getrennt und auf Bewurzelungsmedium überführt. Zu einer ersten Selek-
tion enthielt das Bewurzelungsmedium Kanamycin. Nahezu 80 % aller umgesetzten 
Sprosse bildeten innerhalb von 2 Wochen Wurzeln. Aus einem Kallus wurden bis zu 12 
Pflanzen regeneriert. Die Pflanzen, die von einem Kallus stammten, gingen aus dem-
selben Transformationsereignis hervor. Es handelte sich somit um genetisch identische 
Pflanzen. Als unabhängige transgene Linien wurden nur Pflanzen bezeichnet, die von 
verschiedenen Kalli abstammten.
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Abb. 3.21: Schematische Darstellung der T-DNA des binären Vektors
pBI-101-526, der zur stabilen Transformation von Tomaten eingesetzt wurde.

Abb. 3.21:	Schematische Darstellung der T-DNA des binären Vektors pBI-101-526, der zur stabilen Transfor-
mation von Tomaten eingesetzt wurde (Prom. - Promotor; Term. - Terminator; LB/RB - left/ right 
border).

3.4.3 Die Nomenklatur transgener Pflanzen und Linien

Im Folgenden wird zum besseren Verständnis die Nomenklatur der generierten trans-
genen Pflanzen bzw. Linien am Bsp. der Pflanze A12-3-4 beschrieben:

A			   – Transformationsansatz
A12 	 – Nummer des Kallus
A12-3 	 – der dritte bewurzelte Spross, der aus dem Kallus A12 
			      hervorgegangen ist (Primärtransformante), dient für die folgenden    	

		     Generationen als Bezeichnung für eine unabhängige transgene Linie
A12-3-4 	 – vierter Nachkomme der Pflanze A12-3 (Generation T1)

Bei den Ansätzen A bis D erfolgte die Transformation mit dem 35S::AtST2a-sense- 
Konstrukt, beim Ansatz E mit 35S::LeST2a-antisense-Konstrukt und bei den Ansätzen F, 
G und J mit dem 35::S-LeST2a-sense-Konstrukt. 

3.4.4 Die Selektion der Primärtransformanten

3.4.4.1 Der Nachweis des Transgens per PCR

Nachdem die von den Kalli getrennten, Kanamycin-resistenten Sprosse Wurzeln ge-
bildet hatten, wurde das Vorhandensein des Transgens per PCR nachgewiesen. Als 
Template für die PCR diente dabei aus Blattstückchen gewonnene genomische DNA. 
Es wurde ein Primer verwendet, der spezifisch an die AMV-Enhancer-Sequenz bindet 
und ein Primer, der spezifisch an die LeST2a- bzw. AtST2a-Sequenz bindet. Im nativen 
Agarose-Gel war für das AtST2a-sense-Konstrukt eine Bande von ca. 700 bp und für das 
LeST2a-sense- bzw. LeST2a-antisense-Konstrukt eine Bande von ca. 1100 bp nachweisbar 
(Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Selektion der Primärtransformanten per PCR (Bsp.)
(Aus Blättern gewonnene genomische DNA diente als
Template für eine PCR zum Nachweis einer erfolgreichen
Transformation. Ein Primer bindet dabei spezifisch an die
AMV-Enhancer-Sequenz und der andere an die AtST2a- bzw.
LeST2a-Sequenz. Das daraus resultierende Fragment besitzt
eine Größe von ca. 700  bzw. 1100 bp. M: Marker - Smart
Ladder (Eurogentech); grün: 35S::AtST2a-sense; gelb:
35S::LeST2a-sense; blau: 35S::LeST2a-antisense)

Abb. 3.22:	Selektion der Primärtransformanten per PCR (Bsp.)  
(Aus Blättern gewonnene genomische DNA diente als Template für eine PCR zum Nachweis einer 
erfolgreichen Transformation. Ein Primer bindet dabei spezifisch an die AMV-Enhancer-Sequenz 
und der andere an die AtST2a- bzw. LeST2a-Sequenz. Das daraus resultierende Fragment besitzt 
eine Größe von ca. 700  bzw. 1100 bp. M: Marker - Smart Ladder (Eurogentech); grün: 35S::AtST2a-
sense; gelb: 35S::LeST2a-sense; blau: 35S::LeST2a-antisense)

In 38 von 83 regenerierten Pflanzen konnte das 35S::AtST2a-sense-Konstrukt nachgewie-
sen werden. Des Weiteren wurde in 37 von 103 regenerierten Pflanzen das 35S::LeST2a-
sense-Konstrukt und in 5 von 51 Pflanzen das 35S::LeST2a-antisense-Konstrukt detek-
tiert. Die positiv getesteten Pflanzen stammten jedoch nicht alle von unterschiedlichen 
Kalli. Die Zahl der unabhängigen transgenen Linien reduzierte sich folgendermaßen:

35S::AtST2a-sense – 25 Linien,
35S::LeST2a-sense – 26 Linien,
35S::LeST2a-antisense – 1 Linie.

   3.4.3.2 Die Selektion anhand des Expressionslevels

Da das Vorhandensein des Konstruktes noch keine Aussage über den Grad der Ex-
pression des Transgens zuließ, wurde die Expression durch  Northern Blot-Analysen 
untersucht. Die AtST2a- bzw. LeST2a-mRNA wurde mit Hilfe von spezifischen Volllän-
ge-DNA-Sonden nachgewiesen. Im Fall der AtST2a-sense- und LeST2a-sense-Pflanzen 
wurde unbehandeltes Blattmaterial verwendet, da aufgrund des 35S-Promotors die 
Expression konstitutiv sein sollte. Für den Nachweis des antisense-Effektes wurden die 
Blätter verwundet, da die Expression der LeST2a im Blatt erst dann erfolgt und der 
antisense-Effekt sichtbar wird. Vier Stunden nach Verwundung wurden die Blätter ge-
erntet. Für alle Versuche dienten entsprechend verwundete bzw. unverwundete Wild-
typ-Pflanzen als Kontrolle.
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Eine Überexpression der AtST2a im Vergleich zum Wildtyp Lukullus zeigten die Pflan-
zen A12-2, -3 und -4, B15-1 und -2, B4-2, C18-1 und -4, D8-2, D20-1 und D54-1 und -3 
(Abb. 3.23). Die anderen Linien zeigten nur eine schwache bzw. keine Überexpression. 
Im Wildtyp war, wie erwartet, keine Expression der AtST2a nachweisbar. Eine Über-
expression der LeST2a konnte für die Pflanzen F62-4, G10-1, G11-4, G33-2 und -3  und 
G73-1 nachgewiesen werden (Abb. 3.24). Der LeST2a-antisense-Effekt konnte in 2 Pflan-
zen gezeigt werden (Abb. 3.25). Allerdings stammten beiden Pflanzen von derselben 
Primärtransformante ab und waren daher sehr wahrscheinlich nicht als unabhängige 
Linien anzusehen.

Aufgrund der erfolgten Northern Blot-Analysen wurden folgende Pflanzen für eine 
nähere Charakterisierung hinsichtlich ihres 12-OH-JA-Gehaltes, der Wiederholung der 
Transkript-Analyse und zur Samengewinnung ausgewählt:

35S::AtST2a-sense: A12-3, B15-1, C18-1, D20-1 D54-1 
35S::LeST2a-sense: F67-2, G11-4, G13-5, G33-3, G73-1
35S::LeST2a-antisense: E7-1, E7-2, E7-3.
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Abb. 3.23: Northern Blot-Analyse der Expression der AtST2a in den
Primärtransformanten (35S::AtST2a-sense)
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern von ca. 6 Wochen alten Pflanzen
(verschiedene Primärtransformanten und WT Lukullus als Negativ-
Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Die
Hybridisierung erfolgte mit einer Vollänge AtST2a-DNA-Sonde. Als
Beladungskontrolle diente EtBr-gefärbte rRNA.)

Abb. 3.23:	Northern Blot-Analyse der Expression der AtST2a in den Primärtransformanten  
(35S::AtST2a-sense)  
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern von ca. 6 Wochen alten Pflanzen (verschiedene Primärtrans-
formanten und WT Lukullus als Negativ-Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg Gesamt-RNA wurden 
eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-AtST2a-DNA-Sonde. Als Beladungs-
kontrolle diente EtBr-gefärbte rRNA.)
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Abb. 3.24: Northern Blot-Analyse der Expression der LeST2a in den
Primärtransformanten (35S::LeST2a-sense)
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern von ca. 6 Wochen alten Pflanzen
(verschiedene Primärtransformanten und WT Lukullus als Negativ-
Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Die
Hybridisierung erfolgte mit einer Vollänge LeST2a-DNA-Sonde. Als
Beladungskontrolle diente EtBr-gefärbte rRNA.)

Abb. 3.24:	Northern Blot-Analyse der Expression der LeST2a in den Primärtransformanten  
(35S::LeST2a-sense)  
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern von ca. 6 Wochen alten Pflanzen (verschiedene Primärtrans-
formanten und WT Lukullus als Negativ-Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg Gesamt-RNA wurden 
eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-LeST2a-DNA-Sonde. Als Beladungs-
kontrolle diente EtBr-gefärbte rRNA.)
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Abb. 3.25: Northern Blot-Analyse der Expression der LeST2a in den
Primärtransformanten (35S::LeST2a-antisense)
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern, 4 Stunden nach Verwundung,
von ca. 6 Wochen alten Pflanzen (verschiedene Primärtransformanten
und WT Lukullus als Negativ-Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg Gesamt-
RNA wurden eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Vollänge
LeST2a-DNA-Sonde. Als Beladungskontrolle diente EtBr-gefärbte rRNA.)

Abb. 3.25:	Northern Blot-Analyse der Expression der LeST2a in den Primärtransformanten  
(35S::LeST2a-antisense)  
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern, 4 Stunden nach Verwundung, von ca. 6 Wochen alten Pflan-
zen (verschiedene Primärtransformanten und WT Lukullus als Negativ-Kontrolle) isoliert. Jeweils 
10 µg Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-LeST2a-
DNA-Sonde. Als Beladungskontrolle diente EtBr-gefärbte rRNA.)

3.4.3.3 Die ST2a-Expression und die Jasmonat-Gehalte ausgewählter Pflanzen

Zur Bestätigung der Überexpression des Transgens bzw. des antisense-Effektes wur-
den die Northern Blot-Analysen für die ausgewählten transgenen Pflanzen  wieder-
holt (vgl. 3.4.3.2). Des Weiteren sollte überprüft werden, ob und wie der 12-OH-JA- und 
12-HSO4-JA-Gehalt in den transgenen Pflanzen verändert war. Hierfür wurden die 
Pflanzen verwundet. Wie bereits mehrfach beschrieben, induziert Verwundung die 
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JA-Bildung, was notwendig ist für die Bildung von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA (vgl. 
3.1.1 und 3.1.3). 2, 6 und 24 Stunden nach Verwundung wurden die Gehalte von JA,  
12-OH-JA und 12-HSO4-JA bestimmt. Da es sich um Primärtransformanten handelte 
und somit dieser Versuch nur erste Hinweise auf veränderte Jasmonat-Gehalte auf-
grund der Expression der Transgene geben sollte, wurden nur Einfach-Bestimmungen 
durchgeführt. Die ST2a-Expression wurde 6 Stunden nach Verwundung mittels Nort-
hern Blot-Analysen überprüft. 

Die Überexpression der AtST2a und der LeST2a konnte ebenso wie der antisense-Effekt 
bestätigt werden (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: Northern Blot-Analyse der Expression der AtST2a und 
LeST2a in ausgewählten transgenen Linien
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern, 6 Stunden nach Verwundung,
von ca. 6 Wochen alten Pflanzen (Primärtransformanten und WT
Lukullus als Negativ-Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg Gesamt-RNA
wurden eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Vollänge
At/LeST2a-DNA-Sonde. Als Beladungskontrolle diente die EtBr-
gefärbte rRNA. grün: 35S::AtST2a-sense; blau: LeST2a-antisense;
gelb: 35S::LeST2a-sense)

Abb. 3.26: Northern Blot-Analyse der Expression der AtST2a und LeST2a in ausgewählten  
transgenen Linien  
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern, 6 Stunden nach Verwundung, von ca. 6 Wochen alten 
Pflanzen (Primärtransformanten und WT Lukullus als Negativ-Kontrolle) isoliert. Jeweils 10 µg 
Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-At/LeST2a-
DNA-Sonde. Als Beladungskontrolle diente die EtBr-gefärbte rRNA. grün: 35S::AtST2a-sense; blau: 
35S::LeST2a-antisense; gelb: 35S::LeST2a-sense)

Alle Pflanzen, die die AtST2a überexprimierten, zeigten 6 Stunden nach Verwun-
dung eine Reduktion des 12-OH-JA-Gehaltes und eine drastische Erhöhung des  
12-HSO4-JA-Gehaltes gegenüber dem Wildtyp (Abb. 3.27). Demnach ist das Transgen 
funktional. Eine Veränderung der JA-Gehalte gegenüber dem Wildtyp konnte nicht 
beobachtet werden.
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Abb. 3.27: Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im 
Wildtyp Lukullus und ausgewählten 35S::AtST2a-sense-Pflanzen.
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2, 6 und 24
Stunden nach Verwundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der
verschiedenen Jasmonate bestimmt.)

Abb. 3.27:	Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im Wildtyp Lukullus und 
ausgewählten 35S::AtST2a-sense-Pflanzen.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2, 6 und 24 Stunden nach Ver-
wundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate bestimmt.)

Eine Verringerung des 12-OH-JA-Gehaltes in Bezug auf den Wildtyp erfolgte 6 Stun-
den nach Verwundung auch in den LeST2a-sense-Pflanzen (Abb. 3.28). Eine dramatische 
Zunahme der 12-HSO4-JA-Menge wie bei den AtST2a-sense-Pflanzen lässt sich nicht 
nachweisen. Lediglich die Linien G11-4, G73-1 und G33-3, die auch die stärkste LeST2a-
Überexpression aufwiesen, zeigten einen um das ca. 5-fache erhöhten 12-HSO4-JA-Ge-
halt. Dabei trat dies bei den ersten beiden Linien schon und nur im unverwundeten 
Zustand auf und bei der Linie G33-3 nur 24 Stunden nach Verwundung. Die LeST2a-
sense-Pflanzen zeigten gegenüber dem Wildtyp keine Veränderungen der JA-Gehalte.

Die Reduktion des Transkripts in den LeST2a-antisense-Pflanzen spiegelte sich im  
12-OH-JA- und 12-HSO4-JA-Gehalt nicht wieder (Abb. 3.29). Der antisense-Effekt konnte 
auf Ebene der Jasmonat-Werte nicht gezeigt werden. 
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Abb. 3.28:	Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im Wildtyp Lukullus und 
ausgewählten 35S::LeST2a-sense-Pflanzen.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2, 6 und 24 Stunden nach Ver-
wundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate bestimmt.)
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Stunden nach Verwundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der
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Abb. 3.29:	Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im Wildtyp Lukullus und 
ausgewählten 35S::LeST2a-antisense-Pflanzen.  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2, 6 und 24 Stunden nach Ver-
wundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate bestimmt.)
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Dieser Versuch sollte erste Hinweise bezüglich veränderter Jasmonat-Gehalte in den 
transgenen Pflanzen ergeben. Die untersuchten AtST2a-sense-Pflanzen und einige der 
LeST2a-sense-Pflanzen zeigten die aufgrund der Überexpression erwarteten Verän-
derungen, die LeST2a-antisense-Pflanzen hingegen nicht. Da es sich noch um Primär-
transformanten handelte, sind genauere Aussagen erst nach Untersuchung der Fol-
gegenerationen möglich. Die Überexpression bzw. der antisense-Effekt wurde in allen 
untersuchten Pflanzen nachgewiesen. Deshalb wurde Saatgut dieser Linien für weitere 
Analysen der nachfolgenden Generationen hinsichtlich Expression, Veränderungen der 
Jasmonat-Gehalte sowie des Phänotyps, gewonnen.

3.5	 Phänotypische Veränderung durch Überexpression der AtST2a  
und LeST2a in Tomate

Welche Auswirkungen eine Modulation des endogenen 12-OH-JA- bzw. 12-HSO4-JA-
Gehaltes durch Überexpression der AtST2a in sense- bzw. der LeST2a in sense- und  
antisense-Orientierung hat, sollte eine phänotypische Charakterisierung der transge-
nen Pflanzen der Generation T1 zeigen. Veränderungen des Phänotyps würden Rück-
schlüsse darüber erlauben, welche Prozesse durch 12-OH-JA beeinflusst werden. Die 
heterologe Überexpression der AtST2a in Tabak führte zu einer veränderten Blütenmor-
phologie (Varin et al. 2003). Deshalb wurde zum einen der Blütenphänotyp der transge-
nen Tomaten untersucht und zum anderen erfolgte eine genauere Analyse des Tabak-
Phänotyps bezogen auf eventuelle Ähnlichkeiten zu Tomate. Da der JA-Metabolismus 
in den transgenen Pflanzen verändert war, wurden weiterhin durch JA beeinflussbare 
Prozesse, wie Keimung, Wurzelwachstum und Wundantwort, untersucht. Zuvor wur-
den alle untersuchten Pflanzen auf Vorhandensein des Konstruktes und hinsichtlich 
der Expression der AtST2a bzw. LeST2a getestet. Des Weiteren wurde die Kopienzahl 
der einzelnen Linien bestimmt und analysiert, ob eine vermehrte bzw. verringerte Bil-
dung von 12-HSO4-JA vorlag.

3.5.1 Selektion der Generation T1

Alle ausgesäten bzw. für die Experimente verwendeten Pflanzen wurden zuerst per 
PCR auf die die Anwesenheit des Transgens getestet (vgl. 3.4.3.1). Nur positiv getestete 
Pflanzen wurden weiter verwendet. Negativ getestete Pflanzen dienten als Kontrolle, 
um auszuschließen, dass auftretende phänotypische Veränderungen durch Verände-
rungen des Genoms als Begleiterscheinung der eigentlichen Transformation hervorge-
rufen wurden.
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Die Überexpression bzw. der antisense-Effekt wurden per Northern Blot-Analyse bzw. 
qPCR überprüft. Die Überexpression der AtST2a und die der LeST2a konnte bestä-
tigt werden (Abb. 3.30). Der antisense-Effekt hingegen konnte in der Generation T1 der 
35S::LeST2a-antisense-Linien nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Im Folgenden 
sind deshalb nur die Ergebnisse der Untersuchungen der AtST2a-sense- und LeST2a-
sense-Pflanzen dargestellt.

AtST2a

WT

A12-3

D20-1

LeST2a

WT

G13-5

G73-1

Abb. 3.30: Northern Blot-Analyse der Expression der AtST2a und LeST2a in 6 Wildtyp Lukullus-
und je 14 transgenen Pflanzen der Generation T1
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern von ca. 6 Wochen alten Pflanzen isoliert. Jeweils 10 µg
Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Vollänge At/LeST2a-DNA-
Sonde. Als Beladungskontrolle diente die EtBr-gefärbte rRNA. 35S::AtST2a-sense: A12-3 und
D20-1; 35S::LeST2a-sense: G13-5 und G73-1)

Abb. 3.30:	Northern Blot-Analyse der Expression der AtST2a und LeST2a in 6 Wildtyp Lukullus- und  
je 14 transgenen Pflanzen der Generation T1  
(Es wurde Gesamt-RNA aus Blättern von ca. 6 Wochen alten Pflanzen isoliert. Jeweils 10 µg 
Gesamt-RNA wurden eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Volllänge-At/LeST2a-DNA-
Sonde. 35S::AtST2a-sense: A12-3 und D20-1; 35S::LeST2a-sense: G13-5 und G73-1)

3.5.2 Die Bestimmung der Kopienzahl

Die Anzahl der Insertionen der AtST2a-sense- bzw. LeST2a-sense-Konstrukte wurde 
durch die Untersuchung des Segregationsmusters der Pflanzen der Generation T1 be-
stimmt. Bei einer Kopie entspricht das Verhältnis transgen zu Wildtyp 4:1, bei zwei 
Kopien 16:1 und bei mehr als zwei Kopien ist die Wahrscheinlichkeit, dass keine Kopie 
vererbt wird, also nicht-transgene Pflanzen nachgewiesen werden können, annähernd 
null. Eine Ausnahme tritt auf, wenn zwei oder mehr Kopien auf demselben Chromo-
som nicht weit genug voneinander entfernt liegen und damit durch crossing-over wäh-
rend der Meiose nicht getrennt vererbt werden können.

Folgende Pflanzen, die auch für alle anderen Versuche eingesetzt wurden, wurden hin-
sichtlich der Kopienzahl analysiert:

35S::AtST2a-sense – A12-3, C18-1, D20-1 und D54-1
35S::LeST2a-sense – G11-4, G13-5, G33-3 und G73-1.
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Es wurde die Anzahl der keimenden Samen bestimmt, sowie die Anzahl der trans-
genen und nicht-transgenen Keimlinge. Die Ergebnisse sind für die einzelnen Linien 
in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Für alle Linien konnten unter den Keimlingen der 
Generation T1 nicht-transgene Pflanzen nachgewiesen werden. Es erfolgte eine Segre-
gation in Wildtyp- und transgene Pflanzen, was bedeutet, dass wahrscheinlich alle un-
tersuchten Linien maximal 2 Kopien des entsprechenden Konstruktes tragen. Unter 
den Samen der Pflanze C18-1 (AtST2a-sense) und G73-1 (LeST2a-sense) waren rund 5 % 
bis 8 % Wildtyp, was in etwa einer Aufspaltung von 16:1 und somit 2 Kopien entspricht. 
Unter den Nachkommen der Linie A12-3 waren 15 % Wildtyp-Pflanzen. Es könnte sich 
sowohl um eine als auch zwei Kopien handeln. Für die übrigen Linien lag der Anteil 
an Wildtyp-Pflanzen bei mindestens 21 %, womit höchstwahrscheinlich nur eine Kopie 
des Konstruktes im Genom vorhanden war.

Linie ausgesät gekeimt transgen Wildtyp Anteil Wildtyp (%)

A12-3 47 32 25 7 15
C18-1 95 38 30 8 8
D20-1 164 125 29 96 59
D54-1 107 86 59 27 25

G11-4 56 41 26 15 27
G13-5 80 50 35 15 19
G33-3 24 14 9 5 21
G73-1 56 35 32 3 5

Tab. 3.3: Segregationsanalyse transgener Pflanzen der Generation T1
(35S::AtST2a-sense: A12-3, C18-1, D20-1 und D54-1;
35S::LeST2a-sense: G11-4, G13-5, G33-3 und G73-1)

Tab. 3.3:	 Segregationsanalyse transgener Pflanzen der Generation T1 (35S::AtST2a-sense: A12-3, C18-1, D20-1 
und D54-1; 35S::LeST2a-sense: G11-4, G13-5, G33-3 und G73-1)

3.5.3 12-OH-JA und 12-HSO4-JA nach Verwundung

Bei Überexpression der AtST2a bzw. LeST2a sollten die 12-HSO4-JA-Gehalte erhöht 
und die 12-OH-JA-Gehalte reduziert sein. Es wurden die Gehalte von OPDA, JA,  
12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Verwundung im Tomatenblatt bestimmt. 
Die Nachkommen (T1) der folgenden Pflanzen wurden untersucht:

35S::AtST2a-sense – A12-3, D20-1 und D54-1
35S::LeST2a-sense – G13-5 und G73-1.

Die Jasmonat-Gehalte innerhalb der AtST2a- und LeST2a-sense-Pflanzen waren annä-
hernd gleich, weshalb nur die Ergebnisse für die Linien D20-1 und G13-5 in Abbildung 
3.31 dargestellt sind. Der OPDA-Gehalt war nach Verwundung in den transgenen Pflan-
zen im Vergleich zum Wildtyp nicht verändert (Daten nicht gezeigt). Im Grundzustand 
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waren die einzelnen Jasmonate in allen Linien, sowie im Wildtyp kaum nachweisbar. 
Nach Verwundung kam es zu einem transienten Anstieg der JA-Gehalte, der in den 
AtST2a-sense-Linien in etwa dem im Wildtyp entsprach und in den LeST2a-sense-Linien 
nur etwa halb so stark ausfiel. 24 Stunden nach Verwundung entsprach der JA-Gehalt 
in allen Pflanzen wieder dem Ausgangszustand vor Verwundung. Eine transiente Ak-
kumulation von 12-OH-JA konnte ebenfalls im Wildtyp und allen transgenen Linien 
nachgewiesen werden, wobei dieser in den transgenen Pflanzen schwächer ausfiel. 
Die 12-OH-JA-Gehalte entsprachen 6 Stunden nach Verwundung in den AtST2a-sense- 
Linien etwa einem Drittel und in den LeST2a-sense-Linien etwa der Hälfte des Wildtyp-
Gehaltes. Der Anstieg des 12-O-Gluc-JA-Gehaltes innerhalb von 24 Stunden nach Ver-
wundung war in den AtST2a-sense-Pflanzen nur etwa halb so groß wie im Wildtyp. 
Die Reduktion des 12-OH-JA- und 12-O-Gluc-JA-Gehaltes entsprach den Erwartungen 
nach Überexpression der AtST2a. Parallel dazu sollte eine Zunahme des 12-HSO4-JA-
Gehaltes gegenüber dem Wildtyp erfolgen. Dies konnte jedoch nur für die AtST2a-sen-
se-Pflanzen quantitativ sehr deutlich nachgewiesen werden. In diesen Pflanzen konnte 
mindestens 5mal mehr 12-HSO4-JA nach Verwundung nachgewiesen werden. Das nur 
geringe Vorkommen von 12-HSO4-JA in den AtST2a-sense-Pflanzen vor Verwundung 
macht die Substrat-Abhängigkeit der Sulfat-Generierung deutlich. In den LeST2a-sense-
Pflanzen konnte hingegen keine Zunahme der 12-HSO4-JA-Menge oder eine Redukti-
on der 12-O-Gluc-JA-Menge im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Ganz im 
Gegenteil konnte selbst nach Verwundung nur sehr wenig 12-HSO4-JA nachgewiesen 
werden. Mit weniger als 0.1 nmol pro Gramm Frischgewicht entsprach der Gehalt 6 
Stunden nach Verwundung nur etwa einem 20tel des Wildtyp-Gehaltes.

In den AtST2a-sense-Pflanzen waren erwartungsgemäß im Vergleich zum Wildtyp der 
12-OH-JA- und der 12-O-Gluc-JA-Gehalt reduziert und der 12-HSO4-JA-Gehalt drama-
tisch angestiegen. Da 12-HSO4-JA vor Verwundung kaum nachweisbar war und die 
Menge nach Verwundung den JA-Gehalt um das bis zu 20fache überstieg, stellt sich 
die Frage, wo der Ursprung für diese dramatische Zunahme liegt. Allein durch die 
Reduktion des 12-OH-JA und 12-O-Gluc-JA-Gehaltes kann dies nicht erklärt werden. 
Eine vermehrte AOC-Expression, die für eine verstärkte JA-Biosynthese sprechen wür-
de, konnte in den transgenen Pflanzen nicht nachgewiesen werden (vgl. 3.5.9). Die Re-
duktion anstelle der Zunahme des 12-HSO4-JA-Gehaltes in den LeST2a-sense-Pflanzen 
würde für eine post-translationale Regulation der LeST2a-Aktivität sprechen.



90

Ergebnisse

WT Lukullus
D20-1 (35S::AtST2a-sense)
G13-5 (35S::LeST2a-sense)

0,8

0,6

0,4

0,2

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

JA

2 h0 h 6 h 24 h

nach Verwundung

0,0

4

2

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

0
2 h0 h 6 h 24 h

nach Verwundung

12-OH-JA

4

2

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

0
2 h0 h 6 h 24 h

nach Verwundung

4

2

n
m

o
l/

 g
 F

ri
sc

h
g
ew

ic
h
t

0

6

10

12,5

15

17,5

2 h0 h 6 h 24 h

nach Verwundung

MW (n=2)

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

Abb. 3.31: Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im 
Wildtyp Lukullus und transgenen Pflanzen der Generation T1
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2, 6 und 24
Stunden nach Verwundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der
verschiedenen Jasmonate bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 unabhängigen
biologischen Proben)

Abb. 3.31:	Wund-induzierte Akkumulation von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im Wildtyp Lukullus und 
transgenen Pflanzen der Generation T1  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen wurden verwundet. 2, 6 und 24 Stunden nach 
Verwundung wurden die Blätter geerntet und die Gehalte der verschiedenen Jasmonate bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 unabhängigen biologischen Proben) 

                                                                                                           

3.5.4 Phänotypische Veränderungen der Infloreszenzen und Blüten

Erste Hinweise für einen Einfluss von 12-OH-JA auf die Blütenentwicklung ergaben 
Untersuchungen von transgenen Tabak-Pflanzen, die die AtST2a überexprimieren  
(Varin et al. 2003). Die Pflanzen wiesen eine veränderte Blütenmorphologie auf. Es soll-
te untersucht werden, ob die transgenen Tomaten-Pflanzen, die die AtST2a bzw. LeST2a 
überexprimierten, ebenfalls Veränderungen der Blütenmorphologie zeigen. Folgende 
Linien wurden untersucht:

35S::AtST2a-sense – A12-3, C18-1, C4-2, D20-1 und D54-1
35S::LeST2a-sense – G11-4, G13-5, G33-3 und G73-1.
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      Die Blütenzahl ist in den transgenen Pflanzen erhöht

Eine Veränderung der Blütenmorphologie wie beim Tabak konnte bei keiner der trans-
genen Tomaten-Pflanzen beobachtet werden. Die Morphologie aller Blütenorgane glich 
dem der Wildtyp-Blüten. Es trat jedoch eine auffällige Erhöhung der Anzahl der Blüten 
pro Infloreszenz auf. Deshalb wurde die Anzahl der Blüten der ersten, zweiten und 
dritten Infloreszenz bestimmt. 

Die Infloreszenzen der Wildtyp-Pflanzen bestanden im Durchschnitt aus 9 Blüten. Nur 
ca. ein Fünftel der beobachteten Pflanzen besaßen an einer oder mehreren Inflores-
zenzen 10 bis 13 Blüten. 13 oder mehr Blüten pro Infloreszenz konnte nur an 0,8 % der 
untersuchten Pflanzen festgestellt werden, wobei die maximale Blütenzahl bei 14 lag 
(Abb. 3.32 und 3.33). 
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Abb. 3.32: Die erhöhte Blütenzahl verschiedener 35S::AtST2a-sense-Linien
(Es wurde die Blütenzahl der 1., 2. und 3. Infloreszenz von Wildtyp Lukullus- und
transgenen Pflanzen bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Pflanzen
mit mehr als 13 Blüten pro Infloreszenz, sowie die durch One-Step-qPCR-Analysen
(vgl. M&M) bestimmte Transkript-Menge. Es handelt sich um Mittelwerte, sowie die
Standardabweichung aus ΔΔCt-Werten von mindestens 6 untersuchten Pflanzen.

Abb. 3.32:	Die erhöhte Blütenzahl verschiedener 35S::AtST2a-sense-Linien  
(Es wurde die Blütenzahl der 1., 2. und 3. Infloreszenz von Wildtyp Lukullus- und transgenen 
Pflanzen bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Pflanzen mit mehr als 13 Blüten pro 
Infloreszenz, sowie die durch One-Step-qPCR-Analysen bestimmte Transkript-Menge. Es handelt 
sich um Mittelwerte, sowie die Standardabweichung aus ΔΔCt-Werten von mindestens 6 unter-
suchten Pflanzen.)

Bei 3 von 5 untersuchten transgenen Linien, die die AtST2a überexprimierten, besaßen 
annähernd 100 % der Pflanzen an allen Infloreszenzen 13 oder mehr Blüten (Abb. 3.32). 
Dabei zeigten ca. 70 % der Pflanzen der Linie A12-3 und C18-1 und 100 % der Pflanzen 
der Linie D20-1 sogar mehr als 20 Blüten pro Infloreszenz (Daten nicht gezeigt). Die 
höchste Blütenzahl zeigte eine Pflanze der Linie D20-1 mit 188 Blüten an der ersten In-
floreszenz. Nur rund ein Fünftel der Pflanzen der Linie C4-2 hatten mehr als 13 Blüten 
pro Infloreszenz, wobei die Erhöhung der Blütenzahl erst an der zweiten und dritten 
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Infloreszenz zu beobachten war. Nur 2 % der Pflanzen der Linie D54-1 zeigten eine 
erhöhte Blütenzahl.
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Abb. 3.33: Die erhöhte Blütenzahl verschiedener 35S::LeST2a-sense-Linien
(Es wurde die Blütenzahl der 1., 2. und 3. Infloreszenz von Wildtyp Lukullus- und
transgenen Pflanzen bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Pflanzen
mit mehr als 13 Blüten pro Infloreszenz, sowie die durch One-Step-qPCR-Analysen
(vgl. M&M) bestimmte Transkript-Menge. Es handelt sich um Mittelwerte, sowie die
Standardabweichung aus ΔΔCt-Werten von mindestens 6 untersuchten Pflanzen.

Abb. 3.33:	Die erhöhte Blütenzahl verschiedener 35S::LeST2a-sense-Linien  
(Es wurde die Blütenzahl der 1., 2. und 3. Infloreszenz von Wildtyp Lukullus- und transgenen 
Pflanzen bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Pflanzen mit mehr als 13 Blüten pro 
Infloreszenz, sowie die durch One-Step-qPCR-Analysen bestimmte Transkript-Menge. Es handelt 
sich um Mittelwerte, sowie die Standardabweichung aus ΔΔCt-Werten von mindestens 6 unter-
suchten Pflanzen.

Unter den vier untersuchten transgenen Linien, die die LeST2a überexprimierten, be-
saßen annähernd 100 % der Pflanzen der Linie G13-5 13 oder mehr Blüten (Abb. 3.33). 
70 % der Pflanzen dieser Linie besaßen dabei mehr als 20 Blüten pro Infloreszenz, und 
die maximale Blütenzahl betrug 43 (Daten nicht gezeigt). Nur etwa ein Fünftel oder 
weniger Pflanzen der anderen untersuchten Linien wiesen eine erhöhte Blütenzahl auf, 
wobei auch hier dies hauptsächlich erst bei den späteren Infloreszenzen auftrat.

Das unterschiedliche Auftreten dieses Phänotyps, die erhöhte Blütenzahl, korrelierte 
nicht mit der Transkript-Menge des Transgens (Abb. 3.32 und 3.34). Die Transkript-Men-
ge wurde per qPCR bezogen auf den Wildtyp im unverwundeten Blatt bestimmt. Dar-
gestellt sind hier Mittelwerte aus ΔΔCt-Werten von mindestens 6 untersuchten Pflanzen. 
Die Linien D20-1 (erhöhte Blütenzahl) und D54-1 (unveränderte Blütenzahl) wiesen im 
Durchschnitt annähernd gleiche AtST2a-Transkript-Mengen auf. Auch bei den Linien, 
die die LeST2a überexprimierten, korrelierte die Transkript-Menge des Transgens nicht 
mit dem Auftreten des Phänotyps. Ganz im Gegenteil zeigte hier die Linie G13-5 einen 
Phänotyp, war aber die Linie mit der geringsten Transkript-Menge. 
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Die transgenen Pflanzen zeigen eine veränderte Infloreszenz-Architektur

Die Ursache für die erhöhte Blütenzahl der transgenen Pflanzen kann in der Archi-
tektur ihrer Infloreszenzen liegen. Wildtyp-Tomaten-Pflanzen besitzen determiniert, 
zymöse, monochasiale Infloreszenzen mit sieben bis neun Blüten (Sawhney & Greyson 
1972). In Wildtyp-Pflanzen schwillt das SAM beim Übergang vom vegetativen zum re-
produktiven Wachstum an und wandelt sich in ein Infloreszenzmeristem (IM) um. Das 
IM wiederum teilt sich in zwei Teile, wovon das eine zum Blütenmeristem (BM) um-
gewandelt wird und das andere als IM erhalten bleibt. Die Teilung des IM wiederholt 
sich zur Bildung jeder zusätzlichen Blüte, wodurch die Anordnung der Blüten einem 
Zick-Zack-Muster gleicht (Abb. 3.34). 

In den transgenen Pflanzen mit erhöhter Blütenzahl waren die Infloreszenzen stark 
verzweigt (Abb. 3.34). Der terminierte Charakter der Infloreszenzen ging verloren, was 
sich in einer z.T. extrem erhöhten Blütenzahl äußerte. Da die transgenen Pflanzen Inflo-
reszenzen ausbildeten, erfolgte die Initiierung des IM wahrscheinlich wie in Wildtyp-
Pflanzen. Die Architektur der transgenen Infloreszenzen ließ vermuten, dass bei der 
Teilung des IM statt eines IM und einem BM zwei IM entstehen. Dies würde letzt-
endlich in äußerst stark verzweigten Infloreszenzen resultieren (Abb. 3.34). Genaueren 
Aufschluss über die Identität der Meristeme könnten mikroskopische Untersuchungen 
liefern, die jedoch nicht mehr durchgeführt werden konnten. Die Blüten der transgenen 
Pflanzen waren fertil und es erfolgte die Frucht- und Samen-Bildung, wobei die Anzahl 
der Früchte pro Pflanze der des Wildtyps entsprach (Daten nicht gezeigt). Überzählige 
Blüten entwickelten keine Früchte und starben ab.

Neben der starken Verzweigung konnten bei rund 10 % der Pflanzen der Linie A12-3, 
C18-1, D20-1 und G13-5 auch andere auffällige morphologische Veränderungen der 
Infloreszenzen beobachtet werden. Es gab transgene Pflanzen, deren Infloreszenzen 
sowohl Blätter als auch Blüten enthielten (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren gab es 
Pflanzen deren verzweigte Infloreszenzen letztlich zu sympodialen Sprossen zurück-
gewandelt waren (Abb. 3.35). Vermutlich entstand im Laufe der Infloreszenzentwick-
lung ein axiales Meristem, das einen sympodialen Spross und dieser wiederum Inflo-
reszenzen ausbildete. Außerdem konnten blumenkohlartige, gestauchte Infloreszenzen 
beobachtet werden (Abb. 3.35). Alle Blüten dieser Infloreszenzen schienen aus einem 
Ansatzpunkt heraus entstanden zu sein. Möglcherweise kam es zu einer unkontrollier-
ten Proliferation von BM. Die Blüten dieser Infloreszenzen entwickelten sich nicht über 
das Knospen-Stadium hinaus. 
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D20-1-112

WT Lukullus

C18-1-11A12-3-15

D54-1-9

WT Lukullus 35S::AtST2a-sense/
35S::LeST2a-sense

Abb. 3.34: Infloreszenzen von Wildtyp Lukullus und 35S::AtST2a-sense-Pflanzen
(Generation T1)Abb. 3.34:	Infloreszenzen von Wildtyp Lukullus und 35S::AtST2a-sense-Pflanzen (Generation T1)
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A12-3-42C18-1-144

Abb. 3.34: Auffällige Infloreszenzen von 35S::AtST2a-sense-Pflanzen (Generation T1)
Abb. 3.35:	Auffällige Infloreszenzen von 35S::AtST2a-sense-Pflanzen (Generation T1)

      Die transgenen Pflanzen blühen später

In Tomaten-Pflanzen gehen morphologische Veränderungen von Infloreszenzen oft 
einher mit Verschiebungen des Blühzeitpunktes (vgl. Tab. 1.3). Der primäre Spross von 
Wildtyp-Pflanzen wird durch die erste Infloreszenz nach 6-16 Blättern terminiert. Die 
Anzahl der Blätter ist ein Maß für den Blühzeitpunkt.  Es wurde die Anzahl der Blätter 
(abzüglich Keimblätter) bis zur Ausbildung der ersten Infloreszenz sowohl des Wild-
typs Lukullus als auch der Überexpressionspflanzen bestimmt.

Der Wildtyp bildet die erste Infloreszenz nach durchschnittlich 10 Blättern (Abb. 3.36 
und 3.37). Für die die AtST2a überexprimierenden Linien A12-3, C18-1 und D20-1 konn-
te eine signifikante Erhöhung der Blattanzahl um zwei bis fünf Blätter nachgewiesen 
werden (Abb. 3.36). Der Blühzeitpunkt der Linien C4-2 und D54-1 war im Vergleich 
zum Wildtyp nicht verändert. Dabei gab es für die AtST2a-sense-Pflanzen einen Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten veränderter Infloreszenzen und dem verspäte-
ten Blühzeitpunkt. Nur Pflanzen, die vermehrt Blüten bildeten, zeigten einen späteren 
Blühzeitpunkt als der Wildtyp.

Auch für Pflanzen, die die LeST2a überexprimierten, konnte eine Veränderung des 
Blühzeitpunktes nachgewiesen werden (Abb. 3.37). Die Linien G11-4, G13-5 und G73-1 
zeigten eine signifikant erhöhte Blattanzahl um zwei bis vier Blätter. Der Blühzeitpunkt 
der Linie G33-3 war im Vergleich zum Wildtyp nicht verändert. Ein Zusammenhang 
zwischen dem Auftreten veränderter Infloreszenzen und dem Blühzeitpunkt, konnte 
nur insofern beobachtet werden, als dass die Linie G13-5, die die meisten veränderten 
Infloreszenzen aufwies, auch die höchste Blattanzahl besaß.
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Abb. 3.36: Blütenzahl, Blühzeitpunkt und Größe der Blütenorgane von Wildtyp Lukullus-
und 35S::AtST2a-sense-Pflanzen (T1)
(Blühzeitpunkt: Anzahl der Blätter (abzüglich Keimblätter) bis zur Ausbildung der
1. Infloreszenz; Die Länge der Blütenorgane wurde von wieder geschlossenen Blüten
der 2. Infloreszenz bestimmt.)

Abb. 3.36:	Blütenzahl, Blühzeitpunkt und Größe der Blütenorgane von Wildtyp Lukullus- und  
35S::AtST2a-sense-Pflanzen (T1)  
(Blühzeitpunkt: Anzahl der Blätter (abzüglich Keimblätter) bis zur Ausbildung der 1. Infloreszenz; 
Die Länge der Blütenorgane wurde von Blüten der 2. Infloreszenz während der Anthese bestimmt. 
KB - Kelchblätter; BB - Blütenblätter; SB - Staubblätter; St - Stempel)
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Abb. 3.37: Blütenzahl, Blühzeitpunkt und Größe der Blütenorgane von Wildtyp Lukullus-
und 35S::LeST2a-sense-Pflanzen (T1)
(Blühzeitpunkt: Anzahl der Blätter (abzüglich Keimblätter) bis zur Ausbildung der
1. Infloreszenz; Die Länge der Blütenorgane wurde von wieder geschlossenen Blüten
der 2. Infloreszenz bestimmt.)

Abb. 3.37:	Blütenzahl, Blühzeitpunkt und Größe der Blütenorgane von Wildtyp Lukullus- und  
35S::LeST2a-sense-Pflanzen (T1)  
(Blühzeitpunkt: Anzahl der Blätter (abzüglich Keimblätter) bis zur Ausbildung der 1. Infloreszenz; 
Die Länge der Blütenorgane wurde von Blüten der 2. Infloreszenz während der Anthese bestimmt. 
KB - Kelchblätter; BB - Blütenblätter; SB - Staubblätter; St - Stempel)
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Nicht nur die Anzahl der Blätter des primären Sprosses ist festgelegt,  sondern auch die 
Anzahl der Blätter der folgenden sog. sympodial units (SUs), das heißt die Anzahl der 
Blätter zwischen den einzelnen Infloreszenzen (vgl. 1.3.1). Es konnte jedoch kein Un-
terschied zum Wildtyp nachgewiesen werden. Alle untersuchten transgenen Pflanzen 
besaßen ebenso wie der Wildtyp SUs mit jeweils drei Blättern.

Die Größe der Blütenorgane der transgenen Pflanzen ist verändert
	
Im Gegensatz zum AtST2a-sense-Tabak konnten in den Tomaten-Pflanzen, die die  
AtST2a bzw. LeST2a überexprimierten, keine Umbildungen einzelner Blütenorgane be-
obachtet werden. Auffällig war jedoch, dass einzelne Organe der Blüten der transgenen 
Tomaten-Pflanzen viel kürzer erschienen. Es wurde die Länge der einzelnen Blütenor-
gane von Blüten der zweiten Infloreszenz während der Anthese bestimmt (Abb. 3.36 
und 3.37).

Die Kelchblätter: Die durchschnittliche Länge der Kelchblätter von Wildtyp-Blüten be-
trug 13,5 mm. Die Kelchblätter der Linien A12-3, C18-1 und D20-1 (AtST2a-sense) und 
der Linie G13-5 (LeST2a-sense) waren signifikant kürzer als die des Wildtyps. Keine 
signifikanten Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp zeigten die Linien C4-2 und 
D54-1 (AtST2a-sense) und die Linien G11-4, G33-3 und G73-1 (LeST2a-sense).

Die Blütenblätter: Die Blütenblätter der Wildtyp-Pflanzen waren im Durchschnitt  
18,1 mm lang. Die Kelchblätter der Linien C18-1 und D20-1 (AtST2a-sense) und die der 
Linien G13-5, G11-4 und G73-1 (LeST2a-sense) waren signifikant kürzer als die des Wild-
typs. Bei den Linien A12-3, C4-2 und D54-1 (AtST2a-sense) und der Linie G33-3 (LeST2a-
sense) glich die Länge der Blütenblätter der des Wildtyps.

Die Staubblätter: Die durchschnittliche Länge der Staubblätter von Wildtyp-Blüten be-
trug 10,4 mm. Die Linie A12-3 (AtST2a-sense) zeigte eine signifikante Zunahme der Län-
ge der Staubblätter, wohingegen die Staubblätter der Linien D20-1 und D54-1 (AtST2a-
sense) signifikant kürzer waren als die des Wildtyps. Bei den LeST2a-sense-Pflanzen 
zeigten nur die Linien G13-5 und G33-3 eine signifikante Veränderung der Länge der 
Staubblätter. Diese waren kürzer als die des Wildtyps. Keine signifikanten Veränderun-
gen im Vergleich zum Wildtyp zeigten die Linien C4-2 und C18-1 (AtST2a-sense) und 
die Linien G11-4 und G73-1 (LeST2a-sense).

Das Fruchtblatt: Die durchschnittliche Länge des Stempels von Wildtyp-Blüten betrug 
10,3 mm. Die Stempel aller untersuchten Linien waren signifikant kürzer als die des 
Wildtyps.
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Die Größe aller Blütenorgane war in den transgenen Pflanzen signifikant verändert. 
Dabei variieren jedoch das Ausmaß der Veränderung und Umfang der betroffenen Li-
nien. Mit Ausnahme der Länge des Fruchtblattes, das in allen Linien signifikant um ein 
bis zwei mm verkürzt war, traten Veränderungen der anderen Blütenorgane nicht in al-
len untersuchten Linien auf. Ein Zusammenhang mit einer erhöhten Blütenzahl ergab 
sich nur für die Verkürzung der Kelchblätter und des Stempels. Die Linien mit erhöhter 
Blütenzahl besaßen auch die kürzesten Kelchblätter und Stempel.

   Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die transgenen Pflanzen, die die AtST2a bzw. LeST2a 
überexprimierten, eine gegenüber dem Wildtyp veränderte Infloreszenz-Architektur 
aufwiesen. Die Infloreszenzen waren stark verzweigt und die Blütenanzahl dadurch 
erhöht. Des Weiteren blühten die transgenen Pflanzen später und die Größe der ein-
zelnen Blütenorgane war im Vergleich zum Wildtyp reduziert. Die Pflanzen, die laut 
PCR-Test nicht transgen waren, dienten als Kontrollen. In keiner dieser Kontroll-Pflan-
zen trat ein Phänotyp in Form veränderter Infloreszenzen, Blühzeitpunkte oder ver-
änderter Blütenorgan-Größen auf. Es kann ausgeschlossen werden, dass der Phänotyp 
durch Veränderungen des pflanzlichen Genoms als Begleiterscheinung der eigentli-
chen Transformation hervorgerufen wurde. Des Weiteren ist unwahrscheinlich, dass 
der Phänotyp durch den knock-out anderer Gene durch Insertion der T-DNA verursacht 
wurde, da der Phänotyp in 5 unabhängigen Linien auftrat. Auf Pflanzen die mit dem 
leeren Vektor transformiert wurden, wurde verzichtet, da mehrere unabhängige Lini-
en zur Verfügung standen und die segregierten Wildtyp-Pflanzen ebenfalls analysiert 
wurden. In der folgenden Generation (T2) konnte ebenfalls eine erhöhte Blütenzahl in 
den transgenen Pflanzen beobachtet werden. Das bedeutet, dass der Phänotyp stabil 
vererbt wird. Eine Charakterisierung der Generation T2 konnte allerdings im Rahmen 
dieser Arbeit nicht mehr erfolgen.

3.5.5	Veränderungen der Jasmonat-Gehalte in den transgenen  
Infloreszenzen

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob der beschriebene Phänotyp durch die Verände-
rung des 12-OH-JA-Gehaltes im Vergleich zum Wildtyp oder durch die Veränderung 
der Verhältnisse verschiedener Jasmonate hervorgerufen wurde, erfolgte die Bestim-
mung der Jasmonat-Gehalte in verschiedenen Pflanzenteilen. Es wurden die Gehalte 
von OPDA, JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in Knospen, den einzelnen 
Blütenteilen, sowie den Infloreszenz-Stielen der zweiten Infloreszenz und dem Stengel 
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zwischen der 2. Infloreszenz und dem darunter liegenden Blatt bestimmt. Die Bestim-
mung erfolgte jedoch nur in Wildtyp-Pflanzen und in drei Linien, die die AtST2a über-
exprimierten. Dabei wurden die Linien A12-3 und C18-1 als Linien mit starken phäno-
typischen Veränderungen ausgewählt und die Linie D54-1 mit schwach ausgeprägtem 
Phänotyp.

Im Wildtyp waren in den Stengeln, sowie in Infloreszenz- und Blütenstielen JA,  
12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA kaum nachweisbar (Abb. 3.38). OPDA ak-
kumulierte in den Infloreszenz-Stielen, den Blütenstielen, den Kelchblättern und im 
Stempel zu 0,5 bis 1 nmol pro Gramm Frischgewicht. In den Infloreszenz- und Blüten-
stielen war es damit die am stärksten vertretene Verbindung der untersuchten Okta-
dekanoide. JA war ausschließlich in den Knospen in größeren Mengen nachweisbar. 
Das meiste 12-OH-JA konnte in den Blütenblättern und Knospen nachgewiesen wer-
den. Das in allen Blütenteilen und den Knospen am stärksten vertretene Jasmonat war  
12-O-Gluc-JA. In den Knospen überstieg der 12-O-Gluc-JA-Gehalt den JA-Gehalt um 
rund das 10-fache, in den Blüten- und Staubblättern sogar um mehr als das 100-fa-
che. Dabei ist die Frage offen, ob 12-O-Gluc-JA dabei im Laufe der Blütenentwicklung 
akkumuliert und gespeichert wird. 12-HSO4-JA war kaum in einem der untersuchten 
Pflanzenteile nachweisbar. LeST2a-Transkript konnte im Gegensatz dazu in allen Blü-
tenteilen bis auf die Staubblätter nachgewiesen werden (vgl. 3.3.6).

In allen untersuchten transgenen Linien lag in allen untersuchten Pflanzenteilen 
der 12-HSO4-JA-Gehalt über dem des Wildtyps (Abb. 3.38). Die geringsten Mengen 
enthielten dabei die Stengel und Infloreszenz-Stiele. Eine dramatische Erhöhung des  
12-HSO4-JA-Gehaltes um das bis zu 2000-fache bezogen auf den Wildtyp konnte in 
den Blüten- und Staubblättern, sowie im Stempel und den Knospen gezeigt werden. 
Dies ging einher mit der Reduktion des 12-OH-JA- und des 12-O-Gluc-JA-Gehaltes. Der 
12-OH-JA-Gehalt in den Blütenblättern, dem Stempel und den Knospen entsprach nur 
noch einem Drittel bis der Hälfte des Wildtyp-Gehaltes. Der 12-O-Gluc-JA-Gehalt war 
im Vergleich zum Wildtyp auf mindestens ein zehntel reduziert. Dies allein kann je-
doch den hohen 12-HSO4-JA-Gehalt nicht erklären. Möglicherweise erfolgt die Akku-
mulation von 12-HSO4-JA im Laufe der Infloreszenz- und Blütenentwicklung. 
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Abb. 3.38: Jasmonat-Gehalte in verschiedenen Organen von Wildtyp Lukullus-
und 35S::AtST2a-sense-Pflanzen (T1)
(Die einzelnen Organe mehrerer Pflanzen wurden geerntet und es erfolgte eine
Einfachbestimmung der OPDA-, JA-, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA-
Gehalte.)

Abb. 3.38:	Jasmonat-Gehalte in verschiedenen Organen von Wildtyp Lukullus- und  
35S::AtST2a-sense-Pflanzen (T1)  
(Die einzelnen Organe mehrerer Pflanzen wurden geerntet und es erfolgte eine Einfachbestim-
mung der OPDA-, JA-, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA-Gehalte.)

Besonders interessant hinsichtlich einer Erklärung für das unterschiedliche Auftreten 
verzweigter Infloreszenzen in den einzelnen transgenen Linien waren Unterschiede in 
den Jasmonat-Gehalten der Linie A12-3 und C18-1 im Vergleich zum Wildtyp und D54-1. 
Ein solcher Unterschied konnte lediglich im JA-Gehalt der Blütenstiele und Kelchblätter 
festgestellt werden (Abb. 3.38). Der JA-Gehalt in den Linien A12-3 und C18-1 war rund 
10mal höher als in der Linie D54-1, deren JA-Gehalt dem Wildtyp entsprach. Es ist je-
doch unwahrscheinlich, dass Veränderungen des JA-Gehaltes im Blütenstiel oder den 
Kelchblättern die Infloreszenz-Architektur beeinflussen, da diese dann bereits ausge-
prägt ist.
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3.5.6 Die Expression verschiedener Meristemidentitätsgene in den  
transgenen Pflanzen

Die Infloreszenzen der transgenen Pflanzen ähneln den Infloreszenzen verschiedener 
Mutanten der Tomate (vgl. 1.3). Die Mutante coumpound inflorescence (s) zeigt ebenso 
stark verzweigte Infloreszenzen wie die Pflanzen, die die AtST2a bzw. LeST2a überex-
primierten (Quinet et al. 2006). Das betroffene Gen dieser Mutanten konnte allerdings 
noch nicht identifiziert werden. Die Infloreszenzen der Mutante falsiflora (fa) sind stark 
verzweigt und in ihrem Wachstum nicht terminiert (Molinero-Rosales et al. 1999). Bei-
de Mutanten sind gestört in der Kontrolle der Identität der BM. 

Gen Funktion Arabidospis-
Homolog Molekulare Natur Referenz (Bsp.)

LATERAL
SUPPRESSOR (LS)

Regulation der
LM-Bildung LAS VHIID-Protein

SELF PRUNING (SP1)
Regulation

vegetatives/reproduktives
Wachstum

TFL1 CETS-Genfamilie Pnueli et al. 1998

SP2G unbekannt unbekannt SP-Familie

Carmel-Goren et al. 2003

SP5G unbekannt unbekannt SP-Familie

Carmel-Goren et al. 2003

SP6A unbekannt unbekannt SP-Familie

Carmel-Goren et al. 2003

SP9G unbekannt unbekannt SP-Familie Carmel-Goren et al. 2003

SINGLE FLOWER
TRUSS (SFT)

Regulation
vegetatives/reproduktives

Wachstum
FT CETS-Genfamilie Lifschitz et al. 2006

JOINTLESS (J) Regulation der
IM-Identität MADS-box TF Mao et al. 2000;

Szymkowiak & Irish 2006

FALSIFLORA (FA)
Regulation

vegetatives/reproduktives
Wachstum

LEAFY TF Molinero-Rosales et al. 1999

BLIND (BL) Regulation der
LM-Bildung BLIND MYB-TF Schmitz et al. 2002

WUSCHEL (WUS) Regulation der Stammzell-
Aktivität in Meristemen WUSCHEL homeodomain protein Mayer et al. 1998;

Reinhardt et al. 2003

unbekannt

Schumacher et al. 1999

Tab. 3.4: Meristem-Identitätsgene, deren Expression per qPCR untersucht wurde
(TF = Transkriptionsfaktor; LM = Lateralmeristem; IM = Infloreszenz-Meristem)Tab. 3.4:	 Meristem-Identitätsgene, deren Expression per qPCR untersucht wurde  

(TF = Transkriptionsfaktor; LM = Lateralmeristem; IM = Infloreszenzmeristem)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von Genen untersucht, die an der Kon-
trolle der Identität verschiedener Meristeme beteiligt sind. Die untersuchten Gene und 
deren postulierte Funktion sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst. Die Untersuchung der 
Transkript-Menge erfolgte mittels qPCR in den Infloreszenz-Stielen, dem Blütenstiel, 
den einzelnen Blütenorganen und Knospen der zweiten Infloreszenz, sowie im Stengel 
zwischen der zweiten Infloreszenz und dem darunter befindlichen Blatt. Folgende Li-
nien wurden untersucht:

35S::AtST2a-sense – A12-3, C18-1 und D54-1
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Dabei zeigten die Linien A12-3 und C18-1 einen stark und die Linie D54-1 einen schwach 
ausgeprägten Phänotyp. Die Überexpression der AtST2a konnte in allen untersuchten 
Pflanzenteilen aller untersuchten Linien nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Die Expression der Gene J, SFT, SP2G und FA entsprach in den transgenen Pflanzen der 
im Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Ursächlich für die Ausprägung verzweigter Inflores-
zenzen sind wahrscheinlich nur Unterschiede in der Expression der Linien A12-3 und 
C18-1 im Vergleich zum Wildtyp und der Linie D54-1 auftreten. Für die untersuchten 
Gene SP1, WUS, BL, LS, SP5G, SP6A und SP9G konnten solche Unterschiede nicht nach-
gewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 

Eine Veränderung der Expression dieser Gene kann jedoch als Ursache für den Phäno-
typ nicht ausgeschlossen werden. Da Meristemidentitätsgene meist nur sehr schwach 
und lokal exprimiert werden, müsste die Expression direkt in den Meristemen per 
qPCR oder in situ-Hybridisierung untersucht werden. Dies konnte allerdings im Rah-
men dieser Arbeit nicht mehr erfolgen.

3.5.7 Die Keimung

JA inhibiert die Keimung (vgl. 3.2.2.1; Corbineau et al. 1988). Wie beschrieben sind  exo-
gen appliziertes 12-OH-JA und 12-HSO4-JA nicht aktiv bezogen auf die Hemmung der 
Keimung (vgl. 3.2.2.1). In den transgenen Pflanzen, die die AtST2a bzw. die LeST2a 
überexprimierten, waren die endogenen Jasmonat-Gehalte nach Verwundung verän-
dert (vgl. 3.5.3). Demzufolge stellte sich die Frage, ob sich dies auf die Keimung der 
transgenen Pflanzen auswirkt. 

Es wurden Samen von folgenden transgenen Linien sowohl auf MS-Medium als auch 
auf Erde ausgesät: 

35S::AtST2a-sense – A12-3 (nur auf Erde), C18-1, D20-1 und D54-1
35S::LeST2a-sense – G11-4, G13-5, G33-3 und G73-1.

Nach 14 Tagen wurde die Anzahl der gekeimten Samen ermittelt. Der Anteil gekeimter 
transgener Samen war im Vergleich zum Wildtyp für alle untersuchten Linien um min-
destens ein Drittel reduziert (Abb. 3.39). 

Eine Ursache für die verminderte Keimung könnte eine Veränderung der Jasmonat-
Gehalte in den transgenen Samen aufgrund der Überexpression sein. Dies könnte zum 
einen durch die Bestimmung der Jasmonat-Gehalte überprüft werden und zum an-
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deren durch Normalisierung durch exogene 12-OH-JA-Applikation, was im Rahmen 
dieser Arbeit jedoch nicht mehr erfolgen konnte.
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Abb. 3.39: Die Keimung von von Wildtyp Lukullus- und transgenen Samen (T1)
auf Erde und MS-Medium
(Samen wurden auf Erde ausgesät bzw. sterilisiert und auf MS-Medium ausgelegt.
Samen auf MS-Medium wurden anschließend 2 Tage im Dunkeln bei 4 °C, 3 Tage
im Dunkeln bei 23 °C und weiter im Dauerlicht bei 23 °C inkubiert. Nach insgesamt
14 Tagen wurde der Anteil gekeimter Samen bestimmt. Nachkommen der
Primärtransformante A12-3 konnte wegen des Mangels an Saatgut nicht auf
MS-Medium ausgesät werden.)

Abb. 3.39:	Die Keimung von Wildtyp Lukullus- und transgenen Samen (T1) auf Erde und MS-Medium  
(Samen wurden auf Erde ausgesät bzw. sterilisiert und auf MS-Medium ausgelegt. Samen auf 
MS-Medium wurden anschließend 2 Tage im Dunkeln bei 4 °C, 3 Tage im Dunkeln bei 23 °C und 
weiter im Dauerlicht bei 23 °C inkubiert. Nach insgesamt 14 Tagen wurde der Anteil gekeimter 
Samen bestimmt. Nachkommen der Primärtransformante A12-3 konnte wegen des Mangels an 
Saatgut nicht auf MS-Medium ausgesät werden.)

3.5.8 Wurzelwachstum

JA inhibiert das Wurzelwachstum (vgl. 3.2.2.2; Dathe et al. 1981; Staswick et al. 1992). 
12-OH-JA und 12-HSO4-JA haben exogen appliziert keinen Einfluss auf das Wurzel-
wachstum (vgl. 3.2.2.2). In der Wurzelspitze von Tomaten-Keimlingen (Wildtyp Lukul-
lus) konnten ca. 2 ng pro Gramm Frischgewicht JA nachgewiesen werden (Oka, persön-
liche Mitteilung). Der JA-Gehalt in der Wurzelspitze ist somit etwa doppelt so hoch wie 
im verwundeten Wildtyp-Blatt. Der 12-HSO4-JA-Level in der Wurzelspitze war in etwa 
genauso hoch wie der JA-Gehalt (Oka, persönliche Mitteilung). Die Überexpression der 
AtST2a bzw. LeST2a veränderte die Jasmonat-Gehalte. Es wurde untersucht, inwieweit 
sich dies in einer Veränderung des Wurzelwachstums äußert. Des Weiteren war inte-
ressant, ob die inhibierende Wirkung von exogen appliziertem JM in den transgenen 
Pflanzen schwächer ausfällt.
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Das Wurzelwachstum unbehandelter Keimlinge sowie bei Applikation von 5 und 
10 µM JM wurde bestimmt (vgl. 3.2.2.2). Die Nachkommen (T1) folgender Linien wur-
den untersucht:

35S::AtST2a-sense – D54-1;
35S::LeST2a-sense – G73-1.

Die Zunahme der Wurzellänge war in den transgenen Keimlingen signifikant erhöht 
(Abb. 3.40). Eine Erklärung dafür wäre eine Reduktion des JA-Gehaltes in der Wurzel-
spitze der transgenen Keimlinge. Bestimmungen der JA-Gehalte könnten dies bestäti-
gen, konnten aber nicht mehr durchgeführt werden.

Wildtyp
D54-1 (35S::AtST2a-sense)
G73-1 (35S::LeST2a-sense)
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Abb. 3.40: Das Wurzelwachstum und der Einfluss von JM auf das
Wurzelwachstum von Wildtyp Lukullus und transgenen Keimlingen (T1)
(Dargestellt ist das Wurzelwachstum (Zunahme der Wurzellänge zw.
Tag 4 und 6). Samen wurden auf MS-Medium ohne weitere Zusätze
ausgesät. Bei beginnender Keimung (ca. 1 mm sichtbare Wurzel) wurden
die Samen auf MS-Medium, das 0, 5 oder 10 µM JM enthielt, umgesetzt.
Dieser Zeitpunkt entspricht Tag 0. Die Wurzellänge wurde jeweils nach 2,
4, 6 und 8 Tagen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte, sowie die
Standardfehler (n>20). Sternchen markieren signifikante Unterschiede
- Scheffe-Test: p < 0.05)

Abb. 3.40:	Das Wurzelwachstum und der Einfluss von JM auf das Wurzelwachstum von  
Wildtyp Lukullus und transgenen Keimlingen (T1)  
(Dargestellt ist das Wurzelwachstum (Zunahme der Wurzellänge zw. Tag 4 und 6). Samen wurden 
auf MS-Medium ohne weitere Zusätze ausgesät. Bei beginnender Keimung (ca. 1 mm sichtbare 
Wurzel) wurden die Samen auf MS-Medium, das 0, 5 oder 10 µM JM enthielt, umgesetzt. Dieser 
Zeitpunkt entspricht Tag 0. Die Wurzellänge wurde jeweils nach 2, 4, 6 und 8 Tagen bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte, sowie die Standardfehler (n>20). Sternchen markieren signifikante 
Unterschiede - Scheffe-Test: p < 0.05)

Die exogene Applikation von JM hatte im verwendeten Konzentrationsbereich den glei-
chen inhibierenden Einfluss auf das Wurzelwachstum der transgenen Keimlinge wie 
auf den Wildtyp (Abb. 3.40). Die Untersuchungen müssten mit geringeren JM-Konzen-
trationen wiederholt werden.
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3.5.9 Die lokale Wundantwort

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass exogen applizier-
tes 12-OH-JA die Expression einiger JA- und wund-induzierbarer Gene reprimiert  
(vgl. 3.2.1). Die Applikation von 12-HSO4-JA hatte auf die Expression der untersuchten 
Gene keinen bzw. reprimierenden Einfluss (vgl. 3.2.1). Die sequentielle Umsetzung von 
JA zu 12-OH-JA und weiter zu 12-HSO4-JA nach Verwundung  (vgl. 3.1.1 und 3.1.2) 
könnte so ein Aufheben der Signalwirkung von JA in der Wundantwort bewirken. 
Deshalb wurde die Expression einiger wund-induzierbarer Gene nach Verwundung 
in den transgenen Pflanzen untersucht. Da sowohl der 12-OH-JA-Gehalt als auch der  
12-HSO4-JA-Gehalt in den transgenen Pflanzen verändert war (vgl. 3.5.3),  sollte dies 
zeigen, ob dies die Expression wund-induzierbarer Gene beeinflusst.

Es wurde die Expression ausgewählter Gene wie LeAOC, LePIN2, LeLAP und LeTD 2, 
6 und 24 Stunden nach Verwundung mittels qPCR untersucht. Die Nachkommen (T1) 
folgender Linien wurden verwendet:

35S::AtST2a-sense – A12-3 und D20-1;
35S::LeST2a-sense – G13-5 und G73-1.

Die Expression der LeAOC, einem JA-Biosynthese-Gen, verhielt sich nach Verwundung 
in den transgenen Pflanzen wie im Wildtyp (Abb. 3.41). Lediglich im Grundzustand ist 
in drei Linien die Expression leicht erniedrigt. Die Expression der Abwehrgene LePIN2, 
LeLAP und LeTD ist 2 Stunden nach Verwundung höher als im Wildtyp. 6 und 24 Stun-
den nach Verwundung entspricht die Expression dieser Gene der im Wildtyp, bis auf 
die Expression von LeLAP 24 Stunden nach Verwundung, die erhöht ist. 
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Abb. 3.41: qPCR-Analyse der Transkript-Akkumulation von LeAOC,
LePIN2, LeTD und LeLAP nach Verwundung in transgenen Pflanzen (T1)
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (transgene Pflanzen
und WT Lukullus als Kontrolle) wurden verwundet. Nach 2, 6 und 24
Stunden wurden die Blätter geerntet und Gesamt-RNA isoliert. 5 µg
Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Synthese eingesetzt und die PCR erfolgte
mit 20 ng cDNA als Template. Der ΔCt-Wert einer Probe für ein
bestimmtes Gen ergibt sich aus der Differenz des Ct-Wertes für
dieses Gen und dem Ct-Wert des Referenz-Gens LeEF1a. Der
dargestellte ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert der
transgenen Pflanze und dem ΔCt-Wert der entsprechenden Wildtyp-
Pflanze. Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 unabhängigen biologischen Proben
und je 2 technischen Replikaten.)

Abb. 3.41:	qPCR-Analyse der Transkript-Akkumulation von LeAOC, LePIN2, LeTD und LeLAP  
nach Verwundung in transgenen Pflanzen (T1)  
(Blätter von 6 Wochen alten Tomaten-Pflanzen (transgene Pflanzen und WT Lukullus als Kontrol-
le) wurden verwundet. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden die Blätter geerntet und Gesamt-RNA 
isoliert. 5 µg Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Synthese eingesetzt und die PCR erfolgte mit 20 ng 
cDNA als Template. Der ΔCt-Wert einer Probe für ein bestimmtes Gen ergibt sich aus der Diffe-
renz des Ct-Wertes für dieses Gen und dem Ct-Wert des Referenz-Gens LeEF1a. Der dargestellte 
ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert der transgenen Pflanze und dem ΔCt-Wert der 
entsprechenden Wildtyp-Pflanze. Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 unabhängigen biologischen 
Proben und je 2 technischen Replikaten.)

3.6	 Phänotypische Veränderungen durch Überexpression  
der AtST2a in Tabak 

Tabak-Pflanzen, die die AtST2a heterolog unter Kontrolle des 35S-Promotors exprimier-
ten, lagen zu Beginn dieser Arbeit vor (Varin et al. 2003). Die Pflanzen wiesen eine 
veränderte Blütenmorphologie auf (Abb. 3.42). Ihre Staubblätter glichen oft Blütenblät-
tern. Nicht zu Blütenblättern umgewandelte Staubblätter waren ebenfalls verändert. Sie 
waren kürzer als die des Wildtyps. Die Pflanzen waren trotz der morphologischen Ver-
änderungen der Staubblätter fertil und bildeten Samen.
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Blüte St SB Blüte St SB

WT SNN 35S::AtST2a-sense
(32-1)

Abb. 3.42: Die veränderte Morphologie der 35S::AtST2a-sense-Tabak-
Pflanzen
(St - Stempel; SB - Staubblätter)

Abb. 3.42:	Die veränderte Blüten-Morphologie der 35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen  
(St - Stempel; SB - Staubblätter) 

3.6.1 Die Jasmonat-Gehalte in den Blüten der 35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen

Ob ein Zusammenhang zwischen Veränderungen der Jasmonat-Gehalte und dem 
Phänotyp besteht, sollte eine Bestimmung der Jasmonat-Gehalte in den Blüten der 
transgenen Tabak-Pflanzen zeigen. Es wurden die Gehalte von OPDA, JA, 12-OH-JA,  
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in den Linien 7-7-1 und 32-1 sowie im Wildtyp SNN be-
stimmt.

In den einzelnen Blüten-Teilen des Wildtyps waren die Mengen und das Vorkommen 
der einzelnen Jasmonate in den verschiedenen Organen wie schon in Tomate sehr un-
terschiedlich (Abb. 3.43; vgl. 3.5.5). Das in allen Blütenteilen am häufigsten vorkommen-
de Jasmonat war wie in Tomate das 12-O-Gluc-JA. Der 12-O-Gluc-JA-Gehalt übertraf 
die Gehalte der anderen Jasmonate um ein Vielfaches, wobei die Staubblätter die größte 
Menge enthielten. Der höchste OPDA-Gehalt konnte im Gegensatz zu Tomate in den 
Staubblättern nachgewiesen werden und der höchste JA-Gehalt in den Blütenstielen. 
Der 12-OH-JA-Gehalt war am höchsten in den Staubblättern, er überstieg dabei den 
12-OH-JA-Gehalt in Tomate um das rund 15-fache. Im Gegensatz zu Tomaten-Blüten 
konnte in Tabak in den Blüten- und Staubblättern, sowie im Stempel 12-HSO4-JA in 
größeren Mengen nachgewiesen werde. Der 12-HSO4-JA-Gehalt war dort rund 10mal 
höher als in Tomate.
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Abb. 3.43: Jasmonat-Gehalte in verschiedenen Blüten-Teilen von Wildtyp SNN-
und 35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen
(Die einzelnen Organe mehrerer Pflanzen wurden geerntet und es erfolgte eine
Einfachbestimmung der OPDA-, JA-, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA-
Gehalte.)

Abb. 3.43:	Jasmonat-Gehalte in verschiedenen Blüten-Teilen von Wildtyp SNN- und  
35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen  
(Die einzelnen Organe mehrerer Pflanzen wurden geerntet und es erfolgte eine Einfachbestim-
mung der OPDA-, JA-, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA-Gehalte.)

Eine Veränderung der Gehalte von OPDA und JA konnte in den transgenen Tabak-
Pflanzen nicht beobachtet werden (Abb. 3.43). Der 12-HSO4-JA-Gehalt war erwartungs-
gemäß in allen Blütenteilen beider transgener Linien erhöht, um das ca. 15 bis 40-fache 
in den Kelch- und Staubblättern sowie im Stempel und um das ca. 80 bis 180-fache im 
Blütenstiel und den Blütenblättern. Des Weiteren konnte eine Reduktion des 12-OH-JA-
Gehaltes auf ca. ein Zwölftel des Wildtyp-Gehaltes in den Staubblättern nachgewiesen 
werden. Ebenso wie in den transgenen Tomaten-Pflanzen konnte auch im transgenen 
Tabak die Reduktion der 12-O-Gluc-JA-Gehalte nachgewiesen werden. Dabei war der 
12-O-Gluc-JA-Gehalt in der Linie 7-7-1 auf die Hälfte bis ein Drittel reduziert und in 
der Linie 32-1 um das 10 bis 25fache. Ursächlich für die Reduktion der 12-OH-JA- und  
12-O-Gluc-JA-Gehalte war vermutlich die vermehrte 12-HSO4-JA-Bildung in den trans-
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genen Tabak-Pflanzen. Der 12-HSO4-JA-Gehalt übertraf auch in den transgenen Tabak-
Blüten den Gehalt der anderen nachgewiesenen Jasmonate im Wildtyp. Es wäre vor-
stellbar, dass 12-HSO4-JA im Laufe der Blütenentwicklung akkumulierte. 

3.6.2 Die Expression einiger Blütenorgan-Identitätsgene in den  
transgenen Tabak-Blüten

Um zu überprüfen, ob die morphologischen Veränderungen der Staubblätter der 
transgenen Tabak-Pflanzen durch veränderte Expression der entsprechenden Organ-
Identitätsgene der Blüten verursacht werden, wurde die Transkript-Menge einiger die-
ser Gene in den verschiedenen Blütenteilen per qPCR bestimmt. Entsprechend dem 
ABC-Model (Jack 2004) der Blütenentwicklung wurden folgende Gene untersucht:  
DEFICIENS (NtDEF) und GLOBOSA (NtGLO) als Vertreter des Klasse B und  
AGAMOUS1 (NtNAG1) und PLENA36 (NtPLE36) als Vertreter der Klasse C (Hansen et 
al. 1993; Kempin et al. 1993; Davies et al. 1996). Gene der Klasse A definieren die Identität 
von Kelch- und Blütenblättern in den Wirteln 1 bzw. 2 und reprimieren die Aktivität 
der Gene der Klasse C in diesen Wirteln. Die Gene der Klasse B definieren die Identität 
der Blütenblätter im Wirtel 2 und die der Staubblätter im Wirtel 3. Die C-Klasse-Gene 
sind notwendig für die Bildung der Staubblätter im dritten Wirtel und des Fruchtblattes 
im vierten Wirtel, sowie für die Repression der A-Klasse-Gene in diesen Wirteln. Alle 
Gene werden in den Organen exprimiert, deren Identität sie bestimmen.

Für alle untersuchten Gene konnte nachgewiesen werden, dass sie in den Organen ex-
primiert werden, deren Identität sie festlegen (Daten nicht gezeigt). Die Überexpression 
der AtST2a in allen untersuchten Blütenteilen der beiden transgenen Linien 7-7-1 und 
32-1 belegte den transgenen Zustand auch für die Blüten (Abb. 3.44). Da beide transgene 
Linien veränderte Staubblätter zeigten, sollten Veränderungen in der Expression der 
Blütenorgan-Identitätsgene auch in beiden Linien auftreten. Des Weiteren sollten diese 
Veränderungen in den betroffen Organen, den Staubblättern, zu finden sein. Eine sol-
che Veränderung konnte nicht nachgewiesen werden. Es konnte hingegen eine  erhöhte 
GLO-Transkript-Menge in den Kelchblättern gezeigt werden. Dies würde allerdings laut 
ABC-Modell nicht zu veränderten Staubblättern, sondern eher zu Blütenblatt-ähnlichen 
Kelchblättern führen. Diese konnten jedoch in den transgenen Tabak-Pflanzen nicht be-
obachtet werden. Des Weiteren trat eine im Vergleich zum Wildtyp vermehrte PLE36-
Expression im Fruchtblatt auf. Da aber entsprechend des ABC-Modells, das Fruchtblatt 
der Ort ist, an dem die Expression von PLE36 stattfinden sollte, kann auch dies als Ur-
sache für die veränderten Staubblätter ausgeschlossen werden. Die Untersuchung der 
Transkript-Mengen der Organ-Identitätsgene der Blüten ergab keine Hinweise für die 
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Ursache der morphologischen Veränderungen der Staubblätter der transgenen Tabak-
Pflanzen.
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Abb. 3.44: qPCR-Analyse der Expression verschiedener Blüten-Organ-
Identitätsgenein den Blütenteilen von 35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen
(Die einzelnen Organe verschiedener Pflanzen wurden geerntet und
Gesamt-RNA isoliert. 5 µg Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Synthese
eingesetzt und die PCR erfolgte mit 20 ng cDNA als Template. Der ΔCt-
Wert einer Probe für ein bestimmtes Gen ergibt sich aus der Differenz
des Ct-Wertes für dieses Gen und dem Ct-Wert des Referenz-Gens NtRPS6.
Der dargestellte ΔΔCt-Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert der
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Abb. 3.44:	qPCR-Analyse der Expression verschiedener Blütenorgan-Identitätsgenein den Blütenteilen von 
35S::AtST2a-sense-Tabak-Pflanzen  
(Die einzelnen Organe verschiedener Pflanzen wurden geerntet und Gesamt-RNA isoliert. 5 µg 
Gesamt-RNA wurden zur cDNA-Synthese eingesetzt und die PCR erfolgte mit 20 ng cDNA als 
Template. Der ΔCt-Wert einer Probe für ein bestimmtes Gen ergibt sich aus der Differenz des 
Ct-Wertes für dieses Gen und dem Ct-Wert des Referenz-Gens NtRPS6. Der dargestellte ΔΔCt-
Wert ist die Differenz aus dem ΔCt-Wert der transgenen Pflanze und dem ΔCt-Wert der Wildtyp-
Pflanze.)
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Die Aufklärung der JA-Biosynthese gelang bereits vor mehr als 20 Jahren (Vick &  
Zimmermann 1983; Hamberg & Hughes 1988). Mit Hilfe verschiedener transgener Pflan-
zen und Mutanten mit gestörter JA-Biosynthese bzw. JA-Signaltransduktion konnte 
die Bedeutung der Jasmonate als essentielle Regulatoren der pflanzlichen Entwicklung 
und während der Reaktion auf biotischen und abiotischen Stress mehrfach belegt wer-
den (Turner et al. 2002; Howe 2004; Halitschke & Baldwin 2005). Die Wirkung von 
JA ist dabei verbunden mit umfangreichen Veränderungen der Genexpression, wobei 
bereits hunderte JA-regulierter und co-regulierter Gene identifiziert wurden (Devoto 
et al. 2005). Weit weniger ist jedoch bekannt über den Metabolismus von JA und die 
Funktion der entsprechenden Metabolite. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funk-
tion von 12-OH-JA untersucht, wobei verschiedene Strategien verfolgt wurden. Zum 
einen wurde die Generierung von 12-OH-JA und dessen Metaboliten 12-HSO4-JA und 
12-O-Gluc-JA untersucht sowie die Abhängigkeit der Bildung dieser Verbindungen 
von der JA-Biosynthese. Zum anderen wurde die biologische Aktivität dieser Verbin-
dungen während JA-vermittelter Prozesse mit Hilfe verschiedener Applikationsexperi-
mente analysiert. Der Hauptteil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Modulation des 
endogenen 12-OH-JA-Gehaltes durch verschiedene transgene Ansätze. Dafür wurden 
putative 12-OH-JA-STs aus Tomate identifiziert und charakterisiert. Es erfolgte die he-
terologe Überexpression der AtST2a sowie die Expression einer 12-OH-JA-ST (LeST2a) 
in sense- und antisense-Orientierung in Tomate. Phänotypische Veränderungen sollten 
Aufschluss über Prozesse geben, an denen 12-OH-JA beteiligt ist.

4.1	 Die Bildung von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA

12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA kommen in verschiedenen Organen unter-
schiedlicher Pflanzen vor (Miersch et al. im Druck). Die Mengen und Verhältnisse der 
einzelnen Metabolite variieren dabei äußerst stark und übersteigen den JA-Gehalt häu-
fig um ein Vielfaches. Daraus ergab sich zum einen die Frage nach der biologischen 
Aktivität dieser Verbindungen und zum anderen, ob ihre Bildung während JA-ver-
mittelter Prozesse, wie der Wundantwort, erfolgt. Eine wund-induzierte JA-Akkumu-
lation ist seit langem sowohl in Tomate als auch in Tabak bekannt und gut untersucht 
(Howe 2004; Halitschke & Baldwin 2005). Sie war der Ausgangspunkt für die hier erst-
mals beschriebene Akkumulation von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach 
Verwundung (vgl. Abb. 3.1 und 3.2). Die JA-Metabolite akkumulierten dabei zu weit-
aus größeren Mengen als JA selbst. In Tomate überstieg der 12-O-Gluc-JA-Gehalt den 
12-HSO4-JA-Gehalt um das dreifache, während in Tabak beide Metabolite zu ähnli-
chen Mengen akkumulierten. Dies spricht dafür, dass JA, das während der Wundant-
wort gebildet wurde, zunächst zu 12-OH-JA dann in Tomate vorwiegend weiter zu  
12-O-Gluc-JA, aber auch zu 12-HSO4-JA und in Tabak zu 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-
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JA gleichermaßen umgesetzt wurde. Die Veränderung der Jasmonat-Gehalte nach Ap-
plikation von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA deuten ebenfalls auf einen derartigen 
Umsatz hin. Nach Applikation von JM, konnten in Tomate und Tabak JA, 12-OH-JA 
und später auch 12-O-Gluc-JA in sehr großen Mengen detektiert werden (vgl. Abb. 3.3 
und 3.4). Nach Applikation von 12-OH-JA erfolgte vorwiegend die Akkumulation von  
12-O-Gluc-JA und der applizierten Substanz selbst, während nach 12-HSO4-JA-Appli-
kation nur 12-HSO4-JA selbst in erhöhter Menge nachgewiesen wurde. Dies spricht da-
für, dass es nicht gespalten wird.

Die Verwundungs- und Applikationsexperimente sprechen dafür, dass 12-OH-JA, 
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA aus JA gebildet werden. Es blieb jedoch die Frage offen, 
ob die Bildung von der JA-Biosynthese abhängig ist. Die fehlende Akkumulation dieser 
Verbindungen nach Verwundung verschiedener Mutanten und transgener Linien, die 
an verschiedenen Schritten der JA-Biosynthese gestört sind, deuten auf eine Abhängig-
keit hin (vgl. 3.1.3; Miersch et al. im Druck). Die Mutante spr2 besitzt aufgrund eines 
Defektes einer ω3-Fettsäure-Desaturase reduzierte α-LeA-Gehalte, die Ausgangsver-
bindung der JA-Biosynthese (Li et al. 2003). Die transgenen 35S::AOC-antisense-Pflan-
zen sind aufgrund der reduzierten AOC-Protein-Menge kaum in der Lage nach Ver-
wundung OPDA und JA zu bilden (Stenzel et al. 2003a). In beiden Pflanzen war eine 
Akkumulation von 12-OH-JA nach Verwundung im Gegensatz zum entsprechenden 
Wildtyp nicht bzw. nur vermindert nachweisbar (Miersch et al. im Druck). Dies spricht 
für eine Abhängigkeit der 12-OH-JA-Bildung von der Verfügbarkeit von α-LeA und der 
Biosynthese von OPDA und JA. Die Mutante acx1 ist in der Lage sowohl α-LeA als auch 
OPDA zu bilden, die weitere Umwandlung zu JA kann jedoch aufgrund eines Defektes 
des Enzyms ACX1 und somit gestörter Fettsäure-β-Oxidation nicht erfolgen (Li et al. 
2005). Die Verkürzung der Carbonsäure-Seitenkette der reduzierten OPDA durch die 
Enzyme der Fettsäure-β-Oxidation wurde mit Hilfe verschiedener Mutanten sowohl 
für Tomate als auch für Arabidopsis mehrfach belegt (Cruz Castillo et al. 2004; Afitl-
hile et al. 2005; Li et al. 2005; Delker et al. 2007). Nach Verwundung erfolgte in den acx1-
Mutanten ein Anstieg des OPDA-Gehaltes (vgl. Abb. 3.5). Dieser fiel jedoch vermutlich 
aufgrund des fehlenden positiven feedbacks durch JA geringer aus als im Wildtyp. Die 
positive feedback-Wirkung von JA auf die eigene Biosynthese ist ein oft diskutierter Re-
gulationsmechanismus der JA-Biosynthese. So ist die Expression der JA-Biosynthese-
Gene wie AOS und AOC durch JA induzierbar (Wasternack et al. 2006). Zudem werden 
die Promotoren von AOS und AOC durch JA-Applikation aktiviert (Kubigsteltig et al. 
1999; Stenzel persönliche Mitteilung) und die Arabidopsis-Mutante cev1, die konstitu-
tiv erhöhte JA-Level besitzt, zeigt vermehrte AOC-Expression (Ellis et al. 2002; Stenzel 
persönliche Mitteilung). Des Weiteren erfolgte nach Verwundung in den acx1-Pflanzen 
keine Akumulation von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA (vgl. Abb. 3.5). Dies 
zeigt, dass die Bildung dieser Metabolite nicht nur abhängig von der Verfügbarkeit des 
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Substrates α-LeA und der Bildung von OPDA ist, sondern eine vollständige JA-Biosyn-
these notwendig ist. Das Enzym, das die Hydroxylierung katalysiert, ist bislang nicht 
identifiziert worden. Somit war unklar, wann diese Hydroxylierung erfolgt. Vorstellbar 
wäre, dass bereits α-LeA hydroxyliert wird und weiter über den JA-Biosynthese-Weg 
umgesetzt wird. Dagegen spricht allerdings, dass die AOC 13-Hydroperoxid-Derivate 
nicht umsetzt (Ziegler et al. 1999). Somit wären weitere Enzyme für den Umsatz von 
hydroxylierter α-LeA notwendig. Dies kann anhand der vorliegenden Daten jedoch 
ausgeschlossen werden, da in den 35S::AOC-antisense-Pflanzen, sowie der Mutante acx1 
keine 12-OH-JA-Akkumulation nach Verwundung erfolgte (vgl. Abb. 3.5; Miersch et al. 
im Druck).

Die Verwundungsexperimente zeigten außerdem, dass nach Verwundung eine  
de novo-Synthese von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA erfolgt. So waren die-
se Verbindungen vor Verwundung kaum nachweisbar (vgl. Abb. 3.1 und 3.2). Erst 
nach wund-induzierter Bereitstellung von JA erfolgte die Akkumulation der JA-Me-
tabolite. Eine wund-induzierte Freisetzung der drei JA-Metabolite aus einem JA-Spei-
cher kann ausgeschlossen werden, da ihre Bildung in den spr2-, acx1- und 35S::AOC- 
antisense-Pflanzen nur minimal erfolgte (vgl. Abb. 3.5; Miersch et al. im Druck). Für eine 
de novo-Synthese  spricht ebenfalls, dass in den AtST2a-sense-Pflanzen, die vermehrt  
12-HSO4-JA bilden könnten, kaum 12-HSO4-JA im unverwundeten Blatt nachweisbar 
war (vgl. Abb. 3.31). 

Es blieb jedoch die Frage offen, was mit 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Verwun-
dung geschieht. Nach Applikation von 12-HSO4-JA konnte fast ausschließlich diese 
Verbindung detektiert werden, was dafür spricht, dass die Sulfatierung irreversibel ist 
(vgl. Abb. 3.3 und 3.4). Auch bei Einsatz von radioaktiv-markiertem 12-HSO4-JA erfolg-
te kein Umsatz zu JA, 12-OH-JA oder 12-O-Gluc-JA (Miersch persönliche Mitteilung). 
Des Weiteren wurde bislang keine entsprechende Sulfatase identifiziert. Für Applika-
tionsexperimente mit 12-O-Gluc-JA stand nicht ausreichend Substanz zur Verfügung, 
so dass für diese Verbindung die Frage nach einer eventuellen Deglukosylierung noch 
offen ist. Ein entsprechendes Enzym wurde bislang nicht identifiziert. 

Ein weiterer interessanter Aspekt der vorliegenden Daten ist die unterschiedliche Ak-
kumulation von 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA. Die 12-HSO4-JA- und 12-O-Gluc-JA-
Gehalte variieren in verschiedenen Organen unterschiedlicher Pflanzen sehr stark 
(Miersch et al. im Druck). Auch nach Verwundung akkumulierten beide Verbindun-
gen in unterschiedlichen Mengen und Verhältnissen in Tomate und Tabak. (Abb. 4.1). 
Selbst in den beiden Tomaten-Wildtypen Lukullus und Castlemart war das Verhältnis 
der Akkumulation beider Verbindungen verschieden (vgl. Abb. 3.1 und 3.5). Geht man 
davon aus, dass sowohl 12-HSO4-JA als auch 12-O-Gluc-JA durch Sulfatierung bzw. 



115

Diskussion

Glykosylierung aus 12-OH-JA gebildet werden, muss die Entscheidung über die Art der 
Metabolisierung reguliert sein. Auf mögliche Regulationsmechanismen, sowie die Be-
deutung der unterschiedlichen JA-Metabolit-Signaturen wird später noch ausführlicher 
eingegangen (vgl. 4.3.2 und 4.4).

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

Tomate - WT Lukullus Tabak - WT SNN

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

WT Lukullus ST2a-sense

Abb. 4.1: Die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA
in Tomate und Tabak

Abb. 4.4: Die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA
in Wildtyp-Pflanzen und die erwarteten Veränderungen in AtST2a-/LeST2a-sense-Pflanzen

Abb. 4.1:	 Die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in Tomate und Tabak

4.2	 Die Klonierung und Charakterisierung putativer  
12-OH-JA-STs aus Tomate

Für Hinweise auf Funktionen und Wirkungen der JA-Metabolite 12-OH-JA,  
12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA sollte der JA-Metabolismus mit Hilfe eines transge-
nen Ansatzes verändert  werden. Dies geschah durch Expression einer 12-OH-JA-ST  
(LeST2a) in sense- und antisense-Orientierung in Tomate. Hierfür erfolgte zunächst die 
Identifizierung und Charakterisierung solcher STs aus Tomate. Da bisher keine ST aus 
Tomate bekannt ist, wurde die EST-Suche auf Basis der AtST2a-AS-Sequenz durchge-
führt. Die Aktivität und Spezifität der AtST2a wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit 
gezeigt (Gidda et al. 2003). Es wurden sechs verschiedene ESTs identifiziert, die für pu-
tative STs in Tomate kodierten (vgl. Tab. 3.1). Die vollständige cDNA-Sequenz von 3 
dieser ESTs konnte isoliert werden. LeST2a und LeST6 konnten kloniert, in E.coli über-
exprimiert und hinsichtlich ihrer enzymatischen Aktivität überprüft werden. Diese 
beiden Proteine zeigten mit 44 % die höchste Homologie zur AtST2a-Sequenz (vgl. Tab. 
3.1 und 3.2).

Die Flavonol-3- und die Flavonol-4 -́ST aus Flaveria chloreafolia sind an einer klar defi-
nierten, sequentiellen Polysulfatierung beteiligt (Varin et al. 1992). Mit Hilfe dieser bei-
den Enzyme wurden bislang die meisten bekannten, funktionalen Motive pflanzlicher 
STs identifiziert. So wurden zum einen essentielle AS-Reste für die Cosubstrat-Bindung 
und den Katalyse-Mechanismus und zum anderen die Regionen, die die Spezifität für 
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das Akzeptor-Substrat bestimmen, identifiziert (Marsolais et al. 2000). Sowohl LeST2a 
als auch LeST6 enthielten alle charakteristischen AS-Reste für die PAPS-Bindung und 
den Katalyse-Mechanismus (vgl. Abb. 3.11), was für die Funktion als ST notwendig 
ist. Des Weiteren besaßen LeST2a- und LeST6-Sequenzen so wie die meisten putativen 
STs aus Arabidopsis (Klein & Papenbrock 2004) keine Introns. Ein Signal-Peptid konn-
te ebenfalls nicht vorhergesagt werden. Die LeST2a und LeST6 gehören somit höchst-
wahrscheinlich zur Gruppe der löslichen STs und sind im Cytosol lokalisiert. Genau-
ere Aussagen über die intrazelluläre Lokalisaton der LeST2a und LeST6 sind jedoch 
erst nach immunzytologischen Untersuchungen möglich. Die AtST2a und alle anderen 
charakterisierten und putativen STs in Arabidopsis zählen auch zu den löslichen STs 
(Klein & Papenbrock 2004). Die einzig bisher identifizierte membran-gebundene ST-Ak-
tivität in Pflanzen ist eine Tyrosylprotein-ST-Aktivität (Hanai et al. 2000). In isolierten 
microsomalen Membranfraktionen von Reis, Spargel und Karotte konnte eine solche 
Aktivität nachgewiesen werden. Die Expression der LeST2a und LeST6 war als einzige 
der 6 identifizierten ESTs ebenso wie die der AtST2a deutlich durch Verwundung, JM- 
oder 12-OH-JA-Applikation induzierbar (vgl. Abb. 3.18; Gidda et al. 2003). 

Endgültig belegt werden konnte eine Funktion als 12-OH-JA-ST jedoch nur durch den 
Nachweis der enzymatischen Aktivität. Nach Adaption eines Testsystems für tierische 
STs nach Burkhart & Wong (1999) gelang schließlich der Nachweis für den Umsatz von 
12-OH-JA zu 12-HSO4-JA durch die LeST2a und die LeST6 (vgl. Abb. 3.16). Da jedoch 
keine weiteren Substrate getestet werden konnten und die Bestimmung enzymatischer 
Parameter ebenfalls nicht mehr erfolgte, kann der Umsatz weiterer Verbindungen nicht 
ausgeschlossen werden. Bisher konnten neben 12-OH-JA, Flavonole, Brassionosteroide, 
Cholin, Gallussäure-Glukosid und Desulfo-Glucosinolate als Substrate für pflanzliche 
STs identifiziert werden (Varin et al. 1992; Rouleau et al. 1999; Marsolais et al. 2007; 
Piotrowski et al. 2004; Rivoal & Hansen 1994; Varin et al. 1997; Gidda et al. 2003). Dabei 
wurden in Pflanzen STs charakterisiert, die ein sehr breites Substratspektrum aufwei-
sen, z.B. die  beiden STs BNST3 und 4 aus B. napus (Marsolais et al. 2004). Die AtST2a 
aus Arabidopsis sulfatiert hingegen spezifisch 11- und 12-OH-JA (Gidda et al. 2003). 
Die Existenz weiterer 12-OH-JA-STs in Tomate kann nicht ausgeschlossen werden. In 
Arabidopsis wurde bislang nur eine 12-OH-JA-ST charakterisiert (AtST2a; Gidda et al. 
2003). Von den 18 im Genom vorhandenen STs wurden allerdings erst 7 hinsichtlich 
ihrer Substratspezifität untersucht (vgl. Tab. 1.1), so dass auch in Arabidopsis andere 
12-OH-JA-STs vorstellbar wären.
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4.2.1	Die Expression der LeST2a und LeST6

Die Expression der LeST2a und der LeST6 war durch Verwundung, JM und  
12-OH-JA induzierbar (vgl. Abb. 3.17 und 3.18). Auch Gene des JA-Biosyntheseweges 
wie z.B. AOC, AOS und OPR3 und Gene des JA-Metabolismus, wie JMT sind durch Ver-
wundung oder JM induzierbar (Wasternack et al. 2006; Seo et al. 2001). Auf der anderen 
Seite ist die Expression von JAR1, ein weiteres Gen des JA-Metabolismus in Arabidopsis 
nicht durch JM induzierbar (Staswick & Tiryaki 2004). Die Expression der LeST2a und 
LeST6 nach Verwundung ermöglicht, unter der Voraussetzung, dass sie zur Bildung 
aktiver Enzyme führt, die Generierung von 12-HSO4-JA aus 12-OH-JA. Dies kann in 
Anbetracht der Expressionsdaten JA- und wund-induzierbarer Gene nach Applikation 
von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA zu einem Abschalten der JA- und 12-OH-JA Wir-
kung nach Verwundung führen, worauf später noch ausführlicher eingegangen wird 
(vgl. 4.3.1).

Die Expression der LeST2a und LeST6 ist von COI1 abhängig (vgl. Abb. 3.19). In der To-
maten-Mutante jai1, die einen Defekt im JAI1-Gen, dem Tomaten-Homologen zu COI1 
aus Arabidopsis, besitzt (Li et al. 2004a), konnte die Expression der LeST2a nicht durch 
Applikation von JM oder 12-OH-JA induziert werden (vgl. Abb. 3.19). In Arabidopsis 
werden rund 82 % der 212 JA-induzierbaren und 44 % der 153 wund-induzierbaren 
Gene COI1-abhängig exprimiert (Devoto et al. 2005), was die Bedeutung von COI1 für 
die JA-Signaltransduktion demonstriert. In Tomate wurden 37 JM-induzierbare Gene 
identifiziert, wobei die JM-induzierbare Expression aller Gene abhängig ist von JAI1 
(Li et al. 2004a). Zu diesen Genen gehören u.a. Abwehrgene, wie PIN2 oder LAP, sowie 
die JA-Biosynthese-Gene. Dies belegt die Abhängigkeit der JA-Biosynthese und –Sig-
naltransduktion von COI1 auch in Tomate. Die Abhängigkeit der LeST2a/6-Expression 
weist außerdem auf die Bedeutung von COI1 für die Regulation des JA-Metabolismus 
hin.

Die Expression der LeST2a und LeST6 erfolgt organspezifisch (vgl. Abb. 3.20). So konnte 
Transkript in der Wurzelspitze, im Keimling, den Knospen, offenen Blüten, im Blü-
tenstil, Kelchblättern und dem Stempel per Northern Blot-Analyse nachgewiesen wer-
den, wobei zwischen LeST2a- und LeST6-Transkript nicht unterschieden werden konn-
te (vgl. Abb. 3.20). Differenzierte Transkriptanalysen der einzelnen Blütenorgane per 
qPCR, wobei die Unterscheidung von LeST2a- und LeST6-Transkript möglich war, zeig-
ten, dass LeST2a in allen Blütenorganen außer den Staubblättern stark und die LeST6 
in allen Blütenteilen nur sehr schwach exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). Eine 
LeST2a/6-Expression im Stengel, in der gesamten Wurzel oder im unverwundeten Blatt 
war nicht nachweisbar. Während die nicht nachweisbare Expression der LeST2a/6 im 
Blatt mit dem dort kaum nachweisbaren 12-HSO4-JA-Gehalt korrelierte (vgl. Abb. 3.1 
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und 3.20), war interessanterweise trotz starker Expression der LeST2a in den Blüten 
dort kaum 12-HSO4-JA nachweisbar (vgl. Abb. 3.20 und 3.38). Sowohl 12-OH-JA und vor 
allem 12-O-Gluc-JA konnten in den Blüten nachgewiesen werden, was dafür spricht, 
dass der geringe 12-HSO4-JA-Gehalt nicht aus einem Mangel an Substrat resultiert. Eine 
post-translationale Modifikation der Enzymaktivität der LeST2a wäre eine Erklärung 
und wird später ausführlich besprochen (vgl. 4.2.2). Unterschiedliche Regulationsme-
chanismen in Blatt und Blüte von Tomate konnten bereits für die JA-Biosynthese mit 
Hilfe von AOC-Überexpressionspflanzen gezeigt werden (Miersch et al. 2004). So konn-
ten in diesen Pflanzen keine erhöhten JA-Level im unverwundeten Blatt nachgewiesen 
werden. Erst nach Verwundung wurde vermehrt JA generiert. Auf der anderen Seite 
zeigten die 35S::AOC-sense-Pflanzen konstitutiv erhöhte JA-, OPDA-, dinor-OPDA-, JM 
und OPDAME-Level in verschiedenen Blütenorganen.

In allen untersuchten Organen, in denen die Expression der LeST2a/6 erfolgte, konnte 
auch die Expression der AOC bzw. eine Aktivität des AOC-Promotors nachgewiesen 
werden (Hause et al. 2000; Stenzel persönliche Mitteilung). So wird in der Wurzelspit-
ze sowohl die AOC als auch die LeST2a/6 exprimiert (vgl. Abb. 3.20; Hause et al. 2000). 
Auch AOC-Protein wurde in der Wurzel nachgewiesen (Hause et al. 2000). Dies kor-
reliert mit dem Nachweis von JA und 12-HSO4-JA in erheblichen Mengen von bis zu  
2 nmol pro Gramm Frischgewicht in der Wurzel (Oka persönliche Mitteilung). Die inhi-
bierende Wirkung von JA auf das Wurzelwachstum ist seit langem bekannt und wird 
durch das JA-Metabolit JA-Ile vermittelt (Staswick et al. 1992; Staswick & Tiryaki 2004). 
Im Gegensatz dazu haben 12-OH-JA und 12-HSO4-JA keinen Einfluss auf das Wurzel-
wachstum (vgl. Abb. 3.9). Somit würde die Expression der LeST2a/6 die Möglichkeit bie-
ten der inhibierenden Wirkung von JA durch Metabolisierung zu 12-OH-JA und weiter 
zu 12-HSO4-JA, anstelle von JA-Ile, entgegenzuwirken.

Jasmonate sind ebenfalls an der Blütenentwicklung beteiligt. Auch in den Blüten findet 
sowohl die Expression der AOC als auch der LeST2a statt (vgl. Abb. 3.20). In Arabi-
dopsis werden Jasmonate für die Pollenentwicklung, die Filamentelongation und die 
Antherendehiszenz benötigt (Stintzi & Browse 2000; Park et al. 2002; von Malek et al. 
2002). Entsprechend sind Jasmonat-defiziente oder –insensitive Arabidopsis-Mutanten, 
wie coi1, männlich steril (Xie et al. 1998). Die JA-insensitive Tomaten-Mutante jai1 ist 
hingegen weiblich steril (Li et al. 2004a). Dies bestätigt zum einen die Bedeutung von 
JA für die Blütenentwicklung und zeigt zum anderen, dass homologe Komponenten 
des JA-Signalweges in verschiedenen Pflanzen erhebliche Unterschiede im Bereich ih-
rer biologischen Wirkung aufweisen können. Die einzelnen Blütenorgane von Tomate 
zeigen distinkte Oxylipin- und Jasmonat-Signaturen und mehrere JA-responsive Gene 
werden in den Blüten exprimiert (vgl. 3.6.6; Hause et al. 2000). In den Blütenorganen 
konnte kaum 12-HSO4-JA nachgewiesen werden, dafür auffällig hohe 12-O-Gluc-JA-
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Gehalte (vgl. Abb. 3.38). Die Frage nach der Bedeutung der Expression der LeST2a in 
den einzelnen Blütenorganen bleibt bislang unbeantwortet. Auf die Bedeutung des JA-
Metabolismus für die Infloreszenz- bzw. Blütenentwicklung wird später näher einge-
gangen (vgl. 4.3.2.2).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die organspezifische Metabolisierung 
von JA mittels organspezifischer Expression der LeST2a und LeST6 eine Spezialisierung 
des JA-Signals bedeuten kann. Die unterschiedliche Expression der LeST2a und LeST6 
kann dabei ebenfalls zur Regulation beitragen.

4.2.2	Post-transkriptionale und post-translationale Regulation  
der LeST2a und LeST6

Post-transkriptionale und post-translationale Modifikationen sind wichtige regulato-
rische Elemente zur Kontrolle der Biosynthese und der Signaltransduktion von Phy-
tohormonen. Dabei spielt die Regulation der Transkript-Menge durch miRNAs oder 
endogene siRNAs eine wichtige Rolle. Dies ist bereits für die Regulation der Biosyn-
these und der Signaltransduktion des Auxins belegt (Guo et al. 2005; Mallory et al. 
2005). Es kann angenommen werden, dass dieses Regulationsprinzip auch in Signal-
wegen anderer Phytohormone von Bedeutung ist. Bislang wurden jedoch keine nie-
dermolekularen RNAs identifiziert, die an der Regulation der JA-Biosynthese oder der 
JA-Signaltransduktion beteiligt sind. Post-translationale Modifikationen wie Phospho-
rylierungen und Dephosphorylierungen sind hingegen essentiell für die Induktion der 
JA-Biosynthese und –Signaltransduktion (Rojo et al. 1998; Menke et al. 1999; Seo et al. 
1999). Sowohl die LeST2a als auch die LeST6 weisen putative Phosphorylierungsstel-
len auf (vgl. 3.3.3). Ob diese funktional sind, ist noch unklar. Eine weitere Möglichkeit 
zur post-translationalen Kontrolle der Enzymaktivität ist die Bildung von Oligomeren. 
Die Kristallstrukturen der OPR3 und AOC2 aus Arabidopsis legen nahe, dass diese 
Enzyme Dimere bzw. Trimere bilden (Breithaupt et al. 2006; Hofmann et al. 2006). Die 
OPR3 wird durch Homodimerisierung vermutlich inaktiviert (Breithaupt et al. 2006). 
Die Bedeutung der Trimerisierung der AOC hinsichtlich der Aktivität ist noch unklar. 
Da in Arabidopsis vier AOCs identifiziert wurden, ist es möglich, dass die Aktivität 
auch durch Heterotrimerisierung beeinflusst werden kann. Die AS-Sequenzen der  
LeST2a und LeST6 enthalten ein putatives Dimerisierungsmotiv (vgl. Abb. 3.11), das bis 
auf eine AS dem Dimerisierungsmotiv KTVE tierischer STs entspricht (Petrotchenko 
et al. 2001). Glutaminsäure ist gegen Asparaginsäure ausgetauscht. Da es sich dabei um 
einen konservierten AS-Austausch handelt, wäre eine Funktionalität des Dimerisie-
rungsmotives vorstellbar. Die notwendige Ausbildung der Wasserstoffbrückenbindun-
gen und der ionischen Wechselwirkungen wären möglich. Die tatsächliche Funktiona-
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lität konnte jedoch nicht mehr überprüft werden. Bisher konnte in keiner publizierten 
pflanzlichen ST ein Dimerisierungsmotiv identifiziert werden (Klein & Papenbrock 
2004). Alle bisher charakterisierten pflanzlichen STs sind als Monomere aktiv. Im Ge-
gensatz dazu sind tierische STs als Monomere, Homodimere und Heterodimere aktiv 
(Weinshilboum et al. 1997). Das Vorhandensein eines putativen Dimerisierungsmotives 
in der LeST2a- und LeST6-Sequenz könnte die  Homo- oder Heterodimerisierung er-
möglichen, was zur Regulation der enzymatischen Aktivität beitragen würde.

Für eine post-translationale Modifikation der Aktivität der LeST2a spricht die unter-
schiedliche Akkumulation von 12-HSO4-JA trotz ähnlicher Expression der LeST2a. In 
Blüten erfolgte die Expression der LeST2a, 12-HSO4-JA konnte jedoch kaum nachge-
wiesen werden (vgl. Abb. 3.20 und 3.38). Da die LeST6 in den Blüten kaum exprimiert 
wird (Daten nicht gezeigt), wäre möglich, dass eine 12-OH-JA-ST-Aktivität erst durch 
Heterodimerisierung erreicht wird. Dagegen spricht, dass der Nachweis der Aktivität 
der LeST2a und LeST6 in vitro jeweils einzeln möglich war (vgl. Abb. 3.16). Ob dabei 
eine Homodimerisierung erfolgte ist nicht bekannt. Des Weiteren spricht für eine post-
translationale Kontrolle der LeST2a-Aktivität die unterschiedlichen 12-HSO4-JA-Gehalt 
in den transgenen Tomatenpflanzen, die die LeST2a bzw. AtST2a überexprimierten, 
worauf später näher eingegangen werden soll (vgl. 4.3.2.1). Eindeutige Aussagen über 
post-translationale Modifikationen und mögliche Dimerisierungen sind jedoch erst 
nach Nachweis des LeST2a-Proteins in vivo und nach Untersuchung der Funktionalität 
der putativen Dimerisierungsmotive und Phosphorylierungsstellen möglich.

4.3	 Die Bedeutung des JA-Metabolismus

4.3.1	Die biologische Aktivität von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA  
und 12-O-Gluc-JA

Nachdem das Vorkommen und die Akkumulation von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 
12-O-Gluc-JA nach Verwundung gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage nach der 
Bedeutung dieser JA-Metabolite. Dabei sind verschiedene Möglichkeiten vorstellbar: 
Es handelt sich um (i) Speicher- oder Transportformen von JA, (ii) inaktive Metabolite 
oder (iii) aktive Metabolite. Eine Kombination aller drei Möglichkeiten wäre ebenfalls 
vorstellbar. Ebenso wäre denkbar, dass die einzelnen Metabolite in unterschiedlichen 
Pflanzen verschiedene Funktionen besitzen. Sie konnten in erheblich unterschiedlichen 
Mengen in verschiedenen Pflanzen und Organen nachgewiesen werden (Miersch et 
al. im Druck). Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass sie ebenso wie JA-Ile und cis-
Jasmon innerhalb einer Pflanze nur bei bestimmten JA-vermittelten Prozessen wirksam 
sind (Staswick et al. 2002; Birkett et al. 2000; Halitschke & Baldwin 2005). JAR1 kata-
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lysiert die Konjugation von JA mit der AS Ile (Staswick & Tiryaki 2004). Die Mutante 
jar1 zeigt reduzierte JA-Ile-Mengen und hinsichtlich des Wurzelwachstums und der 
Expression mehrerer JA-responsiver Gene einen JA-insensitiven Phänotyp (Staswick et 
al. 1992; Staswick & Tiryaki 2004). Sie ist jedoch im Gegensatz zu JA-Biosynthese-Mutan-
ten wie opr3 oder der JA-insensitiven Mutante coi1 nicht männlich steril. Außerdem ist 
vorstellbar, dass 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nur in bestimmten Organen 
biologisch aktiv sind, weil die entsprechenden Signalwege, inklusive möglicher, spezi-
fischer Rezeptoren, nur dort vorhanden sind.

Erste Hinweise auf eine Wirkung von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA sollten Applikations-
experimente liefern. JA inhibiert die Keimung und das Wurzelwachstum (Corbineau 
et al. 1988; Dathe et al. 1981; Staswick et al. 1992). Interessanterweise hatten 12-OH-JA 
und 12-HSO4-JA exogen appliziert keinen Einfluss auf die Keimung oder das Wurzel-
wachstum (vgl. Abb. 3.8 und 3.9). Bezogen auf diese beiden Prozesse sind 12-OH-JA 
und 12-HSO4-JA biologisch inaktiv, so dass die Metabolisierung von JA eine Möglich-
keit zur Inaktivierung des JA-Signals bieten könnte. Andererseits konnte die Induk-
tion der Knollenbildung der Kartoffel durch 12-OH-JA belegt werden (Yoshihara et 
al. 1989). Deshalb kann nur aufgrund der fehlenden inhibierenden Wirkung auf Wur-
zelwachstum und Keimung nicht auf die vollkommene Inaktivität der JA-Metabolite 
geschlossen werden. In Tieren und Pflanzen dienen Sulfatierungen sowohl der Akti-
vierungen als auch der Inaktivierung bestimmter Verbindungen. Bestimmte Arznei-
stoffe werden durch Sulfatierung aktiviert, wohingegen die Sulfatierung von Östrogen 
zur Inaktivierung dieses Hormons führt (Weinshilboum & Otterness 1994). Den beiden 
Brassinosteroid-STs aus Brassica napus wird aufgrund des breiten Substratspektrums 
eine allgemeine detoxifizierende Wirkung, d. h. inaktivierende Funktion zugesprochen 
(Marsolais et al. 2004). Bei den Glucosinolaten handelt es sich ebenfalls um sulfatierte 
Verbindungen, die hauptsächlich in Brassicaceen vorkommen. Sie spielen eine wich-
tige Rolle bei Abwehrreaktionen gegenüber Pathogenen und Herbivoren (Halkier &  
Gershenzon 2006). Nach Verwundung werden die Glucosinolate durch die Myrosina-
se zu instabilen Aglykonen hydrolysiert. Diese wiederum reagieren zu Thiocyanaten, 
Cyanaten, Nitrilen und anderen Verbindungen, die antimikrobiell, toxisch oder ab-
schreckend auf Angreifer wirken (Rask et al. 2000). Die Sulfatierung ist in diesem Fall 
der letzte Schritt der Glucosinolat-Biosynthese und trägt letztendlich zur Generierung 
biologisch aktiver Verbindungen bei. Die Inaktivität sulfatierter Verbindungen wurde 
hauptsächlich in Analogie zum tierischen System postuliert, da die Sulfatierung die 
Löslichkeit und somit den Transport über das Blutkreislaufsystem zu den Nieren als 
abbauende Organe ermöglicht (Weinshilboum et al. 1997).

Exogen appliziert zeigten weder 12-OH-JA noch 12-HSO4-JA einen inhibierenden Effekt 
auf Keimung oder Wurzelwachstum. Phänotypische Veränderungen der transgenen 
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35S::AtST2a-sense- und 35S::LeST2a-sense-Pflanzen, deren JA-Metabolismus in Richtung 
12-HSO4-JA verstärkt war, wiesen jedoch auf die Bedeutung des JA-Metabolismus für 
Keimung und Wurzelwachstum hin, worauf später näher eingegangen werden soll 
(vgl. 4.3.2.3). 

Für weitere Hinweise auf die biologische Aktivität von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA 
wurde die Expression einiger JA- und wund-induzierbarer Gene nach Applikation 
von JM, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA untersucht. Nach mechanischer Verwundung oder 
Verwundung durch Herbivoren wird JA gebildet. In Tomate erfolgt dabei zuerst die 
Aktivierung der PROSYSTEMIN-Expression im Leitgewebe, gefolgt von der Spaltung 
des Propeptids PROSYSTEMIN zum 18 AS großen Peptidhormons Systemin (Narvaez-
Vasquez & Ryan 2004). Dieses Peptidhormon bindet an seinen Rezeptor SR160 in der 
Plasmamembran (Scheer & Ryan 2002), was schließlich zur Freisetzung von α-LeA aus 
der Chloroplastenmembran durch eine Phospholipase A2 führt (Narvaez-Vasquez et 
al. 1999). Nach Freisetzung des Substrates α-LeA erfolgt die JA-Biosynthese und somit 
die JA-Akkumulation. Mit Hilfe transgener Linien, die die AOS bzw. AOC überexpri-
mierten, konnte die Abhängigkeit der JA-Biosynthese von der Substratverfügbarkeit 
demonstriert werden (Laudert et al. 2000; Stenzel et al. 2003a). JA beeinflusst die Ex-
pression einer Vielzahl von Genen, wobei diese in frühe und späte Gene unterschieden 
werden können (Ryan 2000). Durch Micro-Array-Analysen konnten zudem JA- und 
wund-induzierbare Gene identifiziert werden (Devoto et al. 2005; Li et al. 2004a). Taki 
et al. zeigten außerdem 2005, dass JM die gleiche Wirkung auf die Genexpression hat 
wie JA selbst. Zu den frühen wund-induzierbaren Genen zählen u.a. die Gene, die 
für JA-Biosynthese-Enzyme und PROSYSTEMIN, dem Systemin-Vorläufer, kodieren. 
Dieses positive feedback von JA auf die eigene Biosynthese und die PROSYSTEMIN-
Expression, sowie die induzierende Wirkung von Systemin auf die AOC-Expression 
ermöglicht die Amplifikation des JA-Signals bzw. der Wundantwort (Wasternack et al. 
2006). Zu den späten wund- bzw. JA-induzierbaren Genen zählen die sog. Abwehrgene, 
die für Enzyme des AS-, Sekundär- oder Polyamin-Stoffwechsels kodieren, wie z.B. 
PPOs, ARGs, LAPs und PINs (Ryan 2000; Chen et al. 2004; Chen et al. 2006; Duffey & Fel-
ton 1991; Constabel et al. 1995; Chen et al. 2005; Patout et al. 1993; Lison et al. 2006). Der 
Einfluss von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf die Expression einiger JA- und wund-indu-
zierbarer Gene wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Applikationsexperi-
mente untersucht. Die Expression der wund- und JA-induzierbaren späten Gene LeTD, 
LePIN2, LeLAP, LeODC, LeCDI, LeARG, LePPO und LeADC war weniger stark bzw. gar 
nicht induzierbar durch 12-OH-JA und 12-HSO4-JA (vgl. Abb. 3.6 und 3.7; Miersch et 
al. im Druck). Diese Gene dienen der pflanzlichen Abwehr, indem die durch sie ko-
dierten Proteine die Verdauung im Darmtrakt angreifender Insekten stören sollen. So 
wurde im Darmtrakt bzw. Kot von Manduca sexta nach Fraß von Tomatenblättern TD-, 
LAP- und ARG-Aktivität nachgewiesen. (Chen et al. 2005; Chen et al. 2007). Die Überex-
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pression von ARG in Tomate führte zu einer erhöhten Resistenz gegenüber dem Befall 
durch M. sexta, sowie reduzierten Arg-Gehalten im Insekten-Darmtrakt (Chen et al. 
2005). Die fehlende Induzierbarkeit der Abwehrgene durch 12-OH-JA und 12-HSO4-JA 
deutet erneut die Möglichkeit der Inaktivierung des JA-Signals durch Metabolisierung 
an. Überraschenderweise kam es sogar zu einer Repression der Expression von LeLAP,  
LeCDI, LeADC, LeODC und der JA-Biosynthese-Gene LeLOX, LeAOS1 und 2, LeAOC und  
LeOPR3 durch 12-OH-JA und von LeAOC und LeLAP durch 12-HSO4-JA (vgl. Abb. 3.6 
und 3.7; Miersch et al. im Druck). Die Jasmonat-Gehalte nach Verwundung und Appli-
kation (vgl. Abb. 3.1 und 3.3) sprechen dafür, dass nach Verwundung zuerst eine Akku-
mulation von JA erfolgt und danach eine Metabolisierung zu 12-OH-JA und weiter zu 
12-HSO4-JA oder 12-O-Gluc-JA. Zusammen mit den Expressionsdaten JA-induzierba-
rer Gene ergäbe sich folgendes Szenario für die JA-abhängige Wundantwort (Abb. 4.2): 
Nach Verwundung erfolgt die JA-Bildung, was wiederum zur Induktion der Expressi-
on von JA-Biosynthese-Genen und Abwehrgenen führt. Nach Metabolisierung von JA 
zu 12-OH-JA inhibiert dieses die Expression der JA-Biosynthese-Gene und die einiger 
Abwehrgene, was zu einem Abschalten des JA-Signals führt. Durch Sulfatierung von 
12-OH-JA wird dessen reprimierender Effekt aufgehoben, da 12-HSO4-JA nicht induzie-
rend und kaum reprimierend wirkt. Der Metabolismus von JA kann so einer zu lange 
andauernden Amplifikation der Wundantwort zeitversetzt entgegenwirken.

Verwundung

JA-Biosynthese-Gene

JA

Abwehrgene

12-OH-JA 12-HSO4-JA

Abb. 4.2: Der Einfluss der Metabolisierung von JA auf die Expression
wund-induzierbarer Gene

Abb. 4.2:	 Der Einfluss der Metabolisierung von JA auf die Expression wund-induzierbarer Gene

Neben der Inhibierung des Wurzelwachstums und der Keimung ist der Seneszenz-
fördernde Effekt von JA und JM schon lange bekannt (Ueda & Kato 1980). Eine direkte 
Verbindung von JA und Seneszenz zeigten Expressionsanalysen alternder Arabidop-
sisblätter (He et al. 2002). In Blättern, die sich zu 25 bis 50 % gelb gefärbt hatten, er-
folgte eine vermehrte Expression von JA-Biosynthese-Genen, wie AOS und AOC. Die 
Senseszenz-fördernde Wirkung von JA ist dabei u.a. zurückzuführen auf die down-
Regulation sog. housekeeping-Gene, z.B. das Gen, das für die kleine Untereinheit der 
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RuBisCo kodiert (Wasternack & Hause 2002). 12-HSO4-JA hat keinen Einfluss auf die 
Expression der untersuchten housekeeping-Gene (vgl. 3.2.1; Miersch et al. im Druck). In-
teressanterweise zeigt 12-OH-JA einen stärkeren Effekt bei der down-Regulation einiger 
housekeeping-Gene als JA (vgl. 3.2.1; Miersch et al. im Druck). Dies spricht dafür, dass 
die Hydroxylierung nicht nur dem Effekt von JA entgegenwirkt, sondern auch stärker 
wirken kann als JA selbst.

Die Frage nach dem Einfluss von 12-O-Gluc-JA auf Wurzelwachstum, Keimung und 
Genexpression bleibt bisher unbeantwortet. Die Glukosylierung erhöht jedoch wie die 
Sulfatierung die Löslichkeit. Beide 12-OH-JA-Metabolite könnten Transportformen von 
JA sein. In Kartoffel konnte die Induktion der Knollen-Bildung durch 12-O-Gluc-JA 
gezeigt werden (Yoshihara et al. 1989). Dieser Effekt wurde jedoch nicht 12-O-Gluc-JA 
sondern 12-OH-JA zugesprochen. Das Glukosid wurde als Transportform vorgeschla-
gen. Eine entsprechende Glukosyltransferase und Hydrolase sind allerdings bisher 
nicht identifiziert worden. 12-O-Gluc-JA kommt in großen Mengen in den einzelnen 
Blütenteilen von Tomate und Tabak vor, JA hingegen kaum (vgl. Abb. 3.38 und 3.43). 
Möglicherweise dient es der Speicherung von JA und würde so eine schnelle Mobi-
lisierung großer JA-Mengen z.B. zum Schutz der reproduktiven Organe bei Herbi-
voren-Befall ermöglichen. Interessant wären ebenfalls Untersuchungen zur Wirkung 
von 12-O-Gluc-JA auf die Expression JA- und wund-responsiver Gene, da dieses nach 
Verwundung im Tomaten- und Tabakblatt zu erheblichen Mengen akkumulierte (vgl.  
Abb. 3.1 und 3.2).

Zusammenfassend können folgende Punkte hervorgehoben werden:

(1) Die Hydroxylierung bietet die Möglichkeit zum Abschalten des JA-Signals.
(2) Die Metabolisierung ermöglicht die Spezialisierung des JA-Signals hinsichtlich   
	  der Genexpression. 
(3) JA-Metabolite dienen möglicherweise als Transport- oder Speicherformen für JA.

Der unterschiedliche Einfluss von JA, 12-OH-JA und 12-HSO4-JA auf Keimung, Wur-
zelwachstum und Expression JA-responsiver Gene wird basierend auf neuen Erkennt-
nissen zu den molekularen Komponenten des Jasmonat-Signaltransduktionsweges 
verständlicher. Ein zentraler Regulator ist COI1 (Xie et al. 1998). Es handelt sich dabei 
um ein F-box-Protein, das als Teil des pflanzlichen SCF-Komplexes bestimmte Protei-
ne, die die Expression JA-induzierbarer Gene reprimieren, zum Abbau durch das Pro-
teasom markiert (Turner et al. 2002). Transkriptionsfaktoren, die downstream von JA 
und COI-abhängig wirken, wurden ebenfalls identifiziert. Dazu zählen in Arabidopsis 
u.a. der ERF1 (ethylene response factor 1), AtMYC2, WRKY70 und die ORAs, sowie die 
beiden Staubblatt-spezifischen Transkriptionsfaktoren MYB21 und MYB24 (Lorenzo et 
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al. 2004; Memelink et al. 2001; Li et al. 2004b; Boter et al. 2004; Mandaokar et al. 2006; 
Pre 2006). Dabei ist ORA47 ein positiver Regulator der JA-Biosynthese und ORA59, 
ORA37, ERF1, WRKY70 und MYC2 beeinflussen die Expression verschiedener Grup-
pen JA-responsiver Gene sowohl positiv als auch negativ (Abb. 4.3). So könnte eine 
Beteiligung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren die Unterschiede in der Wirkung 
von JA und dessen Metaboliten erklären. Vor kurzem gelang die Identifizierung puta-
tiver Jasmonat-Rezeptoren in Arabidopsis und Tomate (Thines et al. 2007; Chini et al. 
2007; Yan et al. 2007). Diese gehören zur JAZ-Familie von Repressor-Proteinen, die in 
Arabidopsis 10 Mitglieder umfasst und während der JA-Signaltransduktion durch den 
SCFCOI1-Komplex zum Abbau ubiquitiniert werden. JAZ-Proteine binden an Transkrip-
tionsfaktoren JA-induzierbarer Gene, wodurch ihre Expression inhibiert wird (Chini et 
al. 2007). Im Falle von JAZ1 und JAZ3 führt deren Interaktion mit COI1, die nur nach 
JA-Ile-Bindung erfolgt, zum Abbau der beiden Repressoren durch das 26S-Proteasom 
nach Ubiquitinierung durch den SCFCOI1-Komplex (Thines et al. 2007; Chini et al. 2007). 
Dies verdeutlicht erneut die Bedeutung des JA-Metabolismus in Richtung JA-Ile für 
die JA-Signaltransduktion. Es sollte nicht nur in COI1-abhängige und unabhängige 
Genexpression unterschieden werden, sondern auch in JAR1-ab- und unabhängige. In 
der Arabidopsis-Mutante jar1 werden nicht mehr alle JA-responsiven Gene exprimiert  
(Tiryaki & Staswick 2004). 

STRESS
(biotisch/ abiotisch)

JASMONATE

SCFCOI1 ORA47

ORA59 ERF1 ORA37 MYC2 WRKY70

VSP1
LOX2

THI2.1

PDF2.1
HEL

JA-
Biosynthese-

Gene

Abb. 4.3: Transkriptionsfaktoren (gelb unterlegt) und andere Komponenten
im Signalweg JA-vermittelter Stressreaktionen in Arabidopsis (vereinfacht nach Pre 2006)

Abb. 4.3:	 Transkriptionsfaktoren (gelb unterlegt) und andere Komponenten im Signalweg JA-
vermittelter Stressreaktionen in Arabidopsis (vereinfacht nach Pre 2006)
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Im Gegensatz zur Mutante coi1 sind jar1-Pflanzen jedoch nicht steril. Auch durch Appli-
kation von JA-Ile können nur einige JA-responsive Gene induziert werden (Kramell et 
al. 1997). Dies deutet die Möglichkeit an, dass die verbleibenden JAZ-Proteinen andere 
Jasmonate, wie JA selbst JM oder auch 12-OH-JA oder dessen Derivate, erkennen bzw. 
binden. Verschiedene JA-Metabolite könnten so verschiedene Gruppen von Genen und 
damit verschiedene Prozesse innerhalb der Pflanze regulieren. Die Metabolisierung 
wäre eine Spezialisierung von JA-Signalen und das Gleichgewicht der einzelnen Meta-
bolite könnte entscheidend die pflanzliche Entwicklung und die Reaktion auf biotische 
und abiotische Reize beeinflussen. Auch für andere Phytohormonen, wie die Auxine, 
wurde die Ausgewogenheit von Neusynthese, Metabolismus und Degradation als ent-
scheidend für die biologische Funktion beschrieben (Woodward & Bartel 2005). Die 
Regulation des Hormon-Metabolismus ist somit für die Pflanze von entscheidender 
Bedeutung.

4.3.2	Die Manipulation des JA-Metabolismus

Um den endogenen Gehalt von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA zu modifizieren und so 
weitere Hinweise auf eine Funktion dieser beiden Metabolite zu erlangen, wurde die 
LeST2a in sense- und antisense-Orientierung in Tomate konstitutiv exprimiert. Zusätz-
lich wurde die AtST2a in Tomate heterolog überexprimiert. Eine Überexpression der 
ST2a sollte in allen Fällen die 12-OH-JA-Menge in den Pflanzen verringern und die 
12-HSO4-JA-Menge steigern. In den antisense-Pflanzen war ein gegenteiliger Effekt zu 
erwarten. Durch Untersuchung phänotypischer Veränderungen sollten Prozesse iden-
tifiziert werden, an deren Regulation 12-OH-JA beteiligt ist. In Tabelle 4.1 sind alle fest-
gestellten phänotypischen Veränderungen noch einmal zusammengefasst. Aufgrund 
der verminderten Keimungsfähigkeit der transgenen Pflanzen konnten nicht alle Un-
tersuchungen an allen Linien durchgeführt werden. Alle Veränderungen, mit Ausnah-
me des Wurzelphänotyps, traten dabei in mindestens 2 unabhängigen Linien auf, von 
denen mindestens eine nur eine Kopie des Transgens trug (vgl. 3.5.2). Es kann somit 
fast vollkommen ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Veränderungen durch 
den knock-out anderer Gene oder anderer Veränderungen des Genoms als Begleiter-
scheinungen der Transformation hervorgerufen wurden.
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A12-3 C18-1 D20-1 D54-1 G13-5 G11-4 G33-3 G73-1

ST2a-Transkript

12-OH-JA

12-HSO4-JA

12-O-Gluc-JA

Blütenzahl

Blühzeitpunkt

Größe der Blüten-
organe verändert

12-OH-JA in den
Blüten/Infloreszenzen

12-HSO4-JA in den
Blüten/Infloreszenzen

12-O-Gluc-JA in den
Blüten/Inflorszenzen

Keimung

Wurzelwachstum

LeAOC-Transkript

LePIN2-Transkript

LeLAP-Transkript

LeTD-Transkript

Verwundung:

Phänotyp:

ja ja ja ja ja ja ja ja

35S::AtST2a-sense 35S::LeST2a-sense

C4-2

ja

Tab. 4.1: Phänotypische Veränderung der 35S::AtST2a-sense- und
35S::LeST2a-sense-PflanzenTab. 4.1:	 Phänotypische Veränderung der 35S::AtST2a-sense- und 35S::LeST2a-sense-Pflanzen

4.3.2.1 Die Veränderung der Jasmonat-Gehalte nach Verwundung

Das Ziel der transgenen Ansätze war es, die endogenen 12-OH-JA und 12-HSO4-JA-
Gehalte zu modifizieren. Die Überexpression der AtST2a bzw. LeST2a sollte den 12-OH-
JA-Gehalt verringern und den 12-HSO4-JA-Gehalt erhöhen (Abb. 4.4). Um dies in den 
transgenen Pflanzen der Generation T1 zu überprüfen, wurde die wundinduzierte Ak-
kumulation der einzelnen Jasmonate im Vergleich zum Wildtyp überprüft (vgl. Abb. 
3.31). Die AtST2a-sense-Pflanzen zeigten erwartungsgemäß eine Reduktion der 12-OH-
JA und 12-O-Gluc-JA-Gehalte sowie eine drastische Erhöhung der 12-HSO4-JA-Gehal-
te nach Verwundung, während im Grundzustand kaum 12-HSO4-JA nachgewiesen 
werden konnte. Dies macht erneut deutlich, dass die Bildung von 12-HSO4-JA von der 
Substrat-Bereitstellung durch die JA-Biosynthese abhängig ist. Die drastische Erhöhung 
der 12-HSO4-JA-Gehalte stehen allerdings in keinem Verhältnis zur Reduktion der  
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12-OH-JA- und 12-O-Gluc-JA-Gehalte. Es ist wahrscheinlich, dass durch die Überex-
pression der AtST2a der gesamte Durchsatz durch den Jasmonat-Stoffwechsel verän-
dert wurde. So dass zwar vermehrt JA generiert wurde, aber aufgrund des sofortigen 
Umsatzes zu 12-OH-JA und 12-HSO4-JA nicht akkumulierte.

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

Tomate - WT Lukullus Tabak - WT SNN

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

JA

12-OH-JA

12-HSO4-JA 12-O-Gluc-JA

WT Lukullus ST2a-sense

Abb. 4.1: Die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA
in Tomate und Tabak

Abb. 4.4: Die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA
in Wildtyp-Pflanzen und die erwarteten Veränderungen in AtST2a-/LeST2a-sense-Pflanzen

Abb. 4.4:	 Die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in Wildtyp-
Pflanzen und die erwarteten Veränderungen in AtST2a-/LeST2a-sense-Pflanzen

In den LeST2a-sense-Pflanzen konnte entgegen der Erwartung keine Zunahme der 
12-HSO4-JA-Menge im Vergleich zum Wildtyp nach Verwundung festgestellt werden 
(vgl. Abb. 3.31). Ganz im Gegenteil war der 12-HSO4-JA-Gehalt reduziert. Da die Aktivi-
tät der LeST2a in vitro gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 3.16), wären post-translationale 
Modifikationen der Enzymaktivität eine Erklärung. Da die Sequenz der LeST2a ein 
Dimerisierungsmotiv enthält (vgl. Abb. 3.11), wäre vorstellbar, dass eine Homo- oder 
Heterodimerisierung die Enzymaktivität beeinflusst (vgl. 4.2.2). Für die Funktionalität 
der überexprimierten LeST2a sprach, dass in den entsprechenden Pflanzen phänoty-
pische Veränderungen stattfanden, die denen der AtST2a-sense-Pflanzen entsprachen  
(vgl. Tab. 4.1). Die vermehrte 12-HSO4-JA-Bildung in den Überexpressionspflanzen zeig-
te die Funktionalität der AtST2a (vgl. Abb. 3.31).

4.3.2.2 Der Einfluss des Jasmonat-Metabolismus auf die Infloreszenz- und  
   Blütenmorphologie

Tomaten-Pflanzen, die die AtST2a bzw. LeST2a überexprimierten, zeigten einen sehr 
auffälligen Infloreszenz-Phänotyp. Es konnte eine starke Verzweigung der Infloreszen-
zen und damit eine Erhöhung der Blütenzahl pro Infloreszenz im Vergleich zum Wild-
typ beobachtet werden (vgl. Abb. 3.32, 3.33 und 3.34). Des Weiteren traten bei einigen 
Pflanzen vegetative oder blumenkohlartige Infloreszenzen auf (vgl. Abb. 3.35). Neben 
der veränderten Infloreszenz-Morphologie kam es zu einem verzögerten Blühzeitpunkt 
(vgl. Abb. 3.36 und 3.37). In Tomate setzt sich der scheinbar durchgängige Hauptspross 
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aus dem primären Spross und mehreren darauffolgenden sog. sympodial units (SUs), 
bestehend aus drei Blättern und einer terminalen Infloreszenz, zusammen (vgl. Abb. 
1.3). Der primäre Spross wird je nach Varietät nach 6 bis 16 Blättern durch eine Inflo-
reszenz terminiert. Das SAM bildet dabei ein Infloreszenzmeristem (IM) aus. Dieses 
wiederum teilt sich zur Bildung jeder Blüte in ein IM und Blütenmeristem (BM) bis 
die Infloreszenzentwicklung schließlich durch Ausbildung der terminalen Blüte nach 
durchschnittlich 8 Blüten abgeschlossen ist.

Die verzweigten Infloreszenzen der transgenen Pflanzen, die im Rahmen dieser Arbeit 
generiert wurden, resultieren möglicherweise aus dem teilweisen Verlust der BM-Iden-
tität. Bei der Teilung des IM entstanden vermutlich zwei IM anstelle eines IM und eines 
BM. Für die Mutante compound inflorescence (s), die ähnlich stark verzweigte Infloreszen-
zen wie die AtST2a-sense- und LeST2a-sense-Pflanzen zeigen, konnte durch mikrosko-
pische Analysen eine solche Teilung des IM belegt werden (Quinet et al. 2006). Bei der 
Ausbildung der blumenkohlartigen Infloreszenzen ging scheinbar die IM-Identität ver-
loren und es wurden vermehrt und unkontrolliert BM gebildet. Ob bei der Entstehung 
vegetativer Infloreszenzen die BM- oder IM-Identität beeinträchtigt war, lässt sich an-
hand der vorliegenden Daten nicht bestimmen. Fest steht, dass es in allen veränderten 
Infloreszenzen zu einer Veränderung von Meristem-Identitäten kam. Die transgenen 
Pflanzen waren jedoch in der Lage, alle Arten von Meristemen, die zur Entwicklung 
von Infloreszenzen nötig sind, zu bilden.

Die Regulation von Meristem-Identitäten, somit auch die Termination des Sprosses und 
die Ausbildung von Infloreszenzen und Blüten ist ein sehr komplexer Prozess und in 
Tomate noch nicht vollständig aufgeklärt. So sind die Gene SELF PRUNING (SP) und 
SINGLE FLOWER TRUSS (SFT), die Tomaten-Homologen zu TFL1 bzw. FT aus Ara-
bidopsis, bereits charakterisiert worden (Pnueli et al. 1998; Lifschitz et. al. 2006; vgl. 
1.3). Es wird angenommen, dass hauptsächlich diese beiden Gene den Übergang vom 
vegetativen zum reproduktiven Wachstum und damit die Termination des Sprosses re-
gulieren. sft-Mutanten blühen später als ihr korrespondierender Wildtyp und das erste 
Organ der terminalen Infloreszenz ist eine Blüte (Molinero-Rosales et al. 2004). Zudem 
ist die Infloreszenz nicht terminiert, bildet Blätter statt Blüten aus und bildet selbst den 
Hauptspross. Es kommt zu einer Verschiebung des vegetativen/reproduktiven Wachs-
tums zu Gunsten des vegetativen Wachstums. Analog dazu führt die Überexpression 
von SFT zu einem extrem verfrühten Blühen (Lifschitz et al. 2006). Kreuzungen von 
35S::SFT-Pflanzen mit Mutanten, die später blühen und eine veränderte Infloreszenz-
Architektur aufweisen, wie z.B. falsiflora (fa), zeigten, dass die entsprechenden Pflanzen 
so früh blühten wie die 35S::SFT-Pflanzen, die veränderte Infloreszenz-Architektur der 
jeweiligen Mutanten aber erhalten blieb (Lifschitz & Eshed 2006). Somit bestimmt SFT 
hauptsächlich die Termination des Sprosses und die Ausbildung von Infloreszenzen, 
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nicht aber die Identität des terminierenden Organs. Die Überexpression von SP führte 
zu einem verzögerten Blühen, wobei teilweise indeterminierte Infloreszenzen auftra-
ten, bei denen Blüten durch Blätter ersetzt waren (Pnueli et al. 1998). In sp Mutanten ist 
hingegen der Blühzeitpunkt unverändert (Pnueli et al. 1998). Die Anzahl der Blätter pro 
SU verringert sich jedoch im Laufe der Entwicklung bis schließlich der Spross durch 
zwei aufeinander folgende Infloreszenzen endgültig terminiert wird. Folgendes Mo-
dell über die Wirkungen von SP und SFT während der Termination des Sprosses wird 
diskutiert (Lifschitz & Eshed 2006): SFT-Transkript-Mengen steigen kontinuierlich im 
Vergleich zu SP-Transkript im primären Spross an, während SP nur in den sympodia-
len und lateralen Knospen verstärkt exprimiert wird. SP erhält so den indeterminierten 
Charakter des SAM bis die SP-Wirkung durch SFT aufgehoben wird, wodurch es zur 
Ausbildung von Infloreszenzen und des neuen sympodialen Sprosses kommt. Im neu 
gebildeten Spross wird dann durch einen noch unbekannten Mechanismus das SFT:SP-
Verhältnis wieder reduziert. Da Infloreszenzen ebenso wie der Spross im Wachstum 
terminiert sind, gehen Veränderungen des Blühzeitpunktes häufig einher mit Verän-
derungen der Infloreszenz-Morphologie (vgl. Tab.1.2). So blüht die Mutante s, die wie 
die AtST2a-sense- und LeST2a-sense-Pflanzen stark verzweigte Infloreszenzen ausbildet, 
später als der entsprechende Wildtyp (Quinet et al. 2006). Auch die Mutante anantha 
(an), die blumenkohlartige Infloreszenzen besitzt, blüht verzögert (Allen & Sussex 1996). 
Allerdings konnten die betroffenen Gene AN und S bisher nicht identifiziert werden. 
Andere spät blühende Mutanten mit einer veränderten Infloreszenz-Architektur sind 
z.B. jointless (j), uniflora (uf), blind (bl) und fa (Dielen et al. 1998; Molinero-Rosales et al. 
1999; Lozano et al. 2000; Schmitz et al. 2002; Dielen et al. 2004; Szymkowiak & Irish 2006). 
Charakterisierungen der entsprechenden Mutanten legen nahe, dass FA, S und AN die 
BM-Identität regulieren (Quinet et al. 2006), wohingegen J an der Regulation der IM-
Identität beteiligt ist (Szymkowiak & Irish 2006). 

Da die transgenen AtST2a-sense- und LeST2a-sense-Pflanzen, die im Rahmen dieser Ar-
beit generiert wurden, ähnliche Phänotypen wie die beschriebenen Mutanten aufwie-
sen, wurden die entsprechenden Gene, soweit bekannt, per qPCR in verschiedenen Or-
ganen der AtST2a-sense-Pflanzen untersucht (vgl. Tab. 3.4). Da ebenfalls Veränderungen 
des Blühzeitpunktes auftraten, wurde die SFT- und SP-Expression untersucht. Des Wei-
teren wurden die Expression der Gene LS und WUS analysiert. LS ist an der Regulation 
des lateralen Wachstums beteiligt und WUS an der Regulation der Stammzellaktivität 
in den Meristemen (Schumacher et al. 1999; Mayer et al. 1998). Es wurden zwei Linien 
mit stark ausgeprägtem Phänotyp (A12-3 und C18-1), sowie eine Linie, die keinen Inflo-
reszenz-Phänotyp (D54-1) zeigte und der Wildtyp untersucht. Die Expression der Gene 
J, SFT, SP2G und FA entsprachen dabei in allen transgenen Linien der im Wildtyp (Da-
ten nicht gezeigt). Für die Ausprägung des Infloreszenz-Phänotyps sind vermutlich nur 
Unterschiede in der Expression der Linien A12-3 und C18-1 im Vergleich zum Wildtyp 
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und der Linie D54-1 entscheidend. Solche Unterschiede konnten für die untersuchten 
Gene SP, WUS, BL, LS, SP5G, SP6A und SP9G nicht nachgewiesen werden (Daten nicht 
gezeigt). Die Expressionsanalyse in jungen, sich entwickelnden Infloreszenzen zeig-
te ebenfalls keine Unterschiede zum Wildtyp (Güttner 2007). Eine Veränderung der 
Expression dieser Gene kann jedoch als Ursache für den Infloreszenz-Phänotyp nicht 
ausgeschlossen werden. Da Meristem-Identitätsgene meist nur sehr schwach und lokal 
exprimiert werden, müsste die Untersuchung der Expression in den entsprechenden 
Meristemen per in situ-Hybridisierung analysiert werden. 

Die Analyse der Jasmonat-Gehalte in den verschiedenen Infloreszenz- und Blütentei-
len sowie den Knospen zeigte die unterschiedliche Verteilung der Jasmonate in den 
einzelnen Pflanzenteilen (vgl. Abb. 3.38). Die bereits beschriebene gewebsspezifische 
Oxylipin-Signatur sollte mit den Jasmonat-Metaboliten 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA erweitert werden (Hause et al. 2000). So konnte z.B. 12-OH-JA in weit-
aus höheren Mengen als JA selbst in den Blütenblättern nachgewiesen werden. Des 
Weiteren ist das vorrangig vorkommende Jasmonat in den Blütenorganen und Knos-
pen 12-O-Gluc-JA, das bis zu 200mal stärker akkumuliert als JA selbst. In den Inflo-
reszenzen der AtST2a-sense-Pflanzen kommt es zu einer auffälligen Verschiebung der 
Jasmonat-Signatur (vgl. Abb. 3.38). Neben der erwarteten Zunahme der 12-HSO4-JA-
Gehalte kam es zu einer Reduktion der 12-OH-JA- und 12-O-Gluc-JA-Gehalte in den 
einzelnen Blütenteilen und den Knospen. Zudem erfolgte eine vermehrte Akkumulati-
on von JA in den Blütenstielen der transgenen Linien, die einen Infloreszenz-Phänotyp 
zeigten. Die Veränderung der Infloreszenz-Architektur konnten jedoch nur schwer mit 
der Veränderung eines bestimmten Jasmonats in Verbindung gebracht werden, da die 
Jasmonat-Gehalte in den Linien mit und ohne Phänotyp ähnlich waren. Entscheidend 
sind vermutlich vielmehr die Veränderungen des gesamten Jasmonat-Metabolismus in 
den transgenen Pflanzen. Dafür spricht ebenfalls, dass der Infloreszenz-Phänotyp der 
AtST2a-sense- und LeST2a-sense-Pflanzen bisher für keine andere transgene Linie oder 
Mutante mit veränderter JA-Biosynthese oder -Signaltransduktion beschrieben wurde. 
Zudem bleibt unklar, zu welchem Zeitpunkt sich der veränderte Jasmonat-Metabolis-
mus auf die Determination der Infloreszenzen auswirkt. Der erst bei späteren Inflo-
reszenzen auftretende Phänotyp, sowie das Ausbleiben des Phänotyps in manchen 
transgenen Linien (vgl. Abb. 3.32 und 3.33), würde dabei dafür sprechen, dass erst eine 
Akkumulation bestimmter Signale zu einem gewissen Schwellenwert erfolgen muss. 
Weitere interessante Hinweise wären nach Kreuzungen der transgenen Pflanzen mit 
JA-Biosynthese-Mutanten zu erwarten, sowie einer Charakterisierung von LeST2a- 
antisense-Pflanzen.

In Tomate wurde bisher nur die Beteiligung von Auxinen an der Termination des Spros-
ses, d.h. am Ausbilden der Infloreszenzen diskutiert (Pnueli et al. 2001). So wird ange-
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nommen, dass Auxine direkt oder indirekt die Funktion des Genes SP beeinflussen. 
Über eine Beteiligung von Jasmonaten an diesen Prozessen ist bislang nichts bekannt. 
Dass Jasmonate jedoch entscheidend für die Blütenentwicklung sind, konnte anhand 
von Untersuchungen verschiedener JA-Biosynthese- oder JA-Signaltransduktions-
Mutanten wie der Arabidopsis-Mutanten coi1 und opr3 und der Tomaten-Mutante jai1 
mehrfach belegt werden (Xie et al. 1998; Stintzi & Browse 2000; Li et al. 2004a). Mit Hilfe 
der Arabidopsis-Mutanten dad1 und opr3 konnte gezeigt werden, dass die JA-Biosyn-
these essentiell ist für die Filament-Elongation und die Pollenfreisetzung (Ishiguro et al. 
2001; Stintzi & Browse 2000). Eine Verkürzung einzelner Blütenorgane konnte auch bei 
den transgenen Pflanzen, die im Rahmen dieser Arbeit generiert und charakterisiert 
wurden, beobachtet werden. Des Weiteren ist die für die Filamentelongation notwendi-
ge JA-Biosynthese Auxin-abhängig. In arf6/arf8-Doppelmutanten waren die Jasmonat-
Gehalte in den Blüten reduziert und die Filamentelongation beeinträchtigt (Nagpal et 
al. 2005). Zudem wurden in Arabidopsis 2 Transkriptionsfaktoren, MYB21 und MYB24, 
identifiziert, die die Transkription Jasmonat-responsiver Gene, die an der Staubblatt-
Entwicklung von Arabidopsis beteiligt sind, regulieren und downstream von ARF6 und 
ARF8 wirken (Mandaokar et al. 2006). 

Weitere Hinweise auf eine Beteiligung der Jasmonate an der Blütenentwicklung und 
der Identität generativer Organe lieferten Untersuchungen transgener Tabak-Pflanzen, 
die die AtST2a aus Arabidopsis heterolog überexprimierten (vgl. 3.6). Die transgenen 
Tabak-Pflanzen zeigten zu Blütenblättern umgewandelte Staubblätter (vgl. Abb 3.42; 
Varin et al. 2003). Des Weiteren waren die Staubblätter verkürzt. Die morphologischen 
Veränderungen der Staubblätter traten vermutlich aufgrund einer Störung der Organi-
dentität auf. Laut des ABC-Modells der Blütenentwicklung werden Blütenorgan-Iden-
titätsgene in die drei Klassen A, B und C eingeteilt (Jack 2004; Abb. 4.5). Die Gene der 
Klasse A definieren die Identität von Kelch- und Blütenblättern jeweils in den Wirtel 1 
und 2 und reprimieren die Gene der Klasse C in diesen Wirteln. B-Klasse Gene definie-
ren Blütenblätter und Staubblätter jeweils in den Wirteln 2 und 3. Die C-Klasse-Gene 
sind notwendig für die Staubblatt-Bildung im Wirtel 3 und die Fruchtblatt-Bildung im 
Wirtel 4. Des Weiteren reprimieren sie die Expression der A-Klasse-Gene im 3. und  
4. Wirtel. Alle Gene werden in den Organen exprimiert, deren Identität sie regulie-
ren. In den einzelnen Blütenorganen der transgenen Tabakpflanzen und des ent-
sprechenden Wildtyps wurde die Expression folgender Gene untersucht: NtDEF und  
NtGLO als Vertreter der Klasse B und NtNAG1 und NtPLE36 als Vertreter der Klasse 
C (vgl. Abb. 3.44; Hansen et al. 1993; Davies et al. 1996; Kempin et al. 1993). Es konn-
te eine vermehrte NtGLO-Expression in den Kelchblättern beider untersuchter trans-
gener Linien im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden, allerdings sollte die ver-
mehrte Expression dieses B-Klasse-Gens im 1. Wirtel die Identität der Staubblätter im  
3. Wirtel laut ABC-Modell nicht beeinflussen. Des Weiteren erfolgte eine leicht erhöhte 
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NtPLE36-Expression im 4. Wirtel, dem Fruchtblatt. Auch dies sollte sich nicht auf die 
Entwicklung der Staubblätter auswirken, da NtPLE36 als C-Klasse-Gen im 4. Wirtel 
exprimiert werden sollte. Die Expressionsanalysen lieferten keine Hinweise auf die Ur-
sache der veränderten Staubblätter. Im Gegensatz dazu konnten in den transgenen Ta-
bak-Pflanzen auffällige Veränderungen der Jasmonat-Gehalte beobachtet werden (vgl. 
Abb. 3.43). In Wildtyp-Blüten war ebenso wie in Tomate 12-O-Gluc-JA das am stärksten 
vertretene der untersuchten Jasmonate. In den Staubblättern konnten erhebliche Men-
gen von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA nachgewiesen werden. Wie erwartet war in den 
transgenen Tabak-Blüten der 12-HSO4-JA-Gehalt erhöht und der 12-OH-JA-, sowie der  
12-O-Gluc-JA-Gehalt drastisch reduziert. Vorstellbar wäre, dass der reduzierte  
12-OH-JA-Gehalt in den Staubblättern den Phänotyp bedingt. Dafür würde die Norma-
lisierbarkeit des Blütenphänotyps durch 12-OH-JA-Applikation sprechen (Varin et al. 
2003). Die Veränderung der gesamten Jasmonat-Signatur kann jedoch als Ursache nicht 
ausgeschlossen werden. Die Beteiligung von Jasmonaten an der Staubblatt-Entwicklung 
in Arabidopsis konnte ,wie bereits beschrieben, mehrfach demonstriert werden. 

KB BB SB St
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Abb. 4.5: Das ABC-Modell der Blütenentwicklung  und einige beteiligte Gene in Tabak
(KB-Kelchblätter, BB-Blütenblätter, SB-Staubblätter, St-Stempel)

Abb. 4.5:	 Das ABC-Modell der Blütenentwicklung  und einige beteiligte Gene in Tabak  
(KB-Kelchblätter, BB-Blütenblätter, SB-Staubblätter, St-Stempel)

 

4.3.2.3 Der Einfluss des Jasmonat-Metabolismus auf JA-vermittelte Prozesse

Des Weiteren war interessant, ob sich die veränderten Jasmonat-Gehalte durch die 
Überexpression der ST2a sich auf JA-vermittelte Prozesse auswirken. Es wurden die 
Inhibierung der Keimung und des Wurzelwachstums sowie die Wundantwort unter-
sucht.

Keimung: Unabhängig vom Auftreten veränderter Infloreszenzen zeigten alle AtST2a-
sense- und LeST2a-sense-Linien eine um mindestens ein Drittel reduzierte Keimung (vgl. 
Abb. 3.39). Untersuchungen zur Embryonal-Entwicklung zeigten, dass Wildtyp-Samen 
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in der Samenschale bis zu 250 ng pro Gramm Frischgewicht 12-O-Gluc-JA akkumu-
lieren (Götz 2006). Dabei nimmt der 12-O-Gluc-JA-Gehalt zum Ende der Samenent-
wicklung ab. JA und 12-OH-JA konnten kaum im Samen nachgewiesen werden (Götz 
2006). Die Situation im reifen Samen wurde nicht untersucht, ebenso wenig stehen  
12-HSO4-JA-Daten zur Verfügung. In den transgenen Pflanzen konnte gezeigt werden, 
dass in den Infloreszenzen und Blüten sowie im Blatt nach Verwundung der 12-O-
Gluc-JA-Gehalt durch Überexpression der AtST2a stark abnimmt (vgl. Abb. 3.38 und 
3.31). Wenn die Situation im Samen ähnlich wäre, ist möglich dass das Fehlen von 12-O-
Gluc-JA die Entwicklung des Samens behindert und somit letztendlich die Keimungs-
fähigkeit beeinflusst. Es müsste untersucht werden, ob die Embroynalentwicklung der 
transgenen Samen vollständig abgeschlossen ist. Die Jasmonat-Gehalte in den trans-
genen Samen sollten bestimmt werden. Bei reduzierten 12-OH-JA- oder 12-O-Gluc-JA-
Gehalten in den Samen sollte überprüft werden, ob die verminderte Keimungsfähig-
keit durch exogene Applikation von 12-OH-JA oder 12-O-Gluc-JA normalisiert werden 
kann. 

Wurzelwachstum: Das Wurzelwachstum der transgenen Pflanzen wurde an zwei Lini-
en näher untersucht, die AtST2a-sense-Linie D54-1 (kein Infloreszenzphänotyp) und die 
LeST2a-sense-Linie G73-1 (schwach ausgeprägter Infloreszenzphänotyp). Beide Linien 
zeigten eine signifikante Zunahme des Wurzelwachstums (vgl. Abb. 3.40). Wildtyp-
Wurzelspitzen enthalten hauptsächlich JA und 12-HSO4-JA und kaum 12-OH-JA und 
12-O-Gluc-JA (Oka persönliche Mitteilung). In den transgenen Pflanzen besteht die 
Möglichkeit, dass durch die Überexpression der AtST2a oder LeST2a die 12-HSO4-JA-
Menge erhöht und gleichzeitig die JA- und JA-Ile Menge, die das Wurzelwachstum in-
hibieren (Dathe et al. 1981; Staswick et al. 1992; Staswick & Tiryaki 2004), verringert wird. 
Da 12-HSO4-JA, zumindest exogen appliziert, das Wurzelwachstum nicht beeinflusst, 
wäre eine verringerte JA- bzw. JA-Ile-Menge eine Erklärung für die längeren Wurzeln. 
Um dies zu belegen, müssten jedoch die Jasmonat-Gehalte in den transgenen Wurzeln 
bestimmt werden. Bei exogener JM-Applikation erfolgte auch in den transgenen Pflan-
zen eine Inhibierung des Wurzelwachstums (vgl. Abb. 3.40). In geringeren Dosen ein-
gesetzt ist jedoch eine Kompensation des JA-Effektes durch erhöhte Metabolisierung in 
Richtung 12-HSO4-JA anstelle von JA-Ile in den transgenen Wurzeln vorstellbar.

Wundantwort: Während der Wundantwort kam es sowohl in AtST2a-sense- als auch in 
LeST2a-sense-Pflanzen zu einer frühzeitig verstärkten Expression der JA-responsiven 
Gene LePIN2, LeLAP und LeTD (vgl. Abb. 3.41). 6 Stunden nach Verwundung entprach 
die Expression der im Wildtyp und 24 Stunden nach Verwundung war sie ebenfalls 
leicht erhöht. Die Expression der AOC war nicht beeinflusst. Da eine Repression einiger 
JA-responsiver Gene durch 12-OH-JA gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 3.7; Miersch et 
al. im Druck), wäre die Reduktion des 12-OH-JA-Gehaltes in den transgenen Pflanzen 
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(vgl. Abb. 3.31) eine Erklärung für die frühzeitige Expression von LePIN2, LeLAP und 
LeTD. LeLAP gehört zu den Genen, die durch 12-OH-JA reprimiert werden, LePIN2 
und LeTD jedoch nicht, weshalb die Reduktion des 12-OH-JA-Gehaltes keine hinrei-
chende Erklärung bietet. Eine Veränderung des 12-HSO4-JA-Gehaltes als Ursache kann 
ebenfalls ausgeschlossen werden, da dieser in den AtST2a-sense-Pflanzen erhöht und in 
den LeST2a-sense-Pflanzen entgegen der Erwartung nach Verwundung reduziert war 
(vgl. Abb. 3.31; vgl. 4.2.2). Es ist sehr unwahrscheinlich, dass diese unterschiedlichen 
Veränderungen die gleichen Auswirkungen auf die Expression zeigen. In den transge-
nen Pflanzen kam es zu einer Veränderung der Jasmonat-Gehalte nach Verwundung. 
Es wäre vorstellbar, dass die endogene Manipulation des JA-Metabolismus komplexe-
re Veränderungen des Expressionsmusters JA-responsiver Gene hervorrufen als nach 
exogener Applikation.

4.4	 Die Regulation des JA-Metabolismus

Die Notwenigkeit einer Regulation des JA-Metabolismus kann durch diverse Beispiele 
belegt werden und wurde bereits mehrfach angedeutet. So werden den einzelnen Me-
taboliten, wie bereits beschrieben, unterschiedliche Funktionen zugesprochen, die die 
Regulation der Metabolisierung sinnvoll erscheinen lassen. Des Weiteren konnten pu-
tative Jasmonat-Rezeptoren identifiziert werden, die vermutlich spezifisch JA-Ile binden 
(Thines et al. 2007; Chini et al. 2007; Yan et al. 2007). Auch wenn den Jasmonat-Metabo-
liten 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA, neben dem Einfluss von 12-OH-JA auf 
die Genexpression und der Knollen-induzierenden Wirkung in Kartoffel (Yoshihara et 
al. 1989), erst wenig bzw. keine spezifischen Funktionen zugeordnet werden können, ist 
ihr teilweise beträchtliches und variables Vorkommen in verschiedenen Pflanzen und 
Geweben auffällig. Zudem zeigen die auftretenden Phänotypen nach Veränderung des 
JA-Metabolismus in den transgenen Tomaten- und Tabak-Pflanzen, die im Rahmen die-
ser Arbeit untersucht wurden, die Bedeutung des JA-Metabolismus und legen nahe, 
dass diese Metabolite spezifische Funktionen ausüben. Geht man von spezifischen 
Funktionen von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA bzw. einer Funktionalität der 
Jasmonat-Signaturen aus, ist eine Regulation des Metabolismus, sowie der Entschei-
dung über Sulfatierung oder Glukosylierung sehr wahrscheinlich.

Dabei kann die Regulation auf verschiedenen Ebenen erfolgen. So wird z.B. die Expres-
sion der LeST2a/6 und der AtST2a durch JA und 12-OH-JA induziert und erfolgt COI1-
abhängig (vgl. Abb. 3.17 und 3.19). Zu dem erfolgt eine organspezifische Expression der 
LeST2a/6 (vgl. Abb. 3.20). Eine weitere Regulationsmöglichkeit bietet die post-translati-
onale Modifikation der LeST2a/6-Aktivität (vgl. 4.2.2). Der Einfluss anderer Phytohor-
mone auf die Sulfatierung kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. So konnte in 
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den Blättern der Gibberellin-insensitiven Mais-Mutante d1 dwarf ein erheblich höherer 
12-HSO4-JA-Gehalt als in den entsprechenden Wildtyp-Blättern nachgewiesen werden 
(Miersch et al. im Druck). Somit sollten Untersuchungen zum Einfluss anderer Phyto-
hormone auf die LeST2a-Expression vorgenommen werden. Da die Enzyme, die die 
Hydroxylierung und Glukosylierung katalysieren, bislang nicht identifiziert werden 
konnten, sind Aussagen über die Regulation der Expression und Aktivität der entspre-
chenden Gene bzw. Proteine nicht möglich. Der Einfluss anderer Phytohormone auf die 
JA-Biosynthese und die JA-Signaltransduktion ist bereits mehrfach belegt worden. So 
haben ABA und Ethylen einen positiven Einfluss auf die JA Biosynthese, wohingegen 
SA die wund-induzierte JA-Bildung inhibiert (Herde et al. 1996; O´Donnell et al. 1996; 
Doares et al. 1995b). Die Konjugation der Ethylen-Vorstufe ACC mit JA macht ebenfalls 
einen Zusammenhang zw. JA- und Ethylen-Signalwegen deutlich (Staswick & Tiryaki 
2004). Auf molekularer Ebene stellt der Transkriptionsfaktor WRKY70 aus Arabidopsis 
einen Verknüpfungspunkt von JA- und SA-Signalen dar. So werden SA-induzierbare 
Gene durch WRKY70 positiv und JA-responsive Gene wie VSP oder PDF2.1 negativ re-
guliert (Li et al. 2004b). Die Vernetzung von Auxin- und JA-Signalwegen zeigt sich u.a. 
bei der Blütenentwicklung von Arabidopsis, wobei die für die Filamentelongation not-
wendige JA-Biosynthese durch ARF6 und ARF8 reguliert wird (Nagpal et al. 2005). Es 
mehren sich die Hinweise auf die Bedeutung des JA-Metabolismus sowie der einzelnen 
Metabolite, z.B. durch die Identifizierung der putativen Jasmonat-Rezeptoren (Thines 
et al. 2007; Chini et al. 2007; Yan et al. 2007), und durch die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit. Spannend wird eine zukünftige Betrachtungsweise zum cross-talk der Pflan-
zenhormone bezogen auf die JA-Metabolite und nicht nur wie bisher auf JA selbst.  

Die umfangreichen Wirkungen von JA und einiger Metabolite sind mehrfach belegt 
und in ihren Anfängen verstanden (Wasternack 2007; Wasternack & Hause 2002; 
Howe 2004; Schaller et al. 2005). Die vorliegenden Untersuchungen transgener Toma-
ten- und Tabak-Pflanzen mit verändertem JA-Metabolismus aufgrund der Überexpres-
sion der ST2a zeigten, dass der Metabolismus in Richtung 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA ebenfalls die pflanzliche Entwicklung und die Reaktion auf bestimmte 
Stressfaktoren beeinflussen können. Weitere Hinweise auf die Funktion dieser Meta-
bolite und die Regulation des Metabolismus sind nach der Identifizierung der entspre-
chenden hydroxylierenden und glukosylierenden Enzyme, sowie der ausführlichen 
Charakterisierung der JAZ-Repressor-Familie zu erwarten.
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In den letzten Jahrzehnten wurde sowohl die Biosynthese der Jasmonsäure aufgeklärt, 
als auch die umfangreichen Wirkungen von JA während der Reaktion auf biotischen 
und abiotischen Stress und während der pflanzliche Entwicklung vielfältig analysiert. 
Es mehren sich zudem die Erkenntnisse zu den molekularen Komponenten der JA-
Signaltransduktion sowie zur Vernetzung mit anderen Hormonen. Nicht nur durch die 
kürzliche Identifizierung putativer Jasmonat-Rezeptoren, von denen die bisher unter-
suchten vermutlich spezifisch das Ile-Konjugat von JA binden, richtet sich das Augen-
merk verstärkt auf den Metabolismus von JA und die Funktion ihrer Metabolite (Thines 
et al. 2007; Chini et al. 2007; Yan et al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Funkti-
onen bzw. Wirkungen der JA-Metabolite 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA ins-
besondere an Tomate untersucht werden. Erste Hinweise auf eine spezifische Funktion 
von 12-OH-JA ergaben sich nach Identifizierung einer 12-OH-JA-Sulfotransferase aus 
Arabidopsis (AtST2a; Gidda et al. 2003). Die heterologe, konstitutive Überexpression 
der AtST2a in Tabak führte zu einer Veränderung der Blütenmorphologie, die durch 
12-OH-JA-Applikation normalisiert werden konnte (Varin et al. 2003). Die Tomate ist in 
den letzten 15 Jahren zu einem Modellobjekt für Untersuchungen zur JA-vermittelten 
Wundantwort geworden. Darüberhinaus gibt es eine Reihe transgener Tomaten-Linien 
und -Mutanten mit veränderter JA-Biosynthese und Signaltransduktion Deshalb er-
folgten die Untersuchungen hauptsächlich an dieser Pflanze.

Für die Aufklärung spezifischer Funktionen von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA wurden verschiedene Ansätze verfolgt. Nachdem das natürliche Vor-
kommen dieser drei JA-Metabolite in verschiedenen Pflanzen gezeigt werden konn-
te (Miersch et al. im Druck), wurde die Bildung dieser Verbindungen während der 
lokalen Wundantwort, sowie die Abhängigkeit ihrer Bildung von der JA-Biosynthe-
se  untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die sequentielle und transiente  Ak-
kumulation von JA, 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA nach Verwundung 
in Tomate und Tabak erstmals gezeigt werden. Auffällig war dabei die unterschied-
liche Akkumulation von 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA in den beiden Pflanzen. In 
Tomate akkumulierte vorrangig 12-O-Gluc-JA, während in Tabak 12-HSO4-JA und  
12-O-Gluc-JA zu ähnlichen Mengen akkumulierten. Die Abhängigkeit der Bildung 
von 12-OH-JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA von einer vollständigen JA-Biosynthese 
konnte mit Hilfe der Mutanten acx1, spr2 und der transgenen AOC-antisense-Pflanzen, 
die alle in der JA-Biosynthese gestört sind, belegt werden (Miersch et al. im Druck; 
diese Arbeit). Applikationsexperimente legen zudem nahe, dass die Sulfatierung von 
12-OH-JA ein irreversibler Prozess ist.

Für erste Hinweise auf biologische Wirkungen von 12-OH-JA und 12-HSO4-JA wurde 
ihr Einfluss auf Prozesse untersucht, die durch JA induzierbar bzw. reprimierbar sind. 
Dabei ergab die exogene Applikation, dass 12-OH-JA und 12-HSO4-JA im Gegensatz 
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zu JA die Keimung und das Wurzelwachstum nicht inhibieren. Auch hinsichtlich des 
Einflusses auf die Expression JA-responsiver Gene zeigten die beiden JA-Metabolite 
eine andere biologische Aktivität als JA. Während 12-HSO4-JA kaum die Expression JA-
induzierbarer Gene beeinflusste, wurde die Expression der JA-Biosynthese-Gene und 
einiger Abwehrgene durch 12-OH-JA reprimiert. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass 
die Metabolisierung von JA zu 12-OH-JA und weiter zu 12-HSO4-JA ein Abschalten des 
JA-Signals ermöglicht.

Da Applikationsexperimente die Situation in der Pflanze nur bedingt widerspiegeln, 
beschäftigte sich der Hauptteil der vorliegenden Arbeit mit der endogenen Manipulati-
on des JA-Metabolismus mit Hilfe verschiedener transgener Ansätze. Die konstitutive 
Überexpression einer 12-OH-JA-ST aus Arabidopsis und Tomate in Tomate sollte den 
endogenen 12-OH-JA-Gehalt reduzieren und den 12-HSO4-JA-Gehalt erhöhen. Phäno-
typische Veränderungen der transgenen Pflanzen sollten Rückschlüsse auf Prozesse 
erlauben, an denen 12-OH-JA und 12-HSO4-JA beteiligt sind. Hierfür erfolgte zunächst 
die Identifizierung und Charakterisierung solcher STs aus Tomate. Zwei putative STs 
(LeST2a und LeST6) wurden kloniert, überexprimiert und nach Adaption eines Testsys-
tems für tierische STs hinsichtlich ihrer Enzymaktivität untersucht. Beide zeigen mit 
ca. 44% eine hohe Homologie zur AtST2a, besitzen alle für die Katalyse notwendigen, 
bisher für pflanzliche STs identifizierte AS-Reste und setzen 12-OH-JA zu 12-HSO4-JA 
um. Die Identifizierung eines putativen Dimerisierungsmotivs, sowie die Unterschiede 
in der Expression der LeST2a/6 und der 12-HSO4-JA-Akkumulation in verschiedenen 
Organen sprechen für eine post-translationale Modifikation des Enzyms. Die Expres-
sion der LeST2a/6 war ebenso wie die der AtST2a induzierbar durch Verwundung, 
JM und 12-OH-JA und abhängig von COI1, einer Schlüsselkomponente innerhalb der 
JA-Signaltransduktion. Dies zeigt die Bedeutung von COI1 nicht nur für die JA-Sig-
naltransduktion sondern auch für den JA-Metabolismus. Die beobachtete organspezi-
fische Expression, z.B. in der Wurzel oder den Blüten, bietet die Möglichkeit der organ-
spezifischen Metabolisierung von JA und so zu einer Spezialisierung des JA-Signals 
beitragen.

Sowohl die AtST2a-sense- als auch die LeST2a-sense-Pflanzen zeigten auffällige phäno-
typische Veränderungen. So führte die Überexpression zu einer Veränderung der Inflo-
reszenz-Architektur und zu einer Verschiebung des Blühzeitpunktes. Die transgenen 
Pflanzen bildeten stark verzweigte Infloreszenzen, was sich in einer teilweise dramati-
schen Erhöhung der Blütenzahl pro Infloreszenz äußerte. Die veränderte Infloreszenz-
Morphologie sprach für eine gestörte Blütenmeristem-Identität. Die Expressionsanalyse 
verschiedener bekannter Meristem-Identitäts-Gene ließ allerdings keine Rückschlüsse 
auf die Ursache des Phänotyps zu. Mit der Veränderung des Gehaltes eines bestimm-
ten Jasmonats konnte der Phänotyp ebenfalls nicht in Verbindung gebracht werden. 



140

Zusammenfassung

Vielmehr war vermutlich die gesamte Veränderung des Jasmonat-Metabolismus aus-
schlaggebend für die Ausprägung des Phänotyps. Die verminderte Keimungsfähigkeit 
und die Zunahme des Wurzelwachstums der AtST2a-sense- und LeST2a-sense-Pflan-
zen sprechen ebenfalls dafür, da exogen am Wildtyp appliziert weder 12-OH-JA noch 
12-HSO4-JA das Wurzelwachstum oder Keimung beeinflussten. Nach Überexpression 
der AtST2a in Tabak traten wie in Tomate phänotypische Veränderungen der reproduk-
tiven Organe auf. Allerdings war in Tabak keine veränderte Infloreszenz-Morphologie 
zu beobachten sondern eine Umbildung der Staubblätter zu Blütenblättern. Dies macht 
ebenso die Bedeutung des JA-Metabolismus für die pflanzliche Entwicklung deutlich 
und zeigt wie unterschiedlich sich die Veränderung eines Metabolisierungsweges in 
zwei nahe verwandten Pflanzen äußern kann. Die für die pflanzliche Entwicklung als 
bedeutsam vorgeschlagene Oxylipin-Signatur sollte mit den JA-Metaboliten 12-OH-
JA, 12-HSO4-JA und 12-O-Gluc-JA erweitert werden. Auch wenn 12-OH-JA, 12-HSO4-
JA und 12-O-Gluc-JA, neben der Repression JA-responsiver Gene und der Induktion 
der Knollenbildung in Kartoffel durch 12-OH-JA, erst wenig spezifische Funktionen 
zugeordnet werden können, sprechen die vorliegenden Ergebnisse für die Notwen-
digkeit eines geregelten JA-Metabolismus. Dabei kann die zukünftige  Identifizierung 
und Charakterisierung des JA-hydroxylierenden und -glukosylierenden Enzyms das 
Verständnis zum JA-Metabolismus maßgeblich erweitern.
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ATGACAAAATCTCAAACCTCTTCACCAACTCCTCATAAATATTTACAAGAAGATGATGTA
AGTGAAGATTGTAAGAAATTGCTTTCTACCCTACCAAAAGAAAGAGGATGGGTTGGATCT
TATGTGTATAATTATCAAGGCTTTTGGGCATTACCAAGACTTATCCAAGGGGTGATTGCA
TGTCAACGACAATATCAAGCTCAAGATAATGATATCATTCTCGTTACGGCTCCAAAATCA
GGAACCACTTGGTTAAAAGCACTTTTATTTTCTTTAGTGAATCGAAAAAAATATCCTGTT
TTTGAAAAAAATCATCCGTTACTTGTCAAGAACCCTCATGATCTTGTTCCATTATTAGAA
CAAGATCTATATGTTGATGGTCAAGTTCCTGATTTTTCCTTGTTCACTTCACCTACACTC
ATAGCAACTCATGTTCCCTTTGCTTCATTGCCAAAATCAGTTCAAAACTCAAGAACCAAA
CTTGTTTACTTATGTAGAAATCCAAGGGACACTTTTATTTCTATGTGGCAGTTTACAAAT
AACTTAAGACTTGATAGTCATAGAGATACCAATTCTATTGAAGAAATGTTTGATCATTTT
TGTAAGGGCGTGGGTCTTTATGGACCATTTTGGGATCATGTGTTGGGTTATTGGAAAGAA
AGTATAGAAAATTCTGATAAAGTACTTTTCTTGATGTATGAAGAAATTAAAAAGCAACCT
AAAATTCAACTTAAACGCTTGGCTGAATTCTTGGACTGTCCATTTTCCATAGAGGAAGAA
GATTGTAGGGTTGTGGATGAAATATTAAGAATGTGTAGCTTTGGAAATTTGAGGAATTTG
GAGGTGAATGTAAATGGGAACATGTCGGCTGGAATGGCAAATAAAAATTTCTTTCGTCGA
GGAGAAGTTGGAGATTGGAAGAATTATTTTACTGTTGAGATGAATGATCGACTCAATCAT
ATCATTGAACAAAAATTTCATGGATCTGGATTGAAGTTTGTGTATATTTGA

MTKSQTSSPTPHKYLQEDDVSEDCKKLLSTLPKERGWVGSYVYNYQGFWALPRLIQGVIA
CQRQYQAQDNDIILVTAPKSGTTWLKALLFSLVNRKKYPVFEKNHPLLVKNPHDLVPLLE
QDLYVDGQVPDFSLFTSPTLIATHVPFASLPKSVQNSRTKLVYLCRNPRDTFISMWQFTN
NLRLDSHRDTNSIEEMFDHFCKGVGLYGPFWDHVLGYWKESIENSDKVLFLMYEEIKKQP
KIQLKRLAEFLDCPFSIEEEDCRVVDEILRMCSFGNLRNLEVNVNGNMSAGMANKNFFRR
GEVGDWKNYFTVEMNDRLNHIIEQKFHGSGLKFVYI

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1011

60
120
180
240
300
339

LeST2a (TC117818)

ATGACAACTTCTCTTCCCGAATATTTAGAAGAGGATAACCTAAGTGAAGAGTGTAAGAAA
TTGATTTCCATCCTACCAAAAGAAAAAGGATGGGTTAGATCAGTCTATAATTATCAAGGT
TTTTGGACATCAACAAAATTTCTTCAAGGTGTGATTGCATGTCAACAACAATTTCAAGCT
CGGGATAGTGATATCATTCTTGTTACAAGTCCAAAATCAGGAAGTACTTGGTTAAAATCA
CTTCTATTCGCTCTAGTGAATAGGGTGAAACATCCTATTTTTGTACCTAATCACCCTTTA
CTTGTCGAGAACCCTCATGTTCTTGTTCCATTCTTAGAGCATACACTCTATGTTGATGGT
CAAGTCATTGATTTTTCAACCAACACTTCACCTAGACTTTTGGCAACTCATGTGCCCTTT
GCTTCATTGCCAGAATCAGTCCACGATTCAAAAACCAAACTTATTTACTTATGTAGGAAT
CCTAGGGACACTTTTATTTCTATGTGGCATTTTGCAAACAATTTATTACTTCATCATAAA
GATACTAATTCCATTGAAGAAATGTTTGATCTTTTTTGTAAAGGGGTGAGCCTTTATGGT
CCATTTTGGAATCACGTGTTGGATTATTGGAAACAAAGCATACAAAATCCTAACAAAATA
CTTTTCTTAATGTATGAAGAAATCAAAAAGAAACCAAAAATTCAACTTAAACGCTTGGCT
AAATTCTTGGAATGCCCATTTTCCATAGAGGAAGAAAATTCAAGAGTGGTGGATGAGATA
TTAAAAATGTGTAGCTTTGAGAATTTGAGAAATTTGGAGGTGAATACAAATGGAAAGTTT
TCAACTGGAGAGCCATATAAAGTGTTCTTTCGTAGAGGAGAAATCGGAGATTGGAAGAAT
TATTTTACTGTAGAGATGATCGATAAACTCAATCATATCATTGAAGAAAAGTTTCAAGGG
GCTGGATTAAAGTTTTTGTATGTTTGA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
987

MTTSLPEYLEEDNLSEECKKLISILPKEKGWVRSVYNYQGFWTSTKFLQGVIACQQQFQA
RDSDIILVTSPKSGSTWLKSLLFALVNRVKHPIFVPNHPLLVENPHVLVPFLEHTLYVDG
QVIDFSTNTSPRLLATHVPFASLPESVHDSKTKLIYLCRNPRDTFISMWHFANNLLLHHK
DTNSIEEMFDLFCKGVSLYGPFWNHVLDYWKQSIQNPNKILFLMYEEIKKKPKIQLKRLA
KFLECPFSIEEENSRVVDEILKMCSFENLRNLEVNTNGKFSTGEPYKVFFRRGEIGDWKN
YFTVEMIDKLNHIIEEKFQGAGLKFLYV

60
120
180
240
300
328

LeST6 (U163368)
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Gen genebank-ID Vektor Restriktion mit: Referenz
AtST2a At5g07010 pQE30 BamH I diese Arbeit
LeAOC AJ272026 pBSK- Eco RI+Kpn I I. Stenzel
LeEF1a X14449 pDrive Eco RI I. Stenzel
LeLAP U50151.1 pDrive Eco RI I. Stenzel
LeODC AF029349.2 pDrive Eco RI diese Arbeit
LePIN2 AY007240.1 pBluescriptII Xba I I. Stenzel

LeRBCS1 M13542.1 pBluescriptII EcoR I I. Stenzel
LeST2a pDrive BamH I diese Arbeit
LeTD M61915 pBluescriptII BamH I+Kpn I I. Stenzel

Templates zur Herstellung von DNA-Sonden (Northern Blot-Analysen)

NtDEF X96428 5´-TGATGCAAGACAAGAGGATCCA-3´ 60 °C
5´-AGGCGTAAGGCTAATATGCGC-3´ 60 °C

NtGLO X67959 5´-GATGTTGGAAGATGCCCTTGA-3´ 60 °C
5´-TTGGTCTTGCTCCTCCTCCAT-3´ 60 °C

NtNAG1 L23925 5´-CAATTTCCGAGGCCAATGC-3´ 60 °C
5´-GCCAGTGATTCACCCAACATG-3´ 60 °C

NtPLE36 U63163.1 5´-CCATTGGTAGAGTCCGTTCCA-3´ 60 °C
5´-GCTCGTAGACACATGTTGGCA-3´ 60 °C

NtRPS6 X68050 5´-GACAATGCATCCACGGACAGAC-3´ 60 °C
5´-TTTAACTCCAGGCCGTGTTCG-3´ 60 °C

qPCR-Primer (Tabak und Arabidopsis)

Gen genebank-ID Tm

AtST2a At5g07010 5´-GTTCCCTAAAGGAAACGATCGAG-3´ 60 °C
5´-TGTTGTTGGTGTAATGCCACG-3´ 60 °C
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Gen genebank-ID Tm

LeAOC AJ272026 5´-CTTGTCCCCTTTAGCAACAAGCT3´ 60 °C
5´-CGTGCTTGATCAGAATGCAGAGT-3´ 60 °C

LeARG AY656838.1 5´-GCTGCCAAGATGTCCAAGTGA-3´ 60 °C
5´-GGAAACTGAGCATCTGCCAGAC-3´ 60 °C

LeEF1a X14449 5´-GGTGGCGAGCATGATTTTGA-3´ 60 °C
5´-CGAGCCACCATGGAAAACAA-3´ 60 °C

LeLAP U50151.1 5´-CCTGGTAATGGCGGTGCTATAA-3´ 60 °C
5´-TCGAGATGCAACCACTGAACC-3´ 60 °C

LeODC AF029349.2 5´-ACTTTACGACCATGCGACGGT-3´ 60 °C
5´-CCCGAATACAGTCGACGGAAA-3´ 60 °C

LePIN2 AY007240.1 5´-AGGAGAGAGTGATGAACCCAAGG-3´ 60 °C
5´-GCAATCCAGAAGATGGACAAGTCT-3´ 60 °C

LeRBCS1 M13542.1 5´-ACGCAATGGCTTCCTCAATT-3´ 60 °C
5´-AGAAGCGGCGGATTTGAGT-3´ 60 °C

LeST1 5´-TTATGTCGATGGTGCTGTCCCT-3´ 60 °C
5´-GAATCTTGGACAGATTTCGGCA-3´ 60 °C

LeST2a 5´-CGCTTGGCTGAATTCTTGGA-3´ 60 °C
5´-CAGCCGACATGTTCCCATTTA-3´ 60 °C

LeST3 5´-GGCTTATGCATTTAACCACCCA-3´ 60 °C
5´-AACACATCTTTCGGATCGCG-3´ 60 °C

LeST4 5´-CCATGGTCTTCAAGGCAACCT-3´ 60 °C
5´-GCATGATGGATACACATATGGCC-3´ 60 °C

LeST5 5´-ACCCTGATCTGCCACATAGCAT-3´ 60 °C
5´-CACCCCCTATTCTCGTCAAGTTT-3´ 60 °C

LeST6 5´-CACCCTTTACTTGTCGAGACCCC-3´ 60 °C
5´-CGTGGACTGATTCTGGCAATG-3´ 60 °C

LeTD M61915 5´-CTTTATGCCGTTACCGTAATCAGG-3´ 60 °C
5´-GGAACTTGGAATCCCATCAACA-3´ 60 °C

LeBL AF426174 5´-AGAGGTCCATGGTCTCCAGAAG-3´ 60 °C
5´-TCCACATCTCCTTAGTCCTGCTT-3´ 60 °C

LeFA AF197936 5´-TTCTGAAAGAAGCAACGCAGCT-3´ 60 °C
5´-TGCAGTCATCCTCAGAAGCACA-3´ 60 °C

LeJ AF275345 5´-AGTTCTTCTCCCCTCATTTGCC-3´ 60 °C
5´-CTTGAGAGGCGTGATTTGCATT-3´ 60 °C

LeLS AJ303345 5´-TTTTCTACCTCCACCGCCTTTT-3´ 60 °C
5´-GCTTCCTTCTCCGCGATTGTA-3´ 60 °C

LeSP1 U84140 5´-TGCACCAGTGTCCAGAGATCAA-3´ 60 °C
5´-CGGCAGTTTCCCTCTGACAAT-3´ 60 °C

LeSP2G AY186734 5´-TCCAGATGCTCCTAGTCCAAGTG-3´ 60 °C
5´-ATTCCACCATCTCCCTCCCTT-3´ 60 °C

LeSFT AY186735 5´-CCCTTTCACAAGAACTATTGGCC-3´ 60 °C
5´-CCCTTGGCTGGTTAATAACTTGG-3´ 60 °C

LeSP5G AY186736 5´-AATGGATGTTCCTTGAGGCCTT-3´ 60 °C
5´-GGAGCATCAGGATCCACCATAA-3´ 60 °C

LeSP6A AY186737 5´-AGCCCAAGCAATCCTAACTTGAG-3´ 60 °C
5´-GGCGTTGGATTCTCGTAGCATA-3´ 60 °C

LeSP9G AY186738 5´-CTATGAGACCCCAAGGCCAAA-3´ 60 °C
5´-CCGCAGTAACAGGTTGTTCAAGA-3´ 60 °C

LeWUSCHEL AJ538329 5´-AGGCAAAGTAGTAGCCGTTGGA-3´ 60 °C
5´-AATCTGTTCAGCAGTTGGAGACC-3´ 60 °C

qPCR-Primer (Tomate)
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Anhang

Gen Tm

LeST2a 5´-CGGGATCCATGACAAAATCTCAAACCTC-3´ 65 °C
5´-GTCGACCCTAATCAAATATACACAAACTTCAAT-3´ 63 °C

LeST3 5´-CAGGATCCATGGCAAGTTTATCCTCTATCC-3´ 67 °C
5´-CTCAAAACCCAATTTTTTTCTTTGTGATTTC-3´ 60 °C

LeST6 5´-CAGGATCCATGACAACTTCTCTTCCCGAATATTATTTAG-3´ 68 °C
5´-CTCAAACATACAAAAACTTTAATCCAGC-3´ 59 °C

RnAST-IV 5´-CAGGATCCATGGAGTTCTCCCGTCCACC-3´ 71 °C
(X52883) 5´-TCATAGTTCACAACGAAACTTGAAGTC-3´ 60 °C

PCR-Primer (Klonierung)

PCR-Primer (PCR-Test transgener Pflanzen)

Tm
GW_AP1 5´-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3´ 58 °C
GW_AP2 5´-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3´ 58 °C

LeST1- 5´-Ende 5´-GACATGCAATCACACCTTCAATTGTTCAGGGCGATG-3´ 71 °C
5´-CTTCAATTGTTCAGGGCGATG-3´ 58 °C

LeST1-3´- Ende 5´-GTCTTTATGTCGATGGTCGTGTCCCTAATTTTGCATCC-3´ 71 °C
5´-GTCGTGTCCCTAATTTTGCATCC-3´ 61 °C

LeST2a- 5´-Ende 5´-GGAGCCGTAACGAGAATGATATCATTATCTTGAGC-3´ 68 °C
5´-CTTGAGCTTGATATTGTCGTTGAC-3´ 59 °C

LeST3- 5´-Ende 5´-GCTGTTCAAGTGCTAGCAGACCTTGAACAACTTGTG-3´ 71 °C
5´-GCAGACCTTGAACAACTTGTG-3´ 58 °C

LeST3-3 ´-Ende 5´-CAGAGTTGGCTGACTGCAAGATAGTATACGTCTTCGC-3´ 72 °C
5´-GCAAGATAGTATACGTCTTTCGC-3´ 59 °C

LeST4 -5´-Ende 5´-GACCAAAACCCTTCCCACTGATAAAGTTGAGAG-3´ 68 °C
5´-CTTCCCACTGATAAAGTTGAGAG-3´ 59 °C

LeST4 -3´-Ende 5´-CCACTCTTATCATTTTAAAGGCAGCCATGGTCTTCAAG-3´ 70 °C
5´-GCAGCCATGGTCTTCAAGG-3´ 59 °C

LeST5- 5´-Ende 5´-GTGGATAGACATAGAAGACAAGAGTGATCCACTCTTA-3´ 68 °C
5´-GAAGACAAGAGTGATCCACAC-3´ 58 °C

LeST5-3 ´-Ende 5´-GGATTGTTGGGGATTGGAGAATTACATGAAACCTG-3´ 68 °C
5´-GGAAGAATTACATGAAACCTGAAATG-3´ 59 °C

LeST6 -5´-Ende 5´-CTAGAGCGAATAGAAGTGATTTTAACCAAGTACTTCCTG-3´ 68 °C
5´-CCAAGTACTTCCTGATTTTGGAC-3´ 59 °C

LeST6 -3´-Ende 5´-GGTGAAACATCCTATTTTTGTACCTAATCACCCTTTAC-3´ 67 °C
5´-GTACCTAATCACCCTTTACTTGTC-3´ 59 °C

PCR-Primer (Genome Walking)

Tm
AMV-Enhancer 5´-TCTTTCAAATACTTCCACCATGG-3´ 57 °C
AtST2a-sense 5´-TGTTGTTGGTGTAATGCCACG-3´ 59 °C
LeST2a-sense 5´-CCTAATCAAATATACACAAACTTCAAT-3´ 58 °C

LeST2a-antisense 5´-ATGACAAAATCTCAAACCTCTTCA-3´ 58 °C
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