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1 Einleitung 

1.1 Das Modellsystem Petunia hybrida 

1803 wurden erstmals zwei der Gattung Petunia zugehörige Arten P. parviflora und 

P. nyctaginiflora (P. axillaris) durch Antoine-Laurent de Jussieu beschrieben, wobei der Name 

Petunia von petum [indigener Name für Tabak (Nicotiana tabacum)] abgeleitet wurde. Die Be-

zeichnung ging auf die morphologischen Ähnlichkeiten zwischen P. nyctaginiflora und N. 

tabacum zurück, weshalb Petunia und Nicotiana zunächst der gleichen taxonomischen Gruppe 

(Tribus bzw. Unterfamilie: Nicotianeae) zugeordnet wurden (Stehmann et al., 2009). Später er-

folgte auf Grundlage weiterführender molekularbiologischer Untersuchungen die Einteilung von 

Petunia und Nicotiana in verschiedene Unterfamilien (Olmstead und Bohs, 2007).  

Die Gattung Petunia gehört zur Familie der Solanaceae und umfasst 14 Arten (Stehmann et al., 

2009). Die verschiedenen Arten können niederliegende oder aufrechte, klebrig behaarte Einjähri-

ge oder Stauden sein, die eine Wuchshöhe von bis zu einem Meter aufweisen. Die einfachen, ei- 

bis lanzettförmigen Blätter stehen meist paarweise oder wechselständig. Petunia bildet große, 

meist duftende, trichterförmige Blüten aus, die einzeln stehen und achselständig angeordnet sind. 

Die Blüten bestehen aus fünf miteinander verwachsenen Kronblättern, sind monosymmetrisch 

und kommen in verschiedenen Farben, wie zum Beispiel rosa, rot, violett oder weiß, vor. Als 

Früchte bilden sich konische Kapseln aus, die eine Vielzahl kleiner Samen enthalten (Rijpkema et 

al., 2006; Stehmann et al., 2009). Das natürliche Verbreitungsgebiet von Petunia erstreckt sich 

über die gemäßigten bis subtropischen Gebiete Südamerikas, wobei die meisten Arten in Brasili-

en, Argentinien, Uruguay, Paraguay und Bolivien beheimatet sind (Ando et al., 2001). 

Aufgrund der auffälligen Blütenmorphologie wurde Petunia ab 1950 erstmals als Modellpflanze 

für verschiedene Bereiche der Forschung verwendet. So wurden unter anderem genetische und 

biochemische Analysen in Bezug auf die Blütenentwicklung und die Variation der Blütenfarbe 

durchgeführt. Aber erst ab den späten 1980er kam Petunia als Modellpflanze eine bedeutendere 

Rolle zu. Dies lag auch darin begründet, dass das Modellsystem Petunia viele Vorteile aufweist, 

die für die Verwendung in der Forschung von Belang sind (Gerats und Vandenbussche, 2005). 

Neben den einfachen Wachstumsbedingungen und dem relativ kurzen Lebenszyklus lassen sich 

die meisten verwendeten Sorten, wie zum Beispiel die doppelt haploide Sorte W115 (Mitchel), gut 

transformieren (Lutke, 2006). Aber auch eine Vielzahl von Materialien und Techniken macht Pe-

tunia zu einem brauchbaren System. Abgesehen von der zunehmenden Verfügbarkeit von cDNA- 

und BAC-Bibliotheken steht ein endogenes transposables-Elemente-System zur Verfügung, wel-

ches eine effiziente Nutzung sowohl in der klassischen Genetik (Van den Broeck et al., 1998; De 

Keukeleire et al., 2001) als auch in Ansätzen der Reverse Genetics (Koes et al., 1995; 

Vandenbussche et al., 2003) zulässt. Eine Auswahl an Forschungsbereichen, in denen man die 

Vorteile des Modellsystems Petunia nutzt, sind in Tabelle 1-1 zusammengestellt. 

Neben der Relevanz für die Forschung kommt Petunia durch die Nutzung als Zierpflanze auch 

eine große wirtschaftliche Bedeutung zu. Das als Garten-Petunie bekannte Zierpflanzenhybrid 

Petunia hybrida wurde erstmals 1834 durch Züchtung erhalten und ist von den Arten 

P. integrifolia (Hooker) Schinz & Thellung und P. axillaris (Lamarck) Britton, Sterns & 

http://de.wikipedia.org/wiki/Antoine-Laurent_de_Jussieu
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Poggemburg abgeleitet (Wijsman, 1982). Die verschiedenen Petunia hybrida Sorten besitzen 

auffällig gefärbte Blüten, die gestreift oder gefleckt sind und eine einfache oder gekräuselte Krone 

besitzen können. Aufgrund der Vielfalt an Blütenfarben und -formen gehört Petunia heute zu ei-

ner der beliebtesten Balkon- und Terrassenpflanzen (Niehues, 2009). Als Zierpflanze wird Petu-

nia hybrida meist einjährig gezogen und kann sowohl generativ über Samen als auch vegetativ 

über Stecklinge vermehrt werden. 

 

Tabelle 1-1: Eine Auswahl an Forschungsbereichen, in denen Petunia als Modellpflanze Verwendung fin-

det. Die Übersicht wurde nach Gerats und Vandenbussche (2005) verändert. 

Forschungsbereiche Referenzen 

Blütenentwicklung Maes et al., 2001; Castel et al., 2010 

Mechanismen der Bestäubung Stuurman et al., 2004; Hoballah et al., 2007 

Seneszenz Clark et al., 2004; Snowden et al., 2005 

Aktivität von meristematischen Gewebe Stuurman et al., 2002; Ferrario et al., 2006 

Aktivität von Retroelementen Galliano et al., 1995; Richert-Poggeler et al., 2003 

Epigenetik Meyer, 2000, 2001 

Systematik Wijsman, 1982; dos Reis et al., 2002 

Analyse flüchtiger Stoffe Verdonk et al., 2003; Orlova et al., 2006 

Flavonoid-Biosynthese Beld et al., 1989; van der Meer et al., 1992 

 

 

1.2 Die Regeneration von Adventivwurzeln bei der vegetativen Vermehrung 

Die vegetative Vermehrung ist die vom lateinischen vegetatus = belebt, lebend, abgeleitete Be-

zeichnung für die ungeschlechtliche Fortpflanzung von Pflanzen. Im Gegensatz zur generativen 

geht die vegetative Vermehrung nicht mit einer Neu- und Rekombination der Erbanlagen einher. 

Dies bedeutet, dass alle phäno- und genotypischen Eigenschaften der Mutterpflanze auf die 

Tochtergeneration übertragen werden. Sowohl im Obst- und Gartenbau als auch in der Forstwirt-

schaft werden Pflanzen vegetativ vermehrt, um größere Mengen einheitlich wachsenden und 

gesunden Pflanzenmaterials zu erzeugen (Davies et al., 1994). Dabei stellt die autovegetative 

Vermehrung über Stecklinge eine der ältesten und am meisten verwendeten Methoden dar 

(Fernqvist, 1966; De Klerk et al., 1999). Als Stecklinge werden von der Mutterpflanze abgeschnit-

tene Stücke der Sprossachse, der Wurzel oder des Blattes bezeichnet, aus denen sich neue 

selbstständige Pflanzen regenerieren. Während dieser Regeneration nimmt die Ausbildung von 

Adventivwurzeln eine Schlüsselrolle ein, wobei man die Bezeichnung „adventiv“ ausschließlich 

für Wurzeln verwendete, die nicht aus der embryonalen Entwicklung hervorgegangen sind oder 

von den Primärwurzeln abzweigen (Lovell und White, 1986).  
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Die Regeneration von Adventivwurzeln wird durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst. So ist 

die erfolgreiche Bewurzelung von Stecklingen nicht nur von der zu bewurzelnden Pflanzen-

Spezies abhängig, sondern auch vom Alter der Mutterpflanze, von der Größe und der Art der 

Stecklinge sowie von der Jahreszeit, in der die Stecklinge geschnitten werden (Fernqvist, 1966; 

Gaspar und Coumans, 1987). Auch die sich während der Wurzelregeneration ändernden endo-

genen Gehalte der verschiedenen Phytohormone sowie die Verfügbarkeit von Kohlenhydraten, 

Makro- und Mikronährstoffen sind von Bedeutung (Fernqvist, 1966; Jarvis, 1986; Gaspar und 

Coumans, 1987; Kevers et al., 1997; De Klerk et al., 1999; Li et al., 2009). Zusätzlich spielen 

auch exogene Faktoren eine entscheidende Rolle. So beeinflussen zum Beispiel die Lichtverhält-

nisse, die Wasserzufuhr bzw. Feuchtigkeit, die Temperatur oder das für die Bewurzelung der 

Stecklinge verwendete Substrat die Regeneration von Adventivwurzeln (Fernqvist, 1966; Gaspar 

und Coumans, 1987; Li et al., 2009).  

 

1.2.1 Die histologischen und physiologischen Änderungen 

Die Regeneration von Adventivwurzeln ist ein komplexer Entwicklungsprozess, der in verschie-

dene aufeinanderfolgende Phasen unterteilt werden kann (Abbildung 1-1). Dabei variieren in der 

Literatur sowohl die Anzahl als auch die Terminologie der einzelnen Phasen. Die erste Phase des 

Regenerationsprozesses wird durch Jarvis (1986), Hausman et al. (1997) und Kevers et al. 

(1997) als Induktionsphase beschrieben, kann aber auch als Aktivierungs- (Lovell und White, 

1986) oder Dedifferenzierungsphase (Christianson und Warnick, 1983; De Klerk et al., 1997) 

bezeichnet werden. Während dieser Phase findet noch keine Zellteilung statt. Es sind jedoch 

erste morphologische Änderungen in einigen Zellen der Wurzelregenerationszone, wie zum Bei-

spiel ein großer, zentral platzierter Zellkern, schmale Vakuolen und dichtes Zytoplasma, nachzu-

weisen (Mahlstede und Watson, 1952; De Klerk et al., 1995). Die so veränderten Zellen sind für 

organogene Stimuli empfänglich und sind unabhängig von der Spezies und der Art der Stecklinge 

meist in der Nähe des Leitgewebes lokalisiert (Mahlstede und Watson, 1952; Lovell und White, 

1986; De Klerk et al., 1995).  

 

 

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Regeneration von Adventivwurzeln. Die Einteilung der ein-

zelnen Phasen erfolgte nach Jarvis (1986), Hausman et al. (1997) und Kevers et al. (1997). M Mark, 

LG Leitgewebe, C Cortex, P Primordium, W regenerierte Adventivwurzel. 
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In der folgenden als Initiation (Jarvis, 1986; Hausman et al., 1997; Kevers et al., 1997) aber auch 

als Induktion (Christianson und Warnick, 1983; De Klerk et al., 1997) bezeichneten Phase begin-

nen die Zellen sich zu teilen, nachdem sie durch organogene Stimuli aktiviert wurden. Nach meh-

reren Zyklen der Zellteilung bilden sich aus ca. 30 Zellen bestehende Konglomerate, die sich 

durch eine definierte Linie vom umgebenden Gewebe abgrenzen (Mahlstede und Watson, 1952), 

jedoch noch keine organisierte Struktur aufweisen. Aus diesen als root initials (Cameron und 

Thomson, 1969) oder als Meristemoide (De Klerk et al., 1995; Naija et al., 2008) bezeichneten 

Zellkonglomeraten regenerieren sich noch nicht zwangsläufig Wurzeln (Attfield und Evans, 1991; 

De Klerk et al., 1995; Lund et al., 1996). Erst ab einer Anzahl von ca. 1500 Zellen und nach dem 

Ablaufen erster Differenzierungsschritte ist die als Primordium bezeichnete organisierte Masse 

von meristematischem Gewebe auf die Ausbildung einer Wurzel festgelegt (White und Lovell, 

1984).  

In der letzten Phase der Regeneration nimmt die Komplexität der Primordien infolge einer weite-

ren Differenzierung zu und es bildet sich eine Verbindung zwischen Stängel-Leitgewebe und Pri-

mordium aus (Lovell und White, 1986). Die nun funktionsfähige Wurzel wächst innerhalb der Rin-

de bis zur Epidermis, durchbricht diese und wird dann außerhalb des Stecklings sichtbar 

(Mahlstede und Watson, 1952). Auch für die letzte Phase der Wurzelregeneration wird kein ein-

heitlicher Terminus gebraucht. Jarvis (1986), Hausman et al. (1997) und Kevers et al. (1997) 

nutzen die Bezeichnung Expressions- bzw. Wachstumsphase, aber auch die Begriffe Differenzie-

rungs- (Christianson und Warnick, 1983) oder Realisierungsphase (De Klerk et al., 1997) finden 

Verwendung.  

Die Dauer der einzelnen Phasen kann in Abhängigkeit von der Spezies und der Art des Steck-

lings stark variieren. So umfasst die erste Phase der Wurzelregeneration in Stecklingen krautiger 

Pflanzen einen Zeitraum von einige Stunden (Mitsuhashi-Kato et al., 1978) bzw. von ein bis zwei 

Tagen (Chandra et al., 1971; Blazich und Heuser, 1979). Im Vergleich dazu können in Stecklin-

gen holziger Pflanzen mehrere Tage (Naija et al., 2008) oder Wochen (White und Lovell, 1984) 

bis zur Aktivierung der Zellen vergehen. Auch sind in manchen Spezies wie zum Beispiel Populus 

oder Salix die Primordien schon vorgebildet, sodass die Wurzelregeneration zu einem späteren 

Zeitpunkt einsetzt und sich so die Zeit bis zum Sichtbarwerden erster Adventivwurzeln verkürzen 

kann (Lovell und White, 1986). 

 

1.2.2 Der Einfluss von Phytohormonen 

Die Regeneration von Adventivwurzeln ist auf ein Zusammenspiel verschiedener Phytohormone 

bzw. Wachstumsregulatoren zurückzuführen. Dabei wirken die entsprechenden Substanzen ent-

weder direkt und beeinflussen die Zellteilung bzw. das Zellwachstum oder sie wirken indirekt und 

interagieren mit anderen Wachstumsregulatoren (Li et al., 2009). In der Literatur ist für Auxin, 

Ethylen, Cytokinin, Gibberellin sowie Abscisinsäure eine Wirkung im Prozess der Wurzelregene-

ration beschrieben. Für Salizylate, Brassinosteroide und Oxylipine liegen diesbezüglich noch 

keine oder nur sehr wenige Untersuchungsergebnisse vor. 
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1.2.2.1 Auxin 

Bereits 1935 wurde eine die Wurzelregeneration fördernde Wirkung von Auxin beschrieben 

(Zimmerman und Wilcoxon, 1935). Sowohl die Applikation von natürlich vorkommenden als auch 

die von synthetisch hergestellten Auxinen führt zur lokalen Initiation von Adventivwurzeln an 

Stängeln und Blättern (Gaspar und Coumans, 1987; Kevers et al., 1997; De Klerk et al., 1999). 

Dabei hängt die Auxin-Wirkung nicht nur von der Art des applizierten Auxins ab, sondern auch 

von der verwendeten Konzentration. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass sich eine Behandlung 

mit geringen Indol-3-essigsäure (IAA)-Konzentrationen inhibierend und eine Behandlung mit hö-

heren IAA-Konzentrationen fördernd auf die Bewurzelung von Stecklingen auswirkt (Eliasson, 

1981; Nordström und Eliasson, 1984; Ludwig-Müller et al., 2005). Im Vergleich dazu stimulieren 

das natürliche Auxin Indol-3-buttersäure (IBA) sowie die synthetisch hergestellten Auxine 2,4-

Dichlorphenoxyessigsäure (2,4-D) und 1-Naphthylessigsäure (NAA) die Regeneration von Ad-

ventivwurzeln effektiver. So ist eine Regeneration von Adventivwurzeln auch bei Verwendung 

niedriger IBA- und 2,4-D-Konzentrationen nachgewiesen (Eliasson und Areblad, 1984; Nordström 

und Eliasson, 1984; Ludwig-Müller et al., 2005). Auch die Anzahl der regenerierten Wurzeln pro 

Steckling ist nach Gabe von NAA und IBA im Vergleich zu einer IAA-Behandlung höher (James, 

1983; Nordström et al., 1991; Ludwig-Müller et al., 2005).  

Die Wirkung der Auxine hängt zugleich entscheidend von der Dauer und vom Zeitpunkt der Ap-

plikation ab. Diesbezüglich wurde der Prozess der Wurzelregeneration in eine Auxin-empfindliche 

Phase und in eine Phase mit geringer Auxin-Empfindlichkeit unterteilt (Shibaoka, 1971; Moham-

med und Eriksen, 1974). Die Auxin-empfindliche Phase umfasst meist den Zeitraum vom Nach-

weis erster morphologischer Veränderungen bis zur Ausbildung erster Meristemoide (James, 

1983). Das heißt, die Ausbildung von Adventivwurzeln wird am effektivsten gefördert, wenn die 

Applikation von Auxin direkt oder wenige Stunden nach der Stecklingsernte erfolgt (Kantharaj et 

al., 1979; De Klerk et al., 1995; Ludwig-Müller et al., 2005). Eine spätere Auxin-Applikation wirkt 

sich eher inhibierend auf die Wurzelentwicklung aus (Jarvis et al., 1983). Dies ist daran zu erken-

nen, dass sich im Bereich der Wurzelregenerationszone bevorzugt Kallus-Gewebe bildet, aus 

dem sich keine oder nur eine geringe Anzahl Wurzeln regeneriert (James, 1983). 

Eine Applikation von Auxin ist für die Bewurzelung von Stecklingen verschiedener Spezies es-

sentiell. Im Vergleich dazu regenerieren die Stecklinge anderer Spezies spontan und ohne zu-

sätzliche Gabe von Wachstumsfaktoren Adventivwurzeln (Hausman et al., 1997; De Klerk et al., 

1999). Dies liegt darin begründet, dass diese Pflanzen in Blättern, Knospen und im apikalen Be-

reich des Stecklings ausreichend endogenes Auxin synthetisieren. Dieses wird dann basipetal in 

die Wurzelregenerationszone des Stecklings transportiert und akkumuliert dort (Haissig, 1970; 

Garrido et al., 2002). Werden die Auxin synthetisierenden Organe entfernt oder wird der 

basipetale Transport durch Anwendung geeigneter Inhibitoren unterbunden reduziert sich der 

Auxin-Gehalt in der Wurzelregenerationszone und es bilden sich nur wenige oder keine Adven-

tivwurzeln an der Basis der Stecklinge aus (Liu und Reid, 1992a; Koukourikou-Petridou und 

Bangerth, 1997; Garrido et al., 2002; Ludwig-Müller et al., 2005). Dieser Effekt kann durch die 

Applikation von Auxin teilweise oder vollständig kompensiert werden (Koukourikou-Petridou und 

Bangerth, 1997; Garrido et al., 2002). 
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Das in die Stecklingsbasis transportierte Auxin verbleibt nicht über den gesamten Zeitraum der 

Wurzelregeneration auf einem konstanten Niveau, sondern zeigt einen charakteristischen zeit-

lichen Verlauf. Direkt oder kurz nach der Ernte der Stecklinge akkumuliert freie IAA in der Wurzel-

regenerationszone und nach dem Durchlaufen eines Maximums fallen die Gehalte der freien IAA 

wieder auf das Ausgangsniveau. Eine Akkumulation der freien IAA ist meist vor oder während der 

ersten morphologischen Änderungen in der Wurzelregenerationszone nachzuweisen. Bis zur 

Ausbildung erster Primordien erreichen die Gehalte wieder ihr niedriges Ausgangsniveau 

(Gaspar et al., 1990; Liu und Reid, 1992a; Koukourikou-Petridou und Bangerth, 1997). Die Ge-

halte der mit Aspartat konjugierten IAA (IAA-Asp) steigen denen der freien IAA zeitlich nachgela-

gert an, wobei sich der Abfall an freier IAA mit der Ausbildung des biologisch inaktiven IAA-

Konjugates überschneidet (Moncousin et al., 1988; Nordström und Eliasson, 1991).  

 

1.2.2.2 Ethylen 

Die Regeneration von Adventivwurzeln an Sprossen von mit Ethylen behandelten Pflanzen wurde 

erstmals 1933 beschrieben (Zimmerman und Hitchcock, 1933). Auch spätere Untersuchungen 

bestätigten diese Wirkung des Ethylens (Mudge, 1988). In Bezug auf die gezielte Bewurzelung 

von Stecklingen ist die Ethylen-Wirkung nicht so eindeutig belegt und wird in der Literatur konträr 

diskutiert (Mudge, 1988). So kann eine Behandlung von Stecklingen mit Ethylen bzw. Ethylen-

freisetzenden Substanzen die Regeneration von Adventivwurzeln sowohl fördern als auch hem-

men oder es ist keine nennenswerte Wirkung nachzuweisen (Andersen, 1977; Mudge, 1988). 

Als Ursachen für diese widersprüchlichen Ergebnisse werden die Vielzahl an untersuchten Pflan-

zen-Spezies und auch die unterschiedlichen experimentellen Versuchsanordnungen und Bedin-

gungen angeführt (Mudge, 1988). So wurden in den einzelnen Untersuchungen zum Beispiel 

verschiedene Arten der Ethylen-Applikation (Begasung mit Ethylen, Applikation von Ethylen-

freisetzenden Substanzen) genutzt. Als Ethylen-freisetzende Substanzen finden meist 1-

Aminocyclopropan-1-carbonsäure (ACC) oder 2-Chlororethylphosphorsäure Verwendung. Letzte-

re wird auch als Ethephon bezeichnet und besitzt die Fähigkeit, in Lösungen mit einem pH-Wert 

von über 3,5, Ethylen freizusetzen (Mudge und Swanson, 1978). ACC wiederum ist die direkte 

Biosynthese-Vorstufe von Ethylen und wird nach Aufnahme durch die Pflanze mit Hilfe der ACC-

Oxidase (ACO) zu Ethylen umgesetzt (Bollmark und Eliasson, 1990; Bleecker und Kende, 2000).  

Für die Wirkung des Ethylens scheinen aber auch die verwendeten Konzentrationen und der 

Zeitpunkt der Applikation von Bedeutung zu sein. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass 

eine Behandlung von Vigna radiata- (Robbins et al., 1983; Riov und Yang, 1989) oder Helianthus 

annuus-Stecklingen (Liu et al., 1990) mit geringen Mengen von ACC die Anzahl der regenerierten 

Wurzeln erhöht. Im Vergleich dazu hat eine Behandlung von Vigna radiata- (Geneve und Heuser, 

1983; Robbins et al., 1983; Liu et al., 1990) oder Pisum sativum-Stecklingen (Nordström und 

Eliasson, 1984) mit hohen ACC- bzw. Ethephon-Konzentrationen eine reduzierte Wurzelanzahl 

zur Folge. Weiterhin ist es für die Bewurzelung von Vigna radiata-Stecklingen eher förderlich 

geringe ACC-Mengen über den gesamten Prozess der Wurzelregeneration zu applizieren oder 

die Stecklinge nur kurz (erstes Drittel der Wurzelregeneration) mit hohen ACC-Konzentrationen 
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zu behandeln (Riov und Yang, 1989). Die kurzzeitige Applikation von ACC wirkt sich auch auf die 

Bewurzelung von Picea abies-Stecklingen positiv aus. Eine spätere Applikation hat keinen nach-

weisbaren Effekt (Bollmark und Eliasson, 1990). 

Neben der Wirkung von exogenem Ethylen spielen vor allem die endogenen Gehalte für die Re-

generation von Adventivwurzeln eine Rolle. Die Ethylen-Gehalte in den Stecklingen variieren 

zwar in Abhängigkeit von der Pflanzen-Spezies, weisen jedoch einen charakteristischen Verlauf 

während der Wurzelregeneration auf. In der Literatur sind zum Beispiel für Vitis riparia-Stecklinge 

zwei transiente Anstiege beschrieben. Der erste Anstieg ist direkt nach der Ernte der Stecklinge 

nachzuweisen und wird mit der infolge der Ernte ausgelösten Verwundungsreaktion in Verbin-

dung gebracht. Der zweite Anstieg im Ethylen-Gehalt verläuft ähnlich wie der bereits beschriebe-

ne Anstieg im IAA-Gehalt, weshalb man davon ausgeht, dass sich die Gehalte beider Phytohor-

mone bedingen (Moncousin et al., 1989; Gaspar et al., 1990). Es gibt aber auch Untersuchungen 

in denen das Ethylen nur einmal transient akkumuliert. Der Gehalt an Ethylen steigt hier ebenfalls 

direkt nach der Ernte der Stecklinge an, durchläuft ein Maximum und erreicht meist bis zur Aus-

bildung erster Primordien das Ausgangsniveau (Coleman et al., 1980; Bollmark und Eliasson, 

1990; Liu et al., 1990).  

Der transiente Anstieg des endogenen Ethylens scheint essentiell zu sein. Durch die Verwen-

dung geeigneter Inhibitoren, wie zum Beispiel Aminoethoxyvinylglycin [AVG, Inhibitor der Ethy-

len-Biosynthese; Adams und Yang (1979), Boller et al.(1979)] oder dem anionischen 

Silberthiosulfat (STS)-Komplex [Inhibitor der Ethylen-Wirkung, Beyer(1976)], wird die Ethylen-

Freisetzung in den Stecklingen vermindert und daraus resultierend, reduziert sich die Anzahl der 

regenerierten Adventivwurzeln (Liu et al., 1990; Gonzalez et al., 1991; Lorbiecke und Sauter, 

1999). Die Wirkung der Inhibitoren kann meist durch die Applikation von Ethylen-freisetzenden 

Substanzen aufgehoben werden (Robbins et al., 1983; Liu et al., 1990; Gonzalez et al., 1991).  

Aber nicht nur die Menge des in der Pflanze freigesetzten Ethylens sondern auch die Empfind-

lichkeit der Pflanze gegenüber Ethylen ist für die Regeneration von Adventivwurzeln von Bedeu-

tung. Bei Stecklingen von Pflanzen mit verminderter Ethylen-Empfindlichkeit [transgene Petu-

nia hybrida Pflanzen (Linie 44568; Wilkinson et al., 1997) sowie die Mutante Never ripe [Solanum 

lycopersicum, Wilkinson et al.(1995)] ist die Regeneration von Adventivwurzeln gestört (Clark et 

al., 1999; Shibuya et al., 2004; Negi et al., 2010). Eine zusätzliche Behandlung mit Ethylen-

freisetzenden Substanzen zeigt diesbezüglich nur eine geringe oder gar keine Wirkung (Clark et 

al., 1999). 

 

1.2.2.3 Die interaktive Wirkung von Auxin und Ethylen 

In einer Vielzahl von Untersuchungen geht man davon aus, dass die Ausbildung von Adventiv-

wurzeln durch ein Zusammenspiel verschiedener Phytohormone reguliert wird. So induziert Auxin 

zwar die Zellteilung, aber ohne Ethylen erfolgt diese eher ungeordnet und es bilden sich keine 

Primordien aus. Dem gegenüber führt die Applikation von Ethylen ohne zusätzliche Gabe von 

Auxin zur Schwellung und Trennung von kortikalen und Mark-Zellen und es findet keine vermehr-

te Zellteilung statt (Linkins et al., 1973).  
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Wie genau die beiden Phytohormone während der Wurzelregeneration miteinander interagieren, 

wird unterschiedlich diskutiert. Zum einen vermutet man, dass die stimulierende Wirkung des 

Auxins durch Ethylen vermittelt wird. Dies begründet man damit, dass nicht nur Ethylen-

freisetzende Substanzen wie ACC oder Ethephon, sondern auch Auxine einen Anstieg der endo-

genen Ethylen-Gehalte bewirken können (Riov und Yang, 1989; Nordström und Eliasson, 1993; 

Visser et al., 1996). Diesbezüglich wird auch der mit dem Auxin gleichzeitig oder etwas nachge-

lagerte Anstieg des endogenen Ethylens erwähnt. Eine positive Korrelation zwischen der Ethylen-

Freisetzung bzw. dem Ethylen-Gehalt im pflanzlichen Gewebe und der Anzahl regenerierter Ad-

ventivwurzeln in Reaktion auf eine Auxin-Behandlung wurde jedoch bisher nicht nachgewiesen 

(Batten und Mullins, 1978; Coleman et al., 1980; Geneve und Heuser, 1982). Auch eine Vermin-

derung der Gehalte des durch eine Auxin-Behandlung freigesetzten Ethylens mit Hilfe geeigneter 

Inhibitoren hat keinen Einfluss auf die vermehrte Regeneration von Adventivwurzeln (Coleman et 

al., 1980; Nordström und Eliasson, 1984; Visser et al., 1996).  

Als weitere Möglichkeit wird eine antagonistische Wirkung von Auxin und Ethylen erörtert. Man 

vermutet, dass die Regeneration von Wurzeln gefördert wird, wenn die endogenen Gehalte des 

Ethylens im Verhältnis zu den applizierten Auxin-Konzentrationen eher gering ausfallen (Mullins, 

1970a). Sind die applizierten Auxin-Konzentrationen im Verhältnis zu den endogenen Ethylen-

Gehalten zu gering, wirkt sich dies auf den fördernden Effekt des Auxins negativ aus. Das heißt, 

die fördernde Auxin-Wirkung kann durch den inhibierenden Effekt des Ethylens unterbunden 

werden. Eine vermehrte Regeneration von Adventivwurzeln infolge einer Auxin-Applikation wird 

auch dadurch inhibiert, dass die endogenen Gehalte an Ethylen durch die Applikation von Ethy-

len-freisetzenden Substanzen stark erhöht werden (Nordström und Eliasson, 1984; Jusaitis, 

1986; Nordström und Eliasson, 1993).  

Ferner nimmt man an, dass Ethylen die Auxin-Empfindlichkeit in der Pflanze beeinflusst und auf 

diesem Wege die Regeneration von Adventivwurzeln beeinträchtigt (Visser et al., 1996; Smalle 

und Straeten, 1997; Shibuya et al., 2004). Wird zum Beispiel die Freisetzung von Ethylen in der 

Pflanze durch die Anwendung von Inhibitoren zu stark inhibiert, hat dies eine verminderte Emp-

findlichkeit gegenüber endogenem bzw. exogenem Auxin zur Folge und die Regeneration von 

Adventivwurzeln wird inhibiert (Robbins et al., 1983; Robbins et al., 1985; Jusaitis, 1986; Liu und 

Reid, 1992b). Dieser Effekt kann auch dadurch erreicht werden, dass die Signalwirkung des 

Ethylens unterbunden wird (Clark et al., 1999; Shibuya et al., 2004; Negi et al., 2010). 

 

1.2.2.4 Cytokinin und dessen Interaktion mit Auxin 

In der Literatur weist man Cytokinin eine inhibierende Wirkung im Prozess der Wurzelentwicklung 

zu. Infolge einer Behandlung von Stecklingen mit natürlich vorkommenden oder synthetisch her-

gestellten Cytokininen wird die Initiation von Adventivwurzeln inhibiert (Kuroha et al., 2006; Fabi-

jan et al., 1981; Bollmark und Eliasson, 1986; De Klerk et al., 1995). Im Bereich der Wurzelrege-

nerationszone bildet sich lediglich Kallus-Gewebe, aus dem sich nachfolgend keine Adventivwur-

zeln regenerieren (Humphries, 1960; De Klerk et al., 1995). Histologische Untersuchungen konn-

ten belegen, dass Cytokinin die Differenzierung der Meristemoide verhindert (Bollmark und 
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Eliasson, 1986). Eine Applikation von Cytokinin wirkt sich jedoch nicht über den gesamten Pro-

zess der Wurzelregeneration inhibierend aus. Nur eine Behandlung während der Initiationsphase 

(Zeitpunkt erster morphologischer Veränderungen bis zur Ausbildung von Meristemoiden) führt 

zur verminderten Ausbildung von Adventivwurzeln (Fabijan et al., 1981; De Klerk et al., 1995). 

Eine spätere Cytokinin-Applikation hat nur noch eine geringe oder keine Wirkung (Eriksen, 1974; 

Bollmark und Eliasson, 1986).  

Die endogenen Gehalte des Cytokinins fallen in Stecklingen von Solanum lycopersicum 

(Maldiney et al., 1986), Pisum sativum (Bollmark et al., 1988) und Populus (Okoro und Grace, 

1978; Hausman et al., 1997) direkt nach der Ernte stark ab und verbleiben bis zur Entwicklung 

erster Primordien auf einem niedrigen Niveau (Bollmark und Eliasson, 1990). Im Vergleich dazu 

steigen die endogenen Gehalte des Auxins während dieser Entwicklungsphase an (siehe 

1.2.2.1). Man vermutet, dass sich das Verhältnis viel Auxin zu wenig Cytokinin günstig auf die 

Regeneration von Adventivwurzeln auswirkt (De Klerk et al., 1997). Wird das optimale Verhältnis 

Auxin zu Cytokinin in den Stecklingen verändert, hat das einen direkten Einfluss auf die Wurzel-

regeneration (Koukourikou-Petridou und Bangerth, 1997). So konnte zum Beispiel nachgewiesen 

werden, dass die infolge einer Auxin-Behandlung erhöhte Anzahl von Adventivwurzeln durch eine 

Applikation von hohen Cytokinin-Konzentrationen reduziert wird (Humphries, 1960; Heide, 1965). 

Im Vergleich dazu wirkt sich eine Behandlung mit hohen Auxin- bzw. geringen Cytokinin-

Konzentrationen stimulierend auf die Regeneration von Adventivwurzeln aus (Heide, 1965; De 

Klerk et al., 1995).  

 

1.2.2.5 Gibberellin und Abscisinsäure (ABA) 

Gibberelline inhibieren in verschiedenen Spezies die Regeneration von Adventivwurzeln 

(Fernqvist, 1966; Jarvis, 1986; Gaspar und Coumans, 1987), wobei der Zeitraum vor der Initiation 

der Primordien am empfindlichsten gegenüber einer Gibberellin-Behandlung ist (Fabijan et al., 

1981). Indessen hat eine Applikation von Gibberellin-Antagonisten bzw. –Inhibitoren, wie zum 

Beispiel 2-Chloroethyltrimethylammoniumchlorid, 2-Isopropyl-4-dimethylamino-5-methylphenyl-1-

piperidincarboxylatmethylchlorid sowie α-Cyclopropyl-α-(4-methoxyphenyl)-5-pyrimidinmethanol, 

eine vermehrte Regeneration von Adventivwurzeln zur Folge (Libbert und Krelle, 1966; Kefford, 

1973; Fabijan et al., 1981). Diese stimulierende Wirkung der Gibberellin-Antagonisten bzw. –

Inhibitoren kann durch die gleichzeitige Gabe von Gibberellin wieder aufgehoben werden 

(Kefford, 1973; Fabijan et al., 1981). Zu den endogenen Gehalten des Gibberellins während der 

Stecklingsbewurzelung stehen bisher noch keine Daten zur Verfügung. 

 

Welche Rolle ABA im Prozess der Wurzelregeneration zukommt, ist nicht eindeutig belegt. Infol-

ge einer ABA-Behandlung von Phaseolus aureus-, Phaseolus coccineus- bzw. Solanum 

lycopersicum-Stecklingen steigt die Anzahl der regenerierten Adventivwurzeln in Abhängigkeit 

von der Konzentration an (Chin et al., 1969; Basu et al., 1970; Hartung et al., 1980). Dabei 

scheint die Dauer der Applikation keine Rolle zu spielen. Der stimulierende Effekt war sowohl 

nach einer kurzen Applikation direkt nach der Stecklingsernte als auch nach einer ABA-

Behandlung über den gesamten Bewurzelungszeitraum nachzuweisen (Chin et al., 1969; Basu et 
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al., 1970; Hartung et al., 1980). Im Vergleich dazu wirkt sich eine ABA-Behandlung von Begonia- 

bzw. Cucumis melo-Stecklingen inhibierend auf die Wurzelregeneration aus (Heide, 1968; 

Krishnamoorthy, 1972) und die Bewurzelung von Phaseolus vulgaris-Stecklingen wird nicht be-

einflusst (Basu et al., 1970). Auch der transiente Anstieg der endogenen ABA-Gehalte direkt 

nach der Stecklingsernte (Maldiney et al., 1986; Hausman et al., 1997) weist noch nicht zwangs-

läufig auf einen Einfluss der ABA hin. Man vermutet, dass der erhöhte Gehalt von ABA eher mit 

dem infolge der Stecklingsernte verursachten Wasser- bzw. Trockenstress zusammenhängt, als 

mit der Regeneration von Adventivwurzeln (Maldiney et al., 1986; Kevers et al., 1997). 

 

1.3 Die Jasmonate 

Jasmonsäure (JA) und die von ihr abgeleiteten natürlich vorkommenden Verbindungen fasst man 

unter dem Begriff Jasmonate zusammen. Jasmonate kommen im Reich der Pflanzen ubiquitär 

vor und sind sowohl in Bedeckt- und Nacktsamern als auch in Algen, Farnen und Pilzen nachzu-

weisen (Meyer et al., 1984; Sembdner und Parthier, 1993). Es handelt sich um Pflanzen-

spezifische Signalstoffe, die den tierischen Steroiden und Prostaglandinen in Bezug auf Struktur 

und Funktion ähneln (Bergey et al., 1996) und aufgrund ihrer Wirkungsweise den Phytohormonen 

zugeordnete werden. 

Die Jasmonate sind an einer Vielzahl von pflanzlichen Entwicklungsprozessen, wie zum Beispiel 

an der Blütenentwicklung (McConn und Browse, 1996; Stintzi und Browse, 2000; Li et al., 2004), 

dem Wurzel- und Knollenwachstum (Dathe et al., 1981; Yoshihara et al., 1989; Staswick et al., 

1992), dem Winden von Ranken (Falkenstein et al., 1991) sowie der Seneszenz (Ueda und Kato, 

1980) beteilig. Ferner können sie die Anpassung der Pflanze an wechselnde Umgebungsbedin-

gungen beeinflussen. In der pflanzlichen Reaktion auf abiotischen Stress [Wassermangel 

(Pedranzani et al., 2007; Kim et al., 2009 ), Belastung durch Ultraviolette Strahlung (Fedina et al., 

2009; Demkura et al., 2010) oder Ozon (Rao et al., 2000), osmotischer Stress (Kramell et al., 

1995) usw.] spielen die Jasmonate ebenso eine Rolle wie auch in der gegenüber biotischem 

durch Insekten und nekrotrophe Pathogene ausgelöstem Stress (Wasternack et al., 2006; Howe 

und Jander, 2008; Koo und Howe, 2009). Eine der am umfangreichsten untersuchten Prozesse, 

in denen die Jasmonate regulierend eingreifen, ist die Reaktion der Pflanze auf Verwundung 

(Schilmiller und Howe, 2005; Wasternack et al., 2006; Koo und Howe, 2009). 

 

1.3.1 Die Biosynthese der Jasmonate und deren Regulation 

1.3.1.1 Der Lipoxygenase (LOX)-Biosynthese-Weg 

Die unter dem Begriff Oxylipine zusammengefassten oxidierten Fettsäuren und deren Derivate 

sind lipophile Signalmoleküle, die Funktionen sowohl in der pflanzlichen Entwicklung als auch in 

der Abwehr der Pflanze gegenüber abiotischen und biotischen Stress übernehmen (Blée, 2002; 

Feussner und Wasternack, 2002). Die Umwandlung von Fettsäuren in Fettsäure-Hydroperoxide 

kann chemisch durch Autooxidation (Mueller, 2004) oder enzymatisch durch eine α-Dioxygenase 

(Hamberg et al., 2005) bzw. durch eine LOX-Aktivität (Feussner und Wasternack, 2002) erfolgen. 
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Letztere katalysiert die stereospezifische Insertion von molekularem Sauerstoff entweder in Posi-

tion C9 (9-LOX) oder C13 (13-LOX) (Schneider et al., 2007). Die so entstandenen 9(S)- bzw. 

13(S)-Hydroperoxy-Fettsäuren können dann durch verschiedene Enzyme weiter metabolisiert 

werden. Zurzeit sind sieben mögliche Wege für Folgereaktionen beschrieben: der Divinylether-

Synthase-, Hydroperoxid-Lyase-, Peroxygenase-, Epoxyalkohol-Synthase-, Reduktase-, LOX- 

sowie der Allenoxid-Synthase-Weg (Feussner und Wasternack, 2002). 

Die Jasmonsäure und ihre Derivate werden ebenfalls den Oxylipinen zugeordnet und leiten sich 

von der mehrfach ungesättigten Fettsäure α-Linolensäure (18:3) ab (Abbildung 1-2). Diese wird 

infolge lokaler oder systemischer Signale (Farmer und Ryan, 1992; Conconi et al., 1996; Nar-

vaez-Vasquez et al., 1999) durch die hydrolytische Aktivität einer Phospholipase A2 (Narvaez-

Vasquez et al., 1999) oder einer DAD1-ähnlichen Phospholipase A1 (Ishiguro et al., 2001) von der 

Chloroplasten-Membran freigesetzt und anschließend durch die 13-LOX an Position C13 

oxygeniert. Als Produkt entsteht das Hydroperoxid 13(S)-Hydroperoxy-9(Z),11(E),15(Z)-

octadecatriensäure (13-HPOT) (Wasternack und Hause, 2002; Delker et al., 2006; Wasternack, 

2007).  

 

1.3.1.2 Der Allenoxid-Synthase (AOS)-Weg: Die Jasmonat-Biosynthese 

Der AOS-Weg wird auch als Jasmonat-Biosynthese bezeichnet und wurde in den 1980er Jahren 

durch Vick und Zimmerman (Vick und Zimmerman, 1984) sowie Hamberg und Hughes (Hamberg 

und Hughes, 1988) erstmals beschrieben (Abbildung 1-2). Der initiale Schritt der Jasmonat-

Biosynthese wird durch die AOS katalysiert, wobei das durch die LOX generierte 13-HPOT als 

Substrat dient. Infolge der Dehydrierung von 13-HPOT durch die AOS entsteht ein instabiles 

Epoxid 12,13-Epoxy-9(Z),11(E),15(Z)-octadecatriensäure (12,13-EOT), welches in wässriger 

Lösung zu α- und γ-Ketol hydrolysiert. Zugleich bildet sich infolge einer spontanen Cyclisierung 

ein racemisches Gemisch von 12-Oxo-10,15(Z)-phytodiensäure (OPDA)-Enantiomeren (Brash et 

al., 1988; Hamberg und Fahlstadius, 1990). Der spontane Abbau von 12,13-EOT kann durch die 

Allenoxid-Cyclase (AOC) verhindert werden. Sie setzt das instabile Epoxid zum biologisch akti-

ven Intermediat (9S,13S)-OPDA um und etabliert zugleich die enantiomere Grundstruktur der 

natürlich vorkommenden Jasmonate (Hamberg und Fahlstadius, 1990). Während die Umwand-

lung von α-Linolensäure zu OPDA im Plastid lokalisiert ist, finden alle weiteren Schritte der Jas-

monat-Biosynthese im Peroxisom statt. Der genaue Mechanismus des OPDA-Transports ist noch 

nicht vollständig aufgeklärt. Man geht jedoch von zwei möglichen Transportwegen aus. Einerseits 

nimmt man an, dass OPDA in den Plastiden durch die Übertragung einer Acylgruppe aktiviert und 

dann in Form eines Coenzym A (CoA)-Esters durch den in der peroximalen Membran lokalisier-

ten ABC-Transporter COMATOSE [Theodoulou et al., 2005; auch als PXA1 (Zolman et al., 2001) 

oder PED3 (Hayashi et al., 2002) bekannt] transportiert wird. Andererseits könnte OPDA auch in 

Form von OPDA
H
 mittels Ionenfall-Prinzip in das Peroxisom gelangen (Theodoulou et al., 2005) 

und dort durch spezifische Fettsäure-CoA-Synthetasen aktiviert werden (Schneider et al., 2005; 

Koo et al., 2006; Kienow et al., 2008). Im Peroxisom katalysiert eine 9(S),13(S)-OPDA spezifi-

sche OPDA-Reduktase (Isoenzym 3: OPR3) die Umwandlung von OPDA zu 3-oxo-2-(2‘(Z)-

pentenyl)-cyclopentan-1-oktansäure (OPC-8), welche dann drei Zyklen β-Oxidation durchläuft. 
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Dabei umfasst jeder β-Oxidation-Zyklus drei aufeinanderfolgende Enzym-Aktivitäten: eine Acyl-

CoA-Oxidase (ACX)- (Castillo et al., 2004; Li et al., 2005; Schilmiller et al., 2007), ein multifunkti-

onales Protein (MFP)- (Delker et al., 2007) und eine L-3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (KAT)-Aktivität 

(Castillo et al., 2004). Aus der OPC-8 entsteht auf diesem Weg 3(R),7(S)-Jasmonsäure [(+)-7-

iso-JA], die dann größtenteils zur thermodynamisch stabileren 3(R),7(R)-Jasmonsäure [(-)-JA] 

isomerisiert.  

 

 

Abbildung 1-2: Der schematische Ablauf der Jasmonat-Biosynthese. Die α-Linolensäure (α-LeA) wird 

nach der Freisetzung aus der Chloroplasten-Membran durch 13-LOX, AOS und AOC zum biologisch akti-

ven Intermediat 9(S),13(S)-OPDA [cis-(+)-OPDA] umgesetzt. Nach der Reduktion von OPDA durch die 

OPR3 und dem Durchlaufen von drei Zyklen der β-Oxidation bildet sich 3(R),7(S)-JA [(+)-7-iso-JA], die 

dann größtenteils zur thermodynamisch stabileren 3(R),7(R)-JA [(-)-JA] isomerisiert. Die Abbildung wurde 

nach Wasternack (2007) verändert. 

 

 

1.3.1.3 Die Metabolisierung der JA 

Neben JA und OPDA sind auch von der JA abgeleitete Verbindungen in der Pflanze nachweis-

bar. Bisher sind sieben verschiedene Reaktionswege beschrieben, über die die JA weiter meta-

bolisiert werden kann. 
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 Methylierung der Carboxylgruppe mittels JA-spezifischen Methyltransferasen zu Methyl-

JA (Seo et al., 2001) 

 Decarboxylierung zu cis-Jasmon (Koch et al., 1997) 

 Adenylierung der Carboxyl-Gruppe mittels einer AMP-Transferase (Staswick et al., 2002) 

und die nachfolgende Aminosäure (AS)-Konjugation mittels einer JA konjugierenden-

Synthetase (JAR1) (Staswick und Tiryaki, 2004) 

 Hydroxylierung an Position C11 oder C12 der Pentenylseitenkette zu 11- bzw. 12-

Hydroxyjasmonsäure (11-OH-JA bzw. 12-OH-JA) und der nachfolgenden O-

Glykosylierung zu 12-O-ß-D-glucopyranosyljasmonsäure (Sembdner und Parthier, 1993; 

Swiatek et al., 2004) bzw. Sulfatierung zu 12-Hydroxysulfonyloxyjasmonsäure (12-HSO4-

JA) (Gidda et al., 2003) 

 Ausbildung von Jasmonoyl-1-β-Glucose, Jasmonoyl-1-β-Gentiobiose und 

Hydroxyjasmonoyl-1-β-Glucose (Swiatek et al., 2004) 

 Ausbildung von Cucurbinsäure infolge der Reduzierung an der Keto-Gruppe des Cyclo-

pentanonrings (Sembdner und Parthier, 1993) 

 Konjugation mit der Ethylen-Vorstufe ACC zu JA-ACC (Staswick und Tiryaki, 2004) 

 

Sowohl die Gehalte an JA und OPDA als auch die der JA-Derivate variieren in den verschiede-

nen Pflanzen-Spezies in Abhängigkeit von der Entwicklungsstufe und dem untersuchten Gewe-

be. Auch die vorherrschenden Umweltbedingungen können die Gehalte der einzelnen Substan-

zen beeinflussen (Hause et al., 2000; Miersch et al., 2004). Aufgrund dieser Variabilität im Vor-

kommen geht man davon aus, dass den einzelnen Verbindungen unterschiedliche Funktionen 

und Signaleigenschaften zuzuordnen sind. So induziert zum Beispiel 12-OH-JA in Solanum 

tuberosum die Knollenbildung (Yoshihara et al., 1989) und Methyl-JA scheint eine Rolle in der 

Pathogen-Abwehr zu spielen (Seo et al., 2001). Die genaue Funktionsweise bzw. der Mechanis-

mus der Signalerkennung in der Pflanze ist bisher nur für das AS-Konjugat JA-Isoleucin (JA-Ile) 

beschrieben (siehe 1.3.2).  

 

1.3.1.4 Die Regulation der Jasmonat-Biosynthese 

Die Jasmonat-Biosynthese kann über drei verschiedene Mechanismen reguliert werden (Delker 

et al., 2006; Wasternack, 2007). Als eine erste Möglichkeit ist die Regulation über die Substrat-

verfügbarkeit beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass in voll entwickelten Arabidopsis-

Blättern LOX, AOS- sowie AOC-Aktivität nachzuweisen ist, eine Synthese der JA jedoch erst 

nach Verwundung und der daraus resultierenden Freisetzung von α-Linolensäure stattfindet 

(Laudert und Weiler, 1998; Stenzel et al., 2003b). Und auch in transgenen Pflanzen, die für die 

Jasmonat-Biosynthese wichtige Enzyme wie AOS oder AOC konstitutiv überexprimieren, akku-

muliert JA nur nach einem Stimulus (Laudert et al., 2000; Park et al., 2002; Stenzel et al., 2003a). 

Weiterhin geht man von einem Regulationsmechanismus der positiven Rückkopplung aus, da die 

Expression aller Gene, die für an der Jasmonat-Biosynthese beteiligte Enzyme kodieren, durch 

JA induziert werden können (Reymond et al., 2000; Stenzel et al., 2003b; Castillo et al., 2004). 

Diese Vermutung wird auch dadurch gestützt, dass in Mutanten mit dauerhaft erhöhten Jasmo-
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nat-Gehalten (z.B. cev1, constitutive expression of VSP1, Devoto et al., 2002) eine verstärkte 

Expression der AOC und in Mutanten mit dauerhaft reduzierten Jasmonat-Gehalten (z.B. opr3) 

eine verminderte Expression der AOC sowie geringere Mengen an AOC-Protein nachzuweisen 

sind. Dieser positive Rückkopplungsmechanismus scheint jedoch eher in pflanzlichen Entwick-

lungsprozessen eine Rolle zu spielen (Stenzel et al., 2003b; Wasternack, 2007). 

Die Biosynthese der Jasmonate kann aber auch durch das Gewebe-spezifische Vorkommen der 

an der Jasmonat-Biosynthese beteiligten Enzyme beeinflusst werden. Im Modellsystem Solanum 

lycopersicum ist die AOC in den Geleitzellen und den Siebelementen des Phloems lokalisiert. 

Und auch für AOS und LOX ist ein spezifischer Nachweis in den Siebelementen möglich (Hause 

et al., 2003a). Dementsprechend wird die JA infolge eines Verwundungsreizes bevorzug im Leit-

gewebe synthetisiert, ist kurze Zeit später aber auch in anderen Geweben des verwundeten Blat-

tes nachzuweisen (Mielke et al., 2011). In Arabidopsis wiederum ist das Vorkommen von LOX, 

AOS und AOC zum Beispiel im Blatt nicht auf ein bestimmtes Geweben festgelegt (Stenzel et al., 

2003b). Die Gewebe-spezifische Akkumulation der Jasmonate wird dadurch erreicht, dass die 

Aktivitäten der AtAOC-Promotoren und somit die Expression der vier für die AtAOCs kodierenden 

Gene zeitlich und räumlich variieren (Stenzel et al., 2003b; Delker et al., 2006, persönliche Mittei-

lung Stenzel und Wasternack) 

 

1.3.2 Der Mechanismus der Jasmonat-Erkennung in der Pflanze 

Eine biologische Wirksamkeit wurde für OPDA und JA aber auch für von der JA-abgeleitete Ver-

bindungen beschrieben (Wasternack, 2007). Bisher ist allerdings nur für JA-Ile der Mechanismus 

der Signal-Erkennung in der Pflanze bekannt (Abbildung 1-3; Thines et al., 2007; Katsir et al., 

2008; Melotto et al., 2008; Fonseca et al., 2009). Für die Erkennung von JA-Ile ist der COI1 

(CORONATINE INSENSITIVE1)-Rezeptor (Katsir et al., 2008; Melotto et al., 2008; Yan et al., 

2009) bzw. der COI1-JAZ-Rezeptor-Komplex (Sheard et al., 2010) essentiell. Bei COI1 handelt 

es sich um ein F-Box Protein (Xie et al., 1998), welches mit SKP1, RBX1 und Cullin1 interagiert, 

um den SCF (Skip/Cullin/F-Box)
COI1

-Komplex zu bilden. Dabei repräsentiert dieser Komplex eine 

Klasse von E3-Ubiquitin-Ligasen im Ubiquitin/26S Proteasom Reaktionsweg (del Pozo und Estel-

le, 2000; Xu et al., 2002). Die COI1-Untereinheit des SCF
COI1

-Komplexes hat die Funktion, ent-

sprechende Zielproteine für die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse zu binden (del Pozo und Estelle, 

2000; Moon et al., 2004; Browse, 2009). Als Zielmoleküle wurden die JAZ (Jasmonate ZIM-

domain)-Proteine identifiziert (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007). JAZ Proteine enthalten eine 

im Zentrum des Proteins lokalisierte hoch konservierte ZIM Domäne (Zinc-finger protein 

expressed in Inflorescence Meristem; Vanholme et al., 2007) sowie ein ebenfalls hoch konser-

viertes Jas-Motiv (Jasmonate-associated) im C-terminalen Bereich (Chini et al., 2007; Thines et 

al., 2007; Yan et al., 2007). Sie bilden meist hetero- oder homodimere Strukturen aus, wobei die 

Dimerisierung über die ZIM-Domäne vermittelt wird (Chung und Howe, 2009). In Bezug auf das 

Jas-Motiv nahm man an, dass dieses für die Bindung von JAZ-Protein und COI1-Untereinheit 

unerlässlich ist (Katsir et al., 2008; Melotto et al., 2008; Chung und Howe, 2009). Mit Hilfe von 

Liganden-Bindungsstudien wurde dies bestätigt. So konnte man zeigen, dass eine 25 AS große 

das Jas-Motiv umfassende Sequenz des JAZ1-Proteins aus Arabidopsis thaliana mit COI1 inter-
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agiert und dass diese AS-Sequenz als JAZ-Degron fungiert (Sheard et al., 2010). Aber auch die 

Interaktion von JAZ-Protein und Transkriptionsfaktoren wie MYC2 erfolgt über den C-terminalen 

Bereich (Chini et al., 2007). MYC2 reguliert die Expression verschiedener Jasmonat-

induzierbarer Gene (Lorenzo et al., 2004). Infolge einer Bindung von JAZ-Protein und MYC2 wird 

die Aktivität des Transkriptionsfaktors beeinträchtigt und somit die Expression dieser Gene be-

hindert (Chini et al., 2007; Chung et al., 2008; Melotto et al., 2008; Chung und Howe, 2009). Eine 

vermehrte Bildung von JA-Ile führt zur Interaktion von JAZ-Protein und COI1-Untereinheit des 

SCF
COI1

-Komplexes. Folglich kommt es zur Ubiquitinierung und somit zum Abbau der JAZ-

Proteine durch das 26S Proteasom (Thines et al., 2007). MYC2 bzw. andere noch nicht identifi-

zierte Transkriptionsfaktoren werden frei und können die Expression der entsprechenden Ziel-

Gene induzieren. Da MYC2 auch die Expression der für die JAZ-Proteine kodierenden Gene 

reguliert, kann dies zur Wiederherstellung des Zustandes vor der JA-Ile Freisetzung führen (ne-

gative Rückkopplung; Chini et al., 2007). 

 

 

Abbildung 1-3: Mechanismus der JA-Ile-Erkennung in der Pflanze. (A) Vor der Freisetzung von JA-Ile bin-

den JAZ-Proteine an den entsprechenden Transkriptionsfaktor und unterbinden dadurch die Expression 

Jasmonat-induzierbarer Gene (JA-responsive genes). (B) Die vermehrte Freisetzung von JA-Ile fördert die 

Interaktion von JAZ-Protein und SCF
COI1

-Komplex. Dies hat die Ubiquitinierung und somit den Abbau der 

JAZ-Proteine durch das 26S Proteasom zur Folge. Der Transkriptionsfaktor wird frei und kann die Expres-

sion der entsprechenden Ziel-Gene induzieren. Die Abbildung wurde nach Acosta und Farmer (2010) mo-

difiziert. 

 

 

1.3.3 Die Reaktion der Pflanze auf Verwundung und die Rolle der Jasmonate in diesem 

Prozess 

Viele Insekten und Tiere (Herbivoren) ernähren sich hauptsächlich von Pflanzenteilen, wie Blät-

tern oder Wurzeln. Folglich wird die entsprechende Pflanze durch die Nahrungsaufnahme be-

schädigt und verwundet. Pflanzen reagieren auf mechanische bzw. auf durch Herbivoren verur-

sachte Verwundung mit verschiedenen direkten und indirekten Abwehrmechanismen (Dicke et 

al., 2003; Wasternack et al., 2006; Heil, 2008; Howe und Jander, 2008; Koo und Howe, 2009). 
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Dabei hat die direkte Abwehr eine unmittelbare Schädigung der Fraßfeinde zur Folge (Walling, 

2000) und umfasst unter anderem:  

 

- die Synthese von Abwehr-Proteinen [Proteinase-Inhibitoren (PI), Leucin-Aminopeptidasen 

(LAP), Threonin-Deaminasen bzw. Threonin-Arginasen], die die Verdauung der Herbivo-

ren stören oder aber die Qualität der durch die Herbivoren aufgenommenen Nahrung 

mindern (Chen et al., 2005) sowie 

- die Synthese von toxischen Verbindungen (z.B. Nikotin). 

 

Im Vergleich dazu beeinflusst eine Freisetzung von flüchtigen Verbindungen (z.B. Blatt-Aldehyde, 

Blatt-Alkohole, Monoterpene sowie Diterpene) bzw. die Bildung von extrafloralem Nektar die Her-

bivoren nicht direkt, sondern lockt deren natürliche Feinde wie Wespen, Milben oder Ameisen an 

(Takabayashi und Dicke, 1996; Walling, 2000; Heil und McKey, 2003). Man spricht in diesem 

Zusammenhang von einer indirekten Abwehr (Heil, 2008).  

In allen diesen Reaktionen der Pflanze auf den Verwundungsreiz kommt den Jasmonaten eine 

wesentliche Rolle zu. Sie sind in der Lage ein breites Spektrum an Abwehrreaktionen, wie die 

Synthese von PIs (Farmer und Ryan, 1990; Farmer et al., 1992; Farmer und Ryan, 1992) oder 

Nikotin (Baldwin et al., 1997), die Freisetzung von flüchtigen Verbindungen (Rodriguez-Saona et 

al., 2001; Kappers et al., 2010), die Ausbildung von Trichomen (Li et al., 2004) oder die Segrega-

tion von extrafloralem Nektar zu induzieren (Heil et al., 2001; Radhika et al., 2010). Aber auch 

andere Signalmoleküle, wie zum Beispiel Systemin bzw. Systemin-ähnliche Peptide (Pearce et 

al., 1991; Pearce et al., 2001; Rocha-Granados et al., 2005; Pearce et al., 2007), ABA (Pena-

Cortes et al., 1995; Herde et al., 1996), Ethylen (O'Donnell et al., 1996), reaktive Sauerstoffspe-

zies (Orozco-Cardenas und Ryan, 1999; Orozco-Cardenas et al., 2001), Oligogalakturonide 

(Doares et al., 1995) und Fettsäure-Derivate (Turlings et al., 1995) sind an den pflanzlichen Ab-

wehrreaktionen beteiligt und können die Signalwirkung der Jasmonate beeinflussen. 

 

1.3.3.1 Die Reaktionen im verwundeten Gewebe 

Infolge einer Schädigung der Pflanze durch Herbivoren oder nach mechanischer Verwundung 

wird in Solanum lycopersicum ein als Systemin bezeichnetes Signal-Peptid durch hydrolytische 

Abspaltung von dessen Peptid-Vorstufe (Prosystemin) freigesetzt (McGurl et al., 1992). Auch in 

anderen Spezies konnten in der Funktion dem Systemin-ähnliche Peptide identifiziert werden 

(Pearce et al., 2001; Rocha-Granados et al., 2005; Pearce et al., 2007; Chen et al., 2008). Die 

Interaktion von Systemin mit dem Systemin-Rezeptor SR160 (Scheer und Ryan, 2002; Scheer et 

al., 2003) induziert eine Kaskade von intrazellulären Ereignissen. So kommt es innerhalb weniger 

Minuten zum Anstieg der intrazellulären Ca
2+

-Konzentration, was durch eine Depolarisierung der 

Plasmamembran, einen Anstieg der extrazellulären Protonen-Konzentration sowie eine Inaktivie-

rung der in der Plasmamembran lokalisierten H
+
-ATPase begleitet wird. Diese Änderungen ha-

ben die Aktivierung einer mitogen-activated protein-Kinase zur Folge (Ryan, 2000). Gleichzeitig 

wird die Expression von Calmodulin (CaM) induziert (Bergey und Ryan, 1999) und es kommt zur 

Aktivierung der Phospholipase A2 (Narvaez-Vasquez et al., 1999). Letztere setzt das Substrat der 
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Jasmonat-Biosynthese α-Linolensäure aus der Plastiden-Membran frei (Conconi et al., 1996) und 

es erfolgt die schnelle Umsetzung des Substrats in OPDA und JA (siehe auch 1.3.1). JA und die 

von ihr abgeleiteten Verbindungen sind wiederum in der Lage eine Vielzahl von Genen zu beein-

flussen. So wird zum Beispiel die Expression von Prosystemin (McGurl et al., 1992), CaM 

(Bergey und Ryan, 1999), LOX (Royo et al., 1996; Heitz et al., 1997), AOS (Laudert et al., 1996), 

AOC (Stenzel et al., 2003a), Pis (Farmer et al., 1992), LAP (Chao et al., 1999) usw. induziert.  

 

1.3.3.2 Die systemischen Reaktionen 

Eine Besonderheit in der Reaktion der Pflanze auf Verwundung besteht darin, dass nicht nur im 

geschädigtem Gewebe Abwehrprozesse stattfinden, sondern dass Reaktionen wie die Synthese 

von PIs auch in unverwundeten Teilen der Pflanze nachzuweisen sind (Green und Ryan, 1972). 

Als mögliche systemische Signalmoleküle werden die JA und von ihr abgeleitete Verbindungen 

vorgeschlagen (Schilmiller und Howe, 2005). Mit Hilfe von Pfropfungsexperimenten konnte ge-

zeigt werden, dass die systemische Abwehr von der Systemin-Erkennung und der nachfolgenden 

Aktivierung der Jasmonat-Biosynthese im verwundeten Blatt abhängig ist (Li et al., 2002; Lee und 

Howe, 2003; Li et al., 2005). Im unverwundeten Bereich der Pflanze scheinen eher die Jasmonat-

Erkennung und die dadurch ausgelöste Signalweiterleitung für die Aktivierung von Abwehrme-

chanismen essentiell zu sein (Li et al., 2002).  

Man geht davon aus, dass die im verwundeten Gewebe synthetisierten Jasmonate über das 

Phloem in andere Teile der Pflanze transportiert werden. Eine vermehrte Akkumulation von JA im 

Leitgewebe von Solanum lycopersicum (Stenzel et al., 2003a) und der spezifische Nachweis der 

an der Jasmonat-Biosynthese beteiligten Enzyme im Phloem (Hause et al., 2000; Hause et al., 

2003a) stützen diesen Annahme. Aber auch die Geschwindigkeit, mit der Substanzen über das 

Phloem transportiert werden können, würde in den zeitlichen Rahmen passen, innerhalb derer 

systemische Reaktionen, wie die Induktion der LAP- (Strassner et al., 2002) oder PI-Expression 

(Howe et al., 2000; Li et al., 2002), stattfinden (Schilmiller und Howe, 2005).  

Andere Reaktionen sind im unverwundeten Teil der Pflanze wesentlich schneller nachzuweisen. 

So akkumuliert zum Beispiel JA und JA-Ile bereits innerhalb von fünf bis 15 Minuten nach Ver-

wundung (Glauser et al., 2008; Koo et al., 2009). Dabei werden JA und JA-Ile nicht in den unver-

wundeten Bereich der Pflanze transportiert, sondern dort de novo synthetisiert (Wang et al., 

2008; Koo et al., 2009). Durch welche Signalmoleküle diese schnelle Reaktion induziert wird, ist 

noch nicht geklärt. Zum einen geht man von einer Beteiligung physikalischer Größen (Änderung 

des hydraulischen Drucks oder elektrischer Potentiale) aus (Koo et al., 2009; Koo und Howe, 

2009). Aber auch flüchtige, von der Pflanze emittierte Verbindungen kommen als Vermittler in 

Frage (Heil und Ton, 2008).  

Das sehr schnelle Auslösen einer systemischen Reaktion kann je nach Stärke des Signals ent-

weder zur direkten Aktivierung der Abwehr führen oder das entsprechende Gewebe sensibilisie-

ren, sodass die Empfindlichkeit gegenüber langsamer transportierten Signalmolekülen steigt. 

Dies hätte eine verstärkte Abwehrreaktion zur Folge. Dieser Zwei-Schritt-Mechanismus ermög-

licht es der Pflanze, zwischen tatsächlichen Bedrohungen und Fehlmeldungen zu unterscheiden 
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und die systemische Reaktion auf die entsprechende Art des Angriffes abzustimmen (Heil und 

Ton, 2008; Koo und Howe, 2009). 

 

1.4 Die Zielsetzung der Arbeit 

Im Garten- und Zierpflanzenbau wird die Regenerationsfähigkeit bestimmter Pflanzen genutzt, 

um diese über die Bewurzelung von Stecklingen vegetativ zu vermehren. Für die vegetative Ver-

mehrung werden die für die Bewurzelung vorgesehenen Seitentriebe von der Mutterpflanze ab-

getrennt. Dadurch kommt es zur Verwundung der Pflanze. Die aus der Verwundung resultierende 

pflanzliche Reaktion hat die Heilung des geschädigten Gewebes und die Aktivierung von Ab-

wehrmechanismen zur Folge, wobei Letzteres dem Schutz der Pflanze dient. 

In der durch Verwundung ausgelösten pflanzlichen Reaktion kommt der JA bzw. den von ihr ab-

geleiteten Verbindungen eine wesentliche Rolle zu. Infolge eines Verwundungsreizes akkumulie-

ren Jasmonate sowohl im verwundeten als auch im unverwundeten Gewebe transient und sind in 

der Lage, ein breites Spektrum an Abwehrmechanismen zu induzieren. Inwiefern die durch die 

Verwundung induzierte Jasmonat-Akkumulation auch nachgelagerte Entwicklungsprozesse der 

Pflanze beeinflusst, ist nicht bekannt. Da Jasmonate unter anderem an der Regulation einer Viel-

zahl von pflanzlichen Entwicklungsprozessen beteiligt sind, ist im Hinblick auf die Regeneration 

von Adventivwurzeln eine Einflussnahme der Jasmonate nicht ausgeschlossen. Aus diesem 

Grund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellung beantwortet werden: 

 

Wie wirkt sich das vollständige Abtrennen der zu bewurzelnden Stecklinge von der Mutter-

pflanze auf die Synthese der Jasmonate aus und beeinflussen diesbezügliche Änderungen die 

nachfolgende Regeneration von Adventivwurzeln? 

So sollten mögliche die Jasmonat-Biosynthese betreffende Änderungen während der Bewurze-

lung von Petunia-Stecklingen aufgedeckt werden. Aber auch die Gehalte anderer für die Regene-

ration der Adventivwurzeln wichtiger Phytohormone waren von Interesse.  

Änderungen in den endogenen Jasmonat-Gehalten würden jedoch noch keine Rückschlüsse auf 

mögliche Funktionen zulassen, weshalb zwei zusätzliche funktionelle Ansätze gewählt wurden. 

Zum einen sollten pharmakologische Experimente durchgeführt werden. Diese hatten das Ziel, 

eine mögliche Wirkung exogen verabreichter Jasmonate auf die Bewurzelung von Petunia-

Stecklingen nachzuweisen und mögliche Interaktionen zu anderen Phytohormonen aufzuzeigen.  

Anderseits sollte untersucht werden, ob die Regeneration von Adventivwurzeln infolge einer mo-

dulierten Jasmonat-Biosynthese beeinflusst wird. Hierfür sollten die Jasmonat-Gehalte in Petunia 

über die AOC mit Hilfe von AOC-sense-Pflanzen erhöht bzw. mit Hilfe von PhAOC-

Insertionsmutanten und PhAOC-RNAi-Pflanzen reduziert werden. Sollten die Stecklinge der so 

generierten Pflanzen Änderungen in der Regeneration von Adventivwurzeln aufweisen, könnte 

dies auf eine regulierende Funktion der Jasmonate hinweisen. Dieser Aspekt müsste dann im 

Zusammenhang mit den anderen an der Wurzelregeneration beteiligten Wachstumsregulatoren 

betrachtet werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Pflanzen 

Wildtyp (WT):    Petunia hybrid cv. W115 

 

Transgene Pflanzen:  PhAOC-sense, MtAOC1-sense, PhAOC-RNAi, pMDC, pHell (siehe 

2.7) 

 

dTph1-Insertionsmutanten: Petunia hybrida cv. W138 (Koes et al., 1995) 

 

2.1.2 Bakterienstämme 

In Tabelle 2-1 sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstämme aufgelistet.  

 

Tabelle 2-1: Bakterienstämme, die zu Klonierungs- bzw. Expressionsarbeiten eingesetzt wurden. 

Stamm  Genotyp Verwendung 

Escherichia coli 

XL1blue  

(Stratagene) 

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, 

relA1, lac[F’proAB, lacIqZΔM15 Tn10(Tet
r
)] 

Allgemeine Klonierungs-

arbeiten 

 

Escherichia coli DH5α 

(Clontech)  

F
-
, deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(rk

-
mk

+
), 

recA1, relA1, supE44, Φ80lacZΔM15, thi-1, 

Δ(lacZYA-argFV169) 

Allgemeine Klonierungs-

arbeiten 

 

Escherichia coli BL21-

Codon Plus(D3)-RIL  

(Stratagene) 

B F
-
, ompT, hsdS(rB

-
mB

-
), dcm

+
, Tet

r
, 

galλ(DE3), endA, Hte [argU ileY leuW Cam
r
] 

Heterologe Expression 

der PhAOC 

 

Escherichia coli  One 

Shot
®

 TOP10 

(Invitrogen) 

F
-
, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), 

Φ80lacZΔM15, ΔlacX74, recA1, araD139, 

Δ(ara leu)7697, galU, galK, rpsL (Str
r
), endA1, 

nupGλ 

Gateway-System zur 

Erhaltung von Plasmiden 

Escherichia coli One 

Shot
® 

ccdB Survival
TM

 

T1
r 

(Invitrogen) 

F
-
, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), 

Φ80lacZΔM15, ΔlacX74, recA1, araD139, 

Δ(ara leu)7697, galU, galK, rpsL (Str
r
), endA1, 

nupG fhuA::IS2 

Gateway-System zur 

Erhaltung von Plasmiden 

mit ccdB Gen 

Agrobacterium tumefa-

ciens GV3101 

(Koncz und Schell, 

1986) 

pMP90RK (pTiBo542ΔT-DNA), Rif
r
, Gent

r 

 

Transformation von Petu-

nia hybrida 
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2.1.3 Vektoren 

In Tabelle 2-2 sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Vektoren aufgelistet.  

 

Tabelle 2-2: Vektoren, die zu Klonierungs- bzw. Expressionsarbeiten eingesetzt wurden. 

Bezeichnung Größe 

[kb] 

Resistenz-

gen 

Verwendung Besonderheiten 

pGEM
®

-T Easy 

(Promega) 

3,0 Amp
r 

T/A-Klonierung von PCR-

Produkten 

3’-T-Überhänge, lacZ-Gen 

pET28a (+) 

(Novagen)  

5,4 Kan
r
 

 

Heterologe Proteinexpres-

sion in Escherichia coli 

6xHis N- und C-terminal  

pENTR
TM

/D TOPO 

(Invitrogen) 

2,6 ccdB-Gen 

Kan
r 

Gerichtete Klonierung von 

blunt-end PCR-Produkten 

im Gateway-System 

attL1- und attL2-Sequenzen, 

Topoisomerase I mit zusätzli-

cher Ligase-Aktivität 

pMDC 32 

(Curtis und Gross-

niklaus, 2003) 

11,8 Hyg
r 

Kan
r 

Binärer Vektor im Gateway-

System 

attR1 und attR2-Sequenzen, 

Klonierung beruht auf Rekom-

bination des λ-Phagen 

pHellsgate 8 
1
 17,5 Spe

r 

Kan
r 

Binärer Vektor im Gateway-

System 

attR1 und attR2-Sequenzen, 

Klonierung beruht auf Rekom-

bination des λ-Phagen 

 

 

2.1.4 Chemikalien und Enzyme 

Alle verwendeten Chemikalien und molekularbiologischen Reagenzien wurden, soweit nicht an-

ders erwähnt, von den folgenden Firmen bezogen:  

Farbstoffe: Roth, Serva, Merck, BioRad, Sigma-Aldrich 

Laborchemikalien und Lösungsmittel: Roth, Sigma-Aldrich, Roche, Merck  

Enzyme: Fermentas, Promega, Invitrogen, Qiagen 

Nährmedien, Antibiotika und Phytohormone: Sigma-Aldrich, Duchefa, Merck, Roth 

 

2.1.5 Oligonukleotide 

Alle in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind unter Punkt 6.1 aufgelistet und wurden von 

der Firma Eurofins MWG/Operon bezogen. Die Ableitung der Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe 

der Clone Manager Professional Suite-Software (Sci Ed Software). Die Oligonukleotide für die 

Anwendung in der qRT-PCR wurden mit Hilfe der PrimerExpress
TM

-Software (Applied Biosys-

tems) abgeleitet.  

                                                   
1
 http://www.pi.csiro.au/tech_licensing_biol/MapsProtocol.htm 
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2.2 Die Anzucht und Transformation von Bakterien 

2.2.1 Die Anzucht von Bakterien 

Die Anzucht der Bakterien erfolgte auf Agarplatte oder als Suspensionsschüttelkultur (200 rpm) in 

Luria-Bertani (LB)-Medium (Sambrook und Russell, 2001; A2.2) bei 37 °C (Escherichia coli) bzw. 

28 °C (Agrobacterium tumefaciens). Durch den Zusatz von Antibiotikum in der entsprechenden 

Endkonzentration [Ampicillin (50 μg/ml), Kanamycin (50 μg/ml), Gentamicin (25 µg/ml) und 

Rifampicin (50 µg/ml)] erfolgte die Selektion auf resistenzvermittelnde Plasmide. 

 

2.2.2 Die Herstellung und Transformation kompetenter Escherichia coli-Zellen 

Die Vorbereitung kompetenter Escherichia coli-Zellen der Stämme XL1blue und DH5α und die 

Transformation der kompetenten Zellen erfolgte nach der CaCl2-Methode (Sambrook und Rus-

sell, 2001; 1.116-1.118). Die Escherichia coli Stämme BL21-Codon Plus(D3)-RIL, One Shot 

TOP10 sowie One Shot ccdB Survival wurden nach den Angaben des Herstellers transformiert. 

 

2.2.3 Die Herstellung und Transformation kompetenter Agrobacterium tumefaciens–

Zellen 

Die Vorbereitung kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen (Stamm GV3101) und die 

Transformation der kompetenten Zellen mittels Elektroporation erfolgte nach der Methode von 

Sambrook und Russell (2001, 1.119-1.122).  

 

2.3 Die Anzucht, Kultivierung und Transformation von Pflanzen 

2.3.1 Die Anzucht und Kultivierung von Pflanzenmaterial 

Für die Anzucht von Pflanzen wurden die entsprechenden Samen zunächst oberflächen-

sterilisiert. Hierfür erfolgte die Inkubation der Samen für zwei Minuten in 70 % (v/v) Ethanol und 

für zehn Minuten in 10 % (v/v) Natriumhypochlorit mit 0,1 % (w/v) SDS. Nach dreimaligem Wa-

schen mit sterilem Wasser wurden die Samen auf ½ Murashige und Skoog (MS)-Medium [pH 

5,8; 2,15 g/l MS (salt base); 0,5 g/l MES; 0,1 g/l Myo-Inositol; 0,01 g/l Thiamin; 0,01 g/l Nikotin-

säureamid; 0,01 g/l Pyridoxin; 10 g/l Saccharose; 9 g/l Pflanzen-Agar] ausgelegt und bei 22 °C 

unter Langtagbedingungen (14 Stunden Licht pro Tag) zum Keimen gebracht.  

Die für die pharmakologischen Experimente (siehe 2.4) bzw. die für die Transformation (siehe 

2.3.3) benötigten Pflanzen wurden unter sterilen Bedingungen bei 22 °C unter Langtagbedingun-

gen weiter kultiviert.  

Alle anderen Pflanzen wurden nach sechs bis acht Wochen auf Erde (ED 73 + Optifer; Patzer) 

vereinzelt und bei 22 °C und einer Luftfeuchte von 60 % unter Kurztagbedingungen (zehn Stun-

den Licht pro Tag) kultiviert. Entsprechend ihres Wachstums erfolgte die Umsetzung der Pflanzen 

in größere Töpfe. Nach Erreichen des maximal verwendeten Topfdurchmessers von 17 cm wur-

den die Pflanzen einmal wöchentlich mit 50 ml 1 % (w/v) Hakaphos spezial (Kammlott) gedüngt. 
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Zur Samengewinnung erfolgte die Kultivierung der Pflanzen unter Gewächshausbedingungen 

(Tageslicht mit Zusatzbeleuchtung bei 24 °C und 65 % Luftfeuchte). Nach der Ausbildung von 

Blüten wurden die Pflanzen geselbstet und nach vier bis sechs Wochen wurden die reifen Sa-

menkapseln geerntet. 

 

2.3.2 Die Ernte und Bewurzelung von Stecklingen 

Von mindestens drei Monate alten Pflanzen wurden alle ein bis zwei Wochen 8 bis 10 cm lange 

Seitentriebe geerntet. Diese Stecklinge wurden in mit feuchtem Perlit (Kammlott) gefüllten Mini-

gewächshäusern (56 x 38 cm) bei 22 °C und einer Lichtintensität von 6 μE∙s
-1

∙m
-2 

unter Kurztag-

bedingungen bewurzelt. Zu ausgewählten Zeitpunkten wurden entweder die Anzahl der Primor-

dien (siehe 2.10.3), die Anzahl der Wurzeln sowie die durchschnittliche Wurzellänge pro Steck-

ling ermittelt oder es wurde Probenmaterial für nachfolgende Analysen in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.  

 

2.3.3 Die Transformation von Petunia hybrida 

Die Vorbereitung des Pflanzenmaterials 

Die Anzucht von sterilen Pflanzen erfolgte wie unter Punkt 2.3.1 beschrieben. Nach zwei Wochen 

wurden die Keimlinge vereinzelt und für weitere drei Wochen auf ½ MS-Medium belassen. Die 

anschließende Vermehrung der Pflanzen erfolgte vegetativ. Hierfür wurden aller zwei Wochen die 

Spross-Spitzen der sterilen Pflanzen entfernt und zum Bewurzeln auf ½ MS-Medium transferiert. 

Die verbleibenden Blätter der Pflanzen wurden in 1 cm
2
 große Stücke geschnitten und mit der 

Blattoberseite auf mit Vorkulturmedium [pH 5,7; 4,3 g/l MS (salt base); 30 g/l Saccharose; 1 ml/l 

Gamborg Vitaminlösung] befeuchtetes Filterpapier gelegt. Die Vorinkubation der Blattstücke er-

folgte bei 22 °C und einer Lichtintensität von 6 μE∙s
-1

∙m
-2

 unter Langtagbedingungen für zwei 

Tage. 

 

Die Vorbereitung der Bakterienkultur 

Nach der Transformation von Agrobacterium tumefaciens (siehe 2.2.3) mit den entsprechenden 

binären Vektoren bzw. Kontroll-Plasmiden (siehe 2.7) wurden die Zellen in LB-Medium vermehrt 

(siehe 2.2.1). Die Bakterienkultur wurde nach dem Entfernen des LB-Mediums (Zentrifugieren für 

20 Minuten bei Raumtemperatur und 4000 rpm) durch Zugabe von Vorkulturmedium auf eine 

optische Dichte von 0,4 bis 0,5 eingestellt. 

 

Die Co-Kultivierung der Blattstücke mit der Bakterienkultur 

Die vorbereiteten Blattstücke wurden für zehn Minuten in der Bakteriensuspension geschwenkt 

und nach dem Entfernen der Bakteriensuspension bei 24 °C und einer Lichtintensität von 

6 μE∙s
-1

∙m
-2

 unter Langtagbedingungen für drei Tage inkubiert. 
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Die Selektion und Regeneration 

Zunächst wurden die Blattstücke dreimal für je 15 Minuten mit Waschlösung [pH 5,8; 1,1 g/l MS 

(salt base); 1 g/l Ticarcillin] behandelt, um den Großteil der Bakterien zu entfernen. Die getrock-

neten Blattstücke wurden nachfolgend mit der Blattoberseite auf Selektionsmedium [pH 5,7; 

4,3 g/l MS (salt base); 1 ml/l Gamborg Vitaminlösung; 1 mg/l BAP; 10 µg/l NAA; 1 g/l Ticarcillin; 

30 g/l Saccharose; 9 g/l Pflanzen-Agar; 100 µg/ml Kanamycin bzw. 10 µg/ml Hygromycin] trans-

feriert. Alle drei bis vier Wochen erfolgte das Umsetzen der Blattstücke auf frisches Selektions-

medium. Nach ungefähr 14 Tagen bildeten sich erste Kalli an den Außenseiten der Blattstücke, 

aus denen sich nach weiteren drei Wochen Sprosse regenerierten. Die Sprosse wurden von den 

Kalli abgetrennt und auf ½ MS-Medium überführt. Die Bewurzelung setzte nach ungefähr drei 

Wochen ein. Die regenerierten Pflanzen wurden in Erde getopft und wie unter Punkt 2.3.1 be-

schrieben kultiviert. 

 

2.4 Pharmakologische Experimente 

Für die pharmakologischen Experimente erfolgte die Anzucht von Pflanzen unter sterilen Bedin-

gungen (siehe 2.3.1). Nach zwei Wochen wurden die Wurzeln der Pflanzen entfernt und es er-

folgte der Transfer der Stecklinge auf ½ MS-Platten. Dem ½ MS-Medium wurden zuvor die zu 

applizierenden Substanzen (siehe Tabelle 2-3) in den entsprechenden Konzentrationen zugege-

ben. Dabei wurde eine Lösungsmittel-Endkonzentration von 0,1 % im Medium nicht überschritten. 

Die Bewurzelung der Stecklinge erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 22 °C unter Langtagbe-

dingungen. Nach zwei Wochen wurden die Stecklinge fotografiert und sowohl die durchschnittli-

che Wurzellänge als auch die Wurzelanzahl pro Steckling mit Hilfe der Axiovision 4.5-Software 

(Carl Zeiss) bestimmt. 

 

Tabelle 2-3: Übersicht der für die pharmakologischen Experimente verwendeten Substanzen. 

Substanzklasse   Verwendete Substanzen 

Jasmonate   JA, OPDA, JA-Ile, 12-OH-JA 

Auxine   2,4-D, IBA, IAA 

Ethylen-freisetzende Substanzen   ACC, Ethephon 

Inhibitoren des Auxin-Transports bzw. der Auxin-

Wirkung 

  NPA, TIBA, PCIB 

Inhibitoren der Ethylen-Biosynthese bzw. der 

Ethylen-Wirkung 

  AVG, STS 
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2.5 Molekularbiologische Methoden 

2.5.1 Die Isolierung und Reinigung von Nukleinsäuren 

2.5.1.1 Die Isolierung von DNA 

Die Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzen 

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach der modifizierten Methode Hill-Ambroz et 

al.(2002). Hierfür wurden 20 mg Blattmaterial in 40 μl 0,25 M Natriumhydroxid mechanisch zer-

kleinert und für eine Minute auf 95 °C erhitzt. Nach Zugabe von 130 μl 0,1 M Tris (pH 8,0) wurde 

der Ansatz bei 14000 rpm zehn Minuten zentrifugiert. Dem Überstand wurden 15 μl 3 M Natrium-

acetat (pH 5,2) und 120 μl Isopropanol zugesetzt, um die genomische DNA zu fällen. Die Fällung 

erfolgt bei -80 °C für eine Stunde. Nach dem Zentrifugieren des Ansatzes bei 4 °C und 5000 rpm 

für 40 Minuten wurde die präzipitierte DNA mit 200 μl eiskaltem Ethanol gewaschen und an-

schließend getrocknet. Das Lösen der genomischen DNA erfolgte mittels TE-Puffer (pH 8,0; 

10 mM Tris; 1 mM EDTA). 

Für die Isolierung größerer Mengen genomischer DNA für die Southern Blot-Analyse (siehe 

2.5.2.9) wurde das Qiaprep Spin Maxiprep-Kit (Qiagen) verwendet. Die Isolierung der DNA er-

folgte nach den Angaben des Herstellers. Die Konzentration der isolierten DNA wurde absorpti-

ons-photometrisch bestimmt (siehe 2.5.2.1). Die Überprüfung der DNA-Integrität erfolgte mittels 

Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.5.2.2).  

 

Die Isolierung von Plasmid-DNA 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli bzw. Agrobacterium tumefaciens fand 

das Qiaprep Spin Miniprep-Kit (Qiagen) Verwendung. Die Isolierung der DNA erfolgte nach den 

Angaben des Herstellers.  

 

2.5.1.2 Die Isolierung von RNA 

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini-Kits (Qiagen) nach den An-

gaben des Herstellers. Die Konzentration der isolierten RNA wurde absorptions-photometrisch 

bestimmt (siehe 2.5.2.1). Weiterhin erfolgte die Überprüfung der RNA-Integrität mittels Agarose-

Gelelektrophorese (siehe 2.5.2.2). Hierfür wurden 0,5 µg der Gesamt-RNA im Agarosegel unter 

nativen Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. 

 

2.5.1.3 Die Reinigung von DNA 

Die Reinigung von mittels PCR amplifizierter DNA erfolgte mit Hilfe des QIAquick PCR 

Purification-Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers.  

Die für die Southern Blot-Analyse (siehe 2.5.2.9) verwendete DNA wurde mit Hilfe einer Phenol-

Chloroform-Extraktion gereinigt, wobei die Extraktion und die anschließende Ethanol-Fällung der 

DNA nach Sambrook und Russell (2001, 8.25-8.26) erfolgte. 
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2.5.1.4 Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von DNA (siehe 2.5.2.2) wurden die entsprechenden 

Fragmente aus dem Agarosegel geschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction-Kits 

(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers aus der Gelmatrix eluiert. 

 

2.5.2 Die Modifizierung und Analyse von Nukleinsäuren 

2.5.2.1 Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm absorptions-

photometrisch bestimmt (RNA/DNA Calculator Gene Quant, Biochrom). Die Reinheit der entspre-

chenden Nukleinsäuren wurde anhand des Verhältnisses A260/A280 ermittelt. 

 

2.5.2.2 Die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 

Für die elektrophoretische Auftrennung von RNA bzw. DNA kamen, sofern nicht anders angege-

ben, 1 %ige (w/v) Agarosegele in 1x TBE (pH 8,0; 0,05 M Tris; 1 mM EDTA; 0,04 M Borsäure) 

zur Anwendung, denen zur Visualisierung der Nukleinsäuren 0,1 μg/ml Ethidiumbromid zugege-

ben wurde. Als Größenstandard fand je nach erwarteter Fragment-Größe der O'GeneRuler50 bp 

DNA Ladder (Fermentas) oder der Hyper Ladder I (Bioline)Verwendung. Die RNA bzw. DNA 

wurde vor dem Auftragen auf das Agarosegel mit Probenpuffer [20 % (v/v) Glycerin; 0,1 M 

EDTA; 1 % (w/v) SDS; 0,2 % (w/v) Bromphenolblau; 0,2 % (w/v) Xylencyanol FF] versetzt.  

 

2.5.2.3 Die Ligation 

Für die T/A-Klonierung von PCR-Produkten wurde das pGEM-TEasy Vektor-System (Promega) 

verwendet. Die Ligation in den Vektor erfolgte nach den Angaben des Herstellers.  

Für die heterologe Expression der PhAOC in Escherichia coli fand das Vektor-System pET28a(+) 

Verwendung (siehe 2.8.2). Die Ligation wurde mit der im pGEM-TEasy Vektor-System enthalte-

nen T4 Ligase durchgeführt. Ein Ligationsansatz enthielt in einem Endvolumen von 10 µl 

5 U T4 Ligase, 600 ng linearisierten Vektor und die dreifache molare Menge des zu klonierenden 

DNA-Fragments. Die Ligation erfolgte bei 4 °C über Nacht. 

 

2.5.2.4 Die enzymatische Spaltung von DNA 

Für die Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA wurden 0,2 – 0,5 µg DNA und 5 U der entspre-

chenden Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 10 µl eingesetzt. Die enzymatische 

Spaltung erfolgte bei der vom Hersteller angegebenen optimalen Arbeitstemperatur des Enzyms 

für eine Stunde. Anschließend wurden die entstandenen DNA-Fragmente elektrophoretisch auf-

getrennt (siehe 2.5.2.2). Für präparative Ansätze (siehe 2.8.2) kamen 2 – 5 µg Plasmid-DNA und 

50 U der entsprechenden Restriktionsendonuklease zur Anwendung. 
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Für die enzymatische Spaltung der mittels Southern Blot-Analyse (siehe 2.5.2.9) zu analysieren-

den genomischen DNA wurden 5 – 10  µg DNA und 40 U der entsprechenden Restriktionsendo-

nuklease in einem Endvolumen von 100 µl eingesetzt. Die enzymatische Spaltung erfolgte über 

Nacht. 

 

2.5.2.5 Das Auffüllen von 5`Überhängen 

Für das Auffüllen von durch enzymatische Spaltung entstandenen 5`Überhängen wurde das 

Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I (Fermentas) verwendet. Die Reaktion erfolgte nach den 

Angaben des Herstellers. 

 

2.5.2.6 Die Markierung von DNA-Fragmenten 

Für die unter 2.5.2.9 beschriebene Southern Blot-Analyse wurden Digoxigenin-markierte Sonden 

eingesetzt. Die Herstellung dieser Sonden erfolgte mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis-Kit 

(Roche) nach den Angaben des Herstellers, wobei für die PCR 10 pg Plasmid-DNA (siehe 2.7) 

als Matrize und die im Anhang, Tabelle 6-5 aufgeführten Oligonukleotide verwendet wurden. 

Für das Screening von Insertionsmutanten (siehe 2.6) kamen radioaktiv-markierte Sonden zur 

Anwendung. Für die Herstellung dieser Sonden wurden zwei DNA-Fragmente mittels PCR ampli-

fiziert (siehe 2.5.2.7), wobei als Matrize genomische DNA (Petunia hybrida cv. W138) und die 

Oligonukleotide screenAOC-rev und AOCsense-for (Fragment I) sowie screenAOC-for und 

AOCsense-rev (Fragment II) verwendet wurden. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind im An-

hang Tabelle 6-5 angegeben. Nach der Reinigung der amplifizierten DNA (siehe 2.5.1.3) erfolgte 

die Synthese der radioaktiv-markierten Sonde mit Hilfe des Klenow-Fragments der DNA-

Polymerase I (Roche). Hierfür wurden 50 ng DNA-Fragment I und 50 ng DNA-Fragment II verei-

nigt und bei 95 °C für fünf Minuten denaturiert. Nachfolgend wurden dem Ansatz 2 U Klenow-

Fragment, 2 µl 
32

P-dCTP (3000 Ci/mmol, 10mCi/ml; Perkin Elmer) sowie 21 µl GAT-Mix [1,33 

mg/ml acetyliertes Rinderserumalbumin (BSA); 43,2 ng/µl random Oligonukleotide; 33 mM ß-

Mercaptoethanol, je 0,5 mM dGTP, dATP und dTTP in HTM-Puffer (pH 6,8; 0,67 M Hepes; 

0,17 M Tris; 17 mM Magnesiumchlorid)] zugefügt. Die Markierung erfolgte bei 25 °C für zwei 

Stunden.  

Sowohl die Digoxigenin-markierten als auch die radioaktiv-markierten Sonden wurden vor der 

Zugabe zum Hybridisierungsansatz für 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. 

 

2.5.2.7 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der PCR im MasterCycler Gradient-

Thermocycler (Eppendorf). Für einen Standardansatz in einem Endvolumen von 50 µl wurden 

0,1 - 50 ng DNA als Matrize mit jeweils 0,2 pmol der spezifischen Oligonukleotide im entspre-

chenden Reaktionspuffer eingesetzt. Für analytische Zwecke fand die GoTaq DNA-Polymerase 

(Promega) Verwendung. Ein typischer zeitlicher Ablauf einer PCR ist in Tabelle 2-4 angegeben.  
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Tabelle 2-4: Typischer zeitlicher Ablauf einer PCR. Die Annealing-Temperatur (Schritt 3) liegt 3 – 4 °C un-

terhalb der spezifischen Schmelztemperatur der verwendeten Oligonukleotide. 

 Schritt Dauer Temperatur 

1  Initiale Denaturierung 2 Minuten 94 °C 

2 Denaturierung 30 Sekunden 94 °C 

3 Annealing 30 Sekunden Annealing-Temperatur der 
Oligonukleotide 

4 Elongation 1 Minute/ kbp 72 °C 

35  →  36 Zyklen der Schritte 2 bis 4 

5 Finale Elongation 10 Minuten 72 °C 

 

Für die Amplifizierung von DNA-Fragmenten mit möglichst geringer Fehlerrate (siehe 2.7 sowie 

2.8) wurden für die T/A-Klonierung die HotStar Taq DNA-Polymerase (Qiagen) und für die blunt-

end Klonierung die ProofStart DNA-Polymerase (Qiagen) verwendet. Die PCR erfolgte für beide 

Enzyme entsprechend den Herstellerangaben. 

 

2.5.2.8 Die quantitative Real-Time RT-PCR (qRT-PCR) 

Die DNase Behandlung von RNA 

Die isolierte Gesamt-RNA (siehe 2.5.1.2) wurde mit rekombinanter DNase I (Qiagen) entspre-

chend den Herstellerangaben behandelt, um mögliche Kontaminationen mit genomischer DNA zu 

entfernen. Der Erfolg der DNase Behandlung wurde mittels PCR überprüft (siehe 2.5.2.7), wobei 

die Oligonukleotide EF1α-for und EF1α-rev (Anhang, Tabelle 6-6) sowie 30 ng behandelter RNA 

als Matrize eingesetzt wurden. 

 

Die Synthese der Erststrang cDNA 

Die Synthese der Erststrang cDNA erfolgte mittels einer Reverse Transkriptase (M-MLVRT 

RNase H Minus, Point Mutant; Promega) nach den Angaben des Herstellers. Dabei wurde 1 µg 

DNase-behandelte Gesamt-RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 µl unter Nutzung des Oligo-

nukleotids Oligo (dT)19 (Anhang, Tabelle 6-1) transkribiert. Vor der Analyse der synthetisierten 

cDNA wurde diese auf eine Konzentration von 5 ng/µl RNA-Äquivalent verdünnt. 

 

Die Real-Time PCR 

Die Real-Time PCR erfolgte mit Hilfe des Mx3000P
TM

-Systems (Stratagene) unter Nutzung des 

Nukleinsäure-bindenden Fluoreszenz-Farbstoffes SYBR Green. Für einen PCR-Ansatz in einem 

Endvolumen von 10 µl wurden 15 ng cDNA als Matrize mit jeweils 0,2 pmol der Sequenz-

spezifischen Oligonukleotide (Anhang, Tabelle 6-6 bzw. Tabelle 6-7) und 5 µl SYBR Green PCR-
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MasterMix (Applied Biosystems) eingesetzt. Das verwendete PCR-Programm ist in Tabelle 2-5 

aufgeführt.  

 

Tabelle 2-5: Reaktionsablauf der Real-Time PCR. 

 Schritt Dauer Temperatur 

1 Initiale Denaturierung 10 Minuten 95 °C 

2 Denaturierung 30 Sekunden 95 °C 

3 Annealing 60 Sekunden 60 °C 

4 Elongation 30 Sekunden 72 °C 

 →  40 Zyklen der Schritte 2 bis 4 

5 Dissoziation 60 Sekunden 95 °C 

  30 Sekunden 60 °C 

  30 Sekunden 95 °C 

 

Die Auswertung  

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der MxPro QPCR-Software (Stratagene), wobei die 

Ct-Werte (Cycle Threshold; Schwellenwert-Zyklus) auf der Basis der Hintergrund-Fluoreszenz 

ermittelt wurden. Die Berechnung der relativen Transkript-Menge erfolgte nach der ∆Ct-Methode. 

Hierfür war es zunächst erforderlich, den Ct-Wert des zu untersuchenden Gens (Gen Y) mit dem 

Ct-Wert des konstitutiv exprimierten Kontroll-Gens (Gen X) nach der Formel 

∆Ct = Ct GenX - Ct GenY zu normieren. Mit Hilfe der so erhaltenen ∆Ct-Werte konnte der 

comparative expression level (CEL) nach der Formel CEL = 2 
∆Ct 

berechnet werden. Die relative 

Transkript-Menge eines Gens entsprach dem berechneten Mittelwert dreier technischer Replika-

te. 

 

2.5.2.9 Der spezifische Nachweis von Nukleinsäuren (Southern Blot-Analyse) 

Die Vorbereitung der DNA 

Zunächst wurde die genomische DNA mit Hilfe von Restiktionsendonukleasen enzymatisch ge-

spalten (siehe 2.5.2.4) und die Restiktionsendonukleasen wurden nachfolgend mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion aus dem Ansatz entfernt (siehe 2.5.1.3). Nach Fällung der gespaltenen 

DNA wurde diese in 20 µl dest. Wasser aufgenommen und nach Zugabe von Probenpuffer in 

einem 0,75 %igem Agrosegel in 1x TAE-Puffer (pH 8,0; 0,04 M Tris-Acetat; 1 mM EDTA) bei 

20 V über Nacht elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.5.2.2). Als Größenstandard wurde der 

DNA-Molecular Weight Marker II Dig-labelled 0,12–23,1 kbp (Roche) verwendet. 

 

 

 



Material und Methoden 

29 

Der Transfer der Nukleinsäuren 

Vor dem eigentlichen Nukleinsäure-Transfer vom Gel auf eine Nylon-Membran war es erforder-

lich, das Agarosegel wie folgt vorzubehandeln: 

 

- Depurinierung der DNA für zehn Minuten in 0,25 M Salzsäure 

- Denaturierung der DNA für 30 Minuten in Denaturierungslösung (0,5 M Natriumhydroxid; 

1,5 M Natriumchlorid) 

- Neutralisierung des Gels für 30 Minuten in Neutralisierungslösung (pH 7,5; 1 M Tris, 2 M 

Natriumchlorid) 

- Äquilibrieren des Gels in 20x SSC (pH 7,0; 3 M Natriumchlorid; 0,3 M Natriumcitrat). 

 

Der Transfer der Nukleinsäuren auf die Nylon-Membran (Hybond NX, Amersham Biosciences) 

erfolgte nach der Kapillar-Blot-Methode (Sambrook und Russell, 2001; 6.44-6.45). Mittels UV-

crosslinking (eine Minute bei 1200 x 10 μJ/cm
2
) wurde die transferierte DNA auf der Membran 

fixiert. 

 

Die Hybridisierung mit Digoxigenin-markierter Sonde 

Durch die Verwendung von markierten Sonden können auf Membranen fixierte DNA-Fragmente 

spezifisch nachgewiesen werden. Hierfür wurde die Membran in eine Hybridisierungsröhre über-

führt und mit DIG Easy Hyb-Puffer (Roche) bei 42 °C für zwei Stunden vorbehandelt. Die 

Digoxigenin-markierte Sonden wurden, wie unter Punkt 2.5.2.6 beschrieben, hergestellt. Die Hyb-

ridisierung der Membran mit der Sonde (5 - 25 ng Sonde/ml DIG Easy Hyb-Puffer) erfolgte bei 

42 °C über Nacht.  

 

Der Nachweis von Digoxigenin-markierten Nukleinsäuren 

Der spezifische Nachweis von Digoxigenin-markierten Nukleinsäuren erfolgt mit Hilfe des 

DIG Luminescent Detection-Kit (Roche). Nach dem Hybridisieren war es zunächst erforderlich, 

die Membran zweimal fünf Minuten mit 0,1% (w/v) SDS in 2x SSC bei Raumtemperatur und 

zweimal 15 Minuten mit 0,1% (w/v) SDS in 0,5x SSC bei 68 °C zu waschen. Alle weiteren Schrit-

te erfolgten bei Raumtemperatur. Die Membran wurde für eine Minute in Wasch-Puffer [pH 7,5; 

0,1 M Maleinsäure; 0,15 M Natriumchlorid; 0,3 % (v/v) Tween 20] äquilibriert und dann für zwei 

Stunden mit 2x Blockierungslösung [2 % (w/v) blocking reagent in Maleinsäure-Puffer (pH 7,5; 

0,1 M Maleinsäure; 0,15 M Natriumchlorid)] inkubiert. Nach einer 30 minütigen Inkubation der 

Membran mit der FAB-Antikörperlösung (2x Blockierungslösung; 1,5 U/ml Anti-Digoxigenin-AP, 

Fab fragment) erfolgte die Behandlung der Membran mit Wasch-Puffer (zweimal 15 Minuten). 

Anschließend wurde die Membran für fünf Minuten in DIG-Detektionspuffer (pH 9,5; 0,1 M Tris; 

0,1 M  Natriumchlorid) äquilibriert und für fünf Minuten in CSPD-Lösung [250 nM CSPD (Roche) 

in DIG-Detektionspuffer] inkubiert. Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte durch Expositi-

on eines Röntgen-Films (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film; Roche) mit der Membran 

unter Lichtausschluss (37 °C für zwei Stunden).  
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2.5.2.10 Die Sequenzierung von DNA und die Sequenzanalyse 

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch die Firma Eurofins MWG/Operon. Für die Analyse 

der erhaltenen Sequenzen wurde die Clone Manager Professional Suite-Software verwendet. 

Datenbankabfragen erfolgten mit den Standardeinstellungen des BLAST-Programms über die 

Internetseiten http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ bzw. http://blast.jcvi.org/euk-blast/ 

plantta_blast.cgi. 

 

2.6 Das Screening einer Population von dTph1-Insertionsmutanten 

Das Screening einer Population von dTph1-Insertionsmutanten auf mögliche Insertionen im 

PhAOC Gen erfolgte nach der Methode Koes et al. (1995). Die Analyse von aus Blattmaterial 

isolierter genomischer DNA erfolgte mittels PCR (siehe 2.5.2.7) unter Nutzung des Transposon-

spezifischen Oligonukleotids OUT1 sowie der Gen-spezifischen Oligonukleotide AOC-for bzw. 

AOC-rev (Anhang, Tabelle 6-8). Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im 1 %igen Agarose-

Gel in 0,5 x TAE elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.5.2.2). Als Marker kam der 250-4000bp 

ladder (MRC Holland) zur Anwendung. Nach dem Denaturieren der DNA (Inkubation zweimal 

15 Minuten in 0,4 M Natriumhydroxid) erfolgte der Transfer der Nukleinsäuren auf eine Nylon-

Membran (Blotting Nylon-Membran TypB; Fluka) wie unter Punkt 2.5.2.9 beschrieben. Anschlie-

ßend wurde die Membran neutralisiert (pH 7,5; 1 M Tris in 5x SSC) und in eine Hybridisierungs-

röhre überführt. Die Vorhybridisierung erfolgte in Hybridisierungspuffer [pH 7,2; 7 % (w/v) SDS, 1 

mM EDTA, 500 mM Natriumphosphatpuffer] bei 65 °C für zwei Stunden. Für den spezifischen 

Nachweis der Nukleinsäuren war es erforderlich, die auf der Membran fixierte DNA mit einer 

markierten DNA-Sonde zu behandeln. Die radioaktiv-markierte Sonde wurde wie unter Punkt 

2.5.2.6 beschrieben, hergestellt. Die Hybridisierung der Membran mit der Sonde erfolgte bei 

65 °C über Nacht. Anschließend wurde die Membran mit 0,1 % (w/v) SDS in 2 x SSC bei 65 °C 

für dreimal 15 Minuten gewaschen. Die Detektion der radioaktiven Signale erfolgte durch Exposi-

tion eines Röntgenfilms. 

 

2.7 Die Generierung transgener AOC-sense- bzw. AOC-RNAi-Pflanzen 

Für die Generierung der 35S::AOC-sense- bzw. 35S::AOC-RNAi-Pflanzen wurde die auf der Se-

quenz-spezifischen Rekombination des Bakteriophagen λ beruhende Gateway-Technologie ge-

nutzt. Zunächst erfolgte die gerichtete Subklonierung der entsprechenden DNA-Fragmente in den 

Gateway-entry-Vektor mit Hilfe des pENTR Directional TOPO Cloning-Kits (Invitrogene). Dabei 

war es erforderlich mittels PCR blunt end PCR-Fragmente mit einem CACC-Überhang am 

5`-Ende zu amplifizieren. Über die im entry-Vektor enthaltenen attL1 und attL2 Erkennungsse-

quenzen erfolgte dann die LR-Rekombinationsreaktion mit dem entsprechenden Gateway-

destination-Vektor.  

 

 

http://blast.jcvi.org/euk-blast/%20plantta_blast.cgi
http://blast.jcvi.org/euk-blast/%20plantta_blast.cgi
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Die Erzeugung der 35S::AOC-sense-Vektoren 

Der kodierende Teil der PhAOC bzw. der MtAOC1 wurde mittels PCR amplifiziert (siehe 2.5.2.7), 

wobei die Proofstart DNA-Polymerase und die Oligonukleotide PhAOC1-for und PhAOC859-rev 

bzw. MtAOC-for und MtAOC-rev Verwendung fanden (Anhang, Tabelle 6-3). Die gereinigten 

DNA-Fragmente (siehe 2.5.1.3) wurden nach den Angaben des Herstellers in den pENTR/SD/D-

TOPO-Vektor (entry-Vektor) subkloniert und in One Shot TOP10-Zellen transformiert (siehe 2.2.2 

und 2.2.1). Nach Überprüfung der Plasmid-DNA mittels Sequenzierung (siehe 2.5.2.10) schloss 

sich die LR-Rekombinationsreaktion in den binären Vektor pMDC 32 (destination-Vektor) an. 

Hierfür wurde der LR Clonase II enzyme-Mix (Invitrogene) entsprechend den Herstellerangaben 

verwendet. Nach der Transformation in den Escherichia coli-Stamm DH5α wurde der Erfolg der 

Klonierung mittels Restriktionsanalyse (siehe 2.5.2.4) überprüft. 

 

Die Erzeugung des 35S::AOC-RNAi-Vektors 

Die Erzeugung des 35S::AOC-RNAi-Vektors verlief analog zu der der35S::AOC-sense-Vektoren, 

wobei für die Amplifizierung eines 180 bp großen Fragments der PhAOC die Oligonukleotide 

AOCRNAi-for und AOCRNAi-rev Verwendung fanden (Anhang, Tabelle 6-3). Die Klonierung der 

amplifizierten DNA-Sequenz in den binären Vektor pHellsgate 8 (destination-Vektor) erfolgt in 

sense und antisense-Orientierung. 

 

Die Erzeugung der Kontroll-Plasmide 

Für die Erzeugung der Kontroll-Plasmide LVpMDC bzw. LVpHell wurde der Vektor pMDC 32 

mittels XbaI sowie XhoI und der Vektor pHellsgate 8 mittels XbaI enzymatisch gespalten (siehe 

2.5.2.4). Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA (siehe 2.5.2.2) wurden die ge-

wünschten DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel eluiert (siehe 2.5.1.4) und die durch die enzy-

matische Spaltung entstandenen 5‘-Überhänge aufgefüllt (siehe 2.5.2.5). Anschließend erfolgte 

die Rezirkulierung der gereinigten Plasmid-DNA mit Hilfe der T4 Ligase (siehe 2.5.2.3) und die 

Transformation in DH5α-Zellen (siehe 2.2.1und 2.2.2). Der Erfolg der Klonierung wurde mittels 

Restriktionsanalyse überprüft (siehe 2.5.2.4). 

 

Die Generierung und Selektion transgener Pflanzen 

Nach der Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit den entsprechenden binären Vekto-

ren bzw. Kontroll-Plasmiden (siehe 2.2.3) wurde Petunia nach der unter Punkt 2.3.3 beschriebe-

nen Methode transformiert. Dabei erfolgte die Selektion der AOC-sense-Pflanzen und der mit 

dem LVpMDC transformierten Pflanzen mittels Hygromycin. Die PhAOC-RNAi-Pflanzen bzw. die 

mit dem LVpHell transformierten Pflanzen wurden auf Kanamycin selektiert. Vor dem Topfen in 

Erde wurden alle regenerierten Pflanzen auf das Vorhandensein der gewünschten Transfer (T)-

DNA untersucht. Die Selektion der Pflanzen erfolgt mittels PCR (siehe 2.5.2.7), bei der aus 

Blattmaterial isolierte genomische DNA (siehe 2.5.1.1) als Matrize diente und die im Anhang, 

Tabelle 6-2 aufgelisteten T-DNA-spezifischen Oligonukleotide verwendet wurden.  

 



Material und Methoden 

32 

2.8 Die Isolierung und Klonierung der PhAOC sowie deren heterologe Expression in 

Escherichia coli 

2.8.1 Die Isolierung und Klonierung 

Für die Isolierung der PhAOC cDNA wurde das BD-SMART-RACE-cDNA-amplification-Kit (BD 

Biosciences Clontech) entsprechend den Herstellerangaben genutzt. Alle verwendeten Oligonuk-

leotide sind im Anhang, Tabelle 6-1 aufgelistet. Nach der Isolierung von Gesamt-RNA (siehe 

2.5.1.2) aus Blattmaterial von Petunia erfolgte zunächst die Synthese der Erststrang cDNA. Hier-

für wurden 1 µg Gesamt-RNA sowie die Oligonukleotide 5’-RACE CDS und BD SMART II A in 

einem Endvolumen von 5 µl eingesetzt. Die Amplifizierung mittels PCR erfolgte mit der syntheti-

sierten cDNA als Matrize sowie dem RThomerace- und dem degenerierten Oligonukleotid. Letz-

terer basierte auf einem Vergleich der bekannten AOC AS-Sequenzen von Solanum lycopersi-

cum (AF384374), Nicotiana tabacum (AJ308487) und Solanum tuberosum (AY135641) und wur-

de von der konservierten Region FYFGDYG abgeleitet. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde in 

das Vektorsystem pGEM-TEasy ligiert (siehe 2.5.2.3) und nach der Transformation in XL1blue-

Zellen (siehe 2.2.2 und 2.2.1) erfolgte die Überprüfung der Plasmid-DNA mittels Sequenzierung 

(siehe 2.5.2.10). Das so isolierte DNA-Fragment repräsentierte das 3’-Ende der PhAOC cDNA. 

Um die vollständige cDNA-Sequenz zu erhalten, wurde von dem nun bekannten 3’-Ende der 

PhAOC das Gen-spezifische Oligonukleotid GSPI abgeleitet, welches neben dem Oligonukleotid 

UPM in der folgenden PCR Verwendung fand. Die vollständige Sequenz der PhAOC cDNA wur-

de nach einer weiteren Amplifizierung mittels PCR mit den Oligonukleotiden UPM und GSPII 

erhalten.  

 

2.8.2 Die heterologe Expression in Escherichia coli 

Für die heterologe Expression der PhAOC in Escherichia coli kam das Vektor-System pET28a(+) 

zur Anwendung. Der kodierende Teil der PhAOC wurde ohne das putative Signalpeptid mittels 

PCR amplifiziert (siehe 2.5.2.7), wobei die Oligonukleotide AOCExNcoI-for und AOCExXhoI-rev 

bzw. AOCExNcoI-for und AOCExXhoISTOP-rev (Anhang, Tabelle 6-2) und die HotStarTaqDNA-

Polymerase Verwendung fanden. Die amplifizierte DNA erhielt somit am 5`-Ende eine zusätzliche 

NcoI-Schnittstelle und am 3`-Ende eine Schnittstelle für XhoI. Das gereinigte DNA-Fragment 

(siehe 2.5.1.3) wurde in das Vektorsystem pGEM-T Easy ligiert (siehe 2.5.2.3) und nach Trans-

formation in XL1blue-Zellen (siehe 2.2.2 und 2.2.1) erfolgte die Sequenzierung (siehe 2.5.2.10) 

der isolierten Plasmid-DNA (siehe 2.5.1.1). Das DNA-Fragment mit korrekter Sequenz wurde 

über die mittels PCR angefügten Restriktionsschnittstellen NcoI und XhoI in den linearisierten 

pET28a(+) Vektor ligiert (siehe 2.5.2.4 und 2.5.2.3). Anschließend erfolgte die Transformation in 

den Expressionsstamm BL21 (siehe 2.2.2). 

Die transformierten BL21-Zellen wurden in 2 x 30 ml LB-Medium mit 50 µg/ml Kanamycin ange-

zogen (siehe 2.2.1) und nach Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 erfolgte die Induktion der 

Expression mit 1 mM IPTG. Die Inkubation wurde unter den bereits genannten Bedingungen für 

weitere vier Stunden fortgesetzt. Anschließend wurde die Zellsuspension bei 4 °C und 4000 rpm 
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für 20 Minuten zentrifugiert. Die Gewinnung löslicher Proteinrohextrakte aus den pelletierten Zel-

len erfolgt wie unter Punkt 2.9.4 beschrieben.  

 

2.9 Biochemische Methoden und Analytik 

2.9.1 Die Gewinnung von Proteinrohextrakten aus Pflanzenmaterial 

Für die Extraktion von Gesamt-Protein wurde Pflanzenmaterial unter flüssigen Stickstoff gemör-

sert und eingewogen. Jeweils 1 g der entsprechenden Probe wurde mit 5 ml Aceton versetzt und 

fünf Minuten bei 4 °C und 5000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde nachfolgend getrocknet und in 

3 ml Homogenisierungspuffer [pH 7,0; 50 mM Natriumphosphatpuffer; 0,05 % (v/v) Tween 20; 

2 % (w/v) PVPP] aufgenommen. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei 4 °C unter Schütteln 

wurden die Proben bei 4 °C und 14000 rpm für 40 Minuten zentrifugiert und der die löslichen Pro-

teine enthaltene Überstand wurde, wie unter 2.9.3 beschrieben, konzentriert. 

 

2.9.2 Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 

Die Konzentration von Proteinlösungen wurde nach der Methode Bradford (1976) ermittelt. Hier-

für wurde die entsprechende Proteinlösung mit 1 ml Bradfort-Reagenz [0,065 % (w/v) Coomassie 

G-250 in 5 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Phosphorsäure] versetzt und für fünf Minuten bei Raum-

temperatur inkubiert. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlänge von 595 nm photometrisch er-

mittelt. Anhand einer für BSA aufgenommenen Eichkurve konnte die Protein-Konzentration be-

rechnet werden. 

 

2.9.3 Das Fällen und Konzentrieren von Proteinlösungen 

Die zu fällende Proteinlösung wurde mit Trichloressigsäure (TCA) versetzt, sodass eine Endkon-

zentration von 10 % (v/v) TCA erreicht wurde. Die Fällung erfolgte bei 4 °C für zwei Stunden. 

Nach dem Zentrifugieren (4 °C, 13000 rpm, 15 Minuten) wurde das Pellet zweimal mit eiskaltem 

Aceton gewaschen, mittels Speed-Vac (Eppendorf) getrocknet und für die SDS-PAGE in 15 µl 

Probenpuffer aufgenommen (siehe 2.9.5). 

Verdünnte Proteinlösungen wurden mit Hilfe einer Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Unit mit 

Ultracel-10-Membran (Millipore) bei 4 °C und 4000 rpm konzentriert.  

 

2.9.4 Die Reinigung von His-Fusionsproteinen 

Die Gewinnung löslicher Proteinrohextrakte aus Escherichia coli 

Für die Gewinnung löslicher Proteinrohextrakte wurde die entsprechende Zellsuspension (siehe 

2.8.2) bei 4 °C und 14000 rpm für 20 Minuten zentrifugiert und das Pellet wurde in 1:40 Volumen 

(bezogen auf das Volumen der Originalkultur vor der Ernte) Extraktionspuffer [pH 7,0; 50 mM 

Kaliumphosphatpuffer; 150 mM Natriumchlorid; 10 % (v/v) Glycerin] aufgenommen. Nach Zugabe 

von 100 µg/ml Lysozym (Roth) erfolgte die Inkubation der Zellsuspension bei 4 °C für 30 Minuten. 
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Es schloss sich der Zellaufschluss mittels Ultraschall (dreimal 30 Sekunden, 60 % Power) auf Eis 

an. Die Proben wurden anschließend zentrifugiert (4 °C, 14000 rpm, 20 Minuten) und der das 

lösliche Protein enthaltene Überstand wurde bis zur weiteren Analyse bei 4 °C gelagert. 

 

Die Reinigung von His-Fusionsproteinen mittels Affinitätschromatographie 

Die die rekombinant hergestellten His-Fusionsproteine enthaltenden löslichen Proteinrohextrakte 

aus Escherichia coli wurden mittels Metall-Chelat-Affinitätschromatographie gereinigt. Hierfür 

wurden zunächst 4 ml Talon Superflow Metal Affinity Resin (Clontech) bei 4 °C und 1500 rpm für 

fünf Minuten zentrifugiert und zweimal mit je 3 ml Extraktionspuffer äquilibriert. Nachfolgend wur-

de der Proteinrohextrakt mit der Talon-Matrix gemischt und bei 4 °C unter Schütteln für zwei 

Stunden inkubiert. Die Matrix wurde auf 2 ml Einwegsäulen (Clontech) verteilt und mittels diskon-

tinuierlichen Imidazol-Gradienten (je 3 ml 30 mM, 60 mM, 240 mM Imidazol in Extraktionspuffer) 

eluiert. Alle Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und nachfolgender Coomassie-Färbung auf 

Vorhandensein und Reinheit des rekombinant hergestellten Proteins untersucht (siehe 2.9.5). 

 

2.9.5 SDS-Polyacylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgte mittels SDS-

PAGE. Hierfür wurden die Protein-Proben mit zweifach Probenpuffer [pH 6,8; 0,125 M Tris; 5 mM 

EDTA; 15 % (v/v) Glycerin; 2 % (w/v) SDS; 0,1 % (v/v) β-Mercaptoethanol; 0,1 % (w/v) Bromphe-

nolblau] versetzt und durch Erhitzen auf 95 °C für fünf Minuten denaturiert. Die elektrophoreti-

sche Auftrennung erfolgte im 15 %igen SDS-Polyacylamid-Gel bei einer konstanten Stromstärke 

von 25 mA [Laufpuffer: 200 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS]. Zur Bestimmung des Mo-

lekulargewichtes fand der Proteinmarker Precision Plus Protein
TM

 DualColor-Standards (BioRad) 

Verwendung. Die SDS-Polyacylamid-Gele wurden nach der Auftrennung der Proteine für die 

Western Blot-Analyse (siehe 2.9.6) verwendet oder mit Coomassie-Färbelösung [10% (v/v) Es-

sigsäure, 40% (v/v) Methanol, 0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250] gefärbt. Nach dem 

Entfärben der Gele mit Entfärbe-Lösung [10% (v/v) Essigsäure, 40% (v/v) Methanol] wurden die 

Gele mit Hilfe des Geldokumentationssystems BioDoc Analyze (Whatmann Biometra) unter 

Weißlicht fotografiert oder gescannt.  

 

2.9.6 Der spezifische Nachweis von Proteinen (Western Blot-Analyse) 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung (siehe 2.9.5) erfolgte der Transfer der Proteine auf 

Nitrozellulose-Membranen [Trans-Blot TransferMedium Pure Nitrocellulose-Membran (0,2 µm); 

BioRad] nach der Methode von Kyhse-Andersen (1984) mittels einer semi-dry-blotting-Apparatur 

[Transferpuffer: 200 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,075 % (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol]. Nachfol-

gend wurde die Membran mit 5 % (w/v) BSA in TBST [pH7,5; 20 mM Tris; 150 mM Natriumchlo-

rid; 0,05 % (v/v) Tween 20] über Nacht bei 4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu 

blockieren. Die Inkubation mit dem primären Antikörper anti-SlAOC [Verdünnung: 1:5000 in 5 % 

(w/v) BSA in TBST] erfolgte bei Raumtemperatur für drei Stunden. Nach viermaligem Waschen 

der Membran mit TBST schloss sich die Inkubation mit dem sekundären Antikörper anti-
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Kaninchen IgG1, konjugiert mit alkalischer Phosphatase [Chemicon International; Verdünnung: 

1:5000 in 5 % (w/v) BSA in TBST], für eine Stunde bei Raumtemperatur an. Nach weiteren vier 

Waschschritten wurde die Membran in Reaktionspuffer (pH 9,5; 100 mM Tris; 100 mM Natrium-

chlorid; 50 mM Magnesiumchlorid) äquilibriert. Durch die Zugabe von 0,16 mg/ml 5-Brom-4-chlor-

3-indolylphosphat und 0,32 mg/ml p-Nitroblautetrazoliumchlorid wurde die Farbreaktion gestartet, 

welche nach ausreichender Farbentwicklung durch Waschen mit TE-Puffer [pH 8,0; 10 mM Tris; 

1 mM EDTA] abgestoppt wurde. Abschließend wurde die Membran zur Dokumentation gescannt. 

 

2.9.7 Der gekoppelte Enzym-Aktivitätstest 

Die Bestimmung der AOC Enzym-Aktivität mittels gekoppeltem Enzym-Aktivitätstest wurde nach 

Ziegler et al. (1997, 1999) modifiziert. Hierfür kamen je nach Zielstellung 1 µg rekombinant her-

gestellte AOC (2.8.2 und 2.9.4) bzw. 35 µg Proteinrohextrakt aus Pflanzenmaterial (siehe 2.9.1) 

zur Anwendung. Der Reaktionsansatz mit einem Endvolumen von 200 µl enthielt weiterhin 50 µl 

HvAOS1 (4 nkat, Ziegler et al., 2000) und 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0). Die Enzymre-

aktion wurde durch Zugabe von 40 nmol 13(S)-HPOT initiiert. Nach einer Reaktionszeit von zehn 

Minuten auf Eis wurde die Reaktion durch Ansäuern (40 µl 2 N Salzsäure) abgestoppt. Nach Zu-

gabe von 13,3 nmol Methyl-OPDA (interner Standard) wurde der Ansatz zweimal mit je 1 ml 

Diethylether extrahiert und bis zur vollständigen Trockene eingeengt. Die Umwandlung des en-

zymatisch gebildeten cis-(+)-OPDA [9(S),13(S)-OPDA] in die trans-Form erfolgte durch Aufneh-

men der Probe in 300 µl Methanol und Zugabe von 35 µl 2 N Natriumhydroxid. Nach einer Inku-

bationszeit von einer Stunde auf Eis wurde die Reaktion durch Neutralisieren mit 40 µl 2 N Salz-

säure gestoppt. Anschließend wurde der Ansatz zweimal mit je 1 ml Diethylether extrahiert. Die 

nachfolgende präparative HPLC wurde an einer Eurospher100 C18 4 mm (Macherey-Nagel) 

durchgeführt, wobei als Lösungsmittel A: Methanol sowie als Lösungsmittel B: 0,2 % (v/v) Essig-

säure in Wasser Verwendung fanden (isokratische Trennung: 75 % Lösungsmittel A; Fraktion: 

Retentionszeit 12,0-13,4 Minuten). Die Trennung der so erhaltenen Fraktion in die entsprechen-

den isomeren Formen [trans-(+)- bzw. trans-(-)-OPDA] wurde an einer chiralen Säule 

[EC 200/4 Nucleotex beta-PM (Macherey-Nagel)] durchgeführt. Als Lösungsmittel A kam Metha-

nol und als Lösungsmittel B kam 0,2 % (v/v) Essigsäure in Wasser zum Einsatz (isokratische 

Trennung: 65 % Lösungsmittel A). Der absolute Betrag des in den Proben enthaltenen OPDA 

wurde mit Hilfe des internen Standards quantifiziert. Nachfolgend wurde der Anteil des enzyma-

tisch gebildeten OPDA an dem gesamten in der Probe enthaltenen OPDA über den Vergleich der 

beiden enatiomeren Formen ermittelt.  

Für die Untersuchungen zur Substratspezifität wurden die bereits erwähnten Komponenten des 

gekoppelten Enzym-Aktivitätstests verwendet. Als Substrate wurden jedoch 13(S)-HPOTE, 

13(S)-HPOD, 11(S)-HPHT, 15(S)-HPETE, 15(S)-HPEP, 9(S)-HPOT sowie 9(S)-HPOD einge-

setzt. Nach Initiation der Enzymreaktion durch Zugabe des Substrates und einer Inkubation über 

einen Zeitraum von 30 Minuten auf Eis wurde die Reaktion durch Ansäuern abgestoppt. An-

schließend wurde der Reaktionsansatz zweimal mit je 1 ml Diethylether extrahiert. Die Analyse 

der gebildeten Produkte erfolgte freundlicherweise durch Herrn Dr. Otto Miersch (IPB Halle) mit-

tels GC-MS. 
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2.9.8 Die Gehaltsbestimmung von OPDA, JA, 12-OH-JA und JA-Ile 

Die Bestimmung der OPDA- und Jasmonat-Gehalte erfolgte nach Miersch et al. (2008). Hierfür 

wurde Pflanzenmaterial unter flüssigen Stickstoff gemörsert und eingewogen. Jeweils 1 g der 

entsprechenden Probe wurde mit 10 ml Methanol und den internen Standards (je 100 ng [
2
H6]JA, 

[
2
H5]OPDA, 12-[

2
H3]-OH-JA, [

2
H3]JA-Ile) versetzt. Nachfolgend wurden die homogenisierten und 

filtrierten Proben bis zur vollständigen Trockene eingeengt und über Nacht bei 20 °C mit 200 µl 

Pyridin und 100 µl Essigsäureanhydrid acetyliert. Nach dreimaligem Waschen der Extrakte mit je 

3 ml Ethanol wurden diese getrocknet und in 10 ml Methanol gelöst. Anschließend erfolgte die 

Reinigung der Proben mit Hilfe von mit DEAE-Sephadex A25 (Amersham Pharmacia Biotech AB) 

gefüllter Säulen [Waschen der Säule: je 3 ml Methanol, 0,1 N (v/v) sowie 1 N (v/v) Essigsäure in 

Methanol; Elution: je 3 ml 1,5 N (v/v) sowie 3 N (v/v) Essigsäure in Methanol]. Die nachfolgende 

präparative HPLC wurde an einer Eurospher100 C18 Säule (5 µm, 250 x 4 mm; Knauer) durch-

geführt, wobei als Lösungsmittel A: Methanol sowie als Lösungsmittel B: 0,2 % (v/v) Essigsäure 

in Wasser Verwendung fanden [linearer Gradient: 40 % zu 100 % Lösungsmittel A innerhalb von 

25 Minuten; Fraktionen: Retentionszeit 11,9-13,3 Minuten (12-OH-JA), 15,0-16,4 Minuten (JA), 

18,5-19,9 Minuten (JA-Ile) und 22,7-24,1 Minuten (OPDA)]. Die nachfolgend getrockneten Frakti-

onen wurden in 200 µl CHCl3/N,N-Diisopropylethylamin (1:1, v/v) gelöst und mit 10 µl 

Pentafluorobenzylbromid über Nacht bei 20 °C derivatisiert. Nach dem Einengen bis zur vollstän-

digen Trockene wurden die Proben in 5 ml n-Hexan gelöst und auf eine Chromabond-SiOH-

Säule (500 mg, Macherey-Nagel) gegeben. Nach der Elution der Pentafluorobenzylester mit Hilfe 

von 5 ml n-Hexan/Diethylether (2:1, v/v) wurden die Eluate getrocknet und in 100 µl CH3CN ge-

löst. Die Quantifizierung mittels GC-MS übernahm freundlicherweise das Labor unter Leitung von 

Prof. Dr. Claus Wasternack (IPB Halle). 

 

2.9.9 Die Gehaltsbestimmung von IAA und ACC 

Für die Bestimmung der Gehalte von ACC und freier IAA wurde Pflanzenmaterial von fünf Einzel-

stecklingen (1 cm der Stecklingsbasis) vereinigt, unter flüssigen Stickstoff gemörsert und einge-

wogen. Jeweils 0,5 g Pflanzenmaterial wurden mit 10 ml Methanol und den entsprechenden in-

ternen Standards (je 500 ng [
13

C6]IAA, [
2
H4]ACC) versetzt. Die Reinigung der Proben erfolgte mit 

Hilfe von mit DEAE-Sephadex A25 gefüllter Säulen [je einmal 3 ml Methanol, 0,1 N, 1 N und 

1,5 N (v/v) Essigsäure in Methanol sowie viermal 3 N (v/v) Essigsäure in Methanol]. Dabei ent-

hielten der erste Durchfluss sowie die Methanol-Fraktion ACC (Eluat I) und mit Hilfe der 3 N (v/v) 

Essigsäure in Methanol wurde freie IAA (Eluat II) eluiert.  

 

Aufarbeitung Eluat I: 

Das bis zur vollständigen Trockene eingeengte Eluat I wurde in 5 ml dest. Wasser mittels Ultra-

schallbad gelöst und auf eine LiChrolutRP-18-Kartusche (Merck) gegeben. Die Säule wurde 

nachfolgend mit 2 ml dest. Wasser gewaschen, wobei sowohl der Durchlauf als auch das dest. 

Wasser des Waschschritts ACC enthielten. Die getrocknete Probe wurde in 200 µl CHCl3/N,N-

Diisopropylethylamin (1:1, v/v) gelöst und mit 10 µl Pentafluorobenzylbromid über Nacht bei 
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20 °C derivatisiert. Nach dem Trocknen wurden die Proben in 5 ml n-Hexan gelöst und auf eine 

Chromabond-SiOH-Säule (500 mg, Machery-Nagel) gegeben. Nach der Elution der Pentafluoro-

benzylester mit Hilfe von 7 ml n-Hexan/Diethylether (2:1, v/v) wurden die Eluate bis zur vollstän-

digen Trockene eingeengt und in 100 µl CH3CN gelöst. Die Quantifizierung mittels GC-MS über-

nahm freundlicherweise das Labor unter Leitung von Prof. Dr. Claus Wasternack (IPB Halle). 

 

Aufarbeitung Eluat II: 

Die präparative HPLC erfolgte wie unter Punkt 2.9.8 beschrieben (IAA-Fraktion: Retentionszeit 

10,5-11,9 Minuten). Die getrocknete Fraktion wurde in 100 µl Methanol gelöst und mit Hilfe von 

300 µl Diazomethan für 10 Minuten bei Raumtemperatur methyliert. Nach nochmaligem Trocknen 

der Proben wurde diese in 70 µl CH3CN gelöst. Die Quantifizierung mittels GC-MS übernahm 

freundlicherweise das Labor unter Leitung von Prof. Dr. Claus Wasternack (IPB Halle). 

 

2.10 Zellbiologische Methoden 

2.10.1 Die Einbettung von Pflanzenmaterial in Polyethylenglycol (PEG) 

Das entsprechende Pflanzenmaterial wurde in Stücke von ca. 3 x 5 mm geschnitten und nach 

kurzer Vakuuminfiltration für zwei Stunden bei Raumtemperatur in Fixierlösung [4 % (w/v) Para-

formaldehyd, 0,1 % (v/v) Triton-X-100 in PBS] inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS 

(pH 7,2; 135 mM Natriumchlorid; 3 mM Kaliumchlorid; 1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat) war 

es zunächst erforderlich das Pflanzenmaterial zu dehydrieren (Tabelle 2-6) und nachfolgend mit 

PEG zu infiltrieren. Die Infiltration der Proben mit PEG 1500 erfolgte über fünf Stufen (3:1, 1:1, 

1:3 Ethanol/ PEG, zweimal reines PEG) für jeweils eine Stunde bei 55 °C. Das Pflanzenmaterial 

wurde abschließend mit PEG in Einbettungsformen überführt und nach dem vollständigen Aus-

härten bei 4 °C gelagert. 

 

2.10.2 Die Immunmarkierung von Dünnschnitten 

Um Dünnschnitte von in PEG eingebettetem Pflanzenmaterial anzufertigen, kam das Mikrotom 

HM 325 (Microm) zur Anwendung. Die entsprechenden 20 µm Schnitte wurden in Tissue Culture-

Inserts (10 mm mit 0,8 µm Polykarbonat-Membran; Nunc) transferiert. Alle anschließenden Be-

handlungsschritte erfolgten, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur in Multi-

well Plates for Culture (24 wells; Greiner Bio-One). Zunächst wurden die Dünnschnitte zweimal 

zehn Minuten mit PBS gewaschen und für fünf Minuten mit 0,1 M Ammoniumchlorid in PBS be-

handelt. Nach nochmaligem Waschen mit PBS und der Behandlung mit 5 % (w/v) BSA in PBS für 

eine Stunde erfolgte die Inkubation mit dem primären Antikörper anti-SlAOC oder dem 

Präimmunserum (Verdünnung: 1:1000 in 5 % (w/v) BSA in PBS) über Nacht bei 4 °C. Die Schnit-

te wurden dreimal mit 0,1 % (w/v) BSA in PBS und einmal mit 1 % (w/v) BSA in PBS gewaschen. 

Es schloss sich die Inkubation mit dem sekundären Antikörper anti-Kaninchen IgG konjugiert mit 

AlexaFluor488 [Molecular Probes; Verdünnung: 1:500 in 5 % (w/v) BSA in PBS] für zwei Stunden 

bei 37 °C an. Nach viermaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte für 15 Minuten mit 0,1 
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µg/ml DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol, Sigma) in PBS gegengefärbt und noch zwei weitere 

Male mit PBS gewaschen. Abschließend wurden die Schnitte auf Objektträger transferiert, mit 

Citifluor-Glycerol/PBS-Solution AF1 (Agar Scientific) eingeschlossen und bis zur weiteren Analy-

se bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. Die Analyse der immunmarkierten und gefärbten Schnitte 

erfolgte mit Hilfe eines Confocal Laser Scanning-Mikroskops (CLSM 510-Meta; Zeiss) mit den in 

Tabelle 2-7 angegebenen Einstellungen und der Zeiss CLSM 510-Meta-Software. Die weitere 

Bildbearbeitung wurde mit Hilfe der Adobe Photoshop 6.0-Software durchgeführt. 

 

Tabelle 2-6: Aufsteigende Ethanol-Reihe zur Dehydrierung von Pflanzenmaterial. 

Ethanol-Konzentration  

in  % (v/v) 

Inkubationszeit Inkubationstemperatur 

10 30 Minuten Raumtemperatur 

30 60 Minuten Raumtemperatur 

50 60 Minuten Raumtemperatur 

70 12 Stunden 4 °C 

90 30 Minuten Raumtemperatur 

100 30 Minuten Raumtemperatur 

100 30 Minuten 55 °C 

 

Tabelle 2-7: Kanaleinstellungen am CLSM 510 Meta bei der Auswertung der immunmarkierten und gefärb-

ten Schnitte. LP: Langpassfilter; BP: Bandpassfilter. 

Anregungswellenlänge Emissionsfilter Fluoreszenzsignal 

488 nm BP505-530 AlexaFluor488 

350 nm LP385 DAPI 

 

 

2.10.3 Die Bestimmung der Primordienanzahl in der Stecklingsbasis 

Um die Anzahl der Primordien in den Stecklingen zu ermitteln, wurde Material der Stecklingsba-

sis (0,5 cm) nach kurzer Vakuuminfiltration für mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur in 

Fixierlösung [2 % (v/v) Formaldehyd, 0,1 % (v/v) TritonX-100 in MTSB (pH 6,9; 50 mM PIPES, 

5 mM Magnesiumsulfat, 5 mM EGTA)] inkubiert. Die fixierten Stängelstücke wurden mit Cyanac-

rylat-Kleber auf einen Probenteller geklebt. Nachfolgend wurden 300 µm dicke Längsschnitte mit 

Hilfe des Mikrotoms VT1000S der Firma Leica (Einstellungen: Speed 9; Frequenz 0,9) angefer-

tigt. Nach dem Transfer der Schnitte auf Objektträger erfolgte die Auszählung der Primordien 

mittels Lichtmikroskop (Axioplan; Carl Zeiss AG). 
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2.11 Statistische Methoden 

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit Hilfe der Excel- und SPSS 17.0-Software. 

Alle metrischen Daten wurden auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und Varianzho-

mogenität (Levene-Test) geprüft. Die Untersuchung unabhängiger Stichproben erfolgte für alle 

normalverteilten Variablen mittels t-Test nach Student und für alle nicht normalverteilten mittels 

U-Test nach Mann-Whitney. Alle Werte p ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

Im Garten- und Zierpflanzenbau wird die Regenerationsfähigkeit bestimmter Pflanzen genutzt, 

um diese über die Bewurzelung von Stecklingen vegetativ zu vermehren. Infolge des Abtrennens 

der zur Bewurzelung vorgesehenen Seitentriebe von der Mutterpflanze wird die Pflanze verwun-

det. Die daraus resultierende Wundantwort hat die Heilung des geschädigten Gewebes und die 

Aktivierung von Abwehrmechanismen zur Folge. Die Rolle von Jasmonaten im Mechanismus der 

Wundantwort ist hinreichend beschrieben. Inwiefern Änderungen der Jasmonat-Biosynthese 

während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen auftreten bzw. ob modulierte Jasmonat-

Gehalte die Regeneration von Adventivwurzeln beeinflussen, sollte im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht werden. 

 

3.1 Die Jasmonat-Biosynthese während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen 

Um mögliche Änderungen der Jasmonat-Biosynthese während der Bewurzelung von Petunia-

Stecklingen nachzuweisen, wurden die endogenen Gehalte der Jasmonate in den Stecklingen 

analysiert. Weiterhin sollten das Schlüsselenzym der Jasmonat-Biosynthese, die AOC, in Bezug 

auf Änderungen in der enzymatischen Aktivität und der Expression des kodierenden Gens hin 

untersucht werden. Zu Beginn dieser Arbeit standen noch keine Sequenz-Informationen für das 

für die AOC aus Petunia hybrida (PhAOC) kodierende Gen zur Verfügung. Deshalb wurde, wie 

im folgenden Abschnitt dargestellt, die cDNA der PhAOC isoliert und charakterisiert.  

 

3.1.1 Die Isolierung und Charakterisierung der PhAOC 

3.1.1.1 Die Isolierung der PhAOC cDNA 

Für die Isolierung der PhAOC cDNA wurde ausgehend von Gesamt-RNA aus Petunia-Keimlingen 

die Erststrang cDNA synthetisiert. Die Amplifizierung der cDNA mittels PCR erfolgte mit einem 

degenerierten Oligonukleotid und einem Oligonukleotid, das das Poly-A-Ende der mRNA erkennt. 

Ersterer basierte auf einem Vergleich der bekannten AOC AS-Sequenzen von Solanum 

lycopersicum (AF384374), Nicotiana tabacum (AJ308487) und Solanum tuberosum (AY135641) 

und wurde von der konservierten Region FYFGDYG abgeleitet. Die Sequenzierung der amplifi-

zierten DNA und die nachfolgende Sequenzanalyse führten zur Identifizierung eines 

412 Basenpaar (bp) großen Fragments. Dieses wies eine hohe Sequenz-Homologie zu bereits 

bekannten AOCs auf und umfasste den 3’-Bereich der kodierenden Sequenz, die 3’-

untranslatierte Region sowie das Poly-A-Ende. Um die vollständige Sequenz der cDNA zu erhal-

ten, wurde eine 5’ RACE-PCR durchgeführt. Hierfür wurden vom bekannten 3’-Ende der PhAOC 

cDNA Gen-spezifische Oligonukleotide abgeleitet, mit deren Hilfe die vollständige Nukleotid-

Sequenz mittels PCR amplifiziert werden konnte (siehe 2.8.1 sowie Anhang, Abbildung 6-1 A).  

Der offene Leserahmen der PhAOC cDNA (732 bp) kodiert für ein 234 AS langes Protein mit 

einem berechneten Molekulargewicht (MG) von 26,5 kDa. Die Analyse der AS-Sequenz 
2,3

 zeig-

                                                   
2
 http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ 
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te, dass die für die Aktivität der Arabidopsis thaliana (At)AOC2 unabdingbaren AS Glutaminsäure, 

Asparagin und Prolin (Hofmann et al., 2006; Schaller et al., 2008) in der PhAOC konserviert vor-

liegen (Abbildung 3-1; blau unterlegt) und sagte zwei mögliche Prozessierungsstellen zwischen 

AS 48/49 sowie AS 78/79 für ein Chloroplasten-Transit-Peptid im N-terminalen Bereich der 

PhAOC voraus (Abbildung 3-1; rot unterlegt). Ferner konnten mit Hilfe der NetPhos 2.0 
4
-

Software zwölf mögliche Phosphorylierungsstellen (Abbildung 3-1; blauer Pfeil) und mit Hilfe der 

NetOGlyc 3.1 
5
-Software sechs mögliche O-Glykosylierungsstellen (Abbildung 3-1; roter Pfeil) 

gefunden werden, wobei deren Funktionalität im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht 

wurde.  

 

 

Abbildung 3-1: Die AS-Sequenz der PhAOC sowie ein Sequenzvergleich der PhAOC mit anderen AOCs 

aus der Familie der Solanaceae und der AtAOC2. Unterschiedliche AS sind rot und ähnliche AS sind grün 

dargestellt. Mögliche Prozessierungsstellen sind rot und die für die Aktivität der AtAOC2 wichtigen, kon-

servierten AS sind blau unterlegt. Mögliche Phosphorylierungsstellen sind mit blauen Pfeilen und mögliche 

O-Glykosylierungsstellen sind mit roten Pfeilen angezeigt.  

 

Im Weiteren wurden die PhAOC sowie 14 andere bereits bekannte AOCs mit Hilfe der Clone 

Manager Professional Suite-Software auf mögliche Sequenz-Homologien hin untersucht. Dabei 

zeigte die vergleichende Analyse, dass die PhAOC die größten Ähnlichkeiten zu den AOCs aus 

der Familie der Solanaceae aufwies (Abbildung 3-1). Die Sequenz-Homologie der PhAOC betrug 

gegenüber der Nicotiana tabacum AOC (NtAOC): 91 %, der Solanum lycopersicum AOC 

(SlAOC): 85 % sowie der Solanum tuberosum AOC (StAOC): 83 %. Große Ähnlichkeiten waren 

auch im Vergleich zu den AOCs aus den Familien der Brassicaceae (50 - 56 %), Fabaceae (61 –

                                                                                                                                                               
3
Clone Manager Professional Suite-Software 

4
 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

5
 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ 
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 64 %), Poaceae (53 – 58 %) sowie Cannabaceae (69 %) nachzuweisen (Anhang, Abbildung 

6-2).  

Neben den in diesem Kapitel dargestellten Ergebnissen klärte Frau Daniela Kleen im Rahmen 

ihrer Diplomarbeit die Intron-Exon-Struktur des PhAOC Gens auf (Anhang, Abbildung 6-1 B) und 

wies nach, dass das Gen in einfacher Kopie im Genom von Petunia hybrida vorliegt (Kleen, 

2007).  

 

3.1.1.2 Die funktionelle Charakterisierung der PhAOC 

Für die funktionelle Charakterisierung der PhAOC war es erforderlich, das Protein in Escheri-

chia coli heterolog zu exprimieren. Hierfür fand das Vektor-System pET28a(+) Verwendung, wel-

ches eine IPTG-induzierte Überexpression von Histidin (His)-Fusionsproteinen (rekombinantes 

Protein mit C-terminalen His) in Escherichia coli ermöglicht. Zunächst erfolgte die Amplifizierung 

des kodierenden Teils der PhAOC cDNA mittels PCR. Die dafür verwendeten Oligonukleotide 

wurden so gewählt, dass dem rekombinanten Protein das vorhergesagte Transit-Peptid fehlen 

sollte. Wie unter 3.1.1.1 dargestellt, wäre eine Prozessierung an zwei Stellen des Proteins mög-

lich. Für die nachfolgend beschriebene heterologe Expression wurde die Prozessierungsstelle 

zwischen AS 48/49 ausgewählt. Nach erfolgreicher Insertion des amplifizierten DNA-Fragments 

in den Expressionsvektor wurde das rekombinante Protein im Escherichia coli-Stamm BL21 als 

lösliches Protein exprimiert. Die Expression und die Reinigung des His-Fusionsproteins erfolgten, 

wie unter 2.8.2 sowie 2.9.4 beschrieben.  

Die Proteinrohextrakte der mit dem leeren Vektor [p28a(+)] bzw. dem Expressionsvektor 

[p28a(+)PhAOC] transformierten Zellen und das mittels Affinitätschromatographie gereinigte His-

Fusionsprotein wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 3-2 A). Im Vergleich zu 

den Kontrollen [p28a(+): Bahn 1und p28a(+)PhAOC ohne IPTG Bahn 2] erschien nach IPTG-

Induktion eine zusätzliche ca. 25 kDa große Bande in den Proteinrohextrakten der mit dem 

p28a(+)PhAOC transformierten Zellen (Bahn 3; roter Pfeil oben). Neben dieser war in der gerei-

nigten Fraktion eine weitere ca. 23 kDa große Protein-Bande (Bahn 4; roter Pfeil unten) nachzu-

weisen. Bei der 23 kDa großen Protein-Bande handelte es sich jedoch nicht um das rekombinan-

te His-Fusionsprotein, da mit Hilfe des anti-His-Tag Antikörpers nur die 25 kDa große Bande spe-

zifisch nachgewiesen wurde (Abbildung 3-2 B; Bahn 1).  

Wie bereits unter 3.1.1.1 dargestellt, zeigte die vergleichende Analyse der AS-Sequenzen, dass 

die PhAOC die größten Ähnlichkeiten zu den AOCs aus der Familie der Solanaceae aufwies. 

Deshalb wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht, ob ein anti-SlAOC Antikörper (Hause et 

al., 2000) für den spezifischen Nachweis der PhAOC Verwendung finden konnte. Hierfür wurden 

sowohl die gereinigte Fraktion des rekombinanten Proteins als auch ein Proteinrohextrakt aus 

Petunia in Bezug auf eine spezifische Erkennung durch den Antikörper hin untersucht. Im pflanz-

lichen Proteinrohextrakt (Abbildung 3-2 B, Bahn 3) wurden zwei Protein-Banden durch den anti-

SlAOC Antikörper erkannt. Das MG der kleineren Bande betrug ca. 23 und das der größeren ca. 

50 kDa. Da für die PhAOC ohne Transit-Peptid ein ähnliches Molekulargewicht vorhergesagt 

wurde, ist anzunehmen, dass es sich bei der kleineren Bande um die PhAOC handelt. Bei der 



Ergebnisse 

43 

50 kDa Bande war eine unspezifische Bindung des Antikörpers wahrscheinlich. Ebenso war ein 

spezifischer Nachweis in der gereinigten Fraktion des rekombinant hergestellten Proteins möglich 

(Abbildung 3-2 B, Bahn 2). Der anti-SlAOC Antikörper erkannte sowohl die 25 kDa große als 

auch die 23 kDa große Bande. Aufgrund des spezifischen Nachweises durch den anti-SlAOC 

Antikörper und der fehlenden Erkennung durch den anti-His-Tag Antikörper könnte es sich bei 

der 23 kDa großen Bande um ein Abbau-Produkt des rekombinanten Proteins handeln. Dieser 

Sachverhalt wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht. 

 

 

Abbildung 3-2: Heterologe Expression der PhAOC in Escherichia coli und Spezifitätstest des anti-SlAOC 

Antikörpers. (A) SDS-PAGE (siehe 2.9.5; 20 µg Protein je Bahn, Coomassie-Färbung): M Proteinmarker, 

Proteinrohextrakte von: 1 p28a(+) ohne IPTG, 2 p28a(+)PhAOC ohne IPTG 3 p28a(+)PhAOC mit IPTG, 4 

gereinigtes rekombinantes His-Fusionsprotein; (B) Western Blot-Analyse (siehe 2.9.6): 1 gereinigtes re-

kombinantes His-Fusionsprotein (0,1 µg Protein je Bahn, anti-His-Tag Antikörper), 2 gereinigtes rekombi-

nantes His-Fusionsprotein (0,1 µg Protein je Bahn, anti-SlAOC Antikörper), 3 Proteinrohextrakt aus Stän-

gelmaterial von Petunia (10 µg Protein je Bahn, anti-SlAOC Antikörper). 

 

Im nächsten Schritt sollte sichergestellt werden, dass es sich beim rekombinanten Protein um 

eine enzymatisch aktive AOC handelte. Hierfür kam ein gekoppelter Enzym-Aktivitätstest zur 

Anwendung (Abbildung 3-3). Dieser basiert auf der Umsetzung des natürlichen Substrats 

13(S)-HPOT durch die AOS zu 12,13-EOT. Das Allenoxid 12,13-EOT ist instabil und würde ohne 

enzymatische Kontrolle spontan zu α- und γ-Ketol hydrolysieren. Gleichzeitig würde sich infolge 

einer spontanen Cyclisierung des Allenoxids ein racemisches Gemisch bestehend aus 50 % 

9(S),13(S)- sowie 50 % 9(R),13(R)-OPDA bilden. In Anwesenheit der AOC wird 12,13-EOT en-

zymatisch umgesetzt, was die ausschließliche Bildung von 9(S),13(S)-OPDA zur Folge hat. Der 

enantiomere Überschuss des S,S-Isomers (Differenz von 9(S),13(S)- und 9(R),13(R)-OPDA) 

kann dabei als direktes Maß für das Ausmaß der enzymatischen Umsetzung angesehen werden. 

 

A B

M 1 2 3 4 2 3

15 kDa

20 kDa

25 kDa

37 kDa

50 kDa

1

75 kDa
100 kDa
150 kDa

Coomassie-Färbung Western Blot

anti-His-Tag anti-SlAOC

a
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Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des gekoppelten Enzym-Aktivitätstests für den Nachweis einer 

AOC-Aktivität (siehe auch 2.9.7). (1) 13(S)-HPOT; (2)12,13-EOT; (3) 9(R),13(R)-OPDA; (4) 9(S),13(S)-

OPDA; (5) α-Ketol [12-Oxo-13-hydroxy-9(Z),15(Z)-octadecadiensäure]; (6) γ-Ketol [12-Oxo-9-hydroxy-

10(E),15(Z)-octadecadiensäure]. 

 

Wie in Tabelle 3-1 dargestellt, wurde in den Proteinrohextrakten der mit dem p28a(+) transfor-

mierten Bakterien keine enzymatisch gebildete OPDA detektiert. Im Vergleich dazu war in den 

Proteinrohextrakten der mit den p28a(+)PhAOC transformierten Bakterien eine hohe spezifische 

Aktivität von 1606 nmol OPDA/mg eingesetztes Protein nachweisbar. Weiterhin zeigte die 

sterische Analyse der im Enzym-Aktivitätstest entstandenen Reaktionsprodukte, dass das re-

kombinant hergestellte Protein ausschließlich die Bildung von 9(S),13(S)-OPDA katalysierte. Im 

Vergleich dazu lag der prozentuale Anteil der 9(S),13(S)-OPDA am Gesamt-OPDA im Kontroll-

ansatz [p28a(+)] bei 51,7 %, was für eine spontane Cyclisierung des Allenoxids in diesem Ansatz 

spricht.  

 

Zur weiteren Charakterisierung des rekombinanten Proteins fanden im gekoppelten Enzym-

Aktivitätstest auch andere dem 13(S)-HPOT ähnliche Substanzen Verwendung (Anhang, Tabelle 

6-9). Die Analyse der dabei entstandenen Reaktionsprodukte erfolgte ausschließlich qualitativ, 

das heißt, es wurde nur untersucht, ob ein Umsatz des verwendeten Substrats erfolgte oder 

nicht. Mit Hilfe dieses Ansatzes wurde gezeigt, dass das rekombinante His-Fusionsprotein neben 
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13(S)-HPOT auch 13(S)-HPOTE
6
, 11(S)-HPHT

7
 sowie 15(S)-HPEP

8
 enzymatisch umsetzte. Für 

die anderen verwendeten Substanzen waren keine Reaktionsprodukte nachweisbar. 

 

Tabelle 3-1: Nachweis der AOC-Aktivität mittels gekoppeltem Enzym-Aktivitätstests. Der Enzym-

Aktivitätstest erfolgte wie unter 2.9.7 beschrieben. Pro Ansatz wurden 20 µg des jeweiligen Proteinrohex-

traktes eingesetzt.  

 Spezifische AOC-Aktivität Prozentualer Anteil 

9(S),13(S)-OPDA am 

Gesamt-OPDA 

[%] 

Enzymatisch gebildete OPDA 

[nmol/mg Protein] 

Prozentualer Anteil 

[%] 

p28a(+) 7 0,4 51,7 

p28a(+)PhAOC 1606 100 97,2 

 

Alles in Allem zeigen diese Ergebnisse, dass die aus Petunia hybrida isolierte cDNA für die AOC 

kodiert. Der Nachweis erfolgte zum einen mit Hilfe eines anti-SlAOC Antikörpers, der das in 

Escherichia coli heterolog exprimierte Protein spezifisch erkannte. Weiterhin war es möglich, 

mittels gekoppelten Enzym-Aktivitätstests nachzuweisen, dass es sich bei dem rekombinant her-

gestellten Protein um eine enzymatisch aktive AOC handelte. Somit standen durch die Aufklä-

rung der Nukleotid-Sequenz der PhAOC cDNA und den als spezifisch getesteten anti-SlAOC 

Antikörper wichtige Werkzeuge für nachfolgende Untersuchungen zur Verfügung.  

 

3.1.2 Die Jasmonat-Biosynthese während der Stecklingsbewurzelung 

Um mögliche Änderungen in der Jasmonat-Biosynthese während der Stecklingsbewurzelung 

nachzuweisen, war es zunächst erforderlich, Kopfstecklinge von Petunia hybrida in einem mit 

feuchtem Perlit gefüllten Minigewächshaus zu bewurzelt (siehe 2.3.2). Nach ungefähr neun Ta-

gen zeigten sich an der Basis der Stecklinge erste Adventivwurzeln, weshalb sich alle weiteren 

Untersuchungen auf einen Zeitraum von 0 bis 216 Stunden beschränkten. Das für die Untersu-

chungen benötigte Pflanzenmaterial wurde 0; 0,5; 1; 2; 6; 12; 24; 48; 72; 120; 168; 216 Stunden 

nach der Stecklingsernte in flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren 

Aufarbeitung gelagert. Für alle unter Punkt 3.1.2 sowie 3.2 aufgeführten Analysen fand aus-

schließlich Stängelmaterial (1 cm Stecklingsbasis) Verwendung.  

 

 

                                                   
6
 13(S)-Hydroperoxy-6(Z),9(Z),11(E),15(Z)-octadecatetraensäure 

7
 11(S)-Hydroperoxy-7(Z),9(E),13(Z)-hexadecatriensäure 

8
 15(S)-Hydroperoxy-5(Z),8(E),11(Z),13(E),17(Z)-eicosapentaensäure 
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3.1.2.1 Die Jasmonat-Gehalte während der Stecklingsbewurzelung 

In einem ersten Experiment wurden die Gehalte von OPDA, einem biologisch aktiven Intermediat 

der Jasmonat-Biosynthese, und von JA analysiert. Auf Abbildung 3-4 a ist zu erkennen, dass der 

Gehalt von JA bereits nach 30 Minuten auf einen maximalen Wert von 1290 pmol JA/ g Frisch-

gewicht (FG) anstieg. Anschließend verringerte sich der Gehalt und erreichte nach sechs Stun-

den den Ausgangswert von ca. 100 pmol/g FG. Im Vergleich dazu stieg der OPDA-Gehalt 

30 Minuten nach Ernte auf nur 410 pmol/g FG an und verblieb zunächst auf diesem Niveau. Nach 

24 Stunden wurde der Ausgangswert von 60 pmol/g FG erreicht. Bis zum Erscheinen erster Ad-

ventivwurzeln an der Stecklingsbasis waren keine weiteren Änderungen der OPDA- bzw. JA-

Gehalte nachweisbar (Abbildung 3-4 A). 

 

 

Abbildung 3-4: Die Analyse der Gehalte von A, a OPDA und JA sowie B, b JA-Ile und 12-OH-JA während 

der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen. Die Gehalte wurden, wie unter 2.9.8 beschrieben, bestimmt. 

Die mit Großbuchstaben gekennzeichneten Graphiken stellen den gesamten Prozess der Stecklingsbe-

wurzelung dar, während die mit Kleinbuchstaben gekennzeichneten Graphiken die ersten zwölf Stunden 

nach Stecklingsernte abbilden. Die berechneten Mittelwerte von drei biologischen Replikaten und die da-

zugehörigen Standardabweichungen sind in den Diagrammen dargestellt.  

 

Neben OPDA und JA wurden auch die Gehalte von zwei Metaboliten der Jasmonat-Biosynthese: 

dem JA-Ile und der 12-OH-JA untersucht (Abbildung 3-4 B, b). Dabei wurde gezeigt, dass der 

Gehalt von JA-Ile ähnlich wie der von JA bereits nach 30 Minuten auf einen maximalen Wert an-

stieg, wobei dieser bei nur 420 pmol/g FG lag. Der Ausgangswert von 5 pmol/g FG wurde nach 
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zwei Stunden erreicht. Im Vergleich dazu stieg der 12-OH-JA-Gehalt erst nach einer Stunde an 

und erreichte ein Maximum von 1400 pmol/g FG zwei Stunden nach Stecklingsernte. Der Aus-

gangswert von ca. 100 pmol/g FG wurde nach zwölf Stunden erreicht (Abbildung 3-4 b). Bis zum 

Erscheinen erster Adventivwurzeln an der Stecklingsbasis waren keine weiteren Änderungen der 

JA-Ile- bzw. 12-OH-JA-Gehalte nachzuweisen (Abbildung 3-4 B). 

 

3.1.2.2 Die Akkumulation des PhAOC-Transkripts und die enzymatische Aktivität der 

PhAOC während der Stecklingsbewurzelung 

Der angesichts eines Verwundungsreizes verursachte Anstieg von Jasmonaten wird oft mit der 

Transkript-Akkumulation von Genen, die für die Jasmonat-Biosynthese-Enzyme LOX, AOS oder 

AOC kodieren, in Verbindung gebracht. Und auch die Applikation von Jasmonaten hat eine Ak-

kumulation des LOX-, AOS- bzw. AOC-Transkripts zur Folge. Ob der unter Punkt 3.1.2.1 gezeig-

te transiente Anstieg der Jasmonate eine Wirkung auf die Expression der PhAOC hat, sollte im 

Folgenden mittels qRT-PCR untersucht werden. 

Die qRT-PCR ist eine sehr empfindliche Methode, die es ermöglicht, selbst geringe Änderungen 

in der Expression von Genen zu quantifizieren. Die mittels qRT-PCR erhaltenen Daten können 

von verschiedenen Faktoren wie den Eigenschaften des Ausgangsmaterials oder der RNA-

Extraktionsmethode stark beeinflusst sein. Deshalb ist eine Normalisierung der Daten mit Hilfe 

eines Referenz-Gens angeraten. Die Expression der hierfür normalerweise verwendeten Gene 

kann jedoch unter verschiedenen experimentellen Bedingungen beträchtlichen Schwankungen 

unterliegen (Czechowski et al., 2005; Nicot et al., 2005; Jain et al., 2006; Exposito-Rodriguez et 

al., 2008; Garg et al., 2010; Mallona et al., 2010). Aus diesem Grund wurden zunächst sechs 

üblicherweise verwendete Referenz-Gene [Actin, Cyclophilin, Elongationsfaktor 1α (EF1α), 

Tubulin, Polyubiquitin, Ribosomales Protein S13 (RPS13)] auf eine möglichst gleichbleibende 

Expression während der Bewurzelung von Stecklingen hin untersucht. Es zeigte sich, dass die 

Transkript-Akkumulation von Actin, Cyclophilin, Tubulin und Polyubiquitin während der Bewurze-

lung stärkeren Schwankungen unterlag (Anhang, Abbildung 6-3). Die ermittelten Ct-Werte einzel-

ner Gene lagen dabei bis zu zwei Zyklen auseinander. Aufgrund der relativ gleichbleibenden 

Transkript-Akkumulation während der Bewurzelung erfolgte die Normalisierung der qRT-PCR 

Daten in allen folgenden Untersuchungen mit Hilfe des RPS13 Gens. 

Im Anschluss an diese Voruntersuchung wurden die PhAOC Expression auf mögliche Änderun-

gen während der Stecklingsbewurzelung hin untersucht. Auf Abbildung 3-5 a ist zu erkennen, 

dass die PhAOC Transkript-Akkumulation 0,5 Stunden nach Stecklingsernte anstieg und nach 

einer Stunde einen Maximalwert erreichte. Nach sechs Stunden war nur noch wenig PhAOC 

Transkript nachweisbar. Bis zum Erscheinen erster Adventivwurzeln waren keine weiteren Ände-

rungen der PhAOC Transkript-Akkumulation nachzuweisen (Abbildung 3-5 A). Der transiente 

Anstieg in der PhAOC Transkript-Akkumulation hatte jedoch keinen Einfluss auf das Protein. So-

wohl die in pflanzlichen Proteinrohextrakten enthaltene enzymatische Aktivität der PhAOC 

(Abbildung 3-5 B) als auch das mit Hilfe des anti-SlAOC Antikörpers detektierte Protein (Anhang, 

Abbildung 6-4) blieben während des gesamten Bewurzelungsprozesses unverändert. 
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Abbildung 3-5: A, a Die Transkript-Akkumulation des PhAOC-Gens (siehe 2.5.2.8) und B die enzymati-

sche Aktivität der PhAOC (siehe 2.9.7) während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen. Die mit Groß-

buchstaben gekennzeichneten Graphiken stellen den gesamten Prozess der Stecklingsbewurzelung dar, 

während die mit Kleinbuchstaben gekennzeichneten Graphiken die ersten zwölf Stunden nach Steckling-

sernte abbilden. Als Ausgangsmaterial für A wurde von je drei Stecklingen vereinigtes Stängelmaterial 

verwendet. Für die Berechnung der relativen Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Referenz-Gen. 

Für B fanden Proteinrohextrakte aus Petunia Verwendung, wobei 35 µg Protein eingesetzt wurden (siehe 

2.9.1). Die berechneten Mittelwerte von drei biologischen Replikaten und die dazugehörigen Standardab-

weichungen sind in den Diagrammen dargestellt.  

 

 

3.1.2.3 Die Lokalisierung der AOC in Petunia-Stecklingen 

Wie unter 3.1.2.2 dargestellt, hat die transiente Akkumulation des PhAOC Transkripts keinen 

nachweisbaren Einfluss auf das PhAOC Protein. Das unveränderte Proteinvorkommen schließt 

jedoch eine Änderung in der lokalen Verteilung der PhAOC während des Bewurzelungsprozes-

ses nicht aus. Deshalb wurden von Stängelmaterial, welches 0, 24, 48, 72, 120, 168 sowie 216 

Stunden nach Stecklingsernte fixiert und in PEG eingebettet wurde, Dünnschnitte angefertigt. Die 

Stängelquerschnitte wurden mit dem anti-SlAOC Antikörper oder mit Präimmunserum (Kontrolle) 

behandelt. Die vom sekundären Antikörper resultierende Fluoreszenz (grüne Markierung) ermög-

lichte die Detektion des durch das Protein spezifisch gebundenen primären Antikörpers. Zusätz-

lich erfolgte eine Färbung der in den Zellkernen enthaltenen DNA mittels DAPI (blaue Markie-

rung; siehe auch 2.10.2).  
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Abbildung 3-6: Lokalisierung der PhAOC in Stängelquerschnitten von Petunia-Stecklingen während der 

Bewurzelung. A 0 Stunden (Präimmunserum) sowie B 0 Stunden, C 48 Stunden, D 72 Stunden E 

168 Stunden und F 216 Stunden (anti-SlAOC Antikörper) nach Ernte der Stecklinge. Sekundärer Antikör-

per konjugiert mit AlexaFluor488: grüne Markierung, DAPI-Färbung: blaue Markierung. M Mark, 

LG Leitgewebe, C Cortex. Mit Pfeilen sind meristematisches Gewebe (D), Primordien (E) und Adventiv-

wurzeln (F) angezeigt. Maßstab: 100 µm. 

 

Mit Hilfe der DAPI-Färbung war es möglich nachzuweisen, dass bis 48 Stunden nach Ernte der 

Stecklinge keine morphologischen Veränderungen in den Stängelquerschnitten auftraten 

(Abbildung 3-6 B und C) Die Ausbildung meristematischen Gewebes setzte 72 Stunden nach 

Stecklingsernte ein und war anhand des gehäuften Auftretens von Zellkernen gut zu erkennen 

(Abbildung 3-6 D). Das Wachstum und die Differenzierung meristematischer Zellen führten über 

das Stadium der Primordien (168 Stunden, Abbildung 3-6 E) zur Ausbildung von Adventivwurzeln 

(216 Stunden, Abbildung 3-6 F). 

Neben den verschiedenen Stadien der Adventivwurzelentwicklung waren auch Aussagen in Be-

zug auf die Lokalisierung der PhAOC im Stängelquerschnitt möglich. In den mit dem 

Präimmunserum behandelten Schnitten konnte keine Fluoreszenz detektiert werden (Abbildung 

3-6 A). Im Vergleich dazu waren nach Inkubation mit dem anti-SlAOC Antikörper Fluoreszenz-

Signale nachzuweisen (Abbildung 3-6 B bis F). Aufgrund dieser Ergebnisse kann von einer spezi-

fischen Erkennung der PhAOC durch den anti-SlAOC Antikörper ausgegangen werden. Die de-

tektierte Fluoreszenz konzentrierte sich überwiegend in den Plastiden des Leitgewebes 

(Abbildung 3-6 B bis E). Dies würde die mittels ChloroP 1.1-Software vorhergesagte Lokalisie-
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rung der PhAOC in den Chloroplasten bestätigen (siehe 3.1.1.1). Der spezifische Nachweis der 

PhAOC im Leitgewebe war über den gesamten Zeitraum der Stecklingsbewurzelung möglich. Die 

Ausbildung von Meristem und Primordien hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf die Verteilung 

der PhAOC im Stängelquerschnitt (Abbildung 3-6 B bis E). Erst in den neu gebildeten Adventiv-

wurzeln waren zusätzliche Fluoreszenz-Signale in den Wurzelspitzen detektierbar (Abbildung 

3-6 F).  

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass direkt nach der Stecklingsernte sowohl die Jas-

monate als auch das PhAOC-Transkript transient akkumulieren. Dies hat keinen Einfluss auf das 

Vorkommen und die enzymatische Aktivität der PhAOC. Während der Bewurzelung ändert sich 

nur die lokale Verteilung des Proteins. Ein spezifischer Nachweis der in den Plastiden lokalisier-

ten PhAOC ist über den gesamten Zeitraum der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen im Leit-

gewebe und nach Ausbildung der Adventivwurzeln zusätzlich in den Spitzen neu gebildeter Wur-

zeln möglich.  

 

3.2 Die Akkumulation von Auxin- bzw. Ethylen während der Bewurzelung von Petu-

nia-Stecklingen 

Es ist hinreichend beschrieben, dass sowohl Auxin als auch Ethylen die Entwicklung von Adven-

tivwurzeln beeinflussen. Aus diesem Grund wurden die Auxin- und Ethylen-Gehalte sowie die 

Transkript-Akkumulation Auxin- und Ethylen-induzierbarer Gene auf mögliche Änderungen wäh-

rend der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen hin untersucht. 

Der Auxin-Gehalt wird durch eine Anzahl metabolischer Prozesse beeinflusst, sodass neben der 

freien IAA auch verschiedene IAA-Konjugate und strukturverwandte Verbindungen in der Pflanze 

vorkommen. Abgesehen von IBA und 4-Chloroindol-3-essigsäure wird nur für die freie IAA eine 

biologische Wirksamkeit beschrieben (Woodward und Bartel, 2005). Im Folgenden wurden aus-

schließlich die Gehalte der freien IAA in den Petunia-Stecklingen bestimmt. 

Der Gehalt an freier IAA stieg während der Stecklingsbewurzelung zweimal transient an 

(Abbildung 3-7 A und a). Ein erster Maximalwert (109 pmol/g FG; Abbildung 3-7 a) wurde zwei 

Stunden und ein zweiter (100 pmol/g FG; Abbildung 3-7 A) 24 Stunden nach Ernte der Stecklinge 

nachgewiesen. 72 Stunden nach Stecklingsernte fiel der Gehalt an freier IAA auf ein Minimum 

von 40 pmol/g FG ab und verblieb bis zum Sichtbarwerden der ersten Adventivwurzeln auf die-

sem Niveau (Abbildung 3-7 A). 

 



Ergebnisse 

51 

 

Abbildung 3-7:A, a Der Gehalt der freien IAA (siehe 2.9.9) und B, b die DevA-20-C01-Transkript-

Akkumulation (CV296522, siehe 2.5.2.8) während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen. Die mit 

Großbuchstaben gekennzeichneten Graphiken stellen den gesamten Prozess der Stecklingsbewurzelung 

dar, während die mit Kleinbuchstaben gekennzeichneten Graphiken die ersten zwölf Stunden nach Steck-

lingsernte abbilden. Als Ausgangsmaterial für B bzw. b fanden von je drei Stecklingen vereinigtes Stän-

gelmaterial Verwendung. Für die Berechnung der relativen Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Re-

ferenz-Gen. Die berechneten Mittelwerte von drei biologischen Replikaten und die dazugehörigen Stan-

dardabweichungen sind in den Diagrammen dargestellt. 

 

Ob die Expression Auxin-induzierbarer Gene infolge der transienten Akkumulation der freien IAA 

beeinflusst wird, sollte ebenfalls untersucht werden. In der Literatur sind drei Gruppen Auxin-

induzierbarer Gene beschrieben: Aux/IAAs (Auxin/Indole-3-Acetic Acid), SAURs (Small Auxin-Up 

RNA) und GH3s (Hagen und Guilfoyle, 2002). Für die der GH3-Gruppe zugehörigen Gene ist 

bekannt, dass infolge einer Applikation von Auxin das entsprechende Transkript innerhalb kür-

zester Zeit akkumuliert (Hagen und Guilfoyle, 1985; Roux und Perrot-Rechenmann, 1997; Calde-

ron-Villalobos et al., 2006). Für das Modellsystem Petunia ist noch kein der GH3-Gruppe zugehö-

riges Gen identifiziert. Deshalb wurden die für die qRT-PCR Analyse benötigten spezifischen 

Oligonukleotide von einer zur Verfügung stehenden EST-Sequenz aus Petunia hybrida 

(CV296522; DevA-20-C01) abgeleitet, wobei die verwendete EST-Sequenz große Ähnlichkeit zu 

einem der GH3-Familie zugehörigen Gen aus Glycine max (BE211751, 69 %, Hagen und 

Guilfoyle, 1985) bzw. Nicotiana tabacum (AF123503, 71 %, Roux und Perrot-Rechenmann, 1997) 

aufwies. 
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Wie in Abbildung 3-7 B bzw. b dargestellt, akkumulierte das DevA-20-C01-Transkript zu zwei 

Zeiten: sechs (Abbildung 3-7 b) und 48 Stunden nach Stecklingsernte (Abbildung 3-7 B) und war 

somit den Anstiegen der freien IAA zeitlich nachgelagert. Dabei fiel die Transkriptmenge des 

zweiten Anstiegs ungefähr doppelt so hoch aus wie die des ersten Anstiegs. Bis zum Erscheinen 

erster Adventivwurzeln an der Stecklingsbasis waren keine weiteren Änderungen in der Trans-

kript-Akkumulation nachzuweisen (Abbildung 3-7 B).  

 

Im Weiteren wurde auch die Ethylen-Biosynthese auf mögliche Änderungen während der Bewur-

zelung von Petunia-Stecklingen hin untersucht. Die Bildung von Ethylen verläuft ausgehend von 

L-Methionin über S-Adenosyl-L-methionin und ACC. Die Umsetzung von S-Adenosyl-L-methionin 

zu ACC wird durch die ACC-Synthase (ACS) katalysiert, wobei dies als geschwindigkeitsbestim-

mender Schritt der Ethylen-Biosynthese angesehen wird (Cameron et al., 1979). Die Umwand-

lung von ACC und somit die Freisetzung von Ethylen erfolgt mit Hilfe der ACC-Oxidase (ACO) 

(Bleecker und Kende, 2000). In einer Reihe unterschiedlicher physiologischer Ansätze konnte 

man nachweisen, dass Änderungen im ACC-Gehalt und in der Ethylen-Freisetzung synchron 

auftreten (Bufler et al., 1980; Apelbaum und Yang, 1981; Riov und Yang, 1982; Belles et al., 

1989; Hong et al., 2004). Gemäß dieser Tatsache wurden im Rahmen dieser Arbeit die Gehalte 

der Ethylen-Vorstufe ACC ermittelt und auf eine Quantifizierung des synthetisierten und freige-

setzten Ethylens verzichtet. 

Die während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen gemessenen Gehalte von ACC sind in 

Abbildung 3-8 A bzw. a dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der ACC-Gehalt 24 Stunden nach 

Stecklingsernte einen maximalen Wert von 4400 pmol/g FG annahm (Abbildung 3-8 A). Der Aus-

gangswert von ca. 50 pmol/g FG wurde 72 Stunden nach Stecklingsernte erreicht und änderte 

sich nicht mehr bis zum Sichtbarwerden der ersten Adventivwurzeln. 

Ebenfalls untersucht wurde, ob sich die Expression Ethylen-induzierbarer Gene während der 

Stecklingsbewurzelung ändert. Für verschiedene Pflanzen-Spezies ist nachgewiesen, dass Ethy-

len die Expression der für die ACS bzw. ACO kodierenden Gene induziert (Woodson et al., 1992; 

Tang et al., 1994; Bouquin et al., 1997; Bui und Neill, 1998). Im Folgenden wurde die ACO-

Expression auf Änderungen während der Stecklingsbewurzelung hin untersucht. In Petunia wird 

die ACO durch eine kleine Genfamilie von vier Genen kodiert (Tang et al., 1993), deren kodie-

rende Sequenzen untereinander große Ähnlichkeiten aufweisen. Die für die qRT-PCR verwende-

ten spezifischen Oligonukleotide wurden von der Nukleotid-Sequenz des PhACO1 Gens 

(L21976) abgeleitet, weshalb nur Aussagen in Bezug auf eine veränderte Expression der 

PhACO1 möglich waren. 

In den Petunia-Stecklingen war zwei Stunden nach Ernte eine erhöhte ACO1 Transkript-

Akkumulation nachzuweisen. Zu diesem Zeitpunkt akkumulierte das ACO1 Transkript jedoch nur 

geringfügig (Abbildung 3-8 B bzw. b). Ein zweiter Maximalwert wurde 72 Stunden nach der Steck-

lingsernte erreicht, wobei dieser im Vergleich zum ersten dreifach höher ausfiel. Bis zum Er-

scheinen erster Adventivwurzeln sank die ACO1 Transkript-Akkumulation ab, erreichte jedoch 

nicht den Ausgangswert (Abbildung 3-8 B). 
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Abbildung 3-8: A, a Die ACC-Gehalte (siehe 2.9.9) und B, b die Transkript-Akkumulation des PhACO1 

Gens (L21976, siehe 2.5.2.8) während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen. Die mit Großbuchsta-

ben gekennzeichneten Graphiken stellen den gesamten Prozess der Stecklingsbewurzelung dar, während 

die mit Kleinbuchstaben gekennzeichneten Graphiken die ersten zwölf Stunden nach Stecklingsernte ab-

bilden. Als Ausgangsmaterial für B bzw. b fanden von je drei Stecklingen vereinigtes Stängelmaterial Ver-

wendung. Für die Berechnung der relativen Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Referenz-Gen. Die 

berechneten Mittelwerte von drei biologischen Replikaten und die dazugehörigen Standardabweichungen 

sind in den Diagrammen dargestellt. 

 

Mit Hilfe der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurde gezeigt, dass sowohl die Gehalte 

der freien IAA als auch die von ACC innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Ernte der Petunia-

Stecklinge transient ansteigen. Die Maxima der untersuchten Auxin- bzw. Ethylen-induzierbaren 

Gene waren denen der IAA- bzw. ACC-Gehalte zeitlich nachgelagert.  

 

3.3 Der Einfluss von Jasmonaten auf die Bewurzelung von Petunia-Stecklingen 

In den Abschnitten 3.1.2.1 und 3.2 wurde nachgewiesen, dass sowohl die Gehalte der Jasmona-

te als auch die der freien IAA und der ACC innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Steckling-

sernte transient akkumulieren. Diese relativ zeitnahe Akkumulation aller drei Phytohormone könn-

te auf mögliche Interaktionen zwischen Jasmonaten, Auxin und Ethylen hindeuten. Wie bereits 

erwähnt, beeinflussen neben anderen Wachstumsfaktoren vor allem Auxin und Ethylen die Ent-

wicklung von Adventivwurzeln. Die Wirkung beider Phytohormone lässt sich dabei auf bestehen-
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de Wechselwirkungen zwischen Auxin und Ethylen zurückführen. Hinsichtlich eines möglichen 

Einflusses der Jasmonate auf die Ausbildung von Adventivwurzeln liegen bisher kaum Erkennt-

nisse vor. Dementsprechend ergab sich die folgende Fragestellung:  

Beeinflusst die transiente Akkumulation von Jasmonaten generell die Bewurzelung von Pe-

tunia-Stecklingen und liegt diesbezüglich ein interaktiver Wirkmechanismus zu Auxin bzw. 

Ethylen vor?  

 

Für die Beantwortung der Frage wurden zwei verschiedenartige Ansätze gewählt. Zum einen 

wurden pharmakologische Experimente durchgeführt. Diese hatten zum Ziel, eine mögliche Wir-

kung exogen verabreichter Jasmonate auf die Bewurzelung von Petunia-Stecklingen nachzuwei-

sen und mögliche synergistische bzw. antagonistische Effekte durch eine kombinierte Gabe von 

Jasmonat und Ethylen bzw. Jasmonat und Auxin aufzuzeigen.  

Ferner wurde in einem zweiten Lösungsansatz untersucht, ob die Ausbildung von Adventivwur-

zeln in Petunia-Stecklingen infolge einer modulierten Jasmonat-Biosynthese beeinflusst wird. 

Hierfür sollten die Jasmonat-Gehalte in Petunia über das Jasmonat-Biosynthese-Enzym AOC mit 

Hilfe von AOC-sense-Pflanzen erhöht bzw. mit Hilfe von PhAOC-Insertionsmutanten und 

PhAOC-RNAi-Pflanzen reduziert werden.  

 

3.3.1 Die Wirkung exogen verabreichter Jasmonate auf den Bewurzelungsprozess 

Die pharmakologischen Experimente erfolgten wie unter 2.4 beschrieben. Es wurden zunächst 

die Wurzeln von zwei Wochen alten Pflanzen vollständig entfernt. Anschließend erfolgte der 

Transfer der Stecklinge auf MS-Medium, wobei das Medium die zu applizierenden Substanzen in 

den entsprechenden Konzentrationen enthielt. Für jedes durchgeführte Experiment dienten 

Stecklinge, die auf MS-Medium ohne weiteren Zusatz bewurzelt wurden, als Kontrolle. Nach zwei 

Wochen wurden pro Steckling sowohl die durchschnittliche Wurzellänge als auch die Anzahl der 

ausgebildeten Adventivwurzeln bestimmt. 

 

Die Applikation von Jasmonaten 

In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob eine JA-Applikation die Bewurzelung der Petu-

nia-Stecklinge beeinflusst. Neben der JA wurde aber auch die Wirkung von OPDA, dem biolo-

gisch aktiven Intermediat der Jasmonat-Biosynthese sowie die zweier JA-Metabolite: JA-Ile und 

12-OH-JA untersucht, wobei von den aufgeführten Substanzen jeweils verschiedene Konzentra-

tionen getestet wurden. Die Anzahl der neu gebildeten Adventivwurzeln nahm infolge einer JA-

Behandlung im Vergleich zur Kontrolle ab (Abbildung 3-9 A). So reduzierte sich die Wurzelanzahl 

nach Applikation von 10 µM JA um 46 % und ab einer JA-Konzentration von 100 µM bildeten sich 

keine Adventivwurzeln mehr aus. Die Anzahl der neu gebildeten Wurzeln pro Steckling reduzierte 

sich ebenfalls infolge einer Behandlung mit OPDA und JA-Ile (Abbildung 3-10 A). Nach Gabe von 

10 bzw. 100 µM OPDA nahm die Wurzelanzahl um 25 % bzw. 50 % ab und eine Applikation von 

10 bzw. 100 µM JA-Ile hatte eine Reduktion um 25 % bzw. 68 % zur Folge. Im Vergleich dazu 
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war erst nach Gabe von 100 µM 12-OH-JA eine um 33 % verminderte Wurzelanzahl nachzuwei-

sen (Abbildung 3-10 A). 

 

 

Abbildung 3-9: Die konzentrationsabhängige Wirkung von JA auf A die Wurzelanzahl sowie B die durch-

schnittliche Wurzellänge. C Stellt eine Übersichtsaufnahme der bewurzelten Steckling dar (Maßstab: 

1 cm). Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. 

Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz wurde mittels t-Test 

nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Vergleich zur unbehandelten Probe 

signifikante Unterschiede auf (*** p < 0,001). 

 

Weiterhin ist zu erkennen, dass die Applikation von JA die durchschnittliche Länge der neu gebil-

deten Adventivwurzeln reduzierte (Abbildung 3-9 B und C). Die Verminderung der Wurzellänge 

war dabei von der applizierten JA-Menge abhängig. Bereits bei einer JA-Konzentration von 

0,1 µM nahm die durchschnittliche Wurzellänge im Vergleich zur Kontrolle um 40 % ab und nach 

Gabe von 10 µM JA war eine Reduktion um 90 % nachzuweisen (Abbildung 3-9 B). Eine Applika-

tion von OPDA, JA-Ile bzw. 12-OH-JA lieferte ähnliche Ergebnisse, wobei eine verminderte 

durchschnittliche Wurzellänge erst nach Gabe von 100 µM 12-OH-JA nachzuweisen war 

(Abbildung 3-10 B).  
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Abbildung 3-10: Die konzentrationsabhängige Wirkung von OPDA, JA-Ile bzw. 12-OH-JA auf A die Wur-

zelanzahl und B die durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchge-

führt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardab-

weichungen. Auf Signifikanz wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Bal-

ken wiesen im Vergleich zur unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; ** p<0,01; *** 

p<0,001). 

 

Die gleichzeitige Applikation von Auxin und JA 

Neben einer Wirkung von Jasmonaten auf die Bewurzelung von Petunia-Stecklingen sollten auch 

mögliche synergistische bzw. antagonistische Effekte aufgezeigt werden, die in Reaktion auf eine 

kombinierte Gabe von Jasmonat und Auxin auftreten. Hierfür war es zunächst erforderlich, die 

Wirkung einer alleinigen Gabe von synthetischen (2,4-D) und natürlich vorkommenden Auxinen 

(IAA und IBA) zu untersuchen. Von den entsprechenden Substanzen wurden verschiedene Kon-

zentrationen getestet. Aufgrund der Übersichtlichkeit werden im Folgenden nur die Ergebnisse 

des für das Kombinationsexperiment ausgewählten Auxins abgebildet. Die Ergebnisse aller ande-

ren getesteten Substanzen sind im Anhang unter Punkt 6.3 aufgeführt. 

Die Anzahl der neu gebildeten Adventivwurzeln stieg nach Applikation von 2,4-D in Abhängigkeit 

von der Konzentration an (Abbildung 3-11 A). Bei einer 2,4-D-Konzentration von 0,1 µM nahm die 

Wurzelanzahl im Vergleich zur Kontrolle um 10 % und nach Gabe von 1 µM 2,4-D um 60 % zu. 

Anders verhielt es sich in Bezug auf die durchschnittliche Länge der regenerierten Adventivwur-

zeln. So hatte eine Behandlung von Petunia-Stecklingen mit 2,4-D zur Folge, dass sich die 

durchschnittliche Wurzellänge in Abhängigkeit von der verwendeten Konzentration reduzierte 

(Abbildung 3-11 B). Durch eine Applikation von 0,1 µM 2,4-D nahm die durchschnittliche Wurzel-

länge im Vergleich zur Kontrolle um 20 % ab und nach Gabe von 1 µM 2,4-D war eine Reduktion 

um 60 % nachzuweisen. Eine Behandlung der Stecklinge mit den natürlich vorkommenden Auxi-

nen IAA bzw. IBA ergab in Bezug auf Wurzelanzahl sowie durchschnittliche Wurzellänge ähnliche 

Ergebnisse (Anhang, Abbildung 6-5 A und B). 
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Abbildung 3-11: Die konzentrationsabhängige Wirkung von 2,4-D auf A die Wurzelanzahl und B die 

durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines 

exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf 

Signifikanz wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Ver-

gleich zur unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001). 

 

Es ist bekannt, dass die Auxine IBA und insbesondere IAA in gelöster Form unzureichende Stabi-

lität aufweisen und innerhalb weniger Tage nur noch geringe Mengen der Substanzen im Medium 

nachzuweisen sind (Nordström et al., 1991). Um für die Kombinationsexperimente während der 

gesamten Applikationsdauer eine konstante Auxin-Konzentration zu gewährleisten, wurde JA im 

folgenden Experiment zusammen mit dem synthetisch hergestellten Auxin 2,4-D appliziert. Beide 

Substanzen wurden in Konzentrationen eingesetzt, die nur eine mäßige Wirkung in Bezug auf 

Wurzelanzahl sowie Wurzellänge zeigten. Dies sollte bei einer möglichen interagierenden Wir-

kung von JA und 2,4-D eine Auswertung der Daten gewährleisten. 

 

 

Abbildung 3-12: Die Wirkung der gleichzeitigen Applikation von 2,4-D (0,5 µM) und JA (1 µM) auf A die 

Wurzelanzahl und B die durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durch-

geführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standard-

abweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) 

geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 
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Die Anzahl der neugebildeten Wurzeln verringerte sich nach Applikation von JA im Vergleich zur 

Kontrolle tendenziell (Abbildung 3-12 A). Dieser Effekt wurde durch eine gleichzeitige Applikation 

von JA und 2,4-D aufgehoben, wobei die zusätzliche Gabe von 2,4-D einen Anstieg um 38 % 

bewirkte (bezogen auf die mit JA behandelten Stecklinge). Eine Behandlung nur mit 2,4-D hatte 

im Vergleich zur Kontrolle einen Anstieg der Wurzelanzahl um ca. 30 % zur Folge. Dieser durch 

die 2,4-D-Applikation bedingte Anstieg wurde nach gleichzeitiger Gabe von JA und 2,4-D gering-

fügig reduziert. Weiterhin ist zu erkennen, dass die alleinige Applikation von JA eine Verminde-

rung der durchschnittlichen Wurzellänge um 64 % zur Folge hatte (Abbildung 3-12 B). Durch eine 

gleichzeitige Gabe von JA und 2,4-D wurde dieser Effekt verstärkt. Die durchschnittliche Wurzel-

länge pro Steckling reduzierte sich im Vergleich zur Kontrolle um weitere 18 % (insgesamt um 

82 %). Die Behandlung der Stecklinge nur mit 2,4-D bewirkte ebenfalls eine Verringerung der 

durchschnittlichen Wurzellänge und zwar um 71 %. Die gleichzeitige Applikation von JA und 

2,4-D hatte keinen weiteren Einfluss auf die infolge der 2,4-D-Behandlung hervorgerufene Ab-

nahme der durchschnittlichen Wurzellänge. 

 

Die gleichzeitige Applikation einer Ethylen-freisetzenden Substanz und JA 

Wie sich eine kombinierte Gabe von Jasmonat und Ethylen-freisetzenden Substanzen auf die 

Bewurzelung der Petunia-Stecklinge auswirkt, wurde im nächsten Experiment untersucht. Für 

ACC und Ethephon ist nachgewiesen, dass deren Applikation eine vermehrte Freisetzung von 

Ethylen im Pflanzengewebe zur Folge hat (Mudge und Swanson, 1978; Liu et al., 1990; Nord-

ström und Eliasson, 1993). Aus diesem Grund wurden verschiedene Konzentrationen von ACC 

bzw. Ethephon getestet, um zunächst die alleinige Wirkung einer vermehrten Ethylen-Freisetzung 

auf die Ausbildung von Adventivwurzeln zu untersuchen. Im Folgenden werden nur die Ergebnis-

se der für das Kombinationsexperiment ausgewählten Ethylen-freisetzenden Substanz abgebil-

det. Weitere Ergebnisse sind im Anhang unter Punkt 6.3 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3-13: Die konzentrationsabhängige Wirkung von ACC auf A die Wurzelanzahl und B die durch-

schnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exempla-

risch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz 

wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Vergleich zur 

unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
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Wie Abbildung 3-13 A zeigt, erhöhte sich die Wurzelanzahl mit steigender ACC-Konzentration. 

Durch eine Behandlung mit 1 µM ACC regenerierten im Vergleich zur Kontrolle um 25 % mehr 

Wurzeln und eine Gabe von 25 µM ACC hatte einen Anstieg der Wurzelanzahl um 42 % zur Fol-

ge. Im Vergleich dazu beeinflusste eine Applikation von Ethephon die Anzahl der ausgebildeten 

Adventivwurzeln nicht (Anhang, Abbildung 6-6 A).Überdies reduzierte ACC die durchschnittliche 

Wurzellänge pro Steckling in Abhängigkeit von der verwendeten Konzentration (Abbildung 

3-13 B). Nach Gabe von 0,1 µM ACC war eine verminderte durchschnittlichen Wurzellänge um 

18 % nachzuweisen und eine Applikation von 10 bzw. 25 µM ACC reduzierte die durchschnittli-

che Wurzellänge um 75 %. Trotzdem Ethephon die Anzahl der regenerierten Adventivwurzeln 

nicht beeinflusste, reduzierte es die durchschnittliche Wurzellänge in ähnlicher Weise wie ACC 

(Anhang, Abbildung 6-6 B).  

Da Ethephon nur die Wurzellänge aber nicht die Anzahl der regenerierten Adventivwurzeln beein-

flusste, wurden die Petunia-Stecklinge im Kombinationsexperiment mit JA und ACC behandelt. 

Beide Substanzen wurden in Konzentrationen eingesetzt, die nur eine mäßige Wirkung in Bezug 

auf Wurzelanzahl sowie durchschnittliche Wurzellänge zeigten. Dies sollte bei einer möglichen 

interagierenden Wirkung von JA und ACC eine Auswertung der Daten gewährleisten. 

Wie bereits in Abbildung 3-12 A dargestellt, nahm die Anzahl der neugebildeten Wurzeln infolge 

einer JA-Behandlung tendenziell ab. Durch eine gleichzeitige Behandlung mit ACC wurde dieser 

Effekt aufgehoben und die Wurzelanzahl stieg in Bezug auf die mit JA-behandelten Stecklinge 

um 41 % an (Abbildung 3-14 A). Nach Behandlung der Petunia-Stecklinge nur mit ACC erhöhte 

sich die Anzahl der neugebildeten Wurzeln im Vergleich zur Kontrolle nur tendenziell (siehe auch 

Abbildung 3-13 A). Eine gleichzeitige Applikation von JA hatte keinen Einfluss auf den durch die 

ACC-Behandlung bedingten Anstieg der Wurzelanzahl (Abbildung 3-14 A). 

 

 

Abbildung 3-14: Die Wirkung einer gleichzeitigen Applikation von ACC (1 µM) und JA (1 µM) auf A die 

Wurzelanzahl und B die durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durch-

geführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standard-

abweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) 

geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 
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Weiterhin ist zu erkennen, dass eine alleinige Gabe von JA eine Abnahme der durchschnittlichen 

Wurzellänge um 65 % bewirkte. Und auch durch eine Behandlung nur mit ACC reduzierte sich 

die Wurzellänge um 65 %. Eine gleichzeitige Applikation von JA und ACC hatte keinen weiteren 

Einfluss auf die durchschnittliche Länge der neugebildeten Adventivwurzeln (Abbildung 3-14 B). 

 

Die gleichzeitige Applikation von Auxin-Transport- sowie Ethylen-Biosynthese-Inhibitoren und JA 

In den vorrangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass der inhibierende Effekt der JA in 

Hinblick auf die Wurzelanzahl durch eine zusätzliche Gabe von ACC bzw. 2,4-D aufgehoben 

werden kann. Wie sich eine JA-Applikation im Falle von reduzierten Auxin- und Ethylen-Gehalten 

auswirkt, sollte mit Hilfe der folgenden Experimente geklärt werden. Es ist möglich den Gehalt an 

Ethylen über eine Inhibierung des Ethylen-Biosynthesewegs zu reduzieren. Diese Wirkung ist für 

AVG und Aminooxy-Essigsäure in verschiedenen Pflanzen-Spezies bereits nachgewiesen 

(Adams und Yang, 1979; Boller et al., 1979; Yu et al., 1979). Darüber hinaus gibt es Substanzen, 

die die Ethylen-Erkennung der Pflanze über eine kompetitive Blockierung des Ethylen-Rezeptors 

hemmen. Hierzu gehören unter anderem das zyklische Olefin 2,5-Norbornadien (Sislert und 

Shang, 1984) sowie der anionische STS-Komplex (Beyer, 1976). Wie sich eine Behandlung mit 

AVG bzw. STS auf die Bewurzelung von Petunia-Stecklingen auswirkt, wurde im Folgenden un-

tersucht. Dabei sind nur die Ergebnisse des für das Kombinationsexperiment ausgewählten Inhi-

bitors gezeigt. Alle weiteren Ergebnisse sind im Anhang unter Punkt 6.3 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3-15: Die konzentrationsabhängige Wirkung von AVG auf A die Wurzelanzahl und B die durch-

schnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exempla-

risch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz 

wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Vergleich zur 

unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001). 

 

Die Anzahl der neu gebildeten Adventivwurzeln nahm infolge einer AVG-Behandlung in Abhän-

gigkeit von der verwendeten Konzentration ab (Abbildung 3-15 A). Die Wurzelanzahl verringerte 

sich nach Applikation von 1 µM AVG im Vergleich zur Kontrolle um 33 % und nach Applikation 

von 10 µM AVG um 90 %. Eine Behandlung der Stecklinge mit STS lieferte ähnliche Ergebnisse, 

wobei erst ab einer STS-Konzentration von 100 µM eine verminderte Wurzelanzahl nachzuwei-

sen war (Anhang, Abbildung 6-7 A). Des Weiteren waren die regenerierten Adventivwurzeln der 
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mit AVG behandelten Stecklinge kürzer als die der Unbehandelten. Nach Gabe von 0,1 µM AVG 

reduzierte sich die durchschnittliche Wurzellänge um 22 % und nach Gabe von 10 µM AVG um 

96 % (Abbildung 3-15 B). Die Applikation von STS hatte ebenfalls eine konzentrationsabhängige 

Abnahme der durchschnittlichen Wurzellänge zur Folge. Dies war jedoch erst ab einer STS-

Konzentration von 100 µM zu beobachten (Anhang, Abbildung 6-7 B). 

 

Der Auxin-Gehalt bzw. die Auxin-Verteilung in Pflanzen kann über eine Inhibierung des polaren 

Auxin-Transports beeinflusst werden. Zur Gruppe der Auxin-Transport-Inhibitoren gehören 1-N-

Naphthylphtalaminsäure (NPA; Gil et al., 2001) und 2,3,5-Triiodobenzoesäure (TIBA; Geldner et 

al., 2001). Neben den erwähnten Substanzen kann das Auxin-Analogon p-Chlorophenoxy-

isobuttersäure (PCIB) ebenfalls die Auxin-Wirkung beeinträchtigen, wobei hier von einem ande-

ren Mechanismus auszugehen ist. Es wird vermutet, dass PCIB und Auxin um die Bindung an 

den Auxin-Rezeptor konkurrieren (MacRae und Bonner, 1953; Oono et al., 2003). Für die folgen-

den Experimente wurden NPA, TIBA bzw. PCIB in verschiedenen Konzentrationen getestet, um 

deren Wirkung auf die Bewurzelung von Petunia-Stecklingen zu untersuchen. Aufgrund der 

Übersichtlichkeit sind nur die Ergebnisse des für das Kombinationsexperiment ausgewählten 

Inhibitors abgebildet. Die Ergebnisse aller anderen getesteten Substanzen sind im Anhang unter 

Punkt 6.3 aufgeführt. 

 

 

Abbildung 3-16: Die konzentrationsabhängige Wirkung von NPA auf A die Wurzelanzahl und B die durch-

schnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exempla-

risch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz 

wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Vergleich zur 

unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (*** p < 0,001). 

 

Nach der Applikation von NPA war zu beobachten, dass die behandelten Stecklinge weniger 

Adventivwurzeln regenerierten als die Unbehandelten. Bei einer NPA-Konzentration von 10 µM 

reduzierte sich die Wurzelanzahl im Vergleich zur Kontrolle um 42 % (Abbildung 3-16 A). Eine 

Behandlung der Stecklinge mit TIBA bewirkte ebenfalls eine verminderte Wurzelregeneration 

(Anhang, Abbildung 6-8 A). Das Auxin-Analogon PCIB hatte dagegen keinen Einfluss auf die 

Anzahl der neugebildeten Wurzeln (Anhang, Abbildung 6-8 A). Eine NPA-Applikation beeinflusste 

aber nicht nur die Wurzelanzahl, sondern führte auch dazu, dass die behandelten Stecklinge 

kürzere Wurzeln regenerierten als die Unbehandelten. Nach Gabe von 0,5 µM NPA war eine 
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Abnahme der durchschnittlichen Wurzellänge um 54 % und nach Gabe von 10 µM NPA um 79 % 

nachzuweisen (Abbildung 3-16 B). Eine Behandlung mit TIBA und PCIB führte zu ähnlichen Er-

gebnissen (Anhang, Abbildung 6-8 B).  

Im folgenden Experiment sollte nun untersucht werden, wie sich eine JA-Behandlung bei redu-

zierten Auxin- und Ethylen-Gehalten auf die Bewurzelung der Petunia-Stecklinge auswirkt. Für 

die Beantwortung der Fragestellung wurde JA zusammen mit dem Ethylen-Biosynthese-Inhibitor 

AVG und dem Auxin-Transport-Inhibitor NPA appliziert. Beide Inhibitoren wurden für das Kombi-

nationsexperiment ausgewählt, da sie im Vergleich zu den anderen getesteten Substanzen die 

Stecklingsbewurzelung effektiver beeinflussten. 

 

 

Abbildung 3-17: Die Wirkung einer gleichzeitigen Applikation von NPA (10 µM), AVG (10 µM) und JA 

(10 µM) auf A die Wurzelanzahl und B die durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige 

Experimente durchgeführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte 

(n=10) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse 

(One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unter-

schiede aufwiesen. 

 

Wie bereits durch Abbildung 3-9 A belegt wurde, inhibierte JA auch im folgenden Experiment die 

Regeneration von Adventivwurzeln. Die Anzahl der neugebildeten Wurzeln nahm nach Applikati-

on von JA im Vergleich zur Kontrolle um 52 % ab (Abbildung 3-17 A). Nach der gleichzeitigen 

Behandlung der Stecklinge mit AVG und NPA war ebenfalls eine um 65 % reduzierte Wurzelan-

zahl nachzuweisen. Der durch die JA-Applikation bedingte Abfall der Wurzelanzahl wurde infolge 

einer zusätzlichen Gabe von NPA und AVG verstärkt. Somit reduzierte sich die Anzahl der rege-

nerierten Adventivwurzeln um weitere 32 % (insgesamt um 84 %, siehe Abbildung 3-17 A). 

Ebenso inhibierte JA das Längenwachstum der Wurzeln (siehe auch Abbildung 3-9 B). So waren 

die regenerierten Adventivwurzeln der mit JA-behandelten Stecklinge um 89 % kürzer als die der 

unbehandelten (Abbildung 3-17 B). Die durchschnittliche Länge der Wurzeln wurde ebenfalls 

durch eine gleichzeitige Gabe von AVG und NPA um 86 % reduziert. Die zusätzliche Applikation 

der Inhibitoren hatte jedoch keinen weiteren Einfluss auf die infolge der JA-Behandlung bedingte 

Reduktion der Wurzellänge (Abbildung 3-17 B).  

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

unbehandelt JA NPA und 
AVG

JA, NPA und 
AVG

W
u
rz

e
la

n
z
a
h
l 
[-

]

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

unbehandelt JA NPA und 
AVG

JA, NPA und 
AVG

W
u
rz

e
llä

n
g

e
 [
c
m

]

A B

NPA

AVG

JA

NPA

AVG

NPA

AVG

JA

NPA

AVG

a

b

bc

c

a

b

b
b



Ergebnisse 

63 

Mit Hilfe der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurde gezeigt, dass eine Behandlung der 

Petunia-Stecklinge mit Jasmonaten eine Abnahme von Wurzelanzahl und durchschnittlicher 

Wurzellänge bewirkt. Der inhibierende Effekt der JA auf die Anzahl der neu gebildeten Adventiv-

wurzeln wird infolge einer zusätzlichen Applikation von IAA oder ACC abgeschwächt und infolge 

von reduzierten Auxin- und Ethylen-Gehalten verstärkt. 

 

3.3.2 Der Einfluss einer modulierten Jasmonat-Biosynthese auf den Bewurzelungsprozess 

Die unter 3.3.1 dargestellten pharmakologischen Experimente geben erste Hinweise auf eine 

mögliche Funktion der Jasmonate im Prozess der Adventivwurzelentwicklung in Petunia hybrida. 

Die Interpretation der auf diesem Wege erhaltenen Ergebnisse wird jedoch dadurch erschwert, 

dass die Wirksamkeit der applizierten Substanzen durch die Aufnahme, den Transport und die 

Umwandlung in biologisch aktive bzw. inaktive Substanzen beeinflusst wird. Deshalb war das Ziel 

eines zweiten experimentellen Ansatzes, die endogenen Gehalte der Jasmonate in Petunia hyb-

rida zu verändern. Das Modulieren der Gehalte sollte dabei über das Schlüsselenzym der Jas-

monat-Biosynthese, die AOC, erfolgen, wobei die nachfolgenden Ansätze auf eine Änderung der 

Expression des für die AOC kodierenden Gens zielen. 

Die Insertionsmutagenese (Insertion von T-DNA oder Transposon) ermöglicht es, die Funktionali-

tät von Genen zu beeinträchtigen und daraus resultierend das entsprechende Genprodukt zu 

reduzieren bzw. zu eliminieren. Für das Modellsystem Petunia stehen verschiedene Populationen 

von Insertionsmutanten zu Verfügung und im Rahmen dieser Arbeit war es möglich, eine dieser 

Population zu untersuchen. Dabei sollten mögliche Mutanten selektiert werden, bei denen die 

Funktionalität der PhAOC beeinträchtigt ist. 

Eine weitere Möglichkeit, das Genprodukt der PhAOC zu reduzieren, besteht darin, den Mecha-

nismus der RNA-Interferenz (RNAi) zu nutzen. Der RNAi-Effekt ist dadurch charakterisiert, dass 

das Einbringen von doppelsträngiger RNA (dsRNA) in die Pflanze einen spezifischen Abbau 

komplementärer Ziel-mRNA zur Folge hat und daraus resultierend die Menge des entsprechen-

den Genprodukts reduziert wird. DsRNAs können unter anderem dadurch erzeugt werden, dass 

entsprechende Fremd-DNA über Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in die Pflanze einge-

bracht wird. Die hierfür generierten Vektoren enthalten einen Sequenzabschnitt des ausgewähl-

ten Gens in sense- und antisense-Orientierung, was die Transkription der dsRNA ermöglichen 

sollte.  

Mittels RNAi-Effekt und mit Hilfe der Insertionsmutanten müsste es möglich sein, die Gehalte an 

Jasmonat in der Pflanze zu reduzieren. Um im Gegensatz dazu den Gehalt der Jasmonate zu 

erhöhen, sollte die AOC überexprimiert werden. Für das Modellsystem Petunia ist der Effekt der 

Co-Suppression homologer Gene beschrieben, welcher nicht in einem Anstieg sondern in einer 

Verringerung der Menge an Genprodukt resultieren würde (Napoli et al., 1990). Dieser Effekt 

kann durch die Überexpression einer Spezies-fremden AOC umgangen werden, weshalb neben 

der PhAOC auch die AOC aus Medicago truncatula (MtAOC1; AJ308489) in Petunia überexpri-

miert wurde. Trotz einer vergleichbaren enzymatischen Aktivität von MtAOC1 und PhAOC (per-

sönliche Mitteilung Hause) weist die Nukleotid-Sequenz des für die MtAOC1 kodierenden Berei-
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ches im Vergleich zur PhAOC nur eine Homologie von 66 % auf. Diese geringe Ähnlichkeit zwi-

schen beiden Nukleotid-Sequenzen müsste ausreichen, um den Mechanismus der Co-

Suppression zu unterbinden. Für die Überexpression der PhAOC bzw. MtAOC1 wurden entspre-

chende binäre Vektoren generiert und über Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in Petunia 

transferiert. 

 

3.3.2.1 Die Analyse einer Population von dTph1-Insertionsmutanten 

Im Folgenden wurde eine Population von Insertionsmutanten (Petunia hybrida Linie W138) unter-

sucht, bei denen die Funktionalität von Genen durch die Aktivität transposabler Elemente (TE) 

beeinträchtigt wird. Das gehäufte Auftreten von Mutationen in der Nachkommenschaft der ver-

wendeten W138 Linie resultiert aus dem repetitiven Vorkommen (bis zu 200 Kopien) und der 

hohen Transpositionsfrequenz des TE dTph1 (defective transposon Petunia hybrida; Doodeman 

und Bianchi, 1985; Gerats et al., 1989; Huits et al., 1995; Van Houwelingen et al., 1998). Dieses 

einem zwei Komponenten System angehörende dTph1-Element ist mit 284 bp relativ klein und 

enthält terminal die für die Ds-Gruppe TE charakteristische, invers sich wiederholende Nukleotid-

Sequenz (Anhang, Abbildung 6-9; Gerats et al., 1990; Van Houwelingen et al., 1998). Die Trans-

positionsaktivität des dTph1-Elements wird durch den Aktivator ACT1 reguliert, welcher stabil auf 

Chromosom I lokalisiert ist und für eine Transposase kodiert (Huits et al., 1995; Stuurman und 

Kuhlemeier, 2005). 

 

 

Abbildung 3-18: Das dreidimensionale System, nach dem das Pflanzenmaterial für die Analyse einer Po-

pulation von dTph1-Insertionsmutanten geerntet wurde. Die weißen Kreise zeigen die Position der jeweili-

gen Pflanze im Gewächshaus an. Von jeder Pflanze wurde dreimal Blattmaterial geerntet. Anschließend 

wurde das Material vereinigt: einmal entsprechend Block A-D, einmal entsprechend Reihe 1-6 und einmal 

entsprechend Spalte I-III. Die Abbildung wurde nach Koes et al. (1995) verändert. 

 

Um gezielt Mutanten mit dTph1-Insertion in einem spezifischen Gen aus einer großen Population 

von Pflanzen zu selektieren, entwickelte Koes et al. (1995) eine spezielle Methode. Von einer 

4000 Pflanzen umfassenden Population wurde von jeder Pflanze Blattmaterial geerntet und die-

ses dreimal nach jeweils einem anderen Schema vereinigt (Abbildung 3-18). Mit Hilfe dieses Sys-

Block A - D

Spalte I - III

Reihe 1 - 6
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tems wurde die Anzahl der zu analysierenden Proben von 4000 auf 137 reduziert und das Blatt-

material jeder Pflanze war so in einer einmaligen Kombination von Block, Reihe sowie Spalte 

vertreten. Die aus dem vereinigten Pflanzenmaterial isolierte genomische DNA wurde bis zur 

weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. Ferner wurden alle Pflanzen der Population geselbstet und 

die Aufbewahrung der ausgebildeten Samenkapseln erfolgte bei 12 °C. Auf diesem Wege wurde 

eine semipermanente Bibliothek an dTph1-Insertionsmutanten erzeugt, die freundlicherweise 

durch Herrn Prof. Dr. R. Koes zur Verfügung gestellt wurde, um sie im Hinblick auf mögliche 

dTph1-Insertionen im PhAOC Gen hin zu untersuchen. 

Die Analyse der dTph1-Insertionsmutanten erfolgte mittels PCR nach Koes et al. (1995). Dabei 

wurden für die PCR die aus dem Blattmaterial isolierte genomische DNA als Matrize sowie ein 

PhAOC-spezifisches Oligonukleotid und ein dTph1-spezifisches Oligonukleotid eingesetzt. Letz-

terer war komplementär zu der terminalen invers sich wiederholenden Nukleotid-Sequenz des 

dTph1-Elements (Anhang, Abbildung 6-9). Somit war es einerseits möglich, dTph1-Insertionen 

unabhängig von deren Orientierung aufzufinden. Andererseits hatte die Wahl der Oligonukleotide 

den Nachteil, dass nicht nur dTph1-Insertionen im PhAOC Gen nachzuweisen waren, sondern 

dass auch DNA-Abschnitte zwischen zwei benachbarten dTph1-Elementen amplifiziert wurden. 

Aus diesem Grund war es erforderlich, die amplifizierten DNA-Fragmente spezifisch nachzuwei-

sen. Hierfür wurde die DNA auf Nylon-Membranen transferiert und mit einer PhAOC-spezifischen 

Sonde hybridisiert. Abbildung 3-19 stellt ein typisches Ergebnis des spezifischen Nachweises 

einer dTph1-Insertion im PhAOC Gen dar. Wie zu erkennen ist, konnte nach der Hybridisierung je 

ein starkes Signal gleicher Fragment-Größe in jeder der drei Dimensionen detektiert werden (ro-

ter Pfeil). Mit Hilfe der den DNA-Fragmenten zugeordneten Koordinaten (Block N, Reihe 12, 

Spalte II) wurde anhand des in Abbildung 3-18 dargestellten Systems die entsprechende Pflanze 

identifiziert.  

 

 

Abbildung 3-19: Die Identifizierung von dTph1-Insertionen im PhAOC Gen aus einer Population von Inser-

tionsmutanten nach einer durch Koes et al. (1995) entwickelten Methode (siehe auch 2.6). Exemplarisch 

ist ein spezifischer Nachweis einer dTph1-Insertion im PhAOC-Gen dargestellt. Mit roten Pfeilen sind Sig-

nale angezeigt, die die gleiche Fragment-Größe in jeder der drei Dimensionen (Block, Reihe, Spalte) auf-

wiesen. M Marker. 

 

Die Analyse der dTph1-Insertionsmutanten ergab sechs Treffer für mögliche Mutanten mit Inser-

tion im PhAOC Gen. Um nachzuweisen, dass die Funktionalität des PhAOC Gens infolge der 

dTph1-Insertion beeinträchtigt ist, war es erforderlich, aus den freundlicherweise durch Herrn 

Prof. Dr. R. Koes zur Verfügung gestellten Samen, Pflanzen anzuziehen. Dies war jedoch auf-

grund der nicht mehr vorhandenen Keimfähigkeit des Saatguts nicht möglich. Der Ansatz, die 

Block A - O Reihe 1 - 16 Spalte I - XVI
M M M
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Jasmonat-Gehalte in Petunia über die AOC mit Hilfe von dTph1-Insertionsmutanten zu verän-

dern, konnte somit nicht weiterverfolgt werden. 

 

3.3.2.2 Die Generierung transgener AOC-sense sowie PhAOC-RNAi Pflanzen 

Die Erzeugung des binären Vektors 35S::PhAOC-RNAi 

Für die Erzeugung des binären Vektors 35S::PhAOC-RNAi wurde ein im 3`-Bereich der kodie-

renden Sequenz des PhAOC Gens liegendes, 180 bp umfassendes Fragment ausgewählt (An-

hang, Abbildung 6-1 A). Dieses wurde mittels PCR amplifiziert und anschließend unter Verwen-

dung der Gateway-Technologie in den binären Vektor pHellsgate 8 inseriert (siehe 2.7). Die 

Transfer-DNA (T-DNA), welche später mittels Agrobacterium tumefaciens in Petunia übertragen 

werden sollte, ist in Abbildung 3-20 A dargestellt. Sie bestand aus dem 2x35S Promotor des 

Cauliflower mosaic virus (2x35S CaMV), dem amplifizierten PhAOC Fragment in sense Orientie-

rung, einem Insert, dem PhAOC Fragment in antisense Orientierung und der 

Terminationssequenz der Octopinsynthase aus Agrobacterium tumefaciens (OCS term). Weiter-

hin enthielt die T-DNA das eine Kanamycin-Resistenz vermittelnde Gen Neomycin 

Phosphotransferase II (NPTII), mit dessen Hilfe die spätere Selektion transgener Pflanzen mög-

lich wurde.  

Zusätzlich zum Vektor 35S::PhAOC-RNAi wurde der Kontroll- bzw. leerer Vektor 

(LV)pHellsgate 8 generiert (siehe 2.7), wobei dessen T-DNA ausschließlich das NPTII Gen unter 

Kontrolle des Promotors der Nopalinsynthase aus Agrobacterium tumefaciens (NOS prom) sowie 

die NOS-Terminationssequenz (NOS term) enthielt. 

 

 

 

Abbildung 3-20: Schematische Darstellung der T-DNA der binären Vektoren (A) 35S::PhAOC-RNAi sowie 

(B) 35S::PhAOC-sense und 35S::MtAOC1-sense. RB right border, LB left border, 2 x 35S CaMV 2x35S 

Promotor des Cauliflower mosaic virus, NOS term Terminator der Nopalinsynthase aus Agrobacterium 

tumefaciens, OCS term Terminator der Octopinsynthase aus Agrobacterium tumefaciens, NOS prom 

Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterium tumefaciens, NPTII Neomycin Phosphotransferase, 

HPT Hygromycin Phosphotransferase. 

 

Die Erzeugung der binären Vektoren 35S::PhAOC-sense und 35S::MtAOC1-sense 

Für die Erzeugung der binären Vektoren 35S::PhAOC-sense bzw. 35S::MtAOC1-sense wurde 

der kodierende Bereich der PhAOC bzw. MtAOC1 (AJ308489) mittels PCR amplifiziert und unter 

HPT

RB LB

2 x 35S CaMV NOS term 35S CaMV NOS term

PhAOC

MtAOC1
B

NPTII

RB LB

2 x 35S CaMV OCS term NOS prom NOS term

PhAOC PhAOC

A
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Verwendung der Gateway-Technologie in den binären Vektor pMDC 32 inseriert (siehe 2.7). Die 

T-DNA enthielt somit die unter der Kontrolle des 2x35SCaMV Promotors stehende cDNA der 

PhAOC bzw. MtAOC1 sowie das eine Hygromycin-Resistenz vermittelnde Hygromycin B-

Phosphotransferase Gen (HPT), welches die spätere Selektion der transgenen Pflanzen ermög-

lichte (Abbildung 3-20 B).  

Zusätzlich zu den Vektoren 35S::PhAOC-sense bzw. 35S::MtAOC1-sense wurde der Kontroll-

Vektor LVpMDC 32 generiert (siehe 2.7), wobei dessen T-DNA ausschließlich das HPT Gen un-

ter Kontrolle des 35S CaMV Promotors sowie die NOS term enthielt. 

 

Die stabile Transformation von Petunia 

Der Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit dem jeweiligen binären Vektor bzw. 

Kontroll-Vektor schloss sich die Agrobakterien-vermittelte Transformation von Petunia nach der 

unter 2.3.3 beschriebenen Methode an. Hierfür wurden die transformierten Agrobakterien zu-

sammen mit den Blattstücken steriler Petunia-Pflanzen inkubiert. Die Blattstücke wurden dann 

auf Antibiotika enthaltendes Regenerationsmedium überführt. Vor diesem Schritt war es erforder-

lich, die für die Selektion optimalen Antibiotika-Konzentrationen zu ermittelt. Dies geschah, indem 

Blattstücke von nicht transformierten Petunia-Pflanzen auf Regenerationsmedium mit verschie-

denen Hygromycin- bzw. Kanamycin-Konzentrationen ausgelegt wurden. Die Ausbildung von 

Kalli bzw. Sprossen wurden ab einer Kanamycin-Konzentration von 100 µg/ml und ab einer 

Hygromycin-Konzentration von 10 µg/ml inhibiert (Daten nicht dargestellt), sodass die Antibiotika 

in diesen Konzentrationen für die Selektion zur Anwendung kamen. Nach einer zweiwöchigen 

Inkubation der mit Agrobakterien behandelten Blattstücke auf dem Regenerationsmedium bilde-

ten sich an den Außenseiten der Blattstücke erste Kalli, aus denen sich nach weiteren drei Wo-

chen Sprosse regenerierten. Die Sprosse wurden von den Kalli abgetrennt und auf MS-Medium 

transferiert, wobei die Bewurzelung der Sprosse innerhalb der nächsten vier Wochen einsetzte. 

Auf diesem Wege regenerierten 200 Pflanzen, die vor dem Topfen in Erde auf das Vorhanden-

sein des entsprechenden Transgens mittels PCR hin untersucht wurden (siehe 2.7).  

 

3.3.2.3 Die Selektion der Primärtransformanten (Generation T0) 

Inwiefern die erfolgreiche Insertion der T-DNA in das pflanzliche Genom die gewünschten Ände-

rungen in der Akkumulation des AOC-Transkripts hervorruft, sollte mittels qRT-PCR untersucht 

werden. Für diese Analyse wurde von den nicht transformierten und den 82 die T-DNA enthal-

tenden transgenen Pflanzen ausschließlich Material von verwundeten Blättern verwendet, da in 

unverwundetem Pflanzenmaterial kaum AOC-Transkript nachgewiesen werden konnte (3.1.2.2).  

Zwischen den nicht transformierten (WT) und den mit dem LVpMDC 32 Vektor transformierten 

(pMDC) Pflanzen waren keine Unterschiede in der Akkumulation des AOC Transkripts nachzu-

weisen (Abbildung 3-21 A). Dies traf auch für die meisten PhAOC-sense- bzw. MtAOC1-sense-

Pflanze zu. Lediglich in der PhAOC-sense-Pflanze 5 sowie in der MtAOC1-sense-Pflanze 5 ak-

kumulierte das Transkript der AOC verstärkt, wobei die AOC Transkript-Akkumulation in beiden 

Primärtransformanten um ein 40faches höher ausfiel als in den WT- bzw. pMDC-Pflanzen. Wei-
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terhin ist Abbildung 3-21 B zu entnehmen, dass das AOC-Transkript in den mit dem LVpHells-

gate 8 Vektor transformierten (pHell)- im Vergleich zu den WT-Pflanzen vermehrt oder in ähnli-

cher Stärke akkumulierte. Dies traf auch auf 40 % der regenerierten PhAOC-RNAi-Pflanzen zu. 

Im Vergleich dazu wurde in zwölf von 20 PhAOC-RNAi-Pflanzen eine verminderte Akkumulation 

des AOC-Transkripts nachgewiesen. Dabei war die AOC-Transkript-Akkumulation in den Primär-

transformanten um bis zu 92 % reduziert (bezogen auf WT- bzw. pHell-Pflanzen). 

 

 

Abbildung 3-21: Die Akkumulation des AOC-Transkripts in den A PhAOC-sense- bzw. MtAOC1-sense-

Pflanzen sowie in den B PhAOC-RNAi-Pflanzen. Als Ausgangsmaterial für die qRT-PCR-Analyse (siehe 

2.5.2.8) wurden verwundete Blätter der Spross-Spitze (zwei Stunden nach Verwundung) verwendet. Für 

die Berechnung der relativen Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Referenz-Gen.  

 

Neben der Akkumulation des AOC-Transkripts wurde auch von jeweils zehn pHell- bzw. pMDC-

Pflanzen sowie von allen 14 Primärtransformanten mit veränderter AOC-Transkript-Akkumulation 

die Anzahl der in ihr Genom integrierten T-DNA ermittelt. Diese Analyse sollte eine Aussage in 

Hinblick auf die Vererbung der T-DNA in der Nachkommenschaft der folgenden Generation (T1) 

ermöglichen. Für die spätere stabile Vermehrung transgener Pflanzen ist die Generierung homo-

zygoter Pflanzen unerlässlich. 
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Die Kopien-Anzahl der inserierten T-DNA wurde mittels Southern Blot-Analyse bestimmt. Die für 

diese Analyse verwendete Restriktionsendonuklease wurde so gewählt, dass innerhalb der 

T-DNA keine Erkennungssequenzen für dieses Enzym existieren. Aufgrund der fehlenden 

Schnittstelle in der T-DNA müsste die Anzahl der im Southern Blot spezifisch nachgewiesenen 

DNA-Fragmente der Kopien-Anzahl der in das pflanzliche Genom inserierten T-DNA entspre-

chen. Weiterhin konnte aufgrund der verwendeten Restriktionsendonuklease die Größe der DNA-

Fragmente nicht vorhergesagt werden, da sich diese nach den jeweils nächsten im pflanzlichen 

Genom liegenden Erkennungssequenzen des Enzyms richtete.  

Mit Hilfe der Southern Blot-Analyse wurden für den überwiegenden Teil der PhAOC-RNAi-

Pflanzen zwei DNA-Fragmente spezifisch nachgewiesen (Abbildung 3-22 A). Nur die PhAOC-

RNAi-Pflanzen 12 und 13 enthielten in ihrem Genom mehr als zwei Kopien der integrierten 

T-DNA. Für die PhAOC-RNAi-Pflanzen 8 und 9 war eine Auswertung der Southern Blot-Analyse 

nicht möglich. Hinsichtlich der pHell-Pflanzen wurden nur spezifische Signale für die Pflanzen 4, 

5 und 6 detektiert (Abbildung 3-22 B). Das Genom der pHell-Pflanze 4 enthielt zwei und das der 

pHell-Pflanzen 5 und 6 enthielt jeweils eine Kopie der T-DNA. Für die PhAOC-sense-Pflanze 5 

sowie für die MtAOC1-sense-Pflanze 5 musste von mindestens drei bis vier Insertionen ausge-

gangen werden, wobei aufgrund des starken Hintergrunds keine genauere Auswertung des Sou-

thern Blots möglich war (Abbildung 3-22 C). Für die Mehrzahl der getesteten pMDC-Pflanzen 

konnte leider keine Aussage in Bezug auf die Anzahl der Kopien der inserierten T-DNA getroffen 

werden. Nur für die pMDC-Pflanzen 3 und 8 wurden spezifische Signale detektiert. Das Genom 

der pMDC-Pflanze 3 enthielt drei und das der pMDC-Pflanze 8 enthielt fünf Kopien der T-DNA. 

 

 

Abbildung 3-22: Die Anzahl der T-DNA-Insertionen im Genom der A PhAOC-RNAi-, B pHell- sowie der C 

pMDC-, PhAOC-sense- und MtAOC1-sense-Pflanzen. Die Analyse erfolgte mittels Southern Blot (siehe 

2.5.2.9). Für die enzymatische Spaltung der genomischen DNA wurde die Restriktionsendonuklease  

EcoRI verwendet. Mit M ist der Marker bezeichnet und mit weißen Pfeilen sind DNA-Fragmente angezeigt, 

die aufgrund des starken Hintergrunds schlecht zu erkennen sind. 

 

Angesichts dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass vermutlich nur die Nachkommen der 

pHell-Pflanzen 5 und 6 dem klassischen Vererbungsmuster von 1:2:1 folgen werden. Das würde 
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bedeuten, dass 25 % der Nachkommenschaft dieser Pflanzen in Bezug auf die inserierte T-DNA 

homozygot sind. Der Anteil an homozygoten, die T-DNA tragenden Pflanzen in der Nachkom-

menschaft aller anderen Primärtransformanten würde nur ca. 6 % oder weniger betragen. 

 

Anhand der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden folgende Primärtransformanten 

ausgewählt, um Saatgut zu gewinnen. Dieses wurde für die Generierung der Folgegeneration T1 

verwendet. 

 

- PhAOC-sense 5   -   PhAOC-RNAi 4, 10 und 15 

- MtAOC1-sense 5    -   pHell 5 und 6 

- pMDC 3 und 8 

 

3.3.2.4 Die Charakterisierung der AOC-sense-Pflanzen (Generation T1) 

Alle auf Selektionsmedium angezogenen Pflanzen wurden zunächst auf das Vorhandensein der 

T-DNA hin untersucht. Dies erfolgte mit Hilfe der PCR unter Verwendung T-DNA-spezifischer 

Oligonukleotide (siehe 2.7). Von den positiv getesteten Pflanzen wurde dann analog zur Selekti-

on der Primärtransformanten die AOC-Transkript-Akkumulation mittels qRT-PCR untersucht (sie-

he 2.5.2.8).  

 

 

Abbildung 3-23: A Die Akkumulation des AOC-Transkripts sowie B die enzymatische Aktivität der AOC in 

den Pflanzen der AOC-sense-Linien. Als Ausgangsmaterial für A wurden Blätter der Spross-Spitze zwei 

Stunden nach Verwundung verwendet. Für die Berechnung der relativen Transkript-Akkumulation diente 

RPS13 als Referenz-Gen. Als Ausgangsmaterial für B wurde Stängelmaterial von unverwundeten Steck-

lingen direkt nach der Ernte eingesetzt, wobei von den Proteinrohextrakten 35 µg Protein Verwendung 

fanden. Die Diagramme stellen Mittelwerte (WT, pMDC: n=4; PhAOC, MtAOC1: n=8) und Standardabwei-

chungen dar. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) ge-

prüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Es waren keine Unterschiede zwischen WT- und pMDC-Pflanzen hinsichtlich der AOC-

Transkript-Akkumulation nachzuweisen (Abbildung 3-23 A). In den Pflanzen der PhAOC-sense- 
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bzw. der MtAOC1-sense-Linien akkumulierte das AOC-Transkript verstärkt und stieg im Vergleich 

zu den Kontroll-Pflanzen durchschnittlich um das Drei- bzw. Vierfach an (Abbildung 3-23 A). 

Ob sich der nachgewiesene Anstieg der AOC-Transkript-Akkumulation in den AOC-sense-

Pflanzen auch in einem Anstieg der enzymatischen Aktivität der AOC und daraus resultierend in 

erhöhten Jasmonat-Gehalten niederschlägt, wurde im Folgenden untersucht. Die Bestimmung 

der enzymatischen Aktivität der AOC erfolgte nach der unter 2.9.7 beschriebenen Methode. Für 

den gekoppelten Enzym-Aktivitätstest fand als Ausgangsmaterial Stängelmaterial von unverwun-

deten Stecklingen direkt nach der Ernte Verwendung.  

Die erhöhte Akkumulation des AOC-Transkripts in den Pflanzen der PhAOC-sense- und 

MtAOC1-sense-Linien hatte keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivität der AOC (Abbildung 

3-23 B). Sowohl in den WT- und pMDC-Pflanzen als auch in den PhAOC-sense- und MtAOC1-

sense-Pflanzen wurden ähnliche Werte für das über den gekoppelten Enzym-Aktivitätstest gebil-

dete OPDA gemessen. Die vergleichbare enzymatische Aktivität der AOC schlug sich auch im 

Proteinvorkommen nieder. Mit Hilfe der Western Blot-Analyse konnten keine qualitativen Unter-

schiede im Vorkommen der AOC zwischen den Kontroll- und den PhAOC-sense- bzw. MtAOC1-

sense-Pflanzen nachgewiesen werden (Anhang, Abbildung 6-10 A). Auch die Analyse der Gehal-

te von OPDA, JA sowie JA-Ile zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll-

Pflanzen und denen der PhAOC-sense- und MtAOC1-sense-Linien auf (Abbildung 3-24).  

 

 

Abbildung 3-24: Die Gehalte von OPDA, JA und JA-Ile in den Pflanzen der AOC-sense-Linien. Die Be-

stimmung der Gehalte erfolgte wie unter 2.9.8 beschrieben. Als Ausgangsmaterial wurden drei vollständi-

ge Stecklinge 30 Minuten nach Verwundung vereinigt. Die Diagramme stellen Mittelwerte (WT, pMDC: 

n=4; PhAOC, MtAOC1: n=8) und Standardabweichungen dar. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels ein-

faktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die 

keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Da in den Pflanze der PhAOC-sense- bzw. MtAOC1-sense-Linie trotz erhöhter AOC-Transkript-

Akkumulation keine Änderungen im Vorkommen sowie in der enzymatischen Aktivität der AOC 

und daraus resultierend auch kein Anstieg in den Gehalten an OPDA, JA sowie JA-Ile nachge-

wiesen werden konnten, wurden diese Pflanzen im Folgenden nicht weiter charakterisiert. 
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3.3.2.5 Die Charakterisierung der PhAOC-RNAi-Pflanzen (Generation T1) 

Auch die Nachkommen der Primärtransformanten PhAOC-RNAi 4, 10 und 15 wurden auf das 

Vorhandensein der T-DNA und im Hinblick auf eine geänderte PhAOC-Transkript-Akkumulation 

hin untersucht (Abbildung 3-25 A). Zwischen den WT-Pflanzen und den Pflanzen der pHell-Linien 

waren keine signifikanten Unterschiede in der Akkumulation des PhAOC-Transkripts nachzuwei-

sen. Im Vergleich dazu reduzierte sich die PhAOC-Transkript-Akkumulation in den Pflanzen der 

PhAOC-RNAi Linien um bis zu 90 %.  

Ob die Reduktion des PhAOC-Transkripts die enzymatische Aktivität der PhAOC beeinträchtigt 

und ob daraus resultierend die Jasmonat-Gehalte in den PhAOC-RNAi-Pflanzen reduziert sind, 

sollte anschließend untersucht werden. Alle Analysen wurden analog zu denen der für die Cha-

rakterisierung der AOC-sense-Pflanzen angewandten durchgeführt (siehe 3.3.2.4).  

 

 

Abbildung 3-25: A Die Akkumulation des PhAOC-Transkripts (siehe 2.5.2.8) sowie B die enzymatische Ak-

tivität der PhAOC (siehe 2.9.7) in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien. Als Ausgangsmaterial für A wur-

den Blätter der Spross-Spitze zwei Stunden nach Verwundung verwendet. Für die Berechnung der relati-

ven Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Referenz-Gen. Als Ausgangsmaterial für B wurde Stän-

gelmaterial von unverwundeten Stecklingen direkt nach der Ernte eingesetzt, wobei von den Proteinrohex-

trakten 35 µg Protein Verwendung fanden. Die Diagramme stellen Mittelwerte (WT, pHell: n=4; PhAOC-

RNAi: n=8) und Standardabweichungen dar. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianz-

analyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten 

Unterschiede aufwiesen. 

 

Im Vergleich zu den WT- bzw. pHell-Pflanzen, zwischen denen keine signifikanten Unterschiede 

nachgewiesen wurden, reduzierte sich die enzymatische Aktivität der PhAOC in den Pflanzen der 

PhAOC-RNAi-Linien um bis zu 90 % (Abbildung 3-25 B). Die Änderungen in der enzymatischen 

Aktivität schlugen sich auch im Proteinvorkommen der AOC nieder. Mit Hilfe der Western Blot-

Analyse war nur ein spezifischer Nachweis der PhAOC in den WT- und pHell-Pflanzen möglich. 

In den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien konnten keine Signale für die PhAOC detektiert werden 

(Anhang, Abbildung 6-10 B). Die geringe enzymatische Aktivität des PhAOC Proteins reduzierte 

die Kapazität der Jasmonat-Biosynthese, sodass verminderte Jasmonat-Gehalte in den PhAOC-

RNAi-Pflanzen nachzuweisen waren. Abbildung 3-26 ist zu entnehmen, dass sich die Gehalte 

von OPDA in den Kontroll-Pflanzen nicht unterscheiden. Im Vergleich dazu sank der OPDA-
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Gehalt in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien um bis zu 95 %. Ein ähnliches Ergebnis zeigte 

sich hinsichtlich der JA-Gehalte. Zwischen den WT-Pflanzen und der pHell-Linie 10 waren keine 

signifikanten Unterschiede nachzuweisen. Nur die Pflanzen der pHell-Linie 4 enthielten im Ver-

gleich zu den WT-Pflanzen mehr endogenes JA. Die JA-Gehalte in allen drei PhAOC-RNAi-

Linien reduzierten sich im Vergleich zu den Kontroll-Pflanzen um ca. 65 % (PhAOC-RNAi-Linien 

4 und 10), wobei in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linie 15 sogar eine Reduktion um bis zu 

93 % nachgewiesen wurde. Die Gehalte an JA-Ile nahmen in den WT- und pHell-Pflanzen ver-

gleichbare Werte an. Auch zwischen den Kontroll-Pflanzen und den Pflanzen der PhAOC-RNAi-

Linien 4 und 10 waren keine signifikanten Unterschiede nachzuweisen. Der JA-Ile-Gehalt redu-

zierte sich nur in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linie 15 im Vergleich zu den Kontroll-Pflanzen 

um 80 %.  

 

 

Abbildung 3-26: Die Gehalte von OPDA, JA und JA-Ile in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien. Die Be-

stimmung der Gehalte erfolgte wie unter 2.9.8 beschrieben. Als Ausgangsmaterial wurden Stecklinge 30 

Minuten nach Verwundung verwendet. Pro Pflanze wurden das Material von jeweils drei Steckling verei-

nigt. Die Diagramme stellen Mittelwerte (WT, pHell: n=4; PhAOC-RNAi: n=8) und Standardabweichungen 

dar. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. 

Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

 

3.3.2.6 Der Einfluss niedriger Jasmonat-Gehalte auf den Bewurzelungsprozess 

Mit Hilfe der drei unter 3.3.2.5 charakterisierten PhAOC-RNAi-Linien 4, 10 sowie 15 war es nun 

möglich, die Fragestellung zu beantworten, ob und inwiefern verringerte Jasmonat-Gehalte die 

Ausbildung von Adventivwurzeln in Petunia-Stecklingen beeinflussen. Hierfür wurden Stecklinge 

von WT-Pflanzen und von Pflanzen der pHell- bzw. der PhAOC-RNAi-Linien geerntet und in Be-

wurzelungssubstrat überführt. Pro Pflanze wurden fünf Stecklinge bewurzelt. Nach verschiede-

nen Zeitpunkten wurden sowohl die Wurzelanzahl und die durchschnittliche Wurzellänge als auch 

die Anzahl der Primordien pro Steckling ermittelt (siehe 2.3.2 sowie 2.10.3).  

Wie bereits unter 3.1.2 dargestellt, werden erste Adventivwurzeln an der Basis von WT-

Stecklingen neun Tage nach der Stecklingsernte sichtbar. Da zu diesem Zeitpunkt die Anzahl der 

Wurzeln innerhalb der von den WT-Pflanzen geernteten Stecklinge stark variierte, wurden die 
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Wurzelanzahl und die durchschnittliche Wurzellänge erst nach zwei Wochen bestimmt. Zu die-

sem Zeitpunkt waren sowohl die Stecklinge der WT-Pflanzen und auch die der transgenen Pflan-

zen gleichmäßiger bewurzelt.  

Abbildung 3-27 A ist zu entnehmen, dass sich zwei Wochen nach Ernte durchschnittlich 22 Wur-

zeln an den von den WT-Pflanzen geernteten Stecklingen ausgebildet hatten. Die ermittelte Wur-

zelanzahl der von den pHell-Pflanzen geernteten Stecklinge nahmen vergleichbare Werte an. Die 

Stecklinge der pHell-Linie 4 bildeten 18 und die Stecklinge der pHell-Linie 10 bildeten durch-

schnittlich 19 Wurzeln pro Steckling aus. Im Vergleich zu den Stecklingen der Kontroll-Pflanzen 

reduzierte sich die Anzahl der regenerierten Adventivwurzeln an den Stecklingen der PhAOC-

RNAi-Pflanzen signifikant. An den Stecklingen der PhAOC-RNAi-Linie 4 und 10 bildeten sich 

durchschnittlich acht und an denen der PhAOC-RNAi-Linie 15 durchschnittlich sechs Wurzeln 

aus. Dieser Effekt war etwas weniger ausgeprägt auch drei Wochen nach der Stecklingsernte zu 

beobachten (Abbildung 3-27 B). Die Stecklinge der WT-Pflanzen bildeten durchschnittlich 29 und 

die der pHell-Linien 4 und 10 bildeten 24 bzw. 23 Wurzel pro Steckling aus. Der Unterschied in 

der Anzahl der Wurzeln zwischen den Stecklingen der Kontroll- und der PhAOC-RNAi-Pflanzen 

war nach drei Wochen nicht mehr so ausgeprägt wie nach zwei Wochen. Nur die Stecklinge der 

PhAOC-RNAi-Linie 10 bildeten mit elf Wurzeln pro Steckling signifikant weniger Wurzeln im Ver-

gleich zu denen der Kontroll-Pflanzen aus. Die Anzahl der Wurzeln an den Stecklingen der 

PhAOC-RNAi-Linie 14 und 15 war tendenziell auf durchschnittlich 16 Wurzeln pro Steckling redu-

ziert.  

 

 

Abbildung 3-27: Die Wurzelanzahl der von Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien geernteten Stecklinge A zwei 

bzw. B drei Wochen nach der Stecklingsernte. Es wurden jeweils drei unabhängige Experimente durchge-

führt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (WT, pHell: n=4; 

PhAOC-RNAi: n=8) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Va-

rianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifi-

kanten Unterschiede aufwiesen. 

 

In Bezug auf die durchschnittliche Länge der Adventivwurzeln waren keine Unterschiede zwi-

schen den Stecklingen der Kontroll-Pflanzen und denen der PhAOC-RNAi-Pflanzen nachzuwei-

sen. Die neugebildeten Wurzeln waren in den Stecklingen der WT-, pHell- sowie PhAOC-RNAi-

Pflanzen zwei Wochen nach der Stecklingsernte im Durchschnitt 0,5 bis 0,6 cm lang (Abbildung 
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3-28 A). Dieses Ergebnis änderte sich auch nach drei Wochen Bewurzelungsdauer nicht 

(Abbildung 3-28 B). Die durchschnittliche Länge der Wurzeln betrug nach drei Wochen sowohl in 

den Stecklingen der Kontroll- als auch in denen der PhAOC-RNAi-Pflanzen ungefähr 0,7 cm. 

 

 

Abbildung 3-28: Die durchschnittliche Wurzellänge der von Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien geernteten 

Stecklinge A zwei bzw. B drei Wochen nach der Stecklingsernte. Es wurden jeweils drei unabhängige Ex-

perimente durchgeführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (WT, 

pHell: n=4; PhAOC-RNAi: n=8) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfak-

torieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die 

keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Da sich die durchschnittliche Wurzellänge der von den PhAOC-RNAi-Pflanzen geernteten Steck-

lingen nicht änderte, jedoch die Wurzelanzahl dieser Steckling reduziert war, lies sich vermuten, 

dass die verringerten Jasmonat-Gehalte in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien keinen Einfluss 

auf die Geschwindigkeit der Wurzelentwicklung ausüben. Die Ergebnisse könnten eher auf eine 

Verschiebung des Induktionszeitpunktes hindeuten. Um diesen Sachverhalt zu überprüfen, wur-

den von den Stecklingen der Kontroll- und PhAOC-RNAi-Pflanzen die Anzahl der Primordien in 

der Wurzelregenerationszone (0,5 cm der Stecklingsbasis) bestimmt. Primordien sind in der Wur-

zelregenerationszone der Stecklinge von WT-Pflanzen 168 Stunden (sieben Tage) nach der 

Stecklingsernte nachzuweisen (siehe auch 3.1.2.3, Abbildung 3-6 E). Die Anzahl der Primordien 

in den Stecklingen der Kontroll- sowie in denen der PhAOC-RNAi-Pflanzen wurde deshalb eine 

Woche nach der Ernte bestimmt. Dabei war zu erkennen, dass hinsichtlich der Primordienanzahl 

keine signifikanten Unterschiede in den Stecklingen der WT- bzw. der pHell-Pflanzen nachzuwei-

sen waren (Abbildung 3-29 A). Im Vergleich dazu war die Anzahl der Primordien in den Stecklin-

gen der PhAOC-RNAi-Pflanzen um 70 % (PhAOC-RNAi-Linie 10) bis 95 % (PhAOC-RNAi-Linie 4 

und 15) reduziert. Dieser Effekt war nach einer Bewurzelungsdauer von zwei Wochen nicht mehr 

nachzuweisen (Abbildung 3-29 B). Sowohl in den Stecklingen der Kontroll-Pflanzen als auch in 

denen der PhAOC-RNAi-Pflanzen wurden zwei Wochen nach der Stecklingsernte durchschnitt-

lich elf Primordien pro Steckling gezählt. Ein ähnliches Bild zeigte sich nach einer Bewurze-

lungsdauer von drei Wochen (Abbildung 3-29 C). Hier lag die Anzahl der Primordien in den 

Stecklingen der Kontroll- und PhAOC-RNAi-Pflanzen bei durchschnittlich zehn.  
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Abbildung 3-29: Die Anzahl der Primordien der von Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien geernteten Stecklin-

ge A eine, B zwei und C drei Wochen nach der Stecklingsernte (siehe 2.10.3). Es wurden jeweils zwei un-

abhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mit-

telwerte (WT, pHell: n=4; PhAOC-RNAi: n=8) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde 

mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mit-

telwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Fasst man die Anzahl der Primordien sowie die der regenerierten Wurzeln pro Steckling zusam-

men (Abbildung 3-30), wird deutlich, dass sich, wie bereits vermutet, der Induktionszeitpunkt in 

den Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen verschiebt. Nach der ersten Woche waren in den 

Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen signifikant weniger Primordien als in denen der Kontroll-

Pflanzen nachzuweisen (Abbildung 3-30 A). Die Anzahl der Primordien glich sich jedoch eine 

Woche später an den Wert der Kontroll-Stecklinge an. Die verzögerte Ausbildung der Primordien 

spiegelte sich dann in der verminderten Anzahl regenerierter Wurzeln wieder. Dies ist in Abbil-

dung 3-30 B und C nochmals veranschaulicht. 

 

 

Abbildung 3-30: Die Anzahl der Primordien und der regenerierten Adventivwurzeln der von Pflanzen der 

PhAOC-RNAi-Linien geernteten Stecklinge A eine, B zwei und C drei Wochen nach der Stecklingsernte. 

Die dargestellten Daten entsprechen denen der Abbildung 3-27 und Abbildung 3-29 und wurden in jeweils 

einem Diagramm pro Zeitpunkt zusammengefasst. Auf die Angabe der Standardabweichung wurde aus 

Gründen der Übersichtlichkeit in dieser Abbildung verzichtet. 
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Um sicher zu gehen, dass sich die dargestellten Ergebnisse tatsächlich auf reduzierte Jasmonat-

Gehalte in der Wurzelregenerationszone zurückführen lassen, wurden nochmals die Gehalte von 

OPDA, JA und JA-Ile bestimmt, wobei als Ausgangsmaterial nicht, wie unter 3.3.2.5 beschrieben, 

vollständige, zuvor verwundete Stecklinge sondern nur die Wurzelregenerationszone der Steck-

linge (1 cm von der Stecklingsbasis) 30 Minuten nach der Stecklingsernte für die Analysen ver-

wendet wurden.  

Die in Abbildung 3-31 dargestellten Daten bestätigten die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.2.5. In den 

Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen waren die JA- bzw. OPDA-Gehalte im Vergleich zu de-

nen der Kontroll-Pflanzen um bis zu 80 bzw. 90 % reduziert. In Bezug auf die Gehalte von JA-Ile 

wichen die Ergebnisse von denen in Kapitel 3.3.2.5 ab. Anders als in den vollständigen, zuvor 

verwundeten Stecklingen waren die JA-Ile-Gehalte in der Wurzelregenerationszone der PhAOC-

RNAi-Stecklinge in allen drei Linien im Vergleich zu denen der Kontroll-Pflanzen signifikant redu-

ziert. Die JA-Ile-Gehalte fielen in den Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen um ca. 70 % niedri-

ger aus, als in denen der Kontroll-Pflanzen. 

 

 

Abbildung 3-31: Die Gehalte an OPDA, JA und JA-Ile in den Pflanzen der PhAOC-RNAi-Linien. Die Be-

stimmung der Gehalte erfolgte wie unter 2.9.8 beschrieben. Pro Pflanze wurde das Material von jeweils 

drei Stecklingen vereinigt. Es wurden zwei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exempla-

risch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (WT, pHell: n=4; PhAOC-RNAi: n=8) und Standard-

abweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) 

geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Die Ergebnisse der Bewurzelungsexperimente könnten darauf hindeuten, dass geringe Jasmo-

nat-Gehalte in den PhAOC-RNAi-Pflanzen den Beginn der Adventivwurzelentwicklung verzögern. 

Da die Regeneration von Adventivwurzeln durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird, ist 

es eher unwahrscheinlich, dass dieser Effekt allein durch die geringen Jasmonat-Gehalte hervor-

gerufen wird. Wie bereits erwähnt, spielen die Phytohormone Auxin und Ethylen eine wichtige 

Rolle in der Adventivwurzelentwicklung. Um mögliche Interaktionen zwischen Jasmonat und Au-

xin bzw. Ethylen in dieser Phase des Bewurzelungsprozess aufzudecken, wurden die PhAOC-

RNAi-Pflanzen in Hinblick auf die Gehalte von freier IAA bzw. ACC untersucht. Für diese Analy-

sen wurde ebenfalls nur die Wurzelregenerationszone der Stecklinge als Ausgangsmaterial ver-

wendet.  
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Abbildung 3-32: A Der Gehalt von freier IAA (siehe 2.9.9) und B die DevA-20-C01-Transkript-

Akkumulation (CV296522, siehe 2.5.2.8) während der Bewurzelung von Stecklingen der PhAOC-RNAi-

Pflanzen. Als Ausgangsmaterial wurde für A von je fünf Stecklingen (24 Stunden nach Stecklingsernte) 

bzw. für B von je drei Stecklingen (48 Stunden nach Stecklingsernte) vereinigtes Stängelmaterial verwen-

det. Für die Berechnung der relativen Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Referenz-Gen. Es wur-

den zwei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken 

zeigen Mittelwerte (WT, pHell: n=4; PhAOC-RNAi: n=8) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz 

(p<0,05) wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben 

kennzeichnen Mittelwerte, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Die Gehalte von freier IAA in den Stecklingen der WT- bzw. pHell-Pflanzen unterschieden sich 

nicht. Auch in den Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen waren im Vergleich zu den Kontroll-

Pflanzen keine signifikanten Unterschiede festzustellen (Abbildung 3-32 A). Dieses Ergebnis 

wurde durch die Analyse der DevA-20-C01-Transkript-Akkumulation (homolog zu einem der GH3 

Familie zugehörigen Gen) gestützt (Abbildung 3-32 B). Das DevA-20-C01-Transkript sollte in 

Reaktion auf einen vermehrten Auxin-Gehalt akkumulieren. Da keine Änderungen im Gehalt der 

freien IAA in den Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen nachzuweisen waren, wurden, wie zu 

erwarten, auch keine signifikanten Unterschiede in der DevA-20-C01-Transkript-Akkumulation 

zwischen Kontroll- und PhAOC-RNAi-Pflanzen nachgewiesen. 

Ein ähnliches Bild zeigte sich auch für die Gehalte der ACC. In den Stecklingen der WT-, pHell- 

sowie PhAOC-RNAi-Pflanzen waren keine signifikanten Änderungen der ACC-Gehalte nachzu-

weisen (Abbildung 3-33 A). Neben den Gehalten der ACC wurde auch die Transkript-

Akkumulation des PhACO1 Gens untersucht. Das Transkript der PhACO1 sollte in Reaktion auf 

einen erhöhten ACC-Gehalt akkumulieren. Zwischen den Stecklingen der WT-, pHell- sowie 

PhAOC-RNAi-Pflanzen wurden keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die Akkumulation 

des PhACO1-Transkripts nachgewiesen (Abbildung 3-33 B). Dies war aufgrund der ähnlichen 

ACC-Gehalte in den Stecklingen der Kontroll- bzw. PhAOC-RNAi-Pflanzen zu erwarten. 
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Abbildung 3-33: A Der Gehalt der ACC (siehe 2.9.9) und B die Transkript-Akkumulation des PhACO1 

Gens (L21976, siehe 2.5.2.8) während der Bewurzelung von Stecklingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen. Als 

Ausgangsmaterial wurde A von je fünf Stecklingen (24 Stunden nach Stecklingsernte) bzw. B von je drei 

Stecklingen (48 Stunden nach Stecklingsernte) vereinigtes Stängelmaterial verwendet. Für die Berech-

nung der relativen Transkript-Akkumulation diente RPS13 als Referenz-Gen. Es wurden zwei unabhängi-

ge Experimente durchgeführt, wovon eines exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte 

(WT, pHell: n=4; PhAOC-RNAi: n=8) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz (p<0,05) wurde mittels 

einfaktorieller Varianzanalyse (One Way ANOVA) geprüft. Gleiche Buchstaben kennzeichnen Mittelwerte, 

die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. 

 

Anhand der dargestellten Ergebnisse kann zusammenfassend gesagt werden, dass die Stecklin-

ge der PhAOC-RNAi-Pflanzen weniger Adventivwurzeln ausbilden. Dies ist wahrscheinlich auf 

eine verzögerte Induktion der Wurzelentwicklung zurückzuführen. Die Verzögerung scheint auf 

verringerten Jasmonat-Gehalten aber nicht auf einer interagierenden Wirkung von Jasmonat und 

Auxin bzw. Ethylen zu beruhen, da keine Änderungen der ACC- bzw. IAA-Gehalte in den Steck-

lingen der PhAOC-RNAi-Pflanzen nachzuweisen waren. 
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4 Diskussion 

Die Regenerationsfähigkeit bestimmter Pflanzen wird im Garten- und Zierpflanzenbau genutzt, 

um diese über die Bewurzelung von Stecklingen vegetativ zu vermehren. Aufgrund des Abtren-

nens der zur Bewurzelung vorgesehenen Seitentriebe von der Mutterpflanze wird diese verwun-

det. Die daraus resultierende Reaktion der Pflanze hat den Schutz der Selbigen sowie die Hei-

lung des geschädigten Gewebes zum Ziel. In der pflanzlichen Reaktion auf Verwundung kommt 

der JA und den von ihr abgeleiteten Verbindungen eine wesentliche Funktion zu. Infolge eines 

Verwundungsreizes akkumulieren Jasmonate im pflanzlichen Gewebe und sind in der Lage, ein 

breites Spektrum an Abwehrmechanismen zu induzieren. Somit ist davon auszugehen, dass die 

Jasmonate direkt nach der Ernte von Stecklingen eine Rolle spielen. Die Frage, ob sie auch die 

nachfolgende Entwicklung der Adventivwurzeln beeinflussen, sollte im Rahmen dieser Arbeit 

beantwortet werden. So wurden die Jasmonat-Biosynthese betreffende Änderungen für das Mo-

dellsystem Petunia hybrida untersucht, wobei auftretende Änderungen sowohl direkt nach der 

Ernte als auch während der Bewurzelung der entsprechenden Stecklinge erfasst wurden. Die 

durchgeführten Analysen schlossen die endogenen Gehalte der Jasmonate sowie Änderungen in 

Bezug auf das Schlüsselenzym der Jasmonat-Biosynthese, die AOC, wie deren Vorkommen 

bzw. deren enzymatische Aktivität, ein. Ferner wurde die cDNA des für die PhAOC kodierenden 

Gens isoliert und charakterisiert, um auch Aussagen im Hinblick auf eine PhAOC-Transkript-

Akkumulation zu ermöglichen. 

Die Jasmonat-Biosynthese betreffende Änderungen würden jedoch noch keine Rückschlüsse auf 

eine Funktion der Jasmonate im Prozess der Wurzelregeneration zulassen. Deshalb wurde zum 

einen die Wirkung exogen verabreichter Jasmonate auf die Bewurzelung von Petunia-

Stecklingen untersucht. Anderseits war die Frage zu beantworten, inwiefern die Regeneration 

von Adventivwurzeln infolge einer modulierten Jasmonat-Biosynthese beeinträchtigt werden 

kann. Hierfür sollten die Jasmonat-Gehalte in Petunia über die AOC mit Hilfe von AOC-sense-

Pflanzen erhöht bzw. mit Hilfe von PhAOC-Insertionsmutanten und PhAOC-RNAi-Pflanzen redu-

ziert werden.  

 

(1) DIE AUS PETUNIA HYBRIDA ISOLIERTE CDNA KODIERT FÜR EINE AOC. 

 

Die Jasmonate leiten sich von der mehrfach ungesättigten Fettsäure α-Linolensäure ab. Diese 

wird nach Freisetzung aus der Chloroplasten-Membran durch die Enzyme 13-LOX, AOS und 

AOC zum biologisch aktiven Intermediat 9(S),13(S)-OPDA umgesetzt. Nach der Reduktion von 

OPDA durch die OPR3 und dem Durchlaufen von drei Zyklen der β-Oxidation bildet sich 

3(R),7(S)-JA, die dann größtenteils zur thermodynamisch stabileren 3(R),7(R)-JA isomerisiert 

(Schaller und Stintzi, 2009). Durch die enzymatische Aktivität der AOC wird die enantiomere 

Grundstruktur der natürlich vorkommenden Jasmonate, der 9,13-cis-substituierte Cyclo-

Pentanonring, etabliert, weshalb diesem Enzym in der Jasmonat-Biosynthese eine Schlüsselrolle 

zukommt (Hamberg und Fahlstadius, 1990).  
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Die im Rahmen dieser Arbeit aus Petunia hybrida isolierte cDNA kodiert für eine AOC. Bereits die 

Sequenzanalyse deutete auf diese Zuordnung hin, da die Übereinstimmung mit den AOCs ande-

rer Spezies hinsichtlich der AS-Sequenz sehr hoch war (siehe auch Abbildung 3-1). Die Gattung 

Petunia sowie die Gattungen Nicotiana und Solanum (S. lycopersicum sowie S. tuberosum) sind 

phylogenetisch eng verwandt und werden gemeinsam in die Familie Solanaceae eingeordnet 

(Olmstead et al., 2008). So überrascht es nicht, dass die PhAOC vor allem den AOCs der Sola-

naceae sehr ähnelte und darum vermutlich in die Unterklasse der Solanaceae-AOCs einzugrup-

pieren ist (Stenzel et al., 2003b). Mit Hilfe einer phylogenetischen Analyse müsste dies jedoch 

genauer untersucht werden. 

Ferner zeigte die Analyse der AS-Sequenz auf, dass die für den Katalyse-Mechanismus der 

AtAOC2 wichtigen AS in der PhAOC-Sequenz konserviert vorlagen und diese somit auch für die 

Funktionalität der PhAOC von Belang sein könnten. Durch Hofmann et al. (2006), Schaller et al. 

(2008) ist mit Hilfe eines Protein-Modells und durch zielgerichtete Mutagenese für die AtAOC2 

nachgewiesen, dass die AS Glutaminsäure (Glu23), Asparagin (Asn25) sowie Prolin (Pro32) für 

die stereoselektive Umsetzung von 12,13(S)-EOT in 9(S),13(S)-OPDA essentiell sind. Nach der 

korrekten Positionierung des Substrats in der AtAOC2-Bindungstasche induziert der AS-Rest 

Glu23 durch einen negativen Angriff die Delokalisierung der C15 Doppelbindung und dadurch die 

Öffnung der Oxiran-Gruppe. Das entstandene Oxy-Anion wird durch ein mit Asn25 und Pro32 

interagierendes Wassermolekül und durch π-π-Wechselwirkungen stabilisiert. Eine trans-cis-

Isomerisierung zwischen C10 und C11 sowie eine cis-trans-Isomerisierung zwischen C8 und C9 

ermöglichen letzten Endes die Ausbildung einer Bindung zwischen C9 und C13 und somit die 

Etablierung des Cyclopentanon-Rings (Hofmann et al., 2006; Schaller et al., 2008).  

In Abwesenheit der AOC hydrolysiert das instabile 12,13(S)-EOT zu α- und γ-Ketol. Gleichzeitig 

bildet sich infolge einer spontanen Cyclisierung ein aus 9(S),13(S)- sowie 9(R),13(R)-OPDA be-

stehendes racemisches Gemisch. Sowohl für die enzymatische als auch für die spontane 

Cyclisierung ist die Doppelbindung am C15 essentiell (Ziegler et al., 1999; Grechkin et al., 2002; 

Hofmann et al., 2006; Schaller et al., 2008). Diese scheint auch für die Spezifität der AOC aus 

Petunia von Bedeutung zu sein. So setzte die rekombinant hergestellte PhAOC im gekoppelten 

Enzym-Aktivitätstest zusammen mit der AOS neben dem eigentlichen Substrat 13(S)-HPOT nur 

Substrate um, die ebenfalls diese Doppelbindung aufwiesen, wie zum Beispiel 13(S)-HPOTE, 

11(S)-HPHT und 15(S)-HPEP. Eine verkürzte bzw. eine verlängerte Carboxyl-Seitenkette hatte 

keinen Einfluss auf die Produktbildung. Im Unterschied dazu war für das Substrat 9(S)-HPOT 

keine enzymatische Umsetzung im gekoppelten Enzym-Aktivitätstest nachzuweisen, trotzdem 

eine Doppelbindung am C15 vorliegt (siehe auch Anhang, Tabelle 6-9). Dies könnte damit be-

gründet werden, dass, wie bereits für die Zea mays (Zm)AOC bzw. die StAOC beschrieben, die 

Epoxid-Gruppe in n 6,7-Position für die enzymatische Umsetzung des Substrats unerlässlich ist. 

Befindet sich diese funktionelle Gruppe an einer anderen Position innerhalb des Allenoxids, findet 

keine enzymatische, sondern nur eine spontane Cyclisierung statt (Ziegler et al., 1999). 

Neben dem für den Katalyse-Mechanismus wichtigen konservierten AS wurde mit Hilfe der Se-

quenzanalyse eine weitere Besonderheit der AOC nachgewiesen. So war es möglich, im 

N-terminalen Bereich der AS-Sequenz ein putatives Transit-Peptid zu identifizieren. Dieses 
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müsste den Transfer der PhAOC in die Plastiden ermöglichen. Die Jasmonat-Biosynthese läuft in 

zwei verschiedenen Zellkompartimenten ab. Während die Umwandlung von α-Linolensäure zu 

OPDA in den Plastiden erfolgt, finden alle weiteren Schritte des Biosyntheseweges in den 

Peroxisomen statt. Sowohl die 13-LOX (Feussner und Wasternack, 2002) als auch die AOS 

(Froehlich et al., 2001; Farmaki et al., 2007) und die AOC wurde immunzytologisch oder mit Hilfe 

von Import- und Co-Lokalisierungsstudien in den Plastiden lokalisiert (Ziegler et al., 2000; 

Agrawal et al., 2003; Stenzel et al., 2003a; Stenzel et al., 2003b; Maucher et al., 2004; Fortes et 

al., 2005; Isayenkov et al., 2005; Schaller et al., 2008). Nachdem im Rahmen dieser Arbeit die 

spezifische Erkennung der PhAOC durch einen entsprechenden Antikörper nachgewiesen wurde, 

war es auch für Petunia möglich, die mittels Sequenzanalyse vorhergesagte Lokalisierung der 

AOC in den Plastiden zu bestätigen (siehe auch Abbildung 3-6). 

 

(2) DIE JASMONAT-GEHALTE IN PETUNIA WERDEN ÜBER DIE GEWEBE-SPEZIFISCHE 

VERTEILUNG DER PHAOC UND ÜBER DIE VERFÜGBARKEIT VON SUBSTRAT REGULIERT. 

EINE REGULATION ÜBER EINE POSITIVE RÜCKKOPPLUNG SCHEINT KEINE ROLLE ZU 

SPIELEN. 

 

Pflanzen reagieren auf mechanische bzw. durch Herbivoren verursachte Verwundung mit ver-

schiedenen Mechanismen, die die Abwehr sowie die Heilung des geschädigten Gewebes zum 

Ziel haben. Dabei weist man der JA und den von ihr abgeleiteten Verbindungen eine zentrale 

Rolle zu. Für verschiedene Pflanzen-Spezies wurde gezeigt, dass Jasmonate infolge einer Ver-

wundungsreaktion vermehrt akkumulieren (Weber et al., 1997; Ziegler et al., 2001; Rakwal et al., 

2002; Strassner et al., 2002; Stenzel et al., 2003b) und dadurch eine Reihe von Abwehrmecha-

nismen induziert werden können. Auch in Petunia kam es durch das Abtrennen der Seitentriebe 

von der Mutterpflanze zur Verwundung des pflanzlichen Gewebes, infolgedessen vermehrt 

OPDA, JA und JA-Ile in den Stecklingen synthetisiert wurde. Dabei erreichten die Gehalte aller 

drei Verbindungen bereits nach 30 Minuten ein Maximum und fielen nach kurzer Zeit wieder auf 

das Ausgangsniveau. Den Gehalten der Jasmonate zeitlich nachgelagert akkumulierte das 

Transkript der PhAOC (siehe auch Abbildung 3-4 bzw. Abbildung 3-5). Es ist anzunehmen, dass 

die Expression des für die PhAOC kodierenden Gens durch die transiente Akkumulation der 

Jasmonate induziert wurde. Der angesichts eines Verwundungsreizes verursachte Anstieg von 

Jasmonaten wird oft mit der Transkript-Akkumulation von Genen, die für die Jasmonat-

Biosynthese-Enzyme 13-LOX, AOS oder AOC kodieren, in Verbindung gebracht. Und auch die 

Applikation von Jasmonaten hat eine Akkumulation des Transkripts eben dieser Gene zur Folge 

(Heitz et al., 1997; Laudert und Weiler, 1998; Maucher et al., 2000; Sasaki et al., 2001; Ziegler et 

al., 2001; Stenzel et al., 2003a; Stenzel et al., 2003b; Devoto et al., 2005). Warum, bedingt durch 

erhöhte Jasmonat-Gehalte, gerade die Expression von 13-LOX, AOS bzw. AOC induziert wird, ist 

noch nicht vollständig verstanden. Man vermutet, dass die Pflanze versucht, die Kapazität der 

Jasmonat-Biosynthese zu erhöhen und geht deshalb von einem als positive Rückkopplung be-

zeichneten Regulationsmechanismus aus (Delker et al., 2006; Wasternack, 2007). Dieser Me-

chanismus scheint für die Regulation der Abwehr und Wundheilung für das Modell Petunia eine 
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untergeordnete Rolle zu spielen. So wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass das Transkript 

des für die PhAOC kodierenden Gens direkt nach der Stecklingsernte akkumulierte. Dies hatte 

aber weder einen Einfluss auf das Proteinvorkommen bzw. auf die in pflanzlichen Proteinrohex-

trakten enthaltene enzymatische Aktivität der PhAOC, noch war ein weiterer nachfolgender An-

stieg im Gehalt der Jasmonate nachzuweisen. Auch für andere Pflanzen-Spezies scheint der 

Regulationsmechanismus der positiven Rückkopplung keine oder nur eine untergeordnete Rolle 

zu spielen. So führt die Applikation von OPDA bzw. JA in Zea mays zu keiner erhöhten enzymati-

schen Aktivität der AOC (Ziegler et al., 1997) und auch das AOC-Proteinvorkommen in Arabidop-

sis thaliana bleibt unverändert (Stenzel et al., 2003b). Ferner ist die de novo Synthese der Jas-

monate in Hordeum vulgare sowie Solanum lycopersicum nicht durch eine Behandlung mit OPDA 

oder JA induzierbar (Kramell et al., 2000; Miersch und Wasternack, 2000).  

Ebenso ist noch nicht ganz klar, wie eine übermäßige Jasmonat-Biosynthese verhindert wird und 

folglich die endogenen Gehalte in einem für die Pflanze tolerierbaren, nicht-toxischen Bereich 

gehalten werden. Eine Regulation über die Metabolisierung der JA könnte diesbezüglich eine 

Rolle spielen. Für Solanum lycopersicum ist zum Beispiel gezeigt, dass die Hydroxylierung sowie 

eine nachfolgende Sulfatierung die biologische Wirksamkeit der Jasmonate beeinträchtigen. So 

hat eine Applikation von 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA keinen Einfluss auf Wurzelwachstum und 

Keimungsverhalten (Miersch et al., 2008), obwohl für die Jasmonate Methyl-JA bzw. JA eine in-

hibierende Wirkung beschrieben ist (Wasternack und Hause, 2002). Ferner wird durch 12-OH-JA 

bzw. 12-HSO4-JA die Expression einer Vielzahl von Genen, die durch Methyl-JA induziert werden 

können, verhindert. Diese inhibierende Wirkung von 12-OH-JA bzw. 12-HSO4-JA betrifft auch 

Gene, die für an der Jasmonat-Biosynthese beteiligte Enzyme kodieren. Aus diesem Grund geht 

man davon aus, dass sowohl 12-OH-JA als auch 12-HSO4-JA die Signalerkennung der Jasmona-

te unterbindet und somit einen möglichen Überschuss von Jasmonat in der Pflanze verhindert 

(Gidda et al., 2003; Miersch et al., 2008). Diese Art der Regulation wäre auch für Petunia denk-

bar. So stiegen die Gehalte der 12-OH-JA denen der biologisch aktiven Jasmonate OPDA, JA 

und JA-Ile in den Petunia-Stecklingen zeitlich nachgelagert an. Das PhAOC-Transkript akkumu-

lierte ebenso vor dem Anstieg der 12-OH-JA-Gehalte und erreichte zeitgleich mit diesem wieder 

das Ausgangsniveau (siehe auch Abbildung 3-4 bzw. Abbildung 3-5). Die zeitliche Abfolge der 

Veränderungen könnte ein erster Hinweis für einen solchen Regulationsmechanismus sein. Ob 

die Gehalte der biologisch aktiven Jasmonate in Petunia tatsächlich über die Hydroxylierung bzw. 

die nachfolgende Sulfatierung reguliert werden oder ob noch andere Mechanismen regelnd ein-

greifen, kann anhand der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse nicht beantwortet werden und 

bedarf weiterer Analysen.  

Dagegen ist der Sachverhalt, dass die Wirkung der Jasmonate über deren spezifische Verteilung 

in den verschiedenen pflanzlichen Geweben reguliert wird, hinreichend beschrieben. So variieren 

die Gehalte an OPDA, JA sowie der von der JA abgeleiteten Verbindungen zum Teil beträchtlich 

und auch das Verhältnis der einzelnen Signalmoleküle zueinander scheint für die verschiedenen 

pflanzlichen Gewebe charakteristisch zu sein (Creelman und Mullet, 1995; Miersch et al., 2004; 

Cenzano et al., 2005; Miersch et al., 2008). Man nimmt an, dass infolge dieser als Oxylipin- bzw. 

Jasmonat-Signatur (Weber et al., 1997; Hause et al., 2000; Miersch et al., 2008) bezeichneten 
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spezifischen Verteilung pflanzliche Entwicklungsprozesse, wie das Wachstum von Keimlingen 

(Creelman und Mullet, 1995; Hause et al., 2003b), die Blütenentwicklung (Hause et al., 2000; 

Hause et al., 2003b) sowie die Entwicklung von Knollen (Cenzano et al., 2005) gesteuert werden. 

Die relativen Gehalte der Jasmonate verhalten sich dabei dynamisch (Weber et al., 1997) und 

können durch wechselnde Umgebungsbedingungen, wie zum Beispiel osmotischen Stress 

(Kramell et al., 1995) oder veränderte Lichtverhältnisse (Helder et al., 1993), variieren. Eine durch 

Verwundung oder durch Pathogen-Infektion bedingte Schädigung der Pflanze hat indes umfang-

reichere Änderungen hinsichtlich der Oxylipin- bzw. Jasmonat-Signatur zur Folge (Weber et al., 

1997; Weber et al., 1999; Vollenweider et al., 2000; Miersch et al., 2008). Wie bereits erwähnt, 

konnten auch im Rahmen dieser Arbeit eine durch Verwundung bedingte vermehrte Akkumulati-

on von Jasmonaten nachgewiesen werden. In den von der Mutterpflanze vollständig abgetrenn-

ten Stecklingen stiegen die Jasmonat-Gehalte in der Basis der Stecklinge und somit in unmittel-

barer Nähe zur Verwundungsstelle transient an. Wie die Jasmonate in den verschiedenen Gewe-

ben und Organen von Petunia verteilt sind und wie sich die Oxylipin- bzw. Jasmonat-Signatur 

infolge eines Verwundungsreizes ändert, ist noch nicht untersucht. Es ist aber wahrscheinlich, 

dass Ähnlichkeiten bezüglich der spezifischen Verteilung zu anderen pflanzlichen Systemen be-

stehen. Grund für die Annahme ist, dass die Jasmonat-Gehalte in den verschiedenen Geweben 

über das Vorkommen der an der Jasmonat-Biosynthese beteiligten Enzyme 13-LOX, AOS und 

AOC reguliert werden (Hause et al., 2000; Hause et al., 2000; Cenzano et al., 2005; Cenzano et 

al., 2007). So wurde in der vorliegenden Arbeit und in der durch Frau Daniela Kleen angefertigten 

Diplomarbeit (Kleen, 2007) gezeigt, dass die AOC, wie auch für Solanum lycopersicum (Hause et 

al., 2000), Medicago truncatula (Isayenkov et al., 2005) und Pharbitis nil (Kong et al., 2009) be-

schrieben, in Organen der Blüte und in der Wurzel sowie im Leitgewebe von Blatt und Stängel 

lokalisiert ist. Das bevorzugte Vorkommen der AOC im Leitgewebe ist möglicherweise für die zu 

bewurzelnden Petunia-Strecklinge bedeutsam. In Solanum lycopersicum sind die Jasmonat-

Biosynthese-Enzyme LOX, AOS und AOC ebenfalls im Leitgewebe lokalisiert (Hause et al., 2000; 

Hause et al., 2003a), weshalb die Synthese der Jasmonate zunächst dort stattfindet, bevor eine 

Verteilung ins angrenzende Gewebe oder ein Transport über das Phloem erfolgt (Stenzel et al., 

2003a; Mielke et al., 2011). 

In unbehandelten bzw. unverwundeten Gewebe von Petunia konnten jedoch trotz des konstituti-

ven Vorkommens der AOC nur sehr geringe Mengen von Jasmonaten nachgewiesen werden. 

Erst durch den infolge der Ernte hervorgerufenen Verwundungsreiz akkumulierten OPDA, JA, JA-

Ile sowie 12-OH-JA im Stängelgewebe der Stecklinge. Dieser Mechanismus der Regulation ist 

auch für Arabidopsis thaliana beschrieben. Ohne Stimulus sind nur geringe Jasmonat-Gehalte in 

der Pflanze nachzuweisen und dass obschon die an der Jasmonat-Biosynthese beteiligten En-

zyme in den entsprechenden Geweben dauerhaft und gleichmäßig vorkommen (Laudert und 

Weiler, 1998; Stenzel et al., 2003b). Auch in transgenen Nicotiana tabacum-, Solanum 

lycopersicum- bzw. Arabidopsis thaliana-Pflanzen, die für die Jasmonat-Biosynthese wichtige 

Enzyme wie AOS oder AOC konstitutiv überexprimieren, akkumulieren die Jasmonate nur nach 

einem Stimulus vermehrt (Wang et al., 1999; Laudert et al., 2000; Park et al., 2002; Stenzel et al., 

2003a). Aus diesem Grund geht man davon aus, dass die Jasmonat-Gehalte in der Pflanze über 

die Verfügbarkeit des Substrats reguliert sind. Das heißt, erst nach der durch einen Stimulus be-
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dingten Freisetzung der α-Linolensäure aus der Chloroplasten-Membran wird diese zu OPDA, JA 

und von der JA abgeleiteten Verbindungen umgesetzt.  

 

(3) DER BEWURZELUNGSPROZESS VON PETUNIA-STECKLINGEN KANN IN DREI 

AUFEINANDERFOLGENDE PHASEN UNTERTEILT WERDEN. 

 

Die Regeneration von Adventivwurzeln ist ein Entwicklungsprozess, der in verschiedene aufei-

nanderfolgende Phasen unterteilt wird. So nehmen Jarvis (1986),Hausman et al. (1997) und 

Kevers et al. (1997) eine Einteilung in Induktions-, Initiations- sowie Expressions- bzw. Wachs-

tumsphase vor. Für das Modellsystem Petunia konnte ebenfalls von drei aufeinanderfolgenden 

Phasen ausgegangen werden, da in den Querschnitten der Wurzelregenerationszone keine vor-

gebildeten Primordien nachzuweisen waren. Stecklinge der Gattungen Populus oder Salix besit-

zen bereits vorgebildete, ruhende Primordien, sodass die Induktionsphase entfällt und sich somit 

die Dauer des Bewurzelungsprozesses verkürzt (Lovell und White, 1986). Mit den in dieser Arbeit 

erfassten morphologischen Änderungen in der Wurzelregenerationszone der Petunia-Stecklinge 

war zwar eine Einteilung in die durch Jarvis (1986), Hausman et al. (1997) und Kevers et al. 

(1997) beschriebenen Phasen möglich (siehe auch Abbildung 3-6), eine genaue zeitliche Einord-

nung konnte jedoch nur unter Zuhilfenahme der Arbeit von Klopotek et al. (2010) erfolgen. So 

umfasste die erste als Induktion bezeichnete Phase in Petunia-Stecklingen 48 Stunden und war 

dadurch charakterisiert, dass diverse biochemische aber noch keine morphologischen Änderun-

gen nachgewiesen werden konnten. Der Induktionsphase schloss sich die Initiation an. In dieser 

von 48 bis 144 Stunden dauernden Phase bildeten sich Meristemoide und Primordien aus. Letz-

tere differenzierten während der Expressions- bzw. Wachstumsphase zu Adventivwurzeln aus, 

die zunächst innerhalb des Stängels wuchsen und nach neun Tagen außerhalb des Stecklings 

sichtbar wurden. Die Dauer von der Ernte der Stecklinge bis zur ersten nachweisbaren Zellteilung 

ist mit zu bewurzelnden Stecklingen anderer krautiger Pflanzen, wie zum Beispiel Solanum 

lycopersicum (Maldiney et al., 1986), Pisum sativum (Bollmark et al., 1988), Vigna radiata 

(Chibbar et al., 1978) bzw. Phaseolus vulgaris (Brunner, 1978), vergleichbar, obwohl die Dauer 

des gesamten Bewurzelungsprozesses in den genannten pflanzlichen Systemen mit fünf Tagen 

kürzer ausfällt als in Petunia. Da die Stecklinge der verschiedenen Spezies nicht unter einheitli-

chen experimentellen Bedingungen bewurzelt wurden, ist ein Vergleich nur bedingt möglich. Ein 

Grund für die unterschiedlich lange Bewurzelungsdauer könnte sein, dass für die aufgeführten 

Beispiele ausschließlich Stecklinge von Keimlingen Verwendung fanden und im Rahmen dieser 

Arbeit Stecklinge ausgewachsener Pflanzen bewurzelt wurden. Der Aspekt, dass juveniles Pflan-

zenmaterial besser bewurzelt als adultes und dass somit das physiologische Alter des zu bewur-

zelnden Materials für die Regeneration von Adventivwurzeln nicht unerheblich zu sein scheint, ist 

bereits durch Untersuchungen zur Bewurzelungsfähigkeit von Rhododendron-, Lunaria- sowie 

Acacia-Stecklingen belegt (Pierik, 1972; Pierik und Steegmans, 1975; Marx, 2003). 
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(4) AUXIN UND ETHYLEN FÖRDERN DIE REGENERATION VON ADVENTIVWURZELN IM 

MODELLSYSTEM PETUNIA 

 

Die Regeneration von Adventivwurzeln und somit die erfolgreiche Bewurzelung von Stecklingen 

hängt von einer Vielzahl von endogenen und exogenen Faktoren ab. Um den Einfluss exogener 

Faktoren so gering wie möglich zu halten, wurden die in dieser Arbeit durchgeführten Untersu-

chungen in Klimakammern mit konstanten Umgebungsbedingungen (Temperatur, Lichtbedingun-

gen, Substrat und Feuchtigkeit) durchgeführt. Somit war davon auszugehen, dass hauptsächlich 

endogene Faktoren, wie die Gehalte von Phytohormonen sowie die Verfügbarkeit von Kohlen-

hydraten, Makro- und Mikronährstoffen, die Bewurzelung der Stecklinge beeinflussen. Dem Phy-

tohormon Auxin kommt eine zentrale Funktion im Bewurzelungsprozess zu. So führt eine Appli-

kation von Auxinen zur lokalen Initiation von Adventivwurzeln an Stängeln und Blättern bzw. för-

dert die Ausbildung von Adventivwurzeln an zu bewurzelnden Stecklingen. Eine fördernde Wir-

kung wurde auch für die Petunia-Stecklinge nachgewiesen. Infolge einer Auxin-Applikation rege-

nerierten in Abhängigkeit von der verwendeten Konzentration mehr Adventivwurzeln, als dies 

ohne zusätzliche Behandlung zu beobachten war. Die Art des verwendeten Auxins spielte dabei 

keine Rolle. Sowohl IAA und IBA als auch das synthetische Auxin 2,4-D förderten die Wurzelre-

generation in ähnlicher Weise (siehe auch Abbildung 3-11 bzw. Abbildung 6-5). Dieses Ergebnis 

wich von einigen in der Literatur dargestellten ab. So ist nachgewiesen, dass eine Behandlung 

mit geringen IAA-Konzentrationen die Bewurzelung von Stecklingen beeinträchtigt und dass die 

Auxine IBA und 2,4-D die Bewurzelung effektiver fördern als IAA (Eliasson, 1981; James, 1983; 

Eliasson und Areblad, 1984; Nordström und Eliasson, 1984; Nordström et al., 1991; Ludwig-

Müller et al., 2005). Auch eine zu lange währende Auxin-Applikation kann die Regeneration von 

Adventivwurzeln inhibieren (Jarvis et al., 1983). Dies schien für die Bewurzelung der Petunia-

Stecklinge ebenfalls unerheblich zu sein, da sich eine Auxin-Applikation über den gesamten Zeit-

raum der Bewurzelung gleichwohl stimulierend auf die Wurzelregeneration auswirkte. Vermutlich 

lassen sich die abweichenden Befunde auf verschiedenartige experimentelle Bedingungen zu-

rückführen. So wurden zwar in den einzelnen Untersuchungen ähnliche Mengen der entspre-

chenden Auxine appliziert, indes variieren in der Literatur das Bewurzelungsmedium sowie die 

Lichtverhältnisse, was die Stabilität vor allem der natürlichen Auxine IAA und IBA beeinträchtigen 

kann (Stasinopoulos und Hangarter, 1990; Nordström et al., 1991). Ebenso besteht die Möglich-

keit, dass Aufnahme, Transport und Metabolisierung des Auxins in den Stecklingen der verschie-

denen Spezies nicht identisch ablaufen, sodass die endogenen Gehalte und somit auch die Wir-

kung des Auxins variieren würden. 

Aber auch ohne eine zusätzliche Gabe von Auxin können Stecklinge verschiedener Pflanzen-

Spezies Adventivwurzeln ausbilden, was darin begründet liegt, dass die zu bewurzelnden Steck-

linge nach ihrer Ernte ausreichende Mengen von Auxin in Blättern, Knospen und im apikalen 

Bereich synthetisieren können. Das gebildete Auxin wird sodann in die Wurzelregenerationszone 

transportiert und akkumuliert dort vermehrt bis zur Ausbildung erster Primordien. Während die 

Primordien zu Adventivwurzeln ausdifferenzieren, sind die Auxin-Gehalte in den Stecklingen der 

verschiedenen Spezies niedrig (Brunner, 1978; Gaspar et al., 1990; Koukourikou-Petridou und 

Bangerth, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass Auxin in den Petunia-



Diskussion 

87 

Stecklingen ebenfalls transient akkumulierte, wobei die freie IAA zwei und 24 Stunden nach der 

Ernte Maximalwerte erreichte. Die Analyse der Transkript-Akkumulation eines Auxin-

induzierbaren Gens (DevA-20-C01) bestätigte dies. In Stecklingen von Pisum sativum, Solanum 

lycopersicum oder Phaseolus vulgaris steigen die Gehalte an freier IAA nur einmalig nach der 

Ernte der Stecklinge an. Da man die IAA-Gehalte in den Stecklingen der erwähnten Spezies frü-

hestens 24 Stunden nach der Stecklingsernte ermittelte, ist nicht auszuschließen, dass ein zeiti-

gerer Anstieg direkt nach der Ernte stattfindet, dieser aber nicht erfasst wurde. Der zeitige An-

stieg der IAA in den Petunia-Stecklingen könnte aus dem durch die Ernte verursachten Verwun-

dungsreiz resultieren. So wurde zum Beispiel für Solanum tuberosum nachgewiesen, dass freie 

IAA infolge einer mechanischen Verwundung akkumuliert (Fabbri et al., 2000; Reverberi et al., 

2005). Durch welche Mechanismen bzw. durch welche Signalstoffe die Auxin-Biosynthese dabei 

induziert wird, ist noch nicht bekannt, eine Regulation über die Jasmonate wäre jedoch denkbar 

(siehe auch Punkt(5)). 

Obwohl anhand der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse nicht geklärt werden kann, welcher 

der beiden IAA-Maxima die Adventivwurzelentwicklung in den Petunia-Stecklingen induziert, ist 

für die Induktion mindestens ein transienter Anstieg unabdingbar. Sind die endogenen Auxin-

Gehalte in der Wurzelregenerationszone zu niedrig, regenerieren weniger oder keine Wurzeln 

(Liu und Reid, 1992a; Koukourikou-Petridou und Bangerth, 1997; Garrido et al., 2002; Ludwig-

Müller et al., 2005). Dies konnte auch für Petunia durch die Anwendung von Inhibitoren, die den 

polaren Auxin-Transport unterbinden und dadurch die spezifische Verteilung des Auxins in der 

Stecklingsbasis beeinträchtigen, bestätigt werden. So regenerierten an mit NPA bzw. TIBA be-

handelten Petunia-Stecklingen deutlich weniger Adventivwurzeln als an den Unbehandelten (sie-

he auch Abbildung 3-16 bzw. Abbildung 6-8). Anders verhielt es sich im Hinblick auf das Auxin-

Analogon PCIB, dessen Wirkung auf eine kompetitive Hemmung des Auxin-Rezeptors zurückzu-

führen ist (MacRae und Bonner, 1953; Oono et al., 2003). Eine PCIB-Behandlung hatte keinen 

Einfluss auf die Bewurzelung der Petunia-Stecklinge. Da in Bezug auf die Entwicklung von Ad-

ventivwurzeln bisher keine Daten zur Wirkung von PCIB vorliegen, kann nur vermutet werden, 

dass die verwendeten Konzentrationen nicht optimal gewählt waren.  

 

Neben Auxin beeinflusst auch Ethylen die Regeneration von Adventivwurzeln. Allerdings wird die 

Ethylen-Wirkung in Bezug auf die gezielte Bewurzelung von Stecklingen in der Literatur konträr 

diskutiert (siehe 1.2.2.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zu bewurzelnden Petunia-

Stecklinge nicht direkt mit Ethylen behandelt, sondern es fanden die Ethylen-freisetzenden Sub-

stanzen Ethephon bzw. ACC Verwendung. Trotzdem für beide Substanzen ein ähnliches Wir-

kungsspektrum beschrieben ist, förderte ACC die Wurzelregeneration in Abhängigkeit von der 

Konzentration und Ethephon zeigte wider Erwarten keine Wirkung (siehe auch Abbildung 3-13 

bzw. Abbildung 6-6). Um dieses unerwartete Ergebnis bewerten zu können, wäre es erforderlich, 

den tatsächlichen Umfang der durch die ACC bzw. Ethephon-Behandlung bedingten Ethylen-

Freisetzung zu ermitteln. Die in den Petunia-Stecklingen nachgewiesene konzentrationsabhängi-

ge Wirkung der ACC ist auch für Vigna radiata (Riov und Yang, 1989), Picea abies (Bollmark und 

Eliasson, 1990) oder Helianthus annuus (Liu et al., 1990) beschrieben, wobei die applizierten 

ACC-Mengen mit denen der in dieser Arbeit verwendeten vergleichbar waren. Eine Ausnahme 
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bilden die Helianthus annuus-Stecklinge. Hier regenerieren nur nach einer Gabe sehr geringer 

ACC-Konzentrationen vermehrt Adventivwurzeln. Höhere Konzentrationen wirken sich inhibie-

rend aus (Liu et al., 1990). Eine Ursache dafür könnte sein, dass die Empfindlichkeit gegenüber 

Ethylen in den verschiedenen Spezies variiert. Aber auch die endogenen Auxin-Gehalte scheinen 

für die beschriebene stimulierende Wirkung der ACC nicht ganz unerheblich zu sein. So regene-

rieren an Helianthus annuus-Stecklingen nach einer ACC-Applikation vermehrt Adventivwurzeln. 

Werden jedoch die Auxin-synthetisierenden Organe des Stecklings entfernt und vermindern sich 

dadurch die endogenen Auxin-Gehalte, können keine Adventivwurzeln mehr regenerieren (Liu et 

al., 1990; Liu und Reid, 1992b). Aufgrund der Daten aus der Literatur liegt die Vermutung nahe, 

dass die in dieser Arbeit untersuchten Petunia-Stecklinge ausreichende Mengen Auxin syntheti-

sieren, sodass trotz ACC-Applikation ein günstiges Verhältnis Auxin zu Ethylen besteht. 

Aber auch ohne zusätzliche Applikation von Ethylen-freisetzenden Substanzen kann Ethylen den 

Bewurzelungsprozess über die endogenen Gehalte beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wur-

den in den Petunia-Stecklingen die Gehalte des freigesetzten Ethylens nicht direkt, sondern indi-

rekt über die ACC bestimmt. Die ACC-Gehalte stiegen in den Stecklingen kurz nach der Ernte an 

und erreichten nach 24 Stunden einen Maximalwert. In den Stecklingen anderer Spezies akku-

muliert Ethylen ebenfalls einmalig direkt nach der Stecklingsernte (Coleman et al., 1980; Bollmark 

und Eliasson, 1990; Liu et al., 1990). Der transiente Anstieg der ACC in den Petunia-Stecklingen 

wurde durch die Transkript-Akkumulation eines durch Ethylen induzierbaren Gens (PhAOC1) 

bestätigt. Diesbezüglich fiel jedoch auf, dass das Transkript bereits vor dem ACC-Anstieg schon 

einmal akkumulierte, obgleich der erste Anstieg nicht so ausgeprägt war wie der zweite. Dies 

könnte auf eine zweite frühere Akkumulation des Ethylens hindeuten, obwohl kein zweiter An-

stieg der ACC-Gehalte in den Petunia-Stecklingen nachzuweisen war. In einer Vielzahl von Un-

tersuchungen korrelieren die ermittelten Gehalte der ACC mit denen des freigesetzten Ethylens 

(Bufler et al., 1980; Apelbaum und Yang, 1981; Riov und Yang, 1982; Belles et al., 1989; Hong et 

al., 2004). Es gibt aber auch Hinweise dafür, dass dies nicht immer zutrifft. So sinken zum Bei-

spiel die ACC-Gehalte in Helianthus annuus-Stecklingen, trotzdem eine vermehrte Ethylen-

Freisetzung nachgewiesen ist (Liu et al., 1990). Aufgrund dieser Diskrepanz wäre eine direkte 

Bestimmung der endogenen Ethylen-Gehalte in den Petunia-Stecklingen angeraten. Ferner sollte 

die Transkript-Akkumulation eines anderen durch Ethylen induzierbaren Gens, wie zum Beispiel 

ACS (Swarup et al., 2008) bzw. ETR1 (ETHYLENE RESPONSE 1, Wilkinson et al., 1995), unter-

sucht werden, um den zweimaligen Anstieg des PhACO1-Transkripts zu bestätigen.  

Der transiente Anstieg der ACC bzw. des Ethylens scheint für die Regeneration von Adventiv-

wurzeln unerlässlich zu sein. Wird die Ethylen-Biosynthese oder die Ethylen-Wirkung durch die 

Verwendung geeigneter Inhibitoren unterbunden, regenerieren zum Beispiel Corylus avellana-, 

Helianthus annuus-, Oryza sativa- sowie Vigna radiata-Stecklinge weniger Adventivwurzeln 

(Robbins et al., 1983; Jusaitis, 1986; Liu et al., 1990; Gonzalez et al., 1991; Lorbiecke und Sau-

ter, 1999). Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch für die Petunia-Stecklinge ge-

zeigt werden. So bildeten diese infolge einer AVG bzw. STS-Behandlung weniger Adventivwur-

zeln aus als die unbehandelten Stecklinge (siehe auch Abbildung 3-15 bzw. Abbildung 6-7). Ein 

Grund für die Wirkung der Inhibitoren könnte sein, dass durch die Einschränkung von Ethylen-
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Biosynthese bzw. Ethylen-Wirkung die Empfindlichkeit der Pflanze gegenüber endogenem bzw. 

exogenem Auxin beeinträchtigt wird. Die reduzierte Auxin-Empfindlichkeit bewirkt wiederum, dass 

das Vermögen der Stecklinge, Adventivwurzeln zu regenerieren, abnimmt (Robbins et al., 1983; 

Robbins et al., 1985; Jusaitis, 1986; Liu und Reid, 1992b; Visser et al., 1996; Smalle und 

Straeten, 1997). Eine reduzierte Auxin-Empfindlichkeit kann auch durch eine gestörte Ethylen-

Erkennung bedingt sein (Shibuya et al., 2004; Negi et al., 2010). So konnte Clark et al. (1999) 

zeigen, dass Stecklinge von Ethylen-unempfindlichen transgenen Petunia-Pflanzen keine oder 

nur vereinzelt Adventivwurzeln regenerieren und dies auch nicht durch eine Applikation von Auxin 

geändert werden kann.  

Somit konnte mit Hilfe der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse für die Modell-Pflanze Petu-

nia bestätigt werden, dass sowohl Auxin als auch Ethylen die Regeneration von Adventivwurzeln 

fördern und dass beide Phytohormone in bestimmten Mengen in den Stecklingen vorliegen müs-

sen, um diese erfolgreich zu bewurzeln. Aber nicht nur die Regeneration der Wurzeln an sich, 

sondern auch das Längenwachstum der Adventivwurzeln wird durch beide Phytohormone beein-

flusst. So hatte eine Behandlung der Petunia-Stecklinge mit Auxin bzw. Ethylen-freisetzenden 

Substanzen eine Verminderung der durchschnittlichen Wurzellänge zur Folge. Diese inhibierende 

Wirkung ist sowohl für das Längenwachstum von Primär- als auch für das von Adventivwurzeln 

beschrieben (Krishnamoorthy, 1970; Riov und Yang, 1989). Die genaue Wirkung beider Phyto-

hormone auf das Längenwachstum ist jedoch lediglich für Primärwurzeln ausführlich untersucht, 

obgleich eine ähnliche Regulation in den Adventivwurzeln möglich erscheint. Bei Verwendung 

von sehr niedrigen Auxin-Konzentrationen wird das Längenwachstum von Primärwurzeln geför-

dert (Dubucq et al., 1978). Höhere Konzentrationen wirken unabhängig von der Art des verwen-

deten Auxins stets inhibierend (Krishnamoorthy, 1970; Rauser und Horton, 1975; Dubucq et al., 

1978; Zolman et al., 2000; Rahman et al., 2001; Woodward und Bartel, 2005; Ruzicka et al., 

2007). So beeinträchtigt eine Auxin-Applikation die vertikale und fördert die horizontale Zellaus-

dehnung, sodass die Wurzelspitzen anschwellen und das Längenwachstum stagniert (Aberg, 

1957; Chadwick und Burg, 1967; Rauser und Horton, 1975; Eliasson et al., 1989; Rahman et al., 

2001; Ruzicka et al., 2007). Anfangs vermutete man, dass Ethylen die Auxin-Wirkung vermittelt. 

Die durch Auxin induzierte Freisetzung des Ethylens korreliert in Bezug auf Geschwindigkeit und 

Ausmaß jedoch nicht mit der Reduktion der Wurzelwachstumsrate (Bucher und Pilet, 1983), so-

dass man von einer direkten Wirkung des Auxins ausgeht (Eliasson et al., 1989). Die infolge ei-

ner Ethylen-Behandlung verminderte Wachstumsrate der Wurzeln (Chadwick und Burg, 1967; 

Krishnamoorthy, 1970; Negi et al., 2008) wird indes nicht direkt über Ethylen, sondern über die 

Biosynthese und die Signalwirkung des Auxins vermittelt (Burg und Burg, 1967; Rauser und Hor-

ton, 1975; Konings und Jackson, 1979; Eliasson et al., 1989; Riov und Yang, 1989; Le et al., 

2001; Rahman et al., 2001; Stepanova et al., 2005; Stepanova et al., 2007). So stimuliert Ethylen 

die Biosynthese und den basipetalen Transport des Auxins, wodurch dieses im meristematischen 

Gewebe der Wurzelspitze akkumuliert. Dies führt wiederum zur Inhibierung des Längenwachs-

tums. Analog dazu hat Ethylen in Mutanten, welche in der Auxin-Erkennung bzw. im basipetalen 

Auxin-Transport gestört sind, keinen Einfluss auf die endogenen Gehalte des Auxins in der Wur-

zel und beeinflusst somit auch nicht deren Längenwachstum (Ruzicka et al., 2007; Swarup et al., 

2007). 
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(5) EINE BEHANDLUNG VON PETUNIA-STECKLINGEN MIT JASMONSÄURE BEEINTRÄCHTIGT DIE 

REGENERATION VON ADVENTIVWURZELN UND INHIBIERT DEREN LÄNGENWACHSTUM 

 

Eine Wirkung von Jasmonaten im Prozess der Adventivwurzelentwicklung ist bisher kaum unter-

sucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe von pharmakologischen Experimenten gezeigt 

werden, dass Jasmonate diesen pflanzlichen Entwicklungsprozess beeinträchtigen. So regene-

rierten an mit Jasmonaten behandelten Petunia-Stecklingen weniger oder keine Adventivwurzeln 

und auch die durchschnittliche Länge der regenerierten Wurzeln war infolge der Jasmonat-

Behandlung reduziert (siehe auch Abbildung 3-9 bzw. Abbildung 3-10). Der Aspekt, dass Jasmo-

nate das Längenwachstum an sich und im Speziellen das von Wurzeln inhibieren, ist bereits in 

einer Vielzahl von Untersuchungen beschrieben (Yamane et al., 1981; Tung et al., 1996; Moons 

et al., 1997; Wang et al., 2002b; Toro et al., 2003; Sun et al., 2009) und resultiert aus morpholo-

gischen Veränderung, wie dem Integritätsverlust des meristematischen Gewebes, einer vermin-

derten Zellteilungsrate sowie der Inhibierung der Zellstreckung (Tung et al., 1996; Kim et al., 

2007). Andererseits kann das Wurzellängenwachstum bei Verwendung niedriger Jasmonat-

Konzentrationen gefördert werden (Tung et al., 1996; Pelacho et al., 1997; Toro et al., 2003). 

Diese von der Jasmonat-Konzentration abhängige Wirkung ist auch für die Initiation und Entwick-

lung von Lateralwurzeln beschrieben (Tung et al., 1996; Wang et al., 2002b; Toro et al., 2003; 

Sun et al., 2009) und auch in einigen wenigen Untersuchungen konnte eine konzentrationsab-

hängige Wirkung von Jasmonaten in Bezug auf die Regeneration von Adventivwurzeln nachge-

wiesen werden. So inhibieren höhere Jasmonat-Konzentrationen (mikromolarer Bereich) die Be-

wurzelung von Oryza sativa- bzw. Brassica oleracea-Stecklingen, andererseits wirken sich gerin-

ge Mengen (nano bzw. niedriger mikromolarer Bereich) förderlich auf die Wurzelregeneration aus 

(Moons et al., 1997). Die fördernde Wirkung der Jasmonate konnte für die Petunia-Stecklinge im 

Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden, trotzdem für die pharmakologischen Experi-

mente ähnliche Konzentrationen zur Anwendung kamen, wie die in der Literatur angegebenen. 

Eine Ursache dafür könnte sein, dass die Empfindlichkeit gegenüber Jasmonaten in den ver-

schiedenen Spezies variiert.  

 

In Bezug auf die Bewurzelung der Petunia-Stecklinge ist für den beschriebenen inhibierenden 

Effekt eine direkte aber auch eine indirekte Wirkung der Jasmonate denkbar. Wie bereits unter 

Punkt (2) diskutiert, werden die endogenen Gehalte der Jasmonate durch verschiedene Regula-

tionsmechanismen beeinflusst. Die dadurch bewirkte spezifische Verteilung in den entsprechen-

den Geweben ist für eine Vielzahl von pflanzlichen Entwicklungsprozessen von Bedeutung. Grö-

ßere Abweichungen der endogenen Jasmonat-Gehalte könnten somit die Entwicklung bzw. das 

Wachstum der Pflanze beeinträchtigen. Dieser Aspekt ist bereits für andere an der Adventivwur-

zelentwicklung beteiligte Phytohormone wie Auxin, Ethylen und Cytokinin beschrieben. So fördert 

eine Behandlung mit hohen Auxin-Konzentrationen die Bewurzelung von Stecklingen und niedri-

ge endogene Gehalte wirken sich inhibierend aus. Umgekehrt begünstigen geringe Ethylen- bzw. 

Cytokinin-Konzentrationen den Bewurzelungsprozess und hohe Konzentrationen hemmen die-

sen. Aber nicht nur die endogenen Gehalte der Phytohormone an sich, sondern auch die Ver-

hältnisse der einzelnen Phytohormone untereinander beeinflussen die Stecklingsbewurzelung. 
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So ist zum Beispiel ein Verhältnis viel Auxin zu wenig Cytokinin bzw. viel Auxin zu wenig Ethylen 

für die Regeneration von Adventivwurzeln von Bedeutung (siehe auch 1.2.2). Und so könnte 

auch ein feinabgestimmtes Verhältnis von Jasmonat zu Auxin bzw. Ethylen für die Adventivwur-

zelentwicklung eine Rolle spielen. Da Jasmonate, ähnlich wie Cytokinin oder Ethylen, scheinbar 

inhibierend wirken, liegt die Vermutung nahe, dass ein Verhältnis viel Auxin zu wenig Jasmonat 

förderlich für die Regeneration von Adventivwurzeln zu sein scheint. In den Petunia-Stecklingen 

akkumulierten sowohl Auxin als auch Jasmonat während der Induktionsphase, wobei beide Phy-

tohormone direkt nach der Stecklingsernte ein Maximum durchliefen. Ferner war für Auxin ein 

zweiter späterer Anstieg nachzuweisen (siehe auch Abbildung 3-4 bzw. Abbildung 3-7). Sollte 

dieser zweite Anstieg die Induktion der Wurzelregeneration bedingen, wäre zu diesem Zeitpunkt 

ein Verhältnis viel Auxin zu wenig Jasmonat gegeben. Dieses günstige Verhältnis würde nicht 

mehr bestehen, wenn zum Beispiel die endogenen Gehalte der Jasmonate durch eine Applikati-

on erhöht wären. Dieser Mechanismus erscheint möglich, da sich infolge einer Jasmonat-

Applikation an den Petunia-Stecklingen weniger Adventivwurzeln regenerierten. Ferner würde für 

diese Vermutung sprechen, dass die durch die Jasmonat-Applikation bedingte inhibierende Wir-

kung durch eine gleichzeitige Gabe von Auxin ausgeglichen werden konnte. Dabei schien die 

inhibierende Wirkung der JA weniger dominant zu sein als die stimulierende Wirkung von Auxin, 

da JA die Auxin-Wirkung bei gleichzeitiger Applikation nicht beeinträchtigte (siehe auch Abbil-

dung 3-12). Ein ähnlicher Befund ist auch für Panax ginseng beschrieben. Eine alleinige Applika-

tion von Methyl-JA inhibiert die Entwicklung von Adventivwurzeln. Wird zusätzlich zu Methyl-JA 

Auxin appliziert, fördert dies die Wurzelentwicklung (Kim et al., 2007). Die hier diskutierte Mög-

lichkeit einer antagonistischen Wechselwirkung von Auxin und Jasmonat wird durch den Sach-

verhalt gestützt, dass die inhibierende Wirkung der JA stärker ausfiel, nachdem die spezifische 

Verteilung bzw. die endogenen Gehalte des Auxins durch die Verwendung geeigneter Inhibitoren 

verändert waren und somit kein Ausgleich der inhibierenden Wirkung möglich war.  

Eine ähnliche Wechselwirkung wäre auch für Jasmonate und Ethylen denkbar. So erreichten die 

ACC-Gehalte 24 Stunden nach der Stecklingsernte ein Maximum. Zu diesem Zeitpunkt fielen die 

endogenen Gehalte der Jasmonate vergleichsweise niedrig aus (siehe auch Abbildung 3-4 bzw. 

Abbildung 3-8). Somit wäre zu diesem Zeitpunkt ein Verhältnis viel Ethylen bzw. ACC zu wenig 

Jasmonat gegeben. Für eine antagonistische Wechselwirkung würde ebenfalls sprechen, dass 

die durch die Jasmonate bedingte Inhibierung der Wurzelregeneration durch eine zusätzliche 

Gabe von Ethylen-freisetzenden Substanzen ausgeglichen wurde und die inhibierende Wirkung 

der Jasmonate stärker ausfiel, wenn die Freisetzung von Ethylen durch das Verwenden geeigne-

ter Inhibitoren verhindert wurde. 

 

Neben der direkten Wirkung über die endogenen Gehalte könnten die Jasmonate auch indirekt 

auf den Prozess der Adventivwurzelentwicklung einwirken, indem sie die Biosynthese oder die 

Signalweiterleitung anderer Phytohormone beeinflussen. Solch ein indirekter Einfluss der Jasmo-

nate ist für den Prozess der Lateralwurzelentwicklung beschrieben. So ist mit Hilfe von Applikati-

onsexperimenten gezeigt, dass die Auxin-Biosynthese durch Jasmonate induziert werden kann 

(Dombrecht et al., 2007; Sun et al., 2009). Für die Biosynthese von Auxin wird die Trp-

Biosynthese als kritischer Schritt bzw. als Voraussetzung angesehen. Im ersten Schritt dieses 
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Biosynthesewegs wird die Umsetzung von Chorismat und Glutamin zu Anthranilat durch die 

Anthranilatsynthase katalysiert. Die Expression der für die α- bzw. β-Untereinheit der 

Anthranilatsynthase kodierenden Gene ASA1 (ANTHRANILATE SYNTHASE α1) und ASB1 

(ANTHRANILATE SYNTHASE β1) ist durch Methyl-JA induzierbar (Sasaki et al., 2001; Devoto et 

al., 2005; Sun et al., 2009). Dies hat eine Aktivierung der Trp- und daraus resultierend die Aktivie-

rung der Auxin-Biosynthese zur Folge und führt zur Akkumulation freier IAA in Spross und Wurzel 

(Sun et al., 2009). Der Mechanismus wurde mit Hilfe von asa1-Mutanten bestätigt. In diesen Mu-

tanten wird die durch Jasmonate induzierbare Expression von ASA1 und folglich auch die Akku-

mulation von Trp blockiert, sodass weniger Auxin im Basalmeristem der Wurzel nachzuweisen ist 

(Sun et al., 2009). Dies beeinträchtigt wiederum die Entwicklung von Lateralwurzeln. So nimmt 

man an, dass Jasmonate die Trp- bzw. Auxin-Biosynthese aktivieren und dadurch die Ausbildung 

von Lateralwurzeln fördern (Sun et al., 2009).  

Aber nicht nur die Auxin-Biosynthese, sondern auch der polare Auxin-Transport (PAT), ist für den 

Prozess der Lateralwurzelentwicklung relevant. Der PAT reguliert die Rate des interzellulären 

Auxin-Flusses, was zu einer spezifischen Verteilung des Auxins in der Wurzel führt und somit für 

Initiation und Entwicklung der Wurzeln essentiell ist. Wird der PAT durch die Verwendung geeig-

neter Inhibitoren gestört, ändert sich die spezifische Verteilung des Auxins und die Entwicklung 

der Lateralwurzeln kann gestört werden. Dem PAT ordnet man drei Klassen von Auxin-Transport-

Proteinen zu: P-Glykoproteine, AUXIN RESISTANT1/LIKE AUX1 sowie PIN-FORMED (PIN) 

(Blakeslee et al., 2007; Titapiwatanakun und Murphy, 2009). Letztere können auch durch Methyl-

JA transkriptional und translational reguliert sein. So nimmt zum Beispiel nach einer Methyl-JA-

Behandlung das Proteinvorkommen von PIN1 und PIN2 ab und die subzelluläre Verteilung von 

PIN2 ändert sich (Sun et al., 2009; Sun et al., 2011). Jasmonate können den für die Lateralwur-

zelentwicklung wichtigen PAT aber auch über die Flavonoid-Biosynthese beeinträchtigen. So wird 

die Expression von Genen, die für Enzyme der Flavonoid-Biosynthese kodieren, infolge einer 

Methyl-JA-Applikation induziert (Gundlach et al., 1992; Alonso et al., 2003). Weiterhin stimulieren 

Jasmonate die Synthese verschiedener Flavonoide. So akkumuliert zum Beispiel nach einer Be-

handlung mit Methyl-JA in Medicago truncatula-Zellkulturen das Isoflavonoid Medicarpin 

(Naoumkina et al., 2007), in Nicotiana tabacum-Zellkulturen Scopoletin (Sharan et al., 1998) und 

in Tulipa gesneriana-Pflanzen Anthocyanin (Saniewski et al., 1998). Durch die erhöhten 

Flavonoid-Gehalte wird der PAT in einer ähnlichen Art und Weise beeinträchtigt, wie dies für eine 

Applikation von Auxin-Transport-Inhibitoren beschrieben ist (Besseau et al., 2007). Da sich trotz 

des durch die Jasmonate beeinträchtigen PATs Lateralwurzeln entwickeln, scheint die für die 

Lateralwurzelentwicklung unabdingbare Akkumulation des Auxins im Basalmeristem nicht so 

stark gestört zu sein wie dies beispielsweise durch spezifische Inhibitoren des Auxin-Transports 

möglich wäre. Ferner wird der gestörte PAT durch die Jasmonat-induzierte gesteigerte Biosyn-

these von Trp bzw. Auxin ausgeglichen (Sun et al., 2009).  

In Bezug auf das Wachstum von Primärwurzeln scheint die Regulation etwas anders abzulaufen. 

Auch hier ist der PAT für die spezifische Verteilung des Auxins in der Wurzel von Bedeutung. Das 

Längenwachstum der Primärwurzeln wird jedoch über die Verteilung des Auxins im 

Apikalmeristem reguliert. Dieses reagiert auf eine vermehrte Akkumulation von Auxin empfindli-
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cher als das Basalmeristem (Stepanova et al., 2005). Würde infolge einer Jasmonat-Applikation 

vermehrt Auxin synthetisiert und gleichzeitig der polare Transport gestört, kann die spezifische 

Verteilung des Auxins in der Wurzel nicht mehr sichergestellt werden und die hohen endogenen 

Auxin-Gehalte im Apikalmeristem inhibieren das Längenwachstum der Primärwurzeln (Stepanova 

et al., 2005; Dombrecht et al., 2007). Ein ähnlicher Wirkmechanismus erscheint auch für die Re-

generation von Adventivwurzeln möglich. So ist nicht auszuschließen, dass auch für diesen Ent-

wicklungsprozess eine spezifische Verteilung von Auxin in der Wurzelregenerationszone essenti-

ell ist. Würde man den PAT infolge einer Jasmonat-Behandlung über die PIN-Transporter oder 

über ein erhöhtes Flavonoid-Vorkommen stören, wäre eine spezifische Verteilung von Auxin in 

der Wurzelregenerationszone nicht mehr sichergestellt. Daraus resultierend würden an den zu 

bewurzelnden Stecklingen weniger oder keine Adventivwurzeln regenerieren.  

 

Aber nicht nur die durch Jasmonate beeinflusste Biosynthese bzw. der polare Transport des Au-

xins, auch Überschneidungen hinsichtlich der Signalerkennung und –Weiterleitung könnten für 

die Regulation der Adventivwurzelentwicklung eine Rolle spielen. Der SCF transport inhibitor 

response 1 (SCF
TIR1

)-Komplex ist für die Signalerkennung sowie die Signalweiterleitung des Au-

xins essentiell. Infolge einer vermehrten Auxin-Freisetzung bindet der SCF
TIR1

-Komplex den 

repressor Aux/IAA und führt diesen dem Ubiquitin-Ligase-vermittelten Abbau durch das 

26S Proteasom zu. Dadurch werden die entsprechenden Transkriptionsfaktoren frei und die Ex-

pression von Auxin-induzierbaren Gene wird möglich. Der Weg der Signalerkennung bzw. –

weiterleitung der Jasmonate ist dem des Auxins sehr ähnlich. Das von der JA abgeleitete AS-

Konjugat JA-Ile wird durch den COI1-JAZ-Rezeptorkomplex erkannt (Sheard et al., 2010). COI1 

ist wie TIR1 ebenfalls ein F-Box Protein (Xie et al., 1998), welches zusammen mit SKP1, RBX1 

und Cullin1 den SCF
COI1

-Komplex bildet. Zielproteine des SCF
COI1

-Komplexes wiederum sind die 

JAZ-Proteine. Eine vermehrte Freisetzung von JA-Ile fördert die Bindung von COI1 und JAZ-

Proteinen und somit deren Ubiquitin-vermittelten Abbau. Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel 

MYC2, werden dadurch frei und die Expression der entsprechenden Gene wird induziert. Die 

Expression von JAZ1 kann aber nicht nur durch Jasmonate, sondern auch durch Auxin induziert 

werden (Grunewald et al., 2009). Die Auxin-induzierbare Expression ist dabei von der JA-

Signalweiterleitung unabhängig und wird über Aux/IAA reguliert. Da Auxin die Stabilität von JAZ1 

nicht beeinträchtigt, gehen die Autoren davon aus, dass Jasmonate und Auxin in Bezug auf die 

Regulation von JAZ1 unterschiedlich agieren (Grunewald et al., 2009). Wie bereits erwähnt, be-

einflusst JAZ1 unter anderem die Aktivität des Transkriptionsfaktors MYC2 und dieser kann als 

ein positiver Regulator der Lateralwurzelentwicklung agieren (Yadav et al., 2005). Aufgrund des-

sen, dass JAZ1 ebenfalls an der Entwicklung der Lateralwurzeln beteiligt zu sein scheint, vermu-

tet man, dass JAZ1 sowohl durch Jasmonate als auch durch Auxin genutzt wird, um über MYC2 

die Expression entsprechender Gene zu regulieren und dadurch zum Beispiel die Entwicklung 

von Lateralwurzeln zu beeinflussen (Grunewald et al., 2009). Somit könnten Jasmonate über die 

Induktion der Auxin-Biosynthese oder über den polaren Auxin-Transport in die Adventivwurze-

lentwicklung eingreifen. Aber auch Überschneidungen im Hinblick auf die Signalweiterleitung von 

Jasmonat bzw. Auxin könnten ursächlich sein. 
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Es besteht aber auch die Möglichkeit, dass Jasmonate zusammen mit Ethylen in die Regulation 

der Adventivwurzelentwicklung eingreifen. So ist bereits für verschiedene pflanzliche Prozesse 

eine interagierende Wirkung beider Phytohormone beschrieben. Zum Beispiel interagieren Jas-

monate und Ethylen im Prozess des durch Ozon induzierten Zelltods (Overmyer et al., 2000; Rao 

et al., 2000; Tuominen et al., 2004), in der Entwicklung des apikalen Hakens (Ellis und Turner, 

2001, 2002; Wang et al., 2002a) sowie in der Reaktion der Pflanze auf Verwundung (Rojo et al., 

1999) antagonistisch. Für die Abwehr von nekrotrophen Pathogenen wie Botrytis cinerea oder 

Plectosphaerella cucumerina ist eine synergistische Wirkung beider Phytohormone beschrieben 

(Norman-Setterblad et al., 2000; Turner et al., 2002; Wang et al., 2002a). So resultiert aus einer 

Infektion mit den erwähnten Pathogenen eine Akkumulation von endogenem Ethylen sowie Jas-

monat, aufgrund dessen der Transkriptionsfaktor ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1) 

aktiviert wird (Lorenzo et al., 2003). Dieser induziert die Expression nachgeschalteter Gene, wie 

zum Beispiel PR1b bzw. PR5 (Pathogenesis-related) sowie PDF1.1 bzw. PDF1.2 (Plant 

defensin), deren Genprodukte die Ausbreitung der Infektion verhindern (Xu et al., 1994; 

Penninckx et al., 1996; Penninckx et al., 1998). Aber auch für die antagonistische Wirkung von 

Jasmonaten und Ethylen in der Reaktion der Pflanze auf Verwundung spielt der Transkriptions-

faktor ERF1 eine zentrale Rolle (Lorenzo et al., 2004). Bedingt durch einen Verwundungsreiz 

oder durch die Applikation von Jasmonaten wird die Expression bestimmter Gene wie VSP2 (Ve-

getative storage protein 2), LOX3, und TAT (Tyrosine aminotransferase) induziert. Dagegen ver-

hindert Ethylen die Expression dieser Gene (Rojo et al., 1999; Shoji et al., 2000; Ellis und Turner, 

2001; Lorenzo et al., 2004; Tuominen et al., 2004). Die antagonistische Wirkung von Jasmonat 

und Ethylen in der Reaktion der Pflanze auf Verwundung ist sicher für den durch die Ernte der 

Petunia-Stecklinge verursachten Verwundungsreiz von Bedeutung. Ob dies jedoch die nachfol-

gende Regeneration von Adventivwurzeln beeinträchtigt, kann anhand der vorliegenden Daten 

nicht gesagt werden. Ebenso ist nicht klar, ob sich die Signalweiterleitung der Jasmonate bzw. 

des Ethylens unabhängig vom Verwundungsereignis im Hinblick auf die Wurzelentwicklung be-

dingen.  

Schlussendlich ist es sehr wahrscheinlich, dass Wechselwirkungen zwischen Jasmonat und Au-

xin bzw. Jasmonat und Ethylen für den Prozess der Adventivwurzelentwicklung von Bedeutung 

sind. Dabei können die in diesem Abschnitt diskutierten Möglichkeiten von Interaktionen gleich-

zeitig ablaufen oder sie bedingen sich gegenseitig und beeinflussen somit die Regeneration von 

Adventivwurzeln. 

 

Trotzdem die Behandlung der Petunia-Stecklinge mit Jasmonaten erste Hinweise auf eine mögli-

che Wirkung dieses Phytohormons im Hinblick auf die Regeneration von Adventivwurzeln gibt, ist 

dieser Ansatz differenziert zu betrachten. Das Applizieren exogener Substanzen wird durch Fak-

toren wie zum Beispiel die Aufnahme, den Transport und die Metabolisierung der applizierten 

Substanzen beeinflusst und kann so die Interpretation der Ergebnisse erschweren. Ebenso ist 

davon auszugehen, dass die Menge der entsprechenden Substanz meist unphysiologisch ist und 

für die Pflanze sogar toxisch sein kann. So ist nicht klar zu definieren, ob es sich um eine Regula-

tion des zu untersuchenden Prozesses oder um den Schutz der Pflanze vor der toxischen Dosis 

handelt. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe eines zweiten Lösungsan-
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satzes untersucht, ob eine modulierte Jasmonat-Biosynthese die Ausbildung von Adventivwur-

zeln in Petunia-Stecklingen beeinflusst. Hierfür wurde versucht, die Kapazität der Biosynthese 

über das Jasmonat-Biosynthese-Enzym AOC zu erhöhen und dadurch die Jasmonat-Gehalte in 

Petunia zu verändern. In den die AOC überexprimierenden Pflanzen, sollten somit vermehrt 

Jasmonate akkumulieren. Da die Jasmonat-Biosynthese über die Verfügbarkeit des Substrats 

reguliert wird, war davon auszugehen, dass die Jasmonate erst nach einem Stimulus vermehrt 

nachzuweisen sein würden (siehe auch Punkt (2)). Trotz der erhöhten AOC-Transkript-

Akkumulation waren wider Erwarten keine Änderungen in Bezug auf das Proteinvorkommen so-

wie auf die in pflanzlichen Proteinrohextrakten enthaltende enzymatische Aktivität der AOC nach-

zuweisen. Demzufolge konnte auch nicht damit gerechnet werden, dass sich die Kapazität der 

Jasmonat-Biosynthese und somit die endogenen Jasmonat-Gehalte nach einem Verwundungs-

reiz erhöhen. Die Frage, warum sich die erhöhte Akkumulation des AOC-Transkripts nicht auf 

Ebene des Proteins niederschlug, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beantwortet wer-

den. Eine Regulation zur Begrenzung des AOC-Vorkommens ist eher unwahrscheinlich, da der 

Ansatz der AOC-Überexpression in Solanum lycopersicum bereits erfolgreich zur Anwendung 

kam und dort ein solcher Regulationsmechanismus nicht beschrieben wurde (Stenzel et al., 

2003a; Miersch et al., 2004).  

 

(6) EINE REDUKTION DER ENDOGENEN JASMONAT-GEHALTE VERZÖGERT DEN BEGINN DER 

WURZELREGENERATION 

 

Wie unter Punkt (5) diskutiert, ist ein durch eine Applikation hervorgerufener Überschuss an Jas-

monaten nicht förderlich für die Regeneration von Adventivwurzeln. Dieser Sachverhalt schließt 

eine mögliche Funktion der Jasmonate im Prozess der Wurzelregeneration jedoch nicht aus. So 

ist es vorstellbar, dass bestimmte endogene Jasmonat-Gehalte notwendig sind, um die Petunia-

Stecklinge erfolgreich zu bewurzeln. Auf jeden Fall müssten sich zu niedrige Jasmonat-Gehalte 

ungünstig auf die infolge der Ernte verursachte Verwundungsreaktion auswirken. Um diesbezüg-

lich Aussagen machen zu können, wurden transgene Pflanzen generiert. In diesen sollte das 

Genprodukt der PhAOC über den Mechanismus der RNAi reduziert werden, um somit die endo-

genen Jasmonat-Gehalte zu minimieren. Die endogenen Gehalte wurden bereits in anderen 

Pflanzen-Spezies wie Medicago truncatula oder Solanum lycopersicum sowohl über den Mecha-

nismus der RNAi als auch über den der Antisense-Expression erfolgreich vermindert (Stenzel et 

al., 2003a; Isayenkov et al., 2005; Zdyb et al., 2011) und auch im Rahmen dieser Arbeit wurde 

der RNAi-Effekt in Petunia erfolgreich angewendet. In den PhAOC-RNAi-Pflanzen waren sowohl 

die Transkript-Akkumulation der PhAOC als auch das Proteinvorkommen und die in pflanzlichen 

Proteinrohextrakten enthaltene enzymatische Aktivität der AOC reduziert. Dies wirkte sich wie 

erwartet auf die endogenen Jasmonat-Gehalte aus, die in den Stecklingen der PhAOC-RNAi-

Pflanzen ebenfalls niedriger waren als die in denen der Kontroll-Pflanzen. Die reduzierten endo-

genen Jasmonat-Gehalte der PhAOC-RNAi-Pflanzen hatten wie auch in Medicago truncatula 

(Isayenkov et al., 2005) keine Änderungen im Phänotyp der adulten Pflanzen zur Folge, wirkten 

sich aber auf die Bewurzelung der von den PhAOC-RNAi-Pflanzen stammenden Stecklinge aus. 
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So regenerierten diese weniger Wurzeln als die Stecklinge der Kontroll-Pflanzen. Auf das Län-

genwachstum der Adventivwurzeln hatte der RNAi-Effekt keinen Einfluss. Aufgrund dieser Be-

funde lässt sich vermuten, dass die reduzierten Jasmonat-Gehalte nicht die Wurzelregeneration 

an sich unterbinden, sondern dass die reduzierte Wurzelanzahl eher auf eine Verschiebung des 

Induktionszeitpunkts zurückzuführen ist. Dies wird auch in Bezug auf die Anzahl der nachgewie-

senen Primordien in der Wurzelregenerationszone deutlich. In den Stecklingen der PhAOC-RNAi-

Pflanzen waren eine Woche nach der Ernte kaum Primordien nachzuweisen. Aber bereits ein 

Woche später hatte sich die Anzahl der Primordien an die der Kontroll-Pflanzen angeglichen und 

der RNAi-Effekt wurde nur noch anhand der verminderten Anzahl sichtbarer Wurzeln deutlich 

(siehe auch Abbildung 3-30). 

 

Durch welche Mechanismen die Verzögerung ausgelöst wird, ist nicht bekannt, eine Wechselwir-

kung zwischen Jasmonat und Auxin bzw. Ethylen ist jedoch nicht wahrscheinlich. Eine Jasmonat-

Applikation kann eine vermehrte Synthese von Auxin (siehe auch Punkt (5)) bzw. Ethylen zur 

Folge haben (Saniewski und Czapski, 1990; Saniewski et al., 1998; Skrzypek et al., 2005). Somit 

wäre es vorstellbar, dass der durch die Stecklingsernte verursachte transiente Anstieg der Jas-

monate die Biosynthese beider Phytohormone induziert. Da die Jasmonate in den Stecklingen 

der PhAOC-RNAi-Pflanzen kaum akkumulierten, müssten dementsprechend auch die Gehalte 

von Auxin bzw. Ethylen beeinflusst sein. Dies traf jedoch nicht zu. In den Stecklingen der 

PhAOC-RNAi-Pflanzen akkumulierten freie IAA sowie ACC in ähnlicher Art und Weise wie in 

denen der Kontroll-Pflanzen. Demzufolge ist von einer Wechselwirkung zwischen Jasmonat und 

Auxin sowie zwischen Jasmonat und Ethylen nur auszugehen, wenn die endogenen Gehalte in 

den Stecklingen durch eine Jasmonat-Applikation erhöht vorliegen (siehe auch Punkt(5)).  

Für eine verzögerte Induktion der Wurzelentwicklung könnte eine veränderte Kohlenhydrat-

Verteilung im Steckling ursächlich sein. Kohlenhydrate sind als Baustoff und als Energiequelle für 

eine Vielzahl von Entwicklungs- und Wachstumsprozessen von Bedeutung, spielen aber auch als 

Signalmoleküle eine Rolle. So reguliert Saccharose die Verteilung der Kohlenhydrate in der 

Pflanze (Roitsch, 1999; Smeekens, 2000), kann aber auch die Expression einer Vielzahl von 

Genen beeinflussen (Koch, 1996; Smeekens, 1998). Die Verteilung der Kohlenhydrate variiert in 

den verschiedenen pflanzlichen Geweben und beeinflusst dadurch das Wachstum und die Ent-

wicklung. In höheren Pflanzen findet die CO2-Fixierung vornehmlich in Mesophyll-Zellen des vol-

lentwickelten Blattes statt (source-Gewebe). Wiederum heterotrophe Zellen von Wurzeln oder 

reproduktive Strukturen und Speicher haben einen erhöhten Bedarf an Kohlenhydraten und sind 

somit auf eine Versorgung mit selbigen angewiesen (sink-Gewebe). Die Haupttransportform der 

Kohlenhydrate ist die Saccharose. Saccharose wird im source-Gewebe aktiv in das Phloem 

transportiert und im sink-Gewebe erfolgt dessen passive Entladung. Dabei nehmen die Zellen 

des sink-Gewebes die Saccharose entweder direkt über einen Saccharose-Transporter auf oder 

die Saccharose wird durch Zellwand-gebundene Invertasen in Glukose und Fruktose hydrolysiert 

und über einen Monosaccharid-Transporter in die Zelle eingebracht (Truernit et al., 1996; Wil-

liams et al., 2000). Dadurch wird die sink-Stärke in den entsprechenden Geweben aufrechterhal-

ten. Dieses Aufrechterhalten der sink-Stärke und das daraus resultierende Sicherstellen der Koh-

lenhydrat-Versorgung sind für das Wachstum von Primär- und Lateralwurzeln essentiell 



Diskussion 

97 

(Bingham et al., 1997; Nagel et al., 2006). Aber auch für die Regeneration von Adventivwurzeln 

muss eine ausreichende Versorgung mit Kohlenhydraten gewährleistet sein. Nach dem vollstän-

digen Abtrennen des Stecklings von der Mutterpflanze ist es zunächst nötig, den sink-Status in 

der Wurzelregenerationszone der Stecklinge zu etablieren und diesen nachfolgend zu erhalten. 

Dies beeinflusst wiederum die Biosynthese und den Transport der Kohlenhydrate, sodass die 

endogenen Gehalte während der Adventivwurzelentwicklung in der Stecklingsbasis ansteigen 

(Altman und Wareing, 1975; Okoro und Grace, 1976; Hansen et al., 1978; Veierskov et al., 1982; 

Ahkami et al., 2009). Werden die photosynthetisch aktiven Organe des Stecklings entfernt, beein-

trächtigt dies die Versorgung des sink-Gewebes mit Kohlenhydraten und es regenerieren keine 

Adventivwurzeln. Dies kann nur durch eine zusätzliche Gabe von Kohlenhydraten teilweise oder 

vollständig ausgeglichen werden (Overbeek et al., 1946; Nanda et al., 1971; Veierskov et al., 

1976; Fabijan et al., 1981). Ähnlich verhält es sich, wenn Stecklinge im Dunkeln bewurzelt wer-

den. So bilden sich nur nach einer zusätzlichen Kohlenhydrat-Applikation Adventivwurzeln aus 

(Nanda und Jain, 1971; Lovell et al., 1972; Lovell et al., 1973; Eliasson, 1978; Bhattacharya und 

Kumar, 1980; Takahashi et al., 2003). Andererseits inhibiert ein Zuviel an Kohlenhydraten die 

Wurzelregeneration. Ist die photosynthetische Aktivität der Stecklinge ausreichend, wirkt sich 

eine Applikation von Kohlenhydraten inhibierend auf die Adventivwurzelentwicklung aus oder es 

ist keine Wirkung nachzuweisen (Bachelard und Stowe, 1962; Nanda et al., 1971; Lovell et al., 

1972; Lovell et al., 1973; Takahashi et al., 2003).  

Die Verteilung der Kohlenhydrate in den Stecklingen kann aber nicht nur über die Kohlenhydrate 

an sich sondern auch über die Wirkung von Phytohormonen beeinflusst sein. So steigen die en-

dogenen Gehalte von löslichen Zuckern in der Wurzelregenerationszone von Stecklingen infolge 

einer Auxin-Behandlung an (Overbeek et al., 1946; Altman und Wareing, 1975; Brunner, 1977; 

Robbins et al., 1983). Diese erhöhte Verfügbarkeit im sink-Gewebe führt man auf einen durch 

Auxin-bedingten vermehrten basipetalen Transport der Kohlenhydrate zurück (Mullins, 1970b; 

Patrick und Wareing, 1973; Altman und Wareing, 1975). Und auch Jasmonate können über die 

Kohlenhydratverfügbarkeit regulierend eingreifen, wobei dies wahrscheinlich über eine für die 

Entladung des Phloems wichtige Invertase erfolgt. Invertasen werden je nach Lokalisierung in der 

Zelle in vakuoläre, zytoplasmatische sowie in Zellwand-gebundene Invertasen unterteilt (Godt 

und Roitsch, 1997). Zur letzten Gruppe zählt man auch LIN6 (Lycopersicon Invertase). Dies ist 

eine extrazelluläre Invertase aus Solanum lycopersicum, die einer kleinen Genfamilie angehört 

und wichtige Funktionen in der apoplastischen Spaltung der Saccharose und somit in der Auf-

rechterhaltung des sink-Metabolismus einnimmt (Proels und Roitsch, 2009). Die Expression von 

LIN6 kann durch die Applikation von Jasmonaten induziert werden (Thoma et al., 2003; Proels 

und Roitsch, 2009) und auch das Transkript eines Gens, welches für die Zellwand-gebundene 

Invertase PcI1 aus Pisum sativum kodiert, akkumuliert infolge einer Jasmonat-Behandlung 

(Zhang et al., 1996). Aufgrund dieses Sachverhaltes vermutet man, dass Jasmonate über Zell-

wand-gebundene Invertasen den sink-Status des entsprechenden Gewebes etablieren oder auf-

rechterhalten und somit auch die Biosynthese und den Transport von Kohlenhydraten beeinflus-

sen können (Hause et al., 2007; Ahkami et al., 2009). Da in den Stecklingen der PhAOC-RNAi 

Pflanzen weniger Jasmonate akkumulierten als in denen der Kontroll-Pflanzen, ist es möglich, 

dass die Expression der für die entsprechenden Invertasen kodierenden Gene in Petunia verän-
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dert ist und somit die Aktivität der Invertasen nicht ausreicht, um die hydrolytische Spaltung in 

einem entsprechenden Umfang zu gewährleisten. Dies könnte wiederum eine verminderte Syn-

these und einen langsameren Transport der Saccharose zur Folge haben und für die verzögerte 

Induktion der Adventivwurzelentwicklung ursächlich sein.  

Der verzögerte Induktionszeitpunkt kann aber auch damit begründet werden, dass die Abwehr 

der PhAOC-RNAi-Pflanzen beeinträchtigt ist. Die Reaktion der Pflanze auf Verwundung hat die 

Heilung des geschädigten Gewebes sowie den Schutz der Pflanze zum Ziel. Da diesbezügliche 

Mechanismen energieaufwändig sind, werden zum Beispiel Entwicklungsprozesse aufgescho-

ben, um das Überleben der Pflanze zu sichern. Wären in den PhAOC-RNAi-Pflanzen tatsächlich 

die Wundheilung und die Abwehr beeinträchtigt, könnte dies ein Grund für die verzögerte Indukti-

on und somit für die dadurch verzögerte Regeneration von Adventivwurzeln sein.  

Schlussendlich konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Stecklinge der PhAOC-

RNAi-Pflanzen aufgrund reduzierter Jasmonat-Gehalte weniger Adventivwurzeln ausbilden. Dies 

könnte sich auf eine verzögerte Induktion der Wurzelentwicklung zurückführen lassen. Um her-

auszufinden, welcher der in diesem Abschnitt diskutierten Mechanismen die verzögerte Wurzel-

entwicklung verursacht, sollten die PhAOC-RNAi-Pflanzen in weiterführenden Experimenten im 

Hinblick auf eine veränderte Abwehr sowie auf eine veränderte Kohlenhydrat-Verteilung in den 

Stecklingen untersucht werden.  
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5 Zusammenfassung 

Im Garten- und Zierpflanzenbau wird eine Vielzahl von Pflanzen nicht generativ über Samen, 

sondern vegetativ vermehrt. Dabei nutzt man die Regenerationsfähigkeit der Pflanze aus und 

erzeugt, zum Beispiel über die Bewurzelung von Stecklingen, größere Mengen einheitlich ge-

wachsenen Pflanzenmaterials. Für die Vermehrung über Stecklinge werden Seitentriebe von den 

Mutterpflanzen abgetrennt und in entsprechendem Medium bewurzelt. Der durch die Steckling-

sernte hervorgerufene Verwundungsreiz löst verschiedene Mechanismen in der Pflanze aus, die 

dem Schutz der selbigen und der Heilung des geschädigten Gewebes dienen.  

Der Jasmonsäure und den von ihr abgeleiteten Verbindungen (Jasmonate) kommt in der pflanzli-

chen Reaktion auf Verwundung eine zentrale Rolle zu. So akkumulieren diese nach einer durch 

mechanische Einflüsse oder Herbivoren verursachten Schädigung der Pflanze sowohl im ver-

wundeten als auch im unverwundeten Gewebe transient und sind in der Lage, ein breites Spekt-

rum an Abwehrmechanismen zu induzieren. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass 

für das Modellsystem Petunia hybrida vermehrt Jasmonate direkt nach der Stecklingsernte syn-

thetisiert werden. Daraus resultierend akkumulierte auch das Transkript des für das Schlüsselen-

zym der Jasmonat-Biosynthese, die Allenoxid-Cyclase (AOC), kodierenden Gens. Die den Jas-

monaten zeitlich nachgelagerte Akkumulation des PhAOC-Transkripts hatte jedoch keinen Ein-

fluss auf das Proteinvorkommen und die enzymatische Aktivität der PhAOC. Während der Be-

wurzelung von Petunia-Stecklingen änderte sich nur die lokale Verteilung des Proteins. Ein spezi-

fischer Nachweis der PhAOC war über den gesamten Zeitraum der Bewurzelung im Leitgewebe 

und nach Ausbildung der Adventivwurzeln zusätzlich in den Spitzen neu gebildeter Wurzeln mög-

lich.  

Aber nicht nur Jasmonate sondern auch die Phytohormone Auxin und Ethylen akkumulierten in 

den Petunia-Stecklingen direkt nach der Ernte. Der Einfluss von Auxin bzw. Ethylen im Prozess 

der Adventivwurzelentwicklung ist hinreichend beschrieben. Dagegen stehen kaum Daten in Be-

zug auf eine Jasmonat-Wirkung zur Verfügung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten mit 

Hilfe von pharmakologischen Experimenten erste Hinweise auf eine Jasmonat-Wirkung aufge-

zeigt werden. So beeinträchtigte eine Behandlung von Petunia-Stecklingen mit Jasmonaten de-

ren Bewurzelung, sodass an den entsprechenden Stecklingen weniger Adventivwurzeln regene-

rierten. Auch die durchschnittliche Länge der neugebildeten Wurzeln wurde infolge einer Jasmo-

nat-Behandlung reduziert. Die inhibierende Wirkung der Jasmonsäure in Bezug auf die Anzahl 

der neu gebildeten Adventivwurzeln wurde durch eine zusätzliche Applikation von Auxin oder 

Ethylen-freisetzenden Substanzen abgeschwächt und infolge von reduzierten Auxin- und Ethy-

len-Gehalten verstärkt. Dies könnte für eine antagonistische Wechselwirkung zwischen Jasmonat 

und Auxin bzw. Jasmonat und Ethylen sprechen. 

Die Interpretation der mit Hilfe der pharmakologischen Experimente erhaltenen Ergebnisse wurde 

jedoch dadurch erschwert, dass diese nur bedingt den physiologischen Zustand der Pflanze wi-

derspiegeln können. Deshalb wurden in einem weiteren experimentellen Ansatz transgene Petu-

nia-Pflanzen generiert, in denen die endogenen Gehalte der Jasmonate über das Vorkommen 

der AOC moduliert wurden. Durch den Effekt der RNAi akkumulierte in den transgenen Pflanzen 
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weniger PhAOC-Transkript und daraus resultierend waren auch das Proteinvorkommen und die 

enzymatische Aktivität der PhAOC reduziert. Aufgrund dieser Ergebnisse war von einer geringe-

ren Kapazität der Jasmonat-Biosynthese auszugehen. Da in den Stecklingen der PhAOC-RNAi-

Pflanzen nach dem durch die Ernte hervorgerufenen Verwundungsreiz deutlich weniger Jasmo-

nate akkumulierten, konnte diese Annahme bestätigt werden. 

Die PhAOC-RNAi-Pflanzen zeigten keine auffälligen phänotypischen Veränderungen, allerdings 

regenerierten die Stecklinge dieser Pflanzen weniger Adventivwurzeln. Dies könnte sich auf eine 

verzögerte Initiation der Wurzelentwicklung zurückführen lassen, wobei für die Verzögerung die 

verringerten Jasmonat-Gehalte ursächlich zu sein scheinen. Eine Wechselwirkung von Jasmonat 

und Auxin bzw. Jasmonat und Ethylen ist diesbezüglich nicht wahrscheinlich, da keine Änderun-

gen der Gehalte von freier IAA (Indol-3-essigsäure) bzw. von ACC (1-Aminocyclopropan-1-

carbonsäure; direkte Biosynthese-Vorstufe des Ethylens) in den Stecklingen der PhAOC-RNAi-

Pflanzen nachzuweisen waren.  

Die Mechanismen der Jasmonat-Wirkung im Prozess der Adventivwurzelentwicklung konnten im 

Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden, aber mit Hilfe der dargestellten Ergebnisse wurde 

gezeigt, dass sowohl zu hohe als auch zu niedrige Jasmonat-Gehalte die Bewurzelung von Petu-

nia-Stecklingen beeinträchtigen. Dabei kann die inhibierende Wirkung von einem Zuviel an Jas-

monat durch Auxin bzw. Ethylen in einem bestimmten Rahmen ausgeglichen und somit abge-

schwächt werden.  
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6 Anhang 

6.1 Oligonukleotide 

 

Tabelle 6-1: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Isolierung und Klonierung der PhAOC mittels 

5`RACE-PCR Verwendung fanden. for: forward, rev: reverse, Tm: Schmelztemperatur. 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

5'-RACE CDS  (T)25V N (N = A, C, G, oder T; V = A, G, oder C)  

BD SMART II A  AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 70,8 

Oligo (dT)19 TTTTTTTTTTTTTTTTTTT 35,0 

degeneriertes Oligonukleotid TTYTAYTTYGGSGAYTAYGG (Y = C oder T; S = C oder G) 54,2 

UPM CTAATACGACTCACTATAGGGC 58,4 

GSP1  AATGCCGGATCCACCAGTGAC 61,8 

GSP2 TGCCGGATCCACCAGTGACTGCAAGATATG 69,5 

 

Tabelle 6-2: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Erzeugung des Expressionsvektors pET28(+) 

verwendet wurden. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen NcoI und XhoI sind durch 

Unterstreichung hervorgehoben. for: forward, rev: reverse, Tm: Schmelztemperatur. 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

AOCExNcoI-for GATCCATGGCAACATCCACTAACTCCAAGTCATT 68,3 

AOCExXhoI-rev GATCTCGAGATTAGTAAAATTTTTCACTGTAGCCCCAGCTTC 70,4 

AOCExXhoISTOP-rev GATCTCGAGCTAATTAGTAAAATTTTTCACTGTAGCCCC 71,3 

 

Tabelle 6-3: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Erzeugung der 35S::AOC-sense- und  35S::AOC-

RNAi-Konstrukte verwendet wurden. Die CACC-Überhänge für die gerichtete Klonierung in den 

pENTR/SD/D-TOPO Vektor sind durch Unterstreichung hervorgehoben. for: forward, rev: reverse, Tm: 

Schmelztemperatur. 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

PhAOC859-rev CCTCCTAATTAGTAAAATTTTTCACTGTAGCCCCAGCTTC 69,5 

PhAOC1-for CACCATGGCTATTGCTTCTTCAGCCTCTGCAGCTCTT 69,5 

MtAOC-rev TCAGTTGGTGAAGTTTGGTAAAGAGGCATGAG 66,9 

MtAOC-for CACCATGGCATCCATGAGTTCTTTGAAAATGATTTCTTCC 69,5 

AOCRNAi-rev TGGCAGATCAGGAATACCCTTCAAGTAGAAAGTG 68,3 

AOCRNAi-for CACCGGATTACGGTCACATCGCTGTACAAG 69,5 
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Tabelle 6-4: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Selektion der transgenen Pflanzen mittels PCR 

Verwendung fanden. for: forward, rev: reverse, Tm: Schmelztemperatur. 

Ausgangsvektor  Bezeichnung Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

35S::AOC-RNAi Intron-rev CGAACCCAATTTCCCAACTG 57,3 

 Intron-for TGTTAGAAATTCCAATCTGCTTGTA 56,4 

35S::PhAOC-sense PhAOC-for CGAAGATAAGCAGGGCTACC 59,4 

 PhAOC-rev TATCCTTCGCAAGACCCTTC 57,3 

35S::MtAOC1-sense MtAOC-rev TATCCTTCGCAAGACCCTTC 57,3 

 MtAOC-for TGCAGGACTTCCTCTATCAC 57,3 

LVpMDC HPT2-rev TACTCGCCGATAGTGGAAAC 57,3 

 HPT2-for AAAGTCTGCCGCCTTACAAC 57,3 

LVpHell pHell-rev GGCGCTCTATCATAGATGTC 57,3 

 pHell-for TATCCTTCGCAAGACCCTTC 57,3 

 

 

Tabelle 6-5: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Amplifizierung von für die Herstellung von DNA-

Sonden benötigten DNA-Fragmenten mittels PCR verwendet wurden. for: forward, rev: reverse, Tm: 

Schmelztemperatur. 

Spezifischer Nachweis 
von 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

PhAOC screenAOC-rev TCGTGGTAGCCCTGCTTATC 57,3 

screenAOC-for ACGAAGATAAGCAGGGCTAC 59,4 

AOCsense-for ATGGCTATTGCTTCTTCAGCCTCTG 63,0 

AOCsense-rev  TCAGGTGATGGCTCCACCGTAG 64,0 

35S::AOC-RNAi Intron-for GTCTCGAGGAATTCGGTACC 59,4 

 Intron-rev CGAACCCAATTTCCCAACTG 57,3 

LVpHell KAN-for TGGGTGGAGAGGCTATTC 56,0 

 KAN-rev TCTTCGTCCAGATCATCC 53,7 

35S::PhAOC-sense 

35S::MtAOC-sense 

LVpMDC 

2-HYG-for ATTTGTGTACGCCCGACAGTCCC 61,4 

2-HYG-rev CAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATC 59,4 
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Tabelle 6-6: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Auswahl eines möglichen konstitutiv exprimierten 

Kontroll-Gens für die qRT-PCR Analyse genutzt wurden. for: forward, rev: reverse, Tm: Schmelztempera-

tur. 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

EF-1α-for CCTGGTCAAATTGGAAACGG 57,3 

EF-1α-rev CAGATCGCCTGTCAATCTTGG 59,8 

Ubiquitin-for TGGAGGATGGAAGGACTTTGG 59,8 

Ubiquitin-rev CAGGACGACAACAAGCAACAG 59,8 

Actin-rev TCAGCCGAAGTGGTGAAAGAG 59,8 

Actin-for TGCACTCCCACATGCTATCCT 59,8 

RPS13-rev AACAGATTGCCGGAAGCCA 56,7 

RPS13-for AAGCTCCCACCTGTCTGGAAA 59,8 

Cyclophilin-rev TCATCTGCGAACTTAGCACCG 59,8 

Cyclophilin-for AGGCTCATCATTCCACCGTGT 59,8 

Tubulin-for TGGAAACTCAACCTCCATCCA 57,9 

Tubulin-rev TTTCGTCCATTCCTTCACCTG 57,9 

 

 

Tabelle 6-7: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Analyse der Transkript-Akkumulation mittels qRT-

PCR Analyse Verwendung fanden. for: forward, rev: reverse, Tm: Schmelztemperatur. 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

PhAOC-rev CCAGCAACTCAGATGGCAGAT 59,8 

PhAOC-for CGGCATTTTTGCAGGAGTTT 55,3 

1MtAOC-for TTCCGGTCTCTCTCTGTCCTTC 62,1 

1MtAOC-rev GAGTGCATTGGTTCTGGTGTTC 60,3 

ACCox1-for TACGTGCCCACACAGATGC 58,8 

ACCox1-rev GGGAGGAACATCGATCCATTG 59,8 

DevA-20-C01-rev CATGTCCTCGATGAACTGAAGG 60,3 

DevA-20-C01-for CCTATATTCCCATAATGGCCGTTGA 61,3 
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Tabelle 6-8: Sequenzen der Oligonukleotide, die für das Screening einer Population von dTph1-Insertions-

Mutanten verwendet wurden. for: forward, rev: reverse, Tm: Schmelztemperatur. 

Bezeichnung  Nukleotid-Sequenz (5`-3`) Tm [°C] 

AOC-for AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACG 65,0 

AOC-rev ATCCAGAAACAACCCCACCAAAACTGAAAC 65,0 

OUT1 GGGAATTCGCTCCGCCCCTG 66,0 

 

 

6.2 Nukleotid- bzw. Aminosäure-Sequenzen 

 

 

 

Abbildung 6-1: A Die vollständige Nukleotid-Sequenz der PhAOC cDNA mit abgeleiteter AS-Sequenz. Mit 

rot ist die für den RNAi-Ansatz ausgewählte Nukleotid-Sequenz unterlegt. B Die durch Frau Daniela Kleen 

(Kleen, 2007) aufgeklärte Exon-Intron-Struktur des PhAOC Gens. Exons sind als blaue Balken und Introns 

sind als schwarze Linien dargestellt. 

100 bp

ATG 208 311 434 613 TAG

A

B
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Abbildung 6-2: Vergleichende Analyse der PhAOC AS-Sequenz mit den Sequenzen anderer bekannter 

AOCs. Homologe Bereiche sind grau und die für die Aktivität der AtAOC2 wichtigen, konservierten AS sind 

blau unterlegt. 
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6.3 Zusätzliche Tabellen und Abbildungen 

 

Tabelle 6-9: Analyse verschiedener dem 13(S)-HPOT ähnlicher Substanzen in Bezug auf einen möglichen 

Umsatz durch das rekombinante His-Fusionsprotein. Der gekoppelte Enzym-Aktivitätstest erfolgte wie un-

ter 2.9.7 beschrieben. Pro Ansatz wurde 1 µg gereinigtes rekombinantes Protein eingesetzt.  

Bezeichnung Strukturformel Umsatz durch das 

rekombinante 

Protein 

13(S)-HPOT 

 

+ 

13(S)-HPOTE 

 

+ 

13(S)-HPOD
9
 

 

- 

11(S)-HPHT 

 

+ 

15(S)-HPEP 

 

+ 

15(S)-HPETE
10

 

 

- 

9(S)-HPOT
11

 

 

- 

9(S)-HPOD
12

 

 

- 

 

                                                   
9
 13(S)-Hydroperoxy-9(Z),11(E)-octadecadiensäure 

10
 15(S)-Hydroperoxy-5(Z),8(Z),11(Z),13(E)-eicosatetraensäure 

11
9(S)-Hydroperoxy-9(Z),11(E),15(Z)-octadecatriensäure 

12
 9(S)-Hydroperoxy-9(Z),11(E)-octadecadiensäure  
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Abbildung 6-3: Die qRT-PCR Analyse (siehe 2.5.2.8) möglicher Referenz-Gene in Bezug auf eine gleich-

bleibende Expression während der Stecklingsbewurzelung. Als Ausgangsmaterial fand von je drei Steck-

lingen vereinigtes Stängelmaterial Verwendung. Im Diagramm sind die Daten der einzelnen Messpunkte 

(siehe Punkt 3.1.2) pro Referenz-Gen als Median mit Interquartilabständen (25%-75%) und Varianzbreiten 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 6-4: Die Analyse des Proteinvorkommens der PhAOC (Western Blot-Analyse mit anti-SlAOC 

Antikörper, siehe 2.9.6) während der Bewurzelung von Petunia-Stecklingen. Für die Analyse der enzyma-

tischen Aktivität (siehe3.1.2.2, Abbildung 3-5 B) und für die Western Blot-Analyse fanden die gleichen Pro-

teinrohextrakte aus Petunia Verwendung, wobei für die Western Blot-Analyse 10 µg Protein eingesetzt 

wurden. Die Western Blot-Analysen von drei unabhängigen Experimenten zeigten gleiche Ergebnisse. 

 

 

Abbildung 6-5: Die konzentrationsabhängige Wirkung von IBA bzw. IAA auf A die Wurzelanzahl und B die 

durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines 

exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf 

Signifikanz wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Ver-

gleich zur unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (*** p<0,001). 
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Abbildung 6-6: Die konzentrationsabhängige Wirkung von Ethephon auf A die Wurzelanzahl und B die 

durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines 

exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf 

Signifikanz wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Ver-

gleich zur unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; ** p < 0,001). 

 

 

 

 

Abbildung 6-7: Die konzentrationsabhängige Wirkung von STS auf A die Wurzelanzahl und B die durch-

schnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines exempla-

risch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf Signifikanz 

wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Vergleich zur 

unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; *** p < 0,001). 
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Abbildung 6-8: Die konzentrationsabhängige Wirkung von TIBA bzw. PCIB auf A die Wurzelanzahl und B 

die durchschnittliche Wurzellänge. Es wurden drei unabhängige Experimente durchgeführt, wovon eines 

exemplarisch dargestellt ist. Die Graphiken zeigen Mittelwerte (n=10) und Standardabweichungen. Auf 

Signifikanz wurde mittels t-Test nach Student geprüft. Alle mit * gekennzeichneten Balken wiesen im Ver-

gleich zur unbehandelten Probe signifikante Unterschiede auf (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 

 

 

 

Abbildung 6-9: Die vollständige Nukleotid-Sequenz des transposablen Elements dTph1. Die invers sich 

wiederholende Nukleotid-Sequenz an den terminalen Enden des transposablen Elements ist rot unterlegt.  

 

 

 

Abbildung 6-10: Der spezifische Nachweis der PhAOC mittels Western Blot-Analyse in den (A) pMDC-, 

PhAOC-sense- und MtAOC1-sense-Pflanzen sowie in den (B) pHell- und PhAOC-RNAi-Pflanzen der Ge-

neration T1 (anti-SlAOC Antikörper, siehe auch 2.9.6). Für die Analyse der enzymatischen Aktivität (siehe 

3.3.2.4, Abbildung 3-23 B und 3.3.2.5, Abbildung 3-25 B) und für die Western Blot-Analyse fanden die 

gleichen Proteinrohextrakte aus Petunia Verwendung, wobei für die Western Blot-Analyse 10 µg Protein 

eingesetzt wurden.  
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