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Einleitung 1

1. Pflanzliche Pathogenabwehr 

 

Pflanzen sind in ihren natürlichen Ökosystemen einer Vielzahl von potentiellen 

Pathogenen ausgesetzt. Dazu zählen Mikroorganismen wie Pilze, Oomyceten, Bakterien und 

Viren, aber auch Nematoden und Insekten. Um erfolgreich gegen Pathogene bestehen zu 

können, steht Pflanzen ein komplexes Abwehrsystem zur Verfügung, das aus konstitutiv 

vorhandenen und induzierbaren Mechanismen besteht.  

In den meisten Pflanze – Pathogen-Interaktionen stellen die Pflanzen keine Wirte für 

die Pathogenspezies dar, eine Kolonisierung ist nicht möglich (Mysore und Ryu, 2004; 

Thordal-Christensen, 2003; Heath, 2000). Diese Nichtwirtsresistenz beruht einerseits auf 

passiven Barrieren, andererseits auf induzierbaren Mechanismen. Zu den passiven Barrieren 

zählen dauerhaft ausgebildete Strukturen, z. B. Dornen oder Stacheln, Behaarung und die 

Cuticula (Sitte und Strasburger, 1999), außerdem konstitutiv synthetisierte antimikrobielle 

Verbindungen bzw. deren Vorstufen (Osbourn, 1999, 1996; Papadopoulou et al., 1999). Diese 

können z. B. durch Fraßschäden freigesetzt werden. Induzierbare Mechanismen beruhen auf 

der spezifischen Rezeptor-abhängigen Erkennung von Molekülen von Pathogenen                

(P / MAMP = pathogen- / microbe-associated molecular pattern). Zusammen mit den 

passiven Barrieren werden PAMP-vermittelte Abwehrmechanismen als basale Resistenz 

bezeichnet (Sanabria et al., 2008; de Wit, 2007). PAMPs sind in der Regel Oberflächen-

exponiert und nicht im Wirt vorhanden. Außerdem haben sie für das jeweilige Pathogen eine 

lebensnotwendige Funktion. Aus diesen Gründen sind sie hoch konserviert (Sanabria et al., 

2008; Bent und Mackey, 2007; Nürnberger und Lipka, 2005; Nürnberger und Brunner, 2002). 

Als PAMPs wurden unter anderem Lipopolysaccharide (LPS), der Elongationsfaktor EF-Tu 

und Flagellin aus Gram-negativen Bakterien, pilzliches Chitin und eine Transglutaminase aus 

Phytophthora spp. identifiziert (Zipfel und Felix, 2005; Nürnberger et al., 2004). Im Falle der 

Transglutaminase aus Phytophthora spp. ist ein 13 Aminosäuren langes Peptid (Pep-13) für 

die Elicitierung einer Abwehrantwort ausreichend und notwendig (Nürnberger et al., 1994). 

Im bakteriellen Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) wurde ein 18 Aminosäuren langes N-

acetyliertes Peptid aus dem N-Terminus identifiziert  (elf18), das die Abwehr induziert 

(Kunze et al., 2004). 

Die PAMP-induzierte Abwehr ist ein vielschichtiges System. Es kann zu Ionen-

Flüssen über die Zellmembran, der Bildung und Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies 

(oxidative burst), Zellwand-Verstärkungen und Auflagerungen, der Aktivierung von MAPK-

Kaskaden (mitogen activated protein kinase), der Generierung von Salicylsäure (SA)-, 
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Jasmonsäure (JA)-, Ethylen (Et)- und Stickstoffmonoxid (NO)-Signalen, 

Abwehrgenexpression und programmiertem Zelltod kommen (Tsuda et al., 2008; Ryan et al., 

2007; Mysore und Ryu, 2004; Hahlbrock et al., 2003; Dong, 1998). Im Falle der 

Nichtwirtsresistenz reichen die basalen Resistenzmechanismen zur erfolgreichen 

Verteidigung gegen ein attackierendes Pathogen aus (PTI = PAMP-triggered immunity; s. 

Abb. 1).  

Im Laufe der Evolution adaptierten bestimmte Rassen von Pathogenen an die Abwehr 

einzelner Pflanzenspezies und schafften es, diese Form der Resistenz zu brechen. Aus 

Nichtwirts-Pflanzen wurden Wirte. Diese Pathogen-Rassen entwickelten Effektor-Proteine, 

die aktiv in die Wirtszellen geschleust werden und dort eine für die Infektion bzw. 

Multiplikation förderliche oder notwendige Funktion haben. In diesem Falle findet die 

Erkennung des Pathogens auf Pflanzenseite zwar weiterhin statt, allerdings greifen die 

sekretierten Effektoren in die PAMP-vermittelte basale Abwehrantwort ein und schwächen 

diese ab bzw. unterdrücken sie so weit, dass die Ausbildung einer effektiven Resistenz 

unterbunden wird (ETS = effector-triggered susceptibility; s. Abb. 1). Bei Gram-negativen 

Bakterien erfolgt die Sekretion der Effektoren in die Pflanzenzelle über das sogenannte „Typ 

III Sekretions-System“ (TTSS = type III secretion system), das von den Bakterien während 

der Infektion ausgebildet wird und direkt die Pflanzenzelle penetriert (Büttner und Bonas, 

2006, 2003). Im Falle von phytopathogenen Oomyceten konnte die Effektor-Sekretion noch 

nicht im Detail aufgeklärt werden. Bekannt ist, dass sekretierte Effektoren ein konserviertes 

RXLR-Aminosäure-Motiv im N-Terminus tragen, das für den Transport über die 

Wirtsmembran ins Zellinnere nötig ist (Bhattacharjee et al., 2006). (Morgan und Kamoun, 

2007) schlugen ein Modell vor, das Chaperone und ein Translocon einbezieht, wobei nicht 

geklärt ist, ob diese Maschinerie vom attackierenden Oomyceten oder der Wirtspflanze 

stammt. 

Als evolutive Antwort auf die Effektoren von Pathogenen entwickelten bestimmte 

Sorten oder Ökotypen einer Pflanzenart Resistenzgene (R-Gene), die spezifische Effektoren 

„erkennen“ und eine sehr starke Resistenzantwort vermitteln. Es handelt sich bei der R-Gen-

vermittelten Wirts-Pflanzen-Resistenz also um eine rassenspezifische Pathogen-Erkennung 

und Abwehr. Diese beinhaltet die Ausbildung effektiver Resistenz und führt in vielen Fällen 

auch zu lokalem hypersensitiven Zelltod (HR = hypersensitive response; ETI = effector-

triggered immunity; s. Abb. 1).  

Die Erkennung von Effektorproteinen durch R-Proteine erfolgt direkt oder indirekt 

(guard-Hypothese) (Belkhadir et al., 2004; Innes, 2004). Im Falle der indirekten Erkennung 
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überwacht das R-Protein ein pflanzliches Protein, das „Virulenztarget“. Dabei erkennt es 

Effektor-vermittelte molekulare Modifikationen desselben. Effektoren die direkt oder indirekt 

erkannt werden, bezeichnet man als Avirulenzproteine (Avr). Die direkte Interaktion 

zwischen R- und Avr-Proteinen konnte nur in wenigen Fällen gezeigt werden, z. B. in den 

Pathosystemen Reis - Magnaporthe grisea (Pita – Avr-Pita), Arabidopsis - Ralstonia 

solanacearum (RRS1-R – PopP2) und Flachs – Melampsora lini (L5 / L6 – AvrL567) (Jia et 

al., 2000; Deslandes et al., 2003; Dodds et al., 2006).  

Es ist heute allgemein akzeptiert, dass die PAMP-vermittelte Abwehr mit der R-Gen-

vermittelten Resistenz evolutiv in Zusammenhang steht (Bent und Mackey, 2007; Chisholm 

et al., 2006; Jones und Dangl, 2006; Nürnberger und Kemmerling, 2006). Darauf aufbauend 

wird in dynamischer Co-Evolution ein Wechsel zwischen der Entwicklung neuer Effektoren 

auf Pathogenseite (ETS) und neuer R-Gene auf Pflanzenseite (ETI) angenommen (Shan et al., 

2007).  

In Abb. 1 sind die beschriebenen möglichen Ergebnisse von Pflanze – Pathogen-

Interaktionen zusammengefasst.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die PAMP- und R-Gen-vermittelten Resistenzantworten zeigen starke Überlappung, 

wobei nicht ganz klar ist, inwiefern sie sich gleicher Signalwege bedienen (s.o.) oder 

unterschiedliche regulative Mechanismen zugrunde liegen. Bei der R-Gen-abhängigen 

Resistenz werden diese Mechanismen jedoch schneller und stärker aktiviert (Navarro et al., 

2004).  

Nichtwirtsresistenz und R-Gen-vermittelte Resistenz zeigen in einigen Punkten 

regulative Konvergenz. So hat das Protein NHO1 (NONHOST RESISTANCE TO 

PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. PHASEOLICOLA 1) sowohl eine Funktion in der 

Abb. 1. Zick-zack-Schema der 
quantitativen Pflanzenabwehr im 
Zusammenhang mit Pathogen-
Effektoren. 
Details siehe Text.  
Aus (Jones und Dangl, 2006). 
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Nichtwirts-Resistenz gegen P. syringae pv. phaseolicola, als auch in der R-Gen (RPS2, RPS4, 

RPS5, RPM1)-vermittelten Resistenz gegen Pseudomonaden (Lu et al., 2001). EDS1 

(ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1) interagiert in vivo mit PAD4 

(PHYTOALEXIN-DEFICIENT 4) und SAG101 (SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 

101). Die Funktionalität aller drei Proteine ist für die volle Ausbildung der basalen und der R-

Gen-vermittelten Resistenz gegen biotrophe Pathogene (Peronospora parasitica, P. syringae 

pv. tomato DC 3000) nötig (Feys et al., 2005).  

Ein weiterer wichtiger Aspekt der pflanzlichen Pathogenabwehr ist die systemische 

Resistenz SAR (systemic acquired resistance). Dieser induzierte erhöhte Resistenzzustand 

entfaltet seine Wirkung in der gesamten Pflanze und wird nach primärer Infektion mit einem 

Pathogen ausgelöst. Die SAR vermittelt langanhaltende Resistenz gegen verschiedene 

pathogene Organismen (Grant und Lamb, 2006). In Arabidopsis ist die Ausbildung der SAR 

Salicylsäure (SA)-abhängig. Sie akkumuliert lokal und systemisch und hat eine wichtige 

Funktion als Abwehrsignal (Loake und Grant, 2007). Allerdings ist SA selbst nicht das 

mobile systemische Signal. Hinweise, dass es sich bei dem mobilen Signal um eine Lipid-

Verbindung handelt, kommen von Untersuchungen zu dir1 (defective in induced resistance 1; 

putatives Lipid-Transfer-Protein (Maldonado et al., 2002)) und sfd1 (suppressor of fatty acid 

desaturase deficiency 1; putative in den Lipid-Stoffwechsel involvierte Dihydroxyaceton-

Phosphat [DHAP]-Reduktase (Nandi et al., 2004)). Liegt eines der für diese Proteine 

kodierenden Gene mutiert oder ausgeschaltet vor, sind die Pflanzen nicht mehr in der Lage, 

den systemischen Resistenz-Zustand der SAR auszubilden. (Truman et al., 2007) schlugen ein 

Modell vor, in dem Jasmonsäure (JA) eine frühe Rolle in der Ausbildung der SAR in 

systemischen Geweben zukommt. Die Autoren zeigten, dass in Arabidopsis noch vor der 

Akkumulation von SA JA transient akkumuliert, den SAR-Zustand induziert und SA diesen 

dann manifestiert. Neben SA stellt JA ein weiteres wichtiges Abwehrsignal in Pflanzen dar 

(Wasternack, 2007). 

Entscheidend für die Ausbildung der SAR ist NPR1 (NON-EXPRESSOR OF PR1). 

Im nicht-induzierten Zustand liegt es als Oligomer im Cytosol vor, bedingt durch 

intermolekulare Disulfid-Brücken. Nach SA-vermittelter transienter Erhöhung des zellulären 

Reduktionspotentials und damit einhergehender Reduktion der Disulfid-Brücken, geht NPR1 

in den monomeren Zustand über und wandert in den Zellkern. Hier induziert dann die direkte 

Bindung an TGA (TGACG-MOTIF BINDING FACTOR)-Transkriptionsfaktoren die PR-

Gen-Expression (Fobert und Despres, 2005; Mou et al., 2003; Despres et al., 2003). In diesem 

Zusammenhang konnte NIMIN1 (NIM1 [NON-INDUCIBLE IMMUNITY]-INTERACTING 
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1) als ein negativer Regulator der PR1-Expression identifiziert werden. (Weigel et al., 2005) 

schlagen ein Modell vor, indem NIMIN1 zusammen mit NPR1 und einem TGA-Faktor einen 

ternären Komplex bildet, der an den PR1-Promoter bindet, so die Genexpression induziert 

und NIMIN1 durch negative Modulation diese fein reguliert. Unterhalb von NPR1 wirken 

WRKY-Transkriptionsfaktoren, die sowohl positive, als auch negative regulative Wirkung 

auf die SA-abhängige NPR1-vermittelte Genexpression zeigen, also eine Funktion als 

Aktivatoren oder Repressoren  haben (Wang et al., 2006).  

Neben der SAR stellt die sogenannte induced systemic resistance (ISR) eine weitere 

Form der induzierten Resistenz dar. Sie wird durch Kolonisierung mit nicht-pathogenen 

Rhizobakterien induziert und ist ebenfalls von NPR1 abhängig. Jedoch basiert die ISR-

Induktion auf JA / Et-Signalen und nicht auf SA (Pieterse et al., 2001, 1998). NPR1 stellt 

demnach den regulativen Knotenpunkt zwischen beiden Antworten dar. 

 

1.1. Salicylsäure, Jasmonsäure und ihre Derivate als Signale der Pathogenabwehr 

 

SA kann in Pflanzen über zwei Wege synthetisiert werden, den Isochorismat (IC)-Weg 

und den Phenylpropanoid-Weg (Abb. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2. SA-Synthese in 
Pflanzen. 
Details siehe Text. 
Verändert nach (Wildermuth 

et al., 2001). 
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Die Pathogen-induzierte SA-Akkumulation beruht dabei auf der Aktivität der 

plastidären Isochorismat-Synthase 1 (ICS1 / SID2 [SA INDUCTION-DEFICIENT 2]), die 

den ersten Schritt des IC-Syntheseweges vollführt. Dabei wird aus dem Shikimat-Weg 

stammendes Chorismat zu Isochorismat umgesetzt, welches im folgenden Schritt vermutlich 

durch eine Isochorismat-Pyruvate Lyase (PL) zu freier SA metabolisiert wird (Strawn et al., 

2007; Wildermuth et al., 2001).  

Der größte Teil der akkumulierenden freien SA wird durch Aktivität der UDP-

Glucosyltransferase (UGT) zum SA-2-O-β-D-Glucosid (SAG) umgesetzt (Dean et al., 2005). 

Auch SA-Aminosäurekonjugaten und dem flüchtigen Ester Methyl-Salicylat (MeSA) wird 

eine Rolle in der Pathogenabwehr zugesprochen (Loake und Grant, 2007). In Tabak 

akkumulieren MeSA und SA nach Pathogen-Behandlung (TMV) lokal und systemisch. Dabei 

geht die MeSA-Akkumulation der SA-Akkumulation voran (Seskar et al., 1998). Die 

Umwandlung von MeSA zu SA geschieht dabei wahrscheinlich durch SABP2 (SALICYLIC 

ACID BINDING PROTEIN 2). Dieses cytosolische Protein bindet MeSA mit hoher Affinität 

und zeigt spezifisch SA-Methylesterase-Aktivität (Forouhar et al., 2005). Das Silencing von 

SABP2 und der damit verbundene Verlust der MeSA-Esterase-Aktivität führt zu 

abgeschwächter lokaler Resistenz gegen TMV und verhindert die SAR-Ausbildung (Kumar 

und Klessig, 2003). 

Eine detailliertere Analyse der SA-Signaltransduktion wurde mit Pflanzen, deren SA-

Akkumulationsfähigkeit durch Expression des NahG-Gens inhibiert ist, sowie 

Mutantenstudien durchgeführt. Das NahG-Gen kodiert für eine Salicylat-Hydroxylase aus 

Pseudomonas putida. Es katalysiert die Umsetzung von SA zu inaktivem Catechol. NahG-

exprimierende Pflanzen erwiesen sich als suszeptibler gegenüber Viren, Bakterien und Pilzen 

und sind nicht mehr in der Lage, die SAR auszubilden (Delaney et al., 1994; Gaffney et al., 

1993). In Mutantenstudien erwiesen sich beispielsweise EDS1 (putative Triacylglycerol-

Lipase), PAD4 (putative Triacylglycerol-Lipase) und NDR1 (NON-RACE-SPECIFIC 

DISEASE RESISTANCE 1; Transmembran-Protein) als notwendig für die transkriptionelle 

Aktivierung von EDS5, einem MATE-Transporter, dessen Expression der SA-Akkumulation 

und PR1-Expression vorgeschaltet ist (Nawrath et al., 2002). Diesen Vorgängen übergeordnet 

agieren CPR1 / -5 / -6 (CONSTITUTIVE EXPRESSOR OF PR 1 / 5 / 6) in der 

Signaltransduktion, cpr-Mutanten akkumulieren konstitutiv SA und zeigen Zwergwuchs 

(Jirage et al., 2001). Insgesamt betrachtet ergibt sich somit ein komplexes in das SA-Signal 

involviertes regulatives Netzwerk mit Verknüpfung der einzelnen Signalwege (Glazebrook, 

2001). 
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JA ist ein Produkt des komplexen Oxylipinweges in Pflanzen (Abb. 3) (Wasternack, 

2007; Rosahl und Feussner, 2004; Feussner und Wasternack, 2002). Die Synthese beginnt mit 

α-Linolensäure (α-LeA; 18:3) im Chloroplasten, die durch Lipase-Aktivität aus Membranen 

freigesetzt wird. Zur Zeit können drei Vertreter Lipid-hydrolysierender Enzyme mit der JA-

Biosynthese in Verbindung gebracht werden: die Wund-induzierte Phospholipase A2, die 

Blüten-assoziierte Phospholipase A1 (DAD1: DEFECTIVE IN ANTHER DEHISCENCE 1), 

sowie das DAD1-Homolog DGL (DONGLE) (Narvaez-Vasquez et al., 1999; Ishiguro et al., 

2001; Hyun et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Den ersten Schritt des Oxylipinwegs katalysiert die 13-Lipoxygenase (13-LOX) durch 

Einfügen molekularen Sauerstoffs an Kohlenstoff-Position 13 der α-LeA. Dabei entsteht das 

korrespondierende Hydroperoxid (13S)-Hydroperoxyoctadecatriensäure (13-HPOT). Nach 

13-Allenoxidsynthase (13-AOS)-vermittelter Reaktion zum instabilen Allenoxid (12,13-

Epoxyoctadecatriensäure), wird dieses durch die Allenoxidcyclase (AOC) zu (9S,13S)-12-
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Oxophytodiensäure (OPDA) zyklisiert. Die folgenden Schritte finden in den Peroxisomen 

statt, wobei der genaue Transportmechanismus von OPDA nicht bekannt ist. Wahrscheinlich 

geschieht die aktive Aufnahme in die Peroxisomen durch PXA1 (PEROXISOMAL ABC-

TRANSPORTER 1) (Zolman et al., 2001). Ein anderes Modell schlägt neben der PXA1-

vermittelten Aufnahme auch eine passive Route mittels ion-trapping vor (Theodoulou et al., 

2005). Die letzten Schritte involvieren neben der OPR3 (OPDA-REDUCTASE 3) (Schaller et 

al., 2000) auch drei Runden β-Oxidation, die letztendlich JA bilden. Die Aktivierung des 

OPR3-Reaktionsproduktes OPC-8:0 (3-Oxo-2-(2’-[Z]-Pentenyl)-Cyclopentan-1-Octansäure) 

für die β-Oxidation erfolgt durch das Acyl-aktivierende Enzym OPCL1 (OPC-8:0-COA 

LIGASE 1) (Koo et al., 2006). Die beteiligten Enzyme sind ACX (ACYL-COENZYME A 

OXIDASE), MFP (MULTIFUNCTIONAL PROTEIN [2-TRANS-ENOYL-COA 

HYDRATASE und L-3-HYDROXYACYL-COA DEHYDROGENASE]) und KAT (L-3-

KETOACYL-COA THIOLASE) (Li et al., 2005; Castillo et al., 2004).  

JA selbst kann eine Reihe von Modifikationen erfahren, denen eine Vielzahl von 

unterschiedlichen Funktionen zugeordnet werden kann (Wasternack, 2007). Hier soll nur auf 

den JA-Methylester (JAME) und das JA-Isoleucin-Konjugat (JA-Ile) eingegangen werden. In 

Arabidopsis katalysiert das Enzym JMT (JA-CARBOXYLMETHYL TRANSFERASE) die 

Bildung von JAME aus JA (Seo et al., 2001). Die Expression des JMT-Gens ist lokal und 

systemisch wundresponsiv, sowie durch JAME selbst induzierbar. JMT-

Überexpressionslinien zeigen konstitutive JA-Markergen-Transkriptakkumulation, erhöhten 

JAME-Gehalt im Vergleich zu den Kontrollen, jedoch unveränderten JA-Gehalt und erhöhte 

Resistenz gegen das nekrotrophe Pathogen Botrytis cinerea. Daraus folgend schlagen die 

Autoren eine Rolle als interzelluläres Abwehrsignal bzw. volatiles Signal zur Kommunikation 

zwischen benachbarten Pflanzen für JAME vor (Seo et al., 2001).  

JA-Ile ist das Produkt von JAR1 (JA-RESISTANT 1), einer JA-Aminosäure-Konjugat 

Synthase. jar1-Mutanten sind JA-insensitiv, das heißt sie zeigen keine Wurzelwachstums-

Inhibition bei JA-Behandlung. Nur bei JA-Ile-Gabe selbst kommt es, wie im Wildtyp, zu 

verkürzten Wurzeln. Desweiteren ist in jar1 die Expression JA-responsiver Gene stark 

herabgesetzt, sowie eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber Pythium irregulare gegeben 

(Staswick und Tiryaki, 2004; Staswick et al., 1998). In diesem Zusammenhang wurde das 

Tabak (Nicotiana attenuata)-Homolog JAR4 als notwendig für die Abwehr gegen Manduca 

sexta beschrieben (Kang et al., 2006). Diese Daten zeigen, dass das JA-Ile-Konjugat eine 

wichtige Funktion in der JA-Signaltransduktion hat.  
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Eine entscheidende Rolle fällt JA-Ile in der transkriptionellen Aktivierung JA-

responsiver Gene zu. In diesem Modell aus Arabidopsis ist AtCOI1 (CORONATINE-

INSENSITIVE 1) von großer Bedeutung, dass für ein F-Box-Protein kodiert. F-Box-Proteine 

binden spezifisch regulatorische Proteine, um sie dem Ubiquitin-Proteasom-vermittelten 

Proteinabbau zuzuführen. Tatsächlich wurde COI1 als Bestandteil des SCFCOI1-Ubiquitin-

Ligase-Komplexes identifiziert (Xu et al., 2002) und repräsentiert einen zentralen positiven 

Regulator des JA-Signals (Li et al., 2004). Kürzlich wurde gezeigt, dass JAZ-Repressoren 

(JA-ZIM-DOMAIN) direkt an den Transkriptionsfaktor JA-responsiver Gene (MYC2) binden 

und so deren Transkription inhibieren. Akkumuliert die Pflanze allerdings JA-Ile, induziert 

dieses die Bindung von COI1 an die JAZ-Proteine und dadurch deren Poly-Ubiquitinierung 

und Proteasom-abhängigen Abbau. Daraus resultierend ist MYC2 frei und induziert die 

Transkription wundinduzierter Gene (Thines et al., 2007; Chini et al., 2007; Staswick, 2008). 

Wie JA-Ile die Interaktion von COI1 und JAZ vermittelt, war bislang ungeklärt. (Katsir et al., 

2008) veröffentlichten starke Hinweise aus Tomate darauf, dass JA-Ile direkt an COI1 bindet 

und so wiederum dessen Bindung an JAZ-Proteine induziert. Die Ergebnisse der Autoren 

schließen eine enzymatische Modifikation von COI1 (induziert durch JA-Ile), die eine 

Bindung an JAZ-Proteine ermöglicht, weitgehend aus. Auch ein Zusammenhang zwischen 

dem SCFCOI1-Ubiquitin-Ligase-Komplex und dem COP9-Signalosom (CSN) wurde 

beschrieben. (Feng et al., 2003) zeigten einerseits die direkte Assoziation beider Komplexe, 

andererseits dass die Expression COI1-abhängiger JA-responsiver Gene ein funktionales CSN 

benötigt. SCFCOI1-Ubiquitin-Ligase-Komplex und CSN scheinen also entscheidende Funktion 

auf post-transkriptioneller Ebene in der Modulation des JA-Signals zu haben. 

 

1.2. Weitere Routen und Produkte des Oxylipinweges 

 

Generell betrachtet lässt sich der Oxylipinweg in zwei Hauptrouten unterteilen, den 9- 

und den 13-Lipoxygenaseweg. Ausgangssubstrate können in beiden Fällen α-Linolsäure und 

α-Linolensäure sein. Im ersten Schritt wird molekularer Sauerstoff entweder an 

Kohlenstoffatom 9 oder 13 eingefügt, so dass die korrespondierenden 9- und 13-

Hydroperoxide resultieren (vgl. 1.2; JA-Synthese). Diese sind wiederum Ausganspunkte für 

individuelle Seitenwege (Abb. 3). Im AOS-Weg werden Jasmonate (13-LOX-Weg; s.o.), 

sowie α- und γ-Ketole (9-LOX-Weg) synthetisiert, im Reduktase-Weg Hydroxy-PUFAs 

(polyunsaturated fatty acid), im LOX-Weg Keto-PUFAs, im HPL (HYDROPEROXID 

LYASE)-Weg Aldehyde und Oxo-Fettsäuren, im DES (DIVINYLETHER SYNTHASE)-
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Weg Divinylether, im Peroxygenase- und EAS (EPOXY-ALKOHOL SYNTHASE)-Weg 

Epoxyhydroxy- und Trihydroxy-PUFAs (Wasternack, 2007; Rosahl und Feussner, 2004; 

Feussner und Wasternack, 2002). 

Im Folgenden soll in einigen Beispielen näher auf einzelne Oxylipine und ihre 

Funktion eingegangen werden. Die in vivo im 9AOS-Weg (AOS3) synthetisierten α-Ketole 

konnten, genau wie das Enzym selbst, in den unterirdischen Organen von Kartoffelpflanzen 

(Knollen, treibende Knollenaugen, Wurzeln, Stolone) nachgewiesen werden (Stumpe et al., 

2006). Ihre genaue Funktion ist noch ungeklärt.  

Die Produkte der 9DES, die Divinylether Colnel- und Colnelensäure (Itoh und Howe, 

2001; Stumpe et al., 2001), akkumulieren nach Pathogen- und Elicitorbehandlung (Weber et 

al., 1999; Göbel et al., 2001). Sie sind in vitro direkt antimikrobiell wirksam durch stark 

inhibitorische Wirkung auf die Sporenkeimung, z.B. im Fall von zwei Phytophthora-Arten 

und Botrytis cinerea (Prost et al., 2005; Weber et al., 1999). Außerdem führt in Gerste die 

exogene Applikation von Colnelensäure lokal und systemisch zu erhöhter Resistenz gegen 

Blumeria graminis f.sp. hordei (Cowley und Walters, 2005). Neben der antimikrobiellen 

Wirkung kann hier eine Signalfunktion nicht ausgeschlossen werden. In Kartoffelpflanzen, 

deren 9DES-Akkumulation herabgesetzt ist, konnte jedoch kein Effekt auf die Infektion mit 

P. infestans festgestellt werden (Eschen-Lippold et al., 2007, 2004).  

Ein Produkt des HPL-Weges ist 12-Oxo-Dodecensäure (Traumatin). Dieser Metabolit 

ist seit langem als Wund-induziertes Signal bekannt (English et al., 1939). Andere 

Reaktionsprodukte sind die C6-Volatile, die für den jeweiligen Pflanzengeruch und 

beispielsweise auch den Geruch frisch gemähten Rasens verantwortlich sind. Die jeweilige 

Volatil-Komposition ist Spezies-spezifisch (Hatanaka et al., 1987). In weiteren Arbeiten 

konnte gezeigt werden, dass ein weiteres Reaktionsprodukt, Trans-2-Hexenal, die Expression 

von Abwehrgenen (Phenylpropanoid-Synthesegene, LOX-Reaktionsweg) induziert. Dieser 

Effekt ist sehr spezifisch, da erstens strukturverwandte Moleküle diesen Effekt nicht zeigen 

und zweitens nur die oben genannten Gene in ihrer Expression induziert werden und nicht 

etwa weitere Abwehrgene wie z.B. PR1 (SA-Markergen) oder Thionin2-1 (JA-Markergen) 

(Bate und Rothstein, 1998). In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die Applikation 

von C6-Aldehyden und Alkoholen sich negativ auf die Blattlaus-Populationsdichte auf 

Tomate und Tabak auswirkt (Hildebrand et al., 1993), bzw. antisense-HPL Kartoffelpflanzen 

eine erhöhte Blattlaus-Populationsdichte zeigen (Vancanneyt et al., 2001). Korrelative Daten 

aus dem Pathosystem Mandel – Aspergillus carbonarius deuten darauf hin, dass HPL-

Produkte für die Abwehrantwort auf Pflanzenseite von Bedeutung sind. So zeigen junge 
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Mandelsamen mit hoher 9LOX- und HPL-Aktivität eine starke Resistenz, reife Samen mit 

deutlich herabgesetzter Aktivität sind dagegen suszeptibel (Mita et al., 2007). Auch in 

anderen Beispielen zeigt sich, dass der 9LOX-Weg in verschiedenen Pathosystemen von 

Bedeutung zu sein scheint. So konnte erstmalig in Tabak gezeigt werden, dass die Expression 

eines 9LOX-antisense-Konstruktes zum Bruch der Resistenz gegen Phytophthora parasitica 

var. nicotianae und zur erhöhten Suszeptibilität gegen Rhizoctonia solani führt (Rance et al., 

1998). Auch im Pathosystem Mais – Nematoden (Meloidogyne incognita) hat das Silencing 

einer 9-Lipoxygenase eine erhöhte Suszeptibilität zur Folge (Gao et al., 2008). In der 

Interaktion zwischen Baumwolle und Xanthomonas campestris pv. malvacearum konnte in 

diesem Zusammenhang eine starke Induktion einer 9LOX nach Behandlung mit einem 

avirulenten Stamm gezeigt werden, die bei Behandlung mit virulenten Bakterien stark 

unterdrückt wurde (Marmey et al., 2007). Im Gegensatz dazu sind für verschiedene pilzliche 

Pathogene die Produkte des 9LOX-Weges als Suszeptibilität-vermittelnde Faktoren in Mais 

beschrieben (Gao et al., 2007; Isakeit et al., 2007).  

Eine weitere mögliche Funktion des 9LOX-Weges könnte eine gezielte Kanalisierung 

schädlicher oxidativer Energie in einen kontrollierten Mechanismus während biotischem und 

abiotischem Stress darstellen (Mueller, 2004). Auf diese Weise hätten Pflanzen die 

Möglichkeit, unkontrollierte Radikal-vermittelte Lipidperoxidation mit einhergehender 

unnötiger Membranschädigung zu vermeiden. In diesem Zusammenhang sind Phytoprostane 

von Bedeutung. Diese Metabolite sind strukturell mit OPDA verwandt und entstehen durch 

Radikal-vermittelte Lipidperoxidation. Sie induzieren in Arabidopsis während oxidativen 

Stresses die Expression einer Reihe von Detoxifikations-Enzymen (Loeffler et al., 2005). 

Diese Induktion wird durch TGA-Transkriptionsfaktoren vermittelt (Mueller et al., 2008). 

Andererseits verrichten sie selbst, wie auch andere Lipidperoxidations-Produkte, Schaden an 

Proteinen. Die Phytoprostan-vermittelte Regulation mit Schadwirkung auf der einen Seite und 

Signalgenerierung auf der anderen Seite könnte zusammen mit der 9LOX-Aktivität die 

pflanzliche Abwehr- bzw. Detoxifikations-Antwort während biotischem und abiotischem 

Stress fein regulieren. 

 

1.3. Das komplexe Zusammenspiel pflanzlicher Hormone in der Pathogenabwehr 

 

Traditionell betrachtet wird der SA primär eine Rolle in der Resistenz gegen biotrophe 

Pathogene zugeschrieben, die Abwehr nekrotropher Pathogene und herbivorer Insekten auf 

der anderen Seite basiert dabei auf JA- / Et-Signalen. In diesem Modell wird vielfach eine 
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antagonistische Wirkung zwischen SA und JA / Et beschrieben. Neue Ergebnisse zeigen, dass 

dieses einfache Modell zwar oft richtig ist, jedoch scheint das hormonelle Zusammenspiel 

während der Pathogenabwehr deutlich komplexer zu sein und mehr Teilnehmer zu haben, als 

bisher angenommen. So wird neben Abscisinsäure (ABA) auch Auxin, Brassinoliden (BL), 

Cytokininen und Gibberellinsäure (GA) Abwehr-modulierende Funktion zugeschrieben. Auch 

synergistische Wirkung zwischen SA und JA / Et wurde beschrieben (Robert-Seilaniantz et 

al., 2007; Loake und Grant, 2007; Lorenzo und Solano, 2005; Beckers und Spoel, 2006). 

Beispielsweise zeigten (Truman et al., 2007) eine frühe Funktion der JA während der 

Ausbildung der SAR in Arabidopsis.  

Bezüglich der Komplexität der hormonellen Signalgebung wurde in Arabidopsis 

gezeigt, dass ABA-Applikation die Expression JA-regulierter Abwehrgene unterdrückt bzw. 

im Gegenbeispiel ABA-defiziente Pflanzen eine erhöhte Resistenz gegen den nekrotrophen 

Pilz Fusarium oxysporum zeigen (Anderson et al., 2004). Im Pathosystem Arabidopsis - 

Xanthomonas campestris pv. campestris konnte mit virulenten Bakterien gezeigt werden, dass 

SA, JA, Et und Auxin akkumulieren. Ihr Zusammenspiel reguliert die Ausprägung der 

Krankheitssymptome (O'Donnell et al., 2003). Desweiteren kann auch von Pathogenen selbst 

der pflanzliche Hormonhaushalt dereguliert werden, um bestimmte Abwehrantworten zu 

unterdrücken und eine erfolgreiche Kolonisierung zu ermöglichen. Mit Pseudomonas 

syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000) inokulierte Arabidopsis-Pflanzen akkumulieren 

neben SA und JA auch Auxin und ABA (Schmelz et al., 2003). Dabei zeigten Microarray-

Analysen, dass in der Interaktion mit Wildtyp-Bakterien spezifisch Gene der ABA-Synthese, 

sowie ABA-responsive Gene exprimiert werden. Bakterien mit defektem TTSS (hrpA
-) 

induzierten diese Antwort nicht. Dieser Mechanismus scheint Effektor-vermittelt zu sein und 

könnte eine Rolle für die Virulenz des Pathogens bzw. die Krankheitsentwicklung spielen (de 

Torres-Zabala et al., 2007). Auch in den Pathosystemen Paprika – Xanthomonas campestris 

pv. vesicatoria und Arabidopsis – Plasmodiophora brassicae konnte eine Rolle weiterer 

Phytohormone gezeigt werden. Im ersten Fall für Auxin (Marois et al., 2002), im zweiten Fall 

für Auxin und Cytokinin (Siemens et al., 2006). GA und BL wird ebenfalls eine Rolle in der 

pflanzlichen Pathogenabwehr zugesprochen. Es ist jedoch anzumerken, dass die genaue 

Funktion von Auxin, ABA, Cytokinin, GA und BL in der Pathogen-Abwehr in vielen Fällen 

noch nicht detailliert bekannt ist. Erschwert wird die Analyse der komplexen 

Zusammenhänge dadurch, dass viele Pathogene in der Lage sind, selbst Phytohormone bzw. 

verwandte Metabolite zu synthetisieren und so in den Pflanzen-Hormonhaushalt eingreifen 

(Robert-Seilaniantz et al., 2007). Das bekannteste Beispiel hierfür ist Coronatin, ein von 
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Pseudomonas syringae synthetisiertes JA-Analog. Es dient als Virulenzfaktor, der während 

der Infektion die SA-vermittelte Abwehrantwort unterdrückt und so eine erfolgreiche 

Infektion ermöglicht (Block et al., 2005; Brooks et al., 2005). In Tomate vermittelt Coronatin 

eine Induktion der Expression von JA- und Et-Synthese-Enzymen, sowie JA- und Auxin-

induzierter Gene (Uppalapati et al., 2005). Coronatin hat auch eine entscheidende Funktion 

für das Eindringen von Pseudomonaden in die Blätter von Arabidopsis. (Melotto et al., 2006) 

zeigten, dass eine PAMP-vermittelte Schließung der Stomata Teil der basalen 

Resistenzantwort ist. Die Autoren zeigten auch, dass von virulenten Pseudomonaden 

stammendes Coronatin ca. drei Stunden nach der Stomata-Schließung diese spezifisch wieder 

öffnet und demnach das pflanzliche ABA-Signal zur Schließung der Stomata unterdrückt. 

In Abb. 4 ist ein Modell dargestellt, welches das mögliche komplexe Zusammenspiel 

verschiedener Phytohormone während der Pathogenabwehr bzw. Pflanze-Pathogen-

Interaktionen aufzeigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Die Rolle der Sekretion während der Pathogenabwehr 

 

Das Pflanzen-Endomembransystem, bestehend aus Endoplasmatischem Reticulum 

(ER), Golgi-Apparat und der Vakuole, sowie die Plasmamembran an der Zellperipherie,  

stehen durch stetigen sekretorischen Vesikeltransport untereinander in Verbindung. Diese 

Abb. 4. Mögliche Interaktionen 
zwischen Hormon-Signalwegen 
während Pflanze-Pathogen-
Interaktionen. 
+: positiver Effekt; -: negativer 
Effekt; ABA: Abscisinsäure; 
BL: Brassinolid; ET: Ethylen; 
GA: Gibberellinsäure; JA: 
Jasmonsäure; SA: Salicylsäure.  
Aus (Robert-Seilaniantz et al., 
2007). 
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Transportprozesse sind während der gesamten Entwicklung der Pflanze von großer 

Bedeutung. Entscheidende Funktionen während der Cytokinese und Zellexpansion, dem 

polarisierten Transport von Auxin, der ABA-Signaltransduktion, abiotischem Stress und der 

Pathogenabwehr sind beschrieben (Carter et al., 2004). 

Während der Pathogenabwehr ist der polarisierte Transport von antimikrobiellen 

Metaboliten und Proteinen zum Ort des versuchten Eindringens nötig (Schulze-Lefert, 2004), 

um eine lokale Schwellenkonzentration zu erreichen, die ausreicht, das Pathogen zu stoppen 

(Hückelhoven, 2007). Dieser definierte Transportmechanismus konnte in mehreren 

Pathosystemen gezeigt werden.  

Auch für die Ausbildung der SAR ist eine koordinierte Expression von PR- und 

Sekretions-Genen, sowie deren Funktionalität essentiell. Mutationen in Genen, die der ER-

Proteinfaltungs- und der Sekretionsmaschinerie angehören, führen zu verminderter PR1-

Sekretion und dem Verlust der systemischen Resistenz gegen Pseudomonaden (Wang et al., 

2005). Die Grundlage der Sekretionsprozesse bildet die Cytoskelet-Reorganisation, einer der 

frühesten Mechanismen der Pathogenabwehr bei versuchter Pilz- und Oomyceteninfektion 

und entscheidend für die Penetrationsresistenz. Sie dient z.B. dem Aktin-abhängigen 

polarisierten Transport von verstärkendem Zellwandmaterial zur Penetrationsstelle und der 

zielgerichteten Ausrichtung von ER und Golgi für die Sekretion (Hardham et al., 2007). 

Um zu gewährleisten, dass innerhalb des komplexen Vesikeltransport-Netzwerkes die 

Fusion nur mit dem richtigen Zielkompartiment erfolgt, steuern interagierende SNARE-

Proteine (SOLUBLE N-ETHYLMALEIMIDE-SENSITIVE FACTOR ATTACHMENT 

PROTEIN RECEPTOR) den Kontakt zwischen Vesikel und Zielmembran und ermöglichen 

so die Fusion. Dabei tragen Vesikel und Zielmembran unterschiedliche SNAREs, die 

spezifisch interagieren und zusammen den ternären SNARE-Komplex bilden. Dieser besteht 

in der Regel aus einem Vesikel-SNARE (v-SNARE) und zwei Zielmembran (target)-

SNAREs (t-SNAREs) (Pratelli et al., 2004). SNARE-Proteine können anhand ihrer SNARE-

Motivdomänen in vier Familien unterteilt werden: Qa, Qb, Qc (t-SNAREs) und R (v-SNAREs) 

(Bock et al., 2001). In einem funktionalen ternären SNARE-Komplex finden sich alle vier 

Motive (s. u.). Vorrangig in Arabidopsis und Reis, aber auch anderen Pflanzenspezies, sind 

eine Vielzahl von verschiedenen SNAREs beschrieben worden (Sutter et al., 2006; Uemura et 

al., 2004; Pratelli et al., 2004). Die Vertreter aus Arabidopsis sind phylogenetisch, Gewebe-

spezifisch und in ihrer subzellulären Lokalisation in einer aufwendigen Studie untersucht und 

intrazellulären Transportrouten zugeordnet worden (Uemura et al., 2004). An dieser Stelle 

soll nur auf einige Pathogenabwehr-relevante Vertreter eingegangen werden. Die 
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Arabidopsis-Mutante pen1 (penetration 1 = syp121 [syntaxin-related protein 121]) zeigt einen 

Verlust der Penetrationsresistenz gegen das Nichtwirts-Pathogen Blumeria graminis f.sp. 

hordei (Bgh), der mit stark erhöhtem Zelltod einhergeht. Das Gerste-Homolog ROR2 

(REQUIRED FOR MLO-RESISTANCE 2) vermittelt dagegen basale Resistenz, ebenfalls 

gegen Bgh. Im ror2-Hintergrund kann das AtPEN1-Gen zur Komplementation eingesetzt 

werden (Collins et al., 2003). Der Penetrationsphänotyp in pen1-Arabidopsispflanzen 

korreliert dabei nicht mit einem Verlust der Pathogen-induzierten Cytoskelett-Reorganisation 

(Takemoto et al., 2006). In weiterführenden Arbeiten konnte kürzlich ein funktionaler 

pflanzlicher ternärer SNARE-Komplex nachgewiesen werden, der neben PEN1 (Qa-SNARE) 

zusätzlich aus AtSNAP33 (SYNAPTOSOME-ASSOCIATED PROTEIN OF 33 kDa, Qb+c-

SNARE) und AtVAMP721 / 722 (VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEINS, R-

SNARE) besteht (Kwon et al., 2008). Das nächst-verwandte Homolog zu PEN1 ist AtSYP122. 

Doppelmutanten erwiesen sich als zwergwüchsig und nekrotisch, mit veränderter molekularer 

Zellwandzusammensetzung und stark erhöhten SA-Mengen. Die Einzelmutanten dagegen 

zeigen keinen sichtbaren Phänotyp, was auf funktionelle Redundanz beider Proteine hindeutet 

(Zhang et al., 2007; Assaad et al., 2004). Eine mechanistische Verbindung zwischen 

Sekretion und frühen Elicitor-induzierten Ca2+-Strömen konnte durch den Nachweis der Ca2+-

abhängigen Phosphorylierung von AtSYP122 in Experimenten mit dem bakteriellen Elicitor 

flg22 erbracht werden (Nühse et al., 2003). Auch in der R-Gen-spezifischen Resistenzantwort 

in Tabak kommt es zur Phosphorylierung eines Syntaxins (Heese et al., 2005).  

Das PEN1-Homolog in Tabak ist NtSYR1, welches für die ABA-vermittelte Stomata-

Schließung nötig ist. In Kompetitor-Studien und Versuchen mit inaktiviertem NtSYR1 wurde 

diese ABA-Responsivität zerstört. Die der Stomata-Schließung vorausgehenden Ionenströme 

über K+- und Cl- -Kanäle in den Schließzellen blieben aus (Leyman et al., 1999). NtSYR1 ist 

an der Zellmembran lokalisiert, seine Expression ist durch ABA induzierbar (Leyman et al., 

2000) und in einer Interaktionsstudie konnten Tabak-Homologe des SNAP33-Proteins aus 

Arabidopsis als putative Partner zur Bildung eines SNARE-Komplexes identifiziert werden 

(Kargul et al., 2001). In Versuchen mit einem sekretierten Markerprotein konnte dann 

nachgewiesen werden, dass NtSYR1 tatsächlich für die Sekretion nötig ist. Nur wenn 

NtSYR1 funktional vorliegt, kann das Markerprotein sekretiert werden. Die NtSYR1-

vermittelte Sekretion wird allerdings nicht wie das Arabidopsis-Homolog AtSYP121 mit der 

Pathogenabwehr in Verbindung gebracht, sondern mit der Pflanzenentwicklung und Zell-

Homöostase (Geelen et al., 2002). 
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1.5. Die Rolle von SA und JA für die Pathogenabwehr der Kartoffel 

 

Untersuchungen zur Rolle der SA für die Pathogenabwehr der Kartoffel lieferten 

gegensätzliche Ergebnisse, die kein klares Bild ergeben (Halim et al., 2006). In frühen 

Arbeiten wurde jedoch bereits in Infektionsexperimenten mit Phytophthora infestans eine 

positive Korrelation zwischen der hohen Feldresistenz einiger Sorten und erhöhten endogenen 

SA-Mengen hergestellt (Coquoz et al., 1995). Auch führte die Überexpression des SA-

responsiven Gens StPR5 zu einer Verzögerung der Infektion (Liu et al., 1994). Neue 

Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit der SA für die basale Resistenz gegen P. infestans. 

NahG-exprimierende Pflanzen weisen einen Defekt in der Callose-Bildung und der frühen 

Abwehr-Genexpression auf (Halim et al., 2007). Diese Arbeit zeigt auch, dass trotz 

unverändertem sichtbaren Infektionsphänotyp (Läsionsbildung) in NahG im Vergleich zum 

Wildtyp (Yu et al., 1997a) diese Pflanzen ein signifikant höheres Wachstum von P. infestans 

erlauben. 

Die Infiltration des PAMPs Pep-13 aus Phytophthora spp. führt in Kartoffel lokal 

neben der SA-Akkumulation, einem oxidative burst und Abwehrgen-Expression auch zu einer 

Akkumulation von OPDA und JA (Halim et al., 2004). In systemischem Gewebe kommt es 

nach Induktion der systemischen Resistenz durch Infiltration mit dem Nichtwirts-Bakterium 

P. syringae pv. maculicola zur Akkumulation von OPDA, der damit eine hypothetische Rolle 

für die Ausbildung der SAR in Kartoffel zukommt (Landgraf et al., 2002). Zur Generierung 

eines systemischen SAR-Signals sind sowohl der funktionale JA-, als auch der SA-

Syntheseweg nötig, ein negativer crosstalk zwischen beiden Signalen, wie in Arabidopsis 

beschrieben (s.o.), scheint nicht gegeben (Halim, 2006). Erste Hinweise für eine direkte Rolle 

der JA während der Pathogenabwehr der Kartoffel wurden aus JA- und JAME-

Applikationsexperimenten abgeleitet. (Cohen et al., 1993) erzielten in behandelten Pflanzen 

eine erhöhte Resistenz gegen P. infestans sowohl in lokalem, als auch in systemischem 

Gewebe. Für die Abwehrantwort gegen Insekten spielt die 13LOX StLOX3 eine Rolle. 

Antisense-Konstrukt-exprimierende Pflanzen wiesen zwar unveränderte JA-Mengen auf, die 

Proteinase-Inhibitor 2 (PIN2)-Transkript-Akkumulation war jedoch stark unterdrückt. Damit 

korrelierte eine erhöhte Gewichtszunahme von Kartoffelkäfer- und Zuckerrübeneulenlarven 

auf diesen Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen (Royo et al., 1999). Ein anderer Ansatz 

adressierte die Rolle 13HPL-produzierter Aldehyde. (Vancanneyt et al., 2001) zeigten, dass 

St13HPL-antisense-Pflanzen nach Blattlausbefall reduzierte Aldehyd-Mengen akkumulieren. 
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Die Antisense-Pflanzen erlaubten dabei eine erhöhte Zunahme der Populationsdichte im 

Vergleich zu den Kontrollpflanzen.  

Generell betrachtet sind in Kartoffel drei LOX-Isoformen vorhanden, LOX1-3 (Royo 

et al., 1996). LOX1-Isoformen werden vorrangig in unterirdischen Organen exprimiert und 

zeigen 9LOX-Spezifität. LOX2-Isoformen werden in Blättern exprimiert, LOX3-Isoformen in 

Wurzeln und schwach in Blättern (StLOX3, s.o.). Beide zeigen 13LOX-Aktivität.  

Korrelative Expressionsdaten weisen auf eine Funktion des 9LOX-Weges für die 

Abwehrantwort gegen P. infestans hin (Kolomiets et al., 2000). In Zellkultur-Experimenten 

zeigte sich, dass der 9LOX-Weg (LOX1-Isoform-vermittelt) mit nachgeschalteter Reduktase-, 

DES- und EAS-Aktivität der präferentiell stimulierte Oxylipinweg in Kartoffel nach Elicitor-

Behandlung ist (Göbel et al., 2001). Eine direkte antimikrobielle Wirkung von 9-Oxylipinen 

konnte in vitro gezeigt werden (Weber et al., 1999; Prost et al., 2005). Der 9LOX-Weg ist 

auch während der Lipid-Peroxidation, die der Ausbildung der HR vorausgeht, von Bedeutung. 

So zeigen 9LOX-RNAi-Pflanzen einen Verlust an 9LOX-produzierten Oxylipinen. Damit 

korrelieren erhöhte autoxidative und 13LOX-Produktmengen (Göbel et al., 2003). In Tabak 

ist nach Elicitor-Behandlung ebenfalls der 9LOX-Weg dominierend und notwendig für die 

HR (Cacas et al., 2005; Rusterucci et al., 1999). Aus Tabak stammt auch der erste Hinweis, 

dass ein Verlust der 9LOX-Aktivität mit dem Verlust von Pathogen-Resistenz einhergehen 

kann: (Rancé et al., 1998) beschrieben einen Bruch der Isolat-spezifischen Resistenz gegen 

Phytophthora parasitica var. nicotianae (Ppn) in 9LOX-antisense Pflanzen.  

 

1.6. Zielstellung 

 

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte der Pathogen-induzierbare 9LOX (StLOX1)-Weg in 

Kartoffel (Solanum tuberosum) näher charakterisiert werden. Zum einen sollte der Einfluss 

der StLOX1 auf die Knollenbildung und der mikroskopische Infektions-Phänotyp nach P. 

infestans-Inokulation in StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen untersucht werden. Ein 

weiteres Ziel waren Infektionsexperimente mit pilzlichen Pathogenen, die die Rolle des 

StLOX1-Weges für die Pathogenabwehr klären sollten. Auch der Einfluss von abiotischem 

Stress auf die RNAi-Pflanzen sollte untersucht werden. Zur Charakterisierung des 9AOS-

Zweiges innerhalb des StLOX1-Weges sollten StAOS3-RNAi-Pflanzen hergestellt und 

biochemisch und phänotypisch analysiert werden. Im Fokus des zweiten Teiles dieser Arbeit 

stand die Regeneration von StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen im gegen P. 

infestans resistenten genetischen Hintergrund Désirée-R1. Diese Pflanzen sollten dann 
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biochemisch und in ihrer Antwort auf eine Infektion mit P. infestans untersucht werden, um 

die Rolle des StLOX1-Weges für die Rasse-Sorten-spezifische Resistenz zu klären. Der dritte 

Teil behandelte die Überprüfung einer möglichen Funktion der 9-Oxylipine als 

Signalmoleküle während der Pathogenabwehr. Dazu wurden Microarray-Daten ausgewertet 

und Kandidatengene funktionell analysiert.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Pflanzen 

Für die Versuche wurden Wildtyp-Kartoffelpflanzen der Sorte Désirée (WT) 

verwendet (Solanum tuberosum L. cv. Désirée; freundlicherweise von E. Tacke, Bioplant 

GmbH, Ebstorf zur Verfügung gestellt). Zur Bearbeitung spezifischer Aufgabenstellungen 

standen weiterhin bereits vorhandene verschiedene transgene Linien im Désirée WT-

Hintergrund zur Verfügung: 1.) mit dem R1-Resistenzgen gegen Phytophthora infestans 

transformierte Linien (10-5, 10-23 und mit leerem Vektor transformierte Kontrolle) 

(freundlicherweise von C. Gebhardt, MPIZ, Köln zur Verfügung gestellt [Ballvora et al., 

2002]), 2.) mit einem StLOX1-RNAi-Konstrukt transformierte Linien (F, J, K, O und mit 

leerem Vektor transformierte Kontrolle), bei denen die Transkript-Akkumulation der 

Pathogen-induzierbaren 9-Lipoxygenase (StLOX1:St:7; POTLX-3; AAB67865) herabgesetzt 

ist (Göbel et al., 2003), 3.) mit einem St9DES-RNAi-Konstrukt transformierte Linien (V1, V2 

und mit leerem Vektor transformierte Kontrolle), bei denen die Transkript-Akkumulation der 

Pathogen-induzierbaren 9-Divinylether-Synthase herabgesetzt ist (Eschen-Lippold et al., 

2007). Außerdem standen mit dem St9DES-RNAi-Konstrukt transformierte Désirée-R1 

Linien (s.o.) zur Verfügung (St9DES-RNAi-R1; C1, C2, C3, G1, G2). Des weiteren wurden in 

dieser Arbeit die folgenden transgenen Linien generiert: 1.) StLOX1-RNAi-R1 (Herabsetzung 

der Transkript-Akkumulation der 9-Lipoxygenase im resistenten Hintergrund R1 [s.o.]), 2.) 

StAOS3-RNAi (Herabsetzung der Transkript-Akkumulation der 9-Allenoxid-Synthase im 

WT-Hintergrund), 3.) StSYR1-RNAi (Herabsetzung der Transkript-Akkumulation des 

Nicotiana tabacum-Homologs SYNTAXIN-RELATED 1 [NtSYR1]), 4.) StSNAP33-RNAi 

(Herabsetzung der Transkript-Akkumulation des A. thaliana-Homologs SYNAPTOSOME-

ASSOCIATED PROTEIN 33 [AtSNAP33]).  

 

2.1.2. Bakterien 

Zu Klonierungszwecken wurden die E. coli-Stämme DH5α (s. 2.2.22) und TOP10 

(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Für die Transformation von Kartoffelpflanzen wurde der 

A. tumefaciens-Stamm AGL0 verwendet (Lazo et al., 1991). Infiltrationsexperimente mit 

Kartoffelblättern wurden mit Pseudomonas syringae pv. maculicola M2 (avrRpm1) (Psm) 

durchgeführt. 
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2.1.3. Phytophthora infestans 

Infektionsexperimente wurden mit dem P. infestans-Isolat 208m2 durchgeführt 

(freundlicherweise von F. Mauch, Université de Fribourg, Schweiz zur Verfügung gestellt), 

das stabil mit GFP (green fluorescent protein) transformiert wurde (Si-Ammour et al., 2003). 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. Medien 

 
Tab. 1. Medien 

 

2MS-Medium: 
 
4,41 % MS-Salze (Duchefa, Haarlem, NL)  
6 % (w/v) plant agar  
20 % (w/v)  Saccharose  
pH 5,0 

LB-Medium 
 
10 % (w/v) Bacto-Trypton 
5 % (w/v)  Bacto-Yeast Extract 
5 % (w/v) NaCl 
(15 % [w/v] Agar) 

SOB-Flüssigmedium: 
 
20 % (w/v) Bacto-Trypton  
5 % (w/v) Bacto-Yeast Extract  
0,5 % (w/v) NaCl  
25 mM KCl  
pH 7,0  
100 mM MgCl2 

 

FG76-Medium: 
 
1 % (v/v) Vitaminlsg. (5 % [w/v] Nicotinsäure, 5 % 
[w/v] Pyridoxin-HCl, 10 % [v/v] Thiamin-HCl, 20 % 
[w/v] Glycin)  
0,1 mg/ml Carbenicillin  
0,1 µg/ml BAP  
5 µg/ml NAA 
in GMS (s.u.) 

3MS-Medium: 
 
30 % (w/v)  Saccharose  
0,5 % (w/v)  MES  
4,41 % (w/v) MS-Salze (Duchefa) 
pH 5,8 
(6 % [w/v] plant agar) 

FG75-Medium: 
 
1 % Vitaminlsg. (s. FG76-Medium) 
0,25 mg/ml Carbenicillin 
0,002 mg/ml Zeatinriboside 
0,02 µg/ml NAA 
0,02 µg/ml GA3 

in GMS (s.u.) 

Hafer-Bohne-Medium: 
 
34 % (w/v) Bohnenmehl  
17 % (w/v) Hafermehl  
8,5 % (w/v) Saccharose  
15 % (w/v) Agar 
 

GMS-Medium:  
 
16 % (w/v) Glucose 
0,5 % (w/v)  MES  
4,41 % (w/v) MS-Salze (Duchefa) 
pH 5,8 
(7,5 % [w/v] plant agar) 

Soja-Flüssigmedium (Yu et al., 1997b) 
 
20 % (w/v) Saccharose 
5 % (w/v) Soja-Protein (MP Biomedicals, USA) 
5 % (w/v) KNO3 
5 % (w/v) KH2PO4 

 
 
2 % (w/v) MgSO4 
0,5 % (w/v) CaCl2 

0,5 % (w/v) CuSO4 

pH 5,0 
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2.2.2. Pflanzenanzucht (Normalbedingungen) 

Die Erhaltung und Vermehrung der verwendeten Kartoffellinien wurde in sterilen 

Meristemkulturen auf MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962) mit entsprechenden 

Selektions-Antibiotika (siehe A.8.) in einer Phytokammer durchgeführt. Dabei kam ein 

Licht/Dunkel-Regime von 16 h / 8 h mit einer Lichteinstrahlung von 200 µE bei 22 °C, bzw. 

18 °C in der Dunkelphase zur Anwendung. Zu Versuchszwecken wurden die Pflanzen in ein 

durch Dämpfen sterilisiertes 1:1 Erde-Sand-Gemisch (v/v) in Plastiktöpfe (11 x 11 cm; 

Lamprecht Verpackungen, Göttingen) ausgetopft und in einer Phytokammer unter obigen 

Bedingungen 3 Wochen angezogen. 

 
2.2.3. Gewinnung von Kartoffelwurzelproben  

 

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Töpfen (8 cm, rund; Lamprecht Verpackungen, 

Göttingen) in Perlit (Kammlott Gärtnereibedarf, Erfurt) in einem Anzuchtschrank mit einem 

Licht / Dunkel-Regime von 16 h / 8 h (200 µE Lichteinstrahlung) bei 18 °C. Dazu wurden die 

Töpfe erst mit Plastikfolie ausgekleidet und dann mit Perlit aufgefüllt. Einmal pro Woche 

wurden die Pflanzen mit MS-Flüssigmedium gegossen, bei zusätzlichem Bedarf mit Wasser. 

Nach 5 Wochen erfolgte die Ernte der Wurzeln. 

 

2.2.4. Oxidativer Stress: Starklicht und Wasserstress 

 

Starklichtversuche wurden freundlicherweise mit Hilfe von Olaf Barth (AG Humbeck, 

Uni Halle) durchgeführt. Nach Anzucht der Pflanzen unter Normalbedingungen (s. 2.2.2.), 

wurde in einem Anzuchtschrank eine Starklicht-Exposition von 54 h (ca. 950 µE) 

durchgeführt. Danach erfolgte die Messung der maximalen Photosystem II-Effizienz (Fv/Fm) 

entsprechend (Humbeck et al., 1996). 

Bei Überflutungsstress-Versuchen wurden Pflanzen eine Woche unter 

Normalbedingungen (s. 2.2.2.) angezogen. Dann wurden die Töpfe in Plastikwannen mit 

Wasser bis zum Rand geflutet (Wasserstandshöhe = Pflanzenwurzelhälse) und für drei 

Wochen unter Normalbedingungen weiter kultiviert. Als Maß wurde die Überlebensrate 

bestimmt. 

Trockenheitsversuche wurden nach einwöchiger Anzucht unter Normalbedingungen 

(s. 2.2.2.) durch ein letztes Gießen mit einem definierten Volumen Wasser (400 ml) 

begonnen. Die Pflanzen wurden unter Normalbedingungen, ohne zu gießen, drei Wochen 
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weiter kultiviert. Dann wurde 48 Stunden nach kräftigem Gießen die Überlebensrate 

bestimmt. 

 

2.2.5. Wurzelwachstums-Versuche in Sterilkultur 

Spross-Spitzen von steril angezogenen Pflanzen wurden in Glasröhrchen (16 cm lang, 

1,8 cm Durchmesser) mit Hoagland-Minimalmedium (0,016 % [w/v] Hoagland-Medium 

[SIGMA-ALDRICH, München], 0,1 % [w/v] MES, 1 % [w/v] Saccharose, 0,05 % [v/v] Fe-

HBED, pH 5.7, 1 % TypA-Agar [SIGMA-ALDRICH, München]) gepflanzt. Die Anzucht 

erfolgte unter Normalbedingungen (s. 2.2.2). Für die Untersuchung der inhibitorischen 

Wirkung von CuSO4 auf das Wurzelwachstum wurden im Medium verschiedene 

Konzentrationen eingestellt (1, 5, 10, 15, 20, 25 µM). 20 Tage nach Versuchsbeginn erfolgte 

die Wurzellängen-Messung. 

 

2.2.6. Miniknollenbildung in Sterilkultur 

Sterile Spross-Explantate mit einem Nodium wurden in Knolleninduktions-Medium 

(4,41 % MS-Salze [Duchefa, Haarlem, NL], 8 % Saccharose, 500 µg/ml Chlorcholinchlorid, 5 

µg/ml Benzylaminpurin) gepflanzt und ca. 3 Monate im Dunkeln (18 °C) angezogen. Danach 

wurde die Miniknollenbildung pro Explantat und Pflanzenlinie ausgewertet. 

 

2.2.7. Stabile Transformation von Kartoffelpflanzen mittels Agrobacterium tumefaciens  

Die Agrobacterium-vermittelte Transformation von Kartoffelpflanzen erfolgte in 

Anlehnung an (Feltkamp et al., 1995). Dazu wurde eine A. tumefaciens-Kultur in 20 ml LB-

Flüssigmedium mit entsprechendem Antibiotikum über Nacht bei 28 °C im Schüttelinkubator 

angezogen. Die Bakterien wurden in einem 50 ml Reaktionsgefäß 10 min bei 8 °C und 4000 x 

g pelletiert, zum Waschen dann vorsichtig in 20 ml 10 mM MgCl2 resuspendiert und erneut 

10 min bei 8 °C und 4000 x g pelletiert. Das gewaschene Pellet wurde in 10 ml 3MS-Medium 

durch vorsichtiges Schwenken gelöst und die fertige Bakteriensuspension auf Eis gestellt. 

Blätter der zu transformierenden Kartoffelpflanzen wurden steril von Pflanzen aus 

Meristemkultur abgeschnitten, mittels Skalpell eingeritzt und dann mit der Unterseite nach 

oben in Petrischalen auf 10 ml 3MS-Medium, das mit 100 µl der fertigen A. tumefaciens-

Kultur versetzt wurde, 2 Tage im Dunkeln bei 22 °C schwimmend inkubiert.  
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Zur Induktion des Kalluswachstums wurden die Blätter daraufhin in Petrischalen mit 

FG76-Medium gebettet (Kallus-Induktionsmedium). 

Nach einwöchiger Inkubation in der Phytokammer (s.o.) wurden die Blätter dann in 

Petrischalen auf FG75-Medium zur Sproß-Induktion umgesetzt. Alle 14 Tage musste dieser 

Schritt wiederholt werden. Nach einigen Wochen trieben die Blattkalli einzelne Sprosse, die 

steril abgeschnitten und auf 3MS-Medium, versetzt mit entsprechendem Antibiotikum, in der 

Phytokammer (s.o.) kultiviert wurden.  

 

2.2.8. Erhaltung und Dauerkulturen von P. infestans 

Zum Animpfen von Kulturen für Infektionsexperimente (s. 2.2.10.) und zur 

Herstellung von Dauerkulturen wurde P. infestans auf Hafer-Bohne-Medium in Petrischalen 

bei 18 °C im Dunkeln angezogen.  

Dauerkulturen wurden zum einen direkt mit etwa 0,6 cm großen ausgestochenen 

Mycelstücken angefertigt, wobei je ein Mycelstück pro 2 ml Reaktionsgefäß mit 500 µl 

Glycerin-Wasser Gemisch (1:1, v/v) versetzt wurde. Des weiteren wurden Dauerkulturen aus 

Sporangien gefertigt, in diesem Fall überimpft man ein ca. 0,6 cm großes Mycelstück auf 

frisches Hafer-Bohne-Medium im liegenden 50 ml-Erlenmeyerkolben. Die Kultivierung 

erfolgt dann 10-12 Tage im Dunkeln bei 18 °C. Zur Gewinnung der Sporangien wurden die 

Kolben mit 10 ml Glycerin-Wasser Gemisch (1:1, v/v) versetzt, kurz stark geschüttelt und 

sofort 500 µl Aliquots in 2ml Reaktionsgefäße abgefüllt. Beide Typen von Dauerkulturen 

wurden eine Stunde bei –18 °C gekühlt, dann eine Stunde bei –80 °C gefroren und danach 

dauerhaft in flüssigem Stickstoff eingelagert. 

 

2.2.9. Zoosporensuspensionen von Phytophthora infestans für Infektionsexperimente 

Entsprechend den Angaben für Sporangien-Dauerkulturen (s. 2.2.8.) wurde ein im 

Durchmesser ca. 0,6 cm großes Mycelstück aus einer vollständig mit P. infestans 

bewachsenen Hafer-Bohne-Platte ausgestochen und auf frisches Hafer-Bohne-Medium im 

liegenden 50 ml-Erlenmeyerkolben überimpft. Nach 11 Tagen Kultivierung im Dunkeln bei 

18 °C wurde das Mycel mit 10 ml Wasser überschichtet und der Kolben dann stehend 3 h bei 

4 °C im Kühlraum inkubiert. Zur Gewinnung einer reinen Sporensuspension wurde der 

Kolben kurz vorsichtig geschwenkt und dann durch ein feinmaschiges Käserei-Seihtuch in ein 

50 ml Reaktionsgefäß filtriert, um abgelöstes Mycel und Sporangien von den Sporen zu 
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trennen. Die Sporendichte der Suspension wurde mit einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer 

bestimmt und auf 1 x 105 Sporen / ml eingestellt. 

Wenig aggressive Kulturen wurden gewonnen durch mehrmonatige Subkultivierung 

auf Hafer-Bohne-Medium. Die Sporengewinnung erfolgte wie oben.  

 

2.2.10. Infektions- und Infiltrationsexperimente 

2.2.10.1. Inokulation von Kartoffelpflanzen mit P. infestans-Zoosporensuspension 

Zur Bestimmung des Wachstums von P. infestans mittels Realtime-PCR wurden pro 

Pflanze zwei Blätter mit je 8 10µl-Tropfen der Zoosporensuspension (2.2.9.), gleichmäßig das 

gesamte Blatt abdeckend, versehen. Die für die Keimung und Infektion nötige relative 

Luftfeuchte von 100 % wurde durch Umhüllen der inokulierten  Blätter mit einem Kordelzug-

Plastikbeutel (Roth, Karlsruhe) gewährleistet. Alle Inokulationsstellen einer Pflanze wurden 

mit einem Korkbohrer Größe 3 ausgestanzt, gepoolt und für die DNA-Extraktion sofort in 

flüssigem Stickstoff eingefroren. 

 

2.2.10.2. Infiltration von Kartoffelblättern mit Pseudomonas syringae pv. maculicola 

Als Vorkultur wurden 2 ml LB-Flüssigmedium aus einer Einzelkolonie angeimpft und 

über Nacht bei 28 °C unter Schütteln inkubiert. 1 ml der Vorkultur dienten am nächsten 

Morgen zum Animpfen von 50 ml LB-Flüssigmedium. Bei 28 °C wurde diese Hauptkultur bis 

zu einer OD600 = 0,2 angezogen, dann für 5 min bei 5000 x g und 4 °C abzentrifugiert, das 

Pellet mit 10 mM MgCl2 gewaschen und die Zellen anschließend in 20 ml 10 mM MgCl2 

aufgenommen. Zur Infiltration kam eine OD600 = 0,2 (entsprechend 1x 108 cfu/ml) zum 

Einsatz. Die Infiltration erfolgte mit einer Spritze ohne Kanüle auf der Blattunterseite. 

 

2.2.10.3. Inokulationsexperimente mit Colletotrichum-Spezies 

C. coccodes (Wallr.) S. Hughes bzw. C. lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Bri. et Cav 

(beide freundlicherweise von Frau Mariela Mielke und Herrn Prof. Deising, Uni Halle, zur 

Verfügung gestellt) wurden 5 d bei 18 °C im Dunkeln auf einem Schüttler in 50 ml Soja-

Flüssigmedium (Yu et al., 1997b) angezogen, dann in einem 50 ml Reaktionsgefäß 5 min bei 

2100 x g (4 °C) das Myzel pelletiert, der Überstand in ein neues 50 ml Reaktionsgefäß 

überführt (ad 50ml dest. H2O) und 10 min bei 6500 x g (4 °C) die Sporen pelletiert. Das Pellet 

wurde mit ca. 20 ml dest. H2O gewaschen, wieder 10 min bei 6500 x g (4 °C) zentrifugiert, 
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der Überstand verworfen und die Sporen in dest. H2O bzw. Soja-Medium auf die gewünschte 

Konzentration eingestellt. Die Anzucht der Pflanzen und Ernte der Wurzeln in 

Inokulationsexperimenten erfolgte entsprechend 2.2.3. 

 

2.2.11. Realtime-PCR 

Die Aufarbeitung der Proben geschah mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, 

Hilden), die PCR-Reaktionen mit dem ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung des qPCR Supermix-UDG w/ROX (Invitrogen, 

Karlsruhe). Zur Datenanalyse wurde die ABI Prism 7000 Sequence Detection-Software v. 1.1 

eingesetzt. Alle Arbeiten erfolgten entsprechend den Anweisungen der Hersteller, im Detail 

ersichtlich aus (Eschen-Lippold et al., 2007). 

 

2.2.12. Anilinblau-Färbung nach (Adam and Somerville, 1996) 

Die Blätter wurden in 96 % Et-OH zum Entfärben gekocht, erst mit 50 % Et-OH, dann 

mit Wasser gewaschen und schließlich 30 min mit Anilinblau-Färbelösung (150 mM KH2PO4 

[pH 9,5], 0,01 % [w/v] Anilinblau) im Dunkeln gefärbt. Die Proben wurden dann in 50 % 

(v/v) Glycerin auf Objektträger aufgezogen. 

 

2.2.13. Trypanblau-Färbung adaptiert aus (Keogh et al., 1980; Peterhänsel et al., 1997) 

In Färbelösung (Lactophenol: 25 % Glycerin, 25 % DL-Milchsäure, 25 % H2O, 25 % 

Phenol; dann 0,1 % Trypanblau hinzu, plus 200% 96 %-Et-OH) gekochte Blätter (bis grüne 

Färbung entfernt) wurden über Nacht in Chloralhydrat (2,5 g / ml) unter Schwenken entfärbt 

und in 50 % (v/v) Glycerin auf Objektträger aufgezogen. 

 

2.2.14. Klonierungen  

Die Durchführung sämtlicher Standard-Klonierungsschritte erfolgte entsprechend 

(Sambrook et al., 1989). 

 

2.2.15. Klonierungsvektoren 

Zur Klonierung von Genfragmenten wurde der TA-Cloning®-Kit mit dem pCR®2.1-

Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.  
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Die Klonierung von RNAi-Konstrukten wurde auf der Gateway®-Technology 

(Invitrogen) basierend durchgeführt. Dabei kam der pENTRTM-Vektor des pENTRTM/D-

TOPO®-Cloning Kits (Invitrogen, Karlsruhe) als Gateway® Entry-Vektor zum Einsatz. Als 

Gateway® Destination-Vektor wurde der pHELLSGATE8-Vektor (Helliwell et al., 2002; 

Wesley et al., 2001) verwendet. Die nötige Rekombinationsreaktion zwischen pENTRTM-

Vektor und pHELLSGATE8-Zielvektor wurde mit dem Gateway® LR ClonaseTM II Enzyme 

Mix. Alle Reaktionen erfolgten entsprechend den Herstellerangaben (Vektorkarten siehe A.1. 

und A.2.). 

 

2.2.16. Amplifizierung von Genfragmenten aus genomischer DNA 

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit der Taq DNA Polymerase, 

recombinant (Invitrogen, Karlsruhe) entsprechend den Herstellerangaben. 

 

2.2.17. DNA-Fragment-Isolierung aus Agarosegelen 

Die Aufreinigung von unter UV-Licht ausgeschnittenen DNA-Banden wurde mit dem 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. 

 

2.2.18. Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektoren 

Ligationen wurden mit dem T4 DNA Ligase-Kit (Invitrogen, Karlsruhe) entsprechend 

den Herstellerangaben durchgeführt. 

 

2.2.19. Restriktionsansätze für Klonierungen 

Restriktionsansätze wurden mit Enzymen der Firmen Fermentas (St. Leon-Roth), 

Roche (Mannheim) und Invitrogen (Karlsruhe) entsprechend den Herstellerangaben 

durchgeführt.  

 

2.2.20. Klonierung von pHELLSGATE8-HygR (HPTII) (s. A.3.) 

 

Der Austausch der Kanamycin-Resistenzkassette im pHELLSGATE8-Vektor 

(Helliwell et al., 2002) gegen die Hygromycin-Resistenzkassette aus dem pBHTX-Vektor 
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(Gatz et al., 1992) erfolgte über die Restriktionsschnittstellen Eco81I und BfrI. Dazu wurde 

das HPTII-Gen amplifiziert (pnos_5: agaattaagggagtcacgttatga; pAg7-Bfr1_3: 

cttaagaattcccatcttgaaagaaat), mit angefügter BfrI-Schnittstelle (cttaag) am 3’-Ende, und in den 

pHELLSGATE8-Vektor ligiert. 

 

2.2.21. Klonierung von pHELLSGATE8-DAO1 / -DSDA (vgl. A.4.) 

 

Der Austausch der Kanamycin-Resistenzkassette im pHELLSGATE8-Vektor 

(Helliwell et al., 2002) gegen DAO1- bzw. DSDA-Kassette (Erikson et al., 2005, 2004) 

erfolgte über die Restriktionsschnittstellen Eco81I und BfrI. Die Austausch-Konstrukte, 

bestehend aus nos-Promoter, DAO1 / DSDA und pAG7-Terminator wurden mittels Fusions-

PCR (Hobert, 2002) kloniert. Dazu wurden im ersten Schritt die zu fusionierenden Fragmente 

amplifiziert (Überhänge, die die Fusion ermöglichen, sind unterstrichen): der nos-Promoter 

aus dem pHELLSGATE8-Vektor (pnos-pHG8_5: gggtttctggagtttaatgagctaagc; pnos_3-

daoI_5a: cttctgcgagtgcatggtggtgcagattatttggattg bzw. pnos_3-dsdA_5a: 

gtttcaacgcagcatggatcctgcagattatttggattg), der pAG7-Terminator aus dem pBHTX-Vektor 

([Gatz et al., 1992]; daoI_3-pAg7_5b: gaagttgtagggcgggattcgatcccccgatgagcta bzw. dsdA_3-

pAg7_5b: tgcgcttagatgaggatccgatcccccgatgagcta; pAg7-BfrI_3: cttaagaattcccatcttgaaagaaat) 

und DaoI aus dem VC-RLM208qcz-Plasmid (BASF Plant Science; pnos_3-daoI_5b: 

caatccaaataatctgcaccaccatgcactcgcagaag; daoI_3-pAg7_5a: tagctcatcggggg 

atcgaatcccgccctacaacttc) bzw. DsdA aus dem VC-SUH406qcz-Plasmid (BASF Plant Science; 

pnos_3-dsdA_5b: caatccaaataatctgcaggatccatgctgcgttgaaac; dsdA_3-pAg7_5a: 

tagctcatcgggggatcggatcctcatctaagcgca). Im zweiten Schritt wurden die Einzelfragmente in 

einem PCR-Vorlauf fusioniert (Standard-Bedingungen, 10 Zyklen), mit pnos und pAg7 als 

Primern. Das Verhältnis zwischen den drei Einzelfragmenten wurde etwa 1:1:1 gewählt. 

Danach wurde der Ansatz verdoppelt und die beiden äußeren, Fragment-begrenzenden Primer 

pnos-pHG8_5 (s.o.) und pAg7-BfrI_3 (s.o.), hochkonzentriert zugegeben (500 pmol). Der 

folgende PCR-Hauptlauf beinhaltete 40 Zyklen unter Standard-Bedingungen. 

 

2.2.22. Herstellung kompetenter Zellen (DH5α) 

250 ml SOB-Flüssigmedium wurden mit 5 ml einer über Nacht bei 37 °C angezogenen 

Vorkultur angeimpft und im Schüttelinkubator bei 37 °C bis zu einer OD600 = 0,48-0,6 weiter 

inkubiert. Daraufhin wurde die Kultur auf 50 ml Reaktionsgefäße verteilt, 10 min bei 4 °C 
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und 1200 x g pelletiert, der Überstand abgegossen und die Pellets in 15 ml eiskaltem 

Transformationspuffer I (35 mM K-Acetat, 45 mM MnCl2, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2, 15 

% [v/v] Glycerin) vorsichtig resuspendiert. Anschließend folgte eine Inkubation 1 bis 2 h auf 

Eis, dann erneutes Abzentrifugieren bei 4 °C und 2000 x g (5 min), Resuspendierung der 

Pellets in 4 ml Transformationspuffer II (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl, 15 % 

[v/v] Glycerin, pH 7.0) und abschließend die Aliquotierung à 100 µl in flüssigem Stickstoff. 

Die Lagerung erfolgte bei –80 °C. 

 

2.2.23. Transformation von E. coli DH5α-Zellen 

4 µl Ligationsansatz wurden zu 100 µl kompetenten Zellen pipettiert, der Ansatz 30 

min auf Eis inkubiert, dann folgte ein Hitzeschock von 30 s bei 42 °C im Heizblock. Sofort 

wurde wieder 5 min auf Eis inkubiert, anschließend steril 600 µl LB-Flüssigmedium 

zugegeben. Es folgte eine Inkubation im Schüttelinkubator bei 37 °C für ca. eine Stunde. 

Zuletzt wurden 80 µl und 600 µl auf LB-Platten mit Selektionsantibiotikum (siehe A.8.) 

ausplattiert. Die deutlich unterschiedlichen Ausstreichvolumina gewährleisteten, dass in 

jedem Fall Einzelkolonien auf einer der Platten zu finden waren. 

 

2.2.24. Herstellung und Transformation von kompetenten A. tumefaciens AGL0-Zellen 

Die Herstellung und Transformation kompetenter Zellen erfolgte nach (Höfgen und 

Willmitzer, 1988), wobei die kompetenten Zellen (200 µl Aliquots) freundlicherweise von 

Angelika Weinel (IPB, Halle) zur Verfügung gestellt wurden.  

 

2.2.25. Plasmid-DNA-Präparation aus E. coli 

„Midi-Präparation“ (50 ml LB-Flüssigkulturen)  

Die Kulturen wurden über Nacht bei 37 °C angezogen. Zur Präparation der Plasmid-

DNA kam der Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Hilden) entsprechend den Angaben des 

Herstellers zum Einsatz. 

 

„Mini-Präparation“ (2 ml LB-Flüssigkulturen) 

Über Nacht bei 37 °C angezogene Kulturen wurden mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit 

der Firma Macherey-Nagel nach Herstellerangaben aufgearbeitet. 
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2.2.26. Plasmid-DNA-Präparation aus A. tumefaciens 

Über Nacht wurden 2 ml LB-Flüssigkulturen bei 28 °C im Schüttelinkubator 

angezogen, dann 1 min bei 13500 x g abzentrifugiert, die Pellets in 100 µl Lysispuffer (9 % 

[w/v] Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 4 % [w/v] Lysozym) durch heftiges 

vortexen resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl alkalischer 

SDS-Lsg. (1 % [v/v] SDS, 0,2 N NaOH), vorsichtigem Mischen durch Invertieren und 30 min 

Inkubation bei RT, wurden sofort erst 30 µl alkalische Phenol-Lsg. (Phenol / 1 M NaOH 

[25:1,5]) dazu pipettiert, kurz gemischt und dann sofort 150 µl 3 M Kalium-Acetat pH 4.8 

zugegeben und erneut stark gemischt. Darauf folgte ein 5 minütiger Zentrifugationsschritt bei 

4 °C und 14500 x g. Der Überstand wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt, 1 Vol. 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1) zugegeben, kurz gemischt und 3 min 

bei 14500 x g zentrifugiert. Die wässrige obere Phase wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt, 1 Vol. Chloroform zugegeben, stark gemischt und 2 min bei 14500 x g 

zentrifugiert. Abschließend wurde die obere wässrige Phase wieder in ein neues 2 ml 

Reaktionsgefäß überführt, zur Fällung der DNA 500 µl Isopropanol zugegeben und 5 min bei 

RT inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 14500 x g (4 °C) und Waschen des Pellets mit 1 

ml kaltem 70 % (v/v) Ethanol, wurde wie vorher zentrifugiert, anschließend das Pellet 

getrocknet und schließlich die DNA in 20 µl Wasser gelöst. 

 

2.2.27. Kolonie-PCR zur Identifikation positiver Bakterien-Klone 

In PCR-Gefäßen wurden 20 µl eines Standard-PCR-Mastermixes (laut Hersteller-

Angaben) vorgelegt. Einzelne Kolonien wurden mit sterilem Zahnstocher gepickt, erst auf 

eine neue Masterplate und dann in ein PCR-Gefäß übertragen. Die PCR-Bedingungen waren: 

erst 2 min bei 94 °C Zellaufschluß, dann 40 Zyklen bestehend aus erst 10 s bei 94 °C 

Denaturierung, 30 s Anlagerungs-Temperatur, 1 min/kb bei 72 °C Elongation, abschließend 7 

min bei 72 °C Elongation. Die Auswertung erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. 

 

2.2.28. Automatische DNA-Sequenzierung 

Die Sequenzierung selektierter Klone wurde von der Firma MWG (Ebersberg) durchgeführt. 

Die Vorbereitung der Plasmid-DNA erfolgte entsprechend den Vorgaben des Angebotes 

„Value Read“. 
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2.2.29. Isolierung von gesamt-RNA aus Kartoffelblättern 

Die Isolierung von gesamt-RNA erfolgte mit der Trizol-Methode (Chomczynski und 

Sacchi, 1987).  

 

2.2.30. Northern-Blot-Analyse 

Die Northern-Blot-Analyse erfolgte entsprechend (Geerts et al., 1994; Lehrach et al., 

1977). 

 

2.2.31. Isolierung von genomischer DNA aus Kartoffelblättern 

Ca. 200 mg gemörsertes Blattmaterial wurden in ein 2 ml Reaktionsgefäß gefüllt, 1 ml 

Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 1,5 % (v/v) 

SDS) zugegeben, durch Schwenken gemischt und 10 min bei 65 °C inkubiert. Anschließend 

wurden 300 µl 5 M K-Acetat-Lsg. dazu pipettiert, 10 min im Eisbad inkubiert, dann 10 min 

bei 4 °C und 19000 x g zentrifugiert, der Überstand in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt und 800 µl Phenol/Chloroform/Isoamyl-alkohol-Gemisch (25:24:1) zugegeben. 

Nach 15-60 min Inkubation auf einem Schwenker wurde 5 min bei 12000 x g zentrifugiert. 

Die obere wässrige Phase wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt, 800 µl 

Isopropanol zugegeben und nach vorsichtigem Mischen 10 min bei RT inkubiert. Die 

Pelletierung der DNA erfolgte durch Zentrifugation für 10 min bei 19000 x g. Nach Waschen 

des Pellets mit 70 % Ethanol, wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt, das Pellet 

luftgetrocknet und schließlich in 20 µl Wasser gelöst. 

 

2.2.32. Southern-Blot-Analyse 

Die Southern-Blot-Analyse erfolgte entsprechend (Schmidt et al., 1999). 

 
2.2.33. Western-Blot 

Für Western-Blots wurden Standardmethoden angewendet (Sambrook et al., 1989). 

 

2.2.34. Salicylsäure-Bestimmung 

 Die Probenaufarbeitung geschah entsprechend (Verberne et al., 2002). Die 

Probenauftrennung erfolgte mittels HPLC auf einer Phenomenex Säule (Typ Luna 3µ C18(2) 

150 x 4,60 mm i.d.; 3 µm). Der Eluent bestand aus 60 % saurem Wasser (pH 2.8, Essigsäure) 

und 40 % Methanol. Die Flussrate betrug 0,7 ml / min. Jeweils 20 µl Extrakt wurden injiziert. 
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Die Detektion der Salicylsäure erfolgte mit einem Jasco FP-920 Spectrofluorometer bei einer 

Excitationswellenlänge von 300 nm und einer Emissionswellenlänge von 410 nm. 

 

2.2.35. Jasmonsäure-Bestimmung 

 Die Bestimmung erfolgte entsprechend (Göbel et al., 2002). 

 

2.2.36. Statistische Signifikanzberechnung der Unterschiedlichkeit von Messwerten 

Die Berechnungen erfolgten im Internet unter den Adressen: 

http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html (ANOVA) 

http://graphpad.com/quickcalcs/index.cfm (student’s T-Test)

Die Durchführung geschah entsprechend den dortigen Angaben. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Charakterisierung der StLOX1- und St9DES-RNAi-Pflanzen 

 

Zu Beginn dieser Arbeit standen Pflanzen zur Verfügung, deren Pathogen-

induzierbare 9-Lipoxygenase StLOX1 (StLOX1:St:7) bzw. 9-Divinylether-Synthase St9DES 

in ihrer Transkriptakkumulation mittels RNA-Interferenz reduziert sind. Die biochemische 

Charakterisierung der StLOX1-RNAi-Pflanzen wurde von Frau Dr. Göbel durchgeführt. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass in den RNAi-Pflanzen nach Pathogen-Infektion 

enzymatisch gebildetete 9-Oxylipine im Vergleich zu den Kontrollpflanzen bis zu 12-fach 

reduziert vorliegen. Gleichzeitig traten nicht-enzymatisch gebildete 9-Oxylipine und Produkte 

des 13LOX-Weges in deutlich höheren Mengen als in den Kontrollen auf (Göbel et al., 2003). 

Die StLOX1-RNAi-Pflanzen wurden auch in Infektionsexperimenten mit P. infestans 

verwendet. Der biochemische Phänotyp korreliert aber nicht mit einer veränderten Resistenz 

bezogen auf die Pathogenbiomasse. Das gleiche gilt für die St9DES-RNAi-Pflanzen (Eschen-

Lippold et al., 2007, 2004). 

In dieser Arbeit sollte die Rolle des StLOX1-Weges in Kartoffel für die 

Knollenentwicklung, sowie unter biotischen und abiotischen Stressbedingungen untersucht 

werden. Ein weiteres Ziel war die funktionelle Analyse von Kandidatengenen aus bereits 

durchgeführten Microarray-Experimenten mit den StLOX1-RNAi-Pflanzen. 

 

3.1.1. Untersuchungen zur Knollenbildung 

 

(Kolomiets et al., 2001) zeigten, dass das Silencing der Knollen- und Stolon-

exprimierten 9-Lipoxygenase POTLX-1 (LOX1:St:8; AAB67858) zu Defekten in der 

Knollenbildung führt. So wiesen Knollen von POTLX-1-antisense Pflanzen geringere 

Gewichte und Deformationen auf.  

In den StLOX1-RNAi-Knollen ist nach Pathogen-Behandlung keine StLOX1-

Expression mittels Northern-Blot nachweisbar (Eschen-Lippold, 2004). In den RNAi-

Pflanzen sollte im Vergleich zu Kontrollpflanzen ein möglicher Einfluss auf die 

Knollenbildung untersucht werden. Dafür wurden im Gewächshaus bis zur Knollenernte 

kultivierte Pflanzen in Bezug auf Knollenanzahl, Gesamtgewicht und Einzelgewicht mit 

Kontrollpflanzen verglichen. Beginnend im Sommer 2003 wurden insgesamt 6 unabhängige 

Experimente durchgeführt. In Abb. 5 sind die bonitierten Parameter dargestellt. Dabei zeigte 
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sich, dass keine Unterschiede zwischen den Kontrollen und StLOX1-RNAi-Pflanzen in Bezug 

auf die Knollenmorphologie vorliegen. Die in (Kolomiets et al., 2001) beschriebenen 

Unterschiede scheinen also spezifische POTLX-1-antisense-Effekte zu sein und kein 

allgemeiner Effekt des Silencing eines 9LOX-Weges in Knollen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2. Mikroskopische Untersuchungen nach P. Infestans-Infektion 

 

Ergebnisse aus anderen Pathosystemen implizieren verschiedene Funktionen von 9-

Lipoxygenasen in der Interaktion mit Pathogenen (vgl. 1.2). Deshalb sollte in Kartoffel 

untersucht werden, wie sich das Silencing des 9LOX-Weges auf die Infektion mit P. infestans 

auswirkt. Dazu wurden StLOX1- und St9DES-RNAi-Pflanzen im Vergleich zu 

Kontrollpflanzen mit P. infestans inokuliert und der Infektionsverlauf mikroskopisch 

untersucht. Dieser Ansatz dient dazu, mögliche Unterschiede, die mittels Realtime-PCR-

basierter P. infestans Biomasse-Bestimmung nicht herauszustellen sind (Eschen-Lippold et 

al., 2007, 2004), sichtbar zu machen. Makroskopische Untersuchungen nach Pseudomonas-
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Abb. 5. StLOX1-RNAi-Knollen. 
Dargestellt sind in a) die Knollenanzahl pro 
Pflanze, in b) das Knollen-Gesamtgewicht 
pro Pflanze, in c) das Einzelgewicht jeder 
Knolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen aus sechs 
unabhängigen Experimenten aus den Jahren 
2003-2006. Die Pflanzen wurden im 
Gewächshaus bis zur Abreifung kultiviert. Es 
konnte kein statistisch signifikanter 
Unterschied ermittelt werden. WT= Wildtyp; 
EV= Leerer Vektor; F, J, K, O= StLOX1-
RNAi. 

a 

c 
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Infiltration von StLOX1-RNAi- und Kontrollpflanzen hatten keinen Unterschied in der 

Ausprägung des hypersensitiven Zelltodes ergeben (Göbel et al., 2003). Um nun eine 

mikroskopische Untersuchung nach P. infestans-Infektion anzuschließen, wurden Pflanzen in 

Sterilkultur inokuliert, zu verschiedenen Zeitpunkten Blätter geerntet und Trypanblau-, sowie 

Anilinblau-Färbungen durchgeführt. Mit Trypanblau werden tote Pflanzenzellen (Keogh et 

al., 1980) und die P. infestans-Strukturen angefärbt, der Verlauf der Infektion ist also direkt 

auf Pflanzen- und Oomyceten-Seite unter dem Lichtmikroskop sichtbar. Mit Anilinblau wird 

die von der Pflanze als Reaktion auf das Eindringen des Oomyceten gebildete Callose gefärbt 

und unter UV-Licht sichtbar (Currier und Strugger, 1956).  

In Abb. 6 ist ein repräsentativer früher Infektionsverlauf nach Inokulation mit P. 

infestans exemplarisch in Kontrollpflanzen, die mit einem Leeren Vektor-Konstrukt 

transformiert wurden, dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b
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Abb. 6. Trypanblau-Färbung von Kontroll-Pflanzen nach P. infestans-Infektion zu frühen Zeitpunkten. 
Gezeigt ist in a) ein direkt gekeimtes Sporangium mit erfolgter Epidermiszellen-Infektion (2 dpi), in b) der Übergang 
der Infektion von der Epidermis (oben) ins Mesophyll (unten) in zwei fokussierten Ebenen eines Bildausschnittes (2 
dpi) und in c) eine manifestierte Infektion im Mesophyll (3 dpi).  

50 µm 50 µm 

50 µm 

20 µm 
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Abb. 7 zeigt einen Vergleich der StLOX1-RNAi-, St9DES-RNAi- und 

Kontrollpflanzen drei Tage nach Inokulation. Es fanden sich starke Unterschiede innerhalb 

einer Linie bezogen auf die Zelltod-Ausprägung. So traten einerseits Bereiche mit wenigen 

großen deutlich begrenzten Ansammlungen toter Zellen auf (s. Abb. 7: WT, F, J, K), 

andererseits auch Bereiche mit vielen kleinen Ansammlungen toter Zellen (s. Abb. 7: EV, V1, 

V2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Abb. 8 ist vergleichend eine Übersicht über die Callosebildung in den StLOX1-

RNAi- und Kontrollpflanzen dargestellt. Diese erfolgte in den einzelnen Linien einheitlich, 

signifikante Unterschiede waren nicht festzustellen. 

 

 

 WT                       V1                       V2

            EV                                 F                         J                          K

    St9DES-RNAi

    StLOX1-RNAi

Abb. 7. Trypanblau-Färbung von StLOX1- und St9DES-RNAi-Pflanzen nach P. infestans-Infektion 
Zwei Tage nach P. infestans-Inokulation (10 µl Tropfen à 1*105 Sporen / ml) von Pflanzen aus Sterilkultur wurden 
Blätter geerntet und einer Trypanblau–Färbung unterzogen. Tote Pflanzenzellen und Strukturen des Oomyceten sind 
blau gefärbt. Dargestellt sind Ausschnitte aus infiziertem Gewebe im Bereich der Inokulationsstelle. Es konnte kein 
Unterschied zwischen den Linien festgestellt werden, da die Ausprägung der Infektion an den einzelnen 
Inokulationsstellen sehr variabel war. Das Experiment wurde zweimal mit ähnlichem Ergebnis durchgeführt. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor; V1, V2= St9DES-RNAi; F, J, K= StLOX1-RNAi. Balken entsprechen 100 µm. 
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Mit beiden Färbemethoden war eine hohe Variabilität der Infektion festzustellen. 

Signifikante Unterschiede ließen sich also nicht feststellen, so dass gesagt werden kann, dass 

die beiden Pathogen-induzierten Enzyme StLOX1 und St9DES in Kartoffel keinen direkten 

Einfluss auf das Wachstum von P. infestans (Eschen-Lippold et al., 2007, 2004), bzw. die 

Resistenzantwort von Kartoffel haben. 

EV

J

K O

WT F

Abb. 8. Anilinblau-Färbung von StLOX1-RNAi-Pflanzen nach P.infestans-Infektion 
Drei Tage nach P. infestans-Inokulation (10 µl Tropfen à 2,5*104 Sporen / ml) von Pflanzen aus Sterilkultur wurden 
Blätter geerntet und einer Anilinblau–Färbung unterzogen. Von den Pflanzen gebildete Callose ist unter UV-Licht hell 
leuchtend sichtbar. Dargestellt sind Ausschnitte aus infiziertem Gewebe im Bereich der Inokulationsstelle, deutlich 
kann das Hyphenwachstum anhand der Calloseplugs verfolgt werden. Es konnte kein Unterschied in der Intensität, 
bzw. der Gesamtakkumulation von Callose zwischen den Linien festgestellt werden. Das Experiment wurde zweimal 
mit ähnlichem Ergebnis durchgeführt. WT= Wildtyp; EV= Leerer Vektor; F, J, K, O= StLOX1-RNAi. Balken 
entsprechen 100 µm.  
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3.1.3. Infektionsexperimente mit anderen bodenbürtigen Pilzen 

 

Neben den Experimenten mit P. infestans sollte untersucht werden, ob die StLOX1-

RNAi-Pflanzen bei der Interaktion mit anderen Pathogenen einen veränderten 

Infektionsphänotyp zeigen, das Herabsetzen des Pathogen-induzierten 9LOX-Weges also in 

anderen Pathosystemen eine spezifische Wirkung zeigt. Dazu wurden die folgenden Pathogene 

in Infektions-Experimenten verwendet: Colletotrichum coccodes (Wallr.) S. Hughes (der 

Erreger der Colletotrichum-Welke) (Lees und Hilton, 2003), Colletotrichum lindemuthianum 

(Sacc. et Magn.) Bri. et Cav (der Erreger der Brennfleckenkrankheit an Bohnen) (Perfect et al., 

1999) und Verticillium dahliae Kleb. (der Erreger der Verticillium-Welke und Haupterreger 

des potato early dying-Komplexes) (Bhat und Subbarao, 1999; Rowe et al., 1987). 

 

3.1.4. Inokulation mit Colletotrichum coccodes 

 

Der Pilz Colletotrichum coccodes erzeugt an infizierten Kartoffelpflanzen neben 

Welke-Erscheinungen auch silbrige, matte Flecken auf den Knollen, in denen sich die 

Mikrosklerotien entwickeln, die als schwarze Punkte (black dot disease) (Andrivon et al., 

1998) sichtbar werden. Dieses Pathogen wurde in Inokulationsexperimenten mit StLOX1-

RNAi-Pflanzen verwendet, um eine Rolle der Pathogen-induzierten 9LOX in dieser Interaktion 

zu überprüfen. Bei den inokulierten Pflanzen konnten visuell keine Krankheits-Symptome 

festgestellt werden. Allerdings waren inokulierte Pflanzen signifikant höher als nicht 

inokulierte Pflanzen. Dabei spielte der Pflanzen-Genotyp keine Rolle (Abb. 9). Auf das 

Wurzelwachstum hatte der Pilz jedoch keinen Effekt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5,0

5,5

6,0

6,5

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

unbehandelt C. coccodes

P
fl
a
n
z
e
n
h
ö
h
e
 [

c
m

]

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

unbehandelt C. coccodes

W
u
rz

e
lg

e
w

ic
h
t 

[g
]

a b 

Abb. 9. Pflanzenhöhe und Wurzelgewicht von C. coccodes-inokulierten StLOX1-RNAi-Pflanzen (40 dpi). 
Pflanzen wurden in Perlit gepflanzt und einen Tag später mit einer C. coccodes-Sporenlösung (6*106

Sp./ml, 2 ml) gegossen. C. coccodes-behandelte Pflanzen zeigten eine signifikante Förderung der 
Wuchshöhe (a), unabhängig vom Pflanzen-Genotyp. Das Wurzelgewicht der einzelnen Linien unterschied 
sich nicht von einander und korrelierte auch nicht mit der Inokulation von C. coccodes  (b). Pflanzen siehe 
Abb. 10. (** p < 0,01). 

 ** 
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 Aus den Wurzeln wurde genomische DNA isoliert und diese einer Southern-Analyse 

zum Nachweis des Pathogens (bzw. der Quantifizierung des Wachstums) unterzogen, wobei 

der Blot mit einer C. coccodes-spezifischen Sonde aus der internal transcribed spacer-Region 

(CcITS1/2) hybridisiert wurde. Das verwendete Fragment wurde im Rahmen dieser Arbeit 

kloniert (s. A.7).  Anhand der Bandenstärke konnte dann die Infektion, nach Abgleich gegen 

eine Kartoffel-rDNA-Hybridisierung, quantifiziert werden (Abb. 10). Dabei war kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Linien bezogen auf die Pathogen-Biomasse 

detektierbar. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.5. Inokulation mit Colletotrichum lindemuthianum 

 

Colletotrichum lindemuthianum ist in der Literatur nur als Bohnen-Pathogen 

beschrieben (Redman et al., 2001; Perfect et al., 1999). Es ist also davon auszugehen, dass 

Kartoffel keine Wirtspflanze für diesen Pilz darstellt. Trotzdem sollte untersucht werden, ob 

eine veränderte Resistenz in den StLOX1-RNAi-Pflanzen im Vergleich zu den 

Kontrollpflanzen vorliegt. Dazu wurden Pflanzen im Wurzelbereich inokuliert. Es konnten 

keine Krankheitssymptome an oberirdischen Organen (Daten nicht gezeigt) und den Wurzeln 

festgestellt werden konnten (Abb. 11). Zusätzlich wurden das Wurzelgewicht und die 

Wuchshöhe bestimmt. Dabei zeigte sich ein wuchsfördernder Einfluß des Pilzes auf die 

inokulierten Pflanzen, unabhängig vom Genotyp (Abb. 12). 
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Abb. 10. C. coccodes-Biomasse-
Bestimmung in StLOX1-RNAi-
Pflanzen. 
Behandlung s. Abb. 9. Wurzel-DNA 
wurde mit HindIII und XbaI verdaut 
und der Blot mit einem CcITS1/2-
Fragment, sowie einer Kartoffel-rDNA

Sonde hybridisiert. Das Pathogen-
wachstum wurde über den Abgleich 
der korrespondierenden Bandeninten-
sitäten jeder Probe errechnet. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor; F, J, K, 
O= StLOX1-RNAi. 
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Abb. 11. Wurzelballen nach C. linde-

muthianum-Inokulation. 
Pflanzen wurden in Perlit gepflanzt, einen 
Tag später im Wurzelbereich inokuliert 
(3,4*104 Sp./ml, 450 µl) und 32 dpi geerntet. 
Krankheitssymptome waren nicht zu 
erkennen. Exemplarisch sind Wurzelballen 
vom Wildtyp und der StLOX1-RNAi-Linie F 
gezeigt. Die unterschiedliche Färbung beruht 
auf abweichender Belichtung. 

WT F
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3.1.6. Inokulation mit Verticillium dahliae 

 

Die Infektion der StLOX1-RNAi-Pflanzen mit Verticillium dahliae wurde 

freundlicherweise in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Bart Thomma (Wageningen University) in 

dessen Arbeitsgruppe durchgeführt. Als Maß der Infektion diente das Frischgewicht der 

oberirdischen Organe. Auch mit diesem Pathogen konnte kein signifikanter Unterschied 

zwischen StLOX1-RNAi- und Kontrollpflanzen festgestellt werden (Abb. 13). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 12. Pflanzenhöhe und Wurzelgewicht von C. lindemuthianum-inokulierten StLOX1-RNAi-Pflanzen (32 dpi). 
Behandlung s. Abb. 11. C. lindemuthianum-behandelte Pflanzen zeigten eine signifikante Förderung des Wuchses  
unabhängig vom Pflanzen-Genotyp (a). Das Wurzelgewicht der einzelnen Linien war nicht verändert und 
korrelierte auch nicht mit der Pathogen-Inokulation  (b). Pflanzen siehe Abb. 10. (***  p = 0,0001). 
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Abb. 13. Infektion der StLOX1-
RNAi-Pflanzen mit Verticillium 

dahliae (5368). 
23 Tage nach Inokulation wurde 
das Frischgewicht der ober-
irdischen Organe bestimmt. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor; K, 
O, J= StLOX1-RNAi; Wasser= 
unbehandelte Kontrollen. Das 
Experiment wurde einmal 
durchgeführt. Die Fehlerbalken 
repräsentieren die Standard-
abweichung. 
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3.1.7. Abiotischer Stress 

 

3.1.7.1. Starklichtbehandlung 

 

Um die Reaktion der StLOX1-RNAi-Pflanzen auch auf oxidativen abiotischen Stress 

zu untersuchen, wurden Experimente mit Starklicht durchgeführt, das zur Bildung von 

reaktiven Sauerstoffspezies führt und damit die Zerstörung des Photosystem II-

Reaktionszentrums, sowie Lipidperoxidation induziert (Ledford und Niyogi, 2005; Aro et al., 

1993). Nach 3-wöchiger Anzucht der Pflanzen unter Normalbedingungen (ca. 150 µE), 

wurden die Experimente in einem Anzuchtschrank mit Dauerlicht von ca. 950 µE, ohne Tag- 

und Nachtrhythmus, über eine Zeit von 54 Stunden, durchgeführt. Als Effekt wurde die 

maximale Effizienz des Photosystems II (Fv/Fm) nach kurzzeitiger lokaler Dunkeladaptation 

gemessen, die als Indikator für die oxidative Schädigung des Photosynthese-Apparates dient 

(Powles, 1984). Liegt eine Schädigung vor, sinkt die PSII-Effizienz. Die Versuche wurden 

zusammen mit Olaf Barth (AG Humbeck, Uni Halle) durchgeführt. Wie aus Abb. 14 

ersichtlich, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen StLOX1-RNAi- und 

Kontrollpflanzen festgestellt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde Blattmaterial für Northern-Analysen geerntet. 

Hybridisierungen mit Sonden von ROS-detoxifizierenden Enzymen, wie einer Cu/Zn-

Superoxid-Dismutase (Cu/Zn-SOD; TIGR: TC128134), einer Fe-SOD (TIGR: TC127528) 

und einer Catalase (Accession: Z37106), zeigten keinen Unterschied zwischen StLOX1-

RNAi- und Kontrollpflanzen, sowie keine Induktion der Expression unter den gegebenen 

Bedingungen (Daten nicht gezeigt). Aus diesen physiologischen und molekularen Daten lässt 

Abb. 14. Starklichtbehandlung der 
StLOX1-RNAi-Pflanzen. 
Nach Anzucht unter Normal-
bedingungen wurden die Pflanzen in 
einem Anzuchtschrank  54 h Dauer-
Starklicht (ca. 950 µM) ausgesetzt. 
Gemessen wurde die Effizienz des 
Photosystems II [Fv/Fm]. Dargestellt 
sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichungen aus zwei unab-
hängigen Experimenten. Fv= 
variable Fluoreszenz; Fm= max. 
Fluoreszenz nach Dunkeladaptation; 
WT= Wildtyp; EV= Leerer Vektor; 
F, J, K, O= StLOX1-RNAi. 
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sich schlussfolgern, dass für die Reaktion von Kartoffelpflanzen auf Starklichtstress der 

StLOX1-Weg keine Bedeutung hat. 

 

3.1.7.2. Schwermetallbehandlung (CuSO4) 

 

Eine weitere Möglichkeit, oxidativen Stress in Pflanzen hervorzurufen, ist die 

Behandlung mit Schwermetallen (Schützendübel und Polle, 2002). Dazu wurden Pflanzen in 

steriler Meristemkultur auf CuSO4-haltigem Medium kultiviert. Über eine Verdünnungsreihe 

wurde vorher die optimale Konzentration ermittelt (15 µM), die das Wurzelwachstum von 

Kontrollpflanzen inhibiert, aber nicht komplett unterdrückt (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich 

dazu wurden die StLOX1- und St9DES-RNAi-Pflanzen in den folgenden Experimenten 

betrachtet (Abb. 15). Auch hier zeigte sich kein veränderter Phänotyp der StLOX1-RNAi- und 

St9DES-RNAi-Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15. Wurzelwachstum auf
CuSO4-haltigem Medium. 
Spross-Spitzen von steril 
angezogenen Pflanzen wurden 
in Glasröhrchen mit Hoagland-
Minimalmedium (mit 15 µM 
CuSO4) gepflanzt (a). Als Maß 
für die inhibitorische Wirkung 
von CuSO4 wurde die 
Wurzellänge gemessen (20 dpi). 
StLOX1-RNAi (b), St9DES-
RNAi (c). Dargestellt ist eins 
von zwei Experimenten mit 
vergleichbarem Ergebnis. Die 
Fehlerbalken repräsentieren die 
Standardabweichung. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor; F, 
J, K, O= StLOX1-RNAi; V1, 
V2= St9DES-RNAi. 
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3.1.7.3. Wasserstress-Experimente 

 

Um die Wirkung von extremer Dürre, sowie Überflutung, und den damit verbundenen 

oxidativen Stress (Blokhina et al., 2003) auf die StLOX1-RNAi-Pflanzen zu überprüfen, 

wurden Experimente in einer Phytokammer durchgeführt. Beide Versuchsansätze lieferten aber 

keine reproduzierbaren Daten, so dass hier keine Aussage über eine Rolle der StLOX1 

getroffen werden kann.  

 

3.2. TIGR-Microarrays (ftp://ftp.tigr.org/pub/data/s_tuberosum/SGED/073_Rosahl) 

 

Im Rahmen des Angebots des NSF potato genome project-Konsortiums wurden 

Microarray-Analysen mit den 10K-Arrays des TIGR-Instituts (The Institute for Genomic 

Research) durchgeführt. Verwendet wurden Proben von Wildtyp- und StLOX1-RNAi-

Pflanzen nach Psm-Infiltration. Dabei sollten einerseits Gene identifiziert werden, die in den 

RNAi-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp differentiell reguliert sind, andererseits solche, die 

nach Pathogen-Behandlung stark induziert werden. Die Experimente wurden von Frau 

Angelika Weinel (IPB Halle) durchgeführt. Die Rohdaten der StLOX1-RNAi- und Wildtyp-

Pflanzen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Steffen Neumann (IPB Halle) annotiert und 

statistisch ausgewertet. Die Venn-Diagramme in Abb. 16 zeigen eine Übersicht über Gruppen 

statistisch signifikant differentiell regulierter Gene (p < 0,05) in Wildtyp- und StLOX1-RNAi-

Pflanzen acht Stunden nach Psm-Infiltration. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16.  Differentiell regulierte Gene in Wildtyp- und StLOX1-RNAi-Pflanzen. 
Dargestellt sind Gruppen von Genen die statistisch signifikant differentiell reguliert sind bezogen auf MgCl2-
infiltrierte Kontrollen (p < 0,05). (a) zeigt die Anzahl allgemein differentiell regulierter Gene, (b) 
herunterregulierte Gene und (c) hochregulierte Gene. Den Daten liegen drei biologische Replikate zugrunde.  
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Aus den differentiell regulierten Genen wurden potentielle Kandidaten ausgewählt, deren 

Expression auf Northern-Ebene bestätigt werden sollte. In Tab. 1 sind die ausgewählten 

Kandidaten mit zugehörigen TIGR-Expressionsdaten aufgelistet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Hybridisierungen auf Northern-Ebene wurden kurze Gen-Fragmente, basierend auf 

den von TIGR veröffentlichten ESTs, kloniert (s. A.6 und A.7). Es kam die RNA, die bereits 

für die Microarrays verwendet wurde, und neue RNA aus drei nachgezogenen Experimenten 

zum Einsatz. So stand Material von insgesamt 6 unabhängigen Experimenten zur Verfügung. 

In Abb. 17 sind beispielhaft Hybridisierungen mit RNA aus Psm-infiltrierten Blättern (8 hpi) 

dargestellt.  
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CYTOCHROME P450 StCYP 

TRANSPORTER-LIKE PROTEIN StTLP 

SYNAPTOSOME-ASSOCIATED PROTEIN 33 StSNAP33 

OMEGA-6 FATTY ACID DESATURASE StFAD 

ENOYL-ACP REDUCTASE PRECURSOR StEAR 

DNA-BINDING PROTEIN 

 
StDBP 
 

SYNTAXIN-RELATED 1 StSYR1 

AUXIN EFFLUX CARRIER StAEC 

COPPER AMINE OXIDASE StCAO 

SCARECROW-LIKE TRANSCRIPTION FACTOR 11 StSCL11 

LIPID TRANSFER PROTEIN StLTP 

PATHOGEN-INDUCED ALPHA-DIOXYGENASE StDOX 

Tab. 1.  Übersicht einiger differentiell regulierter Gene in Wildtyp- und StLOX1-RNAi-Pflanzen nach Psm-Infiltration. 
Zahlenwerte spiegeln die x-fache Induktion der Expression, bezogen auf die Werte der Kontroll-Infiltration (MgCl2;*), 
wider (p < 0,05). RNAi= StLOX1-RNAi; WT= Wildtyp. 

8 hpi              24 hpi 

Expressionslevel 
(x-fach *) 

 RNAi  -   WT       RNAi  -   WT 
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Abb. 18 zeigt Hybridisierungen mit RNA aus Pep-13-infiltrierten Blättern zu verschiedenen 

Zeitpunkten. In keinem Fall konnten die auf Microarray-Ebene ermittelten Unterschiede in 

der Expression zwischen Wildtyp- und StLOX1-RNAi-Pflanzen bestätigt werden. Dennoch 

zeigten die Kandidaten eine starke Induktion der Expression, die auch nach P. infestans-

Inokulation nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). So wurden neue Gene in Kartoffel 

identifiziert, die nach Pathogen-Behandlung aktiviert werden und als Marker der Pathogen-

Abwehr Verwendung finden können.  

SYNAPTOSOME-ASSOCIATED PROTEIN 33 

StCAO 

RNA 

StSNAP33 

RNA 

StDOX 

RNA 

- +  - +  - +  - +  - +  - +
WT   EV     F      J       K      O

StLOX1-RNAi 

COPPER AMINE OXIDASE   

     

PATHOGEN-INDUCED α−DIOXYGENASE

 
 

     

StLOX1 

RNA 

9 -LIPOXYGENASE 

StAEC 

RNA 

StSCL11 

RNA 

StSYR1 

RNA 

StFAD 

RNA 

AUXIN EFFLUX CARRIER  

ω-6 FATTY ACID DESATURASE      

SYNTAXIN-RELATED 1    

SCARECROW-LIKE TRANSCRIPTION FACTOR 11      

- +  - +  - +  - +  - +  - +

StLOX1-RNAi 

   

Abb. 17. Transkript-Akkumulation der Kandidatengene acht Stunden nach Psm-Infiltration. 
Dargestellt ist eins von sechs unabhängigen Experimenten mit vergleichbarem Ergebnis. Zwischen den einzelnen Linien 
ist kein Unterschied in der Transkript-Akkumulation zu sehen, lediglich die unterdrückte Expression der StLOX1 in den 
StLOX1-RNAi-Pflanzen ist deutlich zu erkennen (ganz oben). WT= Wildtyp; EV= Leerer Vektor; F, J, K, O= StLOX1-
RNAi. 
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Abb. 18. Expressionsanalyse der Kandidatengene nach Pep-13-Infiltration. 
Pflanzen wurden mit 100 µM Pep-13 infiltriert und zu den angegebenen Zeitpunkten (a) bzw. 24 hpi (b) 
infiltriertes Blattmaterial geerntet. Fragmente der Kandidatengene wurden als Sonden zur Detektion der 
Transkript-Akkumulation verwendet. Einige sind beispielhaft hier gezeigt. Zwischen StLOX1-RNAi- und 
Kontrollpflanzen war kein Unterschied im zeitlichen Verlauf und Ausmaß der Transkript-Akkumulation 
detektierbar. WT= Wildtyp; EV= Leerer Vektor; F, J, K, O= StLOX1-RNAi. Die Experimente wurden 
zweimal mit vergleichbarem Ergebnis durchgeführt. 

StAEC 

StCAO

StDOX 

StSCL11
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             WT                  F                    J                  EV                  K                    O 

0   6  12  24 48 0   6   12 24 48 0   6  12  24 48 0   6   12  24 48 0    6  12  24 48 0    6   12  24  48 

StLOX1-RNAi StLOX1-RNAi 
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3.3. Charakterisierung von StAOS3-RNAi-Pflanzen 

 

Das StAOS3-Gen kodiert für eine 9-Allenoxid-Synthase. Dieses Enzym katalysiert die 

Umwandlung der im 9LOX-vermittelten Schritt gebildeten 9-Hydroperoxide zu Ketolen      

(s. Abb. 3) (Stumpe et al., 2006). Die Autoren zeigten, dass die StAOS3 in unterirdischen 

Organen exprimiert wird (Knollen, treibende Knollenaugen, Wurzeln, Stolone). Im Rahmen 

dieser Arbeit sollten Kartoffelpflanzen mit reduzierter StAOS3-Expression (StAOS3-RNAi) 

hergestellt werden. Zukünftig soll eine biochemische Analyse zeigen, ob die reduzierte 

Expression der StAOS3 zu einer erhöhten Substratverfügbarkeit und Umsetzung in den 

anderen Zweigen des 9LOX-Weges führt. 

Das RNAi-Konstrukt (s. A.6) wurde in den pHELLSGATE8-Vektor kloniert 

(Helliwell et al., 2002). Die regenerierten Pflanzen wurden mittels Southern-Analyse auf 

Integration des RNAi-Konstruktes ins Genom überprüft (Abb. 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identifizierte Transformanten wurden in Sterilkultur vermehrt und zusätzlich bis zur 

Knollenernte in Erde angezogen. Aus den Knollen wurde RNA isoliert und einer Northern-

Hybridisierung unterzogen, um zu testen, ob eine RNAi-vermittelte Reduktion der Transkript-

Akkumulation vorliegt. In Abb. 20 ist das Ergebnis der Hybridisierung mit dem StAOS3-

Fragment, das auch für die Klonierung des RNAi-Konstruktes verwendet wurde, abgebildet. 

Deutlich zeigt sich, dass in den meisten unabhängigen Linien keine Transkripte 

akkumulieren, lediglich die Linien P1, U1, Y1 und Z1 verhalten sich wie die Kontrollen (EV).  

 

M   D1 D2  K1 K2 AB1 X1 AE1 WT F8   j1  O1  T1 

Abb.19. Nachweis der Integration 
des StAOS3-RNAi-Konstruktes ins 
Pflanzengenom.  
Genomische DNA wurde mit BspTI 
und HindIII verdaut, elektro-
phoretisch aufgetrennt und auf eine 
Nylonmembran übertragen. Bei der 
Hybridisierung mit einem nptII-
Fragment wurde eine Bande bei 
3185 bp erwartet. Dargestellt ist ein 
Beispiel-Blot, insgesamt wurden ca. 
40 regenerierte Pflanzen überprüft. 
Positive Linien: D2, AB1, X1, F8, 
j1, O1; WT= Wildtyp; M= Marker. 
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Aus Wurzelproben der StAOS3-RNAi-Pflanzen soll zukünftig ein Oxylipinprofil 

erstellt werden. Die dafür nötige Methodik des Ketol-Nachweises wird zur Zeit von Frau Dr. 

Göbel (AG Feussner, Uni Göttingen) etabliert. Mit Proteinproben aus Wurzeln von Pflanzen, 

die auf Perlit angezogen wurden, wurde ein Western-Blot zum Nachweis des StAOS3-

Proteins gemacht. Der StAOS3-Antikörper wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Ivo 

Feussner (Uni Göttingen) zur Verfügung. gestellt. Die auf Northern-Ebene erhaltenen 

Ergebnisse korrelierten bei den meisten Pflanzen mit den Proteinmengen (Abb. 21). In den 

Linien F8, L1 und O1 vorhandene Proteinbanden deuteten auf eine Rest-Expression hin, die 

auf Northern-Ebene nicht nachweisbar war (Abb. 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um zu testen, ob die starke StAOS3-Expression in den unterirdischen Organen eine 

Funktion für das Wurzelwachstum hat, wurde ein Wurzellängen-Test durchgeführt. Dazu 

wurden die Pflanzen auf Hoagland-Minimalmedium angezogen und das Wurzelwachstum 

bonitiert (Abb. 22). Bei diesen Experimenten konnte kein Unterschied festgestellt werden. Für 

das normale Wurzelwachstum scheint die StAOS3 also keine relevante Funktion zu haben. 

T2   E1  R1  Q1   EV  D2  Y1   L1     j1   M1  H1  Z1

N1   U1  X1  G2   P1  C2   O1 EV   V1  AB1  i1   F8

rRNA 

rRNA 

T2   E1  R1  Q1   EV  D2  Y1   L1     j1   M1  H1  Z1T2   E1  R1  Q1   EV  D2  Y1   L1     j1   M1  H1  Z1

N1   U1  X1  G2   P1  C2   O1 EV   V1  AB1  i1   F8N1   U1  X1  G2   P1  C2   O1 EV   V1  AB1  i1   F8

rRNA 

rRNA 

StAOS3

StAOS3

Abb. 20. StAOS3-Transkript-
Akkumulation in regenerier-
ten Pflanzen . 
Auf Nylonmembranen über-
tragene RNA aus unbehan-
delten Knollen wurde  mit 
einer StAOS3-Sonde hybri-
disiert. EV= Leerer Vektor; 
andere Linien= potentiell 
StAOS3-RNAi. 
Details siehe Text. 

9AOS

Ponceau S
 

N1 WT EV H1 D2  j1 G2  Y1  E1   M L1  M  X1EV Q1Z1 WT 

9AOS

Ponceau S

 M  EV WT C2  F8  T2  M1 O1 U1 B1 P1  R1 WT M EV V1 i1 
Abb. 21. Expressions-Analyse der 
StAOS3-RNAi-Pflanzen. 
Für die Westernblots wurde 
Wurzelmaterial von auf Perlit 
angezogenen Pflanzen verwendet. 
Wie auch auf Northern-Ebene 
ersichtlich, zeigen die Linien P1, 
U1, Y1, Z1 Protein-Akkumulation. 
Auch in den Linien F8, L1, O1 ist 
eine Bande vorhanden, jedoch keine 
mRNA (Abb. 20). Pfeil= spezifische 
StAOS3-Banden; M= Marker; WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor; 
andere Linien= potentiell RNAi. 
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Im nächsten Schritt wurde die Knollenbildung in vitro untersucht. Dazu wurden sterile 

Spross-Explantate mit je einem Nodium auf Knollen-Induktionsmedium gesetzt und die 

Miniknollenbildung bonitiert (Abb. 23). In beiden Experimenten zeigten die StAOS3-RNAi-

Pflanzen eine leicht höhere Knollenbildungsrate als die Kontrollen. Allerdings produzierte der 

Wildtyp im zweiten Experiment überhaupt keine Knollen (s. 4.7).  
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Abb. 22. Wurzelwachstum der 
StAOS3-RNAi-Pflanzen auf 
Hoagland-Minimalmedium.  
Pflanzen wurden in verschraub-
baren Reagenzgläsern mit je 20 ml 
Hoagland-Festmedium steril ange-
zogen. Nach 13 und 60 Tagen 
wurden die Wurzellängen gemes-
sen. Dargestellt ist eins von zwei 
Experimenten mit vergleichbarem 
Ergebnis. Die Fehlerbalken reprä-
sentieren die Standardabweichung. 
WT= Wildtyp; EV= Leerer Vektor; 
StAOS3-RNAi= alle positiven 
RNAi-Linien aus Abb. 21. 

Abb. 23. Miniknollenbildung der 
StAOS3-RNAi-Pflanzen. 
Spross-Explantate mit je einem 
Nodium wurden auf Knollen-
Induktionsmedium gesetzt und ca. 
drei Monate im Dunkeln (18 °C) 
inkubiert. Dargestellt sind beide 
durchgeführten Experimente. Die 
Werte spiegeln die Anzahl 
Knollen-bildender Explantate pro 
Linie in Prozent wider. 
(* p < 0,05; bezogen auf die 
Mittelwerte beider Exp.). 
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3.4. Die Rolle von StLOX1 und St9DES für die R-Gen-vermittelte Resistenz gegen P. 

infestans 

 

3.4.1. Transgene Ansätze 

 

Es sollte untersucht werden, ob die Pathogen-induzierten Enzyme StLOX1 und 

St9DES für die Resistenzgen (R-Gen)-vermittelte Abwehr gegen P. infestans in Kartoffel 

notwendig sind. Diese Sorten-spezifische Form der Resistenz führt zu einer sehr starken 

Abwehrantwort (vgl. 1.). Erfüllen StLOX1 und St9DES eine Funktion in der Ausprägung 

dieser Abwehrantwort, sollte ihr Silencing zu einer veränderten Resistenz führen. Das 

verwendete P. infestans-Isolat 208m2 wurde während meiner Diplom-Arbeit auf seine 

Virulenzen getestet. Dabei zeigte sich, dass die R1-Gen-vermittelte Resistenz nicht 

überwunden werden kann (Eschen-Lippold, 2004). Für die Analyse der Funktion von 

StLOX1 und St9DES in der Sorten-spezifischen Resistenz sollten also R1-Gen-tragende 

Pflanzen verwendet werden. Diese wurden freundlicherweise von Frau Dr. Gebhardt zur 

Verfügung gestellt. Bei den Pflanzen handelte es sich um suszeptible Désirée-

Kartoffelpflanzen, die mit dem R1-Gen transformierten wurden (Ballvora et al., 2002).  

Diese wurden mit StLOX1-RNAi- bzw. St9DES-RNAi-Konstrukten im 

pHELLSGATE8-Vektor (Helliwell et al., 2002) re-transformiert. Dabei konnte nicht auf 

Kanamycin selektiert werden, da dieses Antibiotikum bereits für die R1-Transformation 

verwendet wurde. Im ersten Ansatz wurden deshalb zwei modifizierte pHELLSGATE8-

Vektoren kloniert, die die Selektionsmarker DSDA bzw. DAO1 tragen (s. 2.2.21 und A.4) und 

eine Selektion positiver Transformanten mit für Pflanzen toxischen Aminosäuren der D-

Konfiguration ermöglichen (Erikson et al., 2004, 2005). Für die Pflanzenselektion wurde die 

Aminosäure D-Serin verwendet. Über eine Verdünnungsreihe wurde mit Wildtyp-Pflanzen 

die optimale Konzentration, die signifikant das Wurzelwachstum in vitro hemmt, bestimmt 

(Daten nicht gezeigt). Diese lag bei 0,5 mM D-Serin. Während der Transformation wurden 

etwa 200 Pflanzen selektiert, die deutliches Wurzelwachstum auf D-Serin-haltigem Medium 

zeigten. Mittels Southern-Blot-Methodik und Hybridisierung mit pHELLSGATE8-

spezifischen Sonden sollte auf die Integration des RNAi-Konstruktes geprüft werden. Dabei 

zeigte sich, dass keine Transformante unter den Kandidaten war (Daten nicht gezeigt). Für die 

gegebenen Transformationsbedingungen scheint die Expression von DSDA und DAO1 zu 

schwach gewesen zu sein. 
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Daraufhin wurde die Kanamycin-Resistenzkassette des pHELLSGATE8-Vektors 

gegen eine Hygromycin-Resistenzkassette ausgetauscht (s. 2.2.20 und A.3). Zunächst wurde 

in den resultierenden Vektor nur das StLOX1-RNAi-Fragment kloniert. Dieser zweite Ansatz 

verlief erfolgreich, aus der Transformation der R1-Pflanzen und aller erforderlichen 

Kontrollen gingen StLOX1-RNAi-Pflanzen hervor. In Abb. 24 ist beispielhaft ein Southern-

Blot abgebildet, der die Integration des Konstruktes ins Genom nachweist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die selektierten Pflanzen wurden zur Kontrolle der Reduktion der Transkript-

Akkumulation in Erde angezogen und mit Psm infiltriert. Die Probennahme erfolgte  8 hpi. In 

Abb. 25 ist deutlich die StLOX1-Transkript-Akkumulation in den Kontrollen und nicht in den 

RNAi-Linien zu sehen. Lediglich in der RNAi-Linie „AB2 in WT“ bleibt der Silencing-Effekt 

aus, hier kommt es ebenfalls zu einer starken mRNA-Akkumulation.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 24. Nachweis der Integration des 
StLOX1-RNAi-Konstruktes ins Pflanzen-
genom (Beispiel-Blot). 
DNA aus den angegebenen Pflanzen wurde 
mit den Restriktionsenzymen EcoRI und 
HindIII verdaut, nach der Agarosegel-
Elektrophorese auf eine Nylonmembran 
übertragen und mit einem radioaktiv 
markierten pHELLSGATE8-spezifischen 
Fragment hybridisiert. Transformanten 
zeigen eine Bande bei 2,9 kb (Pfeil). Im 
Wildtyp und der R1-Kontrolle ist keine 
Bande detektierbar. In vielen Trans-
formanten sind multiple Insertionen 
vorhanden. Gleiche Buchstaben kenn-
zeichnen Pflanzen aus gleichen Kalli. Liegt 
wie bei C1 und C2 (WT-Hintergrund) das 
gleiche Bandenmuster vor, handelt es sich 
um Klone. * Genetischer Hintergrund, in 
den transformiert wurde. WT= Wildtyp; 
EV= Leerer Vektor; R1= R1-Gen-tragende 
Pflanze. 
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Abb. 25. Nachweis des RNAi-Effektes in StLOX1-RNAi-R1-Pflanzen. 
Blätter wurden 8 Stunden nach Psm-Infiltration geerntet. Mittels Northern-Blot-Hybridisierung mit StLOX1-
spezifischer Sonde erfolgte der Nachweis von korrespondierenden Transkripten. WT= Wildtyp; EV= Leerer 
Vektor; R1= R1-Gen-tragende Pflanze. 
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Pro genetischem Hintergrund wurden drei unabhängige Linien ausgewählt (Tab. 2), 

für die ein Oxylipin-Profil erstellt wurde (Dr. C. Göbel, AG Feussner, Uni Göttingen; Abb. 

A.5). Dabei zeigte sich, dass in allen RNAi-Linien bis auf L5 H1/4 die Akkumulation von 

9LOX-Produkten stark herabgesetzt ist. Wie auch in den StLOX1-RNAi-Pflanzen im 

suszeptiblen Hintergrund (Göbel et al., 2003) kommt es gleichzeitig zu einer erhöhten 

Akkumulation einiger 13-LOX-Produkte und autoxidativen Produkte (s. A.5).  

 

 

 

 

 

 

Bei ersten Infektionsexperimenten zeigte sich rein visuell, dass es zu keinem Bruch 

der Resistenz in den StLOX1-RNAi-R1-Pflanzen kommt, wie exemplarisch für eine Linie mit 

den zugehörigen Kontrollen in Abb. 26 vergrößert dargestellt ist. Selbst acht Tage nach 

Inokulation sind hier nur punktuell Nekrosen an den Stellen versuchter Penetration durch P. 

infestans innerhalb der Inokulationsstellen sichtbar. Hier haben die attackierten 

Pflanzenzellen mit hypersensitivem Zelltod reagiert und so eine Infektion unterbunden. Im 

Gegensatz dazu ist eine starke Infektion in den suszeptiblen Pflanzen sichtbar.  

 

 

 

 

 

 

 

In den anschließenden Experimenten wurde dann mittels Realtime-PCR das 

tatsächliche Wachstum von P. infestans in den einzelnen Linien bestimmt. Dabei wurde der 

visuelle Phänotyp der Infektion aus Abb. 26 bestätigt, d. h. in den StLOX1-RNAi-R1-Pflanzen 

ist die Resistenz nicht gebrochen (Abb. 27). Im dargestellten Diagramm ist die Pathogen-

Biomasse in den suszeptiblen Kontroll-Pflanzen (ctrl.) und den suszeptiblen StLOX1-RNAi-

Pflanzen (StLOX1-RNAi in ctrl.) recht unterschiedlich. Eindeutig ist jedoch, dass in beiden 

Fällen eine Infektion vorliegt, in den R1-Gen-tragenden Pflanzen (R1 und StLOX1-RNAi in 

R1) jedoch nicht. Generell betrachtet kommt es immer wieder vor, dass in 

Transformierte Linie Resultierende Linien 

R1 = „L2“ AB2, N1, Q2 

EV = „L4“ D2, j1, M4 

WT = „L5“ D1, H1/4, K1 

          WT          L5 D1              R1          L2 Q2 

Abb. 26. Infektions-Phänotyp der StLOX1-
RNAi-R1-Pflanzen. 
Blätter wurden mit einer P. infestans-

Sporensuspension inokuliert (1*105 Sp./ml; 10µl) 
und nach acht Tagen fotografiert. Dargestellt 
sind je zwei Inokulationsstellen pro 
Bildausschnitt. Weitere Details s. Text. WT= 
Wildtyp; R1= R1-Gen-tragende Pflanze; L2 Q2, 
L5 D1= StLOX1-RNAi-Pflanzen (s. Tab. 2). 

Tab. 2. Übersicht über die in den Infektions-
Experimenten mit P. infestans verwendeten 
StLOX1-RNAi-Linien. L2, L4, L5= Kennzeichnung 
der Linien, in die transformiert wurde. 
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Infektionsexperimenten mit P. infestans die Infektionsstärke sehr unterschiedlich ausfällt, wie 

die folgenden Publikationen belegen. (Constabel et al., 1993) beschrieben in Versuchen mit 

abgeschnittenen Blättern eine hohe Variabilität der Infektionsausprägung innerhalb eines 

Experimentes. (Caten, 1970; Caten und Jinks, 1968) zeigten, dass in vegetativ vermehrten in 

vitro-Kulturen eine spontane Variabilität und nicht-Uniformität im Myzelwachstum, der 

Myzel- und Sporen-Morphologie, der Sporen-Überlebensfähigkeit und der Aggressivität 

auftritt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aufgrund der fehlgeschlagenen Transformation mit den DSDA- bzw. DAO1-

Konstrukten, standen keine mit dem auf dem Gateway-System (Invitrogen, Karlsruhe) 

basierenden St9DES-RNAi-Konstrukt transformierten R1-Pflanzen zur Verfügung. Allerdings 

wurden bereits in meiner Diplomarbeit St9DES-RNAi Pflanzen im R1-Hintergrund zu ersten 

Versuchen herangezogen, die mit dem RNAi-Konstrukt im pBBTX-Vektor transformiert und 

auf BASTA (Phosphinotricin) selektioniert wurden (Eschen-Lippold, 2004). Da damals die 

ersten Ergebnisse auf Southern-Ebene nicht richtig mit denen auf Northern-Ebene korrelierten 

und noch keine reproduzierten Infektionsexperimente mit P. infestans vorlagen, wurden die 

Pflanzen erneut auf Integration des RNAi-Konstruktes ins Genom überprüft. Dabei zeigte sich 

(Abb. 28), dass in den Linien C1, C2, C3 das Konstrukt erwartungsgemäß integriert wurde 

(Bande bei 2,5 kb), in den Linien G1, G2 jedoch aberrante Integration vorliegt (Bande bei > 5 

kb). 

 

 

   

 

Abb. 27. P. infestans Wachstum auf 
StLOX1-RNAi-R1-Pflanzen. 
Pflanzen wurden mit einer P. 

infestans Sporensuspension inoku-
liert (1*105 Sp./ml; 10 µl) und nach 
drei Tagen geerntet. Isolierte DNA 
wurde mittels Realtime-PCR auf P. 

infestans-DNA überprüft. Das 
Experiment wurde acht Mal mit 
vergleichbarem Ergebnis wieder-
holt, dargestellt ist ein repräsen-
tatives Ergebnis mit Standard-
abweichungen. EV= Leerer Vektor; 
R1= R1-Gen-tragende Linie; 
StLOX1-RNAi in R1= AB2, N1, Q2. 
(** p < 0,01). 
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Die mit dem St9DES-Fragment detektierte Bande bei >5 kb in den Linien G1 und G2 

wurde mittels Hybridisierung mit dem GUS-Fragment als spezifische RNAi-Konstrukt-Bande 

identifiziert: ein Fragment des GUS-Gens (kodiert für ß-Glucuronidase) fungiert im pBBTX-

Vektor als Platzhalter zwischen den beiden RNAi-Fragmenten (Eschen-Lippold, 2004). 

Northern-Analysen sollten dann zeigen, ob die fünf transgenen Linien tatsächlich eine 

herabgesetzte Trankskriptakkumulation der St9DES zeigen. Es ist jedoch davon auszugehen, 

dass es sich bei den Linien C1, C2, C3 und auch bei G1 und G2 um Klone handelt, da sie vom 

gleichen Kallus stammen. Unter dieser Annahme handelt es sich lediglich um zwei 

unabhängige transgene Linien C und G.  

Zum Nachweis des RNAi-Effektes, wurden die Pflanzen angezogen und mit P. 

infestans inokuliert. Nach drei Tagen erfolgte die Probennahme von infiziertem Material zur 

Northern-Analyse. In Abb. 29 ist deutlich zu sehen, dass die Kontrollpflanzen (WT, EV) 

St9DES-Transkripte akkumulieren, die RNAi-Linien nicht. Demnach führt auch das abberant 

integrierte RNAi-Konstrukt in den Linien G1 und G2 zu einer Reduktion der Transkript-

Akkumulation. 
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Abb. 28. Nachweis der Integration des St9DES-RNAi-Konstruktes ins Pflanzengenom. 
DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI gespalten (erwartetes Fragment 2,5 kb), dann elektrophoretisch 
aufgetrennt und geblottet. Der Blot wurde zuerst mit einem St9DES-Fragment hybridisiert, danach mit einem 
GUS-Fragment. Pfeile kennzeichnen aberrante Integration in den Linien G1 und G2. 

M                    C1   C2   C3    G1   G2                       M                     C1   C2   C3    G1  G2 

WT    WT    EV       C1     C2     C3      G1     G2

St9DES 

rRNA 

Abb. 29. St9DES-Transkriptakkumulation nach 
P. infestans-Infektion. 
Drei Tage nach Inokulation mit einer P. 

infestans-Sporensuspension (1*105 Sp./ml; 
10µl) wurde infiziertes Material zur RNA-
Extration geerntet. Der Northern-Blot wurde 
mit einem St9DES-Fragment außerhalb der 
RNAi-Region hybridisiert (s. A.7). 
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Im nächsten Schritt folgten Infektionsexperimente mit P. infestans und anschließender 

Pathogen-Biomasse Bestimmung, um zu testen, ob das Silencing der Pathogen-induzierten 9-

Divinylether-Synthase einen veränderten Resistenzphänotyp zur Folge hat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wie aus Abb. 30 ersichtlich, hat auch das Herabsetzen der St9DES-

Transkriptakkumulation keinen Bruch der Resistenz, bzw. eine erhöhte Suszeptibilität zur 

Folge. Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass beiden Enzymen, 9-Lipoxygenase und 

9-Divinylether-Synthase, keine Funktion in der R-Gen-vermittelten Resistenz gegen P. 

infestans zukommt. 

 

3.4.2. Chemisch induzierte Resistenz 

 

In vielen suszeptiblen Pflanzenspezies kann durch chemische Induktion ein 

Resistenzzustand gegen bestimmte Pathogene hervorgerufen werden (Conrath et al., 2006; 

Cohen, 2002; Jakab et al., 2001). Mit diesem Ansatz induzierter Resistenz sollte neben der R-

Gen-vermittelten Resistenz in den entsprechenden R1-Pflanzen nun in den suszeptiblen 

StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen die Rolle des 9LOX-Weges für die 

Pathogenabwehr gegen P. infestans weiter untersucht werden.  

Für die Infektionsexperimente mit P. infestans wurden die Pflanzen zwei Tage vor der 

Inokulation mit einem definierten Volumen einer Lösung mit bekannter β-Aminobuttersäure 

(BABA)-Konzentration gegossen. In Vorexperimenten nur mit Désirée-Wildtyppflanzen, die 

zusammen mit Simone Altmann (IPB Halle) durchgeführt wurden, zeigte sich, dass 100 ml 

einer 1 mM BABA-Lösung einen starken Resistenzzustand induzieren. Von den 

0

5

10

15

20

25

R1 C G WT EV

P
. 
in

fe
s
ta

n
s
 B

io
m

a
s
s
e

 [
u

]

Abb. 30. P. infestans-Inokulation 
der St9DES-RNAi-R1-Pflanzen. 
Pflanzen wurden mit einer P. 

infestans Sporensuspension 
inokuliert (1*105 Sp./ml; 10 µl) 
und nach drei Tagen geerntet. Die 
P. infestans-Biomasse wurde 
mittels Realtime-PCR auf DNA-
Ebene überprüft. Das Experiment 
wurde drei Mal mit vergleich-
barem Ergebnis wiederholt. 
Dargestellt ist ein Experiment mit 
Standardabweichungen. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor; C= 
C1, C2, C3; G= G1, G2; R1= R1-
Gen-tragende Linie. (** p < 0,01). 

** ** ** 
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Versuchspflanzen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Blattproben genommen, um auf 

RNA-Ebene die Expression Abwehr-relevanter Gene zu überprüfen. Die Northern-

Hybridisierungen zeigten keine schnellere oder stärkere Expression dieser Gene in den 

BABA-vorbehandelten Pflanzen (Abb. 31). Im Gegenteil, die nicht-vorbehandelten Proben 

zeigten eine deutlich stärkere Abwehrgen-Expression, die wahrscheinlich auf der erhöhten 

Zahl infizierter und toter Zellen beruht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diese Vorbehandlung wurde auch in Experimenten mit den StLOX1- und St9DES-

RNAi-Pflanzen durchgeführt. Zwei Tage nach BABA-Applikation wurde mit P. infestans 

inokuliert und wieder 3 Tage später Probenmaterial geerntet. In Abb. 32 sind die Ergebnisse 

dargestellt. In jedem Experiment konnte ein signifikant erhöhter Resistenzzustand erzielt 

werden, unabhängig vom Genotyp. In Kartoffel ist für die Ausbildung der BABA-induzierten 

Abb. 31. BABA-induzierte Resistenz 
gegen P. infestans. 
Wildtyp-Pflanzen wurden zwei Tage vor 
Inokulation mit einer P. infestans-
Sporensuspension (1*105 Sp./ml, 10 µl) 
mit 100 ml 1 mM BABA oder Wasser 
gegossen. Infiziertes Blattmaterial wurde 
zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet. a) 
P. infestans Biomasse-Bestimmung 
mittels Realtime-PCR (3 dpi), im unteren 
Teil sind je zwei typische Inoku-
lationsstellen abgebildet (** P < 0,01);   
b) Expression von Abwehrgenen im 
Verlauf der Infektion mit und ohne 
BABA-Vorbehandlung. Pflanzen wurden 
mit BABA gegossen (s.o.) und zwei Tage 
später mit P. infestans inokuliert (s.o.). 
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 
infizierte / nicht-infizierte Blattproben 
genommen und RNA isoliert. Hergestellte 
Blots wurden mit veschiedenen radio-
aktiven Sonden hybridisiert. St4-CL= 4-

COUMARATE:COA LIGASE; StPIN2= 
PROTEINASE-INHIBITOR 2; StPR1a/5= 
PATHOGENESIS-RELATED 1a / 5. Das 
Experiment wurde drei Mal mit 
vergleichbarem Ergebnis durchgeführt. 
Die starke StPIN2-Expression in 
unbehandelten Proben ist unerwartet und 
spricht dafür, dass die Pflanzen zu 
Versuchsbeginn gestresst waren.  
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Resistenz und der R-Gen-vermittelten Resistenz (vgl. 3.4.1) der 9LOX-Weg demnach nicht 

von Bedeutung.  
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Abb.  32.  
BABA-behandelte 
suszeptible StLOX1-RNAi-
und St9DES-RNAi-Pflanzen 
drei Tage nach P. infestans-
Infektion.  
Zwei Tage vor P. infestans-
Inokulation (1*105 Sp./ml;   
10 µl), wurden Pflanzen mit 
100 ml 1 mM BABA gegos-
sen. a) StLOX1-RNAi (Linien 
F, J, K, O; ctrl.= WT, EV), b) 
St9DES-RNAi (Linien V1, 
V2; WT, EV). Die Experi-
mente wurden drei Mal mit 
vergleichbarem Ergebnis 
durchgeführt. Dargestellt ist 
jeweils ein Experiment mit 
Standardabweichungen. 
(* P < 0,05). WT= Wildtyp; 
EV= Leerer Vektor. 
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3.5. Die Rolle des Kandidatengens StSYR1 für die basale Resistenz 

 

Die Auswertung der TIGR-Microarray-Experimente zeigte, dass das Gen StSYR1 in 

Kartoffel nach Psm-Infiltration exprimiert wird (s. Tab. 1). Die Induktion konnte auf 

Northern-Ebene bestätigt werden (Abb. 17). StSYR1 zeigt hohe Homologie zu den 

Syntaxinen NtSYR1 aus Tabak und AtPEN1 (bzw. AtSYP121), sowie AtSYP122 aus 

Arabidopsis (Tab. 3). Diese Homologe haben tatsächlich eine Funktion in der 

Pathogenabwehr (Zhang et al., 2007; Heese et al., 2005). Ihnen wird eine Rolle in der 

Vesikelfusion mit der Zellmembran und der Sekretion von Proteinen zugeschrieben (Pratelli 

et al., 2004). Ein Ausschalten dieser Gene führt in Tabak, wie auch in Arabidopsis, zu einem 

veränderten Wuchsphänotyp (Zhang et al., 2007; Assaad et al., 2004; Geelen et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

In einem RNA-Interferenz-Ansatz sollte die Rolle von StSYR1 für die basale Resistenz 

der Kartoffel gegen P. infestans untersucht werden. Dazu wurden Wildtyp-Désirée Pflanzen 

mit einem pHELLSGATE8-StSYR1-RNAi-Konstrukt transformiert. Aus Proben der 

regenerierten Pflanzen wurde DNA isoliert und mittels Southern-Analytik die Integration des 

RNAi-Konstruktes ins Genom nachgewiesen (Abb. 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Danach sollte untersucht werden, ob in den Transformanten der RNAi-vermittelte 

Silencing-Effekt vorliegt. Dazu wurden die Pflanzen auf Erde angezogen, mit Psm infiltriert 

und nach 8 Stunden Proben zur RNA-Extraktion genommen. Auf Northern-Ebene zeigte sich, 

% Identität Vergleich 

65 StSYR1-AtSYP122 

74 StSYR1-AtSYP121 

92 StSYR1-NtSYR1 

Tab. 3. Identitätsvergleich von StSYR1-Homologen. 
Dargestellt sind die Homologie-Vergleiche zwischen 
StSYR1 und den Homologen auf Proteinebene in %-
Identität. StSYR1 = StPEN1 (AY616763), NtSYR1
(AAD11808), AtSYP121 (NP_974288), AtSYP122
(NP_190808). Verwendet wurde das Programm NCBI 
Blast 2 Sequences 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). 

 

Abb. 33. Nachweis der Integration des StSYR1-
RNAi-Konstruktes ins Pflanzengenom (Beispiel-
Blot). 
Genomische DNA wurde mit dem Enzym BamHI 
verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine 
Nylonmembran übertragen und dann mit einem 
radioaktiv markierten BamHI-pHELLSGATE8-
Fragment hybridisiert. Zu erwarten ist eine Bande 
bei ca. 1700 bp (Pfeil). Die Linien X2, A4, L1, G1, 
i1, W1, P2, Q2 und B4 sind demnach Trans-
formanten. M= Marker, X2-B4= StSYR1-RNAi. 

   M   X2    S1  WT   A4   M3   L1   G1    i1    W1   P2  Q2    B4 kb 
 
 

11 
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mit zwei Ausnahmen, in den unabhängigen Linien die Repression der Transkription des 

StSYR1-Gens (Abb. 34). Die beiden Linien D1 und U2 sind zwar auf Southern-Ebene positiv, 

der RNAi-Konstrukt-vermittelte Silencing-Effekt funktioniert aber nicht, so dass es zur 

Transkript-Akkumulation kommt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bei der Pflanzenanzucht fiel auf, dass die RNAi-positiven Pflanzen nach etwa drei 

Wochen Wachstum in Erde Seneszenz-Erscheinungen und punktförmige Nekrosen auf den 

älteren Blättern zeigten, die Kontrollen (EV, D1, U2) jedoch normal wuchsen. Dieser Effekt 

wurde in weiteren Experimenten untersucht und konnte bestätigt werden. In Abb. 35 ist der 

Seneszenz-Phänotyp älterer Pflanzen, verbunden mit der Ausbildung von Chlorosen und 

Nekrosen, dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

StSYR1 

B4  C1   D1  EV   F1   G1   H1   i1   EV    j1 K1  L1   EV   O1   P2  Q2   U2  EV   W1  X2

rRNA 

Abb. 34. StSYR1-Transkript-Akkumulation in den StSYR1-RNAi-Pflanzen nach Psm-Infiltration. 
Pflanzen wurden mit Psm infiltriert und nach acht Stunden Proben genommen. Auf Nylon-
Membranen übertragene RNA wurde mit einem StSYR1-spezifischen Fragment hybridisiert. Alle 
Linien bis auf D1 und U2 zeigen eine Reduktion der StSYR1-mRNA-Akkumulation. EV= Leerer 
Vektor; andere Linien= potentiell StSYR1-RNAi. 

  Ctrl. / RNAi (ineffektiv)                         RNAi (effektiv) 

Abb. 35. Seneszenz-Phänotyp der 
StSYR1-RNAi-Pflanzen. 
Pflanzen wurden sechs Wochen 
angezogen. (a) Überblick, (b) 
Blätter gleicher Entwicklungsstufe 
im Vergleich. StSYR1-RNAi-Blätter 
zeigen Chlorosen und punktförmige 
Nekrosen. Ctrl.= WT, EV; RNAi 
(ineffektiv)= D1, U2; RNAi 
(effektiv)= B4, Q2, X2. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer Vektor. 

a 

b 

WT                                EV                    D1                U2

Q2               B4                  X2
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Neben den Blattsymptomen entwickelten alte StSYR1-RNAi-Pflanzen auch 

nekrotische Bereiche an den Sprossen, die dem verfrühten Absterben der Pflanzen im 

Vergleich zu Kontrollpflanzen vorausgingen (Abb. 36). Diese Spross-Symptome sind erst 

nach ca. 5 Wochen Anzucht unter den gegebenen Anzuchtbedingungen zu finden, also 

deutlich später als die Blattsymptome. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zur weiteren Charakterisierung der Pflanzen wurde der Gehalt an endogener freier 

Salicylsäure (SA) und glykosylierter SA (SAG), sowie der Gehalt der Jasmonate 12-

Oxophytodiensäure (OPDA), Jasmonsäure (JA) und JA-Isoleucin (JA-Ile) gemessen. 

Hinweise, dass die SA-Akkumulation verändert sein könnte, kamen von (Zhang et al., 2007). 

Die Autoren zeigten, dass in der Arabidopsis syp121-syp122-Doppelmutante erhöhte SA-

Mengen akkumulieren. Bei den eigenen Experimenten mit den StSYR1-RNAi-Pflanzen zeigte 

sich tatsächlich, dass der Gehalt an SA und SAG in unbehandelten StSYR1-RNAi-Blättern 

signifikant höher ist als in den Kontrollpflanzen. Dieser Unterschied relativierte sich 24 

Stunden nach Infiltration von Pep-13, da alle Pflanzen viel SA akkumulierten. In RNAi- und 

Kontroll-Linien lag dann kein Unterschied mehr vor (Abb. 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

     WT         EV          D1         U2                       B4          i1            j1    

Abb. 36. Nekrosenbildung an  den 
Sprossen der StSYR1-RNAi-
Pflanzen. 
Phänotyp sechs Wochen alter 
Sprosse (überbelichtet darge-
stellt). WT= Wildtyp; EV= Leerer 
Vektor.  

RNAi (effektiv) RNAi (ineffektiv) 
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Bei den Gehalten an OPDA, JA und JA-Ile liegen keine signifikanten Unterschiede 

zwischen StSYR1-RNAi- und Kontrollpflanzen vor, weder in unbehandeltem noch in Pep-13-

infiltriertem Probenmaterial (Abb. 38). Dies bestätigt das Ergebnis in (Halim, 2006), dass in 

Kartoffel kein antagonistischer Effekt zwischen SA und JA vorliegt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 37. SA- und SAG-
Bestimmung in StSYR1-
RNAi-Pflanzen nach Pep-
13-Infiltration. 
Aus Probenmaterial von 
unbehandelten und Pep-13-
infiltrierten (24 hpi) 
Blättern wurden die freie 
(SA) und die glycosylierte 
Salicylsäure (SAG) 
extrahiert und die Mengen 
pro Gramm Frischmasse 
bestimmt. Ctrl. = WT, EV 
+ RNAi (ineffektiv) D1, 
U2; StSYR1-RNAi = Linien 
s. Abb. 34. Die Diagramme 
zeigen die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen aus 
zwei Experimenten. WT= 
Wildtyp; EV= Leerer 
Vektor. (** p < 0,01;        
*** p = 0,0001). 
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Abb. 38. OPDA-, JA-
und JA-Ile-Bestimmung 
in StSYR1-RNAi-Pflan-
zen nach Pep-13-
Infiltration. 
Aus Probenmaterial von 
unbehandelten und Pep-
13-infiltrierten (24 hpi) 
Pflanzen wurden OPDA, 
JA und JA-Ile extrahiert 
und die Mengen pro 
Gramm Frischmasse 
bestimmt. Ctrl. = WT, 
EV + RNAi (ineffektiv) 
D1, U2. StSYR1-RNAi = 
Linien s. Abb. 34. Die 
Diagramme zeigen die 
Mittelwerte mit 
Standardabweichungen 
aus zwei Experimenten. 
WT= Wildtyp; EV= 
Leerer Vektor. 

0 hpi 24 hpi 
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Erhöhte endogene SA-Konzentrationen, bzw. die exogene Applikation von SA oder 

Analoga (INA, BTH) führt in Pflanzen zur Expression von SA-abhängigen Genen (Lucht et 

al., 2002; Sticher et al., 1997; Friedrich et al., 1996; Ryals et al., 1996; Vernooij et al., 1995). 

Deshalb sollte die Expression von SA-Markergenen in den StSYR1-RNAi-Pflanzen überprüft 

werden. In Abb. 39 ist die Expression der PR-Gene StPR1a und StPR5 nach Pep-13-

Infiltration (24 hpi) dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In den StSYR1-RNAi-Pflanzen sind erhöhte StPR1a-Transkriptmengen nachweisbar, 

dies korreliert mit dem Fehlen der StSYR1-Transkripte. Für StPR5 ist dieser Effekt fraglich, 

da die Expression allgemein variabel ist. Bei den PR-Genen handelt es sich um sogenannte 

„späte Abwehrgene“ (z.B. Baillieul et al., 1995), deren Expression zu diesem Zeitpunkt der 

Probennahme in Wildtyp-Pflanzen erst beginnt. Deshalb ist es interessant, dass zumindest 

StPR1a in den StSYR1-RNAi-Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollen deutlich stärker 

exprimiert wird, wobei sich die Frage stellt, ob dies auf einer schnelleren Induktion oder einer 

konstitutiven Expression beruht. Zur Klärung dieser Frage wurden weitere Experimente 

durchgeführt. Wie aus Abb. 40 ersichtlich, liegt in den StSYR1-RNAi-Pflanzen eine 

konstitutive Expression vor, die nach Pep-13-Infiltration aber, wie in den Kontrollen, noch 

deutlich induziert wird.  

 

 

 

 

 

 

 

 

StSYR1 

rRNA 
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StPR5 

StPR1-a 

Abb. 39. Expressions-Analyse der Gene StSYR1, StPR1a und StPR5 in den StSYR1-RNAi-Pflanzen (24 hpi Pep-
13) auf transkriptioneller Ebene. 
Aus infiltriertem Blattmaterial wurde RNA isoliert. Damit hergestellte Blots wurden mit radioaktiven Sonden 
der angegebenen Gene hybridisiert. EV= Leerer Vektor; D1, U2= RNAi (ineffektiv); andere Linien= RNAi 
(effektiv).  

Abb. 40. StPR1a-Expression in unbehandelten und Pep-13-infiltrierten StSYR1-RNAi-Pflanzen. 
Blätter wurden mit Pep-13 infiltriert und zu den Zeitpunkten null und 24 hpi Proben zur RNA-Extraktion 
genommen. Hergestellte Northern-Blots wurden mit einer StPR1a-Sonde hybridisiert. WT = Wildtyp; EV = 
Leerer Vektor; D1, U2 = ineffektive StSYR1-RNAi-Pflanzen; alle anderen Linien = StSYR1-RNAi-Pflanzen. 
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In Experimenten mit P. infestans sollte zunächst phänotypisch untersucht werden, ob 

die StSYR1-RNAi-Pflanzen eine veränderte Resistenz im Vergleich zu Kontrollpflanzen 

zeigen. Generell ist eine verstärkte Symptombildung in Form von nekrotischen Bereichen 

innerhalb der Inokulationsstelle in den StSYR1-RNAi-Pflanzen ausgeprägt. Dies wird vor 

allem deutlich, wenn mit Sporen einer wenig aggressiven P. infestans-Kultur inokuliert wird, 

die suszeptible Kontrollpflanzen nur gering infiziert (Abb. 41; s. 2.2.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 41. Repräsentativer Infektionsphänotyp in StSYR1-RNAi-Pflanzen nach Inokulation mit 
einer wenig aggressiven P. infestans-Kultur. 
Blätter wurden mit einer P. infestans-Sporensus-pension (1*105 Sp./ml; 10 µl) inokuliert. a) 
inokulierte Blätter (drei dpi), b) vergrößerte Inokulationsstellen mit deutlich sichtbaren 
nekrotischen Bereichen (drei dpi). WT= Wildtyp; EV= Leerer Vektor; D1= ineffektive 
StSYR1-RNAi-Linie; F1, L1, O1, W1= StSYR1-RNAi. 
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Auch zwischen den Inokulationsstellen zeigen sich bei den StSYR1-RNAi-Pflanzen 

kleine nekrotische Bereiche (Abb. 42a). Es sollte untersucht werden, ob diese durch P. 

infestans-Infektion, z.B. durch Verspritzen der Sporenlösung während der Inokulation, 

hervorgerufen werden. Diese Bereiche wurden mit einem Korkbohrer ausgestanzt und mittels 

Realtime-PCR auf vorhandene P. infestans-DNA untersucht. Diese konnte nicht 

nachgewiesen werden (Abb. 42b). Also handelt es sich nicht um direkt Pathogen-verursachte 

Nekrosen, ihre Bildung muss anderweitig induziert werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Quantifizierung des Phytophthora-Wachstums mittels Realtime-PCR wurden 

in einzelnen unabhängigen Experimenten zwei, drei und vier Tage nach Inokulation mit einer 

(normal aggressiven) P. infestans-Sporensuspension Proben zur Analyse genommen. Generell 

war in allen Experimenten bei den früheren Zeitpunkten (zwei und drei dpi) eine erhöhte 

Resistenz in den StSYR1-RNAi-Pflanzen festzustellen. Dieser Infektionsunterschied konnte 

statistisch signifikant abgesichert werden (Abb. 43). Vier Tage nach Inokulation lag eine 

große Variabilität in der Infektionsstärke vor. Dies machte sich auch phänotypisch bemerkbar. 

So wurde deutlich, dass P. infestans immer wieder aus einzelnen primären Infektionstellen   

(= Inokulationsstelle) in das umgebende Blattgewebe hineinwuchs und Läsionen bildete. 

Dagegen schien in vielen anderen Inokulationsstellen die starke Nekrosenbildung ein weiteres 

Ausbreiten der Infektion zu verhindern (Abb. 44). 

 
 

 

 EV                               D1                              B4 

 

Abb. 42. Nekrosen-Bildung in StSYR1-RNAi-Pflanzen nach P. infestans-Infektion abseits der Inokula-
tionsstellen. 
Blätter wurden mit wenigen Tropfen einer wenig aggressiven P. infestans-Kultur inokuliert (1*105 Sp./ml; 
10µl). a) Blattansichten, Fotos entstanden drei dpi; b) P. infestans-Nachweis in Nekrosen zwischen 
Inokulationsstellen (vier dpi; infiziert= Original-Inokulationsstellen). EV= Leerer Vektor; D1= ineffektive 
RNAi-Pflanze; B4= StSYR1-RNAi. 
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Abb. 43. P. infestans-Infektion der StSYR1-RNAi-Pflanzen. 
Zweieinhalb Wochen alte Pflanzen wurden mit einer P. infestans-Sporensuspension (1*105 Sp./ml, 10 µl) 
inokuliert. In unabhängigen Experimenten wurden nach zwei, drei bzw. vier Tagen Proben genommen und 
mittels Realtime-PCR das P. infestans-Wachstum bestimmt. Gezeigt sind die Ergebnisse mehrerer 
Experimente jeweils auf die Kontrollen bezogen: zwei dpi mit zwei, drei dpi mit drei und vier dpi mit fünf 
unabhängigen Experimenten. Ctrl.= Wildtyp, Leerer Vektor + RNAi (ineffektiv) D1, U2; StSYR1-RNAi= s. 
Abb. 34. Die statistische Auswertung erfolgte jeweils unabhängig in den einzelnen Experimenten, sowie für 
die gesamten Daten eines Zeitpunktes (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 
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Abb. 44. StSYR1-RNAi-Pflanzen mit fortgeschrittener P. infestans-Infektion (4 dpi).  
Vier Tage nach P. infestans-Inokulation werden in den Kontrollen (U2, WT) wachsende Läsionen 
sichtbar. In den RNAi-Pflanzen ist dies an manchen Inokulationsstellen ebenfalls zu beobachten 
(Pfeile). Andere Stellen zeigen nur die bereits beschriebene starke Nekrosenbildung (s.o., Abb. 41). 
WT= Wildtyp; U2= ineffektive RNAi-Linie; B4, Q2, H1= StSYR1-RNAi; (überbelichtet 
dargestellt). 
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Der P. Infestans-Infektionsphänotyp in den StSYR1-RNAi-Pflanzen wurde in einem 

ersten Experiment elektronenmikroskopisch untersucht. Diese Arbeiten wurden 

freundlicherweise von Herrn Dr. Hause (Uni Halle) durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass von 

P. infestans penetrierte StSYR1-RNAi-Zellen keinen lokal fokussierten Vesikeltransport zur 

Penetrationsstelle aufweisen, der in Zellen der Kontrollen deutlich sichtbar war. Damit 

korrelierte, dass in den RNAi-Zellen kaum Zellwand-Auflagerungen (Papillen) an den Stellen 

der Penetration nachzuweisen waren (Abb. 45). Dieser Phänotyp war für alle gefundenen 

direkten Penetrationsstellen repräsentativ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 45. Elektronenmikroskopische Ansicht der P. infestans-Infektion (StSYR1-RNAi). 
Pflanzen wurden mit einer P. infestans Sporensuspension inokuliert (1*105 Sp. / ml; 10 µl). Vier Tage später wurden Proben 
für die Elektronenmikroskopie genommen. Dargestellt sind Ausschnitte aus Pflanzenzellen, die von P. infestans penetriert 
werden. EV= Leerer Vektor; j1= StSYR1-RNAi; P= Papille; * = Vesikel-Akkumulation; Pi= P. infestans; Zw= Zellwand; 
Balken= 1 µm. 
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3.6. Die Rolle des Kandidatengens StSNAP33 für die basale Resistenz 

 

Das Gen StSNAP33 wurde aus den Daten der TIGR-Microarrays (s. 3.2) für eine 

funktionelle Analyse ausgewählt. Nach Psm- und Pep-13-Infiltration wird es in Blättern 

exprimiert (s. Abb. 17 und 18). Die Namensgebung des uncharakterisierten Gens erfolgte 

aufgrund seiner Homologie zu AtSNAP33 (SYNAPTOSOME-ASSOCIATED PROTEIN 33) 

aus Arabidopsis. AtSNAP33 ist während der Pathogenabwehr an der lokal fokussierten 

Sekretion beteiligt (Kwon et al., 2008). Dieser gesamte Sekretionsmechanismus wurde zuerst 

im menschlichen Organismus in präsynaptischen Nervenzellen-Terminalen beschrieben 

(Scheller, 1995; Chapman et al., 1994). Das menschliche Homolog ist HsSNAP25, das in 

zwei Isoformen vorliegt (HsSNAP25a, HsSNAP25b). Um Homologie-Vergleiche zwischen 

den einzelnen SNAP-Proteinen anstellen zu können, wurde die Kartoffel-Sequenz (TIGR-

EST StMDC73) translatiert (Abb. 46). In Tab. 4 sind die Vergleichsergebnisse dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 46. TIGR EST-Sequenz (StMDC73) und translatierte Proteinsequenz des StSNAP33-Gens. 
Die Translation erfolgte online (http://www.expasy.org/tools/dna.html). 
 
StMDC73 (Start- und Stop-Codon sind markiert, 921 bp) 
GCTTAACATCCCCTGCTCCACGCTTCTTCTTTACCATTTACAAATATCCCCTATAGGCAATATCTATACCCACTT

CACATTATAGTTTCTTAGATTTTTTCTACAATTCATCTTCTTCGGATTTTCAGATAATTTCTTAATCTAGGAGGT

CCATCCCTGTGGGATTACTTTCTATCTATAAAAAAAATGCATGGTCTTAAGAAGTCTCCTTTACATTGGAGTGCT

AGAAAAAAATCTGTGGATCCTGTGGCCCATAGTAATTCTGGATCAAATCCCTTTGATTCTGACGATGAGTCAGAC

AAGAAGCAAACTGTAAAACCATCCAGGAGAATATCATCGGAGCCTTCTGCAGCTACCCCAAATTTGAGTACAAAC

CCTTTTGATGATGATGAAATTAAAGAGACTCCTTCACATGCTTACTCAACTTCGACGGCAAGAAATAAATACAAG

AACGATTTCCGGGAGTCTGGAGGATTTGAGAACCAAACTGTAGACGAGTTGGAAAACTATGCCGTCTACAGGTCA

GAAGAGACTACAAAATCTGTTAATAGCTGCCTGAAGATTGCACAAGACATGCGAGAGGATGCAACAAAAACTTTG

ATAACTTTACATCAACAGGGAGAACAAATTACAAGAACCCATATGACTGCAGCAGATATCGACCATGATCTTAGC

CGGGGTGAAAAACTCTTGGGGAGTCTTGGAGGCATATTTTCTAAGACTTGGAAGCCAAAGACAAGTCGCCCAATT

ACAGGGCCCGTTATCACAAGAATGTCAGATGATCCAGTTCAAAGAAGGGGCAACCACTTGGAGCAGAGGGAGAAA

TTAGGATTGAGCTCTGCACCCAAGGCAAGGTCAAGTTCAAGGACACCACCCCCAGAGCCTACAAATGCTCTGCAG

AAAGTTGAGGCCGAGAAAGCAAAGCAAGATGATGGACTGTCAGAACTCAGCGATCTGTTGGGGGAGCTCAAGAAT

ATGGCTGTTGACATGGGATCTGAAATTGAGAGGCATAAAGAGGCATTGGATCATACTGAACAGGATGTTGATGAG

CTTGGTACCAGAGTTCAAGGGGCCAACCGGAGGATTCGGCGCTTGCTTGGAAAGTAAACCAGTAGAGACATCTGT

TGTGGCAACCTATTAATGAGCTTTCAGACGTTAACTTCAGTTCTTTATCATTTCAACTATTCTTGAGTTTTCCAC

AAATGCTTCTTTCTGTAATTTTATGTTACTTTGTATTATAATTTTACAATATTCTATGACAGTAA 

 
Translatierte Sequenz (307 Aminosäuren) 
M H G L K K S P L H W S A R K K S V D P V A H S N S G S N P F D S D D E S D K K Q T V K P S R R I S 
S E P S A A T P N L S T N P F D D D E I K E T P S H A Y S T S T A R N K Y K N D F R E S G G F E N Q T 
V D E L E N Y A V Y R S E E T T K S V N S C L K I A Q D M R E D A T K T L I T L H Q Q G E Q I T R T 
H M T A A D I D H D L S R G E K L L G S L G G I F S K T W K P K T S R P I T G P V I T R M S D D P V 
Q R R G N H L E Q R E K L G L S S A P K A R S S S R T P P P E P T N A L Q K V E A E K A K Q D D G L 
S E L S D L L G E L K N M A V D M G S E I E R H K E A L D H T E Q D V D E L G T R V Q G A N R R I 
R R L L G K Stop  
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Zur Analyse der Funktion von StSNAP33 in Kartoffel wurden Wildtyp-Désirée-

Pflanzen mit einem pHELLSGATE8-StSNAP33-RNAi-Konstrukt transformiert. Mittels 

Southern-Methodik wurden die regenerierten Pflanzen auf Integration des RNAi-Konstruktes 

ins Genom analysiert. Dargestellt ist ein Beispiel-Blot (Abb. 47).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die regenerierten Pflanzen mit Integration des RNAi-Konstruktes wurden dann auf 

Erde angezogen. Nach Psm-Infiltration von Blättern wurden Proben zum Nachweis der 

reduzierten Pathogen-induzierten StSNAP33-mRNA-Akkumulation genommen (Abb. 48). 

Die Linien A1, B1, C1, C3, D1, D3, F4, H1 und L3 zeigen eine deutlich verminderte mRNA-

Akkumulation. In den Linien F3, G4 und K3 ist kein RNAi-Effekt nachweisbar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 4. Identitätsvergleich von StSNAP33-Homologen. 
Dargestellt sind die Homologie-Vergleiche zwischen 
StSNAP33 und den Homologen auf Proteinebene in %-
Identität. StSNAP33 (TIGR StMDC73), AtSNAP33
(NP_200929), HsSNAP25a (NP_003072), HsSNAP25b
(NP_570824) Verwendet wurde das Programm NCBI 
Blast 2 Sequences 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). 
 

% Identität Vergleich 

21 StSNAP33-HsSNAP25b 

21 StSNAP33-HsSNAP25a 

 

67 StSNAP33-AtSNAP33 

 

StSNAP33 

rRNA 

A1   B1   C1   C3   WT  EV   D1   D3 F3    F4   G4   WT  EV   H1   K3    L3 

Abb. 48. StSNAP33-Transkript-Akkumulation in den StSNAP33-RNAi-Pflanzen nach Psm-Infiltration. 
Acht Stunden nach Infiltration einer Psm-Suspension wurden Proben zur RNA-Extraktion genommen. Auf Nylon-
Membranen übertragene RNA wurde mit einer StSNAP33-spezifischen Sonde hybridisiert. WT= Wildtyp; EV= 
Leerer Vektor; andere Linien= potentielle RNAi-Linien. 

Abb. 47. Nachweis der Integration des 
StSNAP33-RNAi-Konstruktes ins Pflanzen-
genom. 
Genomische DNA wurde mit dem Enzym 
BamHI verdaut, elektrophoretisch aufge-
trennt, auf eine Nylonmembran übertragen 
und dann mit einem radioaktiv markierten 
BamHI-pHELLSGATE8-Fragment hybridi-
siert. Zu erwarten ist eine Bande bei ca. 1700 
bp (Pfeil). Die Linien A1, A2, A3, B1, B2, 
B4, C1 und C3 sind demnach Trans-
formanten. Der Wildtyp (WT) zeigt diese 
Bande nicht. M= Marker, A1-C3= 
StSNAP33-RNAi. 
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Wie auch die StSYR1-RNAi-Pflanzen (s. Abb. 35) zeigen die StSNAP33-RNAi-

Pflanzen einen Seneszenz-Phänotyp (Abb. 49). Die Symptome bei beiden Linien sind ähnlich. 

Unter den gegebenen Anzuchtbedingungen erfolgt die Ausprägung bei den StSNAP33-RNAi-

Pflanzen jedoch ca. eine Woche später (vier Wochen nach Pflanzung). An den Blattspitzen 

beginnt eine chlorotische Aufhellung mit kleinen nekrotischen Bereichen. Diese Symptome 

breiten sich innerhalb weniger Tage über das gesamte Blatt aus, das dann an der Spitze 

beginnend eintrocknet und schließlich von der Pflanze abgeworfen wird. Die einzelnen Linien 

zeigen dabei eine unterschiedlich starke Ausprägung. Nach ca. fünf bis sechs Wochen 

entwickeln sich dann auch auf den Sprossen nekrotische Bereiche, die im Vergleich zu den 

StSYR1-RNAi-Pflanzen teilweise etwas schwächer ausgeprägt sind (Abb. 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Ctrl. / RNAi (ineffektiv)                            RNAi (effektiv) 

      A1                    B1                   C3                       D3                        F4                         H1 

RNAi (effektiv) 

Abb. 49. Seneszenz-Phänotyp unbehandelter StSNAP33-RNAi-Pflanzen. 
Pflanzen wurden sechs Wochen auf Erde angezogen. Zu diesem Zeitpunkt beginnen bereits in den 
Kontrollen (ineffektive RNAi-Pflanzen, WT, EV) die äußersten Blattspitzen zu altern. Dargestellt ist in a) 
eine Pflanzenansicht von oben, in b) jeweils das vierte Blatt einzelner Linien (gezählt ab der Sprossspitze). 
A1 bis H1= RNAi-Pflanzen; F3, G4= ineffektive RNAi-Pflanzen (vgl. Abb. 48); WT= Wildtyp; EV= Leerer 
Vektor.  
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Da die Symptom-Ausprägung in den StSYR1-RNAi- und StSNAP33-RNAi-Pflanzen 

fast identisch war, sollten auch in den StSNAP33-RNAi-Pflanzen die Gehalte an freier SA und 

SAG bestimmt werden. Dazu wurden Pflanzen mit Pep-13 infiltriert und 24 Stunden später 

Proben genommen. In Abb. 51 sind die Ergebnisse der Analyse dargestellt. Die StSNAP33-

RNAi-Pflanzen weisen signifikant erhöhte Mengen an freier SA in unbehandelten Proben auf. 

Nach der Pep13-Infiltration (24 hpi) akkumulieren die Kontroll- und RNAi-Pflanzen gleich 

viel freie SA, ein statistisch signifikanter Unterschied lässt sich nicht mehr feststellen. Die 

SAG-Mengen in StSYR1-RNAi- und Kontrollpflanzen unterscheiden sich zu beiden 

analysierten Zeitpunkten nicht.  
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Abb. 51. SA- und 
SAG-Bestimmung in 
StSNAP33-RNAi-
Pflanzen nach Pep-13-
Infiltration. 
Aus Probenmaterial 
von unbehandelten und 
Pep-13-infiltrierten (24 
hpi) Pflanzen wurden 
die freie (SA) und die 
glycosylierte Salicyl-
säure (SAG) extrahiert 
und die Mengen pro 
Gramm Frischmasse 
bestimmt. Das Experi-
ment wurde einmal 
durchgeführt. Fehler-
balken repräsentieren 
die Standardabweich-
ung. ctrl. = WT, EV, 
StSNAP33-RNAi= A1, 
B1, C3, D3, F4, H1. 
WT= Wildtyp; EV= 
Leerer Vektor. 
(*** p = 0,0005).  
 

0 hpi 24 hpi 

*** 

 WT                    EV                     H1                     A1                    D3

Abb. 50. Nekrosenbildung an  
den Sprossen der StSNAP33-
RNAi-Pflanzen. 
Phänotyp sechs Wochen alter 
Sprosse (überbelichtet 
dargestellt). WT= Wildtyp; 
EV= Leerer Vektor; 
StSNAP33-RNAi= repräsen-
tative Ausprägungen der 
Spross-Nekrosen. Pfeile im 
ersten RNAi-Beispiel kenn-
zeichnen kleine Nekrosen. 

StSNAP33-RNAi 
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In Infektionsexperimenten mit einer wenig aggressiven P. infestans-Kultur zeigten 

sich in den StSNAP33-RNAi-Pflanzen vergleichbare Symptome wie in den StSYR1-RNAi-

Pflanzen. Eine deutlich ausgeprägtere Nekrosenbildung an und zwischen den 

Inokulationsstellen wurde deutlich (Abb. 52).  
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Abb. 52. Infektions-
phänotyp der StSNAP33-
RNAi-Pflanzen nach P. 

infestans-Inokulation. 
Pflanzen wurden mit
wenigen Tropfen (10 µl) 
einer schwach aggressiven 
P. infestans-Sporen-
suspension inokuliert 
(1*105 Sp./ml). Diese führt 
kaum zu Symptombildung 
in den Kontrollen. Fotos 
entstanden vier dpi. In den 
RNAi-Pflanzen ist deutlich 
die starke Nekrosenbildung 
an den Inokulationsstellen, 
sowie außerhalb derselben 
(beginnend an den 
Blattspitzen), sichtbar. 
WT= Wildtyp, EV= Leerer 
Vektor; A1-H1= 
StSNAP33-RNAi; F3-K3= 
ineffektive StSNAP33-
RNAi-Pflanzen (vgl. Abb. 
48). 
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Mit normal aggressiven Kulturen wurde in weiteren Experimenten das P. infestans-

Wachstum molekular mittels Realtime-PCR bestimmt. Dabei konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen StSNAP33-RNAi- und Kontrollpflanzen festgestellt werden (Abb. 53). 

Wie auch bei den StSYR1-RNAi-Pflanzen zeigte sich vier Tage nach Inokulation in den 

einzelnen Experimenten eine hohe Variabilität der Infektionsstärke, die gesamt betrachtet aber 

keinen Unterschied erkennen lässt.  
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Abb. 53. P. infestans-Infektion der StSNAP33-
RNAi-Pflanzen. 
Zweieinhalb Wochen alte Pflanzen wurden mit 
P. infestans inokuliert (1*105 Sp./ml, 10 µl). 
Nach  zwei, drei und vier Tagen wurden in 
unabhängigen Experimenten Proben für die 
Realtime-PCR-basierte P. infestans-Biomasse-
bestimmung genommen. Die dargestellten 
Ergebnisse sind jeweils auf die Kontrollen 
bezogen: zwei dpi ein, drei und vier dpi zwei 
unabhängige Experimente. Ctrl.= Wildtyp, 
Leerer Vektor + RNAi (ineffektiv) F3, G4, K3; 
StSNAP33-RNAi= s. Abb. 48. Die statistische 
Auswertung erfolgte jeweils unabhängig in den 
einzelnen Experimenten, sowie für die 
gesamten Daten eines Zeitpunktes (* p < 0,05; 
n. s.= nicht signifikant). 
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4. Diskussion 

4.1. Die Rolle des 9LOX-Weges in der basalen Resistenz gegen P. infestans 

 

StLOX1 und St9DES werden während der Pathogenabwehr in Kartoffel exprimiert 

(Göbel et al., 2001; Stumpe et al., 2001; Kolomiets et al., 2000) und ihre Produkt-Metabolite 

akkumulieren in signifikanten Mengen (Göbel et al., 2003, 2002, 2001; Eschen-Lippold et al., 

2007). In dieser Arbeit wurde in den StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen gezeigt, 

dass die Herabsetzung des StLOX1-Weges und damit die Reduktion der StLOX1-vermittelten 

Lipid-Peroxidation bzw. die reduzierte Bildung der Divinylether nicht zu einem 

abweichenden Infektionsphänotyp nach P. infestans-Inokulation führt. In früheren Arbeiten 

wurde gezeigt, dass makroskopisch in den StLOX1-RNAi-Pflanzen nach Infiltration von P. 

syringae pv. maculicola keine veränderte Zelltod-Ausprägung festzustellen ist (Göbel et al., 

2003). Daran anknüpfend wurde die Infektion mikroskopisch analysiert. Dazu wurden 

StLOX1-RNAi-, St9DES-RNAi- und Kontroll-Pflanzen in Sterilkultur mit P. infestans 

inokuliert und infizierte Blätter zu verschiedenen Zeitpunkten mit Trypanblau und Anilinblau 

angefärbt. In den Trypanblau-angefärbten Blattproben konnte das Hyphenwachstum von P. 

infestans direkt nachvollzogen werden, da sowohl die Hyphen, als auch tote Pflanzenzellen 

angefärbt werden (Keogh et al., 1980). Der Infektionsverlauf unterlag einer großen 

Variabilität, die auch innerhalb eines Experimentes zum Ausdruck kam (Abb. 7). Diese 

Variabilität fand sich in allen getesteten Linien und ließ keine signifikanten Unterschiede 

erkennen. In den Anilinblau-angefärbten Proben konnte indirekt der Infektionsverlauf 

nachvollzogen werden, da unter UV-Licht Anilinblau-angefärbte Callose fluoresziert (Currier 

und Strugger, 1956). Callose-Ablagerungen, die bereits vor über hundert Jahren beobachtet 

wurden, über deren Funktion aber lange Zeit diskutiert wurde (Aist, 1976), dienen der 

Zellwandverstärkung gegen Pathogene (Hardham et al., 2007). Sie werden von der 

betroffenen Zelle lokal an der Stelle des versuchten Eindringens eines Pathogens auf der 

Zellwand aufgelagert. In allen getesteten Linien fanden sich vergleichbare Mengen und 

Verteilungen von Callose, Unterschiede waren nicht zu erkennen. Es lässt sich daraus 

schlussfolgern, dass der 9LOX-Weg nicht für die Akkumulation von Callose nötig ist. Diese 

Ergebnisse bestätigen die Daten in (Eschen-Lippold, 2004). Mit einer Realtime-PCR 

gestützten Methode wurde hier auf molekularer Ebene die Biomasse von P. infestans in den 

StLOX1- und St9DES-RNAi-Pflanzen bestimmt. Dabei zeigte sich, dass kein signifikanter 

Unterschied zwischen den RNAi-Pflanzen und den entsprechenden Kontrollen detektierbar 

ist. Zusammengefasst zeigen die mikroskopischen Untersuchungen und die Biomasse-
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Bestimmungen, dass die Reduktion des StLOX1-Weges bzw. die veränderten Oxylipin-

Muster in den StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen keinen Einfluss auf die Infektion 

mit P. infestans haben. Die basale Resistenz in diesem Pathosystem ist nicht verändert. 

In anderen Pathosystemen korreliert ein Verlust der 9LOX-Aktivität mit veränderter 

basaler Resistenz. So zeigen Mandelsamen während der Reifung einen Entwicklungs-

spezifischen Verlust der 9LOX-Induzierbarkeit, der mit einer erhöhten Suszeptibilität gegen 

Aspergillus carbonarius einhergeht (Mita et al., 2007). In Mais führt das Silencing einer 

9LOX zu erhöhter Nematoden-Reproduktion (Meloidogyne incognita) (Gao et al., 2008). 

Neben der Funktion in der Pathogenabwehr ist für 9/13LOX-Produkte auch eine Rolle 

in der Reproduktion und Toxin-Produktion von Pilzen beschrieben. So können 9/13-

Hydroperoxide z.B. in Aspergillus spp. die Sporulation induzieren, ohne sich negativ auf das 

vegetative Wachstum auszuwirken (Calvo et al., 1999). Auch das Silencing einer Mais-9LOX 

(ZmLOX3) übt sich negativ auf die Konidien-Entwicklung von Fusarium verticillioides und 

Colletotrichum graminicola, sowie die Toxin-Produktion von Fusarium verticillioides aus 

(Gao et al., 2007). Deshalb wird von einer Rolle als Suszeptibilitätsfaktoren der 9/13LOX-

Produkte ausgegangen (Brodhagen und Keller, 2006). Für P. infestans ist dagegen bekannt, 

dass verschiedene Oxylipine, darunter 9/13-Hydroperoxide, eine inhibierende Wirkung auf 

die Sporenkeimung und das Myzelwachstum haben (Prost et al., 2005; Weber et al., 1999). 

Eine Rolle als Suszeptibilitätsfaktoren während der Infektion von Kartoffelpflanzen ist für 

diesen Vertreter der Oomyceten also unwahrscheinlich. Das Silencing der ZmLOX3 in Mais 

führt neben den oben genannten Effekten auch zu einer erhöhten Resistenz gegen 

Cochliobolus heterostrophus, Fusarium verticillioides, Colletotrichum graminicola und 

Exserohilum pedicellatum. Dies könnte wiederum mit dem Fehlen wichtiger im 9LOX-Weg 

produzierter Suszeptibilitätfaktoren erklärt werden. Möglicherweise stellt diese erhöhte 

Resistenz aber auch einen sekundären Effekt dar, der durch die mit der Reduktion des 9LOX-

Weges einhergehende leichte Induktion der SA-, JA- und Et-Akkumulation und dadurch 

aktivierte Abwehrantworten bedingt sein könnte (Gao et al., 2008; Isakeit et al., 2007). In den 

eigenen Experimenten finden sich ebenfalls erhöhte Mengen an 13LOX- und auch 

autoxidativen Produkten in den StLOX1-RNAi-(R1)-Pflanzen (Göbel et al., 2003; diese 

Arbeit). Auch hier lässt sich also nicht ausschließen, dass diese Deregulation einen 

spezifischen Effekt des 9LOX-Silencing überlagert und möglicherweise als Sekundäreffekt 

die Abwehrantwort gegen die getesteten Pathogene (s. 4.3.) beeinflusst.  
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4.2. Die Rolle des 9LOX-Weges in der R-Gen-vermittelten Resistenz gegen P. infestans 

 

In dieser Arbeit wurden StLOX1-RNAi-Pflanzen im resistenten Hintergrund Désirée-

R1 hergestellt. Diese Resistenz kann vom verwendeten P. infestans-Isolat 208m2 nicht 

überkommen werden (Eschen-Lippold, 2004). Die regenerierten Pflanzen wurden 

biochemisch zur Erstellung eines Oxylipinprofils untersucht. Aus den Daten ist ersichtlich, 

dass die Akkumulation der 9LOX-abhängigen Produkte stark herabgesetzt ist. Damit geht, 

wie auch in den StLOX1-RNAi-Pflanzen im Désirée-Wildtyp-Hintergrund (Göbel et al., 

2003), eine erhöhte Akkumulation der 13LOX-Weg-Produkte und der autoxidativen Produkte 

einher (s. A.5.). In den acht durchgeführten Infektionsexperimenten mit P. infestans zeigte 

sich, dass es eindeutig nicht zu einem Bruch der Resistenz, also Pathogen-Wachstum in den 

StLOX1-RNAi-R1-Pflanzen, kommt.  

Die bereits zur Verfügung stehenden St9DES-RNAi-R1-Pflanzen zeigten ebenfalls 

keinen Bruch der Resistenz in P. infestans-Infektionsexperimenten. Im Pathosystem Kartoffel 

– P. infestans ist der 9LOX-Weg bzw. die antimikrobielle Wirkung der im 9LOX-Weg 

synthetisierten Metabolite also nicht entscheidend für die Ausbildung der R-Gen-vermittelten 

Rassen-spezifischen Resistenz. Der einzige Fall in der Literatur, der zeigt, dass der Verlust 

einer 9LOX-Aktivität tatsächlich zu einem Bruch der Resistenz gegen ein Pathogen führt, 

liegt in Tabak vor (Rancé et al., 1998). Die Autoren veröffentlichten, dass ein 9LOX 

(NtLOX1)-antisense-Ansatz zu einem Verlust der Resistenz gegen ein avirulentes Isolat von 

Phytophthora parasitica var. nicotianae (Ppn) führt. In einer nachfolgenden Publikation 

führte eine Überexpression der NtLOX1 in suszeptiblen Pflanzen zu erhöhter Resistenz gegen 

Ppn. Als Maß für die Resistenz zogen die Autoren in beiden Publikationen die ausgebildeten 

Krankheitssymptome an adulten Pflanzen heran, in der zweiten noch zusätzlich die 

Überlebensrate inokulierter Sämlinge (Mène-Saffrané et al., 2003). Das visuelle Bonitieren 

von Symptomen stellt dabei eine nicht unbedingt verlässliche Methode dar. Eigene Arbeiten 

im Pathosystem Kartoffel – P. infestans führten zu dem Ergebnis, dass die Läsionsgröße nicht 

mit dem Pathogenwachstum übereinstimmen muss (Halim et al., 2007). In einer weiteren 

Publikation über das Pathosystem Tabak – Ppn wurde gezeigt, dass während der 

inkompatiblen Interaktion durch Aktivität einer 9-Divinylether-Synthase (NtDES1) die 

korrespondierenden Produkte Colnel- und Colnelensäure gebildet werden (Fammartino et al., 

2007). Diese 9DES-Aktivität wird in den NtLOX1-antisense-Pflanzen nach Infektion nicht 

induziert. Die Autoren mutmaßen demnach, dass für die Ausbildung der Resistenz gegen Ppn 

die Divinylether essentiell sind. In einer früheren Arbeit hatten die Autoren gezeigt, dass 
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während der inkompatiblen Interaktion 9LOX-Transkripte schneller akkumulieren und die 

Enzym-Aktivität schneller und stärker nachweisbar ist als in der kompatiblen Interaktion 

(Véronési et al., 1996). Vergleichbare 9LOX Expressions- und Aktivitätsdaten finden sich im 

Pathosystem Baumwolle - Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Jalloul et al., 2002). In 

Raps zeigten Metabolit-Bestimmungen, dass nach Peronospora parasitica-Inokulation in 

einer inkompatiblen Interaktion schneller höhere Konzentrationen der 9LOX-Weg-Produkte 

TriHOE1 (9,12,13-Trihydroxy-10(E)-Octadecensäure) und TriHOE2 (9,12,13-trihydroxy-

10(E),15(Z)-octadecensäure) akkumulieren als in der kompatiblen Interaktion (Walters et al., 

2005). In Arabidopsis wurde lediglich die 9LOX-mRNA-Akkumulation nach Infiltration mit 

virulenten und avirulenten Pseudomonas syringae-Stämmen gezeigt, die im Falle der 

avirulenten Bakterien schneller erfolgt (Melan et al., 1993). In Tabak führt eine Infektion mit 

Ralstonia solanacearum dagegen nur in der inkompatiblen Interaktion zu einer 9LOX-

mRNA-Akkumulation und Enzym-Aktivität (Cacas et al., 2005). Wird ein virulentes R. 

solanacearum-Isolat inokuliert, kommt es zu keiner Stimulierung des 9LOX-Weges. Ein  

etwas anderes Bild zeigt sich im Pathosystem Kartoffel - P. infestans. Hier kommt es in der 

inkompatiblen und der kompatiblen Interaktion zu einer 9LOX-Transkript-Akkumulation und 

Enzym-Aktivität. Dies erfolgt in der inkompatiblen Interaktion zwar schneller, in der 

kompatiblen Interaktion aber genauso stark ausgeprägt (Kolomiets et al., 2000). In 

verschiedenen Pflanzenarten ist also eine Expression von 9-Lipoxygenasen bzw. deren 

Aktivität nach Pathogenbefall nachgewiesen. Dies spricht für einen konservierten Abwehr-

relevanten Mechanismus. Die aufgezeigten Unterschiede in der Regulation und Aktivität des 

9LOX-Weges in den einzelnen Pathosystemen kann einerseits auf Pflanzenspezies-typischen 

Unterschieden der hormonellen Regulation beruhen. Andererseits ist davon auszugehen, dass 

verschiedene Pathogene unterschiedliche Effektor-vermittelte Strategien entwickelt haben, 

diese Pflanzenantwort zu modulieren.  

Die Zusammenhänge im komplexen Oxylipin-Weg erschweren eine Analyse einzelner 

Synthesezweige, da die Reduktion eines Zweiges zu vermehrter Produktakkumulation der 

anderen Synthesewege führt. Wie bereits angeführt, wurde z. B. für den 9LOX-Weg in 

Kartoffel und Mais gezeigt, dass dessen Reduktion zu vermehrter 13LOX-Weg-Induktion 

führt (Göbel et al., 2003; Gao et al., 2008; s. auch 4.1.). Das Gegenbeispiel  erbringen 

Tomatenpflanzen, die das JA-Synthese-Enzym AOC überexprimieren. Hier korreliert die 

verstärkte JA-Akkumulation mit stark verminderten 9-HOD-Mengen des 9LOX-Weges 

(Miersch et al., 2004).  
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4.3. Die Rolle des 9LOX-Weges in der Interaktion mit bodenbürtigen Pilzen 

 

Die StLOX1-RNAi-Pflanzen wurden auch in Infektionsexperimenten mit 

bodenbürtigen Pathogenen verwendet, da die Rolle der StLOX1 für die Pathogenabwehr in 

unterirdischen Organen getestet werden sollte. Bei den verwendeten Pathogenen handelte es 

sich um Vertreter der Echten Pilze. Darunter waren zwei Kartoffel-Pathogene, Verticillium 

dahliae und Colletotrichum coccodes, sowie das Bohnen-Pathogen Colletotrichum 

lindemuthianum.  

In allen drei Fällen ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen StLOX1-

RNAi- und Kontroll-Pflanzen feststellen. Daraus folgt, dass der 9LOX-Weg in Kartoffel auch 

in der basalen Resistenz gegen diese drei bodenbürtigen Pathogene nicht von essentieller 

Bedeutung ist. Interessanterweise zeigten die inokulierten Pflanzen in den Experimenten mit 

den beiden Colletotrichum-Spezies eine Wachstumsförderung. Dieser Unterschied in der 

Wuchshöhe der Pflanzen war unabhängig vom Pflanzengenotyp zu beobachten, d.h. er trat in 

den RNAi- und den Kontroll-Pflanzen auf. Die Reduktion des 9LOX-Weges lässt sich also 

nicht mit der Wuchshöhe korrelieren. Außerdem waren in den Experimenten mit beiden 

Colletotrichum-Vertretern in keinem Fall Krankheitssymptome sichtbar. Eine Interaktion 

zwischen Pflanze und Pilz scheint aufgrund der veränderten Wuchshöhe aber stattgefunden zu 

haben. Eine Mykorrhizierung kann dabei ausgeschlossen werden, da keine Colletotrichum-

Spezies als dazu in der Lage beschrieben wurde. In der Literatur finden sich verschiedene 

Studien zur Pflanzenwuchs-Förderung durch nicht-mykorrhizierende Pilze. Eine breit 

angelegte Infektionsstudie mit acht verschiedenen Vertretern der Gattung Colletotrichum und 

neun verschiedenen Pflanzen aus fünf Familien zeigte, dass in vielen Interaktionen nicht nur 

eine Infektion (Krankheit), sondern auch Kommensalismus und sogar Mutualismus das 

Ergebnis sein kann (Redman et al., 2001). Viele Pflanzen wurden symptomlos kolonisiert. 

Die Autoren zeigten allerdings, dass sich C. coccodes und C. lindemuthianum in keinem Fall 

kommensalistisch oder mutualistisch verhielten. C. lindemuthianum war nur in der Lage, 

Bohnen (Phaseolus vulgaris) zu kolonisieren (Ergebnis: Krankheit), alle anderen Pflanze 

stellten Nichtwirte dar. C. coccodes hat dagegen ein breiteres Wirtsspektrum und befiel 

Kürbis, Gurke, Wassermelone (Cucurbitaceae), Aubergine, Tomate, Paprika (Solanaceae) 

und Erdbeere (Rosaceae). In allen genannten Fällen kam es zur Krankheitsausbildung, die 

restlichen Pflanzen, Vertreter der Poaceae und Fabaceae, stellten keine Wirte dar. Ein 

mutualistischer wuchsfördernder Effekt in den eigenen Experimenten mit Kartoffelpflanzen 

scheint dennoch vorzuliegen, zumal die angeführte Studie keine Kartoffelpflanzen einbezog.  
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Aus Pfefferminze konnte ebenfalls ein endophytisch lebender Pilz isoliert werden, der 

die Pflanzen symptomlos von den Wurzeln bis in die Blätter kolonisiert (Mucciarelli et al., 

2002). Dieser Vertreter der Ascomycota ist noch nicht näher systematisch klassifiziert. In 

einer folgenden Arbeit zeigten die Autoren, dass kolonisierte Pflanzen drastisch im Wuchs 

und der Entwicklung gefördert werden (Mucciarelli et al., 2003). Ein weiteres bekanntes 

Beispiel für einen wuchsfördernden nicht-mykorrhizierenden Pilz stellt Piriformospora indica 

dar, der in verschiedenen Pflanzen, darunter Arabidopsis, eine Wuchsförderung induziert 

(Peškan-Berghöfer et al., 2004; Varma et al., 1999).  

Ein möglicher Grund für die Wuchsförderung könnte eine bessere Versorgung der 

Pflanzen mit bestimmten Nährstoffen sein, die vom Pilz aus dem Boden freigesetzt werden. 

Für Aspergillus spp. und Penicillium spp. wurde z. B. veröffentlicht, dass sie Phosphate in 

großen Mengen aus verschiedenen Bodensubstraten freisetzen, die dann von den assoziiert 

lebenden Pflanzen direkt aufgenommen werden können (Reyes et al., 2006; Arcand und 

Schneider, 2006; Whitelaw et al., 1999). Eine Studie aus Australien zeigte, dass auf 

alkalischen Böden, die generell eine schlechte Nährstoff-Verfügbarkeit aufweisen, 

Penicillium spp. KC6-W2 signifikant das Wachstum von Weizen erhöht. Dieser 

Wachstumseffekt wurde auf allen drei getesteten Böden nachgewiesen und korrelierte auf 

zwei Böden mit signifikant erhöhter Phosphat-Aufnahme der Pflanzen (Wakelin et al., 2007). 

Experimente mit verschiedenen Isolaten von Aspergillus awamori und Penicillium citrinum, 

beides Phosphat-freisetzende Pilze, führten bei Kichererbsen zu signifikant höherem 

Pflanzenwuchs, bis zu dreifach erhöhter Samenzahl und verdoppeltem Samengewicht (Mittal 

et al., 2008). 

Diese Beispiele und die eigenen Ergebnisse zeigen, dass die pilzliche Pflanzenwuchs-

Förderung keine Ausnahme darstellt. Unter manchen vorherrschenden Bedingungen scheint 

eine symptomlose Kolonisierung durch sonst pathogene Pilze die bevorzugte oder einzig 

mögliche Art der Interaktion darzustellen (Redman et al., 2001). 

 

4.4. Die Rolle des 9LOX-Weges in der chemisch-induzierten Resistenz gegen P. infestans 

 

Ein weiterer Ansatz zur Analyse der Rolle des 9LOX-Weges in der Resistenz gegen P. 

infestans war die chemische Induktion eines Resistenzzustandes in den suszeptiblen StLOX1-

RNAi-Pflanzen. Die Applikation von BABA im Wurzelbereich führt in vielen Pathosystemen 

zu erhöhter Resistenz (Conrath et al., 2006; Cohen, 2002; Jakab et al., 2001). Dies korreliert 

in vielen Fällen mit einer stärkeren bzw. schnelleren Transkriptakkumulation Abwehr-
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relevanter Gene nach Pathogen-Inokulation im Vergleich zu nicht vorbehandelten 

Kontrollpflanzen.  

In Vorexperimenten mit Wildtyp-Pflanzen wurde die Auswirkung einer BABA-

Applikation auf die Infektion mit P. infestans untersucht. Dabei wurde auch auf RNA-Ebene 

untersucht, ob während der Infektion in den vorbehandelten Pflanzen eine schnellere oder 

stärkere Abwehrgen-Expression erfolgt. Dies konnte in keinem Fall bestätigt werden. In den 

nicht-vorbehandelten Pflanzen war die Expression der selektierten Gene stets stärker. Dies 

lässt sich mit erhöhtem sichtbaren Zelltod aufgrund stärkerer Infektion in diesen Pflanzen 

korrelieren. In folgenden Experimenten mit den suszeptiblen StLOX1- und St9DES-RNAi-

Pflanzen zeigte sich, dass in allen RNAi-Linien die Induktion der Resistenz durch BABA 

möglich und in ihrer Ausprägung mit der in den Kontrollpflanzen zu vergleichen war. Der 

9LOX-Weg hat demnach also auch für die Ausbildung der chemisch induzierten Resistenz in 

Kartoffel keine maßgebliche Funktion.  

In Arabidopsis wurde gezeigt, dass die BABA-vermittelte Resistenz gegen 

Plectosphaerella cucumerina nicht von SA, JA, und Ethylen abhängig ist. Dies zeigten 

Mutantenstudien mit coi1 (coronatine-insensitive 1), ein2 (ethylene-insensitive 2), npr1 (non-

expressor of PR genes 1) und NahG-exprimierenden Pflanzen. Dagegen ist die Induktion des 

Resistenzzustandes von einem intakten ABA-Syntheseweg und Callose-Akkumulation 

abhängig, wie Versuche mit aba1 (ABA-deficient 1; Zeaxanthin-Epoxidase), abi4 (ABA-

insensitive 4; ERF/AP2-Transkriptionsfaktor) und pmr4 (powdery mildew-resistant 4; 

Callose-Synthase) zeigten (Ton und Mauch-Mani, 2004). Callose-Inhibitorstudien in der 

gleichen Publikation zeigten, dass auch die BABA-vermittelte Resistenz gegen Alternaria 

brassicicola von Callose abhängt. Die Autoren testeten allerdings nicht, ob pmr4-Mutanten 

ein erhöhtes Pathogenwachstum erlauben. Für Peronospora parasitica wurde ebenfalls 

getestet, welche Signalwege in der BABA-induzierten Resistenz eine Rolle spielen. 

Mutantenstudien mit jar1 (JA-resistant 1), etr1 (ethylene-resistant 1), npr1 und NahG-

Pflanzen zeigten, dass der JA-, Et- und SA-Weg wahrscheinlich keine Funktion haben 

(Zimmerli et al., 2000). Die Ausbildung der Resistenz gegen die Pathogene P. syringae pv. 

tomato (DC3000) und Botrytis cinerea ist dagegen von SA und NPR1 abhängig, wie 

Infektions-Experimente mit NahG- und npr1-Pflanzen verdeutlichten (Zimmerli et al., 2001, 

2000). Im Pathosystem Wein – Plasmopara viticola zeigten Inhibitor-Studien, dass die 

BABA-induzierte Resistenz von der Callose-Bildung und der JA-Synthese abhängig ist, nicht 

jedoch von SA (Hamiduzzaman et al., 2005). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 

verschiedene Signalwege zur Ausbildung der chemisch-induzierten Resistenz in Pflanzen 
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gegen unterschiedliche Pathogene nötig sind. Eine weiterführende Studie der in Kartoffel 

gegen P. infestans nötigen Signalkomponenten für die BABA-induzierte Resistenz wurde 

noch nicht veröffentlicht. 

 

4.5. Die Rolle des 9LOX-Weges in abiotisch-induziertem oxidativen Stress 

 

Mit den StLOX1-RNAi-Pflanzen wurden Versuche mit Starklicht, mit Schwermetall-

haltigem Anzuchtmedium (CuSO4) und mit Wasser- bzw. Trockenstress durchgeführt. Alle 

vier Behandlungen führten zu signifikanten Stress-Symptomen in den Versuchspflanzen. 

Leider konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse im Falle der Wasserstress- bzw. 

Trockenstress-Experimente erzielt werden. Die Starklicht- und Schwermetall-Versuche 

zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen StLOX1-RNAi- und Kontrollpflanzen. Mit 

diesen Versuchen sollte untersucht werden, ob 9LOX-Aktivität unter oxidativen 

Stressbedingungen eine Schutzfunktion vor unkontrollierter Schädigung hat. Diese 

Überlegung beruht auf der Mutmaßung von (Keppler und Novacky, 1987), dass die 9-

Lipoxygenase-Aktivität eine pflanzliche Antwort auf die Radikal-vermittelte Freisetzung von 

Membran-Fettsäuren darstellt. (Mueller, 2004) stellte schließlich die Hypothese auf, dass 

während oxidativen Stresses die 9LOX-vermittelte Lipidperoxidation eine Kanalisierung 

schädlicher oxidativer Energie in einen gesteuerten Prozess darstellt. Damit würde den 

Pflanzen ermöglicht, die Lipid-Peroxidation kontrolliert und ohne unnötige 

Membranschädigungen ablaufen zu lassen. Das würde bedeuten, dass ein Fehlen von 9LOX-

Aktivität in einer oxidativen Stress-Situation unkontrollierte Membranschädigungen zur Folge 

hätte, die den normalen pflanzlichen Metabolismus stark beinträchtigen und sogar zum 

Zelltod führen könnten. Im Falle der StLOX1-abhängigen Lipidperoxidation konnte diese 

Hypothese nicht belegt werden, da die StLOX1-RNAi-Pflanzen im Vergleich zu den 

Kontrollpflanzen physiologisch nicht stärker beeinträchtigt waren.  

In diesem Zusammenhang zeigte eine Untersuchung mit Tabakpflanzen unter biotisch 

oxidativer Stresseinwirkung (Elicitor- und Pseudomonas-Infiltration), dass die Lipid-

Peroxidation im Licht hauptsächlich von reaktiven Sauerstoff-Spezies abhängt und eine 

9LOX-Beteiligung weitgehend zu vernachlässigen ist. Im Dunkeln dagegen ist die Lipid-

Peroxidation größtenteils auf 9LOX-Aktivität zurückzuführen (Montillet et al., 2005). Alle 

selbst durchgeführten Experimente wurden unter normalem Tag-Nacht-Regime durchgeführt, 

da die Behandlungen über mehrere Tage andauerten. Eine Wiederholung im Dauer-Dunkeln 

könnte hier möglicherweise zu anderen Ergebnissen führen, wobei die physiologische 
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Relevanz solcher künstlichen Bedingungen fraglich ist bzw. im Falle der Starklichtversuche 

natürlich nicht möglich ist. 

Generell betrachtet weisen korrelative Daten darauf hin, dass 9-Lipoxygenasen 

während der biotisch und abiotisch induzierten Lipid-Peroxidation, die mit massiven Schäden 

an zellulären Membranen einhergeht, nachweisbar eine Rolle spielen (Cacas et al., 2005; 

Göbel et al., 2003; Rustérucci et al., 1999). Für das Modell von Mueller (s. o.) spricht auch, 

dass die während des hypersensitiven Zelltods nach Pathogeninfektion primär 

akkumulierenden 9-Oxylipine präferentiell enzymatischen Ursprungs sind. In Elicitor-

behandelten Kartoffel-Zellkulturen liegt der Anteil an enzymatisch gebildeter 9-HOD (9-

Hydroxyoctadecadiensäure) bei über 90 % (Göbel et al., 2001). Elicitor-behandelte 

Tabakpflanzen akkumulieren zu 90 % enzymatisch gebildete 9-HOT (9-

Hydroxyoctadecatriensäure) (Rustérucci et al., 1999). In Xanthomonas-infiltrierten 

Baumwollpflanzen sind ca. 80 % der gebildeten 9-HOT und 9-HOD enzymatischen 

Ursprungs (Jalloul et al., 2002).  

 

4.6. Charakterisierung der StAOS3-RNAi-Pflanzen  

 

Zur weiteren Charakterisierung des 9LOX-Weges in Kartoffel wurden transgene 

Pflanzen hergestellt, deren 9-Allenoxid-Synthase (9AOS)-Transkriptakkumulation mittels 

RNA-Interferenz reduziert ist. Dieses Enzym wird in allen unterirdischen Organen exprimiert 

(Knollen, treibende Knollenaugen, Wurzeln, Stolone) und katalysiert die Umsetzung von 9-

Hydroperoxiden zu Ketolen (Stumpe et al., 2006). Die Transformanten zeigten eine effiziente 

Reduktion der 9AOS-Expression. Die Auswirkung auf das Oxylipinmuster soll nach der 

Etablierung der Ketol-Analytik durch Frau Dr. Göbel (Uni Göttingen) untersucht werden. 

Entsprechend den Daten der StLOX1-RNAi-(R1)-Pflanzen wird es interessant zu sehen, ob 

durch die verminderte Expression der StAOS3 mehr Substrat für die restlichen 9LOX-Zweige 

oder den 13LOX-Weg zur Verfügung steht. 

 In zwei Experimenten zur Knollenbildung zeigten die RNAi-Pflanzen eine leicht 

erhöhte Knollenausbeute als die Kontrollen. Für die gänzlich ausbleibende Knollenbildung 

der Wildtyppflanzen im zweiten Experiment gibt es keine Erklärung. Hier sind weitere 

Experimente zur Klärung nötig. 

Widersprüchliche Daten existieren möglicherweise bezüglich dem 

Expressionsverhalten der StAOS3. (Kongrit et al., 2006) klonierten eine zur StAOS3 zu 99,2 

% identische 9AOS (Aminosäure-Sequenz) aus Knollenaugen-cDNA. Diese zeigte ein 
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anderes Expressionsverhalten. Sie konnte in treibenden Knollenaugen, Blüten und Spross, 

nicht aber in Knollen und Wurzeln nachgewiesen werden., die StAOS3 dagegen nur in 

unterirdischen Organen (s. o.). Ob es sich bei beiden tatsächlich um das gleiche Enzym 

handelt, ist nicht bekannt.  

Andere Enzyme des 9LOX-Weges in Kartoffel sind in Blättern und Zellkultur durch 

Pathogen-Behandlung induzierbar (Göbel et al., 2001; Stumpe et al., 2001; Kolomiets et al., 

2000). Die StAOS3-Expression ist dagegen nicht Pathogen- und wundinduzierbar in Blättern 

(Stumpe et al., 2006), eine direkte Funktion in der Abwehr oberirdischer Pflanzenteile gegen 

Pathogene scheint somit nicht gegeben. Die Autoren spekulieren, dass die StAOS3 in 

unterirdischen Organen an der Abwehr von bodenbürtigen Pathogenen beteiligt sein könnte. 

Ein Hinweis dafür stammt aus Tomate. Das nächst-homologe Gen der StAOS3 aus Tomate ist 

LeAOS3, das ebenfalls für eine 9AOS kodiert. (Itoh et al., 2002) zeigten, dass ihre Expression 

in Tomatenwurzeln von JAI1 (JA-INSENSITIVE 1), dem Tomaten-Homolog zu COI1, 

abhängig ist und erwähnen einen Verlust der Expression in der Tomaten-JA-

Biosynthesemutante def1 (defenceless 1; Fußnote „3“, S. 46057). Die Autoren spekulieren, 

dass diese JA-vermittelte LeAOS3-Expression mit der Pathogenabwehr in Wurzeln 

zusammenhängen könnte. In diesem Modell käme der 9AOS dann durch gezielte JA-

vermittelte Expression eine Rolle während der JA-abhängigen Ausprägung der 

Resistenzantwort gegen bodenbürtige Pathogene zu (Itoh et al., 2002). Infektionsexperimente 

mit den eigenen StAOS3-RNAi-Pflanzen und Wurzelpathogenen bzw. Knollen-Infektionen, z. 

B. mit P. infestans, könnten diese Frage klären.  

Eine andere spekulative Funktion der StAOS3 betrifft eine Rolle im Zucker-

Metabolismus (Stumpe et al., 2006). Die Autoren zeigten, dass die StAOS3 in Amyloplasten 

und Leucoplasten vor allem der unterirdischen Organe lokalisiert ist. Auch eine 

Entwicklungs-spezifische Funktion der StAOS3 wäre möglich. Hierfür spricht die starke 

Expression in den wachsenden unterirdischen Organen (Stumpe et al., 2006; Kongrit et al., 

2006; Itoh et al., 2002). 

 

4.7. Charakterisierung der StSYR1-RNAi- und StSNAP33-RNAi-Pflanzen 

 

Die aus den TIGR-Microarrays ausgewählten Kandidatengene StSYR1 und StSNAP33 

wurden in Kartoffel mittels RNA-Interferenz in ihrer Transkript-Akkumulation nach 

Pathogen-Behandlung herabgesetzt. Die Transformanten zeigten einen mit Nekrosen-

Ausbildung verbundenen Seneszenz-ähnlichen Phänotyp. Damit korrelierte, dass die 
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endogenen Gehalte an SA in unbehandelten RNAi-Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen 

erhöht waren. Diese phänotypischen und biochemischen Daten aus Kartoffel sind mit denen 

der syp121-syp122-Doppelmutante aus Arabidopsis vergleichbar (s. 1.4.). AtSYP121 und 

AtSYP122 kodieren für Syntaxine, die an Vesikelfusions-Prozessen beteiligt sind (Sutter et 

al., 2006; Sanderfoot et al., 2000). Mutationen in einem von beiden Genen führen dabei zu 

keinem sichtbaren Wuchsphänotyp. Allerdings zeigt die syp121-syp122-Doppelmutante nach 

2-3-wöchiger Anzucht starke Blattnekrosen, verlangsamtes Wachstum und sehr stark erhöhte 

endogene SA-Mengen (Zhang et al., 2007; Assaad et al., 2004). Diese Ergebnisse sprechen 

für eine funktionale Redundanz zwischen beiden Proteinen. Der durch das verlangsamte 

Wachstum in der Doppelmutante hervorgerufene Zwergwuchs kann durch das Einführen von 

Mutationen in SA-Synthese- und Signalgenen (z. B. sid2, eds1) und Expression des NahG-

Gens partiell revertiert werden (Zhang et al., 2007).  

Das zu StSNAP33 homologe Arabidopsis-Protein AtSNAP33 wurde in 

Interaktionsstudien mit dem Cytokinese-spezifischen Syntaxin KNOLLE (AtSYP111) 

identifiziert (Heese et al., 2001). Die Autoren zeigten, dass AtSNAP33 in der gesamten 

Pflanze exprimiert wird, vor allem in stark proliferierenden Geweben. Innerhalb der Zellen 

liegt es Membran-assoziiert vor. Der in dieser Arbeit gefundene Wuchsphänotyp der 

StSNAP33-RNAi-Pflanzen kommt in ähnlicher Weise auch in der Arabidopsis snap33-T-

DNA-Insertionsmutante zur Ausprägung. Diese Pflanzen zeigen Zwergwuchs, spontane 

Nekrosenbildung und teilweise verfrühtes Absterben (Heese et al., 2001). 

Die Arabidopsis-Mutanten acd1 / 2 (accelerated cell death) und lsd1 bis 7 (lesions 

simulating disease) zeigen einen zu den genannten Symptomen vergleichbaren Phänotyp. Sie 

entwickeln spontane Nekrosen, haben erhöhte endogene SA-Mengen, exprimieren konstitutiv 

PR1 und zeigen gegen bestimmte Pathogene eine erhöhte Resistenz (Weymann et al., 1995; 

Greenberg et al., 1994; Dietrich et al., 1994). Die Expression von NahG revertiert in den lsd-

Mutanten diese Symptome (Hunt et al., 1997; Weymann et al., 1995) und zeigt damit 

möglicherweise einen Zusammenhang zwischen Wuchsphänotyp und SA-Deregulation auf, 

der auch der Grund für den Seneszenz-Phänotyp in den StSYR1-RNAi- und StSNAP33-RNAi-

Pflanzen sein könnte. In lsd2 / 4 beeinflusst NahG die spontane Nekrosenbildung allerdings 

nicht. Dies spricht für eine SA-unabhängige Nekrosen-Ausbildung in diesen Mutanten (Hunt 

et al., 1997). 

Der veränderte P. infestans-Infektions-Phänotyp in den StSYR1-RNAi- und 

StSNAP33-RNAi-Pflanzen spricht für eine Beteiligung beider Gene an der Pathogenabwehr in 

Kartoffel. Die StSYR1-RNAi-Pflanzen wiesen eine signifikant erhöhte Resistenz gegen P. 
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infestans auf, die in den StSNAP33-RNAi-Pflanzen nicht nachweisbar war. Das unveränderte 

Pathogenwachstum würde gegen eine Rolle von StSNAP33 in der Pathogenabwehr sprechen. 

In Anbetracht des makroskopisch sichtbaren Infektionsphänotyps kann gemutmaßt werden, 

dass Redundanz vorliegt und ein weiteres Protein StSNAP33 partiell funktionell ersetzen 

kann. In Arabidopsis konnte für beide Homologe eine Funktion in der Ausprägung der 

Abwehrantwort gezeigt werden. So wurde die syp121-Mutante ursprünglich in einem Screen 

mit dem Nichtwirts-Pathogen Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) aufgrund erhöhter 

Penetrationshäufigkeit als pen1 (penetration 1) isoliert (Collins et al., 2003). Die gleiche 

Arbeitsgruppe hatte vorher bereits ROR2 (REQUIRED FOR MLO-RESISTANCE 2) in Gerste 

identifiziert (Freialdenhoven et al., 1996). Dieses Gen hat eine Funktion in der basalen 

Resistenzantwort gegen ein virulentes Bgh-Isolat, wie eine erhöhte Penetrationshäufigkeit in 

der ror2-Mutante zeigte. AtSYP121 und HvROR2 kodieren für funktionell identische 

Syntaxine. Dies wurde in Komplementationsstudien mit AtSYP121 in ror2-Gerstepflanzen 

gezeigt (Collins et al., 2003). Eine elektronenmikroskopische Analyse der Infektion von 

Arabidopsis mit Bgh zeigte in der syp121-Mutante, dass die Papillenbildung verzögert 

stattfindet (Assaad et al., 2004). In diesem Zusammenhang ergab ein eigenes Experiment mit 

P. infestans-infizierten Pflanzen, dass keine fokussierte Vesikel-Akkumulation und nur eine 

rudimentäre Papillenbildung in den StSYR1-RNAi-Pflanzen stattfindet. Es wäre interessant zu 

sehen, ob die Arabidopsis syp121-syp122-Doppelmutante diesen Effekt ebenfalls zeigt, der in 

der Einzelmutante durch die Redundanz beider Gene möglicherweise nicht zur Ausprägung 

kommt. Expressionsdaten des Arabidopsis AtSNAP33-Gens auf RNA-Ebene deuteten 

ebenfalls auf eine Beteiligung an der Pathogenabwehr hin. (Wick et al., 2003) zeigten, dass 

nach avirulenter und virulenter Pathogenbehandlung AtSNAP33 exprimiert wird. Damit 

korrelierte die Akkumulation des SA-Markerproteins PR1. Die Autoren untersuchten deshalb 

eine mögliche SA-Abhängigkeit der AtSNAP33-Expression. Mutantenstudien mit eds5 und 

sid2, die beide keine SA akkumulieren, zeigten tatsächlich eine partielle Abhängigkeit von 

SA. Diese machte sich durch eine deutlich schwächere, dennoch induzierbare Expression 

nach Pathogen-Behandlung bemerkbar. Interessanterweise war die Expression jedoch 

unabhängig von NPR1 (Wick et al., 2003). 

Kürzlich konnte dann gezeigt werden, dass sowohl AtSYP121 als auch AtSNAP33 

funktional im gleichen Mechanismus während der Pathogenabwehr eine Rolle spielen. (Kwon 

et al., 2008) zeigten, dass sowohl AtSYP121 als auch AtSNAP33 zusammen mit 

AtVAMP721 / 722 in vitro einen ternären SNARE-Komplex bilden. Außerdem co-

lokalisieren AtSYP121, SNAP33 und VAMP722 in vivo während der Infektion mit Bgh lokal 
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an der Stelle der versuchten Penetration. Diese Daten sprechen für eine biologische Relevanz 

des in vitro gefundenen SNARE-Komplexes für die Ausprägung der Abwehrantwort durch 

spezifische Vesikelfusions-Prozesse. In Gerste konnten die Autoren vergleichbare Ergebnisse 

zeigen. In einem Kandidatengen-Ansatz wurde HvSNAP34 als nötig für die Ausprägung der 

Penetrationsresistenz gegen Bgh und als Homologes zu AtSNAP33 identifiziert (Collins et 

al., 2003). In Datenbank-Analysen konnte dann noch ein Gerste-Homolog zu AtVAMP721 / 

722 identifiziert werden (HvVAMP721) (Kwon et al., 2008). In vivo zeigten FRET 

(fluorescence resonance energy transfer)-basierte Studien in der gleichen Arbeit eine 

Interaktion zwischen ROR2, HvSNAP34 und HvVAMP721. Außerdem wurde in 

Lokalisationsexperimenten die Akkumulation der drei Proteine lokal an den Bgh-

Penetrationsstellen nachgewiesen. Diese Daten aus Arabidopsis und Gerste, sowie die eigenen 

Daten aus Kartoffel, zeigen, dass die Vesikelfusions-basierte Abwehrantwort in 

Monokotyledonen und Dikotyledonen konserviert ist. 

Wie oben angesprochen, wurde AtSNAP33 ursprünglich als Interaktionspartner von 

KNOLLE identifiziert. Zusammen mit KEULE (AtSec11), einem SNARE-associated element, 

ist KNOLLE während der Cytokinese an Vesikelfusions-Prozessen an der entstehenden 

Zellplatte in Höhe der Teilungsebene involviert (Waizenegger et al., 2000). knolle- bzw. 

keule-Mutationen führen zu lethalen Entwicklungsdefekten im Embryo- bzw. 

Sämlingsstadium (Assaad et al., 1996; Lukowitz et al., 1996). Die Interaktion von SNAP33 

und KNOLLE in Arabidopsis, sowie die Wachstumsdefekte in der snap33-Mutante (und den 

eigenen StSNAP33-RNAi-Pflanzen) deuten neben der Funktion für die Pathogenabwehr auf 

eine Entwicklungs-spezifische Rolle von SNAP33 hin.  

Diese Daten sprechen für redundante Funktionen der an der Sekretion beteiligten 

Proteine. Ein weiteres Indiz hierfür sind die beiden Proteine AtVAMP721 und 722. Liegt 

eines von beiden mutiert vor, wird das andere verstärkt exprimiert. Außerdem führte ein 

RNAi-Ansatz, der die Transkript-Akkumulation beider Homologe effizient reduzierte, zu 

spontaner Nekrosenbildung und Zwergwuchs (Kwon et al., 2008). Dieser Phänotyp entspricht 

dem der syp121-syp122-Doppelmutante (Zhang et al., 2007) und könnte auf überlappende 

Funktionen hindeuten. 

Aus Tabak wurde ebenfalls ein zu AtSYP121-homologes Syntaxin isoliert (NtSYR1). 

Dieses hat eine Funktion in der Stomata-Schließung. Seine Inaktivierung führt zu einem 

Verlust der ABA-vermittelten Ionenströme über K+- und Cl- -Kanäle, die der Stomata-

Schließung vorausgehen (Leyman et al., 1999). NtSYR1 hat zusätzlich eine Entwicklungs-

spezifische Funktion. So zeigen NtSYR1-überexprimierende Pflanzen verlängerte Wurzeln. 
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Dagegen führt die Expression eines verkürzten NtSYR1-Proteins, dessen Produkt mit der 

Funktion des endogenen NtSYR1 interferiert, zu einer Inhibierung des Wurzelwachstums und 

einer veränderten Zell- und Blattmorphologie (Geelen et al., 2002). Diese Entwicklungs-

spezifischen Defekte sind wiederum mit den Daten aus Arabidopsis (syp121-syp122-

Doppelmutante) und den eigenen Daten aus Kartoffel (StSYR1-RNAi und StSNAP33-RNAi) 

vergleichbar. Berichte über eine Beteiligung von NtSYR1 an der Pathogenabwehr existieren 

derzeit nicht. Allerdings führt Verwundung lokal zu einer transienten Expression (Leyman et 

al., 2000). Eine Verbindung zur Pathogenabwehr könnte über die PAMP-induzierte Stomata-

Schließung hergestellt werden. (Melotto et al., 2006) zeigten, dass die bakteriellen PAMPS 

Flagellin und LPS zu einer ABA-vermittelten Schließung der Stomata führen. An diesem 

Prozess könnte NtSYR1 maßgeblich beteiligt sein, schließlich führt seine Inaktivierung zu 

einem Verlust der ABA-vermittelten Ionenströme in den Schließzellen, die der Stomata-

Schließung vorausgehen (Leyman et al., 1999). 

In Abb. 54 ist ein mögliches Schema dargestellt, das die eigenen Ergebnisse in 

Verbindung mit abgeleiteten Daten aus der Literatur zu einem Gesamtbild der Funktion von 

StSYR1 und StSNAP33 in Kartoffel für die Entwicklung und die Pathogenabwehr 

zusammenfasst.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 54.  Schematische Darstellung der möglichen Funktionen von StSYR1 und StSNAP33. Details s. Text. 
StSYR1 und StSNAP33 erfüllen Aufgaben während der normalen Pflanzenentwicklung (1.) und der Pathogenabwehr 
(2.). Während der Pflanzenentwicklung kommt ihnen dabei eine Rolle als negative Regulatoren des SA-Signals zu (s. 
auch Zhang et al., 2007). Dies zeigten die eigenen Daten aus den StSYR1-RNAi- und den StSNAP33-RNAi-Pflanzen, 
sowie die aus der Arabidopsis syp121-syp122-Doppelmutante. Hier finden sich in allen genannten Linien erhöhte SA-
Mengen, die mit einer konstitutiven PR1-Expression (in StSNAP33-RNAi nicht gezeigt) und einem verfrühten 
Seneszenz-Phänotyp bzw. Zwergwuchs korrelieren (3.). Für eine Entwicklungs-spezifische Funktion sprechen auch die 
Phänotypen in Tabak (inaktiviertes NtSYR1: veränderte Blattmorphologie und Wurzellänge) und der Arabidopsis 
snap33-Mutante (Seneszenz- und Zwergwuchs-Phänotyp), sowie die Interaktion von Arabidopsis SNAP33 mit dem 
Cytokinese-spezifischen Syntaxin KNOLLE. In der Literatur finden sich viele Belege für einen Zusammenhang 
zwischen endogenem SA-Gehalt und Pflanzenwuchs (z. B. Jirage et al., 2001). Dabei ist die zu Grunde liegende 
Regulation nicht bekannt (1.). Bei einem Verlust der Funktion von StSYR1 bzw. AtSYP121 ist während Pathogenbefall 
die Papillenbildung inhibiert bzw. verzögert. Die Abwehr-spezifische Rolle ist also gestört (4.). In Kartoffel führt dies 
nicht zu einer erhöhten Infektion mit P. infestans, da die stark erhöhten endogenen SA-Mengen und die daraus 
resultierende konstitutive StPR1a-Expression, möglicherweise zusammen mit einem noch unbekannten SA-abhängigen 
Signal, eine verstärkte Abwehrreaktion hervorrufen (3.). Diese führt zu der überschießenden Zelltodreaktion, die sich 
auch durch Spontan-Nekrosen zwischen den Inokulationsstellen bemerkbar macht und P. infestans während der 
biotrophen Phase der Infektion an der weiteren Ausbreitung hindert.  
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5. Zusammenfassung 

 

In dieser Arbeit wurde die Rolle des StLOX1-Weges für die Pathogenabwehr in 

Kartoffel untersucht. In Infektionsexperimenten mit Phytophthora infestans  und suszeptiblen 

Pflanzen der Sorte Désirée, die eine herabgesetzte Expression der Pathogen-induzierbaren 

Enzyme StLOX1 und St9DES aufweisen (StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen), 

wurde auf mikroskopischer Ebene der Infektionsphänotyp untersucht. In beiden Fällen ist die 

Ausprägung der Abwehrantworten und des Zelltodes in den transgenen Pflanzen unverändert. 

Eine mögliche Rolle während der Rasse-Sorten-spezifischen Resistenz gegen P. infestans 

wurde in StLOX1-RNAi- und St9DES-RNAi-Pflanzen untersucht, die das R1-Resistenzgen 

tragen. Hier zeigten die transgenen Pflanzen ebenfalls keine veränderte Resistenz. Der 

StLOX1-Weg hat also in Kartoffel für die Ausprägung der basalen und der R-Gen-

vermittelten Resistenz gegen P. infestans keine entscheidende Funktion. Das gleiche gilt für 

den chemisch induzierten Resistenzzustand gegen P. infestans in den suszeptiblen RNAi-

Pflanzen. Auch Versuche mit anderen Pathogenen und abiotische Behandlungen, die zu 

oxidativem Stress führen, ließen keine Funktion des StLOX1-Weges in der Abwehr- bzw. der 

Entgiftungsantwort erkennen.  

In Microarray-Experimenten wurden die Kandidatengene StSYR1 und StSNAP33 als 

Pathogen-induzierte Markergene der Abwehrantwort in Kartoffel identifiziert. Transgene 

Pflanzen, die RNAi-Konstrukte gegen jeweils eins der beiden Gene exprimieren, zeigten 

einen verfrühten Seneszenz-ähnlichen Phänotyp und akkumulierten erhöhte Mengen an 

Salicylsäure. Damit ging eine konstitutive StPR1a-Expression in den StSYR1-RNAi-Pflanzen 

einher. In Infektionsexperimenten mit P. infestans zeigten beide RNAi-Linien einen 

veränderten Infektionsphänotyp, der sich durch Nekrosenbildung lokal an und zwischen den 

Inokulationsstellen bemerkbar machte. In den StSYR1-RNAi-Pflanzen korrelierte dieser 

Phänotyp mit erhöhter Resistenz. Auf mikroskopischer Ebene zeigten die StSYR1-RNAi-

Pflanzen einen Verlust der lokal fokussierten Vesikel-Akkumulation an der Stelle des 

versuchten Eindringens durch P. infestans. Daraus resultierend blieb die Papillen-Bildung an 

den Penetrationsstellen weitgehend aus. Der Seneszenz-Phänotyp und die veränderte 

Infektionsausprägung in den beiden RNAi-Linien deuten darauf hin, dass StSYR1 und 

StSNAP33 funktionell an Entwicklungs-spezifischen Mechanismen und der Pathogenabwehr 

beteiligt sind. 
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Promoter 

Gen 

attB1 attB2 

neG 

attB2 attB1 

Intron 

Terminator 

A.1. Schematische Darstellung der RNAi-Kassette des pHellsgate8-Vektors 

pCR2.1-Vektor 
Invitrogen, Karlsruhe 

A.2. Vektorkarten. 
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pENTRTM/D-TOPO®-Vektor. 
Invitrogen, Karlsruhe 
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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

pHellsgate 8 
KanR 

17476 bp 

r

pHellsgate 8-Vektor. 
 (Helliwell et al., 2002). 

A.3. Hygromycin-Kassette im pBHTX-Vektor. Amplifiziert mit den angegebenen Primern 
zur Klonierung in den pHELLSGATE8-Vektor (s. 2.2.18.). 

pnos pAg7 

Eco81I BfrI 

HygR 

pnos_5

pAg7-Bfr1_3 
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A.4. Fusions-PCR zur Generierung des DAO1- bzw. DSDA-Austauschkonstrukts (vgl. 2.2.19.). 
Primer zur Amplifikation der Einzel-Fragmente: 
 

pnos 1: pnos-pHG8_5 2: pnos_3-daoI_5a 
bzw. pnos_3-dsdA_5a 

Dao1 3: pnos_3-daoI_5b 4: daoI_3-pAg7_5a 
 

DsdA 3: pnos_3-dsdA_5b 4: dsdA_3-pAg7_5a 
 

pAg7 5: daoI_3-pAg7_5b 
bzw. dsdA_3-pAg7_5b 

6: pAg7-BfrI_3 

 
Die amplifizierten Einzel-Fragmente wurden PCR-vermittelt fusioniert und dann amplifiziert. 

1. Einzel-
PCRs 

pAg7 

BfrI 

6 

5 

Dao1 / DsdA 

3 

4 

pnos 

Eco81I 
1 

2 

2. Fusions-
PCR 

pnos 

pAg7 

3. Amplifikations-
PCR 

1 

6 
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A.5. Oxylipinprofil der StLOX1-RNAi-R1-Pflanzen nach Pep-13-Infiltration. 
LV-41= Leerer Vektor; ctrls.= Kontrollen; R1= R1-Gen-tragende Kontrollen; RNAi-Linien= s. 3.4.1. 
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A.6. klonierte Gen-Fragmente für die Pflanzentransformation (alle in pHELLSGATE8). 
 
- StLOX1 (STU60202) für die Transformation von Désirée-R1-Pflanzen  
 

StPOTLX-3-AS_3: tatgttgcagtgaatgactcg 

StPOTLX-3-AS_5: caccggatagtcttgaattagc (378 bp) 

 

tatgttgcagtgaatgactcgggtgtccatcagctaattagtcactggttgaatacacacgcagccattgagcct

tttgtgattgctacaaacaggcaactaagtgtgcttcacccaattcataagcttttacatcctcattttcgtgac

acgatgaacataaatgctttggcaagacagatcttaatcaatgctggtggagttcttgagatgacagtttttcct

gccaaatatgcgatggaaatgtcagctgtagtttacaaaagttgggtttttcctgaacaagcacttccagctgat

cttataaagaggggagtggccgtagaggactctagttccccacatggtgttcgcttgctaattcaagactatccg

gtg 
 
 

- St9DES (STU309541) für die Transformation von Désirée-R1-Pflanzen 
 
StDES-AS_5: aaatcttccgattcgtgaaattc  

StDES-AS_3a: caccgctgcatggtttggatc (356 bp)   

 

aaatcttccgattcgtgaaattccaggggactatggtttccctataattagcgcgattaaagatcgatacgatta

tttctataaccaaggtgaagatgcttggttccataacaaagctgaaaaatacaaatctactgttgtcaaaatcaa

catggcaccaggtccattcacatctaatgactacaaattggtagcatttttagatgccaatagctttgtttgcat

gtttgataattccctcatcgataaaactgacactcttggtggtacatttaagcctggtaaagaatactacagtgg

ttatcgtcccgttgcgtttatcgatacgaaagatccaaaccatgcagcggtgggtg 

 

 

- StAOS3 (AJ868542) für die Transformation von Désirée-Pflanzen 
 
St9AOS-AS_5: cgactttcattacaatcaaggtgc 

St9AOS-AS_3: caccgttatcactcatgggattgaag (431 bp) 

 

cgactttcattacaatcaaggtgctgatgaatttttcaggtctcgtatggaaaaacatgattccactatctttag

aaccaatgtccctcctggtcctttcaatgctcgtaactccaaagttgttgtccttgtggacgcggttagttatcc

catcctttttgataattcccaagtcgataaggaaaactactttgaaggtactttcatgtcctccccatctttcaa

tggtggttataaggtttgtggttttcttggtacaactgatcctaaacacactacactaaaaggtcttttcttgtc

taccctaactagattgcatgacaagttcatccctatctttactacctcaatcactcagatgtttacaagtcttga

aaaagaattgtctgagaaaggaacgtcttacttcaatcccatgagtgataacggtg 
 
 
- StSYR1 (AY616763) für die Transformation von Désirée-Pflanzen 
 
StSYR1_RNAi_5: ctacaggtcaaagtgagacattc 
StSYR1_3:      cacccatctcatttcttccatggctg (374 bp) 
 
CTACAGGTCAAAGTGAGACATTCTTACAAAAGGCAATACAAGAAACAAGGAAGAGGACAAGTGATGGACACAATA

ATGGAGATTCAAGAAAGGCATGAAGCTGTGAAGGAAATAGAAAGGAATTTGAAAGAACTTCATCAAGTTTTCTTG

GACATGGCTGTTTTAGTGGAATCTCAAGGTGAACAACTTGATGATATTGAGAGCCAAGTGAATAGGGCTAATTCA

TATGTTAGAGGAGGTGCTCAACAATTACAAGTGGCAAGAAAACACCAAAAGAATACAAGAAAATGGACTTGTTTT

GCTATTATTCTTTTGCTTATCATCATCTTGATAGTGGTTCTTTCTATTCAGCCATGGAAGAAATGAGATGGGTG 

 
 
- StSNAP33 (TIGR StMDC73) für die Transformation von Désirée-Pflanzen 
 
StSNAP33_RNAi_5: caccGTTATCACAAGAATGTCAGATG 

StSNAP33_3:      CTGGTTTACTTTCCAAGCAAGC 

 
CACCGTTATCACAAGAATGTCAGATGATCCAGTTCAAAGAAGGGGCAACCACTTGGAGCAGAGGGAGAAATTAGG

ATTGAGCTCTGCACCCAAGGCAAGGTCAAGTTCAAGGACACCACCCCCAGAGCCTACAAATGCTCTGCAGAAAGT

TGAGGCCGAGAAAGCAAAGCAAGATGATGGACTGTCAGAACTCAGCGATCTGTTGGGGGAGCTCAAGAATATGGC

TGTTGACATGGGATCTGAAATTGAGAGGCATAAAGAGGCATTGGATCATACTGAACAGGATGTTGATGAGCTTGG

TACCAGAGTTCAAGGGGCCAACCGGAGGATTCGGCGCTTGCTTGGAAAGTAAACCAG 
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A.7.  klonierte Gen-Fragmente für radioaktive Sonden. 
Die Klonierungen wurden teils in dieser Arbeit, teils von Angelika Weinel, Sebastian Schulze und Daniel Paape 
(IPB Halle) durchgeführt. 
 
 
a) TIGR-Microarray-Kandidatengene 
 
- StAEC (TC116733)  
  
StAEC_5: CATTTGGACATTCACTTATCAG 

StAEC_3: caccAAGTAACTTGACAGAGTCTTG (380 bp) 

 
CATTTGGACATTCACTTATCAGCTGATAAGAAGTTCATCCTTGAAATTCAAAGCACTAAAAACAGCAGAGGAGAA

CGAAGCGATTAAGGGACCAAACAATGACTCGGAGACAAATGAAAAGTCTTACCTTCTTGACAACAATTCTCAAGA

TCAGCTTCCTATTAGTACCACAAAAACAACTGAAAATCAAACAGTAGAAGTATCATCATGGCGAAAAATAGTAGG

TGTGGTACACACTTTCTTAGAAGAGCTAACAGCACCTCCTACTCTTGGAGCTATTGTAGGATTCCTATTTGGTTC

AGTTACATGGCTGAAAAATCTGGTGATTGGGGATGCTGCTCCCCTTAGAGTTATTCAAGACTCTGTCAAGTTACT

TGGTG 

 
 
- StCAO (TC130280) 
 
StCAO_5: AGCACCACTTCATAATGGAACTG 

StCAO_3: CACCATGATAGAGTTAGTAGCCAAGTC (338 bp) 

 
AGCACCACTTCATAATGGAACTGATAAAAGTATTACACATTTCTGTTGCTTTTTTCTTCTTGTTCTTTTCTATTA

ACTCTCAATGTCATCCTTTAGATCCTCTTAATCCTGATGAAATCAATCAAATTAGAGTCATTATCCAAAAATCCC

ACCTTTCCAATGTAACATTTCATGATGTAGACCTTGATGAACCAGAAAAGAATGATGTCCTTCATTGGCTTTCCT

TTGATAAATCAAACAATGCCTCTTTTCCTTATCGTCGAGCCAAGGTAGTAGTTCGCGCTAATGGTGAGTCATATG

AACTCACAATAGACTTGGCTACTAACTCTATCATGGTG 
 
 
- StCYP (TC121996) 
 
StCYP_N67_RNAi_5: CTTAGTAGCTCTTCCTATCGTAC  

StCYP_N67_RNAi_3: caccTTTTCGCATTTCTCTCCAATAGTC (359 bp) 
 
CTTAGTAGCTCTTCCTATCGTACTCAATTTCCTAGCCAAAAAGGGTAGGAAAAATGTTATGCCACCTGGTCCTTT

AGGGTTGCCATTTATTGGAAATTTGCATCAATATGATGGTTTAACCCCTCATATTTATTTTTCGAAACTTTCCAA

AAAATATGGGAAAATATTTTCATTAAAACTTGGTTCTGCTCCAATAGTTGTAATTTCTTCAGCAAAATTAGCAAA

AGAAGTATTGAAAATACAAGATTTAACATTTTGTAGTAGACCTTCTTTTCTTAGCCAACAAAAATTATCTTATAA

TGGTCTTGATGTTGGCTTTGCGCCTTACAATGACTATTGGAGAGAAATGCGAAAAGGTG 
 
 
- StDBP (TC123587) 
 
StDBP1_RNAi_5: GAGACAATCATCAGGAGCTTCTAG   

StDBP1_RNAi_3: caccAGGCTTCTAATAATAGCAGCTTG (256 bp)   
 
GAGACAATCATCAGGAGCTTCTAGAATAAGTGATGATCAAATTGCTGATCTCGTATCAAAGTTACAATTACTTAT

CCCTGAAAGCCGCAGTACTAGGAGTTCCGATAAGGTTGAAGCTTCCAAAGTGTTGCAAGAAACATGTAATTACAT

AAGAAGTTTACACAGAGAAGTGGAAGACTTAAGTGATAGATTATCAGTCCTTTTGGAATCTACTGAGAGTGACAG

TGCTCAAGCTGCTATTATTAGAAGCCTGGTG 
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- StDOX (TC121274) 
 

StDOX_5: GCAGATCCTATGGTTGTTGCAAC 

StDOX_3: caccATTGCGAACATCACCAGAGATG (421 bp) 

 

GCAGATCCTATGGTTGTTGCAACAAAGCTGCTAGCACGCAGAAAATTCATAGACACAGGAAAACAATTTAACATG

ATAGCTGCCTCATGGATACAATTTATGATTCATGATTGGATCGATCATTTGGAAGATACTCAACAGATTGAGCTA

AGGGCACCTGAAGAAGTTGCAAGTGAGTGTCCTCTCAAGTCCTTTAAGTTTTTCAAGACCCAGCAAACTCCTACG

GGTTTATGTGATATCAAGACTGGGCACTTGAACATGCGTACTCCACAATGGGATGGAAGTGCTATTTATGGGAGC

AACGCAGAAGTTTCGAAGAAAGTGAGGACATTTAAAGACGGAAAATTGAAACTATCAGAAAATGGGCTCCTTGAA

CAAGATGAAAATGGGAAAATCATCTCTGGTGATGTTCGCAATGGTG 

 

 

- StEAR (TC120910) 
 

StEAR_RNAi_5: CTCAAAAACTGTCCTGTAACAGAC  

StEAR_RNAi_3: caccTAATCTCCATCAAAGAGCCATCTG (370 bp)  

 

CTCAAAAACTGTCCTGTAACAGACTTGCCAGTAGTTGTCATGTTTCATCCATTCAACATTTTTGGCGCAGTTTCA

CATCTACGACTCAAAAGTTACAGAAAGTTGTCACCAAGGCAAAATCAGAAGCTGATGATAGCAAGCCTGCCTCCG

TGTTGCCGATTGATTTGAGAGGTAAAAGGGCTTTTATAGCTGGTATAGCTGATGATAATGGATATGGGTGGGCTA

TTGCTAAGTCCCTGGCTGCTGCAGGTGCCGAAATTCTAGTTGGAACCTGGGTGCCAGCCTTAAACATTTTTGAAA

CAAGTCTTCGACGTGGGAAGTTTGATGAATCACGCGTTTTGCCAGATGGCTCTTTGATGGAGATTAGGTG 

 

 

- StFAD (TC124103) 
 

StFAD-RNAi_5: GTCATCTCCAAAGAGTTCCATCTG   

StFAD-RNAi_3: caccGACGACGATGACTATGCTTCCATG (379 bp)    
 

GTCATCTCCAAAGAGTTCCATCTGCAAAGCCCCCTTTTACACTTGGCGATGTCAAGAAGGCCATTCCTCCTCACT

GCTTCCAACGTTCTCTTATTCGCTCCTTCTCTTATCTTATTCAAGATCTCATACTTGTCTCCATCTTCTATTATA

TTGCCAACACTTACTTCCACCTCCTTCCATCCCCATTAACTTACCTTGCGTGGCCTGCTTATTGGATCGCGCAAG

GTTGTGTTTGCACTGGAATATGGGTCATTGGACATGAATGTGGTCATCATGGCTTTAGTGATTACCAATGGGTAG

ATGACACTGTTGGCCATATCCTCCACTCTGCCCTTTTAACACCCTACTTTGCATGGAAGCATAGTCATCGTCGTC

GGTG 

 

 

- StLTP1 (TC126090) 
 
StLTP1_5: GCATGCCTTGTTGTTTTGTG 

StLTP1_3: caccATCAACCTTACCTGGACC (331 bp) 

 
GCATGCCTTGTTGTTTTGTGCATGATAGTGGTTGCACCCCATGCAGAAGCACTAAGCTGCGGCCAGGTTACATCT

GGCTTGGCTCCTTGCCTCCCTTATCTCCAGGGACGCGGCCCTCTAGGAGGGTGTTGTGGTGGAGTTAAGGGTCTG

TTGGGTGCAGCCAAGACCCCAGCGGACCGAAAGACAGCATGTACTTGCCTCAAATCAGCCGCTAGTGCTATTAAA

GGCATTGATGTGGGCAAAGCCGCTGGTATCCCTAGTGTTTGTGGCGTAAACATTCCTTACAAGATCAGCCCCTCC

ACTGACTGCTCCAAGGTCCAGTAAGGTTGATGGTG 

 

 
- StSCL11 (TC120066) 
 
StSCL11_5: GCTATTCTACCACTACTTACTAC  

StSCL11_3: CACCATCTTCTTCCATAAGCATCTGAC (431 bp) 

 
GCTATTCTACCACTACTTACTACTTCAACAGCATTTTCTTCTATATAATCAGGTACCATTCTCAGTTCCTATTTT

TTGTTTCAGTTTCTTTTCTTCTTTTTTTTTGTTAGAATTTCTGTGATTCTTGATTTCTTCAATCAAACATCTCAG

AATTTAGTAGCTCAAACCAATTTCCATGGAAGCCCTTTTTCAAGAACAGCTTTTTCCTTGTGCTGATTCTTTCAT

TTTTAGGCACCCTTCAATTCCAATGGATCCAAGAAAAGATGTTGTACAAAATGGTGTCAATAATCATCCTAGTTT

TGTTCAAGATTACCTTTCAAATCATGTTGTTGGAAAGGGAGATTCTTCTTCTCCTAAAGAGGAAGGGGAAAGGGA

CTATTCTGATGCAATGTACAAATTCTTAAGTCAGATGCTTATGGAAGAAGATGGTG 
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- StTLP (TC116097) 
 

StTLP_5: ATGGCGGAAGAATTAGAAACTC  

StTLP_3: caccTTGACACTAAGACCAAAGAGAG (393 bp) 

 
ATGGCGGAAGAATTAGAAACTCCGCTGATAAATAAAAAAGATTACTACGAGAATTGTCCGGGTTGTAAAGTAGAT

CTACACAAAGCGGGTCAAACGGGTTTACCCATTAAGGAGCTCTTCACTGTATGGGTTGTCATCCTTAGCGCAGCA

CTGCCAATATCATCTCTCTTTCCATTTGTTTATTTCATGATAAAGGACTTTCACATTGCAAAGAGAGAGGAAGAT

ATTAGTACATATGCAGGTTATGTAGGTTCTGCATTTATGCTTGGAAGAGCTTTGACATCTGTCTTTTGGGGAACA

GTGGCTGATCGATATGGACGAAAACCAGTTATAGTTTTCGGCACTTTTGTAGTGGTTATTTTCAATACTCTCTTT

GGTCTTAGTGTCAAGGTG 
 
 
b) andere Genfragmente 
 
- Colletotrichum coccodes  ITS1-2 (INTERNAL TRANSCRIBED SPACER)-Region 
 
CcITS1/2-F: tgccgcctgcggacccccct  

CcITS1/2-R: ggctccgagagggtccgcca 

 

ggctccgagagggtccgccactacctttaagggcctacgtcaaccgtagggccccaacaccaagcagagcttgag

ggttgaaatgacgctcgaacaggcatgcccgccagaatgctggcgggcgcaatgtgcgttcaaagattcgatgat

tcactgaattctgcaattcacattacttatcgcatttcgctgcgttcttcatcgatgccagaaccaagagatccg

ttgttgaaagttttaattatttgcttgtgccactcagaagaaacgtcgttaaaatagagtttggtatcctccggc

gggcgctccgcccgtgagggcagggccgggaggggggtccgcaggcggca 

 
 
- St9DES-Fragment außerhalb der RNAi-Region (vgl. A.6) 
 
St9DES-RT_5: tgatgcatttagcaagtccg 

ST9DES-RT_3: caaccaatattaacctaccc 

 

tgatgcatttagcaagtccgctgtgtccatattggatgaagcagaaaaacttggaatcaaaagagaagaagctgt

acaaaacattctttttctcgtggggatcaatatgtttgcgggcttgaacgctttctcccctcatctcttcaggtt

tgtgggcgaagcaggggctagtctacacacacaacttgctaaagaaatcaggaccgttattaaagaagagggtgg

tgcaatcacattatcagcgattaacaaaatgagtttagtcaagtccgtagtgtatgagacattgaggcttcgccc

accagtaccattacagtatggtaaggcgaagaaagacttcatggttcaaagccacgatgcatcttacaagatcaa

taaagggcaattcgtcgttggatatcagcctatggctagtagggaccctaagattttcgccaaccctgatgagtt

tgttcctgataggttcatgaatgatggtgagaaaatgctgaaacatgttctatggtctaatggaagggaaacaga

aaatccagcaccagataacaagcaatgtccaggcaaagatttggtgcacctattgggtaggttaatattggttg 

 

 

 
A.8. verwendete Antibiotika.  
 
Bakterien-Selektion: 

- pENTRTM- bzw. pCR2.1-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) mit klonierten RNAi- und Kandidatengen-
Fragmenten: Kanamycin (50 mg / L) 

- pHELLSGATE8-RNAi-Vektoren: Spectinomycin (50 mg / L) 
 
 
 
Pflanzen-Selektion + anti-Agrobacterium-Antibiotikum: 

- StSYR1-RNAi, StSNAP33-RNAi, StAOS3-RNAi: Kanamycin (50 mg /L) + Carbenicillin oder 
Cefotaxim (500 mg / L) 

- StLOX1-RNAi-R1: Hygromycin (3,5 mg / L) 
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