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A 1. Einleitung 

A 1.1. Solanum tuberosum L. – wirtschaftliche Bedeutung, Genom und 
Sekundärmetaboliten 

Die Kartoffel, Solanum tuberosum L., ist eine wirtschaftlich bedeutsame Nutzpflanze 

und wird in die Familie der Solanaceae (Nachtschattengewächse) eingeordnet, zu 

der auch Tomate (Solanum lycopersicum), Tollkirsche (Atropa belladonna) und 

Tabak (Nicotiana tabacum) gehören. Sie ist eine einjährige, krautige Pflanze und 

vermehrt sich vegetativ durch unterirdische Sprossknollen, die aus Stolonen gebildet 

werden. Nach der Blüte bildet die Kartoffelpflanze zweikammerige, hellgrüne Beeren 

mit zahlreichen Samen. Seit dem 18. Jahrhundert wird die Kartoffel als Kulturpflanze 

großflächig in Deutschland angebaut (Jäger et al., 2008). Insgesamt sind weit über 

7.000 Kartoffelsorten bekannt (http://cipotato.org). Die Kartoffel gehört heute neben 

Reis, Mais und Weizen zu den bedeutendsten Grundnahrungsmitteln der Welt mit 

einer Produktion von 385 Millionen Tonnen im Jahr 2014 (http://www.fao.org). Die 

Pflanze zeigt eine optimale Anpassung an das gemäßigte Klima, sie wird aber auch 

in der (sub)-tropischen Klimazone in den Wintermonaten oder im Gebirge angebaut 

(Hijmans, 2001). Die heute kultivierten Kartoffelsorten stammen ursprünglich aus 

Gebieten der Anden in Südamerika wie Chile, Peru, Bolivien und Argentinien 

(Hosaka and Hanneman, 1988).  

Krankheiten wie Kraut- und Knollenfäule, übertragen durch den Oomyceten 

Phytophthora infestans oder Fraßschäden, verursacht durch den Kartoffelkäfer 

Leptinotarsa decemlineata führen zu erheblichen Ernteausfällen. Jährlich entstehen 

durch Krautfäule Kosten von ca. 6,7 Billionen US-Dollar (Haverkort et al., 2008). Die 

Züchtung von neuen Kartoffelsorten soll zur Reduktion des Schädlingsbefalls 

beitragen sowie die Ertragseigenschaften und Anpassungsfähigkeit der Pflanze 

verbessern. Mit Hilfe neuer Strategien der Molekulargenetik kann die konventionelle 

Züchtungszeit von 10 Jahren für eine neue Sorte wesentlich verkürzt werden. Dazu 

gehört die durch genetische Marker gesteuerte Selektion vermehrungsrelevanter 

Pflanzen (Hirsch et al., 2014; Slater et al., 2014). In Datenbanken wird der Genotyp 

einer Kartoffellinie mit Merkmalen des Phänotyps verknüpft. So können Funktionen 

von Genen zugeordnet, Marker für merkmalsrelevante Gene gesucht, 

Sequenzvarianten und Genexpression verglichen und für eine schnellere und 

effizientere Züchtung neuer Sorten eingesetzt werden (Hirsch et al., 2014). 
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Auch genetische Manipulationen haben das Ziel, den Schädlingsbefall zu reduzieren. 

Die Protoplastenfusion der Kartoffel-Wildart Solanum bulbocastanum mit 

S. tuberosum und folgende Rückkreuzung erzielte Resistenz gegenüber Schädlingen 

wie P. infestans, Blattläusen (Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae) und des 

Kartoffel-Y-Virus (Potato virus Y) (Davis et al., 2012). Durch die Expression des für 

die Larven des Kartoffelkäfers toxischen Proteins Cry3A in S. tuberosum konnte 

ebenso eine drastische Reduktion des Larvenbefalls erreicht werden (Perlak et al., 

1993; Zhou et al., 2012). 

Die meisten Kartoffelsorten sind in ihrem Genom stark heterozygot und 

autotetraploid. Das Genom zweier Varietäten wurde 2011 durch das Potato Genome 

Sequencing Consortium (PGSC) veröffentlicht. Dazu wurde eine doppelt monoploide 

Sorte Solanum tuberosum Gruppe Phureja (DM1-3 516R44) und eine heterozygote 

diploide Züchtungslinie Solanum tuberosum Gruppe Tuberosum (RH89-039-16) 

sequenziert. Das Genom umfasst 12 Chromosomen mit über 39.000 codierenden 

Genen, wobei zwei Genomduplikationen postuliert werden (PGSC, 2011; Sharma et 

al., 2013). Es konnten 755 Genloci von Resistenz-Genen identifiziert werden, für 

deren Proteine eine Beteiligung an der Pathogeninteraktion wahrscheinlich ist 

(Bakker et al., 2011; Jupe et al., 2013). 

Die Kartoffelknolle enthält Stärke, Proteine, Vitamine, Elektrolyte, Antioxidantien und 

sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe wie Steroidalkaloide (α-Solanin, α-Chaconin) und 

Calystegine (Burlingame et al., 2009; Dräger et al., 1995). Steroidalkaloide hemmen 

das Enzym Acetylcholinesterase und können konzentrationsabhängig auf 

Mikroorganismen, Insekten, Tiere und den Menschen toxisch wirken (Friedman, 

2006). Sie akkumulieren in allen Teilen der Kartoffelpflanze, besonders aber in 

Geweben mit hoher metabolischer Aktivität (Barceloux, 2009), und werden durch 

Lagerung der Knollen am Licht und durch Verwundung vermehrt gebildet (Griffiths et 

al., 2000; Petersson et al., 2013). Die Eigenschaften der zu den Nortropanalkaloiden 

zählenden Calystegine, die besonders stark in den Keimen der Kartoffelpflanze 

akkumulieren (Keiner and Dräger, 2000) und deren Funktion noch unbekannt ist, 

werden detailliert in Kapitel A 1.4 beschrieben.  
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A 1.2. Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese 

A 1.2.1 Allgemeine Übersicht 

Tropanalkaloide und Calystegine werden ausgehend von den 

Aminosäuren L-Ornithin und L-Arginin gebildet (Abb. A- 1). Aus Ornithin entsteht 

durch das Enzym Ornithindecarboxylase (ODC, EC 4.1.1.19) Putrescin. Nahezu alle 

lebenden Organismen besitzen eine ODC (Hashimoto and Yamada, 1994), mit 

Ausnahme von Arabidopsis thaliana und dem Protozoen Trypanosoma cruzy (Bagni 

et al., 2006; Hanfrey et al., 2001). ODCs wurden bisher aus Pflanzen (Datura 

stramonium, Michael et al., 1996), Bakterien (Eschericha coli, Kashiwagi et al., 

1991), Hefen (Saccharomyces cerevisiae, Fonzi and Sypherd, 1987), Insekten 

(Drosophila melanogaster, Rom and Kahana, 1993) und dem Menschen (Moshier et 

al., 1990) isoliert.  

Putrescin kann in Pflanzen ebenso durch Decarboxylierung von Arginin durch 

Arginindecarboxylase (ADC, EC 4.1.1.19) über Agmatin gebildet werden. Säugetiere 

und niedere Eukaryoten besitzen im Gegensatz zu Pflanzen keine ADC (Hashimoto 

and Yamada, 1994). Die erste ADC wurde aus Hafer (Avena sativa) kloniert (Bell and 

Malmberg, 1990). Agmatin wird durch das Enzym Agmatinimidohydrolase (AIH, EC 

3.5.3.12) zu N-Carbamoylputrescin umgesetzt, welches dann durch  

N-Carbamoylputrescinamidohydrolase (CPA, EC 3.5.1.53) zu Putrescin hydrolysiert 

(Fuell et al., 2010). AIH und CPA wurden aus dem Bakterium Pseudomonas 

aeruginosa und aus A. thaliana charakterisiert (Janowitz et al., 2003; Nakada and 

Itoh, 2003; Piotrowski et al., 2003). In vielen Pflanzen kann Putrescin sowohl 

ausgehend von Ornithin über die ODC als auch ausgehend von Arginin über die 

ADC synthetisiert werden. In N. tabacum wird Putrescin verstärkt über die ODC 

gebildet (Dewey and Xie, 2013), in Erythroxylum coca wird Putrescin sowohl über die 

ODC als auch über die ADC synthetisiert (Docimo et al., 2012). Für S. tuberosum 

und Tomate (Solanum lycopersicum) wurde eine verstärkte ODC-Aktivität in 

meristematischen Geweben im Vergleich zur ADC gemessen (Cohen et al., 1982). 

Die ODC ist in Kartoffelkeimen sehr aktiv und wird als limitierendes Enzym für die 

Polyaminbiosynthese diskutiert (Kaur-Sawhney et al., 1982). Durch Kältestress findet 

eine Induktion von ADC-Transkripten in Blättern von Kartoffelpflanzen der Sorte 

Désirée statt (Oufir et al., 2008). 
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Abb. A- 1: Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese 

ADC: Arginindecarboxylase (EC 4.1.1.19), AIH: Agmatinimidohydrolase (EC 3.5.3.12), CPA: 
N-Carbamoylputrescinamidohydrolase (EC 3.5.1.53), ODC: Ornithindecarboxylase (EC 
4.1.1.19), PMT: Putrescin-N-Methyltransferase (EC 2.1.1.53), MPO: Methylputrescinoxidase 
(EC 1.4.3.6), TRI: Tropinonreduktase I (EC 1.1.1.201), TRII: Tropinonreduktase II (EC 
1.1.1.236), H6H: Hyoscyamin-6-Hydroxylase (EC 1.14.11.11), SPDS: Spermidinsynthase 
(EC 2.5.1.16), SPMS: Sperminsynthase (EC 2.5.1.22). 
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Das Diamin Putrescin stellt eine Verbindung zwischen Primär- und 

Sekundärstoffwechsel in Pflanzen dar. Im Primärstoffwechsel wird Putrescin durch 

das Enzym Spermidinsynthase (SPDS, EC 2.5.1.16) zu Spermidin und weiter durch 

Sperminsynthase (SPMS, EC 2.5.1.22) zu Spermin umgesetzt. Als 

Aminopropylgruppen-Überträger fungiert bei beiden Reaktionen das Co-Substrat 

decarboxyliertes S-Adenosyl-Methionin (dcSAM). Die Polyamine Putrescin, 

Spermidin und Spermin kommen in nahezu allen lebenden Organismen vor (Gill and 

Tuteja, 2010). In Pflanzen sind Polyamine wichtige regulatorische Signalmoleküle 

und an der Toleranz gegenüber abiotischem Stress und an Entwicklungsprozessen 

beteiligt (Minocha et al., 2014; Tiburcio et al., 2014). 

Als Eingangsreaktion in den Sekundärstoffwechsel wird Putrescin durch Putrescin-N-

Methyltransferase (PMT, EC 2.1.1.53) zu N-Methylputrescin (NMP) methyliert. 

S-Adenosyl-Methionin (SAM) überträgt als Co-Substrat die Methylgruppe. Die PMT 

ist das Eingangsenzym zu den Tropanalkaloiden, Calysteginen und Nikotin 

(Hashimoto and Yamada, 1994). Die cDNA der PMT wurde bisher aus einigen 

Solanaceae und einer Convolvulaceae kloniert: Datura stramonium und Datura 

innoxia, S. lycopersicum (Teuber et al., 2007), Atropa belladonna und Hyoscyamus 

niger (Suzuki et al., 1999a), S. tuberosum (Stenzel et al., 2006), N. tabacum (Hibi et 

al., 1994), Nicotiana sylvestris (Hashimoto et al., 1998a), Anisodus acutangulus (Kai 

et al., 2009b), Anisodus tanguticus (Liu et al., 2005b) und Calystegia sepium (Teuber 

et al., 2007). Über die Evolution des Sekundärstoffwechselenzyms PMT wird die 

Entstehung aus dem Primärstoffwechselenzym SPDS durch Mutation und 

Funktionswechsel postuliert (Hashimoto et al., 1998b; Minguet et al., 2008, Biastoff 

et al., 2009). Diese Theorie konnte erstmals in vitro durch Mutagenese von nur 

wenigen Aminosäuren der SPDS Co-Substrat-Bindestelle nachvollzogen werden: 

PMT-Aktivität wurde durch Mutation von zwei Aminosäuren in D. stramonium SPDS1 

erzeugt. In A. thaliana SPDS gelang es nach Mutation von einer bis drei 

Aminosäuren eine SPDS- und PMT-Doppelaktivität und nach Mutation von vier 

Aminosäuren ausschließlich PMT-Aktivität zu generieren (Junker et al., 2013). 

Im nachfolgenden Biosyntheseschritt wird NMP zu 4-Methylaminobutanal durch 

N-Methylputrescinoxidase (MPO, EC 1.4.3.6) oxidativ desaminiert. MPO-Aktivität 

wurde erstmals in N. tabacum Wurzelkulturen nachgewiesen (Mizusaki et al., 1972), 

später in Nicotiana rustica (Haslam and Young, 1992). Eine cDNA der MPO wurde 

bisher nur aus N. tabacum kloniert (Heim et al., 2007; Katoh et al., 2007). 



Einleitung 
	

	6 

4-Methylaminobutanal zyklisiert spontan zum instabilen N-Methylpyrroliniumsalz 

(Hashimoto and Yamada, 1994), das auch in die Biosynthese von Nikotin eingeht 

(Leete, 1967). Acetoacetat reagiert mit dem N-Methylpyrroliniumsalz zu 4-(1-Methyl-

2-pyrrolidinyl)-3-oxobutanoat, das wiederum zu 2-Carboxytropinon zyklisiert und 

durch Decarboxylierung Tropinon bildet (Robins et al., 1997).  

Tropinon stellt den Verzweigungspunkt zwischen Tropanalkaloid- und 

Calysteginbiosynthese dar. Tropinonreduktase I (TRI, EC 1.1.1.201) und 

Tropinonreduktase II (TRII, EC 1.1.1.236) reduzieren Tropinon stereospezifisch unter 

Verwendung von NADPH als Co-Substrat. Die TRI bildet Tropin (3α-Hydroxytropan) 

als ersten Metabolit zu den Tropanalkaloiden Hyoscyamin und Scopolamin, die TRII 

bildet Pseudotropin (3β-Hydroxytropan) als Vorstufe der Calystegine. Tropin und 

Pseudotropin sind nicht ineinander umwandelbar (Dräger and Schaal, 1994). cDNA-

Sequenzen der TRI und TRII wurden aus S. tuberosum (Kaiser et al., 2006; Keiner et 

al., 2002), H. niger und D. stramonium (Nakajima et al., 1993; Nakajima et al., 

1999b) sowie A. acutangulus (Kai et al., 2009a) kloniert. Zusätzlich wurden TRI-

Sequenzen in den Solanaceae Withania coagulans und Withania somnifera 

(Kushwaha et al., 2013a; Kushwaha et al., 2013b) identifiziert. Erstmals wurden aus 

der Orchidaceae Dendrobium nobile, die weder Tropanalkaloide noch Calystegine 

bildet, eine TRI-Sequenz kloniert und charakterisiert (Chen et al., 2013). TRI- und 

TRII-Proteine wurden bisher aus Wurzeln oder Wurzelkulturen von D. stramonium 

(Koelen and Gross, 1982; Portsteffen et al., 1994), H. niger (Dräger et al., 1988; 

Hashimoto et al., 1992) und D. innoxia (Couladis et al., 1991) sowie TRII-Protein aus 

A. belladonna (Dräger and Schaal, 1994) isoliert. Eine Tropinonreduktase aus der 

Brassicaceae Cochlearia officinalis (CoTR) ist in der Lage, Tropinon sowohl zu 

Tropin als auch zu Pseudotropin zu reduzieren. Cochlearia officinalis enthält 

Calystegine und das Tropanalkaloid Cochlearin (Brock et al., 2006). 

Auf dem Weg zu den Tropanalkaloiden erfolgt die Kondensation von Tropin mit 

Phenylmilchsäure zu Littorin (Robins et al., 1994b; Robins et al., 1994c). 

Phenylmilchsäure wird in A. belladonna aus Phenylalanin über Phenylpyruvat 

gebildet, indem eine Phenylalanin-4-Hydroxyphenylpyruvat-Aminotransferase 

(ArAT4, GenBank Nummer: KC954706) die Transaminierung von Phenylalanin 

katalysiert (Bedewitz et al., 2014). Aus Littorin wird durch Oxidation und Umlagerung 

durch das Cytochrom-P-450 Enzym CYP80F1 Hyoscyaminaldehyd gebildet (Li et al., 

2006; Nasomjai et al., 2009), das eine noch unbekannte Reduktase zu Hyoscyamin 
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reduziert. Die Reaktion zu Scopolamin wird durch Hydroxylierung und Epoxidierung 

mit Hilfe der Hyoscyamin-6-hydroxylase (H6H, EC 1.14.11.11) katalysiert. Dabei ist 

die Hydroxylase-Aktivität des Enzyms 40-fach höher als seine Epoxidase-Aktivität 

(Hashimoto et al., 1993). Die cDNA der H6H wurde bereits aus H. niger (Matsuda et 

al., 1991), A. belladonna, (Suzuki et al., 1999b), A. tanguticus (Liu et al., 2005a), 

Atropa baetica (Jaber-Vazdekis et al., 2009), Datura metel (Pramod et al., 2010) und 

A. acutangulus (Kai et al., 2011) kloniert. 

Pseudotropin als Vorstufe der Calystegine wird durch die TRII gebildet, die erstmals 

aus H. niger gereinigt wurde (Dräger et al., 1988). Für die nachfolgenden Schritte der 

Demethylierung von Pseudotropin und der Einführung von Hydroxylgruppen sind 

sowohl die Enzyme, als auch die Reihenfolge der Biosyntheseschritte unbekannt. Da 

in C. sepium Wurzelkulturen und in Morus alba Norpseudotropin nachgewiesen 

wurde, ist eine Tropinon-Demethylierung als erste Reaktion wahrscheinlich (Kusano 

et al., 2002; Scholl, 2003). Auch in N. tabacum wird Nornikotin aus Nikotin über eine 

Cytochrom-P450 abhängige Monooxygenase (Nikotin-N-Demethylase, EC 

1.14.13.B3) durch N-Demethylierung gebildet (Siminszky et al., 2005; Xu et al., 

2007). Für die Calysteginbiosynthese wird eine schrittweise Hydroxylierung vermutet, 

sodass tetrahydroxylierte Calystegine aus trihydroxylierten Calysteginen 

hervorgehen könnten (Scholl, 2003). Diese Hydroxylierungen des Tropanrings 

könnten Cytochrom P450-abhängige Monooxygenasen (CYPs) oder 2-Oxoglutarat-

abhängige Dioxygenasen (2OGDs) katalysieren. Zu den CYPs im 

Sekundärstoffwechsel von Pflanzen gehören z.B. Geraniol-10-hydroxylase (Sung et 

al., 2011), Isoflavon-2-hydroxylase (Liu et al., 2003) und Abscisinsäure-8-

hydroxylase (Okamoto et al., 2006), zu den pflanzlichen 2OGDs werden Feruloyl-

CoA Hydroxylase, Salicylsäure-3-hydroxylase und H6H zugeordnet (Kawai et al., 

2014). 

Fütterungsexperimente mit markierten Vorstufen bestätigten deren Einbau in die 

Calystegine. Die Applikation von 14C-Putrescin führte zum Einbau in die Calystegine 

bei C. sepium Wurzelkulturen (Goldmann et al., 1990). Die Fütterung von 

Pseudotropin verdreifachte den Calystegin-Gehalt in A. belladonna Wurzelkulturen. 

Nach 15N-Tropinon-Fütterung wurde dessen Einbau in die Calystegine bewiesen 

(Dräger et al., 1994). Darüber hinaus konnte an C. sepium Wurzelkulturen gezeigt 

werden, dass 15N-Tropinon in Pseudotropin, Calystegine und Dihydroxynortropane 

eingebaut wird (Scholl et al., 2001; Scholl et al., 2003). Dihydroxynortropane als 
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mögliche Intermediate zwischen Pseudotropin und den Calysteginen wurden aus 

Convolvulaceae, Moraceae und Solanaceae identifiziert (Asano et al., 2001b; 

Kusano et al., 2002). Da die vom Pseudotropin stammende Hydroxylgruppe an 

Position C3 fehlt, werden sie als Nebenprodukte der Calysteginbildung eingeordnet 

(Scholl et al., 2001). 

A 1.2.2 Wichtige Enzyme der Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese  

Unterschiedliche Pflanzenorgane und Zelltypen nehmen an der Biosynthese und 

Akkumulation von Alkaloiden teil. Ein inter- und intrazellulärer Transport von 

Intermediaten, Produkten und Biosyntheseenzymen ist dafür nötig (Facchini and St-

Pierre, 2005). Der Biosyntheseort der Tropanalkaloide ist die Wurzel, von der sie 

über das Xylem in die Blätter transportiert werden (De Luca and St Pierre, 2000; 

Khanam et al., 2000; Wink and Roberts, 1998). Für S. tuberosum werden die Wurzel 

und die Keime als Organe der Biosynthese von Calysteginen angenommen (Richter 

et al., 2007). 

Das Vorkommen von Transkripten und Enzymen für PMT, TRI, TRII und H6H wurde 

bereits in verschiedenen Zelltypen der Wurzel von Solanaceae festgestellt, so dass 

ein Transport der Biosynthese-Intermediate zwischen den Zellschichten 

wahrscheinlich ist. Die PMT ist in der Rinde, der Endodermis und im Xylem der 

Wurzel von N. sylvestris exprimiert (Shoji et al., 2000). In N. tabacum ist PMT-

Enzymaktivität besonders hoch in jungen Wurzeln (Paschalidis and Roubelakis-

Angelakis, 2005). Die Expression der PMT und H6H in A. belladonna wurde im 

Perizykel der Wurzel festgestellt (Suzuki et al., 1999a; Suzuki et al., 1999b). In 

S. tuberosum wurde starkes PMT-Transkript in den Augen der Knolle bei Keimstart 

und in kurzen Keimen nachgewiesen. Darüber hinaus wurde PMT-Proteinaktivität in 

kurzen Keimen detektiert (Stenzel et al., 2006). Da das Vorkommen von Transkripten 

für StPMT und StTRII mit gleichzeitigem Calystegin-Vorkommen in der Wurzel der 

Kartoffelpflanze korreliert, wird die Biosynthese der Calystegine in der Wurzel und 

ein anschließender Transport zu den Knollen postuliert. Zu Beginn der Keimung 

werden Calystegine aus der Knollenschale in die keimenden Augen transportiert und 

weiter in die heranwachsenden Keime. Dort wird die Nachbildung durch StPMT und 

StTRII vermutet (Richter et al., 2007). 

Das Vorkommen von TRI- und TRII-Transkripten und die Lokalisation der Proteine 

sind für H. niger und S. tuberosum untersucht. In H. niger wurde die Expression der 

TRI und TRII in der Endodermis und im Perizykel der Wurzel nachgewiesen 
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(Nakajima et al., 1999b). TRI-Protein wurde in der äußeren Rinde und Endodermis 

detektiert, TRII-Protein in der inneren Rinde, der Endodermis und im Perizykel 

(Nakajima and Hashimoto, 1999). Für S. tuberosum wurde TRI-Transkript in 

Wurzeln, Knollen, Stolonen und Blüten nachgewiesen, TRII-Transkript in Wurzeln 

und Keimen (Keiner, 2001). TRI-Protein wird nur sehr schwach in Knollen, Keimen 

und Stolonen gebildet, TRII-Protein kommt stärker im Phloemparenchym der Wurzel, 

Stolone und Keime vor. In Rindenzellen von Wurzel und Stolon sowie im Perizykel 

der Wurzel konnte TRII-Protein ebenfalls detektiert werden. Die Immunolokalisation 

der StTRI und StTRII für Wurzel und Stolone der Kartoffelpflanze wird durch 

Abb. A- 2 veranschaulicht (Kaiser et al., 2006).  

 
Abb. A- 2: Immunolokalisation der StTRI und StTRII in Wurzel und Stolon 

Die Abbildung ist entnommen aus Kaiser et al. (2006). StTRI- und StTRII-Protein wurde 
durch sekundäre IgG-Antikörper, gekoppelt an das grün fluoreszierende Protein visualisiert. 
a-c: S. tuberosum Wurzelquerschnitte, weiße Pfeile=Endodermis, gelbe Pfeile=Perizykel, d-f: 
S. tuberosum Stolonquerschnitte, weißer Pfeil=Endodermis, gelbe Pfeile=Phloem. 
 

A 1.2.3 Regulation der Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese 

Über die Regulation der Gene der Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese ist 

noch wenig bekannt. Für N. tabacum und N. benthamiana wurden verschiedene 

Transkriptionsfaktoren (NtORC1, NtJAP1, NbbHLH1 und NbbHLH2) identifiziert, die 
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am PMT-Promoter binden und positive Regulatoren der Nikotinbiosynthese sind (De 

Sutter et al., 2005; Todd et al., 2010). 

Vielfach untersucht ist, dass sich das Pflanzenhormon Methyljasmonat positiv auf die 

Biosynthese von Tropanalkaloiden auswirkt. Methyljasmonat induzierte die Bildung 

von Tropanalkaloiden in H. niger Wurzelkulturen, dabei sind PMT- und H6H-Aktivität 

erhöht (Jaremicz et al., 2014; Zhang et al., 2007). Auch in A. acutangulus Wurzeln 

und Wurzelkulturen wurde die Tropanalkaloid-Produktion durch Methyljasmonat 

gesteigert (Kai et al., 2012; Luo et al., 2012). Für D. stramonium wurde die Induktion 

von PMT-Transkriptmengen und eine Zunahme der Intermediate Tropinon, Tropin 

und Pseudotropin sowie der Tropanalkaloide nach Methyljasmonat-Behandlung 

beschrieben (Deng, 2005; Zabetakis et al., 1999). Methyljasmonat führte zu einer 

Induktion von ODC- und PMT-Transkripten und steigerte die NMP- und Nikotin-

Synthese in N. tabacum (Imanishi et al., 1998). In N. sylvestris wurde die PMT-

Expression durch Methyljasmonat-Behandlung in den Wurzeln verstärkt (Shoji et al., 

2000). 

Tropinonreduktase-Transkripte lassen sich durch Hormone und Verwundung 

induzieren. Die Expression einer TRI aus W. somnifera wurde durch Salicylsäure, 

Methyljasmonat und durch Verwundung gesteigert (Kushwaha et al., 2013b). TRI- 

und TRII-Transkripte in A. acutangulus wurden in Wurzel, Sprossachse und Blättern 

unterschiedlich stark nach Methyljasmonat-Zugabe induziert (Kai et al., 2009a), 

sodass eine differenzierte Regulation beider Tropinonreduktasen postuliert werden 

kann. 

Bei A. belladonna Wurzelkulturen wurden Veränderungen der Calystegine durch 

verschiedene Elicitoren erzeugt, deren Mechanismen größtenteils unbekannt sind. 

Methyljasmonat verringerte den Gehalt an Calystegin A3 um mehr als die Hälfte nach 

48 h, Abscisinsäure-Behandlung zeigte einen schwächeren Rückgang der 

Calysteginsynthese. Das Schwefelanalogon des Tropinons, Thiabicyclooctanon 

(TBON), als bekannter Hemmstoff der TRI verschob die Biosynthese auf die Seite 

von TRII-Produkten, indem Pseudotropin und Calystegine anstiegen (Rothe et al., 

2001). Eine Steigerung der Calysteginproduktion wurde durch 5 % Saccharose im 

Kulturmedium erzeugt (Rothe et al., 2001; Rothe et al., 2003). Auch die Zugabe des 

Zuckers Mannose zum Medium der Wurzelkultur führte zu einem Anstieg des 

Calystegin-Gehalts. Eine Kombination aus Sorbitol und Auxinen steigerte die 
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Calysteginsynthese nochmals, während Saccharose kombiniert mit Auxinen den 

Calystegin-Gehalt leicht zurückgehen ließ (Rothe and Dräger, 2002). 

In S. tuberosum veränderte sich der Gehalt an Calysteginen nach Modifikation des 

Kohlenhydratstoffwechsels. Bei transgenen Pflanzen mit supprimierter Saccharose-

Synthase und erhöhtem Glucose- und Fructosegehalt in den Knollen wurde auch ein 

erhöhter Gehalt an Calysteginen in den Keimen, der Schale und den Augen der 

Knolle sowie in der Wurzel detektiert. Die Expression der cytosolischen Hefe-

Invertase führte zu einem schnelleren Abbau von Calysteginen in der Knollenschale 

bei Lagerung (Richter et al., 2007).  

Die Beeinflussung der Calysteginbildung durch abiotischen Stress wurde bei zwei 

von 13 untersuchten Kartoffelsorten nachgewiesen, sodass eine sortenspezifische 

Regulation vermutet werden kann. Die Sorte Désireé reagierte auf Verwundung und 

Lichtstress mit einer zwei- bis dreifachen Erhöhung des Calystegin-Gehalts in den 

Keimen. Auch die Sorte Melody zeigte nach Lichtstress einen zweifach erhöhten 

Calystegin-Gehalt (Petersson et al., 2013). Nach Verwundung von Kartoffelkeimen 

der Sorte Liu konnte keine Erhöhung des Calystegin-Gehalts festgestellt werden. 

Auch die Lagerung und Keimung unter Lichteinstrahlung veränderte den Gehalt an 

Calysteginen in den Keimen und in der Knollenschale nicht (Keiner, 2001; Keiner and 

Dräger, 2000). 

A 1.2.4 Modifikation der Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese 

Kommerzielles Interesse galt bisher einer gesteigerten Produktion von 

Tropanalkaloiden, besonders Scopolamin, da Derivate dieses Alkaloids für die 

Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Krämpfen der glatten Muskulatur, 

chronisch obstruktiver Bronchitis oder Reiseübelkeit eingesetzt werden 

(http://www.rote-liste.de). Die Blätter von Duboisia-Spezies (Solanaceae) besitzen 

einen besonders hohen Gehalt an Alkaloiden von meist 2-4 %, davon 60 % 

Scopolamin und 30 % Hyoscyamin, und werden in Australien, Brasilien und Ecuador 

zur Scopolaminproduktion kultiviert (Palazon et al., 2008). Calystegine sind keine 

pharmazeutisch genutzten Wirkstoffe, daher ist das Interesse an einer gesteigerten 

Produktion durch chemische Synthese, Produktion durch in vitro Kulturen oder 

Extraktion aus pflanzlichem Material gering. Dennoch liefern einige Studien 

Informationen zum Calystegin-Gehalt nach Modifikation von Enzymen der 

Tropanalkaloid- und Calysteginbiosynthese. 
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Bisher wurden PMT und H6H einzeln oder in Kombination in Wurzelkulturen 

verschiedener Solanaceae unter Kontrolle des 35S-Promoters exprimiert. Dabei 

wurden abhängig von der untersuchten Art verschiedene Ergebnisse zu 

Veränderungen des Gehalts von NMP und Tropanalkaloiden registriert. Die alleinige 

Expression der N. tabacum PMT (NtPMT) führte in A. belladonna Wurzelkulturen 

weder zur Erhöhung der Alkaloid- noch der Calysteginmenge. Trotz Erhöhung des 

Gehalts an NMP blieben Polyamine und die Intermediate Tropinon, Tropin und 

Pseudotropin unverändert (Rothe et al., 2003). Erst durch die kombinierte Expression 

der NtPMT und der H. niger H6H (HnH6H) wurde der Scopolamin- und Hyoscyamin-

Gehalt in der Wurzelkultur 5-fach und 11-fach erhöht (Long et al., 2013; Yang et al., 

2011). In H. niger Wurzelkulturen steigerte sich der Scopolamin-Gehalt bei 

gleichzeitiger NtPMT- und HnH6H-Expression um das 10-fache. Die alleinige 

HnH6H-Expression zeigte nur eine 5-fache Erhöhung des Scopolamin-Gehalts 

(Zhang et al., 2004; Zhang et al., 2007). Weitere Untersuchungen nach alleiniger 

NtPMT-Expression in H. niger hatten nur einen Anstieg des NMPs zur Folge. 

Tropanalkaloide waren unverändert und Polyamine wie Spermidin und Spermin leicht 

reduziert (Zhang et al., 2007). Ein NMP-Anstieg bei der Expression von NtPMT 

wurde auch bei Duboisia-Hybriden gemessen ohne Veränderungen des Gehalts an 

Tropanalkaloiden, Polyaminen oder Nikotin (Moyano et al., 2002). Nur bei Datura 

metel, Hyoscyamus muticus und Scopolia parviflora verursachte schon die alleinige 

Expression der NtPMT einen Anstieg der Tropanalkaloide (Lee et al., 2005; Moyano 

et al., 2003). Zur Modifikation des Nikotin-Gehalts in Tabak-Wurzelkulturen wurde 

das Gen MPO überexprimiert und durch RNAi herunterreguliert. Die RNAi-Linien 

produzierten weniger Nikotin und Nornikotin, in den MPO-Überexpressionslinien 

steigerte sich der Nikotingehalt um das 10-fache (Hashimoto and Kato, 2007). 

Die Tropinonreduktasen TRI und TRII wurden bisher nur in Wurzelkulturen von 

A. belladonna und A. acutangulus unter Kontrolle des 35S-Promoters exprimiert. Die 

Expression der D. stramonium TRI (DsTRI) in A. belladonna führte zu einem 

erhöhten Tropin- und Tropanalkaloidgehalt sowie zu vermindertem Pseudotropin- 

und Calystegin-Gehalt. Nach Expression von DsTRII zeigte sich eine Erhöhung von 

Pseudotropin und Calysteginen nur in einer von acht Linien. 

Tropanalkaloidveränderungen wurden nicht detektiert (Richter et al., 2005). In 

A. acutangulus Wurzelkulturen wurde durch Überexpression der endogenen TRI 
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(AaTRI) und der H6H (AaH6H) einzeln und in Kombination eine Erhöhung der 

Tropanalkaloide erzielt (Kai et al., 2012; Kai et al., 2009b). 

In verschiedenen transgenen Pflanzen der Solanaceae wurde der Gehalt an 

Tropanalkaloiden und Intermediaten nach Expression der NtPMT, HnH6H, HnTRI 

unter Kontrolle des 35S-Promoters untersucht. Abhängig von Pflanze und Konstrukt 

wurde ein konstanter oder gesteigerter Gehalt der Metaboliten detektiert. Bei der 

kombinierten Expression der NtPMT und HnH6H gelang die Steigerung des 

Scopolamingehalts in A. belladonna bis auf das 7-fache (Liu et al., 2010; Wang et al., 

2011). In N. tabacum wurden HnTRI und HnH6H exprimiert und Blätter mit den 

Intermediaten Tropinon und Hyoscyamin gefüttert. Die Tropinon-gefütterten HnTRI 

exprimierenden Blätter akkumulierten Tropin, Acetyltropin, Nikotin und Derivate des 

Nikotins. Die Hyoscyamin-Fütterung bei den mit HnH6H transformierten Pflanzen 

zeigte einen leichten Anstieg von Scopolamin und 6β-Hydroxyhyoscyamin (Rocha et 

al., 2002). Die Expression der NtPMT führte in A. belladonna zu einem NMP-Anstieg 

und in N. sylvestris zu einer NMP- und Nikotinakkumulation (Sato et al., 2001). Im 

Gegensatz dazu konnte von Rothe und Mitarbeiter n (2003) keine Erhöhung von 

Tropinon, Tropin, Pseudotropin und Tropanalakloiden nach NtPMT-Expression in 

A. belladonna festgestellt werden. Es wurde geschlussfolgert, dass ein limitierender 

Biosyntheseschritt zwischen NMP und Tropinon lokalisiert sein kann. 

Ein Zusammenhang zwischen der Calysteginproduktion und biotischem Stress 

wurde für Calystegia arvensis untersucht. Die Expression des crypt-Gens des 

Oomyceten Phytophthora cryptogea in C. arvensis resultierte in einer Erhöhung des 

Calystegin-Gehalts um 30 % in Blättern und um 40 % in den Wurzeln der Pflanze. 

Das sekretierte Protein β-Cryptogein fungierte als Elicitor und simulierte den Angriff 

des Pathogens auf die Pflanze (transgenes Mimikry), was zu einer gesteigerten 

Produktion von Sekundärstoffen führte (Chaudhuri et al., 2009). 

A 1.3. Spezifische Eigenschaften der Tropinonreduktasen 

Tropinonreduktasen gehören zu der Enzymgruppe der kurzkettigen 

Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehydrogenases/reductases, SDR) 

(Jörnvall et al., 1995; Nakajima et al., 1998). SDRs kommen in hoher Anzahl in 

Pflanzen, aber auch in Tieren, dem Menschen, Bakterien und Pilzen vor. Die 

Enzyme besitzen die typische Rossmann-Faltung bei niedriger Aminosäure-

Sequenzidentität von 15-30 %. Sie oxidieren NADPH oder NADH als Co-Substrate 

(Jörnvall et al., 1999; Kallberg et al., 2002; Moummou et al., 2012; Oppermann et al., 
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2003). Im N-terminalen Bereich der Proteinsequenz befindet sich die Co-

Substratbinderegion mit glycinreichen Motiven, C-terminal sind die Aminosäuren der 

katalytischen Tetrade (Serin, Tyrosin, Lysin, Asparagin) lokalisiert (Filling et al., 2002; 

Kallberg et al., 2002; Oppermann et al., 2003). Serin fixiert das Substrat über eine 

Wasserstoffbrückenbindung zum Carbonyl-Sauerstoff. Das Substrat, Tyrosin, Lysin, 

die Nikotinamid-Ribose von NADPH/NADH, Asparagin und ein Wassermolekül sind 

in einem „Protonen-Relay-System“ über Wasserstoffbrücken hintereinander 

geschaltet, sodass Tyrosin ein Proton auf den Carbonyl-Sauerstoff überträgt (Filling 

et al., 2002). Folgend wird das 4S-Hydrid des reduzierten Nikotinamidrings auf den 

Carbonyl-Kohlenstoff übertragen. Der Reaktionsmechanismus der SDRs wird als 

geordneter bi-bi-Mechanismus beschrieben. Dabei bindet das Co-Substrat zuerst 

und wird auch als letztes aus dem Enzym entlassen (Kavanagh et al., 2008). 

TRI- und TRII-Enzyme unterscheiden sich in vitro in den Eigenschaften 

Substratspezifität, Substrataffinität (Km), Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) und pH-

Optimum. TRI-Enzyme reduzieren Tropinon stereospezifisch zu Tropin und oxidieren 

Tropin zurück zu Tropinon, während TRII-Enzyme nur die Reduktion von Tropinon 

katalysieren (Dräger, 2006). Einzig für die TRII aus H. niger (HnTRII) wurde die 

Fähigkeit zur Oxidation von Pseudotropin belegt, jedoch nur mit minimaler Aktivität, 

die 1,3 % der Reduktion entspricht (Hashimoto et al., 1992). Die Akzeptanz von 

Substratanaloga unterschiedlicher Größe und Ladung unterscheidet TRI von TRII-

Enzymen. In vitro reduzieren TRI und TRII auch dem Tropinon strukturell ähnliche 

Carbonylverbindungen als Substrate: zyklische lipophile Ketone (3- und 

4-Methylcyclohexanon), N-Methylpiperidone, Chinuclidinon, das Schwefel-Analogon 

des Tropinons (8-Thiabicylo(3.2.1)octan-3-on, TBON) und demethyliertes Tropinon 

(Nortropinon). Die Molekülladung der Substrate ist entscheidend für die Umsetzung 

entweder durch TRI oder durch TRII. So werden das ungeladene TBON und 

Chinuclidinon nicht von TRII-Enzymen, aber von TRI-Enzymen reduziert. 

4-Piperidone werden sehr gut von TRII- und kaum von TRI-Enzymen umgesetzt 

(Dräger, 2006; Hashimoto et al., 1992; Portsteffen et al., 1994). TRII-Enzyme sind 

charakterisiert durch höhere Substrataffinitäten zu Tropinon als TRI-Enzyme. TRI-

Enzyme hingegen setzen durch eine schwächere Substrat- und Produkt-Fixierung 

mit schnellerer Reaktionsgeschwindigkeit um. Sie kennzeichnet ein enges pH-

Optimum, meist pH 6,0-6,4 (Reduktion), im Vergleich zu TRII-Enzymen mit breiterem 

Optimum zwischen pH 5,0-6,25 (Reduktion) (Dräger, 2006). Bevorzugtes Co-
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Substrat der Tropinonreduktasen ist NADPH, wobei die Affinität zu NADPH immer 

höher ist als zum Substrat Tropinon. NADH als Co-Substrat besitzt eine niedrigere 

Affinität als NADPH und wird nicht von allen bekannten Tropinonreduktasen 

akzeptiert. Einen Überblick über die katalytischen Parameter von TR-Enzymen wird 

in Tab. A- 1 gegeben. 
Tab. A- 1: Katalytische Parameter von Tropinonreduktasen 

Ds - Datura stramonium, Hn - Hyoscyamus niger, St - Solanum tuberosum, Ws - Withania 
somnifera, Ab - Atropa belladonna, n.b. - nicht bestimmt 
Enzym Km (µM) Kcat  

(s-1) 
Km (µM) pH 

Optimum 
Red./Ox. 

Referenz 
Tropinon NADPH Tropin/ 

Pseudo-
tropin 

NADP 

DsTRI 775*a 
pH 5,9 

58*c 25,6*b 
pH 7,0 

180*c 105*c 6,4/9,9*c *aNakajima et al., 1994 
*bNakajima et al., 1999a 
*cPortsteffen et al., 1994 

HnTRI 1010 
pH 5,9 

11,3 n.b. 2600 41,5 6,1/7,6 Hashimoto et al., 1992 

StTRI 188  
pH 6,0 

n.b. 0,015 
pH 6,0 

n.b. n.b. 6,0/n.b Kaiser et al., 2006 

WsTRI 1270 
pH 6,7 

0,43 19,03 114949 96,15 6,7/n.b. Kushwaha et al., 2013b 

DsTRII 176*a 
pH 5,9 

16*c 2,73*b 
pH 7,0 

- - 6,25*c 
breit/- 

*aNakajima et al., 1994 
*bNakajima et al., 1999a 
*cPortsteffen et al., 1994 

HnTRII 34 
pH 5,9 

6,1 n.b. 687 251 5,9 
breit/n.b. 

Hashimoto et al., 1992 

StTRII 33*a 

pH 6,4 
20*c 9,4*b n.b n.b 5,0*a 

breit/n.b. 

*aKeiner et al., 2002 
*bKaiser et al., 2006 
*cDräger, 2006 

AbTRII 90  
pH 6,25 

21 n.b. - - 6,25 
breit/- 

Dräger and Schaal, 
1994 

 
TRI- und TRII-Enzyme aus D. stramonium, A, belladonna, H. niger und S. tuberosum 

besitzen eine Übereinstimmung von 64-65 % auf Aminosäureebene. Um die 

Proteinstruktur und die Substrat- und Co-Substrat-Bindung zu bestimmen, wurden 

die TRI und TRII aus D. stramonium kristallisiert. Beide Enzyme sind Dimere. Die 

Stereospezifität von TRI und TRII wird durch eine Umkehr der Orientierung des 

Substrats im aktiven Zentrum erreicht, wobei die Position von NADPH unverändert 

bleibt: In TRII wird Tropinon durch ionische Wechselwirkung des Stickstoffs an 

Glutaminsäure fixiert, was eine hohe Affinität zur Folge hat. In TRI wird die Tropinon-

Positionierung durch eine Abstoßung zwischen dem Stickstoff und einem positiv 

geladenen Histidin möglich. Diese schwächere Interaktion erklärt die niedrigere 

Affinität von Tropinon zu TRI-Enzymen (Nakajima et al., 1998; Yamashita et al., 
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1999). Bei in vitro Mutationsstudien mit nur fünf ausgetauschten Aminosäuren konnte 

in DsTRI- und DsTRII-Enzymmutanten jeweils eine Umkehr der Stereospezifität 

erzeugt werden (Nakajima et al., 1999a). Zur Evolution von Tropinonreduktasen wird 

die Theorie verfolgt, dass in Tropanalkaloid-produzierenden Pflanzen ein 

unspezialisiertes TR-Enzym an der Substratbindestelle mutiert ist und dadurch die 

Tropinonbindung ermöglicht wurde (Nakajima et al., 1999c). 

In einer vorangegangenen Arbeit von Dr. N. Reinhardt (MLU Halle-Wittenberg) wurde 

die Substratakzeptanz Tropinonreduktase-ähnlicher Enzyme (TRLs) aus A. thaliana 

und der StTRI aus S. tuberosum untersucht (Reinhardt, 2014; Dr. N. Reinhardt, 

unveröffentlichte Ergebnisse): Die rekombinanten Proteine wurden in E. coli 

exprimiert und gereinigt. Einige der AtTRL-Enzyme und die StTRI sind in der Lage, in 

vitro verschiedene Jasmonate als Substrate zu akzeptieren. Hierbei wurde die 

Reduktion von (-)-Jasmonsäure, (±)-Jasmonsäure und der unpolareren Methylester 

(±)-Methyljasmonat und (±)-Methyldihydrojasmonat mit der StTRI untersucht. Der 

Umsatz der bei der Reduktion gebildeten Produkte wurde durch GC-MS Analyse 

ausgewertet. Produkte aus der Reduktion von Jasmonaten an der Carbonylfunktion 

an Position C6 sind Cucurbinsäure-Derivate (CA). Nach Reduktion von 

(-)-Jasmonsäure sind zwei Stereoisomere als Produkte (6-epi-7-iso CA, 7-iso CA) 

möglich. Aus racemischer Jasmonsäure entstehen vier mögliche Produkte 

(Enantiomerenpaar 1: 7-iso CA/6-epi-3-iso CA, Enantiomerenpaar 2: 3-iso CA/6-epi-

7-iso CA (Abb. A- 3). 

	
Abb. A- 3: Reduktion von Jasmonsäure 

Reduktion von (-)-Jasmonsäure und (+)-Jasmonsäure zu Cucurbinsäure-Stereoisomeren 
(Dathe et al., 1993). Enantiomerenpaare: 7-iso-Cucurbinsäure/6-epi-3-iso-Cucurbinsäure 
und 3-iso-Cucurbinsäure/6-epi-7-iso-Cucurbinsäure. 
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Das Enzym StTRI reduzierte (-)-Jasmonsäure zu beiden Diastereomeren 6-epi-7-iso-

CA und 7-iso-CA im Verhältnis 1:5. Für die Reduktion von (±)-Jasmonsäure, 

(±)-Methyljasmonat und (±)-Methyldihydrojasmonat bildete die StTRI jeweils zwei 

Diastereomere, wobei eine Trennung in die zwei jeweils dazugehörigen Enantiomere 

ohne Verwendung einer chiralen Säule nicht vorgenommen wurde (Dr. N. Reinhardt, 

unveröffentlichte Ergebnisse). 

A 1.4. Calystegine 

A 1.4.1 Struktur und Vorkommen 

Calystegine sind polyhydroxylierte Nortropanalkaloide mit drei bis fünf 

Hydroxylgruppen an verschiedenen Positionen des Nortropan-Grundgerüsts. Sie 

werden nach der Zahl der Hydroxylgruppen und der Substituenten am Kohlenstoff 

oder Stickstoff in verschiedene Gruppen eingeteilt: trihydroxyliert (A-Calystegine), 

tetrahydroxyliert (B-Calystegine), pentahydroxyliert (C-Calystegine), Hydroxylgruppe 

an C1 durch Brückenkopf-Aminogruppe substituiert (N-Calystegine) und N-methyliert 

(N-Methylcalystegine). Die Hydroxylgruppe an Position C3 liegt meist in äquatorialer 

Stellung vor (Abb. A- 1). Ein typisches Merkmal der Calystegine ist die Brückenkopf-

Hydroxylgruppe an Position C1, wodurch ein zyklisches Aminoketal gebildet wird 

(Dräger, 2004). Aufgrund der vielen Hydroxylgruppen als Substituenten sind 

Calystegine sehr hydrophile Moleküle. Sie liegen ungebunden, aber auch in 

glycosylierter Form, wie das 3-β-Glucosid von Calystegin B1 (Griffiths et al., 1996) 

und das 4-α-Galactosid von Calystegin B2, in S. tuberosum Knollen und in Morus 

alba vor (Asano et al., 2001a; Watson et al., 1999). 

Calystegine wurden erstmals in Wurzelkulturen der Zaunwinde (C. sepium) und kurz 

danach in Convolvulus arvensis und A. belladonna entdeckt (Jung and Tepfer, 1987; 

Tepfer et al., 1988). Auch in Motten des Totenkopfschwärmers (Acheronitat atropos) 

und in dem Schmetterling Mechantis polymnia, die sich von Solanum-Arten 

ernähren, wurden Calystegine gefunden. Für die Kartoffelpflanze wurden die 

Calystegine B2 und A3 erstmals in Blättern und Knollen detektiert (Nash et al., 1993). 

Heute ist das Vorkommen der Calystegine für viele Gattungen der Solanaceae und 

Convolvulaceae nachgewiesen. Eine detaillierte Zusammenstellung des 

Vorkommens wird in Dräger (2004) und in Schimming et al. (2005) gegeben. Auch 

einige Gattungen der Brassicaceae enthalten Calystegine (Brock et al., 2006). Bei 

den Moraceae wurden Calystegine in der Gattung Morus (Asano et al., 2001a), bei 
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den Erythroxylaceae in der Gattung Erythroxylum identifiziert (Brock et al., 2005). 

Kürzlich wurde das Vorkommen von Calysteginen für einige Ericaceae 

nachgewiesen (Asano et al., 2014) 

Calystegine akkumulieren in unterschiedlichen Pflanzenorganen als Stoffgemische 

verschiedener Zusammensetzung. Die am häufigsten in Pflanzen vorkommenden 

Calystegine sind Calystgin B2, A3 und B1 (Dräger, 2004). In S. tuberosum 

akkumulieren die Calystegine B2 > A3 > B4 in der angegebenen Reihenfolge, dabei 

ist der Gehalt immer sortenabhängig (Friedman et al., 2003; Keiner, 2001). Für die 

Sorte Liu erreichen die Calystegine B2 und A3 in den auskeimenden Augen der 

Knolle und in 3 mm kurzen Keimen einen Gesamtgehalt von 2.000-4.000 µg/g 

Frischmasse (FM). In der 3 mm Spitze eines 20 mm Keimes herrscht ein höherer 

Gesamtcalystegin-Gehalt von 1.200 µg/g FM im Vergleich zu den Knollen-nahen 

Abschnitten des Keimes. In den Blättern, Blüten und Wurzeln akkumulieren weniger 

Calystegine bis maximal 150 µg/g FM. Nach fünf Monaten Lagerungsdauer der 

Knollen verdreifachte sich der Calystegin-Gehalt in der Knollenschale ausgehend 

von 500 µg/g FM direkt nach der Ernte (Keiner and Dräger, 2000). Calystegine 

kommen häufig zusammen mit anderen Alkaloiden vor. In S. tuberosum 

akkumulieren Calystegine gemeinsam mit den Glycoalkaloiden α-Solanin und 

α-Chaconin (Friedman, 2004; Friedman et al., 2003). In Erythroxylum-Arten kommen 

Calystegine zusammen mit dem Tropanalkaloid Cocain vor (Brock et al., 2005). Auch 

die Tropanalkaloide Hyoscyamin und Scopolamin akkumulieren gemeinsam mit 

Calysteginen in Atropa, Datura und Hyoscyamus (Dräger, 2004; Dräger et al., 1995). 

In einigen Ipomoea-Arten (Convolvulaceae) kommen Calystegine mit 

Indolizidinalkaloiden (Swainsonin), Pyrrolizidinalkaloiden oder Ergolinalkaloiden vor 

(Haraguchi et al., 2003; Jenett-Siems et al., 1998; Meira et al., 2012).  

A 1.4.2 Eigenschaften und mögliche natürliche Funktion 

Calystegine sind aufgrund ihrer polyhydroxylierten Struktur Glycosidase-Inhibitoren. 

Glycosidasen (EC 3.2.1.) kommen ubiquitär vor und spalten reversibel glycosidische 

Bindungen. Sie katalysieren lebensnotwendige Prozesse, wie die Spaltung von 

Kohlenhydraten im menschlichen Darm oder den lysosomalen Abbau von 

Glycolipiden (Ballabio and Gieselmann, 2009; Watson et al., 2001). Diese 

Eigenschaften machen sie für den Einsatz als Antidiabetikum und zur Behandlung 

von lysosomalen Speicherkrankheiten interessant.  
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Calystegine hemmen Glycosidasen aus verschiedenen tierischen (Rind, Schwein, 

Ratte) und menschlichen Geweben wie Leber und Niere. Sie zeigen auch eine 

Hemmwirkung auf Glycosidasen aus Bakterien (Caldocellum saccharolyticum), 

Pilzen (Aspergillus niger) und Früchten (Mandel, Kaffeebohne). Eine kompetetive 

Hemmung der Calystegine wurde für Glucosidasen, Galactosidasen, Mannosidasen, 

Xylosidasen und Trehalasen gezeigt (Asano et al., 1997; Asano et al., 1995; Asano 

et al., 1996; Asano et al., 1994; Goldmann et al., 1996; Ikeda et al., 2003; Kato et al., 

1997; Kato et al., 2011; Molyneux et al., 1993). Das in S. tuberosum am stärksten 

akkumulierte Calystegin B2 ist ein potenter Inhibitor der pflanzlichen β-Glucosidase 

aus der Mandel (Ki 1,2 µM) und α-Galactosidase aus der Kaffeebohne (Ki 0,86 µM), 

jedoch ein schwächerer Inhibitor der β-Galactosidase (Ki 185 µM) und β-Xylosidase 

(Ki 60 µM) der menschlichen Leber (Asano et al., 1995, Asano et al., 1997). 

Der Transport der Calystegine durch in vitro Zellsysteme (Caco-2-Zellen) konnte 

nicht bestätigt werden, so wird auf eine geringe systemische Bioverfügbarkeit nach 

oraler Applikation beim Menschen geschlossen. Die Calystegine B2 und A3 als 

Inhibitoren von Maltase und Saccharase im menschlichen Dünndarm waren dem für 

Diabetes mellitus Typ 2 zugelassenen Arzneistoff Acarbose unterlegen. Calystegin 

B2 (476 µM) zeigte die beste Hemmwirkung auf Saccharase mit einem Ki von 55 µM 

gegenüber Acarbose (5 µM) mit einem Ki von 7,8 µM (Jockovic et al., 2013). Neue 

synthetische Calystegin-Derivate, bezeichnet als Labystegine, hemmten die Maltase, 

Isomaltase und Saccharase stärker als das Antidiabetikum Miglitol und führten zu 

einer besseren Senkung des postprandialen Blutglucose-Levels bei Ratten (Kato et 

al., 2015). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass Calystegine auch die menschliche 

β-Glucocerebrosidase der Lysosomen in vitro reversibel hemmen und gleichzeitig 

stabilisieren können (Chaperon-Effekt). Die Calystegine A3 und B2 erhöhten die 

intrazelluläre β-Glucocerebrosidase-Aktivität von Fibroblastenzellen, deren Aktivität 

durch eine Mutation stark gemindert war, auf das 1,5- und 1,7-fache. So wird ihr 

möglicher Einsatz in der Therapie der lysosomalen Speicherkrankheit Morbus 

Gaucher diskutiert (Kato et al., 2014). 

Calystegine könnten eine wichtige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle für 

Bodenbakterien in der Rhizosphäre sein. Von 42 getesteten Bodenbakterien war 

allerdings nur das Bakterium Rhizobium meliloti 41 in der Lage, Calystegine zu 

katabolisieren. Es werden bestimmte Calysteginkatabolismus-Gene (cac) dafür 

verantwortlich gemacht (Tepfer et al., 1988). Daraufhin wurde die Rhizosphäre von 



Einleitung 
	

	20 

Calystegin-bildenden Pflanzen (C. sepium und C. arvensis) und Pflanzen, die keine 

Calystegine bilden, auf das Vorhandensein von Bakterien mit cac-Genen untersucht. 

Nur in Rhizospheren-Isolaten der Calystegin-bildenden Pflanzen wurden cac-positive 

Bakterien wie z.B. Pseudomonas fluorescens identifiziert. Calystegin B2 stimulierte 

das Wachstum von R. meliloti, hemmte aber nicht das Wachstum anderer cac-

negativer Rhizobium- und Agrobacterium-Stämme. Zusätzlich wurde gezeigt, dass 

Calystegin B2 die Samenkeimung und das Streckungswachstum der Wurzel von 

Luzerne (Medicago sativa) hemmt (Goldmann et al., 1996). Auch das cac-positive 

Bakterium Sinorhizobium meliloti wuchs besonders gut in der Rhizosphäre von 

Calystegin-produzierenden Pflanzen (Guntli et al., 1999). 

Ob Calystegine Abwehrsubstanzen gegen pflanzenpathogene Mikroorganismen 

sind, wurde bei C. sepium gegen den Pilz Stagonospora convolvuli untersucht. 

Calystegine hemmten nicht das Pilzwachstum und wurden nach Infektion der Pflanze 

auch nicht vermehrt gebildet. Die saure Invertase des Pilzes wurde nicht durch 

10 mM Calystegin B2 gehemmt, für die Invertase von C. sepium hingegen wurde ein 

Rückgang der Aktivität um mehr als die Hälfte gemessen (Höke and Dräger, 2004). 

A 1.5. Ziele der Arbeit 

Gegenstand dieser Arbeit ist es, die Funktionen der Tropinonreduktasen aus 

S. tuberosum, StTRI und StTRII, in vivo durch Generation und Untersuchungen an 

transgenen RNAi- und Überexpressionspflanzen zu bestätigen. 

Die kinetischen Parameter und die Substratakzeptanz der StTRI und StTRII wurden 

in vitro bereits charakterisiert und sind mit denen der TRI und TRII anderer 

Solanaceae vergleichbar. So ist die StTRI in der Lage, Tropinon zu Tropin zu 

reduzieren, die StTRII reduziert Tropinon zu Pseudotropin (Kaiser et al., 2006; Keiner 

et al., 2002). Es ist wahrscheinlich, dass diese in vitro gemessene Substratakzeptanz 

auch der in der Pflanze entspricht. Belegt sind die Funktionen beider Enzyme jedoch 

erst dann, wenn nach Herabsetzen der Expression, z.B. durch RNAi, kein oder 

weniger Produkt oder nach Überexpression eines Biosynthesegens mehr Produkt in 

vivo messbar ist.  

Die Kartoffelpflanze gehört nicht zu den Tropanalkaloid-bildenden Solanaceae, zeigt 

jedoch TRI-Transkript in Stolonen, Knollen, Blüten, Wurzeln und Keimen (Keiner, 

2001). Auch TRI-Protein wird in Stolonen, Knollen und Keimen gebildet (Kaiser et al., 

2006), endogen akkumulieren aber weder Tropin noch dessen Ester. Bisher ist nicht 

bewiesen, ob die StTRI ihre Fähigkeit zur Tropinbildung aus Tropinon auch in vivo 
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aufweist. TRI- und TRII-Enzyme reduzieren in vitro nicht nur die Carbonylgruppe des 

Tropinons, sondern setzen auch verschiedene andere Substrate mit 

Carbonylgruppen zu den entsprechenden Alkoholen um (Dräger, 2006). Deshalb ist 

anzunehmen, dass die StTRI auch eine andere Funktion als die Tropinonreduktion in 

der Pflanze übernimmt. In dieser Arbeit sollen durch Untersuchungen zur 

Tropinbildung an StTRI RNAi- und StTRI Überexpressionspflanzen Aussagen zu 

einer möglichen Funktion der StTRI in vivo getroffen werden. Weiterhin soll auf 

Unterschiede im Gehalt verschiedener Jasmonate geprüft werden. 

Aufgrund der Fähigkeit des Enzyms StTRII, in vitro Pseudotropin durch Reduktion 

von Tropinon zu bilden, wird diese Reaktion auch in der Pflanze vermutet. Um diese 

Funktion in vivo zu bestätigen, sollen StTRII RNAi Pflanzen generiert werden. Ziel 

der Untersuchungen ist, ob durch Knockdown der StTRII die Pseudotropinbildung 

unterbrochen und eine verminderte Calysteginakkumulation in den Keimen von 

S. tuberosum erzeugt werden kann. Da bisher die Funktion der Calystegine in 

Pflanzen noch unbekannt ist, könnten Kartoffelpflanzen mit vermindertem Calystegin-

Gehalt erstmals Hinweise dazu liefern. Ob Calystegine Hemmstoffe der 

Sporenkeimung des Kartoffelpathogens P. infestans sind, soll mittels der StTRII 

RNAi Pflanzen untersucht werden. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Generation von S. tuberosum mit erhöhter 

Calysteginakkumulation, um einen Vergleich des Phänotyps zwischen Pflanzen mit 

wenig, natürlichem und hohem Calystegin-Gehalt aufzustellen und damit weitere 

Hinweise auf die natürliche Funktion der Calystegine zu gewinnen. Zur Generation 

von S. tuberosum mit erhöhtem Calystegin-Gehalt wird die D. stramonium PMT 

(DsPMT) in der Kartoffelpflanze exprimiert. Die Expression von PMT als 

Eingangsenzym in den Sekundärstoffwechsel soll den Metabolitenfluss zu Tropinon 

verstärken. Gleichzeitig sollen die Intermediate Tropinon, Tropin und Pseudotropin 

quantifiziert werden um mögliche limitierende Schritte und Enzyme der 

Calysteginbiosynthese aufzuklären. Das Enzym StTRII wird nicht limitierend für die 

Calysteginbiosynthese angesehen (Richter et al., 2007) und deshalb nicht zur 

Überexpression gewählt (Richter et al., 2007). 

Für diese Fragen werden mit verschiedenen Genkonstrukten stabil transformierte 

Kartoffelpflanzen (StTRI RNAi, StTRI Überexpression, StTRII RNAi, DsPMT 

Expression) umfassend untersucht auf: 
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1. Transkriptmengen der beteiligten Gene (PMT, TRI, TRII) 

2. Akkumulation von Metaboliten des Primärstoffwechsels (Putrescin, Spermidin, 

Spermin) und des Sekundärstoffwechsels (N-Methylputrescin, Tropinon, Tropin, 

Pseudotropin, Calystegine und Jasmonate) 

3. Phänotypische Veränderungen 

4. Biomasse und Sporenkeimung von P. infestans 

Das Genom der Kartoffelpflanze ist seit 2011 über die Datenbank des Potato 

Genome Sequencing Consortiums (PGSC, 2011; Sharma et al., 2013) zugänglich. 

Erstmals werden in dieser Arbeit Aussagen über das Vorkommen, die Häufigkeit und 

die genomische Struktur der Tropinonreduktasen, der Putrescin-N-

methyltransferasen und der Spermidinsynthasen getroffen. 
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B 2 Material und Methoden 

B 2.1 Material 

B 2.1.1 Solanum tuberosum L. 

Für alle Experimente mit Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum L.) wurde als Wildtyp 

die Sorte Désirée (S. tuberosum L. cv. Désirée) genutzt. Als Vektorkontrolle (leerer 

Vektor, ohne Insert) diente die Linie pGPTV B2. Hierzu wurden Wildtyp Désirée 

Kartoffelpflanzen von A. Weinel (IPB, Halle) mit leerem Vektor pGPTV (Becker et al., 

1992) transformiert. In dieser Arbeit wurden transgene Pflanzen aus Wildtyp Désirée 

Kartoffelpflanzen generiert, die mit den RNAi-Konstrukten für StTRI und StTRII 

(Vektor pHELLSGATE8: Helliwell et al., 2002; Wesley et al., 2001) sowie 

(Über)expressions-Konstrukten für StTRI und DsPMT (Vektor pGWB14: Nakagawa 

et al., 2007) transformiert wurden (B 2.2.3).  

B 2.1.2 Phytophthora infestans 

Für Hemmexperimente der Sporenkeimung und Infektionsexperimente wurde 

P. infestans Isolat 208m2, das mit dem grün fluoreszierenden Protein (GFP) 

transformiert war, verwendet (Si-Ammour et al., 2003). P. infestans wurde von Prof. 

Dr. F. Mauch (Université de Fribourg, Schweiz) zur Verfügung gestellt. Die Anzucht 

erfolgte auf Hafer-Bohne-Medium (Tab. B- 2) im Dunkeln bei 18 °C für 11 bis 14 

Tage (B 2.2.1). 

B 2.1.3 Eschericha coli 

Für Klonierungen wurden chemisch kompetente E. coli Bakterien (DH5α, Grant et al., 

1990) verwendet (B 2.2.4). Genotyp: F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 

nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), λ–. Die Anzucht 

erfolgte auf LB-Platten oder in LB-Flüssigmedium bei 37 °C über Nacht unter Zusatz 

eines für die Selektion geeigneten Antibiotikums.  

B 2.1.4 Agrobacterium tumefaciens 

Für die Transformation von Kartoffelpflanzen (B 2.2.3) wurde der Bakterienstamm 

A. tumefaciens AGL-0 verwendet (Lazo et al., 1991). Genotyp: EHA101 

pTiBo542ΔT-region Mop+. Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C auf LB-Platten oder in 
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LB-Flüssigmedium für zwei Tage unter Zusatz eines für die Selektion geeigneten 

Antibiotikums. 

B 2.1.5 Chemikalien, Oligonukleotide, Enzyme und Kits  

Verwendete Chemikalien und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, 

von den Firmen Carl Roth, Merck, Sigma-Alrich, Fluka oder Appli-Chem in 

Analysenqualität bezogen. Lieferant für Castanospermin war die Firma Tocris 

Bioscience (United Kingdom). α-32P-dATP wurde von der Firma Hartmann Analytik, 

Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon synthetisiert. Kits zur Extraktion 

von DNA/RNA und für Klonierungsarbeiten wurden von Fermentas/Thermo Scientific, 

Invitrogen, Sigma-Aldrich und Qiagen bezogen. Enzyme lieferten Fermentas, 

Invitrogen, New England Biolabs und Roche. Sonden für qRT-PCR wurden von 

Roche synthetisiert. Tab. B- 1 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten, durch Synthese 

oder Extraktion gewonnenen Analysechemikalien: 
Tab. B- 1: Chemikalien, durch Synthese oder Extraktion gewonnen 

Chemikalie Referenz Gewinnung 
(-)-Jasmonsäure Prof. Dr. B. Hause (IPB, Halle), Kramell et al., 1996 Synthese 
Cucurbinsäure diese Arbeit (B 2.6.12) Synthese  
2D6-Jasmonsäure Dr. G. Balcke (IPB, Halle), Miersch, 1991 Synthese 
2D2-Jasmonsäure-
Isoleucin 

Dr. G. Balcke (IPB, Halle), Kramell et al., 1999 Synthese 

2D5-OPDA Dr. G. Balcke (IPB, Halle), Zimmerman and Feng, 
1978 

Synthese 

Calystegine A3, B2, B4 Prof. Dr. N. Asano (Kanazawa University, Japan) Extraktion 
Calystegin B2 (50 mM)  Dr. M. Mielke (MLU Halle-Wittenberg) Extraktion 
N-Methylputrescin Prof. Dr. T. Hashimoto (Nara Institute of Science 

and Technology, Japan) 
Synthese 

Pseudotropin Prof. Dr. B. Dräger (MLU Halle-Wittenberg), 
Nickon and Fieser, 1952 

Synthese 

 

B 2.1.6 Medien, Puffer und Lösungen 

Als Lösungsmittel diente, soweit nicht anders angegeben, deionisiertes Wasser, das 

durch eine Milli-Q Anlage (Millipore) oder durch eine TKA-GenPure Anlage (TKA 

GmbH) gewonnen wurde. Hitzestabile Medien, Puffer und Lösungen wurden bei 

121 °C und 2 bar Druck für 20 min autoklaviert. Hitzelabile Flüssigkeiten wurden 

durch eine Membran der Porengröße 0,22 µm steril filtriert. Antibiotika und 

Inhaltsstoffe der Medien wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, von den 

Firmen Biozym, Difco, Duchefa Biochemie, Sigma-Aldrich oder Serva bezogen. 
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Tab. B- 2: Zusammensetzung Medien und Lösungen zur Pflanzenkultur 

2(3) MS-Medium Kokos-Nährlösung 
Murashige und Skoog, 1962 (Atami Grow Products) 

0,441 % (m/V) MS-Salze (Duchefa Haarlem) 3,4 % (V/V) Stammlösung A  
0,05 % (m/V) MES (5,6 % (m/V) N; 4,69 % (m/V) K; 0,17 %  
0,6 % (m/V) Plant Agar (m/V) Na; 3,11 % (m/V) Ca; 0,91 % (m/V)  
2(3) % (m/V) Saccharose Mg; 0,233 % (m/V) Fe; 0,001 % (m/V) Mn;  
pH 5,8 (Kaliumhydroxid) 0,001 % (m/V) B) 

2CK-Medium 1,4 % (V/V) Stammlösung B  
0,1 % (V/V) Vitamin-Lösung (0,74 % (m/V) N; 2,01 % (m/V) P; 5,38 %  
50 µg/ml Kanamycin  (m/V) K; 0,49 % (m/V) Mg; 1,07 % (m/V) S;  
250 µg/ml Cefotaxim 0,001 % (m/V) Fe; 0,032 % (m/V) Mn;  
in 2MS-Medium 0,041 % (m/V) Zn; 0,011 % (m/V) B;  

2C-Medium 0,001 % (m/V) Cu; 0,002 % (m/V) Mo) 
0,1 % (V/V) Vitamin-Lösung 0,7 % (V/V) Salpetersäure konz. 
250 µg/ml Cefotaxim pH 5,8 (Kaliumhydroxid) 
in 2 MS-Medium LB-Medium  

75K-Medium 1 % (m/V) Bacto-Trypton 
0,1 % (V/V) Vitamin-Lösung 0,5 % (m/V) Hefe-Extrakt 
250 µg/ml Cefotaxim 0,5 % (m/V) Natriumchlorid 
50 µg/ml Kanamycin (1,5 % (m/V) Agar) 
2 µg/ml Zeatinribosid SOB/SOC-Medium 
0,02 µg/ml 1-Naphthylessigsäure Hanahan et al., 1983 
0,02 µg/ml Gibberellinsäure 2 % (m/V) Trypton 
in GMS-Medium 0,5 % (m/V) Hefeextrakt 

76K-Medium 10 mM Natriumchlorid 
0,1 % (V/V) Vitamin-Lösung 2,5 mM Kaliumchlorid 
250 µg/ml Cefotaxim 10 mM Magnesiumchlorid 
50 µg/ml Kanamycin 10 mM Magnesiumsulfat 
5 µg/ml 1-Naphthylessigsäure SOC: + 20 mM Glucose 
0,1 µg/ml Benzylaminopurin pH 6,8-7,0 
in GMS-Medium Vitamin-Lösung 

GMS-Medium 0,5 mg/ml Nikotinsäure 
0,441 % (m/V) MS-Salze (Duchefa Haarlem) 0,5 mg/ml Pyridoxin-HCl 
0,05 % (m/V) MES 0,1 mg/ml Thiamin-HCl 
0,6 % (m/V) Plant Agar 2 mg/ml Glycin 
1,6 % (m/V) Glucose YEB-Medium 
pH 5,8 (Kaliumhydroxid) 0,5 % (m/V) Fleisch-Extrakt 

Hafer-Bohne-Medium 0,1 % (m/V) Hefe-Extrakt 
3,4 % (m/v) Bohnenmehl 0,5 % (m/V) Pepton 
1,7 % (m/V) Hafermehl 0,5 % (m/V) Saccharose 
8,5 % (m/V) Saccharose 2 mM Magnesiumsulfat 
1,5 % (m/V) Agarose (1,5 % (m/V) Agar) 
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Tab. B- 3: Zusammensetzung Puffer und Lösungen 

1x MEN-Puffer Lysispuffer Plasmidpräparation 
20 mM MOPS 15 % (m/V) Saccharose 
5 mM Natriumacetat 50 mM Tris-HCl 
1 mM EDTA 50 mM EDTA 
pH 7,0 (Natriumhydroxid) Neutralisierungslösung 

20x SSC-Lösung 1,5 M Natriumchlorid 
3 M Natriumchlorid 0,5 M Tris-HCl  
0,3 M Natriumtricitrat-Dihydrat pH 7,0 

Alkalische SDS-Lösung PCI-Lösung 
0,2 M Natriumhydroxid 50 % (V/V) Phenol 
1 % (m/V) SDS 48 % (V/V) Chloroform 

Denaturierungslösung 2 % (V/V) Isoamylalkohol 
1,5 M Natriumchlorid Pflanzen-DNA Extraktionspuffer 
0,5 M Natriumhydroxid 100 mM Tris-HCl pH 8,0 

DNA-Probenpuffer  50 mM EDTA pH 8,0 
10 mM EDTA pH 8,0 500 mM Natriumchlorid 
30 % (V/V) Glycerol 1,5 % SDS 
0,1 % (m/V) Bromphenolblau RNA-Probenpuffer 

High-Salt-Lösung 52,8 % (V/V) Formamid 
1,2 M Natriumchlorid 10,6 % (V/V) 10x MOPS 
0,8 M Natriumtricitrat 17 % (V/V) Formaldehyd 

Hybridisierungspuffer 12 % (V/V) ml Wasser 
0,2 % PVP 40 7 % (V/V) Glycerol 
0,2 % Ficoll 400 0,6 % (V/V) Bromphenolblau 
0,2 % BSA TE-Puffer 
48 % (V/V) Lösung N 20 mM Tris-HCl 
48 % (V/V) Formamid 1 mM EDTA 
120 µg/ml hitzedenaturierte  pH 8,0 
Heringssperma-DNA Trizol-Lösung 

Lösung N 0,8 M Guanidiniumthiocyanat 
1,8 M Natriumchlorid 0,4 M Ammoniumthiocyanat 
100 mM Natriumdihydrogenphosphat 100 mM Natriumacetat pH 5,0 
10 mM EDTA 5 % (V/V) Glycerol 
0,2 % SDS 45 % (V/V) Wasser 
pH 7,0 50 % (V/V) Phenol 

Transformationspuffer I Transformationspuffer II 
35 mM Kaliumacetat 10 mM MOPS 
45 mM Manganchlorid 75 mM Calciumchlorid 
100 mM Rubidiumchlorid 10 mM Rubidiumchlorid 
10 mM Calciumchlorid 15 % (V/V) Glycerol 
15 % (V/V) Glycerol pH 7,0 
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B 2.1.7 Datenbanken und Internetprogramme 

Tab. B- 4: Datenbanken und Internetprogramme 

Arzneimittelverzeichnis für Deutschland 
(Rote Liste, 2015) 

http://www.rote-liste.de	

Ernährungs- und Landwirtschafts-
organisation der Vereinten Nationen 

http://www.fao.org 

International Potato Center, Peru http://cipotato.org 
Genomdatenbank S. tuberosum 
(PGSC, 2011; Sharma et al., 2013) 

http://solgenomics.net/ 
http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/pgsc_dow
nload.shtml 

Massenspektren http://webbook.nist.gov/chemistry 
Sequenzvergleiche http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
Statistik, t-Test http://vassarstats.net/ 
 

B 2.2 Kultivierung, Transformation und Selektion der Organismen 

B 2.2.1 Kultivierung von P. infestans 

P. infestans Dauerkulturen wurden freundlicherweise von M. Häußler (IPB, Halle) 

angelegt und bei -80 °C gelagert. Frisches Mycel wurde durch Ausstreichen der 

Dauerkultur oder durch Überimpfen von Mycel auf Hafer-Bohne-Kulturmedium (Tab. 

B- 2) gewonnen. Die Anzucht von P. infestans erfolgte durch Übertragen von Mycel 

auf Kulturmedium in Erlenmeyerkolben und Inkubation bei 18 °C im Dunkeln für 11 

bis 14 Tage. Die Zoosporen wurden durch Überschichten der Sporangien mit 5 ml 

sterilem Wasser, kurzem Schwenken, Inkubation für 3-4 h bei 4 °C und Filtration der 

Suspension durch Gaze (Polyester, 20 µm Porengröße, Durocas) gewonnen.	

B 2.2.2 Kultivierung von S. tuberosum 

Spross-Stecklinge von S. tuberosum wurden steril unter Langtagbedingungen (16 h 

Licht: 160 µE, 22 °C) in einer Phytokammer angezogen und nach Wurzelbildung in 

ein Gemisch aus gedämpfter Erde:Sand (1:1) umgetopft (Töpfe 11x11 cm). Die 

Kultivierung erfolgte in einer Phytokammer unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 

200 µE, 20 °C, 8 h Dunkelheit, 18 °C, Luftfeuchte 70 %). Experimente mit Blättern 

wurden nach drei bis vier Wochen Pflanzenwachstum in der Phytokammer 

durchgeführt. Um saubere Wurzeln anzuziehen, wurden bewurzelte Spross-

Stecklinge in Quarzsand umgetopft (Topfdurchmesser 8 cm) und drei bis vier 

Wochen in flüssiger Kokos-Nährlösung (Tab. B- 2) in der Phytokammer kultiviert. Zur 

Knollenbildung wurden drei bis vier Wochen alte Pflanzen in eine 
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Gewächshauskammer überführt (16 h Licht, 20 °C, 8 h Dunkelheit, 15 °C, Luftfeuchte 

55-75 %) und bis zum Abreifen drei bis vier Monate kultiviert. Die Knollen wurden 

fünf bis sieben Monate bei 7 °C dunkel gelagert und bei Keimstart auf 

Raumtemperatur (Dunkellagerung) überführt. Um die Zeit bis zur Keimung zu 

beschleunigen, wurden Knollen für vier Wochen bei 7 °C dunkel gelagert und danach 

auf Raumtemperatur überführt bis die Keimung nach weiteren zwei Monaten startete. 

Zur Keimernte wurden die Knollen in dunklen Schubladen ausgelegt. Die Ernte der 

Keime (0,5-1 cm Länge) erfolgte ein- bis zweimal pro Woche über einen Zeitraum 

von vier bis fünf Monaten kumulativ bis keine Keime mehr nachwuchsen. 

B 2.2.3 A. tumefaciens-vermittelte, stabile Transformation von S. tuberosum 

Zur stabilen Transformation von S. tuberosum wurden Wildtyp-Pflanzen des Kultivars 

Désirée auf 2 MS-Medium (Tab. B- 2) steril angezogen. A. tumefaciens wurden in 

20 ml YEB-Medium (Tab. B- 2) mit geeigneten Antibiotika (50 µg/ml Spectinomycin 

für pHELLSGATE8-Konstrukte (F 6.3), 50 µg/ml Kanamycin für pGWB14-Konstrukte 

(F 6.4) bei 28 °C im Inkubatorschüttler (zwei Tage, 150 upm) kultiviert. Die 

Agrobakterien-Suspension wurde zentrifugiert (8.000 upm, 10 min, 4 °C), der 

Überstand dekantiert und verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml steril 

filtrierter 10 mM Magnesiumsulfat-Lösung gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation 

(8.000 upm, 10 min, 4 °C) wurde der Überstand verworfen. Durch Zugabe von 10 ml 

sterilem 3 MS-Medium (Tab. B- 2) wurde das Bakterienpellet suspendiert und auf Eis 

gelagert. 

Zur Vorbereitung der Blattscheibentransformation wurden sechs Petrischalen mit 

10 ml sterilem 3 MS-Medium gefüllt. Blätter der Wildtyp-Kartoffelpflanzen wurden mit 

einem Skalpell abgeschnitten und auf der Blattunterseite fünf- bis sechsmal quer 

über die Mittelrippe angeritzt. In jede Petrischale wurden 12 bis 14 Blätter mit der 

Blattunterseite nach oben auf das 3 MS-Medium gelegt. 100 µl 

Agrobakteriensuspension wurden in das 3 MS-Medium zwischen die Blätter gegeben 

und durch Schwenken verteilt. Die Petrischalen wurden verschlossen, in Alufolie 

eingewickelt und zwei Tage bei 20 °C inkubiert. Danach wurden die Blätter zur 

Kallusinduktion auf 76K-Medium (Tab. B- 2) überführt. Nach weiteren sieben Tagen 

erfolgte das Umsetzten der Blätter auf 75K-Medium (Tab. B- 2) zur Sprossinduktion. 

Die Blätter wurden nun alle ein bis zwei Wochen auf 75K-Medium umgesetzt bis 

Sprosse zu einer Länge von 1 cm heranwuchsen. Diese wurden abgeschnitten und 

auf hormonfreiem 2CK-Medium (Tab. B- 2) zur Wurzelbildung angeregt. Kanamycin 
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im 2CK-Medium diente der Selektion von transformierten Spross-Stecklingen und 

Cefotaxim der Verhinderung der Kontamination mit A. tumefaciens. Positive 

Transformanden wurden durch Southern- und Northern-Blot Analyse identifiziert und 

auf 2C-Medium (Tab. B- 2) weitervermehrt. Die Transformation und die Kultivierung 

der Kartoffelpflanzen erfolgte steril unter Langtagbedingungen in einer Phytokammer 

(16 h Licht, 200 µE, 20 °C, 8 h Dunkelheit, 18 °C). 

B 2.2.4 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 

250 ml SOB-Flüssigmedium (Tab. B- 2) wurden mit einer über Nacht bei 37 °C 

angezogenen Vorkultur von E. coli-Zellen (DH5α) angeimpft. Die Bakterien wurden 

bei 37 °C im Schüttelinkubator bei 150 upm bis zu einer OD600=0,48-0,6 weiter 

angezogen. Die Kultur wurde in 50 ml Reaktionsgefäße verteilt und zentrifugiert 

(3.000 upm, 10 min, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen und die Pellets in 15 ml 

auf Eis gekühltem Transformationspuffer I (Tab. B- 3) vorsichtig resuspendiert. Es 

schloss sich eine Inkubation für 1-2 h auf Eis, eine Zentrifugation (4.000 upm, 5 min, 

4 °C) und das Resuspendieren der Pellets je in 4 ml Transformationspuffer II 

(Tab. B- 3) an. Die kompetenten Zellen wurden je zu 100 µl aliqotiert, in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die Herstellung wurde 

freundlicherweise durch U. Smolka (IPB, Halle) übernommen. 

Zur Transformation wurden 4 µl der TOPO-Cloning Reaktion (pENTR™/D-TOPO® 

Cloning Kit, pCR®8⁄GW⁄TOPO® TA Cloning® Kit, Invitrogen) zu 200 µl kompetenten 

E. coli-Zellen gegeben. Das Reaktionsgefäß wurde leicht geschwenkt und 15 min auf 

Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für 30 s bei 42 °C, danach 

wurden die Zellen 1 min auf Eis gekühlt. Nach Zugabe von 250 µl SOC-Medium 

(Tab. B- 2) folgte die Inkubation im Schüttelinkubator bei 37 °C (150 upm) für 1-3 h. 

50-200 µl der Zellsuspension wurden auf LB-Agarplatten mit geeignetem 

Antibiotikum zur Selektion ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inkubiert. 

B 2.2.5 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter A. tumefaciens-

Zellen 

Die Herstellung kompetenter A. tumefaciens-Zellen (AGL-0) erfolgte nach Höfgen 

und Willmitzer (1988) und wurde freundlicherweise durch U. Smolka (IPB, Halle) 

übernommen. Zur Transformation wurden 200 µl chemisch kompetente Zellen für 

30 min auf Eis aufgetaut. Danach wurden 2-4 µg Plasmid-DNA zu den Zellen 

gegeben, das Reaktionsgefäß wurde leicht geschwenkt und 5 min auf Eis gekühlt. Es 
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folgten die Inkubation in flüssigem Stickstoff für 5 min und ein Hitzeschock bei 37 °C 

für weitere 5 min. Nach Zugabe von 1 ml YEB-Medium (Tab. B- 2) wurden die Zellen 

bei 28 °C im Schüttelinkubator (150 upm) für 1-3 h inkubiert.  50-200 µl der 

Zellsuspension wurden auf LB-Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum zur Selektion 

ausplattiert und für zwei Tage bei 28 °C inkubiert. 

B 2.3 Phänotypische Untersuchungen der transgenen Pflanzen 

B 2.3.1 Pflanzenwachstum 

Die transgenen Pflanzen der verschiedenen Transformationen wurden während ihres 

drei- bis vierwöchigen Wachstums in der Phytokammer unter Langtagbedingungen 

(16 h Licht, 20 °C, 8 h Dunkelheit, 18 °C, Luftfeuchte: 70 %) und während der drei- 

bis viermonatigen Reifezeit der Knollen in einer Gewächshauskammer unter 

Langtagbedingungen (16 h Licht, 20 °C, 8 h Dunkelheit, 15 °C, Luftfeuchte: 55-75 %) 

mit Kontrollpflanzen (Wildtyp und Leervektor) phänotypisch verglichen. 

Vergleichsparameter zur Beurteilung möglicher oberirdisch sichtbarer Unterschiede 

des Habitus und Wachstums der Pflanzen waren:  

! Wachstum: Gleichmäßigkeit, Wachstumsverzögerungen  

! Blätter: Färbung, Form und Größe  

! Blüten: Bildung, Färbung, Form und Größe der Blütenbestandteile 

! Reife und Seneszenz: Veränderung des Habitus, zeitliche Verzögerungen  

B 2.3.2 Kartoffelknollen 

Die Knollenbildung der Kartoffelpflanzen erfolgte in Erde:Sand 1:1 (Töpfe 11x11 cm) 

in einer Gewächshauskammer unter Langtagbedingungen über einen Zeitraum von 

drei bis vier Monaten. Nach dem vollständigen Abwelken der Pflanzen wurden die 

Knollen geerntet und verschiedenen Tests unterzogen:   

! Bestimmung des Gesamtknollengewichts aller Knollen einer Pflanze 

! Bestimmung der Anzahl der gebildeten Knollen einer Pflanze 

! Analyse und fotografische Dokumentation des Knollenaussehens (Form, 

Farbe und Größe) aller gebildeter Knollen einer Pflanze 

B 2.3.3 Kartoffelkeime 

Kartoffelknollen wurden nach der Ernte in einer Kältekammer bei 7 °C dunkel 

gelagert. Nach einer Dormanz von fünf bis sieben Monaten startete die Keimung. Die 

keimenden Knollen wurden auf Raumtemperatur überführt und die gesamte Zeit der 
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Keimung weiterhin dunkel gelagert. Um die Dormanz zu beschleunigen wurden 

Knollen für je zwei Experimente mit StTRII RNAi Linien und DsPMT 

Überexpressionslinien nach verkürzter vierwöchiger Kaltlagerung bei 7 °C zur 

Keimung auf Raumtemperatur überführt. Der Startzeitpunkt der Keimung wurde für 

jedes Experiment durch Vergleich der transgenen Linien mit den dazugehörigen 

Kontrollen ermittelt. Keime der Knollen einer Pflanze (Länge: 0,5-1 cm) wurden 

kumulativ über einen Zeitraum von ca. vier bis fünf Monaten geerntet, zu einer Probe 

gepoolt und bei -80 °C gelagert. Das Aussehen der Keime wurde vor der Keimernte 

hinsichtlich möglicher unterschiedlicher Formen, Farben und Längen der Keime 

beurteilt und pro Experiment einmal fotografisch dokumentiert. Nach dem Ende der 

Keimungszeit wurden die Gewichte der aus den Knollen einer Pflanze produzierten 

Keime ermittelt. Das Keimmaterial wurde danach für die Gehaltsbestimmung von 

Calysteginen (B 2.6.7, B 2.6.8, B 2.6.9) eingesetzt. 

B 2.4 Molekularbiologische Methoden 

B 2.4.1 RNA-Isolation (Trizol-Methode) 

200 mg gefrorenes, gemörsertes Pflanzenmaterial wurde mit 1 ml Trizol-Lösung 

(Tab. B- 3) versetzt und 1 min kräftig geschüttelt (2.500 upm). Anschließend wurde 

für 5 min bei RT inkubiert und nochmals für 1 min kräftig geschüttelt. Danach erfolgte 

die Zugabe von 200 µl Chloroform und erneutes Schütteln für 20 s. Nach 5 min 

Inkubation bei RT wurde zentrifugiert (13.000 upm, 15 min, 4 °C). 500 µl wässriger, 

klarer Überstand wurde zur RNA-Fällung mit 250 µl Isopropanol und 250 µl High-

Salt-Lösung (Tab. B- 3) versetzt. Nach Inkubation für 10 min bei RT wurde die RNA 

durch Zentrifugation (13.000 upm, 10 min, 4 °C,) pelletiert und mit 500 µl kaltem 

70 % (V/V) Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde 15 min bei RT getrocknet, in 30 µl 

sterilem Wasser gelöst und bei -80 °C gelagert. 

B 2.4.2 DNase Verdau 

Nach Extraktion von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe (B 2.4.1) wurde die 

enthaltene DNA durch DNase verdaut (RNase-Free DNase Set, Qiagen). Dazu 

wurden 2 µg Gesamt-RNA in 4 µl Wasser aliquotiert und mit 1 µl 10 x RDD-Puffer, 

1 µl DNaseI (1 U) und 4 µl RNase freiem Wasser versetzt. Es folgte die Inkubation 

für 30 min bei 37 °C, Zugabe von 1 µl 25 mM EDTA-Lösung, Inkubation für 10 min 

bei 65 °C und Kühlung auf 4 °C.  
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B 2.4.3 cDNA Synthese 

Nach dem DNAse-Verdau (B 2.4.2) erfolgte die First Strand cDNA-Synthese mittels 

des RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas) nach 

Angaben des Herstellers. Pro Ansatz kamen 2 µg Gesamt-RNA, Oligo(dt)18 Primer, 

Ribolock RNase Inhibitor (20 U), dNTP-Mix und RevertAid H-Reverse Transkriptase 

(200 U) zum Einsatz. Die cDNA-Synthese erfolgte durch Inkubation bei 37 °C für 

5 min, 42 °C für 60 min und 70 °C für 10 min. Anschließend wurde die cDNA 1:10 mit 

Wasser verdünnt und bei -20 °C gelagert. 

B 2.4.4 DNA-Isolation (für Southern-Blot) 

200 mg gefrorenes, gemörsertes Blattmaterial wurde mit 1 ml Pflanzen-DNA 

Extraktionspuffer (Tab. B- 3) gemischt und 10 min im Wasserbad bei 65 °C inkubiert. 

Nach Zugabe von 300 µl 5 M Kaliumacetat wurde 10 min auf Eis inkubiert und 

zentrifugiert (13.000 upm, 10 min, 4 °C). Der klare Überstand wurde mit 800 µl PCI-

Lösung (Tab. B- 3) versetzt und 60 min durch leichtes Schwenken gemischt. Nach 

Zentrifugation (13.000 upm, 5 min, 4 °C) wurde die obere, wässrige Phase mit 800 µl 

Isopropanol versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Die genomische DNA wurde durch 

Zentrifugation (13.000 upm, 10 min, 4 °C) pelletiert und mit 1 ml 70 % (V/V) Ethanol 

gewaschen. Das Pellet wurde bei 40 °C getrocknet und in 15 µl sterilem Wasser 

gelöst. 

B 2.4.5 Plasmidpräparation aus E. coli Bakterien 

Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgte in 2 ml, 5 ml oder 50 ml LB-

Flüssigmedium bei 37 °C im Schüttelinkubator (150 upm) über Nacht unter Zusatz 

eines zur Selektion geeigneten Antibiotikums. 

Aus LB-Flüssigkulturen (2 ml, 50 ml) wurde Plasmid-DNA mithilfe des QIAprep Spin 

Miniprep Kits (Qiagen) für die 2 ml Kultur oder mithilfe des QIAfilter Midi Kits 

(Qiagen) für die 50 ml Kultur nach Angaben des Herstellers präpariert. Zuvor wurde 

aus der 50 ml Kultur eine Glycerolkultur aus 750 µl Bakteriensuspension und 750 µl 

sterilem 50 %-igen (V/V) Gycerol angelegt. Diese wurde in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und dauerhaft bei -80 °C gelagert. 

Neben der Kit-Aufreinigung wurde die Plasmid-DNA aus der 5 ml LB-Flüssigkultur 

alternativ isoliert: Die Flüssigkultur wurde zentrifugiert (13.000 upm, 5 min, 4 °C) und 

das Bakterienpellet in Lysispuffer (Tab. B- 3) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl 

alkalischer SDS-Lösung (0,2 M Natriumhydroxid, 1 % (m/V) SDS) und 5 min 
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Inkubation auf Eis (Bakterienlyse) wurden zur Neutralisation 150 µl 3 M 

Kaliumacetet-Lösung zugegeben. Es folgte eine erneute Inkubation auf Eis (5 min) 

und Zentrifugation (13.000 upm, 10 min, 4 °C). Der klare Überstand wurde mit 270 µl 

Isopropanol versetzt und die DNA 10 min bei RT gefällt. Anschließend wurde die 

DNA durch Zentrifugation (13.000 upm, 10 min, 4 °C) pelletiert und mit 100 µl 

70 % (V/V) Ethanol gewaschen. Nach Trocknung für 5 min bei 37 °C wurde das 

Pellet in 20 µl sterilem Wasser gelöst und bei -20 °C gelagert. 

B 2.4.6 Plasmidpräparation aus A. tumefaciens Bakterien 

Die Bakterien wurden in 50 ml LB-Flüssigmedium für zwei Tage mit geeignetem 

Antibiotikum zur Selektion bei 28 °C im Schüttelinkubator (150 upm) angezogen. Die 

DNA-Isolation erfolgte mittels des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) mit folgenden 

Abwandlungen zu dem Herstellerprotokoll: Zur alkalischen Lyse mit Puffer P2 

wurden die Bakterien 5 min bei RT inkubiert. Um Bakterienzelltrümmer vom Lysat 

abzutrennen erfolgte nach Zugabe von Puffer N3 eine auf 20 min verlängerte 

Zentrifugation bei 13.000 upm. Die Plasmid-DNA wurde mit 20 µl Puffer EB (70 °C) 

eluiert. 

B 2.4.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Um DNA-Fragmente aus Agarosegelen für Klonierungsschritte (B 2.4.8) und zur 

Herstellung von Sonden für Southern- oder Northern-Blot Analysen (B 2.4.15, 

B 2.4.16) zu gewinnen, wurden diese unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten 

und mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers 

extrahiert. 

B 2.4.8 Klonierungen 

PCR-Produkte für Klonierungsschritte wurden mit Pfu DNA-Polymerase (Fermentas) 

unter Verwendung von CACC-erweiterten Primern amplifiziert. Die verwendeten 

Primer sind in Tab. F- 2 zusammengefasst. Die PCR-Fragmente wurden auf einem 

Agarosegel aufgetrennt (B 2.4.10), durch Gelextraktion gereinigt (B 2.4.7) und in die 

Vektoren pENTR oder pCR8 mithilfe des pENTR™/D-TOPO® Cloning Kits oder 

pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kits (Invitrogen) nach Herstellerangaben kloniert. Es 

schloss sich die Transformation von kompetenten DH5α-Zellen an (B 2.2.4). 

Subklonierungen in die binären Vektoren pHELLSGATE8 (F 6.2.3) und pGWB14 

(F 6.2.4) erfolgten durch LR-Clonase-Reaktion mithilfe des Gateway® LR Clonase® II 
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Enzym-Mixes (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Zunächst wurden 

kompetente DH5α-Zellen mit dem binären Vektor transformiert (B 2.2.4). Nach 

Plasmidextraktion (B 2.4.5) und Verdau des Vektors mit mindestens drei 

verschiedenen Restriktionsenzymen (B 2.4.9) erfolgte die Transformation von 

A. tumefaciens mit dem binären Vektor (B 2.2.5). 

B 2.4.9 Restriktionsverdau von Vektoren 

Zur Kontrolle der Klonierung von Fragmenten in die Vektoren pENTR und pCR8 

sowie zur Kontrolle der LR-Clonase-Reaktion für die Vektoren pHELLSGATE8 und 

pGWB14 wurde die Plasmid-DNA (B 2.4.5) mit mindestens drei verschiedenen 

Restriktionsenzymen (Fermentas, Invitrogen, New England Biolabs) für 1-3 h bei 

37 °C entsprechend den Angaben des Herstellers verdaut. 

B 2.4.10 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Elektrophorese 

Durch Restriktionsverdau von Vektoren (B 2.4.9), von genomischer DNA für 

Southern-Blot Analysen (B 2.4.15) und durch PCR-Reaktionen (B 2.4.11) wurden 

DNA-Fragmente verschiedener Größen erzeugt. Die DNA-Proben wurden zu einem 

Anteil von 10 % mit DNA-Probenpuffer (Tab. B- 3) versetzt und auf einem 1-2 %-igen 

Agarosegel bei einer Spannung von 80 mV aufgetrennt. Als DNA-Größenmarker 

wurde λ-PstI-Marker verwendet, als Gel- und Elektrophoresepuffer diente TE-Puffer 

(Tab. B- 3). Zur Färbung der DNA wurde das Gel 10 min in Ethidiumbromid-Lösung 

(1,6 mg/l) inkubiert und anschließend im UV-Licht ausgewertet. 

B 2.4.11 PCR mit Plasmid-DNA, cDNA 

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus Plasmid-DNA und cDNA erfolgte mit 

1-100 ng DNA, 0,2 mM dNTP-Mix, je 100 pmol genspezifischen Primern, 5 µl 

10x Pfu-Puffer mit Magnesiumsulfat (Fermentas) und 1,25 U Pfu DNA-Polymerase 

(Fermentas) in einem Volumen zu 50 µl Wasser. PCR-Programm: 2 min initiale 

Denaturierung bei 94 °C, 40 Zyklen bestehend aus 10-30 s Denaturierung bei 94 °C, 

30 s Primeranlagerung bei 45-55 °C, 2 min/kb Elongation und abschließende 

Elongation für 7 min bei 72 °C.  

B 2.4.12 Kolonie-PCR für E. coli 

Eine Kolonie-PCR erfolgte nach Aufschluss der Bakterienzellen. Dazu wurden 

Bakterienkolonien mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und zuerst auf eine LB-
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Agarplatte mit geeignetem Selektionsantibiotikum, danach in ein PCR-Gefäß mit 

20 µl Wasser überführt. Die Lyse der Bakterienzellen erfolgte durch die Inkubation für 

10 min bei 95 °C, einen Kälteschock für 10 min bei -80 °C und erneutes Erhitzen für 

5 min bei 95 °C. Es wurden 3 µl 10x DreamTaq Puffer (Fermentas), 0,2 mM dNTP-

Mix, je 50 pmol genspezifische Primer und 2,5 U DreamTaqTM DNA-Polymerase 

(Fermentas) zu 50 µl Wasser ergänzt. PCR-Programm: 2 min initiale Denaturierung 

bei 94 °C, 40 Zyklen bestehend aus 20 s Denaturierung für 94 °C, 30 s 

Primeranlagerung bei 45-55 °C, 1 min/kb Elongation bei 72 °C und abschließende 

Elongation für 5 min bei 72 °C.  

B 2.4.13 Kolonie-PCR für A. tumefaciens 

Nach basischem Zellaufschluss erfolgte die Kolonie-PCR. Dafür wurden Kolonien mit 

einem sterilen Zahnstocher gepickt und zuerst auf eine LB-Agarplatte mit 

geeignetem Selektions-Antibiotikum, danach in ein PCR-Gefäß mit 10 µl 20 mM 

Natriumhydroxid überführt. Die Lyse der Bakterienzellen erfolgte durch die Inkubation 

für 8 min bei 37 °C. Pro Ansatz wurden 2 µl Lysat in ein neues PCR-Gefäß überführt 

und 2 µl 10x DreamTaq Puffer (Fermentas), 0,2 mM dNTP-Mix, je 40 pmol 

genspezifische Primer und 1 U DreamTaqTM DNA-Polymerase (Fermentas) zu einem 

Reaktionsvolumen von 20 µl mit Wasser ergänzt. PCR-Programm analog B 2.4.12. 

B 2.4.14 Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR) zur 

Transkriptmengenquantifizierung 

Die Bestimmung der Transkriptabundanz erfolgte mittels quantitativer PCR in 

Triplikaten. Die PCR-Reaktionen erfolgten in 96-Well-Platten mit dem MaximaTM 

Probe qPCR Master Mix (Thermo Scientific), je 900 nM genspezifischen Primern, der 

genspezifischen Taqman-Sonde (Roche) und 10 ng cDNA in einem 

Reaktionsvolumen von 20 µl Wasser. Der Referenzfarbstoff ROX 

(5-Carboxyrhodamin-X) war im Master Mix enthalten. Verwendete Primer und 

Sonden sind in Tab. F- 3 aufgelistet. Für die PCR und die Bestimmung der 

Transkriptmengenakkumulation wurde ein Mx3005P qPCR System (Agilent) und die 

Herstellersoftware (MxPro) verwendet. Die relative Expression der Zielgene wurde 

auf den Expressionslevel des Haushaltsgens StEF1α (AB061263) normalisiert (Nicot 

et al., 2005) und mit der ΔCt-Methode (2-ΔΔCt) berechnet (Schmittgen and Livak, 

2008). 
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B 2.4.15 Southern-Blot 

Isolierte genomische Pflanzen-DNA (B 2.4.4) wurde mit einem oder zwei 

Restriktionsenzymen (je 10 U) nach Herstellerangaben unter Zugabe von 10 µg 

RNase A (Fermentas) über Nacht bei 37 °C gespalten. Die Fragmente wurden auf 

einem 1 %-igen Agarose-Gel aufgetrennt (B 2.4.10). Das Gel wurde 45 min in 200 ml 

Denaturierungslösung (Tab. B- 3) inkubiert, anschließend zweimal mit Wasser 

gewaschen und 45 min in Neutralisierungslösung (Tab. B- 3) inkubiert. Es folgte ein 

zweimaliges Waschen mit Wasser, danach wurde das Gel über Nacht durch 

Kapillarkraft auf eine positiv geladene Nylonmembran (Nylon Membranes, positively 

charged, Roche) geblottet. Hierzu wurden ein Stapel Papierhandtücher, gefolgt von 

zwei Schichten in 20x SSC-Puffer (Tab. B- 3) getränktem Blotting-Papier (Blotting 

Pad, 11x14 cm, Almohadillas para) und die in 20x SSC-Puffer getränkte positiv 

geladene Nylonmembran übereinander gelegt. Das DNA-Gel wurde anschließend 

auf die Membran geschichtet und mit einer Lage von in 20x SSC-Puffer getränktem 

Blotting-Papier bedeckt. Ein langer, ebenfalls mit 20x SSC-Puffer befeuchteter 

Filterpapiersteifen wurde über das letzte Blotting-Papier gelegt, die Enden tauchten 

jeweils in 20x SSC-Puffer. Um die Verdunstung des SSC-Puffers zu verhindern 

wurde der Blot über Nacht mit einer Folie abgedeckt. Nach dem Blotten wurde die 

Nylonmembran 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde durch 

Crosslinken mittels UV-Strahlung kovalent an die Membran gebunden (Stratalinker, 

Stratagene), wobei die obere Membranseite 2 min und die untere Membranseite 

1 min mit UV-Licht bestrahlt wurden. Danach wurde die Membran mit der radioaktiv 

markierten Sonde hybridisiert (B 2.4.17). 

B 2.4.16 Northern-Blot 

Mithilfe der Trizol-Methode (B 2.4.1) isolierte Pflanzen-RNA wurde zu 10-20 µg RNA 

in 20 µl Wasser aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Nach langsamen Auftauen der 

RNA-Proben auf Eis wurde die RNA-Konzentration durch Absorptionsmessung bei 

260 nm ermittelt. Es folgte eine Aliquotierung auf 20 µg Gesamt-RNA in 20 µl 

Wasser. Die Proben wurden mit 5 µl RNA-Probenpuffer (Tab. B- 3) und 0,5 µl 

Ethidiumbromid-Lösung (100 µg/ml) versetzt und 10 min bei 65 °C denaturiert. 

Danach wurden sie bis zum Auftrag auf das RNA-Gel auf Eis gekühlt. Das 

aufgetragene Probevolumen betrug 25 µl. Die Elektrophorese fand unter 

denaturierenden Bedingungen mit Gelen bestehend aus 1 % (m/V) Agarose und 
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5 % (V/V) Formaldehyd statt. Als Gel- und Elektrophoresepuffer diente 1x MEN-

Puffer (Tab. B- 3). Die RNA wurde bei einer Spannung von 80 mV aufgetrennt und 

die Banden unter UV-Licht ausgewertet. Anschließend wurde die RNA auf eine 

positiv geladene Nylonmembran geblottet und durch UV-Strahlung kovalent an die 

Membran gebunden (B 2.4.15). Es schloss sich die Hybridisierung mit der radioaktiv 

markierten Sonde an (B 2.4.17). 

B 2.4.17 Southern- und Northern-Hybridisierungen 

Zur Herstellung der Sonden für Southern-Hybridisierungen wurden DNA-Fragmente 

bestehend aus einem Teil des jeweiligen Inserts (RNAi-Fragment oder Ganzlängen-

Sequenz) und einem Teil der angrenzenden Vektorsequenz von pHELLSGATE8 

(F 6.2.3) bzw. pGWB14 (F 6.2.4) verwendet (siehe Anhang, F 6.5). Die Fragmente 

wurden durch Restriktionsspaltung des Vektors (B 2.4.9), Gelelektrophorese 

(B 2.4.10) und anschließender Gelextraktion (B 2.4.7) gewonnen. Für Northern-

Hybridisierungen wurden vollständige offene Leserahmen der StTRI und DsPMT 

durch PCR (B 2.4.11) aus den Vektoren pENTR (F 6.2.1) oder pCR8 (F 6.2.2) 

gewonnen. Die Fragmente wurden ebenfalls durch Gelelektrophorese aufgetrennt 

und durch Gelextraktion isoliert. 

Die Herstellung der radioaktiv markierten Sonden erfolgte mit α-32P-dATP unter 

Verwendung des Amersham Megaprime DNA Labeling Kits (GE Healthcare). Dazu 

wurden 5 µl DNA und 5 µl Primer 5 min bei 95 °C denaturiert. Je 4 µl dTTP, dCTP, 

dGTP, 5 µl Reaktionspuffer und 16 µl Wasser wurden zugegeben. Nach Zugabe von 

5 µl α-32P-dATP und 2 µl Klenow-Fragment (1 U/µl) wurde der Ansatz 1 h bei 37 °C 

inkubiert. Die Reinigung der Sonde erfolgte über eine Sephadex-Säule 

(ProbeQuantTM G-50 Micro Columns, GE Healthcare) durch Zentrifugation 

(3.000 upm, 3 min). Der Reaktionsansatz wurde anschließend 5 min bei 95 °C 

denaturiert und zu 20 ml Hybridisierungspuffer (Tab. B- 3), in dem die Membran 

bereits 1 h bei 42 °C vorhybridisiert wurde, gegeben. Die Hybridisierung erfolgte über 

24 h bei 42 °C im Hybridisierungsofen. Anschließend wurde die Membran dreimal 

20 min bei 65 °C mit 50 ml 3x SSC-Puffer + 0,5 % (V/V) SDS gewaschen und bei 

Raumtemperatur getrocknet. Nach Einwickeln in Kunststofffolie wurde die Membran 

auf einen Storage Phosphor Screen (Molecular Dynamics) gelegt und in einer 

Metallkassette verschossen. Nach einem bis sieben Tagen erfolgte die Detektion der 

Signale mit einem Phosphor-Imager (Typhoon 9410, Amersham Biosciences). 
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B 2.5 Bioassays 

B 2.5.1 Infektion von Kartoffelblättern mit P. infestans und Biomassebestimmung 
durch q-PCR 

P. infestans Sporensuspension (B 2.2.1) wurde auf eine Konzentration von 

1*105 Sporen/ml eingestellt (LunaTM Automated Cell Counter, Logos) und danach auf 

Eis gekühlt. Blätter von drei bis vier Wochen alten Kartoffelpflanzen wurden an der 

Unterseite mit je sechs Tropfen á 10 µl Sporensuspension inokuliert und mit einem 

Kordelzugbeutel (160x240 mm, LDPE, 50 µm, Roth) umhüllt. Während der 

Inokulation wurde die Suspension häufig geschwenkt um eine gleichmäßige 

Verteilung der Sporen zu gewährleisten. Nach drei Tagen wurden die infizierten 

Blattscheiben mit einem Korkbohrer (Durchmesser: 6 mm) ausgestochen. Die 

Biomasse von P. infestans wurde durch q-PCR bestimmt (Eschen-Lippold et al., 

2007). 

B 2.5.2 Sporenkeimungsassay mit P. infestans und Calysteginen sowie 
Keimextrakten von StTRII RNAi Pflanzen 

P. infestans Sporensuspension (B 2.2.1) wurde auf eine Konzentration von 

2-5*105 Sporen/ml eingestellt. Calystegin B2-Lösung (Reinheit: 80 %), wurde 

freundlicherweise von Dr. M. Mielke (MLU Halle-Wittenberg) zur Verfügung gestellt. 

Pro Assay wurden jeweils 98 µl P. infestans Sporensuspension (2*105 Sporen/ml) 

und 2 µl Calystegin B2-Lösung gemischt, so dass eine Endkonzentration von 10 µM, 

100 µM, 500 µM Calystegin B2 erhalten wurde. Weiterhin wurden Keim-Extrakte von 

Désirée Wildtyp Kartoffelpflanzen, Leervektor und der StTRII RNAi Linien A und O 

aus 1,0 g Frischmasse durch zweimalige methanolisch-wässrige Extraktion mit je 

10 ml Methanol:Wasser (1:1) gewonnen und auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt. 

Eine Lösungsmittel-Kontrolle wurde mitgeführt. Um einen zu den Keimen 

physiologischen Calystegin-Gehalt im Assay zu erreichen wurde der auf 0,5 ml 

eingeengte Keimextrakt im Assay wieder 1:1 verdünnt. In den 

Sporenkeimungsassays wurden jeweils 50 µl P. infestans Sporensuspension 

(5*105 Sporen/ml) mit 50 µl Keimextrakt oder 50 µl 30 mM Calystegin B2 oder Wasser 

gemischt. Alle Sporenkeimungsassays wurden bei 15 °C für 20 Stunden im Dunkeln 

inkubiert. Danach wurden die gekeimten und nicht gekeimten Sporen auf Fotos unter 

Nutzung des Fotomikroskops Nikon AZ100 (Vergrößerung 16-fach, Fläche pro Foto 

0,6 mm2) ausgezählt. Pro Foto wurden zwischen 20 und 50 Sporen registriert. Jeder 

Assay wurde dreifach angesetzt und durch 15 Fotos ausgewertet.  
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B 2.6 Isolation und Analytik pflanzlicher Sekundärstoffe 

B 2.6.1 Fütterungsversuche mit Tropinon 

S. tuberosum Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 20 °C, 8 h 

Dunkelheit, 20 °C, Luftfeuchte: 70 %) für vier Wochen in einer Phytokammer 

angezogen. Für den Fütterungsversuch wurden zwei bis drei Blätter einer Pflanze in 

ein Gefäß mit 20 ml 5 mM Tropinon-Lösung pH 7,0 oder Wasser zur Kontrolle 

gestellt. Die Tropinon-Lösung und das Wasser wurden alle zwei bis drei Tage wieder 

zu 20 ml ergänzt. Nach acht Tagen wurden die Blätter aus der Lösung entnommen 

und die Blattstengel abgeschnitten, um das meiste des darin aufgenommenen, 

unmetabolisierten Tropinons von der Analyse auszuschließen. Die Blattansätze 

wurden zum Entfernen anhaftender Tropinon-Lösung mit Wasser abgespült. Danach 

wurden die Blätter einer Pflanze gepoolt, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis 

zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. 

B 2.6.2 Extraktion von Tropinon, Tropin und Pseudotropin  

Tropinon, Tropin und Pseudotropin wurden aus S. tuberosum Blättern wässrig 

extrahiert. Dazu wurden 1,8 g gemörserte Frischmasse mit 6 ml Wasser versetzt, 

1 min bei 2.500 upm geschüttelt und 10 min im Ultraschallbad inkubiert. Nach 

Zentrifugation (5.000 upm, 10 min, 4 °C) wurde der Extraktionsvorgang wiederholt. 

Die vereinigten Überstände wurden unter vermindertem Druck bei 50 °C bis auf 1 ml 

eingeengt. Zur Abtrennung von hydrophilen Begleitstoffen wurde jede Probe mit 

100 µl Ammoniak konz. alkalisiert und auf eine 1 g Extrelut® NT-Säule (Merck) 

aufgegeben. Nach 20 min Einwirkzeit erfolgte die Elution zweimal mit 3 ml 

Chloroform und einmal mit 3 ml eines Gemisches aus Chloroform:Methanol (8:2). Die 

vereinigten Eluate wurden über wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, unter 

vermindertem Druck bei 30 °C zur Trockne eingeengt und in 500 µl Ethylacetat 

gelöst. 

B 2.6.3 GC-MS Analyse von Tropinon, Tropin, Pseudotropin 

Tropinon, Tropin und Pseudotropin wurden durch Gaschromatografie gekoppelt mit 

massenspektrometrischer  Analyse (GC-MS: GCMS 2010, Shimadzu) quantifiziert. 

Die Gehaltsbestimmung erfolgte anhand von Kalibrierkurven für Tropinon, Tropin und 

Pseudotropin. Jeder Probe wurden 0,1 mg/ml Azobenzol als interner Gerätestandard 

zugesetzt. Die Bestimmungsgrenze als kleinste Konzentration der Kalibriergeraden 
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betrug für Tropinon 1 ng/µl, für Tropin und Pseudotropin jeweils 5 ng/µl. 

Quantifizierbar ist ein Gehalt an Tropinon ab 200 ng/g Frischmasse, an Tropin ab 

270 ng/g Frischmasse und an Pseudotropin ab 215 ng/g Frischmasse. Die GC-MS 

Geräteparameter zur Tropinon-Analytik sind in Tab. B- 5 zusammengefasst.  
Tab. B- 5: GC-MS Geräteparameter GCMS 2010  

Injektion 1 µl, splitless 
Säule FS-Supreme-5ms, 30 m x 0,25 mm, Filmdicke 0,1 µm 

(Chromatographie Service) 
Mobile Phase Helium 
Flussrate 1 ml/min 
Temperaturgradient 60 °C " 10 °C/min bis 180 °C (1min) " 15 °C/min bis 300 °C 

(2 min) 
Temperatur Interface 250 °C 
Temperatur Ionenquelle 200 °C 
Ionisationsspannung 70 eV 
Ionisation EI 
Detektorspannung 1,2 kV 
MS-Analyse 5,5-15 min, Totalionenstrom (TIC), 50-350 m/z 
 

B 2.6.4 Extraktion von Polyaminen  

Die Polyamine Putrescin, N-Methylputrescin, Spermidin und Spermin in freier und 

konjugierter Form wurden aus Blättern von S. tuberosum sauer extrahiert. 

Konjugierte Polyamine liegen gebunden an Proteine, Nukleinsäuren oder die 

Zellwand im Extrakt (Überstand) und Pellet vor (Bouchereau et al., 1999). Um auch 

diese konjugierten Polyamine quantifizieren zu können, wurden sie durch saure 

Hydrolyse in die freie Form überführt. 

Zur Extraktion wurden 50-100 mg getrocknetes Blattgewebe mit 1,5 ml 5 % (V/V) 

Perchlorsäure homogenisiert und 2 h bei 4 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Nach 

Zentrifugation (13.000 upm, 20 min, RT) wurde der Überstand (Ü1) erhalten, in dem 

freie und konjugierte Polyamine vorliegen. Das Pellet wurde in 1 ml 1 N 

Natriumhydroxid-Lösung resuspendiert. Zur Hydrolyse der konjugierten Polyamine im 

Pellet wurden 250 µl Pelletsuspension mit 250 µl Salzsäure konz. in einer braunen 

Glasampulle verschlossen und 18 h bei 110 °C hydrolysiert (P). Die konjugierten 

Polyamine in 250 µl Ü1 wurden ebenfalls einer Hydrolyse durch 250 µl Salzsäure 

konz. unterzogen (Ü2). Die beiden Hydrolysate von P und Ü2 wurden zentrifugiert 

(13.000 upm, 1 min, RT). Jeweils 100 µl des klaren Überstandes von Ü1, Ü2 und P 

wurden bei 50 °C zur Trockne eingeengt, in 100 µl 5 % (V/V) Perchlorsäure 
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resuspendiert und dansyliert (B 2.6.5). Die drei erhaltenen Fraktionen einer Probe 

lassen sich wie folgt hinsichtlich ihrer Polyamin-Zusammensetzung charakterisieren: 

Ü1: Überstand 1, darin befinden sich freie und konjugierte Polyamine 

Ü2: Überstand 2, darin befinden sich nach Hydrolyse nur noch freie Polyamine 

P: Pellet, darin befinden sich nach Hydrolyse nur noch freie Polyamine 

B 2.6.5 Dansylierung von Polyaminen 

Durch Reaktion mit Dansylchlorid, das ein Chromophor besitzt, können die daran 

gebundenen Polyamine durch UV- und Fluoreszenzdetektion quantifiziert werden. 

Die Dansylierung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Flores und Galston 

(1982). Dazu wurden 100 µl saure Polyamin-Lösung (B 2.6.4) mit 100 µl gesättigter 

Natriumcarbonat-Lösung alkalisiert und mit 400 µl Dansylchlorid-Lösung (7,5 mg/ml 

Aceton) versetzt. Nach Inkubation für 60 min unter Lichtausschluss und Schütteln 

(1.000 upm) wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µl Prolin-Lösung (100 mg/ml) 

gestoppt. Nach weiteren 30 min Inkubation unter Lichtausschluss wurden die 

dansylierten Polyamine dreimal mit je 500 µl Toluol ausgeschüttelt. Die vereinigten 

Toluolphasen wurden unter vermindertem Druck bei 60 °C zur Trockne eingeengt 

und bis zur HPLC-Messung bei -20 °C gelagert. 

B 2.6.6 HPLC-Analyse von Polyaminen 

Die dansylierten und getrockneten Polyamin-Proben wurden in 800 µl Acetonitril 

durch Inkubation für 10 min im Ultraschallbad rückgelöst. Die Polyamine wurden auf 

einem HPLC-System La Chrom (Merck Hitachi) und einer RP-18 Säule (RP 18 

LiChrocart, Merck, Tab. B- 6) getrennt. Aus dansylierten Standards für Putrescin, 

N-Methylputrescin, Spermidin und Spermin wurden Kalibrierkurven erstellt, anhand 

der die Polyamine quantifiziert wurden. Aufgrund der höheren Empfindlichkeit 

erfolgte die Quantifizierung der Polyamine mit einem Fluoreszenz-Detektor (Merck 

Hitachi, L-7485), Absorption bei 365 nm, Emission bei 510 nm. Die 

Bestimmungsgrenze als kleinste Konzentration der Kalibriergeraden betrug für die 

vier Polyamine 0,25 ng/40 µl Injektionsvolumen. Quantifizierbar ist ein Gehalt von 

Putrescin ab 215 ng/g Frischmasse, N-Methylputrescin ab 130 ng/g Frischmasse, 

Spermidin ab 90 ng/g Frischmasse und Spermin ab 75 ng/g Frischmasse. Der 

Dioden-Array-Detektor (Merck Hitachi, L-7455) diente zur Kontrolle des Spektrums 

der für dansylierte Polyamine typischen Absorptionsmaxima bei 215 nm und 250 nm. 

Externe dansylierte Standards für Putrescin, N-Methylputrescin, Spermidin und 
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Spermin wurden bei jeder Analyse mitgeführt. In jeder Probe wurden die Polyamine 

in ihrer freien und konjugierten Form bestimmt (B 2.6.4). Die verwendeten HPLC-

Geräteparameter sind aus Tab. B- 6 ersichtlich. 

Tab. B- 6: HPLC-Geräteparameter zur Polyaminquantifizierung 

Säule RP 18 LiChrocart, 250 mm x 4 mm, 5 µm Partikelgröße 
(Merck) 

Fluss 1 ml/min 
Gradient Laufmittel A: Acetonitril:Wasser (10:90) 

Laufmittel B: Acetonitril:Wasser (90:10) 
  0 min-  5 min: steigend     von 70 % auf 82 % Acetonitril 
  5 min-12 min: steigend     auf 90 % Acetonitril 
12 min-22 min: isokratisch  bei 90 % Acetonitril 
22 min-24 min: fallend        auf 70 % Acetonitril 
24 min-35 min: isokratisch  bei 70 % Acetonitril  

Temperatur Säulenofen 40 °C 
Probenvolumen 800 µl 
Injektionsvolumen 40 µl 
Dioden-Array-Detektor Absorption bei 220 nm 
Fluoreszenz-Detektor Absorption bei 365 nm, Emission bei 510 nm 

 

B 2.6.7 Extraktion von Calysteginen 

Calystegine wurden aus 0,5-1 cm langen Kartoffelkeimen (B 2.3.3) wässrig-

methanolisch extrahiert. Dazu wurden 250 mg gemörserte Frischmasse mit 6 ml 

eines Methanol:Wasser-Gemisches (1:1) versetzt, 1 min bei 2.500 upm geschüttelt 

und 15 min im Ultraschallbad inkubiert. Nach Zentrifugation (5.000 upm, 10 min, 

4 °C) wurde der Extraktionsvorgang wiederholt. Zur Abtrennung von sauren und 

neutralen Begleitstoffen und zur Aufkonzentrierung der Calystegine wurde der 

vereinigte Extrakt über eine stark saure Kationentauscher-Säule (Chromabond SA®, 

1.000 mg, Macherey-Nagel) gereinigt. Um den Durchfluss von 1 ml/min des 

jeweiligen Lösungsmittels durch die Säule zu ermöglichen, wurde mittels Vakuum-

Apparatur bei einem Unterdruck von 800 mbar gearbeitet. Nach Konditionierung der 

Säule mit 5 ml Methanol:Wasser (1:1) erfolgte die Aufgabe des Extraktes und das 

Waschen der Säule mit 10 ml Wasser. Die Calystegine wurden zweimal mit 2 ml 2 N 

Ammoniak eluiert und die Säule wurde mit 1 ml Wasser nachgewaschen. 1-2 ml der 

vereinigten Eluate wurden gefriergetrocknet und durch Silylierung derivatisiert 

(B 2.6.8). 
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B 2.6.8 Silylierung von Calysteginen 

Um die nicht flüchtigen Calystegine durch GC-MS Analyse zu quantifizieren, wurden 

sie durch Silylierung mit Hexamethyldisiloxan (HMDS) und Trimethylchlorsilan 

(TMCS) in Trimethylsilyl-Derivate (TMS-Derivate) überführt. Dazu wurde das 

Lyophilisat mit 30 µl wasserfreiem Pyridin, 40 µl HMDS und 10 µl TMCS versetzt und 

20 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 25 µl Azobenzol (1 mg/ml) als interner 

Gerätestandard und 145 µl n-Hexan erfolgte die Analyse durch GC-MS (B 2.6.9). 

B 2.6.9 GC-MS Analyse von Calysteginen 

Die Calystegine A3, B2 und B4 wurden nach Silylierung als TMS-Derivate durch 

Gaschromatografie gekoppelt mit massenspektrometrischer Analyse (GC-MS: 

GCMS 2010, Shimadzu) quantifiziert. Die Zuordnung der in den Proben enthaltenen 

Calystegine erfolgte durch Calystegin-Standardsubstanzen für die Calystegine A3, B2 

und B4 anhand von Retentionszeiten und MS-Fragmentierungsmustern (F 6.7.2). 

Aus Pflanzenmaterial gereinigte Calystegin-Standardsubstanzen wurden 

freundlicherweise von Prof. Dr. N. Asano (Kanazawa University, Japan) zur 

Verfügung gestellt. Der Gehalt der Calystegine A3, B2 und B4 wurde anhand einer 

Kalibriergeraden mit Castanospermin (Tocris Biosciences, United Kingdom) als 

Referenz-Standard berechnet. Castanospermin (Octahydroindolizin-1,6,7,8-tetrol) ist 

den Calysteginen durch den stickstoffhaltigen Indolizin-Bizyklus mit vier 

Hydroxylgruppen strukturell sehr ähnlich. Die Bestimmungsgrenze als kleinste 

Konzentration der Kalibriergeraden für Castanospermin betrug 10 ng/µl. 

Quantifizierbar ist ein Calystegin-Gehalt ab 12 µg/g Frischmasse (berechnet als 

Castanospermin). Die zur Tropinon-Analytik (Tab. B- 5) variierenden GC-MS 

Geräteparameter für die Calystegin-Analytik sind aus Tab. B- 7 ersichtlich. 

Tab. B- 7: GC-MS Geräteparameter zur Calystegin-Analytik 

GC-MS Parameter  

Temperaturgradient 50 °C (2,5 min) " 20 °C/min bis 160 °C (1 min), 5 °C/min bis 

240 °C (2 min) " 10 °C/min bis 330 °C (2 min) 

MS-Analyse 6,5-25 min, Totalionenstrom (TIC), 50-550 m/z 
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B 2.6.10 Extraktion von Jasmonaten 

Jasmonsäure (JA), Jasmonsäure-Isoleucin (JA-Ile), 12-Hydroxyjasmonat 

(12-OH-JA), Oxophytodiensäure (OPDA) und Cucurbinsäure (CA) wurden aus 

Kartoffelblättern methanolisch extrahiert. Dazu wurden ca. 50 mg in flüssigem 

Stickstoff gemörserte Blatt-Frischmasse mit 500 µl Methanol und je 50 ng 

deuterierten internen Standards (2D6-JA, 2D2-JA-Ile, 2D5-OPDA) versetzt und zweimal 

30 s in einer Kugelmühle (30 Hz) extrahiert. Nach Zentrifugation (12.000 upm, 

10 min, RT) wurden 450 µl Überstand 1:10 mit Wasser verdünnt. Die Reinigung des 

Extrakts erfolgte mittels Festphasenextraktion (SPE) über einen sauren 

Kationenaustauscher (Chromabond® HR-XC, Macherey-Nagel) in 96-Well-Säulen 

(50 mg SPE-Material pro Säule). Die Säulen wurden zuvor mit 500 µl Methanol und 

500 µl Wasser konditioniert. Anschließend wurde der Extrakt in fünf 1 ml Schritten 

aufgegeben, die Elution der Jasmonate erfolgte in 900 µl Acetonitril. Der einheitliche 

Lösungsmitteldurchlauf durch die Säulen wurde durch Zentrifugation (300 upm, 

2 min, RT) ermöglicht. Die in Acetonitril gelösten Jasmonate wurden bis zur UPLC-

MS/MS Analyse (B 2.6.11) bei -80 °C gelagert. 

B 2.6.11 UPLC-MS/MS Analyse von Jasmonaten 

Die Quantifizierung von JA, 12-OH-JA, JA-Ile, OPDA und CA in Kartoffelblättern 

erfolgte, wenn nicht gesondert gekennzeichnet, nach der Methode Balcke et al. 

(2012). 

Für das Experiment C 3.2.8 wurde eine optimierte Methode zur Bestimmung von 

Jasmonaten angewendet (Dr. G. Balcke, IPB Halle, unveröffentlicht): Die 

Aufreinigung und Trennung der Phytohormone erfolgte auf einem SymbiosisTM Pico-

UPLC-System mit on-line SPE-Kombination (Spark Holland, Niederlande). 200 µl 

Extrakt (60:40 Acetonitril:1 % Essigsäure in Wasser, pH 3,0) wurden auf einer 

hydrophoben SPE-Säule (HySphereTM Resin GP: Partikelgröße 10-12 µm, Länge 

10 mm, Innendurchmesser 2 mm, Spark Holland, Niederlande) injiziert, die zuvor mit 

1.000 µl Acetonitril und 2.000 µl 1 % Essigsäure in Wasser vorkonditioniert wurde. 

Zur Desorption der Hormone von der SPE-Kartusche auf die analytischen 

Trennsäule wurde ein Fluss von 50 µl/min (80:20 Acetonitril/1 % Essigsäure in 

Wasser) über die Gradientenpumpe (1240 Spark) eingestellt. Eine Refokussierung 

der Hormonpeaks erfolgte durch HPD-Verdünnung (high pressure dispenser) mit 

300 µl/min 1 % Essigsäure in Wasser, wobei 8 min ein Volumen von 2.000 µl 
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zudosiert wurde. Die Phytohormone wurden auf einer C18-Säule Nucleoshell RP18 

(Porenweite 90 Å; Partikelgröße 2,7 µm, Länge 10 cm, Innendurchmesser 2 mm, 

Macherey-Nagel) bei 40 °C und einer Flussrate von 400 µl/min durch 

Gradientenelution (Laufmittel A: 0,3 mM Ameisensäure in Wasser, Laufmittel B: 

Acetonitril) aufgetrennt. 

Programm: 

  0 min-   6 min: isokratisch bei 80 % Acetonitril, Flussrate:   50 µl/min 
  6 min-   8 min: fallend       auf   5 % Acetonitril, Flussrate:   50 µl/min 
  8 min- 19 min: steigend    auf 95 % Acetonitril, Flussrate: 400 µl/min 
19 min- 24 min: isokratisch bei 95 % Acetonitril, Flussrate: 400 µl/min 

Die massenspektrometrische Detektion erfolgte on-line durch (-)-ESI-MS/MS mit 

einem TripleTOF 5600+ SWATHTM System (Sciex Instruments, Toronto, Kanada) 

unter Verwendung einer Turbo-Duo-Source. Prozessparameter: MS1 - 

Massenbereich 65-1250 Da (50 ms), Kollisionsenergie = -10 V; MS2: Massenbereich 

65-1250 in 59 SWATH-Taschen á 20 Da (je 20 ms) Q1 Fenster, dynamische 

Kollisionsenergie mit einer Kollisionsenergie-Differenz von ±35 V, Quellgase: 

Curtain-Gas 35, GS1 60, GS2 70 in willkürlichen Einheiten, Spannung 

Ionenquelle: -4500 V, Temperatur Ionenquelle: 600 °C, Gerätesoftware: Symbiosis 

Pico-1 (Spark Holland, Niederlande). Zur Datenauswertung wurde die Software 

PeakViewTM (AB Sciex Instruments, Toronto, Kanada) genutzt. 

B 2.6.12 Herstellung des Cucurbinsäure-Standards 

Der CA-Standard als Gemisch aus 6-epi-7-iso-Cucurbinsäure und 7-iso-

Cucurbinsäure wurde durch Reduktion von (-)-Jasmonsäure (JA) mit 

Natriumborhydrid (NaBH4) gewonnen. Dazu wurde methanolische JA mit NaBH4 bei 

4 °C versetzt. Nach 60 min wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser gestoppt. 

Die CA wurde durch Ansäuern mit 1 M Salzsäure bis pH 3 protoniert und in 

Ethylacetat ausgeschüttelt. Nach Trocknung des Lösungsmittels bei 40 °C wurde der 

Rückstand in Wasser (pH 7,4) aufgenommen. Danach wurde die CA über eine 

150 mg SPE-Säule (Oasis Max Cartrige 6cc, Waters) gereinigt. Dazu wurde die 

Säule mit 6 ml Acetonitril und 6 ml Wasser konditioniert und die wässrige CA-Lösung 

aufgegeben. Nach Waschen mit 6 ml wässriger Essigsäure-Lösung (pH 2) wurde die 

protonierte CA mit 12 ml Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde bei 45 °C getrocknet und 

in Acetonitril:Wasser (1:1) gelöst. 

 



Ergebnisse 

	46 

C 3 Ergebnisse  

C 3.1 Expression der DsPMT in S. tuberosum  

C 3.1.1 Insertionsereignisse und Transkriptabundanz in DsPMT exprimierenden 

Linien 

Die Expression der DsPMT in der Kartoffelpflanze verfolgt das Ziel, die PMT-

Enzymaktivität zu verstärken. Dadurch können limitierende Schritte der 

Calysteginbiosynthese aufgeklärt oder zusätzlich eine verstärkte Calysteginbildung 

erreicht werden. Die kodierende Sequenz der DsPMT (Abb. F- 11) wurde mittels 

Gateway-Technik aus dem Vektor pENTR™/D-Topo (Abb. F- 1) hinter den 35S-

Promoter in den Vektor pGWB14 (Nakagawa et al., 2007) kloniert. S. tuberosum 

Désirée-Pflanzen wurden stabil mit dem Expressionskonstrukt transformiert. Die 

Integration des Konstrukts in das Genom der regenerierten Pflanzen wurde durch 

Southern-Blot Analyse festgestellt. Abb. C- 1 zeigt einen Southern-Blot mit 

verschiedenen Linien als Beispiel. Insgesamt wurden 21 positive Transformanden 

erhalten (siehe Anhang, Abb. F- 14), die in Sterilkultur weitervermehrt wurden. 

	
Abb. C- 1: Nachweis der Integration des DsPMT-Expressionskonstrukts in das Genom von 
S. tuberosum 

Genomische DNA wurde aus Blättern isoliert, mit XbaI und SacI verdaut und 
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde auf eine positiv geladene Nylonmembran 
geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit einer α-32P-dATP-markierten Sonde, hergestellt 
durch XbaI- und SacI-Verdau des Vektors pGWB14, der das DsPMT-Expressionskonstrukt 
trägt. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind in der Vektorkarte von pGWB14 
markiert (Abb. F- 5). Der Pfeil markiert die erwartete Bande bei 1273 bp, die in den Linien A, 
B, C2, D, E, G, H, I, J, K erkennbar ist. Ma-λ-PstI-Marker, WT-Wildtyp, EV-Leervektor. 
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Die Expression der DsPMT wurde durch Northern-Blot Analyse von 16 Linien 

überprüft (Abb. C- 2). Da das endogene PMT-Transkript in Kartoffel-Wildtyp Blättern 

sehr schwach akkumuliert (Stenzel et al., 2006), eignete sich Blattmaterial zur 

Untersuchung der erhöhten Transkriptmengen in den transgenen Linien. Die StPMT 

und die DsPMT besitzen eine Homologie von 91 % auf Nukleotidebene, sodass die 

verwendete full-length DsPMT-Sonde vermutlich auch an StPMT RNA hybridisiert. 

Durch Northern-Blot Analyse (B 2.4.16) konnte die DsPMT-Transkriptabundanz in 

den transgenen Linien B, D, E, J und K festgestellt werden. In Kontrollpflanzen (WT, 

EV) wurden keine, in anderen transformierten Linien schwache Signale detektiert. 

Für weitere Experimente wurden stets die fünf Linien mit der stärksten DsPMT-

Transkriptabundanz (B, D, E, J, K) genutzt. 

	
Abb. C- 2: DsPMT-Transkriptabundanz in verschiedenen Linien 

Northern-Blot Analyse von 16 unabhängigen DsPMT-Kandidatenlinien und Kontrollpflanzen 
(WT-Wildtyp, EV-Leervektor). RNA wurde aus Blättern von S. tuberosum isoliert. 20 µg RNA 
wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine positiv geladene Nylonmembran 
geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit einem α-32P-dATP-markierten full-length cDNA-
Fragment von DsPMT (1135 bp). Als Ladekontrollen dienten die mit Ethidiumbromid 
gefärbten rRNA-Gele. 

C 3.1.2 Polyamin-Gehalt der DsPMT exprimierenden Linien 

Transkriptmengenerhöhungen der PMT durch genetische Manipulation führten häufig 

zu einer Änderung des Polyamin-Gehalts in Pflanzen und Wurzelkulturen der 

Solanaceae, besonders zu einer Erhöhung von N-Methylputrescin (NMP). Der 

Putrescin-Gehalt änderte sich dabei nicht (Moyano et al., 2002; Moyano, 2004; 

Rothe et al., 2003). Durch die PMT-Expression erniedrigte sich der Gehalt der 

Polyamine Spermidin und Spermin leicht (Sato et al., 2001; Zhang et al., 2007). Für 

Kartoffelblätter beschreibt die Literatur einen geringen endogenen Putrescin-Gehalt 

von ca. 5 µmol/g Trockenmasse. NMP wurde in Blättern noch nicht nachgewiesen, 

sondern kommt nur in Kartoffelkeimen und in den Augen der Kartoffelknolle vor 

(Stenzel et al., 2006). 

Um Polyaminveränderungen in den DsPMT exprimierenden Kartoffelpflanzen zu 

analysieren, wurden die Polyamine Putrescin, NMP, Spermidin und Spermidin in 

Blättern durch HPLC-Analyse anhand ihrer Standards identifiziert und quantifiziert 
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(B 2.6.6). Der Polyamin-Gehalt der Blätter drei bis vier Wochen alter 

Kartoffelpflanzen von Kontrollen und DsPMT exprimierenden Linien ist in Abb. C- 3 

dargestellt. Jede Probe wurde während der Aufarbeitung in drei Fraktionen geteilt. 

Dabei wurde jedes Polyamin aus der freien, löslichen Fraktion (Überstand Ü1), der 

löslichen, konjugierten Fraktion (Überstand Ü2) und der unlöslichen, konjugierten 

Fraktion (Pellet P) bestimmt (B 2.6.4). Im ersten Experiment (Abb. C- 3) zeigten alle 

fünf DsPMT exprimierenden Linien eine signifikante Erhöhung des NMP-Gehalts bis 

auf 10-18 µg/g Frischmasse (FM) im Vergleich zu Kontrollpflanzen mit 2 µg/g FM. 

Dabei lagen in Blättern von DsPMT exprimierenden Linien mehr als zwei Drittel des 

NMPs als freies, lösliches Polyamin (Ü1) vor, jeweils ca. 10 % als lösliches, 

konjugiertes Polyamin (Ü2) und ca. 10 % als unlösliches, konjugiertes Polyamin (P). 

Für Putrescin, Spermidin und Spermin veränderten sich der Gesamtpolyamin-Gehalt 

und die Verhältnisse der drei Polyaminfraktionen zwischen Kontrollen und DsPMT 

exprimierenden Linien nicht. Putrescin und Spermin akkumulierten bis zu einem 

Gehalt von ca. 15 µg/g FM. Die Putrescin-Fraktionen setzten sich mit 70 % Ü1, 15 % 

Ü2 und 15 % P zusammen. Für Spermin lag der Anteil der löslichen, konjugierten 

Fraktion (Ü2) mit 50 % höher als bei den anderen Polyaminen. In allen untersuchten 

Pflanzen war Spermidin das Polyamin mit dem höchsten Gesamtgehalt von 

35-50 µg/g FM. Dabei betrug der Anteil des löslichen, konjugierten Spermidins (Ü2) 

ca. 30 % des Gesamtspermidins. 

In einem zweiten Experiment wurden nur die freien, löslichen Polyamine (Ü1) in 

Blättern von DsPMT exprimierenden Linien und Kontrollpflanzen bestimmt 

(Abb. C -4) und ein vergleichbares Ergebnis erzielt. NMP war in den Blättern der 

DsPMT exprimierenden Linien signifikant gegenüber den Kontrollpflanzen erhöht, in 

denen kein NMP quantifizierbar war (Bestimmungsgrenze NMP: 130 ng/g FM, 

B 2.2.6). Der Putrescin-, Spermidin- und Spermin-Gehalt in den DsPMT 

exprimierenden Linien unterschied sich nicht von dem der Kontrollpflanzen. Da in 

zwei Experimenten erhöhte NMP-Mengen festgestellt werden konnten, ist die 

DsPMT offenbar als Protein in vivo aktiv. Der Polyamin-Gehalt von Putrescin, 

Spermidin und Spermin wird aber in einem engen Intervall konstant gehalten. 
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  A             B 

	
C            D 

	
Abb. C- 3: Polyamine in DsPMT exprimierenden Linien (1. Exp.) 

N-Methylputrescin (A), Putrescin (B), Spermidin (C) und Spermin (D) wurden in Blättern von 
Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und DsPMT exprimierenden Pflanzen (DsPMT 
Ex: Linien B, D, E, J, K) quantifiziert. Nach saurer Extraktion wurden die konjugierten 
Polyamine im Überstand und Pellet mit HCl in die freie Form überführt. Die Polyamine 
wurden dansyliert und durch HPLC-Fluoreszenzdetektion erfasst. Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standardabweichungen der Polyaminfraktionen: grün: freies, lösliches Polyamin 
(Überstand Ü1), rot: lösliches, konjugiertes Polyamin (Überstand Ü2), blau: unlösliches, 
konjugiertes Polyamin (Pellet P). Erstes Experiment, Kontrollen: n=12, DsPMT Ex: n=4. Beim 
Students t-Test wurde jeweils die transgene Linie verglichen mit den Werten der 
zusammengefassten Kontrollen WT und EV: *** p<0,001. 
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  A             B 

	 	
  C             D 

	 	
Abb. C- 4: Polyamine in DsPMT exprimierenden Linien (2. Exp.) 

N-Methylputrescin (A), Putrescin (B), Spermidin (C) und Spermin (D) wurden in Blättern von 
Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und DsPMT exprimierenden Pflanzen (DsPMT 
Ex: Linien B, D, E, J, K) quantifiziert. Nach saurer Extraktion wurden die freien, löslichen 
Polyamine im Überstand Ü1 dansyliert und durch HPLC-Fluoreszenzdetektion erfasst. 
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Polyamine im Überstand Ü1. 
Zweites Experiment, Kontrollen: n=16, DsPMT Ex: n=6. Beim Students t-Test wurde jeweils 
die transgene Linie verglichen mit den Werten der zusammengefassten Kontrollen WT und 
EV: *** p<0,001. 

C 3.1.3 Intermediate der Calysteginbiosynthese und Calystegine  

Tropinon, Tropin und Pseudotropin als Intermediate zwischen NMP und den 

Calysteginen wurden in den Blättern drei bis vier Wochen alter Kartoffelpflanzen 

quantifiziert. Dadurch kann der mögliche erhöhte Einbau des NMPs der DsPMT 

exprimierenden Linien in die Intermediate der nachfolgenden Biosyntheseschritte 

untersucht werden. Endogen akkumulieren Tropinon und Pseudotropin in 

Kartoffelblättern kaum, Tropin wurde bisher nicht detektiert (Richter, 2006). 
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In dieser Arbeit konnten die Intermediate nur im ersten von zwei Experimenten 

mittels GC-MS quantifiziert werden. Bei der Wiederholung des Experiments wurden 

weder Tropinon, Tropin noch Pseudotropin detektiert. Quantifizierbar sind Tropinon, 

Tropin und Pseudotropin mit der verwendeten GC-MS-Methode ab einem Gehalt von 

200 ng/g FM, 270 ng/g FM und 215 ng/g FM (B 2.6.3). Im ersten Experiment zeigten 

die Kontrollpflanzen und die DsPMT exprimierenden Linien einen niedrigen 

Gesamtgehalt an Intermediaten bis 10 µg/g FM (Abb. C- 5). Die Gehaltsverteilung 

nahm mit Ausnahme der Linie D in der Reihenfolge Pseudotropin > Tropinon > 

Tropin ab. Individuelle Schwankungen der Intermediate zwischen den DsPMT 

exprimierenden Linien, z.B. Linien B und K, erlauben nicht die Schlussfolgerung 

einer generellen Erhöhung oder Erniedrigung der Metaboliten im Vergleich zu den 

Kontrollen. Zwar war in Linie K weder Tropin noch Pseudotropin quantifizierbar, aber 

Linie B bildete Pseudotropin bis 6 µg/g FM, Kontrollen nur maximal 3 µg/g FM. Die 

Linien E, J und K akkumulierten weniger als 0,5 µg/g FM Tropinon im Vergleich zu 

Kontrollpflanzen mit 1-2 µg/g FM. 

	
Abb. C- 5: Gehalt von Tropin,Tropinon, 
Pseudotropin der DsPMT 
exprimierenden Linien 

Tropinon, Tropin und Pseudotropin 
wurden aus Blättern von Kontrollpflanzen 
(WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und 
DsPMT exprimierenden Linien (DsPMT 
Ex: B, D, E, J, K) wässrig extrahiert und 
durch GC-MS Analyse quantifiziert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen eines 
Experiments, Kontrollen: n=16, DsPMT 
Ex: n=4. 

	
Abb. C- 6: Calystegin-Gehalt der DsPMT 
exprimierenden Linien 

Calystegine B4, A3 und B2 wurden aus 
Keimen von Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, 
EV-Leervektor) und DsPMT exprimierenden 
Linien (B, D, E, J, K) wässrig-methanolisch 
extrahiert und nach Silylierung durch GC-
MS Analyse quantifiziert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und Standardabweichungen von 
zwei Experimenten, Kontrollen: n=24, 
DsPMT Ex: n=6. 
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Kurze Keime der Kartoffelknolle sind das Gewebe mit dem höchsten Gehalt an 

Calysteginen (Keiner and Dräger, 2000). Die Calystegine B2, A3 und B4 

akkumulierten sowohl in 0,5-1 cm kurzen Keimen von Kontrollpflanzen als auch von 

DsPMT exprimierenden Linien insgesamt bis auf 4.000-5.000 µg/g FM (Abb. C- 6). 

Das am stärksten in Kartoffelkeimen vorkommende Calystegin B2 erreichte einen 

Gehalt von ca. 2.500 µg/g FM, gefolgt von Calystegin A3 mit 1.000-2.000 µg/g FM 

und Calystegin B4 mit 50-90 µg/g FM. Es lässt sich feststellen, dass die Erhöhung 

der DsPMT-Transkriptmengen und des NMPs in den DsPMT exprimierenden Linien 

keine vermehrte Calysteginbildung in den Keimen erzeugt. 

C 3.1.4 Wachstum von P. infestans auf den DsPMT exprimierenden Linien 

Synthetische Polyamin-Analoga besitzen durch die Hemmung des Polyamin-

Biosyntheseenzyms Ornithindecarboxylase (ODC) antifungale und fungizide 

Eigenschaften gegen verschiedene pathogene Pilze (Walters and Mackintosh, 1997). 

Auf Kartoffelblättern kann das Wachstum von P. infestans durch synthetische 

Putrescin-Analoga wie Keto-Putrescin und Diaminobut-2-en-Derivate (Foster and 

Walters, 1993; Havis et al., 1994a; Havis et al., 1994b) und durch Spermin (Haggag 

and Abd El-Khair, 2007) gehemmt werden. Bisher ist nicht bekannt, ob auch NMP 

ein Hemmstoff der ODC von P. infestans sein kann und dessen Wachstum 

beeinflusst. 

In den DsPMT exprimierenden Linien ist der Gehalt an NMP bis auf 18 µg/g FM im 

Vergleich zu Kontrollpflanzen mit 2 µg/g FM signifikant erhöht (Abb. C- 3). Um zu 

überprüfen, ob diese NMP-Erhöhung in den Blättern der DsPMT exprimierenden 

Linien einen Einfluss auf das Wachstum von P. infestans hat, wurde die relative 

Biomasse nach Infektion der Blätter bestimmt. Die relative Biomasse von P. infestans 

unterschied sich drei Tage nach Inokulation der Blätter mit 1*105 Sporen/ml nicht 

signifikant zwischen Kontrollpflanzen und DsPMT exprimierenden Linien (Abb. C- 7, 

t-Test: p>0,05). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine Erhöhung von NMP 

bis auf 18 µg/g FM in den Blättern der DsPMT exprimierenden Linien das Wachstum 

von P. infestans nicht beeinflusst. 
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Abb. C- 7: P. infestans Biomasse in 
DsPMT exprimierenden Linien 

Drei Tage nach Inokulation von je zwei 
Blättern pro Pflanze (WT-Wildtyp, 
EV-Leervektor, DsPMT Ex-DsPMT 
exprimierenden Linien D, E, J, K) mit 6x 
10 µl P. infestans Sporensuspension 
(1*105 Sporen/ml) wurden die 
Infektionsstellen mit einem Korkbohrer 
ausgestanzt und die Biomasse mittels 
q-PCR ermittelt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte mit Standardabweichungen 
für zwei Experimente. Die Biomasse des 
WTs wurde auf 100 % festgesetzt.  
Kontrollen: n=28, DsPMT Ex: n=16. 
 
 

C 3.2 Modulierung der StTRI-Expression in S. tuberosum 

C 3.2.1 Herstellung und Charakterisierung der StTRI RNAi Linien und StTRI 

Überexpressionslinien 

Bisher sind nur Daten zum Substratumsatz der StTRI durch in vitro 

Enzymaktivitätsmessungen des rekombinant in E. coli hergestellten Proteins 

verfügbar. Die StTRI reduziert Tropinon zu Tropin, aber auch andere zyklische, nicht 

in der Kartoffelpflanze vorkommende Ketone wie Chinuclidinon und 

N-Methylpiperdin-4-on zu den entsprechenden Alkoholen (Kaiser et al., 2006). Die 

endogene Funktion der StTRI in S. tuberosum ist noch nicht bekannt. 

Zur Erhöhung der StTRI-Expression in der Kartoffelpflanze wurde die kodierende 

Sequenz der StTRI (Abb. F- 12) mittels Gateway-Technik aus dem Vektor 

pCR®8/GW/Topo® (Abb. F- 2) hinter den 35S-Promoter in den Vektor pGWB14 

(Nakagawa et al., 2007) kloniert. Um die Expression der StTRI zu unterdrücken, 

erfolgte die Klonierung des StTRI RNAi Fragments (F 6.3.2) mittels Gateway-Technik 

aus dem Vektor pENTR™/D-Topo (Abb. F- 1) hinter den 35S-Promoter in den Vektor 

pHELLSGATE8 (Helliwell et al., 2002; Wesley et al., 2001). S. tuberosum Désirée-

Pflanzen wurden stabil mit den Expressionskonstrukten transformiert. Die Integration 

der Konstrukte in das Genom der regenerierten Pflanzen wurde durch Southern-Blot 

Analyse ermittelt. Für StTRI Überexpressionspflanzen (StTRI ÜE) wurden 17 Linien, 

für StTRI RNAi Pflanzen (StTRI RNAi) 19 Linien erhalten, die in Sterilkultur 

weitervermehrt wurden (siehe Anhang, Abb. F- 15, Abb. F- 16). 
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Die erhöhte Expression der StTRI wurde auf Transkriptebene durch Northern-Blot 

Analyse nachgewiesen. Dabei zeigten acht Linien (B, G, K, R, J, L, Q, S) verstärkte 

StTRI-Transkriptmengen in den Blättern. Das endogene StTRI-Transkript war im 

Northern-Blot Abb. C- 8 kaum sichtbar und ist damit in Kartoffelblättern sehr schwach 

exprimiert. Um die reduzierte Expression für StTRI nachzuweisen eignen sich 

Gewebe wie Blätter oder Wurzeln mit endogener Expression der StTRI. Obwohl in 

Wurzeln bereits StTRI-Transkript durch Northern-Blot Untersuchungen 

nachgewiesen wurde (Keiner et al., 2002), konnten in den für diese Arbeit 

durchgeführten Northern-Blots keine Signale in Wurzeln detektiert werden (Daten 

nicht gezeigt). Für Kartoffel-Wildtyp Blätter wurden kaum sichtbare (Abb. C- 8) und 

schwache Signale (Abb. C- 9A) für StTRI mittels Northern-Blot erhalten. Der Effekt 

einer reduzierten StTRI-Expression wurde daher in Blattmaterial durch Northern-Blot 

und zusätzlich durch qRT-PCR nachgewiesen. Schwache StTRI Signale in Wildtyp- 

und Leervektor-Blättern sind im Northern-Blot Abb. C- 9A sichtbar, für die StTRI 

RNAi Linien A, C, F, H, L, M, N wurden keine Signale detektiert. Reduzierte StTRI-

Transkriptmengen dieser sieben Linien wurden zusätzlich durch qRT-PCR bestätigt 

(Abb. C- 9B). 

	
Abb. C- 8: StTRI-Transkriptabundanz in verschiedenen Linien 

Northern-Blot Analyse von 17 unabhängigen StTRI Überexpressions-Kandidatenlinien und 
Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor). RNA wurde aus Blättern isoliert. 20 µg RNA 
wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine positiv geladene Nylonmembran 
geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit einem α-32P-dATP-markierten full-length cDNA-
Fragment von StTRI (795 bp). Als Ladekontrollen dienten die mit Ethidiumbromid gefärbten 
rRNA-Gele. 
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Abb. C- 9: StTRI-Transkriptabundanz in 
StTRI RNAi Linien 

A: Northern-Blot Analyse von sieben 
unabhängigen StTRI RNAi Linien (A, C, 
F, H, L, M, N) und Kontrollpflanzen (WT-
Wildtyp, EV-Leervektor). RNA wurde aus 
Blättern isoliert. 20 µg RNA wurden 
elektrophoretisch aufgetrennt und auf 
eine positiv geladene Nylonmembran 
geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit 
einem α-32P-dATP-markierten full-length 
cDNA-Fragment von StTRI (795 bp). Als 
Ladekontrolle diente das mit 
Ethidiumbromid gefärbte rRNA-Gel. 

B: qRT-PCR Analyse der StTRI-
Transkriptmengen in Blättern von sieben 
StTRI RNAi Linien (A, C, F, H, L, M, N). 
Als Referenzgen diente StEF1α. Gezeigt 
ist der 2–ΔcT-Wert aus zwei Experimenten 
als Mittelwert aus je 24 Proben (WT, EV) 
und je 12 Proben pro StTRI RNAi Linie 
sowie deren Standardfehler der 
Mittelwerte (standard error of the mean). 
 

C 3.2.2 Tropinon-Fütterung an StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien 

Um die mögliche in vivo Funktion der StTRI als Tropin-bildende Tropinonreduktase 

zu analysieren, wurden Blätter der StTRI RNAi Linien und StTRI ÜE Linien mit 

Tropinon-Lösung gefüttert. Ungefütterte Kartoffelblätter haben einen sehr geringen 

endogenen Gehalt an Tropin von <1 µg/g FM (Abb. C- 5). Nach Fütterung von 5 mM 

Tropinon an Blätter von Kontrollpflanzen (WT, EV) wurde sowohl vermehrt gebildetes 

Tropin (15-30 µg/g FM) als auch Pseudotropin (200 µg/g FM) nachgewiesen. Das 

Verhältnis Tropin:Pseudotropin lag bei 1:7 bis 1:13 (Abb. C- 10). Durch die 

Eigenschaft der endogenen Tropinbildung nach Tropinon-Fütterung sind Blätter ein 

geeignetes Gewebe um eine verminderte bzw. vermehrte Bildung von Tropin in den 

transgenen Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen anzuzeigen. Auf diese Weise 

kann die Fähigkeit der StTRI, Tropinon als Substrat in vivo zu reduzieren, 

nachgewiesen werden. 

Blätter drei bis vier Wochen alter Kartoffelpflanzen von WT/EV, StTRI RNAi- und 

StTRI ÜE Linien wurden am Stengelende mit einem Skalpell schräg abgeschnitten 

und für acht Tage in Gläser mit 20 ml 5 mM Tropinon-Lösung gestellt. Verbrauchte 

Tropinon-Lösung wurde alle zwei bis drei Tage erneut aufgefüllt. Zur Analyse wurden 

nur die Blätter ohne Stengel verwendet, da sich vermutlich im Xylem der Stengel 
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nach der Fütterung sehr viel Tropinon befand. Dieses störte die GC-Analytik, da es in 

Vorexperimenten den Tropinpeak überlagerte (Abb. F- 18, Rt Tropinon = 6,09 min, 

Rt Tropin = 6,25 min). Als Kontrollen dienten Blätter, die über den 

Fütterungszeitraum in Wasser gestellt wurden. In diesen Proben waren Tropinon, 

Tropin und Pseudotropin nicht bzw. in wenigen Proben nur in sehr geringen Mengen 

bis 5 µg/g FM nachweisbar. Auch in den mit Wasser gefütterten Blättern der StTRI 

ÜE Linien akkumulierte Tropin nicht (Daten nicht gezeigt). Während der Inkubation in 

Tropinon-Lösung zeigten alle Blätter keine sichtbaren Hinweise auf Stress oder 

Toxizität wie Färbung, Welken oder schnellere Alterung im Vergleich zu 

Kontrollblättern in Wasser. 

Abb. C- 10 stellt den Gehalt an Tropinon, Tropin und Pseudotropin nach Tropinon-

Fütterung in den StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien dar. Die Tropinon-Aufnahme 

unterschied sich in beiden Experimenten sehr stark. Dabei akkumulierte Tropinon im 

ersten Experiment in den Kontrollpflanzen, den StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien um 

500 µg/g FM, im zweiten Experiment um 1.500 µg/g FM. Bei allen StTRI RNAi Linien 

und StTRI ÜE Linien wurden in beiden Experimenten signifikante Unterschiede im 

Tropin-Gehalt verglichen mit den Kontrollpflanzen erzielt. Bei den Tropinon-

gefütterten Blättern zeigte sich eine 15-30-fach verminderte Tropinbildung in den 

StTRI RNAi Linien (1-2 µg/g FM) und eine 2-5-fach erhöhte Tropinbildung in den 

StTRI ÜE Linien (50-100 µg/g FM) im Vergleich zu Kontrollblättern (15-30 µg/g FM). 

Die GC-Chromatogramme sind im Anhang durch Abb. F- 24, Abb. F- 25 und 

Abb. F- 26 dargestellt. Diese reduzierte und erhöhte Tropinbildung der in der StTRI-

Expression modifizierten Linien zeigt, dass das Enzym StTRI in vivo zur 

Tropinonreduktion in der Lage ist. 

Die Bildung von Acetyltropin aus den nach Tropinon-Fütterung im Blatt erhöht 

vorliegenden Tropinmengen ist als weiterer Metabolismus wahrscheinlich. Der 

verwendete Acetyltropin-Standard zeigte die typischen Molekülmassen bei der GC-

MS Analyse (Witte et al., 1987, siehe Anhang Abb. F- 23). Acetyltropin wurde aber 

ohne und auch nach Tropinon-Fütterung der Blätter weder in den Kontrollpflanzen, 

noch in den StTRI ÜE Linien nachgewiesen. Pseudotropin wurde nach Tropinon-

Fütterung in Kontrollblättern, StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien nicht immer in 

gleichem Ausmaß gebildet. Die StTRI RNAi Linie H akkumulierte <100 µg/g FM und 

die StTRI ÜE Linie G >400 µg/g FM Pseudotropin im Vergleich zu Kontrollpflanzen 

mit 200 µg/g FM. Die zwei StTRI RNAi Linien H und N waren gekennzeichnet durch 
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einen erniedrigten Pseudotropin-Gehalt, obwohl durch die Bestimmung der relativen 

Expression der StTRII dieser StTRI RNAi Linien (Abb. C- 12) keine veränderten 

StTRII-Transkriptmengen nachgewiesen wurden. Auch der Calystegin-Gehalt in den 

Keimen der StTRI RNAi Linie H war nicht erniedrigt und für die Linie N sogar erhöht 

(Abb. C- 13). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass ein verringertes Vermögen zur 

Pseudotropinbildung der StTRI RNAi Linien nach Tropinon-Fütterung in Blättern die 

endogene Calysteginbildung der Keime nicht erniedrigt. 
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Abb. C- 10: Gehalt von Tropinon, Tropin, Pseudotropin in StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien 
nach Tropinon-Fütterung 

Blätter von Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor), StTRI RNAi Linien (A, H, M, N) 
und StTRI ÜE Linien (G, R, J, S) wurden acht Tage mit 5 mM Tropinon gefüttert. 
Tropinon (A), Tropin (B) und Pseudotropin (C) wurden wässrig extrahiert und durch GC-MS 
Analyse quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei 
Experimenten, Kontrollen: n≥8 Kontrollen, StTRI RNAi Linien: n≥4, StTRI ÜE Linien: n≥4. 
Beim Students t-Test wurde jeweils der Gesamtgehalt der transgenen Linie mit den Werten 
der zusammengefassten Kontrollen WT und EV eines Experiments verglichen: * p<0,05, 
** p<0,01, *** p<0,001. 

C 3.2.3 Calystegin-Gehalt der StTRI ÜE Linien 

Die erhöhte Expression der StTRI könnte durch einen verstärkten Umsatz von 

Tropinon und einer vermehrten Tropinbildung Einfluss auf den metabolischen Fluss 

zu den Calysteginen nehmen. So könnte weniger Tropinon zur Pseudotropinbildung 

und für die Biosynthese der Calystegine zur Verfügung stehen. Aus diesem Grund 

wurden die Calystegine B2, A3 und B4 in 0,5-1 cm langen Kartoffelkeimen der StTRI 

ÜE Linien quantifiziert. Fünf von sieben StTRI ÜE Linien zeigten keine Unterschiede 

im Gehalt der Calystegine verglichen mit den Kontrollpflanzen. Die Linien B und K 

akkumulierten signifikant erniedrigte Calysteginmengen von 1160 und 1460 µg/g FM 

verglichen mit dem Gehalt der Kontrollpflanzen von 2070 µg/g FM (Abb. C- 11). Da 

aber ein reduzierter Calystegin-Gehalt nicht für alle StTRI ÜE Linien gleichermaßen 

zutrifft, kann nicht auf eine generelle Beeinflussung der Calysteginbildung 

geschlossen werden. 

	
	

Abb. C- 11: Calystegin-Gehalt der 
StTRI ÜE Linien 

Calystegine B4, A3 und B2 wurden aus 
Kartoffelkeimen von Kontrollpflanzen 
(WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und 
StTRI ÜE Linien (B, G, K, R, J, Q, S) 
wässrig-methanolisch extrahiert und 
nach Silylierung durch GC-MS Analyse 
quantifiziert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei 
Experimenten, Kontrollen: n≥20, StTRI 
ÜE Linien: n≥8. Beim Students t-Test 
wurde jeweils der Gesamtcalystegin-
Gehalt der transgenen Linie verglichen 
mit den Werten der 
zusammengefassten Kontrollen WT 
und EV: * p<0,05, ** p<0,01. 
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C 3.2.4 StTRII-Transkriptabundanz der StTRI RNAi Linien 

StTRI und StTRII sind zu 73 % auf Nukleotidebene identisch. Die Nukleotid-

Übereinstimmung im Bereich des StTRI RNAi Fragments zur StTRII beträgt 68 % 

(Abb. F- 10). Das gewählte StTRI RNAi Fragment (Nukleotid 367-702, F 6.3.2) 

befindet sich an der den C-Terminus codierenden Nukleotidsequenz und liegt 

außerhalb der im N-terminalen Bereich lokalisierten NADPH-Bindestelle 

(Abb. C- 27). Das StTRI RNAi Fragment wurde nach dem Kriterium ausgewählt, dass 

es nicht 21-24 hintereinander stehende, zu StTRII identische Nukleotide besitzt. 

Dadurch soll verhindert werden, dass sich in der StTRI RNAi Pflanze siRNA-Stücke 

des StTRI RNAi Fragments an StTRII-mRNA anlagern und diese spalten. In diesem 

unerwünschten Fall könnten simultan die StTRII-Transkriptmengen in den StTRI 

RNAi Linien erniedrigt sein. 

Mittels qRT-PCR wurden unveränderte StTRII-Transkriptmengen in den StTRI RNAi 

Linien verglichen mit den Kontrollpflanzen ermittelt (Abb. C- 12). Untersucht wurden 

0,5-1 cm lange Kartoffelkeime und die Wurzeln drei Wochen alter Kartoffelpflanzen. 

Das sind Organe, in denen bereits ein Vorkommen von StTRII-Transkripten 

nachgewiesen wurde (Keiner, 2001). Höhere relative Transkriptmengen in Wurzeln 

(B) als in Keimen (A) lassen erkennen, dass die StTRII stärker in den Wurzeln als in 

den Keimen exprimiert ist. 

 
Abb. C- 12: StTRII-Transkriptabundanz in Keimen und Wurzeln von StTRI RNAi Linien 

qRT-PCR Analyse der StTRII-Transkriptmengen in Keimen (A) und Wurzeln (B) von 
Kontrollen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und StTRI RNAi Linien. Als Referenzgen diente 
StEF1α. Gezeigt ist der 2–ΔcT-Wert aus zwei Experimenten als Mittelwert aus je 21 Proben 
(WT, EV) und je sechs Proben pro StTRI RNAi Linie sowie deren Standardabweichung. 
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C 3.2.5 Calystegin-Gehalt der StTRI RNAi Linien 

Die Calystegine B2, A3 und B4 akkumulierten in 0,5-1 cm langen Kartoffelkeimen von 

Kontrollpflanzen und StTRI RNAi Linien bis zu einem Gesamtgehalt von 

1.500-3.600 µg/g FM (Abb. C- 13). Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen und 

StTRI RNAi Linien zeigten sich nicht generell. Bei den untersuchten Linien waren 

Schwankungen ober- und unterhalb des Calystegin-Gehalts der Kontrollen 

feststellbar. Die StTRI RNAi Linie C zeigte einen signifikant erhöhten 

Gesamtcalystegin-Gehalt von 3.660 µg/g FM verglichen mit dem Gehalt der 

Kontrollpflanzen von 2.080 µg/g FM. Auch bei StTRI RNAi Linie N war der Gehalt an 

Gesamtcalysteginen mit 3.110 µg/g FM erhöht. Die StTRII-Transkriptmengen in den 

Keimen der betroffenen Linien C und N unterschieden sich aber nicht von denen der 

Kontrollpflanzen (Abb. C- 12A), so dass keine Korrelation zwischen den StTRII-

Transkriptmengen und dem Calystegin-Gehalt vorliegt. 

	
 

Abb. C- 13: Calystegin-Gehalt der 
StTRI RNAi Linien 

Calystegine B4, A3 und B2 wurden 
aus Kartoffelkeimen von 
Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-
Leervektor) und StTRI RNAi Linien 
(A, C, F, H, L, M, N) wässrig-
methanolisch extrahiert und nach 
Silylierung durch GC-MS Analyse 
quantifiziert. Dargestellt sind 
Mittelwerte und 
Standardabweichungen von zwei 
Experimenten, Kontrollen: n≥14 
StTRI RNAi Linien: n≥4. Beim 
Students t-Test wurde jeweils der 
Gesamtcalystegin-Gehalt der 
transgenen Linie verglichen mit den 
Werten der zusammengefassten 
Kontrollen WT und EV: * p<0,05, 
** p<0,01. 

C 3.2.6 StPin2-Transkriptabundanz in StTRI RNAi Linien nach Verwundung 

In vitro Untersuchungen zum Substratumsatz der StTRI mit Jasmonaten lieferten 

Hinweise auf eine mögliche Beteiligung des Enzyms in der Reduktion von 

Jasmonaten in S. tuberosum (Dr. N. Reinhardt, unveröffentlichte Ergebnisse, siehe 

Kapitel A 1.3). Deshalb wurden die StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien für 

Untersuchungen zur Expression Jasmonat-abhängiger Gene und den möglichen 

veränderten Abbau verschiedener Jasmonate nach Verwundung genutzt. 
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Unterschiede in der Expression von Verwundungs- und Jasmonat-induzierbaren 

Genen in den transgenen Linien können Hinweise auf Veränderungen der Regulation 

des Jasmonatabbaus geben. In S. tuberosum sind die Proteinase-Inhibitor Gene, 

z.B. StPin2, durch Verwundung und Jasmonsäure induzierbar (Farmer et al., 1992; 

Ishikawa et al., 1994; Peña-Cortés et al., 1995). Ein verlangsamtes Abklingen von 

StPin2-Signalen in den StTRI RNAi Linien wäre ein Hinweis auf eine verlängerte 

Verweildauer von Jasmonsäure im Gewebe. Diese könnte durch einen 

verlangsamten Abbau von Jasmonsäure verursacht werden, da in den StTRI RNAi 

Linien durch fehlendens StTRI Protein der Jasmonatabbau verzögert sein könnte. 

Blätter von Kontrollpflanzen und StTRI RNAi Linien wurden nach Verwundung mittels 

Northern-Blot Analyse auf veränderte StPin2-Transkriptmengen untersucht. 

Unverwundete Blätter von Kontrollpflanzen und StTRI RNAi Linien zeigten sehr 

schwache StPin2-Signale. 24 Stunden nach Verwundung war eine Steigerung der 

StPin2-Transkriptakkumulation sowohl in den Kontrollen als auch in den StTRI RNAi 

Linien detektierbar. Drei und sechs Tage nach Verwundung zeigte sich ein 

unterschiedlicher Rückgang der StPin2-Expression in den Kontrollpflanzen und 

StTRI RNAi Linien. Diese Unregelmäßigkeit der Signalabnahme sowohl für die 

transgenen Linien als auch für die Kontrollen lässt keine Rückschlüsse auf 

Veränderungen des Jasmonatabbaus in den StTRI RNAi Linien zu (Abb. C- 14). In 

einem zweiten Experiment wurden ähnliche Ergebnisse erzielt (Daten nicht gezeigt). 

	
Abb. C- 14: StPin2-Transkriptabundanz in StTRI RNAi Linien 

Northern-Blot Analyse von sieben unabhängigen StTRI RNAi Linien (blau: A, C, F, H, L, 
M, N) und Kontrollpflanzen (grün: WT-Wildtyp, EV-Leervektor). RNA wurde aus 
unverwundeten Kartoffelblättern (0 h) und Blättern zu verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 72 h 
und 6 d) nach Verwundung isoliert. 20 µg RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf 
eine positiv geladene Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit einem α-32P-
dATP-markierten full-length cDNA-Fragment von StPin2 (666 bp). Gezeigt ist eines von zwei 
Experimenten. Als Ladekontrollen dienten die mit Ethidiumbromid gefärbten rRNA-Gele. 



Ergebnisse 
	

	62 

C 3.2.7 Quantifizierung von Jasmonaten in StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien 

Die Analyse von Jasmonaten in unverwundeten und verwundeten Blättern von StTRI 

RNAi- und StTRI ÜE Pflanzen kann mögliche Veränderungen in dem Gehalt von 

Jasmonsäure (JA), Jasmonsäure-Isoleucin (JA-Ile), 12-Hydroxyjasmonat 

(Tuberonsäure, 12-OH-JA), 12-Oxophytodiensäure (OPDA) und Cucurbinsäure (CA) 

aufklären. Wenn das Enzym StTRI einen Beitrag zum Abbau von Jasmonaten nach 

Verwundung leistet, könnten Gehaltsunterschiede der Jasmonate durch eine 

verringerte (in StTRI RNAi) oder gesteigerte (in StTRI ÜE) StTRI-Enzymaktivität 

verursacht sein. 

CA ist nicht kommerziell verfügbar. Aus diesem Grund wurde aus (-)-Jasmonsäure, 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. B. Hause, IPB Halle, ein CA-

Standard durch Reduktion mit Natriumborhydrid hergestellt (B 2.6.12) und durch 

MS/MS Analyse identifiziert (Abb. F- 37, Abb. F- 38). Eine Enantiomerentrennung in 

die beiden CA-Stereoisomere (Abb. A- 3) wurde nicht vorgenommen. Die 

Quantifizierung der Jasmonate JA, JA-Ile, 12-OH-JA, OPDA und CA erfolgte in 

Zusammenarbeit mit Dr. G. Balcke, IPB Halle. 

Vor der Aufarbeitung wurden den Blattproben je 50 ng deuterierte Standards von 
2H6-JA, 2H2-JA-Ile und 2H5-OPDA zugegeben. Die Probenaufarbeitung und 

Quantifizierung der Jasmonate per UPLC-ESI-MS/MS erfolgte nach der Methode aus 

Balcke et al. (2012). Der Gehalt an JA und JA-Ile stieg in Blättern von 

Kontrollpflanzen und transgenen Linien 30 min nach Verwundung auf einen höchsten 

Wert von 1 µg/g FM an. Acht Stunden nach Verwundung war der Gehalt an JA-Ile bei 

0,2 µg/g FM für die StTRI RNAi Linien noch leicht, aber nicht signifikant erhöht 

(Students t-Test: p>0,05) verglichen mit den Kontrollpflanzen und StTRI ÜE Linien. 

CA wurde in Kartoffelblättern erstmals identifiziert und quantifiziert. Der CA-Gehalt ist 

in allen Proben und zu allen untersuchten Zeitpunkten mit 0,02-0,08 µg/g FM sehr 

gering (Abb. C- 15). Der Gehalt an OPDA zeichnete sich in allen Proben durch starke 

individuelle Schwankungen bis 3 µg/g FM aus. Bei Vergleich der unterschiedlichen 

Linien und Zeitpunkte war aber keine Regelmäßigkeit erkennbar (Daten nicht 

gezeigt). 
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Abb. C- 15: Gehalt von Jasmonaten in 
Blättern von StTRI RNAi- und StTRI ÜE 
Linien (1. Exp.) 

Jasmonsäure (A), Jasmonsäure-Isoleucin 
(B), Cucurbinsäure (C) in unverwundeten 
Blättern (0 h) und Blättern zu 
verschiedenen Zeitpunkten (0,5 h, 8 h, 
24 h, 48 h, 96 h) nach Verwundung. Die 
Quantifizierung erfolgte durch die UPLC-
MS/MS Methode aus Balcke et al. (2012). 
Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen des ersten 
Experiments. K-Kontrollen (schwarz, 
Wildtyp und Leervektor, n=6), i–StTRI 
RNAi Linien (weiß, Linien A, M, N, n=3); 
Ü–StTRI ÜE Linien (grau, Linien G, R, S, 
n=3).

Um mögliche Unterschiede im Abbau der Jasmonate nach dem Zeitpunkt 30 min 

nach Verwundung in StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien zu erkennen, wurden die 

Zeitabstände für die Gehaltsbestimmungen zwischen 30 min und 24 h engmaschiger 

analysiert. In dem Gehalt von JA, JA-Ile, OPDA und 12-OH-JA zeigten sich keine 

Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen, StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien. Die 

schrittweise Erniedrigung des Gehalts von JA und JA-Ile von ca. 1 µg/g FM 2 h nach 

Verwundung korrelierte mit einem Anstieg von 12-OH-JA bis auf 1 µg/g FM 4 h nach 

Verwundung (Abb. C- 16). Der OPDA-Gehalt war über den betrachteten Zeitraum 

konstant in fast allen Proben bei ca. 0,5 µg/g FM. Daten zum CA-Gehalt in den 

Blättern konnten für dieses Experiment nicht erhoben werden, da der Gehalt 

unterhalb der Bestimmungsgrenze der Methode aus Balcke et al. (2012) lag: 2H6-JA 

Bestimmungsgrenze = 12,93 nmol/l, dies entspricht 2-3 ng/g FM Blatt. Der 
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unveränderte Gehalt der verschiedenen Jasmonate in den StTRI RNAi- und StTRI 

ÜE Linien im Vergleich zu Kontrollpflanzen zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Verwundung ließ keine Hinweise auf die Beteiligung der StTRI an der Reduktion von 

Jasmonaten zu. Da CA aber nur in einem von zwei Experimenten quantifiziert 

werden konnte, wurde in einem nächsten Experiment (Kapitel C 3.2.8) die mögliche 

Beteiligung der StTRI an der CA-Bildung erneut geprüft. 

	  

	  
Abb. C- 16: Gehalt von Jasmonaten in Blättern von StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien 
(2. Exp.) 

Jasmonsäure (A), Jasmonsäure-Isoleucin (B), 12-Hydroxyjasmonat (C) und OPDA (D) in 
unverwundeten Blättern (0 h) und Blättern zu verschiedenen Zeitpunkten (0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 
8 h, 24 h) nach Verwundung. Die Quantifizierung erfolgte durch die UPLC-MS/MS Methode 
aus Balcke et al. (2012). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen des 
zweiten Experiments. K-Kontrollen (schwarz, Wildtyp und Leervektor, n=6), i–StTRI RNAi 
Linien (weiß, Linien A, M, N, n=3); Ü–StTRI ÜE Linien (grau, Linien G, R, S, n=3). 
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C 3.2.8 Methyljasmonat-Fütterung an StTRI ÜE Linien 

Flüchtige, organische Verbindungen, zu denen auch der Methylester der 

Jasmonsäure (Methyljasmonat, MeJA) gehört, werden über Spaltöffnungen und 

durch Diffusion in Blätter aufgenommen (Baldwin et al., 2006). In der Pflanze wird 

MeJA durch Esterasen zu JA abgebaut und mit Isoleucin konjugiert (Stuhlfelder et 

al., 2002; Tamogami et al., 2008). Wenn die StTRI ÜE Linien zu einem verstärkten 

Abbau von JA in der Lage sind, kann nach MeJA-Aufnahme und Metabolismus zu JA 

eine reduzierte Verweildauer von JA im Blattgewebe und ein Anstieg von CA 

erwartet werden. Durch die Inkubation von Kartoffelblättern der Kontrollpflanzen und 

StTRI ÜE Linien auf 50 µM MeJA-Lösung in geschlossenen Petrischalen sollte eine 

Aufnahme von MeJA über die Luft ermöglicht werden. 

Der Gehalt an JA und CA wurde nach verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 1 h, 6 h, 24 h) 

mit einer optimierten Methode zur Jasmonat-Quantifizierung (B 2.6.11, Dr. G. Balcke, 

IPB Halle, unveröffentlicht) gemessen. Eine Stunde nach Inkubationsbeginn erhöhte 

sich der Gehalt an JA bis auf 0,7 µg/g FM in Kontrollpflanzen und StTRI ÜE Linien. 

Im weiteren Verlauf der Behandlung gab es keine statistisch signifikanten 

Veränderungen (Students t-Test: p>0,05) des JA-Gehalts zwischen Kontrollpflanzen 

und transgenen Linien. Ohne und auch nach Inkubation auf MeJA-Lösung lag der 

CA-Gehalt im Blatt zwischen 0,04-0,06 µg/g FM (Abb. C- 17). Da keine Erhöhung 

des CA-Gehalts in den StTRI ÜE Linien detektiert werden konnte, kann eine 

Beteiligung der StTRI an der CA-Bildung in vivo nicht belegt werden. 

	  
Abb. C- 17: Gehalt von Jasmonsäure und Cucurbinsäure in StTRI ÜE Linien 

Jasmonsäure (A) und Cucurbinsäure (B) in Kartoffelblättern von Kontrollen (K, schwarz, 
Wildtyp und Leervektor) und StTRI ÜE Linien (Ü, grau: Linien R, B, S) zu verschiedenen 
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Zeitpunkten (0 h, 1 h, 6 h, 24 h) nach Inkubation auf 50 µM MeJA-Lösung. Die 
Quantifizierung erfolgte durch die UPLC-Methode mit on-line SPE-Kombination und ESI-
MS/MS (B 2.6.11, Dr. G. Balcke, IPB Halle, unveröffentlicht). Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus zwei Experimenten, Kontrollen: n=12, Ü: n=6. 

C 3.3 Reduktion der StTRII-Expression in S. tuberosum 

C 3.3.1 Herstellung und Charakterisierung der StTRII RNAi Linien 

Für das Enzym StTRII ist bisher die postulierte Funktion der Reduktion von Tropinon 

zu Pseudotropin in vivo und damit die Beteiligung an der Calysteginbiosynthese in 

S. tuberosum nicht bestätigt. Für den in vivo Beweis der Pseudotropinbildung wurde 

die StTRII-Expression in der Kartoffelpflanze durch RNAi unterdrückt. Dazu erfolgte 

die Klonierung des StTRII RNAi Fragments (F 6.3.3) mittels Gateway-Technik aus 

dem Vektor pENTR™/D-Topo (Abb. F- 2) hinter den 35S-Promoter in den Vektor 

pHELLSGATE8 (Helliwell et al., 2002; Wesley et al., 2001). S. tuberosum Désirée-

Pflanzen wurden stabil mit dem Expressionskonstrukt transformiert. Die Integration 

des Konstrukts in das Genom der regenerierten Pflanzen wurde durch Southern-Blot 

Analyse festgestellt. Insgesamt wurden 18 positive Transformanden erhalten, die in 

Sterilkultur weitervermehrt wurden (siehe Anhang, Abb. F- 17). 

Eine reduzierte StTRII-Expression wurde durch qRT-PCR in Wurzeln und Keimen 

nachgewiesen (Abb. C- 18). In diesen Organen wurden zuvor bereits endogene 

StTRII-Transkripte mittels Northern-Blot Analyse detektiert (Keiner et al., 2002). Der 

Effekt einer reduzierten StTRII-Expression war in fünf StTRII RNAi Linien 

(A, O, T, V, Y) in der Wurzel und in den Keimen signifikant. Für die Linien T und Y 

zeigte sich dabei eine etwas schwächere, aber dennoch signifikante Herabsetzung 

der StTRII-Expression. Die relativen StTRII-Transkriptmengen lagen in Wurzeln und 

Keimen sowohl für die Kontrollpflanzen, als auch für die StTRII RNAi Linien in 

gleicher Größenordnung (Abb. C- 18). 
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Abb. C- 18: StTRII-Transkriptabundanz in 
Keimen und Wurzeln von StTRII RNAi 
Linien 

qRT-PCR Analyse der StTRII-
Transkriptmengen in Keimen und Wurzeln 
von Kontrollen (WT-Wildtyp, EV-
Leervektor) und StTRII RNAi Linien (A, O, 
T, V, Y). Als Referenzgen diente StEF1α. 
Die Daten sind zusammengefasst aus je 
zwei Experimenten für Keime und 
Wurzeln. Gezeigt ist der 2–ΔcT-Wert als 
Mittelwert aus je 20 Proben (WT, EV) und 
≥6 Proben pro StTRII RNAi Linie sowie 
deren Standardabweichung. Beim 
Students t-Test wurde jeweils die 
transgene Linie verglichen mit den Werten 
der zusammengefassten Kontrollen WT 
und EV: *** p<0,001. 

C 3.3.2 StTRI-Transkriptabundanz der StTRII RNAi Linien 

Als StTRII RNAi Fragment wurde der gleiche Sequenzbereich (Nukleotid 367-702, 

F 6.3.3) am Ende der StTRII-Sequenz wie zuvor für das StTRI RNAi Fragment 

gewählt. In diesem Bereich stimmen StTRI und StTRII zu 68 % auf Nukleotidebene 

überein. Ob in den StTRII RNAi Pflanzen die StTRI-Transkriptmengen durch einen 

unerwünschten RNAi-Effekt für StTRI herabgesetzt sind, wurde durch qRT-PCR 

ermittelt. Hierzu wurde die relative Expression der StTRI in Blättern nach Fütterung 

mit Tropinon für acht Tage und in Wurzeln drei Wochen alter Pflanzen bestimmt 

(Abb. C- 19). 

Die StTRI-Transkriptmengen der fünf StTRII RNAi Linien (A, O, T, V, Y) waren im 

Vergleich zu den Kontrollpflanzen in mit Tropinon gefütterten Blättern und in Wurzeln 

nicht erniedrigt (Students t-Test: p>0,05). Damit lag keine unerwünschte 

Herabsetzung der StTRI-Expression in den StTRII RNAi Linien vor. Eine große 

Variabilität war für Linie V in beiden Organen zu erkennen. In den Wurzeln waren 

generell stark variierende Transkriptmengen der StTRI messbar. Darüber hinaus 

zeigten die Wurzeln nur sehr niedrige StTRI-Transkriptmengen im Vergleich zu den 

mit Tropinon gefütterten Blättern (Abb. C- 19). Dem entgegen wurden in 

vorangegangenen Studien durch Northern-Blot Analyse höhere StTRI-

Transkriptmengen in Wurzeln als in Kartoffelblättern nachgewiesen (Keiner, 2001). 
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Abb. C- 19: StTRI-Transkriptabundanz in Blättern und Wurzeln von StTRII RNAi Linien 

qRT-PCR Analyse der StTRI-Transkriptmengen in acht Tage lang mit Tropinon gefütterten 
Blättern (A) und in Wurzeln (B) von Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und StTRII 
RNAi Linien (A, O, T, V, Y). Als Referenzgen diente StEF1α. Gezeigt ist der 2–ΔcT-Wert aus 
zwei Experimenten als Mittelwert aus je 20 Proben (WT, EV) und je 8 Proben pro StTRII 
RNAi Linie sowie deren Standardabweichung. 

C 3.3.3 Tropinon-Fütterung an StTRII RNAi Linien 

Durch Fütterung von Tropinon an Blätter von StTRII RNAi Linien und 

Kontrollpflanzen können Unterschiede in der Bildung von Pseudotropin 

nachvollzogen werden. Ungefütterte Blätter eignen sich nicht, da sie nur einen sehr 

geringen endogenen Gehalt an Pseudotropin von max. 6 µg/g FM aufweisen (Abb. 

C- 5). Die Durchführung der Fütterungsexperimente gestaltete sich analog der 

Tropinon-Fütterung an StTRI RNAi- und StTRI ÜE Linien (B 2.6.1, C 3.2.2). Die 

Blätter wurden acht Tage in 5 mM Tropinon-Lösung gestellt. Ist die StTRII in der 

Kartoffelpflanze an der Pseudotropinbildung beteiligt, so wird eine verringert 

gebildete Pseudotropinmenge in den StTRII RNAi Linien erwartet. 

In den Kontrollpflanzen wurde Pseudotropin nach Tropinon-Fütterung bis auf 

577 ± 303 µg/g FM (WT) und 622 ± 214 µg/g FM (EV) gebildet. Alle fünf StTRII RNAi 

Linien wiesen einen bis unter 10 µg/g FM signifikant erniedrigten Gehalt an 

Pseudotropin auf. Das entspricht einer Reduktion der Pseudotropinbildung um mehr 

als 98 %. Daraus kann abgeleitet werden, dass das Enzym StTRII einen 

wesentlichen Beitrag zur Pseudotropinbildung in vivo leisten kann. Dabei blieb Tropin 

unverändert in Kontrollpflanzen und StTRII RNAi Linien mit einem Gehalt von 
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20-25 µg/g FM (Abb. C- 20). Dieser konstante Tropin-Gehalt korreliert mit der 

unveränderten StTRI-Expression in den StTRII RNAi Linien (Abb. C- 19). 

	

 

Abb. C- 20: Gehalt von Tropin und 
Pseudotropin in StTRII RNAi Linien nach 
Tropinon-Fütterung 

Blätter von Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, 
EV-Leervektor) und StTRII RNAi Linien 
(A, O, T, V, Y) wurden acht Tage mit 5 mM 
Tropinon gefüttert. Tropin und 
Pseudotropin wurden wässrig extrahiert 
und durch GC-MS Analyse quantifiziert. 
Dargestellt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von zwei 
Experimenten, Kontrollen: n≥10, StTRII 
RNAi Linien: n≥5. Pseudotropin-Gehalt 
WT: 577 ± 303 µg/g FM, EV: 
622 ± 214 µg/g FM. Beim Students t-Test 
wurde jeweils der Gesamtgehalt der 
transgenen Linie mit den Werten der 
zusammengefassten Kontrollen WT und 
EV verglichen: *** p<0,001. 

 

C 3.3.4 Calystegin-Gehalt der StTRII RNAi Linien 

Der Gehalt der Calystegine B2, A3 und B4 wurde in 0,5-1 cm langen Keimen von 

StTRII RNAi Linien im Vergleich zu Kontrollpflanzen untersucht. In vorangegangenen 

Calystegin-Gehaltsbestimmungen dieser Arbeit (Abb. C- 6, Abb. C- 11, Abb. C- 13) 

wurde bereits gezeigt, dass Kartoffelkeime bis zu 5.000 µg/g FM Gesamtcalystegine 

enthalten und damit geeignet sind, um eine Reduktion der gebildeten 

Calysteginmenge anzuzeigen. Blätter sind eher ungeeignet für derartige 

Untersuchungen, da die Calystegine B2 und A3 in den Blättern von 30-40 cm hohen 

Pflanzen gemeinsam nur einen geringen Gehalt von weniger als 50 µg/g FM 

aufweisen (Keiner and Dräger, 2000). Mit der in dieser Arbeit verwendeten 

Extraktions- und Quantifizierungsmethode für Calystegine (B 2.6.7, B 2.6.8, B 2.6.9) 

wurden in unbehandelten, mittleren Blättern drei bis vier Wochen alter 

Kartoffelpflanzen keine Signale für Calystegine detektiert. Quantifizierbar ist ein 

Calystegin-Gehalt ab 12 µg/g FM. 

Abb. C- 21 zeigt, dass Keime von Kontrollpflanzen 4.000-6.000 µg/g FM 

Gesamtcalystegine in der typischen Reihenfolge Calystegin B2 > Calystegin A3 > 

Calystegin B4 akkumulieren. Die StTRII RNAi Linien unterschieden sich stark in ihrem 

Calystegin-Gehalt. In Linie T wurden die drei Calystegine zu einem Gehalt von 
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4.000 µg/g FM ohne Unterschied zu den Kontrollpflanzen gebildet. Linie Y zeigte 

eine signifikante Reduktion des Gesamtcalystegin-Gehalts um mehr als die Hälfte 

verglichen mit den Kontrollen. In den Linien A, O und V war die Calysteginbildung 

nahezu vollständig unterdrückt. Dabei enthielten StTRII RNAi Linie A nur noch 

16 µg/g FM, Linie O 14 µg/g FM und Linie V 125 µg/g FM Gesamtcalystegine. 

Calystegin B4 war in diesen Linien nicht mehr nachweisbar. Die typische Reihenfolge 

der Calysteginakkumulation: Calystegin B2 > Calystegin A3 > Calystegin B4 änderte 

sich für die StTRII RNAi Linien nicht. 

Die insgesamt starken Unterschiede in der Calysteginbildung der StTRII RNAi Linien 

korrelieren mit den StTRII-Transkriptmengen in den Keimen (Abb. C- 18). Die StTRII-

Transkriptmengen waren am stärksten erniedrigt in Keimen der Linien A, O und V, 

deren Calystegin-Gehalt auch am niedrigsten war. Die Linien T und Y zeigten 

erhöhte StTRII-Transkriptmengen und akkumulierten auch erhöhte 

Calysteginmengen im Vergleich zu den anderen drei StTRII RNAi Linien (A, O, V), 

Linie T sogar bis auf das Niveau der Kontrollen (Abb. C- 21). Aus diesen 

Korrelationen kann abgeleitet werden, dass die StTRII für die Calysteginbiosynthese 

in den Keimen notwendig ist. 

 

 

Abb. C- 21: Calystegin-Gehalt der 
StTRII RNAi Linien 

Calystegine B4, A3 und B2 wurden aus 
Kartoffelkeimen von Kontrollpflanzen 
(WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und 
StTRII RNAi Linien (A, O, T, V, Y) 
wässrig-methanolisch extrahiert und 
nach Silylierung durch GC-MS Analyse 
quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standard-abweichungen von drei 
Experimenten, Kontrollen: n≥16, StTRII 
RNAi Linien n≥10, Bestimmungsgrenze 
der Calystegine 12 µg/g FM. Beim 
Students t-Test wurde jeweils der 
Gesamtcalystegin-Gehalt der 
transgenen Linie verglichen mit den 
Werten der zusammengefassten 
Kontrollen WT und EV: *** p<0,001. 
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C 3.4 Sporenkeimungsassays mit P. infestans und Calystegin B2 sowie 
Extrakten aus StTRII RNAi Linien 

Um Hinweise auf eine mögliche Funktion der Calystegine als Abwehrmetaboliten in 

S. tuberosum zu erhalten, wurde der Einfluss von Calystegin B2 auf die Auskeimung 

der Sporen von P. infestans in Sporenkeimungsassays untersucht. Calystegin B2 ist 

das am stärksten vorkommende Calystegin in den Keimen der Kartoffelpflanze und 

wurde aus diesem Grund für die Untersuchungen ausgewählt. Weiterhin wurden 

Keimextrakte der StTRII RNAi Linien A und O verwendet, deren Calystegin-Gehalt 

am stärksten reduziert ist (Abb. C- 21). Es wurde die Keimungsrate der P. infestans 

Sporen in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen Calystegin B2 (10 µM, 

100 µM, 500 µM und 15 mM) und Wasser verglichen. Zusätzlich wurde die 

Sporenkeimungsrate nach Zugabe von Keimextrakten mit physiologischem 

Calystegin-Gehalt (WT, EV) und stark reduziertem Calystegin-Gehalt (StTRII RNAi 

Linien A und O) analysiert (Abb. C- 22). Jeder Sporenkeimungsassay einer 

Behandlung wurde dreifach angesetzt, dabei wurden pro Ansatz 15 Fotos auf 

gekeimte und nicht gekeimte Sporen ausgezählt. Die Sporenanzahl pro Foto variierte 

je nach Experiment zwischen 20 und 60. 

Die Experimente (Abb. C- 22) zeigen, dass Calystegin B2 im Assay keinen Einfluss 

auf die Sporenkeimung von P. infestans hat. In Gegenwart von bis zu 15 mM 

Calystegin B2 Endkonzentration im Assay wurden Sporenkeimungsraten von 

75-86 % erreicht. Im Gegensatz dazu hemmten alle Extrakte aus Kartoffelkeimen die 

Sporenkeimung sehr stark, so dass nur geringe Keimungsraten von 0,2-0,4 % erzielt 

wurden. Dabei unterschieden sich Extrakte aus Kartoffelkeimen mit physiologischem 

Calystegin-Gehalt (WT, EV) und stark reduziertem Calystegin-Gehalt (StTRII RNAi 

Linien A und O) nicht. Diese Daten lassen die Schlussfolgerung zu, dass die 

Hemmung der P. infestans Sporenkeimung durch die Extrakte nicht auf die darin 

enthaltenen Calystegine zurückzuführen ist. Zusätzlich ist auch kein auf die 

Sporenkeimung hemmender Effekt mit der Reinsubstanz Calystegin B2 aufgetreten. 

Es kann vermutet werden, dass andere Sekundärmetaboliten, wie die in 

Kartoffelkeimen vorkommenden Steroidalkaloide α-Solanin und α-Chaconin 

(Barceloux, 2009), an der Hemmung der P. infestans Sporenkeimung beteiligt sein 

könnten. Um den Einfluss des bei der Extraktherstellung verwendeten 

Lösungsmittels auf die Sporenkeimung auszuschließen, wurde gezeigt, dass in 
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Sporenkeimungsassays mit eingeengtem Lösungsmittel (LM) keine geringere 

Sporenkeimungsrate im Vergleich zu Wasser und 15 mM Calystegin B2 auftrat. 

 

 
Abb. C- 22: P. infestans Sporenkeimung nach verschiedenen Behandlungen 

P. infestans Sporenkeimungsassays, Experiment A mit Wasser (H2O) als Negativkontrolle, 
Calystegin B2 (Endkonzentrationen im Assay: 10 µM, 100 µM, 500 µM), Experiment B mit 
15 mM Calystegin B2, Extrakten aus Kartoffelkeimen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor, StTRII 
RNAi Linien A, O) sowie Wasser (H2O) und eingeengtem Lösungsmittel (LM) als 
Negativkontrollen. Das LM (Methanol:Wasser, 1:1) wurde von 20 ml auf 500 µl eingeengt. 
Die Keimextrakte wurden aus 1,0 g FM mit zweimal 10 ml Methanol:Wasser (1:1) hergestellt 
und auf 500 µl eingeengt. Im Assay wurden P. infestans Sporensuspensionen 
(2-5*105 Sporen/ml) mit Calystegin B2-Lösungen oder Keimextrakten gemischt und 20 h bei 
15 °C inkubiert. Jede Behandlung wurde dreifach angesetzt und die Sporen auf je 15 Fotos 
ausgezählt. Beim Students t-Test wurde die Sporenkeimungsrate des jeweiligen Extrakts mit 
der des eingeengten LMs verglichen: *** p<0,001. 

C 3.5 Untersuchungen zum Phänotyp der transgenen Pflanzen 

Alle für die Experimente genutzten Linien der verschiedenen Konstrukte (StTRI 

RNAi, StTRII RNAi, StTRI ÜE, DsPMT Ex) wurden phänotypisch nach den in Kapitel 

B 2.3 beschriebenen Merkmalen charakterisiert. Untersucht wurden 

Pflanzenwachstum sowie Knollen- und Keimbildung. Für die Linien der Konstrukte 

StTRI RNAi, StTRI ÜE und DsPMT Ex konnten keine phänotypisch sichtbaren 

Unterschiede zu Kontrollpflanzen (WT, EV) festgestellt werden. Repräsentativ für die 

zur Beurteilung erfassten Parameter zur phänotypischen Charakterisierung wird in 

den folgenden Kapiteln die phänotypische Untersuchung der StTRII RNAi Linien 

detailliert vorgestellt. 
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C 3.5.1 Pflanzenwachstum 

Die Kartoffelpflanzen der Kontrollen (WT, EV) und transgenen Linien aller Konstrukte 

(StTRI RNAi, StTRII RNAi, StTRI ÜE, DsPMT Ex) wurden nach Einsetzen in 

Erde:Sand (1:1) während des Wachstums in der Phytokammer (drei bis vier 

Wochen) und danach im Gewächshaus bis zum Abreifen (drei bis vier Monate) auf 

phänotypische Unterschiede untersucht. Die Gleichmäßigkeit des Wachstums, die 

erreichte Wuchshöhe der Pflanzen, die Färbung, Form und Größe der Blätter der 

transgenen Linien zeigten keine Unterschiede zu den Kontrollpflanzen. Alle Pflanzen 

begannen nach ca. zwei Wochen Wachstum in der Phytokammer Stolone zu bilden. 

Im Gewächshaus blühten sowohl die Linien der transgenen Pflanzen als auch die 

Kontrollpflanzen zur gleichen Zeit. Die Blüten zeigten keine morphologischen 

Unterschiede hinsichtlich Farbe, Form oder Größe der Blütenbestandteile. Der 

Habitus von Kontrollpflanzen und transgenen Linien unterschied sich nicht während 

des Abreifens im Gewächshaus. 

Gebildete Knollen der StTRII RNAi Linien A, O, V und der Kontrollpflanzen wurden 

nach der Ernte erneut in Erde ausgebracht und die Pflanzen der nächsten 

Generation wiederum bis zur Erntereife der Knollen hinsichtlich phänotypischer 

Merkmale (Wachstum, Blätter- und Blütenbildung) analysiert. Auch in dieser zweiten 

Generation wurden keine morphologischen Unterschiede zu Kontrollpflanzen 

festgestellt. Der Habitus ca. sechs Wochen alter Pflanzen der zweiten Generation 

von StTRII RNAi Linien und Kontrollen (WT, EV) ist in Abb. C- 23 dokumentiert. 
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Abb. C- 23: Habitus der StTRII RNAi Pflanzen 

Sechs Wochen alte Kartoffelpflanzen der zweiten Generation von Kontrollen (WT-Wildtyp: 
1-2, EV-Leervektor: 1-2) und StTRII RNAi Linien (A1-2, O1-2, V1-2), Anzucht unter 
Langtagbedingungen im Gewächshaus, 15-20 °C, in Erde:Sand (1:1). 

C 3.5.2 Kartoffelknollen 

Die pro Pflanze gebildeten Knollen wurden nach vollständigem Abreifen jeder 

Pflanze geerntet und phänotypisch bewertet. Zu den dazu erfassten Parametern 

gehörten die Bestimmung des Gesamtknollengewichts der von jeder Pflanze 

gebildeten Knollen, die Bestimmung der Anzahl der Knollen jeder Pflanze und die 

Bewertung der Morphologie der Knollen hinsichtlich Farbe, Form und Größe. 

Repräsentativ wird hier die Bewertung für die Linien von StTRII RNAi vorgestellt. Alle 

weiteren untersuchten Linien der anderen Konstrukte (StTRI RNAi, StTRI ÜE, 

DsPMT Ex) zeigten analog zu StTRII RNAi keinen veränderten Knollenphänotyp. 

Die Pflanzen der Kontrollen, aber auch der StTRII RNAi Linien bildeten zwei bis 

sieben Knollen unterschiedlicher Form von länglicher bis ovaler Gestalt mit meist 



Ergebnisse 
 

 75 

leichter Krümmung aus. Die Knollenlänge variierte von 2-8 cm, die Färbung der 

Knollen kann als rot-bräunlich bis gräulich beschrieben werden (Abb. C- 26). Die 

Gewichte der gebildeten Knollen pro Pflanze der StTRII RNAi Linien unterschieden 

sich nicht signifikant (t-Test: p>0,05) von denen der Kontrollpflanzen (Abb. C- 24). 

 

Abb. C- 24: Knollenmasse der StTRII 
RNAi Linien 

Die Kartoffelpflanzen wurden drei bis 
vier Wochen in einer Phytokammer, 
danach weiter im Gewächshaus unter 
Langtagbedingungen für drei bis vier 
Monate bis zum Abreifen kultiviert. 
Nach der Knollenernte wurde jeweils 
die Masse aller gebildeter Knollen 
einer Pflanze bestimmt. Dargestellt 
sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus drei 
Experimenten, Kontrollen (WT-Wildtyp, 
EV-Leervektor) n=21, StTRII RNAi 
Linien (A, O, T, V, Y) n=9. 

C 3.5.3 Kartoffelkeime 

Die Keimung der Knollen wurde für Linien aller vier Konstrukte StTRI RNAi, StTRII 

RNAi, StTRI ÜE und DsPMT Ex und Kontrollpflanzen (WT, EV) untersucht. Nach der 

Ernte der Knollen folgte eine Kalt- und Dunkellagerung bei 7 °C bis nach fünf bis 

sieben Monaten Dormanz die Keimung startete. Die Knollen wurden ab diesem 

Zeitpunkt dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Der Startzeitpunkt der Keimung 

differierte zwischen verschiedenen Experimenten um bis zu zwei Monate, jedoch 

begannen alle transgenen Linien immer zeitgleich mit ihren Kontrollen zu keimen. 

Um die Ruhephase bis zur Keimung zu verkürzen, wurde für zwei Experimente von 

StTRII RNAi und DsPMT Ex die Kalt- und Dunkellagerung bei 7 °C auf vier Wochen 

verkürzt. Danach wurden die Knollen auf Raumtemperatur überführt und weiterhin 

dunkel gelagert. Die Keimung der Kontrollpflanzen und transgenen Linien startete 

frühzeitig nach weiteren sechs Wochen. Diese veränderten Bedingungen hatten 

weder Einfluss auf die Keimbereitschaft und die Ausbeute der Keime noch auf den 

Gehalt an Calysteginen (Daten nicht gezeigt). 

Während eines Zeitraums von vier bis fünf Monaten wurden von den bei 

Raumtemperatur dunkel gelagerten Knollen kumulativ alle ein bis zwei Wochen 

Keime für die Bestimmung der Keimmasse und die Gehaltsbestimmung von 

Calysteginen geerntet. Dabei wurden keine Unterschiede zwischen den Keimen der 
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Kontrollen und der transgenen Linien der Konstrukte StTRI RNAi, StTRI ÜE und 

DsPMT Ex hinsichtlich Form, Farbe oder Wachstumsverhalten registriert. 

Exemplarisch sind für die StTRII RNAi Linien die Gewichte der aus den Knollen 

gebildeten Keime in Abb. C- 25 dargestellt. Für StTRII RNAi Linie O wurde ein 

verlangsamtes und schwächeres Keimwachstum festgestellt, das sich in einer 

erniedrigten Gesamtkeimmasse ausdrückt. 

	

Abb. C- 25: Keimmasse der StTRII 
RNAi Linien 

Kartoffelkeime wurden kumulativ über 
vier bis fünf Monate geerntet. Dabei 
wurden die Knollen dunkel und bei 
Raumtemperatur gelagert. Dargestellt 
sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus drei 
Experimenten, Kontrollen (WT-Wildtyp, 
EV-Leervektor): n≥18, StTRII RNAi 
Linien (A, O, T, V, Y): n=7. Beim 
Students t-Test wurde jeweils die 
transgene Linie verglichen mit den 
Werten der  zusammengefassten 
Kontrollen WT und EV: * p<0,05. 

Das Aussehen der keimenden Knollen wurde fotografisch dokumentiert. Abb. C- 26 

zeigt exemplarisch die Keimung für die StTRII RNAi Linien verglichen mit 

Kontrollpflanzen ca. vier Wochen nach Keimstart. Diese zwei Wochen nach der 

ersten Keimernte nachgebildeten Keime waren wiederum zwei Wochen alt und 

0,5-1 cm lang. Sowohl die Keime der Kontrollpflanzen als auch der StTRII RNAi 

Linien zeigten am Ansatz zur Knolle eine rötliche Färbung, die sich zur Keimspitze 

hin zu einer weißen, leicht gelblichen Farbe veränderte. Der deutlich verringerte 

Calystegin-Gehalt in den Keimen der Linien A, O und V (Abb. C- 21) hatte keinen 

Einfluss auf die Keimbereitschaft und verursachte keinen veränderten Phänotyp der 

Keime oder Knollen. 
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Abb. C- 26: Keimung von Kartoffelknollen der StTRII RNAi Linien 

Keimung von Kontrollpflanzen (WT-Wildtyp, EV-Leervektor) und StTRII RNAi Linien (A, O, T, 
V, Y) zwei Wochen nach der ersten Keimernte und vier Wochen nach Keimstart. Während 
der Keimung wurden die Knollen dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Dargestellt sind 
Knollen von sechs Pflanzen WT/EV 1-6 und je drei Pflanzen pro StTRII RNAi Linie 1-3. 
Keimlänge: 0,5-1 cm. 
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C 3.6 Genomische Organisation der StTRI, StTRII, StPMT und StSPDS  

Die genomische Organisation aus Exon- und Intronbereichen sowie die Häufigkeit 

und Lage der Gene Tropinonreduktase I und II (StTRI und StTRII), Putrescin-N-

methyltransferase (StPMT) und Spermidinsynthase (StSPDS) im Genom von 

S. tuberosum wurden mit Hilfe der 2011 durch das Potato Genome Sequencing 

Consortium veröffentlichten Datenbank auf http://solgenomics.net/ und 

http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/pgsc_download.shtml (PGSC, 2011) 

analysiert. Der Datenbank zugrunde gelegt ist das sequenzierte Genom der 

homozygoten (doppelt monoploiden) Kartoffelsorte Solanum tuberosum Gruppe 

Phureja. 

C 3.6.1 Genvarianten und Häufigkeiten 

Vor der Veröffentlichung des S. tuberosum Genoms wurde die Häufigkeit des 

Auftretens der Gene StPMT, StSPDS, StTRI und StTRII durch genomische 

Southern-Blot Analysen näherungsweise bestimmt. Für StPMT und StSPDS wurden 

jeweils zwei Gene (Stenzel et al., 2006), für StTRI ein bis zwei Gene (single-copy) 

und für StTRII mehr als drei Gene (multi-copy) ermittelt (Keiner, 2001, Keiner et al., 

2002). 

Die Datenbank des PGSC liefert Sequenzeinträge für annotierte 

Tropinonreduktasen, Putrescin-N-Methyltransferasen und Spermidinsynthasen. 

Deren Lokalisation, Exonanzahl und Nukleotidübereinstimmung mit den bereits 

bekannten StTR-, StPMT- und StSPDS-Sequenzen aus S. tuberosum sind in 

Tab. C- 1 zusammengestellt. Die als Tropinone reductase I annotierte Sequenz auf 

Chromosom 10 zeigt eine sehr hohe Nukleotidübereinstimmung von >98 % mit der 

bekannten StTRI (AJ307584) und StTR-homologen (AJ400815) Sequenz aus Keiner 

(2001). Das Protein StTR-homolog reduziert in vitro im Gegensatz zu StTRI kein 

Tropinon, die Proteinsequenz der StTR-homolog unterscheidet sich aber nur in 

sieben Aminosäuren von der StTRI-Sequenz (Keiner, 2001). Annotiert als Tropinone 

reductase II ist eine Sequenz mit ebenso >98 %-iger Übereinstimmung zu der 

bekannten StTRII (Keiner et al., 2002). Übrige als Tropinone reductase bezeichnete 

Sequenzen weisen eine dazu geringere Übereinstimmung von 66-70 % zu StTRI, 

StTR-homolog und StTRII auf. Die Tropinone reductase 1-Sequenz liegt kurz 

hintereinander auf Chromosom 9 dupliziert vor. Weitere drei Sequenzen mit einer 

Nukleotidübereinstimmung von 58-70 % zu den bekannten StTRs, annotiert als 
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„short chain alcohol dehydrogenases“, sind im Genom der Kartoffelpflanze zu finden, 

werden aber in die hier aufgeführten Betrachtungen nicht mit einbezogen. 

Von den beiden annotierten PMTs unterscheidet sich eine PMT-Sequenz (PMT2) mit 

93 % Nukleotidübereinstimmung nur wenig von der bekannten StPMT-Sequenz aus 

Stenzel et al. (2006), die andere PMT-Sequenz (PMT1) mit 80 % stärker. Eine 

detaillierte Übersicht der Nukleotidübereinstimmungen der für TRs, PMTs und 

SPDSs annotierten Sequenzen aus der S. tuberosum Datenbank untereinander und 

im Vergleich zu den bekannten StTR-, StPMT- und StSPDS-Sequenzen befindet sich 

im Anhang (Tab. F- 4). 

Tab. C- 1: TR-, PMT- und SPDS-Sequenzen des S. tuberosum Genoms 

Die Übereinstimmung der annotierten TR-, PMT- und SPDS-Sequenzen (PGSC, 2011) auf 
Nukleotidebene wurde verglichen mit den StTRI-, StTR-homolog-, StTRII-Sequenzen 
(Keiner, 2001) und den StPMT- und StSPDS-Sequenzen (Stenzel et al., 2006). 

Annotiertes Gen (PGSC), Abkürzung 
Genlocus der genomischen Sequenz 

An-
zahl 

Chromo-
som 

Exons Höchste Nukleotid-
Übereinstimmung 
mit  ...  (%) 

Tropinone reductase I, TRI 
PGSC0003DMG400028221 

1 10 5 StTRI: 98,5 
StTR-homolog: 98,8 

Tropinone reductase 1, TR1 
PGSC0003DMG402008895 

2 9 5 StTRII: 72,0 
 

Tropinone reductase, TR 
PGSC0003DMG400019196 

1 10 5 StTR-homolog: 67,8 
 

Tropinone reductase homolog, TRh 
PGSC0003DMG400020618 

1 4 5 StTRII: 70,5 
 

Tropinone reductase II, TRII 
PGSC0003DMG400005974 

1 4 5 StTRII: 98,4 
 

Putrescine N-methyltransferase, PMT1 
PGSC0003DMG400037026 

1 6 8 StPMT: 79,6 
 

Putrescine N-methyltransferase, PMT2 
PGSC0003DMG400036131 

1 8 8 StPMT: 93,3 
 

Spermidine synthase 1, SPDS1 
PGSC0003DMG400004111 

1 4 9 StSPDS: 87,3 

Spermidine synthase, SPDS2 
PGSC0003DMG400024232 

1 5 9 StSPDS: 99,2 

C 3.6.2 Genomische Strukturen 

Die Exon-Intron Längen der verschiedenen TR-, PMT- und SPDS-Sequenzen 

(PGSC, 2011) wurden anhand ihrer genomischen Sequenzen ermittelt (Tab. C- 2). 

Alle als Tropinone reductase (TR) annotierten Sequenzen weisen im Vergleich 

zueinander eine sehr einheitliche Länge aller fünf Exons auf. Auch PMT1 und PMT2 

zeigen Übereinstimmungen in der Exonlänge. So besitzen drei aufeinanderfolgende 
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Exons in PMT1 und PMT2 mit 105, 73 und 72 Basenpaaren die gleiche Länge, die 

anderen Exons variieren in ihrer Länge. Die zwei annotierten SPDS-Sequenzen 

SPDS1 und SPDS2 zeigen eine fast vollständige Übereinstimmung in den Längen 

von Exon zwei bis neun. Die Exons zwei bis sieben der SPDS1, SPDS2 und PMT2 

sind ebenfalls durch einheitliche Längen charakterisiert, so dass ein evolutionärer 

Zusammenhang der Entstehung von PMT und SPDS vermutet werden kann. Aus 

den Längen der Introns für die TRs, PMTs und SPDSs untereinander lassen sich 

keine Regelmäßigkeiten ableiten. 

Tab. C- 2: Exon-Intron Längen der TRs, PMTs und SPDSs des S. tuberosum Genoms 

Exon-Intron Längen der TRs, PMTs und SPDSs, ermittelt anhand der veröffentlichten 
S. tuberosum Genomsequenz des Potato Genome Sequencing Consortiums (PGSC, 2011). 
TR1-1 – Tropinone reductase 1 auf Chromosom 9 (1. Sequenz), TR1-2 – Tropinone 
reductase 1 auf Chromosom 9 (2. Sequenz). 

Sequenz Exon-Intron Längen [bp] 
TRI   76-  671-208-  107-217-1360-114-1018-180 
TR1-1   96-  243-207-  738-219-  474-109-  150-182 
TR1-2   96-  286-207-1016-219-1075-105-  737-182 
TR 102-  137-209-1574-220-    94-106-    85-194 
TRh   79-    89-210-    84-214-2109-113-  168-177 
TRII   70-  348-208-  913-215-  107-113-  300-180 
PMT1 196-1301-185-  102-105-  120-  73-    95-  72-798-196-604-121-105-  57 
PMT2 187-  582-  77-    62-123-   77 -105-  110-  73-755-  72-281-187-685-184 
SPDS1   88-  902-  77-    93-123- 568- 106-  288-  72-107-  72-73-  196-155-130-103- 66 
SPDS2 205-  536-  77-  109-123- 405- 105-  269 - 73-108-  72-83-  196-439-127-  97- 66 

C 3.6.3 Proteinvergleiche  

In den Proteinsequenzen von Tropinonreduktasen sind typische Motive und 

Aminosäuren, z.B. für die katalytische Tetrade, die NADPH-Bindestelle und 

Substratbindestelle, charakteristisch (Filling et al., 2002; Nakajima et al., 1998; 

Oppermann et al., 2003). Auch Putrescin-N-methyltransferasen unterscheiden sich 

durch spezifische Aminosäuren von den Spermidinsynthasen (Stenzel et al., 2006). 

Es wird postuliert, dass die Evolution der PMT aus der SPDS durch Spezialisierung 

und Funktionsänderung durch nur wenige ausgetauschte Aminosäuren stattgefunden 

haben kann (Junker et al., 2013). Um zu überprüfen, ob die TR-, PMT- und SPDS-

Proteine der S. tuberosum Datenbank (PGSC, 2011) Sequenzeigenschaften der 

jeweiligen Enzymfamilien aufweisen, wurden deren Proteinsequenzen auf typischen 

Motive und Aminosäuren untersucht (Abb. C- 27 und Abb. C- 29). 
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C 3.6.3.1 Tropinonreduktasen 

Alle Tropinonreduktase-Proteinsequenzen der S. tuberosum Datenbank (PGSC, 

2011) sind charakterisiert durch die für kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen 

(SDRs) typische katalytische Tetrade, bestehend aus den Aminosäuren Asparagin, 

Serin, Tyrosin und Lysin (N-S-Y-K) (Abb. C- 27). Zusätzlich sind Motive, die das 

zentrale β-Faltblatt stabilisieren und so die Bindung des Co-Substrats NADPH 

ermöglichen (Oppermann et al., 2003), wie das glycinreiche TGxxxGxG-Motiv, in 

allen annotierten TR-Sequenzen und das NNAG-Motiv in drei von fünf 

TR-Sequenzen vollständig vorhanden. Einige Aminosäuren der Tropinon-Bindestelle 

und auch der NADPH-Bindestelle (Nakajima et al., 1998) unterscheiden sich 

zwischen den annotierten TR-Sequenzen (gelb markiert). Doch auch zwischen StTRI 

und StTRII (Kaiser et al., 2006; Keiner et al., 2002) gibt es Aminosäure-Variationen 

an der Bindestelle für Tropinon und NADPH (rot markiert), die sich wiederum im 

Vergleich zur D. stramonium TRI und TRII unterscheiden (Nakajima et al., 1998). 

Einige nur in TRI und TRII aus S. tuberosum konservierte Aminosäuren (Kaiser et al., 

2006) sind auch an der jeweiligen Position in den annotierten TR-Sequenzen 

konserviert, z.B. K62 in allen fünf annotierten TR-Sequenzen und E77 in vier 

annotierten TR-Sequenzen. Diese Eigenschaft und das meist vollständige 

Vorhandensein der anderen typischen Sequenzmotive bekannter 

Tropinonreduktasen sind Hinweise auf eine korrekte Zuordnung der annotierten TRs 

in die Gruppe der Tropinonreduktasen aus S. tuberosum. 
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StTRI      ---MAELRE---------KWSLKGTTALVTGGSKGIGYAIVEELANFGARVYTCSRNENE 48 
TRI_PGSC   ---MAELRE---------KWSLKGTTALVTGGSKGIGYAIVEELANFGARVYTCSRNENE 48 
TR1_PGSC   ---MAEKNESNNSED--GRWTLQGKTALVTGGTKGIGHAIVEELAGFGAIVYTCCRNQEQ 55 
TRh_PGSC   ---MAQIGD--------GRWSLHGMTALVTGGTRGIGYAIVEELASFGASIYTCSRNKKD 49 
TR_PGSC    MATMATGEEQSSSSNRVQKWSLHGKTALVTGGTRGIGSAIVEELAGFGASVHTCSRNKKE 60 
TRII_PGSC  ---MAAG-----------RWNLEGCTALVTGGSRGIGYGIVEELASLGASVYTCSRNQKE 46 
StTRII     ---MAAG-----------RWNLEGCTALVTGGSRGIGYGIVEELASLGASVYTCSRNQKE 46 
              **             :*.*.* *******::*** .******.:** ::**.**::: 
 
StTRI      LQECLDIWRKKGLKVEGSVCDLLSRTEREKLMKTVEDVFDGKLNILVNNAGVAIHKEAKD 108 
TRI_PGSC   LQECLDIWRKKGLKVEGSVCDLLSRTEREKLMKTIEDVFDGKLNILVNNAGVAIHKEAKD 108 
TR1_PGSC   LDQCLERWRGKGYKVEGCVCDLTLRPQREMLMEKVINFFQGKLNILINNAGILIVKAATE 115 
TRh_PGSC   LDECLEKWQTKGYKVNGSTCDLFLEDQRIELIDKATQHFNGKLDILVNNAAICVPKETAQ 109 
TR_PGSC    LDEKIQEWEAKGFKVTGSVCDLFSKEQREELIHTVSSVFEGKLNILVNNAAISMIKRTAD 120 
TRII_PGSC  LNECLTQWRSKGFKVEASVCDLSSRSEREEFIKTVANHFDGKLNILVNNAGIVIYKEAKD 106 
StTRII     LNECLTQWRSKGFKVEASVCDLSSRSEREEFIKNVANHFDGKLNILVNNAGIVIYKEAKD 106 
           *:: :  *. ** ** ...***  . :*  ::..  . *:***:**:***.: : * : : 
 
StTRI      FTKEDYNIIMGTNFEAAYHLSQIAYPLLKASQN-GNVIFVSSIAGFSALPSLSLYSASKG 167 
TRI_PGSC   FTKQDYNIIMGTNFEAAYHLSQIAYPLLKASQN-GNVIFVSSIAGFSALPSLSLYSASKG 167 
TR1_PGSC   FTEDDYSLIMKTNFEASHHISQIAHPILKASEN-GNIVFISSVAGLVALPISSIYAATKG 174 
TRh_PGSC   ITSADCSLMMGTNFEASYNLCQLAYPYLKGSGK-ASIVFISSISGIMAIPFVSLYAATKG 168 
TR_PGSC    ISVEDYSKIMGTNVESPFHITQIAYPLLKACGNTASIVFISSLAGSLALPALSVYGASKG 180 
TRII_PGSC  YTMEDYSLIMSINFEAAYHLSVLAHPFLKASQR-GNVVFISSISGASALPYEAVYGATKG 165 
StTRII     YTMEDYSLIMSINFEAAYHLSVLAHPLLKASQR GNVVFISSISGASALPYEAVYGATKG 165 
            :  * . :*  *.*:..::  :*:* **.. . ..::*:**::*  *:*  ::*.*:** 
 
StTRI      AINQMTKNLACEWAKDNIRVNSVAPAVILTPLVETAIKKNPQQKEEIDSFVVKTPLGRAG 227 
TRI_PGSC   AINQMTKNLACEWAKDNIRVNSVAPAVILTPQIETAIKENPQQKEEIDSFVVKTPLGRAG 227 
TR1_PGSC   AMNQLTRNLAYEWAKDNIRVNAVAPWIINTPLIEAAKK-NPLTKERMEKSISRTPICRAG 233 
TRh_PGSC   AINQLTKNLACEWGKDNIRVNAVAPWIIDTALTDTVAE--DFESSDVEKLIKRTPISRMG 226 
TR_PGSC    AINQLTKFLACEWASDGIRVNTVSPFAVKTNILKAEDI-DPSLLGNYSELMCRTPLKPIA 239 
TRII_PGSC  AMDQLTRCLAFEWAKDNIRVNGVAPGVIASSMVEMTIQ-DPEQKENLDKLIDRCALHRMG 224 
StTRII     AMDQLTRCLAFEWAKDNIRVNGVAPGVIASSMVEMTIQ-DPEQKENLDKLIDRCALHRMG 224 
           *::*:*: ** **..*.**** *:*  : :   .             .. : : .:   . 
 
StTRI      KPEEASAVIAFLCFPAASYITGQIIWADGGFTANGGF--- 264 
TRI_PGSC   KPEEVSAVIAFLCFPAASYITGQIIWADGGFTANGGF--- 264 
TR1_PGSC   EPKEVSAMVAFLCFPAASYITGQVICVDGGLTINGSF--- 270 
TRh_PGSC   KPNEVSSLVAYLCFPAAAYITGQIICVDGGKTVSG-FP-- 263 
TR_PGSC    EPDEISPLVAFLCLPAASHITGQIILVDGGFSAGSFKFQS 279 
TRII_PGSC  EPKELAAVVAFLCFPAASYVTGQIIYVDGGFMANGGF--- 261 
StTRII     EPKELAAVVAFLCFPAASYVTGQIIYVDGGFMANGGF--- 261 
           :*.* :.::*:**:***:::***:* .***   ..      
 
Abb. C- 27: Sequenzvergleich der TR-Proteinsequenzen (PGSC, 2011) mit StTRI und StTRII 
(Kaiser et al., 2006; Keiner et al., 2002) 

A - Aminosäuren/Motive zur Strukturbildung der NADPH-Bindungsstelle (Oppermann et al., 
2003, Nakajima et al., 1998) 
A - Aminosäuren der Tropinon-Bindestelle (Nakajima et al., 1998) 
A - Aminosäure-Variationen an den Tropinon- und NADPH-Bindestellen im Vergleich zur D. 
stramonium TRI und TRII (Nakajima et al., 1998) 
A - Aminosäuren der katalytische Tetrade: N-S-Y-K (Filling et al., 2002) 
A - Konservierte Motive innerhalb der SDR-Proteinfamilie (Oppermann et al., 2003) 
A – Aminosäure-Unterschiede in den TRI/TRII-typischen Aminosäuren/Sequenzmotiven 
A - Aminosäuren, identisch in StTRI und StTRII, aber nicht in anderen TRs (Kaiser et al., 
2006) 
*  - identische Aminosäuren 
:  - stark konservierte Aminosäuren 
.  - schwach konservierte Aminosäuren 
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Mit den annotierten TR-Sequenzen der S. tuberosum Datenbank (PGSC, 2011, blau 

markiert) wurde ein phylogenetischer Baum zusammen mit anderen TRI- und TRII-

Sequenzen aus Solanaceae und Tropinonreduktase-ähnlichen Sequenzen 

(tropinone reductase-like, TRLs) aus A. thaliana konstruiert (Abb. C- 28). Die TRI und 

TRII (PGSC) bilden jeweils eine Gruppe mit StTRI und StTRII. Die anderen drei TR-

Sequenzen TR1, TR, TRh (PGSC) gruppieren sich weder gemeinsam zu den TRI-

Sequenzen, noch zu den TRII-Sequenzen oder TRLs aus A. thaliana. 

	
Abb. C- 28: Phylogenetischer Baum der TRs aus Solanaceae und TRLs aus A. thaliana 

Erstellt mit MEGA6.06 (Tamura et al., 2013) aus Proteinsequenzen der annotierten TRs 
(blau markiert, PGSC, 2011, Tab. C- 1) und TRI- und TRII-Sequenzen aus Solanaceae, 
TRL-Sequenzen aus A. thaliana und einer TR-Sequenz aus C. officinalis. Die Accession-
Nummern aus UniProtKB zeigt Tab. F- 5 im Anhang. St – Solanum tuberosum, Hn – 
Hyoscyamus niger, Ds – Datura stramonium, Sd – Solanum dulcamara, Co – Cochlearia 
officinalis, At – Arabidopsis thaliana. Die Proteinsequenzen wurden mittels Clustal W2 
aligniert, Positionen mit Lücken wurden eliminiert. Zur Baumkonstruktion wurde die 
Neighbor-Joining-Methode (Saitou and Nei, 1987) verwendet. Der Bootstrap-Konsensus 
Baum (Felsenstein, 1985) wurde mit 1.000 Wiederholungen berechnet. 
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C 3.6.3.2 Putrescin-N-methyltransferasen und Spermidinsynthasen 

Den PMT- und SPDS-Proteinsequenzen der S. tuberosum Datenbank (PGSC, 2011) 

sind typische Aminosäuren und Motive gemeinsam, die sie entweder zur Gruppe der 

PMTs oder zur Gruppe der SPDSs zuordnen (Abb. C- 29). Die glycinreiche 

Bindestelle GGGxG der Co-Substrate SAM/dcSAM (Pósfai et al., 1989; Schluckebier 

et al., 1995) ist in fast allen Sequenzen vollständig vorhanden. Eine Ausnahme bildet 

die PMT1, bei der an Position 190 ein Glycin durch ein Valin ersetzt ist. Die 

Aminosäuren der Bindestelle des gemeinsamen Substrats Putrescin sind in allen vier 

Sequenzen enthalten, inklusive des für die Katalyse notwendigen Aspartats (Korolev 

et al., 2002; Malone et al., 1995; Schluckebier et al., 1995). Darüber hinaus besitzen 

alle betrachteten Sequenzen die PMT- und SPDS typischen Sequenzmotive 1 bis 4 

(Hashimoto et al., 1998a). Der Vergleich von weiteren StPMT- und StSPDS- 

spezifischen Aminosäuren (Stenzel et al., 2006; Suzuki et al., 1999a) zeigt, dass 

auch diese mit wenigen Ausnahmen in den PMT- und SPDS-Proteinsequenzen 

existent sind. Die vollständige Aminosäure-Übereinstimmung in der Putrescin-

Bindestelle und die wenigen Aminosäure-Unterschiede in den Sequenzbereichen der 

Co-Substratbindestelle sowie in den für PMT- oder SPDS typischen Aminosäuren 

lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Zugehörigkeit der beiden PMT-Sequenzen 

zur Gruppe der PMTs und der beiden SPDS-Sequenzen zur Gruppe der SPDSs 

korrekt ist. 
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StPMT      MEVISTHTNGSTITITTNGHHNNGKSD---HRNGGTIHD---NGNKLLLGNSNSIKPGWF 54 
PMT1_PGSC  MEVISTHTNSFVITITINDHHNNSKSN---HRNGGTTHD---NGNKLLLGNSNSIKPGWF 54 
PMT2_PGSC  MEVMMNNHNNGTTTNTKIIHKNGSICNGNGNVNGNSHNH---NNENKLVEFTNSIKPGWF 57 
SPDS1_PGSC ---------------------------MEEANN----------EKE--SPYISSILPGWF 21 
SPDS2_PGSC MADECAAFVKGTELPVKRPREEEAETEMEAANNSNSNNGCSTNEKEETSPYISSVLPGWF 60 
StSPDS     MADECAAFVKGTELPVKRPREEEAETEMEAANNSNNNNGCSTNEKEEPSPYISSVLPGWF 60 
                                           *           ::      .*: **** 
                                                            o        o  
StPMT      SEFSALWPGEAFSVKIEKLLFQGKSDYQDVMLFESATYGKVLTLDGAIQHTENGGFPYTE 114 
PMT1_PGSC  SEFSALWPGEAFSVKIENLLFQGKSDYQDVMLFESATYGKVLTLDGAIQHTENGGFPYTE 114 
PMT2_PGSC  SEFSALWPDHSIKSLDYNKLYR-----FDINIVQSTTYGKVLTLDGAIQHTENGGFPYTE 112 
SPDS1_PGSC SEISPLWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLILDGVIQLTERDECAYQE 81 
SPDS2_PGSC SEISPLWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVLVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQE 120 
StSPDS     SEISPLWPGEAHSLKVEKILFQGKSDYQNVLVFQSSTYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQE 120 
           **:*.***..: .    : *::      :: :.:*:****** ***.** **..  .* * 
                                   Motiv 1                              
                                 o  o              Motiv 2              
StPMT      MIVHLPLGSIPTPKKVLIIGGGIGFTLFEVLRYSTIEKIDIVEIDDVVVDVSRKFFPYLA 174 
PMT1_PGSC  MIVHLPLGSIPSPKKVLIIGVGIGFTLFEVLRYPTIEKIDIVEIDDVVVDVSRKFFPYLA 174 
PMT2_PGSC  MIVHLPLGSIPSPKKVLIIGGGIGFTLFEVSRYPTIEKIDIVEIDDVVVDVSRKFFPYLA 172 
SPDS1_PGSC MITHLPLCSILNPRKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEQIDICEIDKMVIDVSKQFFPNVA 141 
SPDS2_PGSC MITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEQIDICEIDKMVVEVAKQFFPDVA 180 
StSPDS     MITHLPLCSIPNPKKVLVIGGGDGGVLREVSRHSSVEQIDICEIDKMVVEVAKQFFPDVA 180 
           **.**** ** .*:***:** * * .* ** *:.::*:*** ***.:*::*:::*** :* 
                     Motiv 3               #     Motiv 4 
StPMT      ANFNDPRVTLVLGDGAAFVKAAQAGYYDAIIVDSSDPIGPAKDLFERPFFEAVAKALRPG 234 
PMT1_PGSC  ANFNDPRATLVLGDGTAFVKAAQAGYYDAIIVDSSDPIGPAKDLFERPFFEAVAKALRPG 234 
PMT2_PGSC  AGFDDPRVTLIIGDGAAFVKAAQPGYYDAIIVDSSDPIGPAKDLFERPFFEAVAKALRPG 232 
SPDS1_PGSC IGYEDPRVKLHVGDGVAFLKNVPEGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESVARALRPG 201 
SPDS2_PGSC VGYEDPRVNLHIGDGVAFLKNVPAGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESIAKALRPG 240 
StSPDS     VGYEDPRVNLRIGDGVAFLKNVPAGTYDAVIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESIAKALRPG 240 
            .::***..* :***.**:* .  * ***:***********::***:****::*:***** 
 
StPMT      GVICTQAESIWLHMHIIKQIIANCRLVFKGSVNYAWTTVPTYPTGVIGYMLCSTEGPEVD 294 
PMT1_PGSC  GVVCTQAESIWLHMHIIKQIIANCRQVFKGSVNYAWTTVP---TGVIGYMLCSTEGPEVD 291 
PMT2_PGSC  GVVCTQAESIWLHMHLIKKIIANCRQVFKGSVNYAWTTVPTYPTGVIGYMLCSTEGPEVN 292 
SPDS1_PGSC GVVCTQAESIWLHMHIIEDIVANCRQIFKGSINYAWTTVPTYPSGVIGFMVCSTEGPAVD 261 
SPDS2_PGSC GVVATQAESIWLHMHIIEEIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTYPSGMIGFMLCSTEGPAVD 300 
StSPDS     GVVATQAESIWLHMHIIEEIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTYPSGMIGFMLCSTEGPAVD 300 
           **:.***********:*:.*:**** :****:********   :*:**:*:****** *: 
 
StPMT      FKNPVNPIDKDTTHVKSKLEPLKFYNTDIHKAAFILPSFARSLIES--- 340 
PMT1_PGSC  FKNPVNPIDKDITHVKSNLEPLKFYNTDVIILYLTIYSFNYLFF----- 335 
PMT2_PGSC  FKNPVNSIDK---YVKSK-GPLKFYNSDIHKSAFILPSFARDLIES--- 334 
SPDS1_PGSC FKNPINPIDADDSHTKTR-GPLKFYNSEIHSASFCLPSFAKRVIESKGK 309 
SPDS2_PGSC FKNPINPID-DESPVKTI-EPLKFYNSEIHQASFCLPSFAKRVIETKGK 347 
StSPDS     FKNPINPID-DESPVKTI-EPLKFYNSEIHQASFCLPSFAKRVIETKGK 347 
           ****:*.**     .*:   ******:::    : : **   .:      
 
Abb. C- 29: Sequenzvergleich der PMT- und SPDS-Proteinsequenzen (PGSC, 2011) mit 
StPMT und StSPDS (Stenzel et al., 2006) 

A - typische Sequenzmotive in PMT und SPDS (Hashimoto et al., 1998a) 
A - G-Loop: SAM/dcSAM Bindestelle (Pósfai et al., 1989; Schluckebier et al., 1995) 
A - P-Loop: Putrescin-Bindestelle (Schluckebier et al., 1995, Malone et al., 1995, Korolev et 
al., 2002) 
A/A - Aminosäuren, die PMT und SPDS unterscheiden (Suzuki et al., 1999a) 
A - Aminosäure-Unterschiede zwischen PMT1/PMT2, SPDS1/SPDS2 (PGSC, 2011) im 
Vergleich zur StPMT und StSPDS (Stenzel et al., 2006) 
O - Aminosäuren, verantwortlich für PMT- oder SPDS-Aktivität (Junker et al., 2013) 
# - Aspartat, involviert in die Katalyse bei PMT und SPDS (Korolev et al., 2002) 
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Die phylogenetische Analyse der PMT- und SPDS-Sequenzen der S. tuberosum 

Datenbank (PGSC, 2011, blau markiert), bereits bekannten PMT- und SPDS-

Sequenzen aus Solanaceae sowie SPDS-Sequenzen aus C. officinalis, A. thaliana 

und H. sapiens verdeutlichen, dass die annotierten PMT-Sequenzen innerhalb der 

PMTs und die annotierten SPDS-Sequenzen innerhalb der pflanzlichen SPDSs 

clustern (Abb. C- 30). SPDS2 (PGSC) gruppiert sich gemeinsam zu der StSPDS und 

SPDS1 (PGSC) gemeinsam zu der DsSPDS1. PMT2 (PGSC) zeigt die höchste 

Verwandtschaft zur StPMT und PMT1 (PGSC) hatte einen gemeinsamen Vorfahren 

mit der AbPMT1 und der HnPMT. 

 

 
Abb. C- 30: Phylogenetischer Baum der SPDSs und PMTs 

Erstellt mit MEGA6.06 (Tamura et al., 2013) aus Proteinsequenzen der annotierten SPDSs 
und PMTs (PGSC, 2011, Tab. C- 1) und SPDS- und PMT-Sequenzen aus Solanaceae, 
Convolvulaceae, A. thaliana und H. sapiens. Die Accession-Nummern aus UniProtKB zeigt 
Tab. F- 5 im Anhang. Ab – Atropa belladonna, At – Arabidopsis thaliana, Cs – Calystegia 
sepium, Co – Cochlearia officinalis, Ds – Datura stramonium, Hs – Homo sapiens, Nt – 
Nicotiana tabacum, St – Solanum tuberosum. Die Proteinsequenzen wurden mittels Clustal 
W2 aligniert, Positionen mit Lücken wurden eliminiert. Zur Baumkonstruktion wurde die 
Neighbor-Joining-Methode (Saitou and Nei, 1987) verwendet. Der Bootstrap-Konsensus 
Baum (Felsenstein, 1985) wurde mit 1.000 Wiederholungen berechnet. 
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D 4 Diskussion 

D 4.1 DsPMT exprimierende Pflanzen 

Die D. stramonium PMT (DsPMT) wurde in S. tuberosum exprimiert um 

Veränderungen der nachgeordneten Metaboliten Tropinon, Tropin und Pseudotropin 

bis zu den Calysteginen zu erzielen. Durch Erhöhung oder Gleichbleiben von 

Intermediaten ist es zudem möglich, limitierende Metaboliten und limitierende 

Schritte der Calysteginbiosynthese zu erkennen.	

D 4.1.1 Polyamine, Intermediate und Calystegine 

Die PMT war bislang eines der Schlüsselenzyme, um die Biosynthese von 

Tropanalkaloiden in Solanaceae zu steigern. Durch PMT-Expression gelang dies 

aber nicht bei allen untersuchten Arten, so dass in einigen Arbeiten nur der Gehalt an 

N-Methylputrescin (NMP), nicht aber der Gehalt der gewünschten Tropanalkaloide 

als Endprodukte der Biosynthese gesteigert werden konnte. Dies legte eine 

artspezifische Limitierung der Biosynthese durch die dem NMP nachgeschalteten 

Biosyntheseschritte nahe. So konnte auch in dieser Arbeit durch die Expression der 

DsPMT in S. tuberosum eine signifikante Erhöhung des NMPs in den Blättern 

nachgewiesen werden bei gleichzeitig konstantem Gehalt anderer Polyamine wie 

Putrescin, Spermidin und Spermin (Abb. C- 3, Abb. C- 4). Diese Steigerung des 

NMP-Gehalts setzte sich nicht in den weiteren Biosyntheseweg zu den Calysteginen 

fort, da keine Erhöhung der Intermediate Tropinon, Tropin und Pseudotropin 

festgestellt wurde (Abb. C- 5). Auch die Calystegine als Endprodukte der 

Biosynthese blieben in ihrem Gehalt unverändert (Abb. C- 6). 

Analog zu dieser Arbeit wurden in Wurzelkulturen von Duboisia-Hybriden, 

A. belladonna und H. niger nach Expression der N. tabacum PMT erhöhte NMP-

Mengen festgestellt ohne Steigerung der Tropanalkaloide als Endprodukte der 

Biosynthese (Häkkinen et al., 2005; Moyano et al., 2002; Moyano, 2004; Rothe et al., 

2003; Zhang et al., 2007). Im Gegensatz dazu wurde ein gesteigerter NMP- und 

Nikotin-Gehalt in NtPMT exprimierenden N. sylvestris Pflanzen detektiert (Sato et al., 

2001). Auch die durch NtPMT-Expression gesteigerte Tropanalkaloidbiosynthese in 

Wurzelkulturen von D. metel, H. muticus und S. parviflora (Moyano et al., 2003; 

Moyano, 2004; Lee et al., 2005) stützt die These einer Spezies-abhängigen, dem 

NMP nachgeschalteten Regulation. Folglich könnten nachgeschaltete 
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Biosyntheseenzyme unterschiedlich aktiv sein. Tab. A- 1 zeigt katalytische 

Parameter von Tropinonreduktasen aus Solanaceae, die sich in Affinität und 

Umsatzgeschwindigkeit deutlich voneinander unterscheiden. Darüber hinaus könnten 

in Arten der gleichen Pflanzenfamilie die Lokalisation der PMT-nachgeschalteten 

Proteine und der Transport der Intermediate im Gewebe unterschiedlich sein. Bei 

Lokalisationsexperimenten für das Enzym TRII wurde festgestellt, dass es in Wurzeln 

von H. niger in der Rinde, im Perizykel und in der Endodermis lokalisiert ist, in 

Wurzeln von S. tuberosum hingegen nur in der Rinde, nicht aber im Perizykel oder in 

der Endodermis (Kaiser et al., 2006; Nakajima and Hashimoto, 1999). In zwei 

Pyrrolizidinalkaloid-produzierenden Arten der Boraginaceae wurde das 

Sekundärstoffwechselenzym Homospermidinsynthase ebenfalls in unterschiedlichen 

Geweben der Wurzel lokalisiert (Niemüller et al., 2012). 

In den DsPMT exprimierenden S. tuberosum Pflanzen blieb der Putrescin-Gehalt 

trotz signifikanter NMP-Erhöhung unverändert (Abb. C- 3, Abb. C- 4). Dies lässt auf 

eine zeitgleiche Nachbildung des zur NMP-Synthese verbrauchten Putrescins 

schließen. So könnten Transkriptmengenerhöhungen oder eine Steigerung der 

Enzymaktivität der PMT-vorgeschalteten Biosyntheseenzyme Ornithindecarboxylase 

(ODC) und Arginindecarboxylase (ADC) erwartet werden, was experimentell noch 

geprüft werden sollte. Der konstante Gehalt der Polyamine Putrescin, Spermidin und 

Spermin bei vermehrter NMP-Bildung durch NtPMT-Expression wurde ebenfalls für 

Duboisia-Hybriden und A. belladonna Wurzelkulturen beschrieben (Moyano et al., 

2002; Rothe et al., 2003). Diese Regulation weist auf die Wichtigkeit einer 

konstanten Polyamin-Homöostase in Pflanzen hin. Polyamine sind an 

zahlreichenden Prozessen der Entwicklung und Reaktion auf biotischen und 

abiotischen Stress beteiligt und fungieren als Modulatoren von Genen, Transkripten 

und Proteinen (Tiburcio et al., 2014). Eine Reduktion des Putrescin- und Spermidin-

Gehalts durch Knockout der Biosyntheseenzyme ADC oder Spermidinsynthase 

(SPDS) verlief häufig letal (Imai et al., 2004; Kusano et al., 2008). 

Die Expression der DsPMT verursachte keine Veränderungen in der 

Zusammensetzung der verschiedenen Polyaminfraktionen für Putrescin, Spermin 

und Spermidin in den Blättern drei bis vier Wochen alter Kartoffelpflanzen 

(Abb. C- 3). Der Anteil von freien Polyaminen war am größten, es folgten die lösliche, 

gebundene Fraktion und die unlösliche, gebundene Fraktion. Eine andere Arbeit 

dagegen beschreibt bei zwei Monate alten S. tuberosum Pflanzen des Kultivars 
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Désirée, dass der lösliche, gebundene Anteil über die freien Polyamine überwiegt 

(Stenzel et al., 2006). Diese verschiedenen Ergebnisse könnten durch eine 

zunehmende Konjugation der freien Polyamine bei Alterung der Pflanzen erklärt 

werden. In weiteren Arbeiten wurde eine Veränderung der Anteile der 

Polyaminfraktionen während des Pflanzenwachstums und nach abiotischem Stress 

registriert. So verringerte sich bei Salatpflanzen (Lactuca sativa) die freie 

Polyaminfraktion von Putrescin, Spermidin und Spermin während des Wachstums 

bei gleichzeitiger Zunahme der konjugierten Polyaminfraktion (Pinto and Ferreira, 

2015). Auch bei der Mungbohne (Vigna radiata) wurden in jungen Zellen viele freie 

Polyamine, in älteren Zellen verstärkt Zellwand-gebundene Polyamine gemessen 

(Goldberg and Perdrizet, 1984). Umgekehrt führte Herbizid-Applikation bei der 

Gartenerbse (Pisum sativum) zur Mobilisierung der freien Polyamine aus der 

gebundenen Fraktion (Moskova et al., 2014). Auch Wassermangel verursachte einen 

Anstieg von freien Polyaminen in Weizen (Triticum aestivum) (Liu et al., 2004).  

Da in den DsPMT exprimierenden Linien keine Erhöhung der Intermediate Tropinon, 

Tropin und Pseudotropin messbar war (Abb. C- 5), könnte von keiner weiteren 

Metabolisierung des zusätzlichen NMPs ausgegangen werden. Ein niedriger 

endogener Gehalt an Tropinon wurde bereits durch eine andere Studie in Blättern, 

Blüten, Wurzeln und Stolonen von S. tuberosum festgestellt. Geringe Mengen 

endogen gebildetes Pseudotropin wurden nur in Wurzeln nachgewiesen, endogenes 

Tropin in keinem Pflanzenorgan (Richter, 2006). So könnten Biosyntheseschritte 

zwischen NMP und Tropinon limitierend für die Biosynthese sein, z.B. durch das 

Enzym Methylputrescinoxidase (MPO). In Tabak-Wurzelkulturen wurde durch MPO-

Überexpression eine Steigerung und durch Herabsetzen der Expression eine 

Verringerung des Gehalts an Nikotin erreicht (Hashimoto and Kato, 2007). Darüber 

hinaus könnten die nachfolgenden Biosyntheseschritte ausgehend von 

4-Methylaminobutanal, an das Acetoacetat addiert wird und nach Zyklisierung und 

Decarboxylierung Tropinon bildet, für eine Limitierung ursächlich sein (Abb. A- 1). 

Die katalysierenden Enzyme für diese Reaktionen sind bisher noch unbekannt. 

Rothe und Mitarbeiter (2003) erhielten vergleichbare Ergebnisse bei der Expression 

der NtPMT in A. belladonna Wurzelkulturen. Trotz erhöhtem NMP-Gehalt 

akkumulierten Tropinon, Tropin und Pseudotropin nicht, so dass ein oder mehrere 

limitierende Biosyntheseschritte zwischen NMP und Tropinon vermutet wurden. 
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Eine nicht messbare Akkumulation von Intermediaten kann auch ein Hinweis auf eine 

schnelle enzymatische Umsetzung zu anderen Metaboliten oder den Endprodukten 

des Biosynthesewegs sein. So kann die geringe Akkumulation von Tropinon in 

S. tuberosum auf die direkte Reduktion zu Pseudotropin zurückgeführt werden. Die 

StTRII ist in den meisten Organen von S. tuberosum das aktivere Enzym im 

Vergleich zur StTRI. Nach Fütterung von 2 mM Tropinon wurde dies in Wurzeln, 

Blättern, Keimen und Stolonen durch StTRII zu Pseudotropin umgesetzt, dabei 

wurde in diesen Pflanzenorganen kein Tropin nachgewiesen. Nur in den Knollen 

wurde nach Tropinon-Fütterung Tropin, aber kein Pseudotropin gebildet (Richter et 

al., 2007). Auch kinetische Untersuchungen in vitro bestätigten eine fünf- bis 

sechsfach höhere Affinität von Tropinon zur StTRII (Km 33 µM) im Vergleich zur 

StTRI (Km 188 µM) sowie eine mehr als 500-fach höhere Wechselzahl der StTRII 

(kcat 9,4 s-1) im Vergleich zur StTRI (kcat 0,015 s-1) (Kaiser et al., 2006; Keiner et al., 

2002). Auch Richter und Mitarbeiter (2007) stellten die Hypothese auf, dass Tropinon 

nicht in S. tuberosum akkumuliert, da es durch die starke Enzymaktivität der StTRII 

rasch zu Pseudotropin umgesetzt werden und in die Calysteginbiosynthese fließen 

könnte. Folglich wurde der Biosyntheseschritt der Pseudotropinbildung durch die 

StTRII als nicht limitierend für die Calysteginbildung diskutiert (Richter et al., 2007). 

Calystegine als Endprodukte der Biosynthese akkumulierten nicht verstärkt in den 

Keimen der DsPMT exprimierenden Pflanzen trotz des signifikanten NMP-Anstiegs in 

den Blättern. So kann die These aufgestellt werden, dass NMP kein limitierender 

Metabolit für die Biosynthese von Calysteginen ist. Auch in den Keimen der DsPMT 

exprimierenden Linien kann eine Erhöhung des Gehalts an NMP vermutet werden. 

Da in Wildtyp S. tuberosum Keimen eine gute Putrescin-Verfügbarkeit besteht 

(10-12 µmol/g TM), aber trotz PMT-Enzymaktivität nur wenig NMP vorkommt 

(<1 µmol/g TM) (Stenzel et al., 2006), ist ein erhöhter Umsatz zu NMP in den Keimen 

der DsPMT exprimierenden Linien wahrscheinlich und zukünftig experimentell zu 

prüfen. Bisher wurde aufgrund der sehr geringen NMP-Menge, die ausschließlich in 

den keimenden Augen der Knolle und in kleinen Keimen gefunden wurde, 

angenommen, dass NMP ein limitierender Metabolit der Calysteginbiosynthese sein 

kann (Keiner and Dräger, 2000; Stenzel et al., 2006). 

Die für die Calysteginbiosynthese limitierenden Biosyntheseschritte könnten auch 

zwischen Pseudotropin und den Calysteginen liegen. Hierzu bedarf es der 

Bestimmung der intermediären Metaboliten, wobei für die Biosyntheseschritte nach 
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Pseudotropin in S. tuberosum bisher weder Enzyme identifiziert noch intermediäre 

Metaboliten bestätigt wurden. Norpseudotropin als ein möglicher erster Metabolit 

nach einer Desaminierung von Pseudotropin wurde nur in C. sepium (Scholl, 2003) 

und Morus alba (Kusano et al., 2002) identifiziert. Andere pflanzliche 

N-Demethylasen sind bereits aus N. tabacum, Oryza sativa und A. thaliana bekannt. 

In Tabak katalysiert die Nikotin-N-Demethylase die Bildung von Nornikotin (Luo et al., 

2014, Siminszky et al., 2005). Für Reis und A. thaliana sind verschiedene Histon-

Lysin-Demethylasen identifiziert, welche die Expression von Genen, z.B. für den 

Zeitpunkt der Blütenbildung, regulieren (Luo et al., 2014; Siminszky et al., 2005; Xu 

et al., 2007). 

D 4.1.2 P. infestans und N-Methylputrescin  

Pflanzenpathogene Pilze bilden endogene Polyamine über die Enzyme ODC, einige 

Arten auch über die ADC (Khan and Minocha, 1989). Das Wachstum von 

P. infestans kann durch ODC-Inhibitoren wie Mono- und Difluormethylornithin, 

Methylacetylenputrescin und durch den ADC-Inhibitor 

Monofluormethyldehydroarginin gehemmt werden (Barker et al., 1993). Auf 

S. tuberosum Blättern wurde eine Wachstumshemmung von P. infestans nach 

Applikation von den Putrescin-Analoga Ketoputrescin, Diaminobut-2-en-Derivaten 

und Spermin erzielt (Foster and Walters, 1993; Haggag and Abd El-Khair, 2007; 

Havis et al., 1994a; Havis et al., 1994b). 

Da Putrescin-Analoga gute Kandidaten für eine Hemmung von P. infestans sind, 

wurde untersucht, ob die bis auf 18 µg/g FM signifikante Erhöhung des NMP-Gehalts 

in den Kartoffelblättern der DsPMT exprimierenden Linien (Abb. C- 3) das Wachstum 

von P. infestans beeinflusst (Abb. C- 7). Bisher gab es noch keine Untersuchungen 

dazu, ob NMP ein Hemmstoff der Polyaminbiosyntheseenzyme pflanzenpathogener 

Pilze sein kann. In dem wässrigen Anteil der S. tuberosum Blätter betrug die NMP-

Konzentration zwischen 0,1 mM und 0,2 mM. Als Berechnungsgrundlage diente die 

Trockenmasse von Kartoffelblättern mit 10 %. In bereits beschriebenen 

Wachstumshemm-Untersuchungen mit P. infestans wurden Polyamin-Analoga meist 

in einer Konzentration vergleichbarer Größenordnung von 0,1 mM bis 1 mM auf die 

Kartoffelblätter aufgebracht (Barker et al., 1993; Foster and Walters, 1993; Haggag 

and Abd El-Khair, 2007). Die relative P. infestans Biomasse unterschied sich nach 

Inokulation der Blätter von DsPMT exprimierenden Linien mit 1*105 Sporen/ml nach 

drei Tagen nicht signifikant von den Kontrollblättern (Abb. C- 7). Dies zeigt, dass ein 
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Anstieg der NMP-Konzentration bis auf 0,2 mM in den Blättern keinen Einfluss auf 

das Wachstum von P. infestans ausübt. Darüber hinaus ist aber auch noch nicht 

bekannt, ob P. infestans NMP über einen Transporter aufnimmt. Für Phytophthora 

sojae Zoosporen wurde die Existenz von Polyamin-Transportern für Putrescin und 

Spermidin bereits gezeigt (Chibucos and Morris, 2006). Um einen generellen Effekt 

von NMP auf das Wachstum von P. infestans ausschließen zu können, müsste mit 

höheren Konzentration der Reinsubstanz NMP von >1 mM in Hemmexperimenten 

geprüft werden, ob eine Reduktion des Wachstums erreicht werden kann. 

Hemmexperimente zur P. infestans Sporenkeimung könnten analog den in Kapitel 

B 2.5.2 beschriebenen Methoden mit NMP durchgeführt werden. Zusätzlich könnte 

mit Hilfe der DsPMT exprimierenden Linien mit erhöhtem NMP-Gehalt der Blätter 

oder auch mit der Reinsubstanz NMP untersucht werden, ob NMP eine hemmende 

Wirkung auf das Wachstum anderer kartoffelpathogener Pilze, wie Rhizoctonia 

solani, der bevorzugt die keimenden Knollen befällt (Chamoun et al., 2014) oder 

Alternaria solani, zeigt. 

D 4.2 StTRI- und StTRII-Modifikationen 

D 4.2.1 Einfluss der StTRI-Aktivität auf den Calystegin-Biosyntheseweg 

Die stereospezifische Reduktion von Tropinon stellt den zentralen 

Verzweigungspunkt im Sekundärstoffwechsel zu den Tropanalkaloiden und 

Calysteginen in Solanaceae dar (Dräger, 2006). Durch die unterschiedliche Aktivität 

von Tropinonreduktase-Enzymen, z.B. bei der kompetetiven Hemmung der TRI 

durch das Schwefel-Analogon des Tropinons TBON, wurde durch Zunahme des 

Tropinon-Metabolismus über die TRII eine Erhöhung der Calysteginmenge in 

Wurzelkulturen von D. stramonium und A. belladonna erreicht (Dräger et al., 1992; 

Dräger et al., 1994). In A. belladonna Wurzelkulturen führte die Expression der 

DsTRI zu einer Erhöhung des Gehalts an Tropin und der Tropanalkaloide mit einem 

verringerten Gehalt an Pseudotropin und der Calystegine (Richter et al., 2006). Auch 

die in dieser Arbeit generierten TRI-Modifikationen in S. tuberosum könnten durch 

Verringerung oder Erhöhung der StTRI-Enzymmengen Veränderungen der 

Tropinonverfügbarkeit für die StTRII am Verzweigungspunkt zu den Calysteginen 

verursachen. Bei erhöhter StTRI-Expression mit verstärktem Tropinon-Umsatz zu 

Tropin könnte ein verminderter Tropinon-Metabolismus durch die StTRII erwartet 
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werden. Im Gegensatz dazu ist bei verminderter StTRI-Expression mit erniedrigtem 

Tropinon-Umsatz zu Tropin ein erhöhter Tropinonfluss zu den Calysteginen möglich. 

Um den Einfluss von StTRI-Aktivität auf die Calysteginbildung zu prüfen, wurden 

Calystegine in den Keimen von StTRI RNAi- und StTRI Überexpressionslinien 

quantifiziert. Bei beiden genetischen Manipulationen der StTRI wurden jeweils bei 

zwei von sieben untersuchten Linien signifikante Unterschiede im Calystegin-Gehalt 

festgestellt (Abb. C- 11, Abb. C- 13). Die StTRI RNAi Linien C und N produzierten 

mehr Caylstegine und die StTRI Überexpressionslinien B und K weniger Calystegine 

als die Kontrollpflanzen. Nur für diese Linien könnte die Theorie der Abnahme des 

Tropinonflusses zu Pseudotropin bei StTRI Überexpression und der Zunahme des 

Flusses zu Pseudotropin bei StTRI RNAi postuliert werden. Die jeweils anderen fünf 

StTRI RNAi- und StTRI Überexpressionslinien mit unverändertem Calystegin-Gehalt 

stützen diese Theorie nicht. Darüber hinaus wurde in den StTRI RNAi Linien keine 

gleichzeitige Herabsetzung der StTRII-Expression mit möglichem Einfluss auf den 

Calysteginbiosyntheseweg bestätigt (Abb. C- 12). Es kann aufgrund der niedrigen 

endogen gebildeten Mengen an Tropin in Kartoffelblättern (Abb. C- 5) und bisher 

keiner Bestätigung von Tropin-abgeleiteten Produkten in S. tuberosum angenommen 

werden, dass die StTRI in vivo nur einen sehr schwachen Tropinon-Umsatz zu 

Tropin leistet. Dadurch könnte sich dieser durch StTRI RNAi weiter herabgesetzte 

oder durch StTRI Überexpression verstärkte Tropinon-Umsatz wenig bis nicht auf die 

Pseudotropinbildung und den Calystegin-Gehalt auswirken. In anderen Organen der 

Kartoffelpflanze wie in Keimen, Blüten, Wurzeln, Stolonen und Knollen wurde bisher 

noch kein endogenes Tropin detektiert (Richter, 2006). Ein sehr geringes 

Vorkommen an StTRI-Protein wurde für Knollen, Keime und Stolone durch 

Immunolokalisation und Western-Blot nachgewiesen (Kaiser et al., 2006). 

Die Überexpression der StTRI diente der verstärkten Proteinbildung in allen Organen 

der Kartoffelpflanze. Aber die endogene Verfügbarkeit von Tropinon als Substrat für 

die StTRI in den verschiedenen Geweben ist unbekannt. So muss die verstärkte 

StTRI-Expression nicht zwingend einen Einfluss auf die Calysteginbildung haben, 

wenn das Substrat Tropinon nicht in ausreichender Menge zugänglich ist. In 

S. tuberosum Wildtyp-Pflanzen kommen StTRI und StTRII nur partiell in den gleichen 

Organen und Geweben vor, so dass eine Konkurrenz um Tropinon nicht immer 

gegeben sein muss. Andere Studien zeigten durch Western-Blot und 

Immunolokalisation den Nachweis von StTRI-Protein in der Knollenschale, im Mark 
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und den Augen der Knolle sowie in einigen Rindenzellen der Stolone und in den 

Keimen. Für StTRII wurden starke Signale durch Immunolokalisation im 

Phloemparenchym der Keime, Stolone und Wurzeln sowie in der Rinde von Stolonen 

und Wurzeln detektiert. Das Phloem wurde als Transportgewebe für die Intermediate 

der Biosynthese und Calystegine diskutiert (Kaiser et al., 2006). Es wird 

angenommen, dass Calystegine in der Wurzel von S. tuberosum gebildet und zu den 

Keimen transportiert werden, wo sie auch zusätzlich neu gebildet werden (Richter et 

al., 2007). Auch für A. belladonna ist die Expression von AbTRI und AbTRII in 

verschiedenen Organen der Pflanze beschrieben. Die Transkripte beider 

Tropinonreduktasen kommen im Unterschied zu S. tuberosum in den Organen Blatt, 

Sprossachse, Blüte und Wurzel gleichzeitig vor. Die AbTRII ist dabei immer stärker 

als die AbTRI exprimiert, nur in der reifen Frucht und in den Samen wurde fast 

ausschließlich AbTRI-Transkript gemessen. Die hohen Transkriptmengen der 

Biosyntheseenzyme ODC, PMT, MPO, TRI, TRII, Littorinmutase und H6H in der 

Wurzel weisen auf die Tropanalkaloidbiosynthese in der Wurzel hin (Bedewitz et al., 

2014). Eine organspezifische Biosynthese und die Kompartimentierung sind auch für 

andere Alkaloide, wie Monoterpenindolalkaloide aus Catharanthus roseus 

(Apocynaceae), untersucht. In den Blättern übernehmen die Zellen des 

Phloemparenchyms und der Epidermis die Biosynthese der Vorstufe Secologanin. 

Aus dem Intermediat Strictosidin wird dann weiter in der Epidermis, im Mesophyll 

und in den Idioblasten das Alkaloid Vinblastin synthetisiert (Salim and De Luca, 

2013). 

D 4.2.2 Tropinon-Umsatz der StTRI und StTRII in vivo 

S. tuberosum gehört nicht zu den Tropanalkaloid-produzierenden Solanaceae, aber 

ein Vorkommen sowohl von StTRI-Transkript als auch von StTRI-Protein wurde in 

Stolonen, Knollen und Keimen bereits belegt (Kaiser et al., 2006; Keiner, 2001). 

Durch in vitro Aktivitätsmessungen mit StTRI-Protein wurde die Fähigkeit der 

Tropinonreduktion zu Tropin festgestellt (Kaiser et al., 2006). Bisher war aber noch 

nicht bewiesen, ob die StTRI auch in vivo zur Tropinbildung in der Lage ist. Der in 

vivo Aktivitätsbeweis erfolgte erstmalig in dieser Arbeit durch Fütterungsexperimente 

mit Tropinon an StTRI RNAi- und StTRI Überexpressionslinien. Auch für StTRII 

wurde nach Herabsetzen der StTRII-Expression erstmalig in vivo nachgewiesen, 

dass das Enzym Pseudotropin als Vorstufe der Calystegine bildet. 
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Der erniedrigte Tropinon-Umsatz in den Blättern der StTRI RNAi Linien und der 

erhöhte Umsatz in den StTRI Überexpressionslinien im Vergleich zu Kontrollpflanzen 

bestätigten die Funktion der StTRI als Tropin-bildende Tropinonreduktase in vivo 

(Abb. C- 10). Diese Funktion ist für die Bedingung erfüllt, dass Tropinon in einer 

Konzentration von 5 mM über einen Zeitraum von acht Tagen Fütterung von den 

Blättern aufgenommen wurde. In den StTRII RNAi Linien mit signifikant erniedrigter 

StTRII-Transkriptabundanz (Abb. C- 18) wurde nach acht Tagen Tropinon-Fütterung 

der Blätter eine Erniedrigung des Pseudotropin-Gehalts um 98 % im Vergleich zu 

Kontrollblättern gemessen (Abb. C- 20). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die 

StTRII in vivo für die Bildung von Pseudotropin notwendig ist. Ohne eine Tropinon-

Aufnahme durch Fütterung ist der Gehalt von endogenem Tropinon in S. tuberosum 

Blättern zu gering für Umsatzmessungen zu Tropin und Pseudotropin (Abb. C- 5). In 

welchem Ausmaß die StTRI im Sekundärstoffwechsel der Kartoffelpflanze einen 

Beitrag zur Tropinbildung leistet, bleibt nicht abschließend beantwortet. Ohne externe 

Tropinon-Zufuhr durch Fütterung findet keine Tropin-Akkumulation in verschiedenen 

Organen der Kartoffelpflanze statt (Richter, 2006). Dies könnte durch das stärkere 

StTRII-Vorkommen und die höhere StTRII-Aktivität bedingt sein, die eine Tropinon-

Verfügbarkeit für StTRI vermindern (Kaiser et al., 2006, Richter et al., 2007). 

In anderen Arbeiten wurde die Fütterung von Tropinon an verschiedenen Organen 

von S. tuberosum angewendet, um den Umsatz zu Tropin und Pseudotropin zu 

verfolgen. Die Bildung von Tropin und Pseudotropin verlief organspezifisch. In 

Keimen und Blättern, die 24 h in 5 mM Tropinon-Lösung inkubiert waren, wurde 

Pseudotropin, aber kein Tropin nachgewiesen. In Sprossachsen wurde nach 18 h 

Tropinon-Fütterung ebenfalls nur Pseudotropin detektiert (Keiner and Dräger, 2000). 

Erst nach 48 h Tropinon-Fütterung von Keimen (Keiner, 2001) und Knollen (Richter 

et al., 2007) wurde Tropin nachgewiesen. Das Fehlen von Tropin nach 24 h 

Tropinon-Fütterung lässt ebenso vermuten, dass Tropin während der Fütterung erst 

sehr langsam gebildet werden könnte. Die Tropinbildung wurde auch bei TRI 

exprimierenden N. tabacum Pflanzen und A. belladonna Wurzelkulturen untersucht. 

Bei Tropinon-Fütterungsexperimenten mit HnTRI exprimierenden Tabakblättern 

wurde nach einem Zeitraum von fünf Tagen ein unregelmäßig erhöhter Tropin-Gehalt 

in den verschiedenen HnTRI exprimierenden Linien im Vergleich zum Wildtyp 

nachgewiesen (Rocha et al., 2002). Richter und Mitarbeiter (2005) erzielten in DsTRI 

exprimierenden A. belladonna Wurzelkulturen eine bis vierfach erhöhte 
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Tropinbildung, die zur Verdreifachung der Tropanalkaloide Scopolamin und 

Hyoscyamin führte. Eine Applikation von Tropinon an die Wurzelkulturen war nicht 

erforderlich, was auf eine gute Verfügbarkeit von Tropinon im Wurzelgewebe 

hinwies. 

Ein bis 15-fach geringerer Tropin-Gehalt im Vergleich zum Pseudotropin-Gehalt 

wurde in dieser Arbeit bei den mit Tropinon-gefütterten Wildtyp-Blättern festgestellt 

(Abb. C- 10). Es kann ein schnellerer und effektiverer Substratumsatz durch StTRII 

postuliert werden. Die tatsächlich im Blatt gebildeten Proteinmengen für StTRI und 

StTRII sind jedoch nicht bekannt. In Enzymassays mit rekombinanter StTRI und 

StTRII und Tropinon als Substrat wurden eine stärkere Affinität, eine schnellere 

Reaktionsgeschwindigkeit und eine höhere Wechselzahl von StTRII im Vergleich zur 

StTRI festgestellt (Kaiser et al., 2006; Keiner et al., 2002). Auch eine 

unterschiedliche Lokalisation der StTRI und StTRII im Blattgewebe ist möglich, die 

mit einer unterschiedlichen Tropinon-Verfügbarkeit nach Tropinon-Fütterung 

verbunden sein könnte. Aber nach acht Tagen Fütterung von 5 mM Tropinon sollte 

allen Blattbereichen genügend Substrat zur Verfügung stehen. Zukünftig könnte die 

Lokalisation beider Tropinonreduktasen im Blattgewebe aufgeklärt werden, die bisher 

nur für die Organe Wurzeln, Stolone und Keime durch Immunolokalisation untersucht 

ist (Kaiser et al., 2006). 

Als weiterer Metabolismus für das vermehrt gebildete Tropin nach Tropinon-

Fütterung von Blättern des Wildtyps und der StTRI Überexpressionslinien ist eine 

Veresterung mit Acetat zu Acetyltropin möglich. In HnTRI exprimierenden 

Tabakblättern wurde ein Anstieg von Tropin und Acetyltropin nach Fütterung von 

Tropinon nachgewiesen (Rocha et al., 2002). Die Acetylierung von Tropin und auch 

Pseudotropin wird durch Acyl-CoA-abhängige Transferasen katalysiert (Boswell et 

al., 1999; Rabot et al., 1995; Robins et al., 1994a). Kürzlich wurde eine 

Acyltransferase für den letzten Schritt der Cocain-Synthese, die Veresterung von 

Methylecgonin und Benzoyl-CoA, identifiziert (Schmidt et al., 2015). Tropin-Ester wie 

Acetyltropin, Diacetyltropin und Tigloyltropin wurden in den Gattungen Datura und 

Hyoscyamus bereits nachgewiesen. (Dräger et al., 1992; Parr et al., 1990; Robins et 

al., 1990; Robins et al., 1991). Bislang blieben Untersuchungen zum Vorkommen von 

Tropinestern in mit Tropinon-gefütterten Kartoffelorganen erfolglos (Keiner, 2001). Es 

wurde auch keine Acyltransferase-Aktivität zur Bildung von Acetyltropin und 

Acetylpseudotropin in S. tuberosum Wurzelkulturen festgestellt (Robins et al., 
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1994a). Mit der in dieser Arbeit verwendeten neutralen Extraktionsmethode für 

Tropinon und Intermediate (B 2.6.2) konnte ebenfalls die Bildung von Acetyltropin 

ohne und auch nach Tropinon-Fütterung in Kartoffelblättern durch GC-MS nicht 

nachgewiesen werden. Zusätzlich ist in der Literatur zur Extraktion der Tropinester 

eine saure, statt der hier verwendeten neutralen Extraktionsmethode (B 2.6.2) 

beschrieben, deren Anwendbarkeit zukünftig geprüft werden könnte (Doerk-Schmitz 

et al., 1994). 

Eine Induktion der Tropinonreduktase-Transkripte für StTRI und StTRII wurde nach 

acht Tagen Tropinon-Fütterung für S. tuberosum Wildtyp-Pflanzen untersucht. Die 

Ergebnisse bei den Wiederholungen der Experimente waren nicht reproduzierbar 

und wurden deshalb nicht in das Ergebniskapitel integriert. Eine Induktion der StTRI-

Transkriptmengen wurde in zwei Experimenten nach Wasser- und auch nach 

Tropinon-Fütterung im Vergleich zu unbehandelten Blättern festgestellt. Aber nur in 

einem der beiden Experimente wurde eine Induktion von StTRII-Transkript durch 

Tropinon- und Wasser-Behandlung gemessen. Ob auch ein Unterschied der 

jeweiligen Transkriptmengen für StTRI und StTRII zwischen in den in Wasser und 

den in Tropinon-Lösung stehenden Blättern auftrat, konnte in drei Experimenten nicht 

reproduzierbar ermittelt werden. Eine Induktion von Tropinonreduktase-Transkripten 

wurde bereits in verschiedenen anderen Arbeiten, z.B. nach Zugabe von 

Pflanzenhormonen oder nach Verwundung, gezeigt. In Anisodus acutangulus 

(Solanaceae) induzierte Methyljasmonat AaTRII-Transkripte in der Wurzel, der 

Sprossachse und im Blatt nach 12 h und 24 h. Für die AaTRI fand in diesen Organen 

nur eine sehr schwache Induktion statt. Zum Vergleich nahm in A. acutangulus 

Wurzelkulturen die Expression der AaTRI und AaTRII nach Methyljasmonat-

Applikation ab, sodass eine gewebespezifische Regulation der beiden 

Tropinonreduktasen postuliert wurde (Kai et al., 2009a). Die Expression einer TRI in 

Blättern von Withania somnifera (Solanaceae) konnte nach Applikation von 

Methyljasmonat, Salicylsäure und durch Verwundung gesteigert werden (Kushwaha 

et al., 2013b). Transkriptmengen einer zu den TRI gruppierten Tropinonreduktasen 

aus Dendrobium nobile (Orchidaceae) waren 24 h nach Methyljasmonat-Applikation 

ebenfalls erhöht (Chen et al., 2013). Ob Methyljasmonat auch die Transkriptmengen 

der StTRI und StTRII beeinflusst, könnte in weiteren Analysen überprüft werden. 
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D 4.2.3 Umsatz von Jasmonsäure 

Tropinonreduktasen gehören zu der Gruppe der kurzkettigen 

Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs), einer Enzymfamilie, die durch katalytische 

Vielseitigkeit in der Lage ist, verschiedenste Substrate mit Carbonylfunktionen zu den 

entsprechenden Alkoholen zu reduzieren (Oppermann et al., 2003; Tonfack et al., 

2011). So ist für die rekombinant in E. coli hergestellte StTRI durch in vitro 

Enzymassays die Fähigkeit zur Reduktion von Jasmonaten, wie (-)-Jasmonsäure, 

(±)-Jasmonsäure, (±)-Methyljasmonat und (±)-Methyldihydrojasmonat, gezeigt 

worden (Dr. N. Reinhardt, MLU Halle-Wittenberg, unveröffentlichte Ergebnisse). 

Reaktionsprodukte sind Cucurbinsäure-Derivate (Abb. A- 3). Das Vorkommen von 

Cucurbinsäure und ihrer Derivate ist für einige Pflanzen, wie Cucurbita pepo (Fukui 

et al., 1977), Vicia faba (Miersch et al., 1989), Phaseolus vulgaris (Clarke et al., 

2000), Asparagus officinalis (Gapper et al., 2002), Hordeum vulgare (Meyer et al., 

1991), Solanum lycopersicum (Van Meulebroek et al., 2012) und einige Pilze, wie 

Pisolithus tinctorius (Miersch et al., 1999), Botryodiplodia theobromae (Miersch et al., 

1987) und Collybia dryophila (Miersch et al., 1993), beschrieben. Auch in 

S. tuberosum cv. Katahdin wurde bisher eine Cucurbinsäure-Verbindung (7-iso-

Methylcucurbat) identifiziert und ein Anstieg in unterirdischen Geweben unter 

Kurztagbedingungen gemessen (Malkawi et al., 2007). Ob es in Pflanzen Enzyme 

zur Inaktivierung von Jasmonsäure zu Cucurbinsäure gibt, ist ebenfalls unbekannt. 

Der Abbau der bioaktiven Form Jasmonsäure-Isoleucin erfolgt einerseits durch 

Oxidation zur 12-Hydroxy-Jasmonsäure-Isoleucin und 12-Carboxy-Jasmonsäure-

Isoleucin, katalysiert durch die Cytochrom-P-450 Enzyme CYP94B3 und CYP94C1 

in A. thaliana (Heitz et al., 2012; Kitaoka et al., 2011; Koo et al., 2011). Andererseits 

wird der Abbau durch Hydrolyse zu Jasmonsäure und Isoleucin durch Jasmonsäure-

Isoleucin-Hydrolase 1 in Nicotiana attenuata beschrieben (Woldemariam et al., 

2012). 

In den StTRI RNAi Linien sollten mögliche Veränderungen in dem Jasmonatabbau 

nach Verwundung nachvollzogen werden. Wenn die StTRI Jasmonsäure zu 

Cucurbinsäure reduziert, wäre in den StTRI RNAi Linien ein verlangsamter 

Jasmonatabbau zu erwarten. Dieser könnte sich in einem verlangsamten Rückgang 

der Expression von Jasmonat-responsiven Genen, z.B. Proteinase-Inhibitoren, 

äußern. Nach Anstieg des Gehalts von Jasmonaten, z.B. durch Verwundung, erhöht 

sich auch die Expression von Proteinase-Inhibitor 1 und 2 (Pin1, Pin2) in Pflanzen 
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(Farmer et al., 1992; Graham et al., 1986; Green and Ryan, 1972). Für S. tuberosum 

Blätter wurde nach Applikation von Jasmonsäure und Methyljasmonat ein starker 

Anstieg von StPin2-Transkripten nach 24 h beschrieben (Ishikawa et al., 1994). Auch 

Royo und Mitarbeiter (1996) stellten eine starke Expression von StPin2 in 

Kartoffelblättern 24 h bis 72 h nach Verwundung fest. Andere Literatur beschreibt für 

S. tuberosum einen zeitigen Anstieg der StPin2-Expression bereits 2 h nach 

Verwundung der Blätter (Peña-Cortes et al., 1988) und 8 h nach Verwundung der 

Wurzel (Dammann et al., 1997). Zur Untersuchung der StPin2-Transkriptmengen in 

Blättern der StTRI RNAi Linien wurden späte Zeitpunkte (24 h, 72 h und 6 Tage) 

nach Verwundung ausgewählt, um einen möglichen verzögerten Rückgang der 

StPin2-Expression im Vergleich zu Kontrollblättern zu verfolgen. Nach 72 h und auch 

6 Tagen war die StPin2-Expression in Kontrollpflanzen und StTRI RNAi Linien 

rückläufig, ohne dass ein Unterschied festgestellt werden konnte (Abb. C- 14). 

Danach wurden in verwundeten Blättern der StTRI RNAi- und StTRI 

Überexpressionslinien die endogen gebildeten Jasmonat-Verbindungen 

Jasmonsäure, Jasmonsäure-Isoleucin, 12-Hydroxyjasmonat, OPDA und 

Cucurbinsäure quantifiziert (Abb. C- 15). Cucurbinsäure wurde durch diese Arbeit 

erstmalig in S. tuberosum detektiert und quantifiziert. Jasmonsäure und 

Jasmonsäure-Isoleucin erreichten bereits 30 min nach Verwundung ihren höchsten 

Gehalt bei 1 mg/g FM und gingen nach 8 h wieder auf den Level eines 

unverwundeten Blattes zurück. 4 h nach Verwundung erreichte auch 

12-Hydroxyjasmonat seinen Scheitelpunkt bei 1 mg/g FM, was auf einen Abbau 

durch Hydroxylierung von Jasmonsäure deuten kann. Ein Abbau von Jasmonsäure 

zu 12-Hydroxyjasmonat nach Verwundung wurde bereits für Tomatenblätter gezeigt 

(Miersch et al., 2008). 12-Hydroxyjasmonat induziert die Knollenbildung der 

Kartoffelpflanze, wird aber nicht den biologisch aktiven Jasmonaten zugeordnet 

(Helder et al., 1993; Miersch et al., 2008; Yoshihara et al., 1996). Der unveränderte 

Cucurbinsäure-Gehalt in den StTRI RNAi Linien, StTRI Überexpressionslinien und 

Kontrollpflanzen weist nicht auf eine Reduktion von Jasmonsäure zu Cucurbinsäure 

durch StTRI in vivo hin. 

Aber das Vorkommen von geringen Mengen Cucurbinsäure in den Blättern von 

S. tuberosum lässt annehmen, dass es ein anderes Enzym in der Pflanze gibt, das 

die Reduktion von Jasmonsäure zu Cucurbinsäure katalysiert. Dies könnte eine SDR 

sein, die diese Reaktion unter bestimmten physiologischen Bedingungen oder 
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möglicherweise auch nur als unbedeutende Nebenaktivität übernimmt. Die 

Datenbank des S. tuberosum Genoms liefert zahlreiche Einträge für Sequenzen, die 

den SDRs zugeordnet werden können (PGSC, 2011). Für mehrere SDR-Enzyme 

aus A. thaliana wurde in vitro die Fähigkeit zur Reduktion von Jasmonaten 

festgestellt (Reinhardt, 2014). Die direkte Bildung von Cucurbinsäure-Derivaten aus 

Jasmonsäure in vivo wurde bisher noch nicht für Pflanzen beschrieben. Der 

mykorrhizierende Pilz Pisolithus tinctorius hingegen bildete nach Applikation von 

Jasmonsäure drei Cucurbinsäure-Derivate (Miersch et al., 1999). 

Die Möglichkeit eines Umsatzes von erhöhter Jasmonsäure zu Cucurbinsäure nach 

Methyljasmonat-Fütterung an Blätter von StTRI überexprimierenden Linien wurde in 

einem nächsten Experiment überprüft. Aufgenommenes Methyljasmonat wird in 

Pflanzen durch Esterasen zu Jasmonsäure gespalten (Stuhlfelder et al., 2002; Wu et 

al., 2008). Nach einem Anstieg der Jasmonsäure bis auf 0,6 µg/g FM nach einer 

Stunde folgte ein Rückgang auf 0,3 µg/g FM in Kontrollblättern und auch in Blättern 

von StTRI Überexpressionslinien. Der konstante Cucurbinsäure-Gehalt in den StTRI 

Überexpressionslinien deutet auch hier nicht auf einen verstärkten Abbau von 

Jasmonsäure zu Cucurbinsäure. Somit fungiert die StTRI in vivo nicht als 

Jasmonsäure-abbauendes Enzym. Ob Cucurbinsäure in vivo das Reduktionsprodukt 

von Jasmonsäure ist, kann nicht sicher gesagt, aber wegen Strukturähnlichkeit 

angenommen werden. Dies könnte durch Analyse des Cucurbinsäure-Gehalts in 

Jasmonat-defizienten Pflanzen ermittelt werden, z.B. den jai-, spr2- oder def1-

Mutanten von Tomate (Howe et al., 1996; Li et al., 2003; Li et al., 2004). Tomate 

eignet für derartige Versuche, da in den Blättern und in der Frucht ein Vorkommen 

von Cucurbinsäure bestätigt ist (Van Meulebroek et al., 2012). Ein Fehlen von 

Cucurbinsäure in den Jasmonat-defizienten Mutanten könnte einen Hinweis auf 

einen Zusammenhang zwischen Jasmonatabbau und Cucurbinsäurebildung liefern. 

Die Fütterung von Jasmonat-defizienten Pflanzen mit Jasmonsäure und ein 

Wiederauftreten von Cucurbinsäure könnte die direkte Bildung aus Jasmonsäure 

beweisen. Darüber hinaus wären ein Fütterungsversuch mit markierter Jasmonsäure 

und die Messung des Umsatzes zu markierter Cucurbinsäure aussagekräftig. 

Die Funktion von Cucurbinsäure in Pflanzen ist noch unvollständig untersucht. Die 

Verbindung wurde zuerst in Kürbissamen identifiziert, wachstumsinhibierende 

Eigenschaften wurden festgestellt (Fukui et al., 1977; Koshimizu et al., 1974). In 

Untersuchungen zur Knollenbildung bei S. tuberosum zeigte Cucurbinsäure einen 
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Knollen-induzierenden Effekt, der aber im Vergleich zu Jasmonsäure und 

Methyljasmonat schwächer ausgeprägt war (Koda et al., 1991). Die Induktion von 

StPin2-Transkripten wurde in Kartoffelblättern am stärksten durch Jasmonsäure und 

Methyljasmonat ausgelöst, aber in geringerem Maße auch vom Methylester der 

Cucurbinsäure (Methylcucurbat) und Cucurbinsäure selbst (Ishikawa et al., 1994). 

D 4.2.4 Pflanzen mit reduziertem Calystegin-Gehalt  

Das Herabsetzen der StTRII-Expression durch genetische Manipulation mit der 

Folge einer reduzierten Calysteginbildung wurde durch diese Arbeit erstmalig 

vorgenommen. Zum Nachweis des RNAi-Effekts für StTRII wurde in Wurzeln und in 

Keimen der Kartoffelpflanze die Expression der StTRII untersucht. Beide Organe 

waren gekennzeichnet durch unterschiedlich stark herabgesetzte StTRII-

Transkriptmengen (Abb. C- 18). In den Keimen der StTRII RNAi Linien konnte 

erstmalig eine Korrelation zwischen der gebildeten Calysteginmenge und der StTRII-

Transkriptabundanz festgestellt werden. Eine starke Herabsetzung der StTRII-

Transkripte in den Linien A, O und V geht mit dem fast vollständigen Fehlen der 

Calystegine B2, A3 und B4 in diesen Linien einher (Abb. C- 21). Für die Linien T und 

Y ist die schwächere Unterdrückung des StTRII-Transkripts nicht ausreichend um die 

Calysteginbildung auf das minimale Niveau der Linien A, O und V herabzusetzen. 

Daraus kann abgeleitet werden, dass ab einer bestimmten Grenze der Herabsetzung 

der StTRII-Transkriptmengen nicht mehr genug Pseudotropin gebildet wird, um den 

endogenen Calystegin-Gehalt zu erreichen. Andere Literatur beschreibt die 

Expression der DsTRII in A. belladonna Wurzelkulturen. Dabei wurden mehrere 

Linien mit erhöhten DsTRII-Transkriptmengen erzeugt, aber nur bei einer Linie ein 

erhöhter Calystegin-Gehalt detektiert. In dieser Linie korrelierte die vermehrt 

gebildete Pseudotropinmenge mit einem gesteigerten Calystegin-Gehalt (Richter et 

al., 2005). 

Die Kartoffelpflanzen mit geringem Calystegin-Gehalt können zukünftig dazu 

beitragen, Informationen über die Funktion von Calysteginen zu erhalten, z.B. durch 

die Messung der Ausbildung eines metabolischen Phänotyps in den Keimen oder der 

ganzen Pflanze. Beim Auskeimen der Knollen wird Stärke zu Saccharose umgebaut. 

Die Zellwandsynthese wird gesteigert und die Bildung von Keimen beginnt (Farre et 

al., 2001; Hajirezaei et al., 2003). Bei der Keimbildung wurde ein verstärkter 

Transport von Saccharose über das Phloem zu dem meristematischen Keimgewebe 

nachgewiesen (Hartmann et al., 2011; Viola et al., 2007). Diese Prozesse könnten, 
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falls Calystegine aufgrund ihrer zuckerähnlichen Struktur als Enzyminhibitoren in den 

Kohlenhydratabbau eingreifen, in den StTRII RNAi Linien ein verändertes 

Keimungsverhalten zur Folge haben. Calystegine besitzen die Eigenschaft, 

pflanzliche Glycosidasen (Kapitel A 1.4.2) und die C. sepium Invertase zu hemmen 

(Höke and Dräger, 2004). Da aber während der Kultivierung der StTRII RNAi Linien 

mit Ausnahme der Linie O keine phänotypischen Auffälligkeiten auftraten, ist davon 

auszugehen, dass der verminderte Calystegin-Gehalt keinen Einfluss auf das 

Pflanzenwachstum, die Keimzeit und Keimungsintensität der Knolle hat. Die Linie O 

produzierte eine geringere Masse an Keimen als die anderen im Calystegin-Gehalt 

reduzierten Linien (Abb. C- 25), zeigte aber keinen weiteren Phänotyp. In anderen 

Studien gelang für A. belladonna auch eine Veränderung des Calystegin-Gehalts, 

ohne dass sich der Phänotyp änderte. In Wurzelkulturen wurde durch Zugabe von 

5 % Saccharose zum Kulturmedium eine Erhöhung des Calystegin-Gehalts 

festgestellt, das synthetische Auxin Indolbuttersäure hingegen verringerte den 

Calystegin-Gehalt (Rothe et al., 2003). Nach Expression der DsTRI in A. belladonna 

Wurzelkulturen wurde der Calystegin-Gehalt um 30-90 % reduziert, gleichzeitig 

erhöhten sich die Tropanalkaloide um das drei- bis fünffache (Richter et al., 2005). 

In folgenden Experimenten müsste untersucht werden, ob es in den StTRII RNAi 

Linien Metabolitenveränderungen des Kohlenhydratstoffwechsels der Keime und 

Knolle gibt. Dazu könnte der Gehalt an Stärke, Saccharose, Glucose und Fructose 

bestimmt werden. Doch die komplexen metabolischen und regulatorischen Prozesse 

bei der Keimung von Kartoffelknollen (Fernie and Willmitzer, 2001; Sonnewald and 

Sonnewald, 2014) lassen die Schlussfolgerung zu, dass Calystegine möglicherweise 

nur einen Teilbaustein in der Regulation dieser Prozesse bei der Keimung 

einnehmen könnten. Die Entstehung eines Keimes wird durch viele Faktoren wie 

durch Umweltverhältnisse, Veränderungen des Primärstoffwechsels und von 

Transkripten, strukturellen Gewebeveränderungen und Pflanzenhormonen 

beeinflusst (Sonnewald and Sonnewald, 2014). 

Richter und Mitarbeiter (2007) untersuchten bei Kartoffelpflanzen mit supprimierter 

Saccharose-Synthase und exprimierter cytosolischer und apoplastischer Invertase 

aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae) die Auswirkungen auf den Gehalt an 

Calysteginen. Invertase katalysiert den Saccharose-Abbau zu Glucose und Fructose, 

die Saccharose-Synthase den reversiblen Abbau von Saccharose zu UDP-Glucose 

und Fructose (Salerno and Curatti, 2003). Dabei wurde festgestellt, dass durch 
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Suppression der Saccharose-Synthase der Calystegin-Gehalt einiger Linien in den 

Keimen, der Schale und den Augen der Knolle anstieg. Auch einige apoplastische 

Invertase-exprimierende Linien zeigten einen erhöhten Calystegin-Gehalt in der 

Wurzel. Die Expression der cytosolischen Invertase führte dagegen zu einem 

stärkeren Rückgang von Calysteginen in der Knollenschale bei Lagerung (Richter et 

al., 2007). In einer anderen Studie zur Expression von Invertase aus S. cerevisiae in 

S. tuberosum wurde eine verzögerte Keimung festgestellt, die mit einem verringerten 

Saccharose-Transport zu den Keimen in Verbindung gebracht wurde (Hajirezaei et 

al., 2003). Da sowohl die Expression von Invertase als auch die Suppression der 

Saccharose-Synthase zu erhöhten Vorkommen von Glucose und zum Teil auch 

Fructose in Kartoffelknollen führen (Sonnewald et al., 1997; Zrenner et al., 1995) und 

Calystegine Hemmstoffe der pflanzlichen Invertase aus C. sepium sind (Höke and 

Dräger, 2004), könnte folgender Zusammenhang spekuliert werden: Ein endogen 

hohes Vorkommen von Calysteginen könnte zur Inhibition der Invertase beitragen 

um die Glucose- und Fructose-Freisetzung aus Saccharose zu regulieren, ein 

erniedrigtes Vorkommen hätte einen vermehrten Abbau von Saccharose zur Folge. 

Um die Theorie der Beteiligung von Calysteginen an einer Invertasehemmung in vivo 

zu prüfen, könnte der Gehalt an Saccharose und reduzierenden Zuckern in den 

Knollen und Keimen der StTRII RNAi Linien bestimmt werden. Als in vitro Vortest 

könnte eine Hemmwirkung der Calystegine auf die S. tuberosum Invertasen geprüft 

werden. 

D 4.2.5 Calystegine bei der Pathogenabwehr 

In S. tuberosum kommen Calystegine besonders in den unterirdischen 

Pflanzenorganen und in jungen Geweben vor (Keiner and Dräger, 2000), die 

besonderen Schutz gegenüber Fraßfeinden und Pathogenen benötigen. In den 

1990er Jahren wurden Untersuchungen zur Aufklärung der Funktion von 

Calysteginen als Abwehrsubstanzen gegen Insekten und deren Larven 

vorgenommen (Dr. B. Dräger, persönliche Kommunikation, unveröffentlicht): In 

Wahlfraßversuchen mit Kartoffelblättern, auf denen eine Calystegin-Lösung oder 

Wasser zur Kontrolle aufgebracht war, wurde das Verhalten folgender Schädlinge 

getestet: Kartoffelkäfer (Leptinotarsa decemlineata), Wanderheuschrecken der 

Gattung Schistocerca, Raupen des Eulenfalters der Gattung Spodoptera und 

Raupen des Tabakschwärmers (Manduca sexta). Eine Präferenz bzw. Abneigung für 

oder gegen die mit Calysteginlösung befeuchteten Blätter konnte bei keinem Insekt 
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festgestellt werden. Wenn nur Calystegin-angereichertes Futter angeboten wurde, 

zeigten die Larven keinerlei Fraßhemmung oder sichtbare Vergiftungen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Oomycet P. infestans als Modellorganismus zur 

Testung einer möglichen Abwehrfunktion von Calysteginen gewählt. P. infestans als 

Erreger der Kraut- und Knollenfäule von S. tuberosum befällt sowohl unterirdische 

als auch oberirdische Organe der Pflanze (Andrivon, 1995) und schien deshalb zur 

Testung von Keimextrakten geeignet. Mit Extrakten von Keimen der stark im 

Calystegin-Gehalt reduzierten StTRII RNAi Linien und Kontrollpflanzen sowie 

Calystegin B2-Lösungen wurde in Sporenkeimungsassays untersucht, ob die 

Auskeimung von P. infestans Sporen inhibiert werden kann. Alle Keimextrakte der 

StTRII RNAi Linien und Kontrollpflanzen hemmten die Auskeimung der Sporen sehr 

stark, wohingegen Calystegin B2 sogar in unphysiologisch hoher Konzentration von 

15 mM keinen Effekt auf die Sporenkeimung zeigte (Abb. C- 22). Diese gleichmäßig 

starke Hemmung der Sporenkeimung aller Extrakte lässt vermuten, dass nicht die 

Calystegine, sondern andere in den Keimen befindliche Substanzen dafür 

verantwortlich sein müssen. Die in S. tuberosum vorkommenden Steroidalkaloide 

α-Solanin und α-Chaconin sind in der Lage, die Sporenkeimung und das Wachstum 

von pathogenen Pilzen, wie Alternaria brassicicola oder Rhizoctonia solani, zu 

hemmen. Dabei wurde ein synergistischer Effekt gezeigt (Fewell and Roddick, 1993). 

Da der höchste Steroidalkaloid-Gehalt in Geweben der Kartoffelpflanze mit hoher 

metabolischer Aktivität, z.B. den Keimen, vorkommt (Barceloux, 2009), ist es 

wahrscheinlich, dass auch die P. infestans-Sporenkeimung in den Kartoffelkeimen 

durch die Steroidalkaloide beeinflusst worden sein kann. Überprüft werden könnte 

diese These durch P. infestans Sporenkeimungsassays mit den Reinsubstanzen 

α-Solanin und α-Chaconin. Aliferis und Mitarbeiter (2012) untersuchten gezielt den 

Metabolitenstoffwechsel von S. tuberosum Keimen nach Infektion mit R. solani. Ein 

vermindertes Vorkommen der Steroidalkaloide α-Solanin und α-Chaconin und ein 

gleichzeitig gehäuftes Vorkommen der weniger toxischen β-und γ-Formen der 

Alkaloide ließen den Schluss zu, dass der Pilz die Zuckerkette der α-Formen 

hydrolysiert. Der progressive Verlauf der Infektion stützte die These, dass R. solani 

β-und γ-Solanin/Chaconin toleriert. Bei der Bestimmung von Calystegin A3 und B2 in 

den infizierten Keimen wurde kein Anstieg der Calystegine nachgewiesen, sodass 

die Beteiligung der Calystegine an Abwehr der Infektion als gering eingeschätzt 

wurde. 
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Ein Ansatz zur Aufklärung der biologischen Funktion von Calysteginen kann auch die 

Beteiligung der Calystegine an einer für die Pflanze förderlichen Rhizosphäre sein. 

Hier könnten schädliche Mikroorganismen durch Calystegin-verstoffwechselnde, für 

die Pflanze nützliche Organismen verdrängt werden. Besonders die jungen Keime 

sind im Boden einer Vielzahl von Mikroorganismen ausgesetzt und müssen 

geschützt werden. Das starke Vorkommen der Calystegine besonders in jungen, 

kurzen Keimen unterstützt diese Vermutung (Abb. C- 6, Abb. C- 11, Keiner and 

Dräger, 2000). Im Boden befällt der Pilz R. solani die Keime, Wurzeln und Stolone 

der Kartoffelpflanze, indem er durch Hydrolyse von Pektinen und Cellulose Poren in 

der Zellwand bildet (Chamoun et al., 2014; Lahlali and Hijri, 2010). Andere 

Mikroorganismen der pflanzlichen Rhizosphäre können das Vorkommen von 

R. solani beeinflussen, wie das Bakterium Bacillus subtillis, welches das Wachstum 

von R. solani inhibiert und das Pflanzenwachstum bei R. solani-Infektion fördert. 

Diese biologische Kontrolle und die Suche nach weiteren förderlichen Organismen 

für das Wachstum von S. tuberosum ist ein neuer Ansatz zur Bekämpfung von 

R. solani-Infektionen (Ghyselinck et al., 2013, Lahlali and Hijri, 2010). 

Rhizobien als für die Kartoffelpflanze förderliche Mikroorganismen sind in der Lage, 

durch ihre Zellwand-Lipopolysaccharide Resistenz zu induzieren und damit 

Nematodeninfektionen der Wurzel zu reduzieren (Reitz et al., 2000). Viele Rhizobien-

Spezies treten gehäuft bei Makronährstoffmangel von Stickstoff, Kalium und 

Phosphor in der Rhizosphere der Wurzel auf. Ursächlich kann dieses gehäufte 

Vorkommen der Spezies durch eine Veränderung der aus der Wurzel abgegebenen 

Metaboliten hervorgerufen sein (Unno et al., 2015). Rhizobium meliloti ist in der 

Lage, Calystegin B2 zu verstoffwechseln und kommt häufig in der Rhizosphäre von 

Pflanzen vor, die Calystegine bilden (Goldmann et al., 1996,	 Tepfer et al., 1988, 

Guntli et al., 1999). So kann die Hypothese aufgestellt werden, dass Calystegin-

produzierende Pflanzen ihre Rhizosphäre mit Mikroorganismen als Symbiosepartner 

bereichern, die einerseits Calystegine als Nährstoffquelle nutzen und andererseits 

pathogene Mikroorganismen verdrängen. Dass Calystegine an die Umgebung 

abgegeben werden, ist durch das Vorhandensein von Calysteginen in Wurzel-

Exsudaten von C. sepium wahrscheinlich (Tepfer et al., 1988). Ein Calystegin-

Transporter ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht identifiziert. 
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D 4.3 Genomische Organisation der Gene für Tropinonreduktasen, 
Putrescin-N-methyltransferasen und Spermidinsynthasen 

Mithilfe der S. tuberosum Genomdatenbank (PGSC, 2011) wurden Untersuchungen 

zur Häufigkeit, zur genomischen Struktur und zur Einordnung der annotierten 

Tropinonreduktase (TR)-, Putrescin-N-methyltransferase (PMT)- und 

Spermidinsynthase (SPDS)-Sequenzen anhand typischer Aminosäure-

Sequenzmotive in die entsprechenden Gruppen der TRs, PMTs und SPDSs 

getroffen. 

Es existieren verschiedene Theorien für die Evolution von neuen, spezialisierten 

Funktionen von Enzymen. Die Neo- und Nonfunktionalisierung beschreibt die 

Genduplikation, bei der die ursprüngliche Kopie des Gens seine Funktion beibehält 

und die zweite Kopie durch Mutation eine neue Funktion hinzugewinnt oder die 

ursprüngliche Funktion gänzlich verliert (Ohno, 1970). Die Subfunktionalisierung 

postuliert die Evolution vom Enzym mit vielen unspezialisierten Funktionen 

(Generalist) zu einem Enzym mit einer spezialisierten Funktion (Spezialist). Die 

Genduplikation tritt entweder vor der Spezialisierung durch Mutation auf (Hughes, 

1994) oder nach der Spezialisierung (Aharoni et al., 2005; Khersonsky et al., 2006).  

Im Genom von S. tuberosum kommen fünf Tropinonreduktase-Sequenzen vor 

(PGSC, 2011, Tab. C- 1), dabei eine TRI-Sequenz (98 % Nukleotidübereinstimmung 

mit StTRI), eine TRII-Sequenz (98 % Nukleotidübereinstimmung mit StTRII) und drei 

weitere TR-Sequenzen mit unbekannter Funktion (TR1, TR, TRh: 66-72 % 

Nukleotidübereinstimmung mit StTRI oder StTRII). TRI und TRII können sich durch 

Genduplikation und Funktionswechsel entwickelt haben. Diese Annahme wird 

gestützt durch die in allen fünf Sequenzen nahezu fast exakten Exon-Längen, die 

übereinstimmenden vier Aminosäuren der katalytischen Tetrade (Filling et al., 2002) 

und die NADPH-Binderegion (Oppermann et al., 2003, Nakajima et al., 1998). Sechs 

und mehr Aminosäure-Unterschiede in der Tropinon-Binderegion (Abb. C- 27, 

Nakajima et al., 1998) lassen vermuten, dass die drei Proteine TR1, TR und TRh 

nicht zwingend in der Lage sein müssen, Tropinon zu binden und umzusetzen. Für 

die Substrat-Bindung in TRI und TRII ist eine umgekehrte Orientierung des 

Tropinons entscheidend (Nakajima et al., 1998). In TRII ist eine konservierte 

Glutaminsäure (E156 in StTRII) für die Interaktion mit dem positiv geladenen 

Stickstoff des Tropinons durch Säure-Base-Interaktion essentiell. In TRI wird die 

gedrehte Orientierung des Tropinons durch Abstoßung des Stickstoffs mit einem 



Diskussion 
 

 107 

positiv geladenen Histidin (H102 in StTRI) gewährleistet (Nakajima et al., 1998). Da 

bei den Proteinsequenzen für TR1, TR und TRh weder die Glutaminsäure, noch das 

Histidin an den für die Fixierung von Tropinon wichtigen Positionen auftritt, ist die 

Wahrscheinlichkeit zur korrekten Bindung von Tropinon zum Erhalt von TRI- oder 

TRII-Aktivität gering. Auch ein als StTR-homolog benanntes Protein aus 

S. tuberosum (AJ400815), das nur in zwei relevanten Aminosäuren (Position 199: 

Glutamin in StTR-homolog/Leucin in StTRI; Position 217: Isoleucin in StTR-

homolog/Phenylalanin in StTRI) der Tropinon-Binderegion zu StTRI verschieden ist, 

katalysiert in vitro die Reduktion von Tropinon nicht (Keiner, 2001). 

Bei der phylogenetischen Analyse gruppierten sich die drei Proteinsequenzen von 

TR1, TR und TRh mit der Variation an der Tropinon-Binderegion evolutionär vor den 

bekannten TRI- und TRII-Sequenzen aus Solanaceae, so dass ein gemeinsames 

Vorläuferprotein mit TRI und TRII postuliert werden kann (Abb. C- 28). Da zwei 

Sequenzen der TR1 auf Chromosom 9 kurz hintereinander vorkommen, ist von einer 

Duplikation des betroffenen Sequenzabschnitts im Genom auszugehen. Auch 

Tropinonreduktase-ähnliche Proteine (TRLs) aus A. thaliana wurden hinsichtlich 

möglicher Abstammung und Funktionalitäten bereits untersucht (Reinhardt, 2014). 

Von insgesamt 16 TRL-Sequenzen sind 12 auf Chromosom 2 kurz nacheinander in 

Tandem angeordnet. Eine TRL auf Chromosom 5 (At5g06060) wird als Vorläufergen 

angesehen, aus denen eine weitere TRL auf Chromosom 2 (At2g29260) durch 

Duplikation entstanden ist und danach sich die anderen TRLs auf Chromosom 2 

durch weitere Duplikationen entwickelt haben (Navarro-Quezada, 2007). Die TRLs 

aus A. thaliana reduzieren in vitro kein Tropinon oder Stickstoff-enthaltende 

Tropinon-Analoga, haben aber ein großes Substratspektrum, denn sie setzten kleine 

lipophile Carbonylverbindungen, Terpene, Flavonoide und Steroide zu den 

entsprechenden Alkoholen um (Reinhardt, 2014; Reinhardt et al., 2014). Die 

Funktion dieser Enzyme für die Pflanze wurde bisher noch nicht aufgeklärt. Eine 

Beteiligung an der Biosynthese von Tropanalkaloiden oder Calysteginen ist 

auszuschließen, da diese in A. thaliana nicht vorkommen (Brock et al., 2006). Ob die 

Proteine TR1, TR und TRh aus S. tuberosum in der Lage sind, Tropinon oder andere 

Substrate mit Carbonylfunktion zu reduzieren, müsste nach Expression und 

Reinigung der rekombinanten Proteine in Enzymassays untersucht werden. 

In der S. tuberosum Genomdatenbank (PGSC, 2011) wurden jeweils zwei 

Sequenzen für PMTs und SPDSs ermittelt. Eine PMT-Nukleotidsequenz (PMT1) ist 
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zu 93 % mit der StPMT identisch, die andere PMT-Sequenz (PMT2) zu 80 %. Die 

Identität auf Nukleotidebene der SPDS-Sequenzen zur StSPDS beträgt 99 % für 

SPDS1 und 87 % für SPDS2 (Tab. C- 1). Das Proteinalignment zeigt, dass alle vier 

Sequenzen die Co-Substrat-Bindestellen (Pósfai et al., 1989; Schluckebier et al., 

1995), die Putrescin-Bindestelle (Malone et al., 1995; Pósfai et al., 1989; 

Schluckebier et al., 1995; Korolev et al., 2002) und auch die vier für PMT und SPDS 

typischen Sequenzmotive (Hashimoto et al., 1998b) gemeinsam haben. Die 

Aminosäuren, die spezifisch den PMTs oder SPDSs zugeordnet werden, sind jeweils 

in den beiden untersuchten PMT- und SPDS-Sequenzen mit nur wenigen 

Unterschieden vorhanden (Suzuki et al., 1999a, Abb. C- 29). Bei der 

phylogenetischen Analyse werden beide PMTs eindeutig in das Cluster der PMTs 

anderer Solanaceae eingruppiert und die beiden SPDSs in das Cluster anderer 

SPDS (Abb. C- 30). Die Überprüfung der Aktivität der rekombinanten Enzyme könnte 

zukünftig durch in vitro Enzymassays mit Putrescin als Substrat bestätigt werden. 

Für die Differenzierung zwischen PMT- und SPDS-Aktivität sind nur wenige 

Aminosäuren verantwortlich. Die A. thaliana SPDS1 (AtSPDS1) ließ sich in vitro 

durch ein bis drei ausgetauschte Aminosäuren der dcSAM-Bindestelle in ein 

bifunktionelles Enzym mit PMT- und SPDS-Doppelaktivität umwandeln. Vier 

ausgetauschte Aminosäuren führten ausschließlich zu PMT-Aktivität ohne SPDS-

Aktivität (Junker et al., 2013). Diese vier relevanten Aminosäuren, bezogen auf 

StSPDS sind folgende: D143, Q118, V146 und L109. In den beiden untersuchten 

SPDS-Sequenzen sind die vier SPDS-spezifischen und in den beiden PMT-

Sequenzen die vier PMT-spezifischen Aminosäuren vorhanden (Abb. C- 29). 

Deshalb kann postuliert werden, dass die SPDS1 und SPDS2 folglich SPDS-Aktivität 

besitzen müssten, die PMT1 und PMT2 demnach PMT-Aktivität. Die Anzahl der 

PMT- und SPDS-Sequenzen in der Kartoffelpflanze wurde bereits von Stenzel und 

Mitarbeitern (2006) durch genomische Southern-Blot Analyse untersucht. Sie ergab 

auch jeweils zwei PMT- und zwei SPDS-Sequenzen, wobei eine SPDS und beide 

PMT-Sequenzen kloniert wurden, eine PMT aber nach der heterologen 

Proteinexpression unlöslich vorlag. Auch für andere Tropanalkaloid- und Calystegin-

produzierende Solanaceae ist das Vorhandensein von mindestens einer PMT- und 

SPDS-Sequenz und die Aktivität der rekombinanten Proteine durch in vitro 

Enzymassays belegt (Teuber et al., 2007). Für N. tabacum wurden sogar drei PMT-

Sequenzen identifiziert (Hashimoto et al., 1998a). 
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Durch die Kenntnis der Position der untersuchten Sequenzen im S. tuberosum 

Genom können sich zukünftig weitere Studien zur Regulation der Gene anschließen. 

Regulationsmechanismen für StPMT, StTRI und StTRII auf Promoter-Ebene sind 

bisher noch unbekannt und können durch Promoter-Bindungsstudien untersucht 

werden. Falls in vitro PMT-Aktivität für beide PMTs nachgewiesen werden kann, 

können gezielt beide Gene einzeln ausgeschaltet werden. Ob die Calystegine als 

Endprodukte der Biosynthese auch dann noch akkumulieren durch die 

Aufrechterhaltung der NMP-Bildung durch die jeweils andere PMT, wäre zu prüfen 

und ein wichtiger Hinweis auf funktionelle Redundanz von 

Sekundärstoffwechselgenen. 
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E 5 Zusammenfassung 

In S. tuberosum ist die Funktion einiger an der Calysteginbiosynthese beteiligter 

Enzyme in vivo noch nicht bestätigt worden. Für mehrere Biosyntheseschritte sind 

die Enzyme auch noch völlig unbekannt, ebenso deren Regulation. Für die 

Tropinonreduktasen StTRI und StTRII wurde der Substratumsatz von Tropinon mit 

den rekombinanten Proteinen in vitro nachgewiesen (Kaiser et al., 2006; Keiner et 

al., 2002), so dass die Tropinonreduktion zu Tropin durch StTRI und zu Pseudotropin 

durch StTRII auch als in vivo Funktion vermutet werden kann. Doch in der 

Kartoffelpflanze kommen weder Tropanalkaloide noch Tropin-abgeleitete Produkte 

wie Tropinester vor. Auch die Funktion der besonders in den Keimen akkumulierten 

Calystegine ist derzeit noch nicht bekannt. 

In dieser Arbeit wurde die Expression der Tropinonreduktasen StTRI und StTRII 

modifiziert und die nachgeschalteten Metaboliten quantifiziert, um die Funktion der 

Enzyme in vivo festzustellen. Das Herabsetzen der StTRII-Expression sollte Pflanzen 

mit einem reduzierten Calystegin-Gehalt liefern, um die Funktion der Calystegine für 

die Pflanze untersuchen zu können. Die Expression des Eingangsenzyms Putrescin-

N-methyltransferase (PMT) in den Sekundärstoffwechsel und die Bestimmung der 

nachfolgenden Metaboliten sollte dazu beitragen, limitierende Schritte der 

Calysteginbiosynthese aufzuklären. 

Die Expression der DsPMT in der Kartoffelpflanze ist gelungen. Erhöhte PMT-

Transkriptmengen und eine gesteigerte Bildung von N-Methylputrescin (NMP) 

wurden detektiert. Der Gehalt anderer Polyamine, wie Putrescin, Spermidin und 

Spermin, veränderte sich nicht. Durch die NMP-Bildung verbrauchtes Putrescin 

wurde zeitgleich neu nachgebildet. Die NMP-Erhöhung setzte sich nicht in den 

weiteren Biosyntheseweg zu den Calysteginen fort. Obwohl Polyamin-Analoga gute 

Kandidatensubstanzen für eine Hemmung von pflanzenpathogenen Pilzen sind, 

beeinflusste der erhöhte NMP-Gehalt in den Blättern von DsPMT exprimierenden 

Linien das Wachstum des Kartoffelpathogens P. infestans nicht.	

Durch die Fütterung von Blättern der StTRI RNAi- und StTRI 

Überexpressionspflanzen mit Tropinon wurde die Funktion der StTRI als Tropin-

bildende Tropinonreduktase in vivo gezeigt. Blätter von StTRI RNAi Linien bildeten 

verminderte, von StTRI Überexpressionslinien vermehrte Tropin-Mengen. 
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Acetyltropin als möglicher Folgemetabolit nach Tropin wurde dabei nicht 

nachgewiesen.	

Cucurbinsäure wurde erstmals in S. tuberosum identifiziert und in den Blättern 

quantifiziert. Obwohl die StTRI verschiedene Jasmonate bei in vitro Enzymassays zu 

Cucurbinsäure-Derivaten reduziert (Dr. N. Reinhardt, MLU Halle-Wittenberg, 

unveröffentlicht), konnte die Beteiligung der StTRI an der Reduktion von 

Jasmonsäure zu Cucurbinsäure in vivo nicht bestätigt werden. Das Vorhandensein 

von geringen Mengen an Cucurbinsäure in Kartoffelblättern lässt aber spekulieren, 

dass es eine andere Reduktase gibt, die möglicherweise auch nur als Nebenaktivität 

die Bildung von Cucurbinsäure aus Jasmonsäure katalysiert.	

Durch Tropinon-Fütterungsexperimente mit Blättern von StTRII RNAi Linien und 

durch Nachweis eines reduzierten Pseudotropin-Gehalts wurde gezeigt, dass die 

StTRII für die Pseudotropinbildung in vivo notwendig ist. Keime der StTRII RNAi 

Linien waren gekennzeichnet durch einen stark reduzierten Calystegin-Gehalt. Die 

Pflanzen zeigten phänotypisch keine Veränderungen mit Ausnahme einer Linie. Weil 

Calystegine als Glycosidase-Inhibitoren in den Kohlenhydratstoffwechsel eingreifen 

könnten, ist zukünftig die Prüfung eines metabolischen Phänotyps in den Keimen 

und der Knolle der StTRII RNAi Linien sinnvoll. Die im Calystegin-Gehalt reduzierten 

StTRII RNAi Linien sind das Werkzeug für die zukünftige Untersuchung der 

Calysteginfunktion.	

Um Hinweise auf die Funktion der Calystegine in S. tuberosum zu erhalten, wurde 

der Einfluss von Calystegin B2 und Keimextrakten von StTRII RNAi Pflanzen mit 

stark reduziertem Calystegin-Gehalt auf die Sporenkeimung von P. infestans 

untersucht. Calystegin B2 beeinflusste die Auskeimung der Sporen nicht. Eine 

Hemmung der Sporenkeimung wurde für Keimextrakte vom Kartoffel-Wildtyp und 

auch der StTRII RNAi Linien festgestellt. Andere Substanzen in den Keimen, z.B. 

α-Solanin und α-Chaconin, sind gute Kandidaten, um deren Einfluss auf die 

P. infestans Sporenkeimung zukünftig zu überprüfen.  

Sequenzen für Tropinonreduktasen, Putrescin-N-methyltransferasen und 

Spermidinsynthasen aus der S. tuberosum Genomdatenbank (PGSC, 2011) wurden 

hinsichtlich Exon-Struktur, Abstammung und typischer Sequenzmotive für die 

jeweiligen Enzymgruppen untersucht. Die nahezu gleichen Exon-Längen der fünf 

TR-Sequenzen weisen auf eine Evolution durch Duplikation und Funktionswechsel 

hin. Alle TR-Proteine zeigten übereinstimmenden Sequenzmotive, aber teils 
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Variationen an der Tropinon-Bindestelle. Phylogenetisch gruppierten sich zwei der 

fünf Sequenzen in die Gruppe von TRI und TRII. Den PMTs und SPDSs sind für die 

jeweilige Enzymgruppe typische Aminosäure-Motive gemeinsam, sie clustern auch 

phylogenetisch in die jeweiligen Gruppen. Die Aktivität der rekombinanten TR-, PMT- 

und SPDS-Proteine könnte zukünftig mittels Enzymassays untersucht werden. Mit 

Hilfe von Promoter-Studien könnten Erkenntnisse zur Regulation der 

Sekundärstoffwechselgene gewonnen werden. 
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F 6 Anhang 

F 6.1 Konstrukte, Primer und Sonden 

F 6.1.1 Konstrukte und transgene Linien  

Tab. F- 1: Konstrukte und transgene Linien 

Konstrukt Linie 
StTRI RNAi A, C, F, H, L, M, N 
StTRII RNAi A, O, T, V, Y 
StTRI ÜE G, R, J, S 
DsPMT Ex B, D, E, J, K 
 

F 6.1.2 Primer für Konstrukte 

Tab. F- 2: Primer für Konstrukte 

Gen 

GenBank-Nr. 

Konstrukt, 

Funktion 

Primer Primersequenz (5´" 3´) Größe 

[bp] 

StTRI 

AJ307584 

RNAi StTRI-RNAi-5 GCTTATCATTTATCTCAAATTGC 343 

StTRI-RNAi-3 caccAGCTATTACTGCTGAAGCTTC

TTC 

Über-

expression 

StTRI-OE-5 caccATGGCAGAATTGAGAGAAAAA

TGG 
799 

StTRI-OE-3 TTAAAACCCACCATTCGCTGTAAA

TCC 

StTRII 

AJ292343 

 

Ganzlängen
gen zur 
Klonierung 
von StTRII 
RNAi 

StTRII-5 ATGGCAGCAGGAAGATGG 786 

StTRII-3 TTAAAAGCCACCATTAGCC 

RNAi StTRII-RNAi-5 GCTTACCACTTATCTGTACTTGC 343 

StTRII-RNAi-3 caccTGCAACAACTGCTGCAAGTTC 

DsPMT 
AJ583514 

Expression DsPMT-OE-5 caccATGGAAGTCTTGTCATC 1039 

DsPMT-OE-3 CTAAGACTCTATCATACTTC 
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F 6.1.3 Primer und Sonden für qRT-PCR 

Tab. F- 3: Primer und Sonden für qRT-PCR 
Primer: MWG Eurofins Operon, Sonden: Universal Probe Library von ROCHE, 
https://lifescience.roche.com 

Gen GenBank-Nr. Primer  
Sonden-Nr. 

Primersequenz (5´"3´) Amplicon 
[bp] Sondensequenz (5´"3´) 

StTRI AJ307584 TRL-RT-5 
TRL-RT-3 
#33 

CTGAAGAAGTTTCAGCAGTAA 
GCCCATATAATTTGGCCTGTAA 

76 

TCCCAGCT 

StTRII 
 

AJ292343 StTRII-Taq-F 
StTRII-Taq-R 
#45 

CAAAGGGGCAATGTTGTCTT 
TTTGGTTGCTCCATAAACAGC 

81 

CTGGGGCT 

StEF1α 
 

AB061263 StEF1α-F 
StEF1α-R 
#162 

CACTGCCCAGGTCATCATC 
GTCAAGCACTGGAGCATATC 

67 

TCCTGGCC 

Phytophthora infestans 
spezifische DNA-Sequenz 
(Eschen-Lippold et al., 
2007; Judelson and 
Tooley, 2000) 

PiO8-3-3-F 
PiO8-3-3-R 
#4 

CGTACGGGCAATGTAGTTCC 
TTTGCACAGTATCACGCAAGT 

 

GGTGTCCA 

StNOX AB050661 StNOX-F 
StNOX-R 
#73 

TCAATGCATAGGTATGAAGGAATC 
TCTCTTCCTAGCTAGAGCATCAAA
T 

70 

GCTGAGGA 
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F 6.2 Vektorenkarten 

F 6.2.1 pENTR™/D-Topo® 

 

Abb. F- 1: Vektorkarte pENTR™/D-Topo®  (Invitrogen) 
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F 6.2.2 pCR®8/GW/Topo® 

 

 
Abb. F- 2: Vektorkarte pCR®8/GW/Topo® (Invitrogen)
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F 6.2.3 pHELLSGATE8 

 
Abb. F- 3: Vektorkarte pHELLSGATE8 

Zur Herstellung der Fragmente für Southern-Blot Analysen wurde der Vektor jeweils 
mit BamHI geschnitten.  
Fragmente:  StTRI RNAi: 1701 bp 

StTRII RNAi: 1701 bp 
 

 
 
Abb. F- 4: Rekombinationskassette pHELLSGATE8  

Schema nach Wesley et al., 2001; Helliwell et al., 2002: RB – right border, 35S – Cauliflower 
Mosaic Virus (Blumenkohlmosaikvirus) 35S-Promoter, att P1/att P2 – attachment sites 
(Gateway®-Rekombinationsstellen), RNAi – RNAi-Konstrukte in sense und antisense 
Orientierung, PDK Intron – Pyruvat Dehydrogenase Kinase (Funktion: Intron), OCS 
Terminator – Octopin Synthase Terminator, Nos-Promoter – Nopalin Synthase Promoter, 
NPTII – Neomycin Phosphotransferase II (Kanamycin-Resistenzgen), Nos Terminator – 
Nopalin Synthase Terminator, LB – left border. 

pHellsgate 12
17681 bp

Right Border

NPT II

Spec Resistance

attR1

attR2

attR2

ccdB

ccdB

attR1

Intron Left Border

CaMV 35S

Nos promoter

Nos terminator

	 pHELLSGATE8 
17485 bp 

BamHI (15275) 

BamHI (492) 
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F 6.2.4 pGWB14 

 
Abb. F- 5: Vektorkarte pGWB14 

Zur Herstellung der Fragmente für Southern-Blot Analysen wurde der Vektor mit den 
angegebenen Restriktionsenzymen geschnitten. 
Fragmente:  StTRI Überexpression (EcoRI): 2361 bp 

DsPMT Expression (SacI, XbaI): 1273 bp 
 

 
 
Abb. F- 6: Rekombinationskassette pGWB14  

Schema nach Nakagawa et al., 2007; RB – right border, Nos Promoter – Nopalin Synthase 
Promoter, NPTII - Neomycin Phosphotransferase II (Kanamycin-Resistenzgen), 35S – 
Cauliflower Mosaic Virus (Blumenkohlmosaikvirus) 35S-Promoter, att R1/attR2 – attachment 
sites (Gateway®-Rekombinationsstellen), GOI – Gene of intrest, 3xHA – Hämagglutinin-Tag, 
Nos-Terminator – Nopalin Synthase Terminator, HPT – Hygromycin-Phosphotransferase 
(Hygromycin-Resistenzgen), LB – left border. 

pGWB14 
17356 bp 

EcoRI (9875) 

EcoRI (6287) 
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F 6.3 Sequenzen für RNAi-Konstrukte in pHELLSGATE8 

F 6.3.1 StTRI 

ATGGCAGAATTGAGAGAAAAATGGAGTCTTAAAGGCACCACTGCACTTGTTACTGGTGGCTC
CAAAGGCATAGGGTACGCTATAGTGGAAGAATTGGCAAATTTTGGAGCAAGAGTATATACAT
GTTCACGTAATGAAAATGAACTTCAAGAATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGGGACTTAAA
GTCGAAGGTTCTGTTTGTGACTTATTATCTCGTACTGAACGTGAAAAACTTATGAAGACTGT
TGAAGATGTATTTGATGGAAAGCTTAATATTCTGGTGAATAATGCAGGAGTGGCAATACATA
AGGAAGCTAAAGATTTCACAAAAGAAGATTACAATATAATTATGGGAACTAATTTTGAAGCT
GCTTATCATTTATCTCAAATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAAAATGGAAATGTTAT
TTTTGTTTCTTCTATTGCTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCTCTTTACTCTGCTTCCA
AAGGTGCAATAAATCAAATGACAAAGAACTTGGCATGTGAATGGGCCAAGGACAATATTCGG
GTCAATTCTGTTGCTCCAGCAGTCATTTTAACCCCACTCGTTGAAACTGCAATTAAGAAAAA
TCCTCAACAAAAAGAAGAAATTGATAGTTTTGTTGTTAAGACTCCTTTGGGCCGGGCCGGAA
AGCCTGAAGAAGCTTCAGCAGTAATAGCTTTTCTTTGCTTCCCAGCTGCTTCTTATATTACG
GGCCAAATTATATGGGCCGATGGTGGATTTACAGCTAATGGTGGGTTTTAA 

Abb. F- 7: StTRI-Nukleotidsequenz (AJ307584, 795 bp, Kaiser et al., 2006) 

Primer zur Amplifikation des StTRI RNAi Fragments (343 bp) wurden ausgehend von der 
StTRI-Nukleotidsequenz designt und sind unterstrichen. Sequenzunterschiede zur StTR-
homologen Sequenz (AJ400815, Abb. F- 8) sind grau markiert. 
 
Primer:  StTRI-RNAi-5: GCTTATCATTTATCTCAAATTGC 
  StTRI-RNAi-3: caccAGCTATTACTGCTGAAGCTTCTTC 
 

F 6.3.2 StTR-homolog 

Da die StTRI-Sequenz (AJ307584) zur Klonierung nicht verfügbar war, wurde ein 
Fragment aus StTR-homolog (AJ400815) mit den anhand der StTRI-Sequenz 
designten Primern (Abb. F- 7) amplifiziert. Dieses wird als StTRI RNAi Fragment 
bezeichnet und ist grau markiert. 
 
ATGGCAGAATTGAGAGAAAAATGGTGTCTTAAAGGCACCACTGCACTTGTTACTGGTGGCTC
CAAAGGCATAGGGTACGCTATAGTGGAAGAATTGGCAAATTTTGGAGCAAGAGTATATACAT
GTTCACGTAATGAAAATGAACTTCAAGAATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGGGACTTAAA
GTCGAAGGTTCTGTTTGTGACTTATTATCTCGTACTGAACGTGAAAAACTTATGAAGACTAT
TGAAGATGTATTTGATGGAAAGCTTAATATTCTGGTGAATAATGCAGGAGTGGCAATACATA
AGGAAGCTAAAGATTTCACAAAAGAAGATTACAATATAATTATGGGAACTAATTTTGAAGCT
GCTTATCATTTATCTCAAATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAAAATGGAAATGTTAT
TTTTGTTTCTTCTATTGCTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCTCTTTACTCTGCTTCCA
AAGGTGCAATAAATCAAATGACAAAGAACTTGGCATGTGAATGGGCCAAGGACAATATTCGG
GTCAATTCTGTTGCTCCAGCAGTCATTTTAACCCCACAAATTGAAACTGCAATTAAGAAAAA
TCCTCAACAAAAAGAAGAAATTGATAGTATTGTTGTTAAGACTCCTTTGGGCCGGGCCGGAA
AGCCCGAAGAGGTTTCAGCAGTAATAGCTTTTCTTTGCTTCCCAGCTGCTTCTTATATTACG
GGCCAAATCATATGGGCCGATGGTGGATTTACAGCTAATGGTGCGTTTTAA 

Abb. F- 8: StTR-homologe Nukleotidsequenz (AJ400815, 795 bp, Keiner, 2001) 

Das mit den anhand der StTRI-Sequenz (Abb. F- 7) designten Primern amplifizierte 
Fragment ist grau markiert. Sequenzunterschiede zur StTRI-Sequenz sind blau markiert. 
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F 6.3.3 StTRII 

ATGGCAGCAGGAAGATGGAATCTTGAAGGCTGCACTGCCCTTGTTACCGGTGGTTCTAGAGG
CATAGGGTATGGGATAGTAGAGGAACTAGCAAGTCTTGGTGCATCAGTTTATACATGTTCAC
GTAATCAAAAGGAGCTTAATGAGTGTTTAACTCAATGGAGAAGTAAAGGTTTTAAAGTTGAA
GCTTCTGTTTGTGATTTATCATCAAGATCTGAAAGAGAGGAGTTTATCAAGAATGTTGCTAA
TCATTTTGATGGAAAACTCAATATTTTGGTTAATAATGCTGGAATTGTCATATACAAAGAAG
CTAAAGATTACACTATGGAAGATTACTCTCTAATTATGAGTATCAACTTTGAGGCTGCTTAC
CACTTATCTGTACTTGCACACCCCTTATTGAAAGCATCACAAAGGGGCAATGTTGTCTTTAT
TTCTTCTATTTCTGGGGCTTCAGCATTACCATATGAAGCTGTTTATGGAGCAACCAAAGGAG
CAATGGATCAACTCACAAGATGCTTAGCGTTTGAATGGGCAAAGGACAATATTCGTGTCAAT
GGTGTTGCACCGGGGGTTATTGCATCTTCTATGGTCGAAATGACTATTCAAGATCCAGAACA
AAAAGAAAATTTGGACAAGTTGATTGATAGATGTGCTTTACATAGAATGGGTGAGCCTAAAG
AACTTGCAGCAGTTGTTGCATTTCTCTGTTTTCCTGCTGCTTCATATGTCACTGGCCAAATT
ATATATGTTGATGGTGGATTTATGGCTAATGGTGGCTTTTAA 

Abb. F- 9: StTRII-Nukleotidsequenz (AJ292343, 786 bp, Keiner et al., 2002) 

Primer zur Amplifikation des StTRII RNAi Fragments sind unterstrichen, das StTRII RNAi 
Fragment (343 bp) ist grau markiert. 
 
Primer  StTRII-RNAi-5: GCTTACCACTTATCTGTACTTGC 
  StTRII-RNAi-3: caccTGCAACAACTGCTGCAAGTTC 
 

F 6.3.4 Nukleotid-Alignment der StTRI RNAi- und StTRII RNAi Fragmente 

StTRI-RNAi  GCTTATCATTTATCTCAAATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAAAATGGAAATGTT60 
StTRII RNAi GCTTACCACTTATCTGTACTTGCACACCCCTTATTGAAAGCATCACAAAGGGGCAATGTT60 
            ***** ** ****** :*.****: * ** ********.**:**:****. **.****** 
 
StTRI-RNAi  ATTTTTGTTTCTTCTATTGCTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCTCTTTACTCTGCT120 
StTRII RNAi GTCTTTATTTCTTCTATTTCTGGGGCTTCAGCATTACCATATGAAGCTGTTTATGGAGCA120 
            .* ***.*********** ****.  *********.**.*.* :: ** ****   :**: 
 
StTRI-RNAi  TCCAAAGGTGCAATAAATCAAATGACAAAGAACTTGGCATGTGAATGGGCCAAGGACAAT180 
StTRII RNAi ACCAAAGGAGCAATGGATCAACTCACAAGATGCTTAGCGTTTGAATGGGCAAAGGACAAT180 
            :*******:*****..*****.* ****..:.***.**.* *********.********* 
 
StTRI-RNAi  ATTCGGGTCAATTCTGTTGCTCCAGCAGTCATTTTAACCCCACAAATTGAAACTGCAATT240 
StTRII RNAi ATTCGTGTCAATGGTGTTGCACCGGGGGTTATTGCATCTTCTATGGTCGAAATGACTATT240 
            ***** ******  ******:**.* .** ***  *:*  *:.:..* ****  .*:*** 
 
StTRI-RNAi  AAGAAAAATCCTCAACAAAAAGAAGAAATTGATAGTATTGTTGTTAAGACTCCTTTGGGC300 
StTRII RNAi CA---AGATCCAGAACAAAAAGAAAATTTGGACAAGTTGATTGATAGATGTGCTTTACAT297 
            .*   *.****: ***********.*::* ** *. :* .***:**..: * ****. .  
 
StTRI-RNAi  CGGGCCGGAAAGCCCGAAGAGGTTTCAGCAGTAATAGCT339 
StTRII RNAi AGAATGGGTGAGCCTAAAGAACTTGCAGCAGTTGTTGCA336 
            .*..  **:.**** .****. ** *******:.*:**: 

Abb. F- 10: Nukleotid-Alignment der StTRI RNAi- und StTRII RNAi Fragmente 

68 % Sequenz-Übereinstimmung. 14 identische, hintereinander stehende Nukleotide sind rot 
markiert. 
*  - identische Nukleotide 
:  - stark konservierte Nukleotide 
.  - schwach konservierte Nukleotide 
 



Anhang 

	 121 

F 6.4 Sequenzen für (Über)expressions-Konstrukte in pGWB14 

F 6.4.1 DsPMT 

Zur Expression der PMT in S. tuberosum wurde die Sequenz der Datura stramonium 
PMT (AJ583514) verwendet. DsPMT und StPMT (AJ605553) zeigen eine 
Übereinstimmung von 91 % auf Nukleotidebene. 
	
ATGGAAGTCTTGTCATCTACCCACACAAATGGCTCTTCCCTCCTTAAAAATGGTGTCATCAC
CATGAACGGCCACCACAATGGCAATTCCGATCACCGGAACGGCGGCACCACTGTTCATGAAA
ATGGCAGAAAGTTATTGGGGAACTCCAACTCTATTAAGCCTGGTTGGTTTTCAGAGTTTAGC
GCCTTATGGCCAGGTGAAGCATTCTCACTGAAAATTGAGAAGTTGCTATTTCAGGGAAAGTC
TGATTACCAAGATGTCATGCTCTTTGAGTCAGCAACTTATGGAAAGGTTCTGACATTGGATG
GAGCAATTCAACACACAGAGAATGGTGGATTTCCATATACTGAAATGATTGTTCATCTCCCA
CTTGGTTCCATCCCTAATCCAAAAAAGGTTTTGATAATTGGTGGAGGAATTGGTTTTACATT
ATTCGAAGTGCTTCGTTATCCTACCGTTGAGAAAATAGACATAGTTGAGATTGATGACGTGG
TGGTTGATGTATCAAGAAAATTTTTCCCCTACCTTGCGGCTAACTTTAATGATCCTCGTGTA
ACTTTGGTTCTCGGTGATGGAGCTGCATTTGTAAAGGCTGCACAAGCAGGGTATTATGACGC
TATTATAGTGGACTCTTCTGATCCTATTGGTCCAGCAAAAGATTTGTTTGAGAGGCCATTTT
TTGAGGCAGTAGCCAAAGCACTTAGACCAGGAGGCGTTGTGTGCACACAGGCTGAAAGCATT
TGGCTTCATATGCATATTATCAAACAAATTATTGCCAATTGTCGTCAAGTCTTTAAGGGTTC
TGTCAACTATGCTTGGACTACTGTTCCTACTTATCCAACTGGTGTAATTGGTTACATGCTGT
GCTCTACTGAGGGACCAGAAGTTGACTTCAAGAATCCAGTGAATCCAATTGACAAAGATGAA
ACTCATGCCAACTCCAAATTAGGACCTTTGAAGTTCTACAACACCGATATTCACAAAGCAGC
TTTCATTTTGCCATCTTTTGCCAGAAGTATGATAGAGTCTTAG 

Abb. F- 11: DsPMT-Nukleotidsequenz (AJ583514, 1035 bp, Teuber et al., 2007) 

Primer zur Amplifikation der full-length DsPMT-Sequenz sind unterstrichen. 
 
Primer   DsPMT-OE-5: caccATGGAAGTCTTGTCATC 
   DsPMT-OE-3: CTAAGACTCTATCATACTTC 
 

F 6.4.2 StTRI, amplifiziert aus Knollen-cDNA 

Zur Überexpression der StTRI in S. tuberosum wurde folgende TRI-Sequenz 
verwendet, die aus Knollen-cDNA von S. tuberosum var. Désirée amplifiziert wurde. 
Sie unterscheidet sich in zwei Nukleotiden und einer Aminosäure (Position 232: hier 
Valin anstelle von Alanin) von der StTRI-Sequenz (Abb. F- 7, Keiner, 2001) und wird 
im Folgenden als StTRI bezeichnet. Sequenzunterschiede sind rot markiert. Das 
StTRI-Protein mit der Aminosäure Valin 232 ist in vitro in der Lage, Tropinon zu 
Tropin zu reduzieren (Dr. N. Reinhardt, MLU Halle-Wittenberg, unveröffentlichte 
Ergebnisse). 
 
ATGGCAGAATTGAGAGAAAAATGGAGTCTTAAAGGCACCACTGCACTTGTTACTGGTGGCTC
CAAAGGCATAGGGTACGCTATAGTGGAAGAATTGGCAAATTTTGGAGCAAGAGTATATACAT
GTTCACGTAATGAAAATGAACTTCAAGAATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGGGACTTAAA
GTCGAAGGTTCTGTTTGTGACTTATTATCTCGTACTGAACGTGAAAAACTTATGAAGACTGT
TGAAGATGTATTTGATGGAAAGCTTAATATTCTGGTGAATAATGCAGGAGTGGCAATACATA
AGGAAGCTAAAGATTTCACAAAAGAAGATTACAATATAATTATGGGAACTAATTTTGAAGCT
GCTTATCATTTATCTCAAATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAAAATGGAAATGTTAT
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TTTTGTTTCTTCTATTGCTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCTCTTTACTCTGCTTCCA
AAGGTGCAATAAATCAAATGACAAAGAACTTGGCATGTGAATGGGCCAAGGACAATATTCGG
GTCAATTCTGTTGCTCCAGCAGTCATTTTAACCCCACTCGTTGAAACTGCAATTAAGAAAAA
TCCTCAACAAAAAGAAGAAATTGATAGTTTTGTTGTTAAGACTCCTTTGGGCCGGGCCGGAA
AGCCTGAAGAAGTTTCAGCAGTAATAGCTTTTCTTTGCTTCCCAGCTGCTTCTTATATTACA
GGCCAAATTATATGGGCCGATGGTGGATTTACAGCTAATGGTGGGTTTTAA 

Abb. F- 12: StTRI-Nukleotidsequenz, amplifiziert aus Knollen-cDNA (795 bp) 

Primer zur Amplifikation der full-length StTRI-Sequenz sind unterstrichen. 
Nukleotidunterschiede zur StTRI-Sequenz (Abb. F- 7, Keiner, 2001) sind grau markiert. 
 
Primer   StTRI-OE-5: caccATGGCAGAATTGAGAGAAAAATGG 
   StTRI-OE-3: TTAAAACCCACCATTCGCTGTAAATCC 
 
MAELREKWSLKGTTALVTGGSKGIGYAIVEELANFGARVYTCSRNENELQECLDIWRKKGLK
VEGSVCDLLSRTEREKLMKTVEDVFDGKLNILVNNAGVAIHKEAKDFTKEDYNIIMGTNFEA
AYHLSQIAYPLLKASQNGNVIFVSSIAGFSALPSLSLYSASKGAINQMTKNLACEWAKDNIR
VNSVAPAVILTPLVETAIKKNPQQKEEIDSFVVKTPLGRAGKPEEVSAVIAFLCFPAASYIT
GQIIWADGGFTANGGF 

Abb. F- 13: StTRI-Aminosäuresequenz 

Die unterschiedliche Aminosäure Valin 232 im Vergleich zur StTRI-Aminosäuresequenz 
(Keiner, 2001) ist grau markiert. 

F 6.5 Southern-Blots 
Southern-Blots zur Darstellung der Integration der folgenden Expressionskonstrukte 
in das Genom von S. tuberosum: Abb. F- 14: DsPMT Ex, Abb. F- 15: StTRI ÜE, Abb. 
F- 16: StTRI RNAi, Abb. F- 17: StTRII RNAi. Genomische DNA wurde aus Blättern 
isoliert und mit den angegebenen Restriktionsenzymen gespalten. Das Gel wurde 
auf eine positiv geladene Nylonmembran geblottet und mit einer α-32P-dATP-
markierten Sonde hybridisiert. Schnittstellen der Restriktionsenzyme zur Herstellung 
der DNA-Fragmente für die jeweiligen Sonden sind in den Vektorkarten von 
pHELLSGATE8 (Abb. F- 3) und pGWB14 markiert (Abb. F- 5).  
	

	
Abb. F- 14: Southern-Blot DsPMT Ex 

Verwendete Restriktionsenzyme zum Verdau der genomischen DNA aus Blättern und zum 
Verdau des Vektors pGWB14 für die Herstellung der α-32P-dATP-markierten Sonde: SacI 
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und XbaI. Der Pfeil markiert die erwartete Bande bei 1273 bp, erkennbar in den Linien: L, M, 
N, P, R, V, Z, CC, GG, KK, OO. Ma-λ-PstI-Marker, WT-Wildtyp, EV-Leervektor.  
	
 

 

 
Abb. F- 15: Southern-Blots StTRI ÜE 

Verwendetes Restriktionsenzym zum Verdau der genomischen DNA aus Blättern und zum 
Verdau des Vektors pGWB14 für die Herstellung der α-32P-dATP-markierten Sonde: EcoRI. 
Der Pfeil markiert die erwartete Bande bei 2361 bp, erkennbar in den Linien: G, K, R, L, J, Q, 
S, A, L1, M, N, O, P. Ma-λ-PstI-Marker, WT-Wildtyp, EV-Leervektor.  
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Abb. F- 16: Southern-Blots StTRI RNAi 

Verwendetes Restriktionsenzym zum Verdau der genomischen DNA aus Blättern und zum 
Verdau des Vektors pHELLSGATE8 für die Herstellung der α-32P-dATP-markierten Sonde: 
BamHI. Der Pfeil markiert die erwartete Bande bei 1701 bp, erkennbar in den Linien: A, A1, 
B, C, F, F1, G, G1, Q, H, H1, K, L, M, N, P, P1, S, Ä1. Ma-λ-PstI-Marker, WT-Wildtyp, EV-
Leervektor. 
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Abb. F- 17: Southern-Blots StTRII RNAi 

Verwendetes Restriktionsenzym zum Verdau der genomischen DNA aus Blättern und zum 
Verdau des Vektors pHELLSGATE8 für die Herstellung der α-32P-dATP-markierten Sonde: 
BamHI. Der Pfeil markiert die erwartete Bande bei 1701 bp, erkennbar in den Linien: A, B, C, 
J, L, M, N, O, T, U, V, X, Y, AA, KK, MM, OO, PP. Ma-λ-PstI-Marker, WT-Wildtyp, EV-
Leervektor. 

F 6.6 Sequenzvergleiche und Phylogenetische Analysen 

F 6.6.1 Nukleotidvergleich von TR-, PMT- und SPDS-Sequenzen 

Tab. F- 4: Nukleotidvergleich TRs, PMTs, SPDSs aus S. tuberosum 

Nukleotidvergleich der TR-, PMT- und SPDS-Sequenzen aus der Datenbank des Potato 
Genome Sequencing Consortiums (PGSC, 2011, TRI - PGSC0003DMG400028221, TR1 - 
PGSC0003DMG402008895, TR - PGSC0003DMG400019196, TRh - 
PGSC0003DMG400020618, TRII - PGSC0003DMG400005974, PMT1 - 
PGSC0003DMG400037026, PMT2 - PGSC0003DMG400036131, SPDS1 - 
PGSC0003DMG400004111, SPDS2 - PGSC0003DMG400024232) mit den TR-, PMT- und 
SPDS-Sequenzen: (A: Keiner, 2001, TRI - AJ307584, TRh - AJ400815, TRII - AJ292343) 
und B: Stenzel et al., 2006, PMT - AJ605553, SPDS - AJ345003). Nukleotid-
Übereinstimmungen >90 % sind rot markiert. 

A PGSC, 2011 Keiner, 2001 
TR1 TRI TR TRh TRII TRI TRh TRII 

Keiner, 
2001 

TRI 69,8 98,5 66,2 66,2 74,3 / / / 
TRh 70,8 98,8 67,8 66,0 73,3 98,6 / / 
TRII 72,0 73,5 67,4 70,5 98,4 74,2 71,8 / 

PGSC, 
2011 

TR1 / / / / /    
TRI 68,0 / / / /    
TR 63,0 61,6 / / /    
TRh 68,3 63,1 62,1 / /    
TRII 70,2 72,1 61,3 65,8 /    
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B  PGSC, 2011 Stenzel et al., 2006 
 PMT1 PMT2 SPDS1 SPDS2 PMT SPDS 

Stenzel et 
al., 2006 

PMT 79,6 93,3 71,1 69,2 / / 
SPDS 69,6 69,0 87,3 99,2 69,1 / 

PGSC, 
2011 

PMT1 / / / /   
PMT2 76,1 / / /   
SPDS1 70,8 69,5 / /   
SPDS2 69,4 68,4 87,3 /   

 

F 6.6.2 Proteinsequenzen zur Erstellung phylogenetischer Bäume 

Tab. F- 5: Accession-Nummern (UniProtKB) der Proteinsequenzen zur Erstellung 
phylogenetischer Bäume mit MEGA6.06 (Tamura et al., 2013) 

Bezeichnung Organismus Accession-Nummer 
(UniProtKB) 

At2g20150 Arabidopsis thaliana Q9ZW03 
At2g29260 Q9ZW12 
At2g29350 Q9ZW18 
At2g29360 Q9ZW19 
At5g06060 Q9LHT0 
AtSPDS1 Q9ZUB3.1 
CoTR Cochlearia officinalis A7DY56 
CoSPDS CAO02391 
DsTRI Datura stramonium P50162 
DsTRII P50163 
DsSPDS1 Q96556.1 
HnTRI Hyoscyamus niger Q96457 
HnTRII P50164 
HnSPDS1 O48658.1 
HsSPDS  Homo sapiens P19623.1 
SdTRII Solanum dulcamara B1VK30 
NtPMT1 Nicotiana tabacum Q42963.1 
StTRI Solanum tuberosum Q9AR59 
StTRII Q6KF77 
StTR (homolog) Q9M3N1 
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F 6.7 Chromatogramme und Massenspektren 

F 6.7.1 GC-MS Chromatogramme und Massenspektren Tropinon und Derivate 

Die Massenspektren für Tropinon, Tropin, Pseudotropin und Acetyltropin 
entsprechen denen der Literaturangaben (Ott et al., 2007; Zayed and Wink, 2004, 
http://webbook.nist.gov/chemistry). Azobenzol diente als interner Gerätestandard. 
	

	
Abb. F- 18: GC-MS Chromatogramm Tropinon-, Tropin- und Pseudotropin-Standard 

Retentionszeiten: Tropinon = 6,09 min, Tropin = 6,25 min, Pseudotropin = 6,57 min, 
Azobenzol = 11,50 min. 
 

	
Abb. F- 19: GC-MS Chromatogramm Acetyltropin-Standard 

Retentionzeit: Acetyltropin = 8,00 min.  
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Abb. F- 20: Massenspektrum Tropinon 

Charakteristische Massenfragmente: 82, 96, 55, 139, 110. 
 

	
Abb. F- 21: Massenspektrum Tropin 

Charakteristische Massenfragmente: 82, 96, 57, 124, 141, 113. 
	

	
Abb. F- 22: Massenspektrum Pseudotropin 

Charakteristische Massenfragmente: 82, 96, 57, 124, 141, 113. 
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Abb. F- 23: Massenspektrum Acetyltropin 

Charakteristische Massenfragmente: 124, 82, 94, 67, 183, 140. 
	

	
Abb. F- 24: GC-MS Chromatogramm Blätter S. tuberosum Wildtyp 

Tropinon-Fütterung für acht Tage. 
	

	
Abb. F- 25: GC-MS Chromatogramm Blätter StTRI RNAi Linie M 

Tropinon-Fütterung für acht Tage. 
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Abb. F- 26: GC-MS Chromatogramm Blätter StTRI Überexpressionslinie R  

Tropinon-Fütterung für acht Tage. 
	

	
Abb. F- 27: GC-MS Chromatogramm Blätter StTRII RNAi Linie O 

Tropinon-Fütterung für acht Tage. 
	

F 6.7.2 GC-MS Chromatogramme und Massenspektren TMS-Calystegine 

Anhand der Massenspektren silylierter Calystegin-Standardsubstanzen für 
Calystegin B2, A3 und B4 (TMS-Derivate) wurden die Calystegine in den Keimen von 
S. tuberosum identifiziert und zugeordnet. Die Massenspektren der TMS-Calystegine 
entsprechen den Literaturangaben (Dräger, 1995; Griffiths et al., 2008; Schimming et 
al., 1998; Scholl et al., 2001). Azobenzol diente als interner Gerätestandard. Die 
Calysteginkonzentration der Proben wurde anhand von Kalibriergeraden mit der 
Standardsubstanz Castanospermin (silyliert, TMS-Derivat) berechnet. 
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Abb. F- 28: GC-MS Chromatogramm für TMS-Calystegine A3, B4 und B2 

Retentionszeiten: Azobenzol = 10,35 min, Calystegin A3 = 11,05 min, Calystegin B4 = 12,35 
min, Calystegin B2 = 14,48 min. 
	

	
Abb. F- 29: Massenspektrum TMS-Calystegin A3 

Charakteristische Massenfragmente: 156, 73, 244, 285.  
	

	
Abb. F- 30: Massenspektrum TMS-Calystegin B4 

Charakteristische Massenfragmente: 217, 73, 147, 244. 
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Abb. F- 31: Massenspektrum TMS-Calystegin B2 

Charakteristische Massenfragmente: 217, 73, 147, 244. 
 

	
Abb. F- 32: GC-MS Chromatogramm TMS-Calystegine S. tuberosum Wildtyp 

	

	
Abb. F- 33: GC-MS Chromatogramm TMS-Calystegine StTRII RNAi Linie O 
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F 6.7.3 HPLC Chromatogramme Polyamine 

	
Abb. F- 34: HPLC Chromatogramm dansylierte Polyamin-Standards 

Retentionszeiten: Putrescin = 6,35 min, N-Methylputrescin = 7,93 min, Spermidin = 10,21 
min, Spermin = 14,40 min. 
 
  

	
Abb. F- 35: HPLC Chromatogramm Blätter S. tuberosum Wildtyp 
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Abb. F- 36: HPLC-Chromatogramm Blätter DsPMT exprimierende Linie K 

F 6.7.4 UPLC-MS/MS Chromatogramme Cucurbinsäure 

	

	
Abb. F- 37: UPLC-MS Chromatogramm Cucurbinsäure-Standard 

Retentionszeit Cucurbinsäure = 9,05 min. 
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Abb. F- 38: MS/MS Spektrum Cucurbinsäure-Standard 

M (Cucurbinsäure) = 211,13 Da.	
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