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Zusammenfassung

Schon seit vielen Jahrtausenden wird der aus Mexiko abstammende Mais (Zea mays)
kultiviert und gilt weltweit als einer der wichtigsten Kulturpflanze und findet in vie-
lerlei Hinsicht Einsatz. Ausfälle durch Maisschädlinge wie Maiszünsler oder Maiswur-
zelbohrer führen zu enormen ökonomischen Verlusten. Einige Maislinien sind in der
Lage sich durch chemische Kommunikation, auch „indirekte Abwehr“ genannt, gegen
Herbivoren oder Pathogene zu wehren. Eine gut analysierte indirekte Abwehrstrategie
ist die Emission von volatilen organischen Verbindungen (VOCs) durch Maiskeimlin-
ge nach Herbivorie. Bei der sogenannten tritrophischen Interaktion werden durch
diese VOCs parasitäre Feindesfeinde angelockt, wodurch die Überlebenschancen der
Maispflanzen steigen. In dieser Arbeit wurden Methoden der quantitativen Genetik
angewendet, um wichtige Biosynthesegene dieser volatilen Duftstoffe und regulatori-
sche Gene zu identifizieren.
Das „Nested Association Mapping“ (NAM) ist eine Kartierungsmethode, welche die
Vorteile der bislang sehr häufig genutzten Assoziations- und Kopplungskartierung
vereint. In dieser Arbeit sollte NAM hinsichtlich der Kalkulation von QTLs (engl.:
Quantitative Trait Loci) der Terpenbiosynthese eingesetzt werden, welche ein wich-
tiger Bestandteil der tritrophischen Interaktion ist. Für die Terpenmerkmale Lina-
lool, (E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen, (E)-α-Bergamoten, DMNT und TMTT konnten
mehrere quantitative Loci berechnet werden. Die weiterführende Eingrenzung bis hin
zum Kandidatengen war für QTL606/607, QTL298, QTL764 und QTL405/406 im Rah-
men dieser Arbeit möglich. Insgesamt konnten 5 Herbivor-induzierte Gene für diese
Terpenmerkmale lokalisiert werden. Davon kodieren 4 Gene für Enzyme denen eine
Funktion in der Terpenbiosynthese nachgewiesen werden konnte. Zusätzlich wurde
ein bHLH Transkriptionsfaktor identifiziert, der möglicherweise in der Signalkaskade
einen wichtigen Kontrollpunkt einnimmt. Der QTL606/607 wurde für die vier Ter-
pene, Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT und TMTT, kalkuliert. Eine Terpensynthase,
tps2, wurde als Kandidatengen identifiziert und ließ vermuten, dass das Gen in der
Biosynthese dieser Terpene involviert ist. Biochemische Charakterisierungen am re-
kombinanten TPS2 bestätigten die Kartierungsergebnisse und zeigten, dass TPS2
das Monoterpen Linalool, das Sesquiterpen (E)-Nerolidol und das Diterpen Gera-
nyllinalool in vitro synthetisiert. Analysen an tps2 -Allelen zweier NAM-Elternlinien,
welche durch das Fehlen der TPS2-Produkte charakterisiert sind, verdeutlichten eine
Assoziation dieses Gens mit dem QTL. Die Linie Tzi8 enthält ein inaktives tps2 -
Allel, während in Ky21 nur sehr geringe Transkriptmengen dieses Gens nachgewiesen
werden konnten. In RILs mit Rekombinationsereignissen in der Nähe von tps2, korre-
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spondierte ein tps2 -B73 Allel mit der Synthese von TPS2-Produkten, während Linien
mit einem Nicht-B73-Allel durch Fehlen dieser Terpene gekennzeichnet waren.
Zwei P450 Monooxygenasen, cpy92c5 und cyp92c6, wurden mit Hilfe zwei quantita-
tiver Loci auf Chromosom2 (QTL298) und 7 (QTL764) für die beiden Homoterpene
DMNT und TMTT identifiziert. Dies korreliert mit der biochemischen Charakte-
risierung von CYP92C5, welches beide Homoterpene unter Zugabe des Co-Faktors
NADPH in vitro synthetisiert. Expressionsanalysen von cyp92c5, Aktivitätsbestim-
mungen und eine dmnt-Mutante sind Beweis für eine Assoziation dieses P450 Gens
mit dem QTL764. Die Mu-Insertionslinie (MuIII) mit einer nicht funktionellen Version
von CYP92C5, ist nach Behandlung mit einem Elicitor nicht mehr in der Lage DMNT
und geringere Mengen TMTT zu produzieren. Das zweite P450 Enzym, CYP92C6,
wurde mit Hilfe des QTLs298 identifiziert und ist ausschließlich in der Lage TMTT in
vitro zu bilden. Das erklärt, weshalb in der dmnt-Mutante (MuIII) weiterhin TMTT,
aber kein DMNT detektierbar gewesen ist.
Ein quantitativer Lokus, der für mehrere Sesquiterpene kalkuliert wurde, ist
QTL405/406 auf Chromosom3. Kartierungsanalysen mittels NAM identifizierten die
Elternlinie Ky21 als verantwortliche Linie für diesen QTL. Anfänglich stand fpps3
als Kandidatengen im Fokus, welches für eine aktive Farnesyldiphosphat-Synthase
kodiert und FPP in vitro synthetisiert. Die kleine FPPS-Familie in Mais besteht aus
insgesamt drei Genen, wovon einzig fpps3 verstärkt nach Verwundung und stärker
noch nach Herbivorie-Imitation exprimiert wird. Allerdings zeigten weitere Analy-
sen, dass der QTL nicht nur mit der Regulation von fpps3, sondern zusätzlich mit der
Regulation von Terpenbiosynthesegenen assoziiert ist. Niedrigere Hormonmengen in
Ky21 vergleichsweise zu B73 ist ein weiterer Hinweis. Diese Ergebnisse deuteten auf
ein anderes Kandidatengen, ein regulatorisches Element hin, welches mit dem QTL
assoziiert sein könnte. Ein bHLH Transkriptionsfaktor wurde zwischen den errech-
neten Loci QTL405 und QTL406 lokalisiert und wies eine erhöhte Transkriptmenge
nach Elicitor-Behandlung auf. Außerdem konnte eine Lücke von 41 Aminosäuren im
Ky21-Allel vergleichsweise zum B73-Allel nachgewiesen werden, welche zu einer ver-
minderten Aktivität oder Funktionsverlust des Faktors führen könnte.
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Summary

Maize (Zea mays) has been cultivated for thousands of years and is one of the world’s
most important crop plants. Damage by herbivores leads to economical losses. Some
maize lines are able to defend themselves by chemical communication which was
termed “indirect defense”. One well studied indirect defense reaction includes the
emission of volatile organic compounds (VOCs) from maize seedlings after herbivore
feeding. These VOCs attract enemies of the herbivores and provide the plant with
better chances of survival.
In this thesis, methods of quantitative genetics were employed to identify important
genes for the production of VOCs and its regulation by herbivory. “Nested Associa-
tion Mapping” (NAM) combines the advantages of association and linkage mapping.
The NAM population exists of ∼ 5000 recombinant inbred lines (RILs) by crossing
25 polymorphic inbreds with the common parent line B73. NAM was used to iden-
tify quantitative trait loci (QTLs) of biosynthesis of volatile terpenes. QTLs were
calculated for the traits linalool, (E)-nerolidol, (E)-α-bergamotene, (E)-β-farnesene,
DMNT and TMTT. The QTLs were narrowed down to find candidate genes for
QTL606/607, QTL298, QTL764 and QTL405/406. Finally, five herbivore-induced genes
were identified. Four of these genes coded for enzymes of terpene biosynthesis that
corresponded to the trait observed by the QTL. Additionally, a bHLH transcription
factor was identified which may regulate the transcription of terpene biosynthesis
genes.
QTL606/607 was determined for the traits, linalool, (E)-nerolidol, DMNT and TMTT.
A terpene synthase gene, tps2, was identified as candidate gene involved in the biosyn-
thesis of these traits. Biochemical characterization of the recombinant TPS2 demon-
strated that it catalyzes the formation of the monoterpene linalool, the sesquiterpene
(E)-nerolidol and the diterpene geranyllinalool in vitro. To further establish that tps2
is responsible for this QTL, the tps2 alleles of two of the NAM parent lines which are
unable to produce linalool, (E)-nerolidol, DMNT and TMTT were assayed. The line
Tzi8 carries an inactive allele of tps2 and the line Ky21 displayed only very low tran-
script levels. In RILs with recombination events close to tps2, the active tps2 -B73
allele always corresponded to terpene synthase activity.
Two p450 monooxygenase genes, cyp92c5 and cyp92c6, were identified with the help
of two quantitative trait loci on chromosome 2 (QTL298) and chromosome 7 (QTL764)
which were calculated for the homoterpenes DMNT and TMTT. This correlates well
with the biochemical characterization of CYP92C5 which can synthesize both ho-
moterpenes in vitro in the presence of the cofactor NADPH. Additional evidence for
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the association of this P450 gene and QTL764 are provided by an expression analysis
and a dmnt-mutant line. A Mu-insertion line (MuIII) with a nonfunctional version of
cyp92c5 completely lost the ability to synthesize DMNT and produced only negligible
amounts of TMTT after treatment with an elicitor. The second P450 monooxyge-
nase enzyme, CYP92C6, is localized in proximity to QTL298 produces only TMTT
in vitro. This might explain the residual amount of TMTT in the dmnt-mutant line.
The production of all volatile sesquiterpenes is dependent on a single QTL on chro-
mosome 3 (QTL405/406). Analysis of the NAM population identified Ky21 as the
responsible parent line for QTL405/406. First, a farnesyl diphosphate synthase gene,
fpps3, was thought to be a candidate gene closely associated with the QTL. In vitro,
the encoded enzyme produces FPP, the substrate of all sesquiterpenes. In addition,
fpps3 is the only of three fpps genes in maize and showed an increase transcription
level in leaves after mechanical wounding and herbivore-imitation. However, the QTL
is associated with the regulation of transcript levels not only of fpps3 but many other
genes. This in addition to lower hormone levels in Ky21 after herbivory indicates that
another, regulatory element corresponds to the QTL. A bHLH transcription factor
was identified between the loci QTL405 und QTL406. This factor is transcribed at
high levels immediately after elicitor treatment. A deletion of 41 amino acids in the
Ky21 allele of the bHLH transcription factor suggests that the corresponding gene is
associated with the QTL.

iv



Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung i

Summary iii

Abkürzungsverzeichnis xi

1 Einleitung 1
1.1 Zur Bedeutung der Kulturpflanze Mais . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2 Maisabwehr gegen Fraßfeinde durch tritrophische Interaktion . . . . . 2
1.3 Terpene und deren Biosynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.4 Die Synthese von Prenyldiphosphaten durch Prenyltransferasen . . . 4
1.5 Struktur von Prenyltransferasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.5.1 Struktur und Merkmale von Terpensynthasen . . . . . . . . . 7
1.5.2 P450 Enzyme katalysieren die Biosynthese von Homoterpenen 9
1.5.3 Regulation der Abwehrgene nach Herbivorie . . . . . . . . . . 10
1.5.4 Jasmonsäure in der Pflanzenabwehr gegen Herbivore . . . . . 11

1.6 Entwicklung von der Mendelgenetik bis zur heutigen modernen Quan-
titativen Genetik in der Pflanzenwelt . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.6.1 Die wichtigsten Begriffe der quantitativen Genetik . . . . . . . 13
1.6.2 Assoziationskartierung basierend auf dem Kopplungsungleich-

gewicht (engl.: Linkage Disequilibrium, LD) . . . . . . . . . . 14
1.6.3 Kopplungskartierung („Linkage Mapping“) innerhalb einer Fa-

milie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
1.6.4 „Nested Association Mapping“ (NAM) . . . . . . . . . . . . . 18
1.6.5 „Genome Wide Association Study“ . . . . . . . . . . . . . . . 20

1.7 Zielstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2 Material und Methoden 25
2.1 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

2.1.1 Pflanzenmaterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.1.2 Kultivierung und Anzucht der Pflanzen . . . . . . . . . . . . . 26
2.1.3 Pflanzeninduktion mit einem Indanon-derivat . . . . . . . . . 27
2.1.4 Mikroorganismen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.1.5 Kultivierung und Nährmedien für Escherichia coli . . . . . . . 28
2.1.6 Chemikalien, Lösungsmittel, Enzyme, Oligonukleotide . . . . . 28
2.1.7 Vektoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

2.2 Angewandte molekulargenetische Methoden . . . . . . . . . . . . . . 29
2.2.1 Isolation pflanzlicher Gesamt-DNS aus Mais . . . . . . . . . . 29
2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli und Konzentrationsbe-

stimmung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.2.3 Isolation von Gesamt-RNS aus Mais . . . . . . . . . . . . . . 30
2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäure . . . . . . . . . 30
2.2.5 cDNA Synthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.2.6 Synthese einer RACE-Bibliothek . . . . . . . . . . . . . . . . 31

v



Inhaltsverzeichnis

2.2.7 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR . . . . . . . . 31
2.2.8 Quantitative Real Time PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.2.9 Agarosegelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
2.2.10 Restriktion und Ligation von DNA-Fragmenten . . . . . . . . 33
2.2.11 Transformation in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.12 Sequenzierung von DNA-Fragmenten . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.13 DNA/Protein-Sequenzanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.14 Phylogenetische Analysen: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.3 Chromatographische Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
2.3.1 Isolierung volatiler Stoffe aus Pflanzenmaterial . . . . . . . . . 35
2.3.2 Chromatographische Analyse von Volatilen aus Mais mittels

GC-MS/GC-FID . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
2.3.3 Messung des Pflanzenhormons Jasmonsäure . . . . . . . . . . 36

2.4 Proteinanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.4.1 Heterologe Expression und Aufreinigung von Terpensynthasen

in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.4.2 Aktivitätsbestimmung von rekombinanten Terpen- und Isopre-

noidsynthasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.4.3 Heterologe Expression von P450s in Hefe und Isolation von Mi-

krosomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.4.4 Aktivitätsbestimmung der P450-Enzyme . . . . . . . . . . . . 39

2.5 Kartierungsanalysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.5.1 „Nested Association Mapping“ (NAM) . . . . . . . . . . . . . 39
2.5.2 Box–Cox–Transformation zur Normalverteilung . . . . . . . . 39
2.5.3 Joint Linkage QTL Mapping . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.5.4 „Genome Wide Association Study“ (GWAS) . . . . . . . . . . 41

3 Ergebnisse 43
3.1 Charakterisierung der NAM–Linien und NAM–RILs . . . . . . . . . . 43

3.1.1 Phänotypisierung der 26 NAM–Inzuchtlinien auf Terpenemission 43
3.1.2 Monoterpenakkumulation der Elternlinien und der NAM–

Population . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.1.3 Sesquiterpenakkumulation der Elternlinien und NAM–

Population . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.1.4 Homoterpenemission der Elternlinien und NAM–Population . 47

3.2 Nested Association Mapping (NAM) der Maisvolatilen . . . . . . . . 48
3.2.1 Erzeugen einer Normalverteilung der Terpenemissionen . . . . 48
3.2.2 Berechnung von QTLs für die Terpengehalte von Linalool, (E)-

Nerolidol, DMNT, TMTT, (E)-β-Farnesen, (E)-α-Bergamoten
und (E)-β-Caryophyllen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

3.2.3 Validierung des Kartierungsexperiments: QTL1050 und QTL1056
liegen in der Nähe von bekannten Terpensynthasen . . . . . . 53

3.2.4 Validierung des Kartierungsexperiments: Feinkartierung für
den QTL1050 des Merkmals (E)-β-Caryophyllen . . . . . . . . 54

vi



Inhaltsverzeichnis

3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für die Emission von Ter-
penen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.3.1 Der QTL606/607 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

3.3.1.1 Identifizierung der Terpensynthasegene tps2 und tps3 55
3.3.1.2 Feinkartierung projiziert den QTL606 auf einen SNP

im Promoter von tps2 . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.3.1.3 Expressionsanalysen von tps2 und tps3 zeigen eine

starke Induktion nach Elicitor–Behandlung mit einem
Indanon–Derivat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

3.3.1.4 Amplifikation und Klonierung von tps2 und tps3 . . 59
3.3.1.5 Das Muktiproduktenzym TPS2 produziert Mono-,

Sesqui- und Diterpenalkohole . . . . . . . . . . . . . 59
3.3.1.6 Aktivitätsbestimmung an einer N-terminal verkürz-

ten Version von tps2 bzw. tps3 . . . . . . . . . . . . 61
3.3.1.7 Das Kandidatengen tps2 besitzt zwei Transkriptions-

starts . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.3.1.8 Die Elternlinie Tzi8 bestätigt die Kartierungsergeb-

nisse von NAM und GWAS und enthält nach Herbi-
vorie geringere tps2 Transkriptmengen als B73 . . . 64

3.3.1.9 Das Terpenspektrum von Tzi8 ist durch ein inaktives
TPS2-Tzi8 Allel reduziert . . . . . . . . . . . . . . . 67

3.3.1.10 In Ky21 ist die Expression von tps2 nicht durch Eli-
citor induzierbar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

3.3.1.11 Co-Segregationanalyse der tps2 Allele innerhalb von
RILs aus der Kreuzung der Linien Ky21 und B73 . . 69

3.3.2 Charakterisierung des QTL764 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
3.3.2.1 Identifizierung einer putativen P450 Monooxygenase

(CYP92C5) in der Region des QTL764 . . . . . . . . 71
3.3.2.2 Die Behandlung mit einem Indanon–Derivat zeigte ei-

ne signifikante Transkriptakkumulation von cyp92c5
in B73. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72

3.3.2.3 CYP92C5 konvertiert (E)-Nerolidol zu DMNT und
Geranyllinalool in TMTT . . . . . . . . . . . . . . . 73

3.3.2.4 Die dmnt-Mutante MuIII zeigt keine funktionelle
DMNT-Biosynthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

3.3.2.5 In cyp92c5 der dmnt-Mutante konnte kein Transpo-
son lokalisiert werden . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

3.3.3 Charakterisierung des QTL298 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.3.3.1 Identifizierung eines putativen P450 Enzyms

(CYP92C6) in der Region des QTL298 . . . . . . . . 76
3.3.3.2 CYP92C6 ist Herbivor–induziert und bildet TMTT

in vitro . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
3.3.4 Der QTL405/406 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

3.3.4.1 QTL405/406 ist essentiell für die Sesquiterpenbiosynthese 80
3.3.4.2 Das Maisgenom besitzt 3 Farnesyldiphosphatsynthasen 81
3.3.4.3 QRT Analyse der putativen Prenyltransferasen im

Elicitor–induzierten Blatt der Linien B73 und Delprim 82

vii



Inhaltsverzeichnis

3.3.4.4 QRT Analyse der putativen Prenyltransferasen in
Diabrotica virgifera virgifera induziertem Wurzelma-
terial der Linie Delprim . . . . . . . . . . . . . . . . 84

3.3.4.5 Aktivitätsbestimmung der rekombinanten FPPS3
und FPPS2 in vitro . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

3.3.4.6 Der QTL405/406 beruht auf einer Veränderung in der
Elternlinie Ky21 die nur eine geringere Menge von
Sesquiterpenen emittiert . . . . . . . . . . . . . . . . 87

3.3.4.7 Das Strukturgen fpps3 zeigt keine Unterschiede zwi-
schen dem B73- und dem Ky21-Allel, jedoch ist die
Transkriptmenge von fpps3 in der Linie Ky21 verringert 89

3.3.4.8 Weitere Gene der Terpenbiosynthese zeigen eine ver-
minderte Expression in Ky21 . . . . . . . . . . . . . 90

3.3.4.9 Ein bHLH-Transkriptionsfaktor könnte für den Phä-
notyp von Ky21 verantwortlich sein . . . . . . . . . . 91

3.3.4.10 Pflanzenhormone wie JA, OPDA und ABA sind in
Ky21 stark reduziert nach der Behandlung mit einem
Indanon–Derivat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94

4 Diskussion 97
4.1 Eine hohe genetische Diversität in der NAM-Population ist für quan-

titative Unterschiede in deren Terpenakkumulation verantwortlich . . 97
4.1.1 Die Identifikation der Loci von Terpensynthasegenen durch

NAM und GWAS bestätigt die Effizienz der Kombination bei-
der Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98

4.1.2 Die Signifikanz von QTLs, die mit Biosynthesegenen assoziiert
sind, ist höher als von QTLs die mit regulatorischen Elementen
assoziiert sind . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

4.2 Charakterisierung der mittels QTL606/607 identifizierten TPS2 und TPS3100
4.2.1 TPS2-B73 kodiert für ein Multiproduktenzym, während das

Allel TPS3-B73 inaktiv ist . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101
4.2.2 Die Gene tps2 -B73 und tps3 -B73 sind durch Duplikation eines

gemeinsamen Vorläufers entstanden . . . . . . . . . . . . . . . 102
4.2.3 TPS2 könnte sowohl im Cytosol als auch in den Chloroplasten

lokalisiert sein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
4.2.4 TPS2 ist mit dem QTL606/607 assoziiert . . . . . . . . . . . . . 104
4.2.5 TPS2 ist an der Biosynthese der Homoterpene DMNT und

TMTT beteiligt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
4.3 Charakterisierung der mittels QTL764 und QTL298 identifizierten P450

Enzyme CYP92C5 und CYP92C6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
4.3.1 Die Funktion von Mitgliedern der CYP92-Familie wurde zuerst

in in Zea mays identifiziert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109
4.4 Charakterisierung der Farnesyldiphosphatsynthase 3 (FPPS3), die aus

QTL405/406 identifiziert wurde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109
4.4.1 Die FPPS3 Expression korreliert mit der Terpenakkumulation

in Mais . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110
4.4.2 FPPS3 ist sehr wahrscheinlich nicht mit dem QTL405/406 assoziiert112

viii



4.5 Die Biosynthesewege von DMNT und TMTT wurden mit drei quanti-
tativen Loci identifiziert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

4.6 Ein bHLH Transkriptionsfaktor ist ein mögliches Kandidatengen für
den QTL405/406 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
4.6.1 Ein bHLH Transkriptionsfaktor könnte eine Funktion als posi-

tiver Regulator in der Jasmonatantwort in Zea mays besitzen 115
4.6.2 Der bHLH Faktor ist ein früh regulierter Transkriptionsfaktor 117

4.7 Zusammenfassender Überblick der kartierten Kandidatengene in einem
Modell . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 118

5 Anhang 121
5.1 Sequenzvergleich fpps3 -B73 und fpps3 -Ky21 . . . . . . . . . . . . . . 122
5.2 Genotypisierung von tps2 in den RILs der Linien B73 und Ky21 . . . 123
5.3 Phänotypisierung von tps10 und tps2 in Ky21 und B73 . . . . . . . . 123
5.4 Phänotypisierung der Terpenemission in Ky21 . . . . . . . . . . . . . 125
5.5 Verteilung der Terpenakkumulation vor und nach Transformation . . 126
5.6 Terpenakkumulation der 25 Elternlinien und deren RILs . . . . . . . 129

Literaturverzeichnis I

Danksagung XXIX





Abkürzungsverzeichnis

AS Aminosäuren
AOS Allenoxidsynthase
AOC Allenoxydcyclase
APT Adenin-Phosphoribosyltransferase
ATP Adenosintriphosphat
bHLH engl.: basic Helix-Loop-Helix
CLD chain-lenght determination domain
cDNA engl.: complementary DNA
CPS engl.: common parent specific
ER Endoplasmatisches Retikulum
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat
DMAPP Dimethylallylpyrophosphat
DMNT (3E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatrien
DTPS Diterpensynthasen
DNA Desoxyribonukleinsäure
DTT Dithiothreitol
DXP Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat
DXS 1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase
EAS 5-epi-Aristolochenoxidase
ET Ethylen
FID Flammenionisierungsdetektor
FPP Farnesyldiphosphat
FPPS Farnesyldiphosphat Synthase
FARM engl.: first aspartate-rich motif
GC Gaschromatographie
GL Geranyllinalool
GPPS Geranyldiphosphat Synthase
GGPPS Geranylgeranyldiphosphat Synthase
GGPP Geranylgeranyldiphosphat
GPP Geranyldiphosphat
GPPS.lsu engl.: large subunit
GPPS.ssu engl.: small subunit
GLV engl.: green leaf volatiles
GWAS engl.: Genome Wide Association Study
HIF engl.: Heterogenous Inbred Family
IPP Isopentenylpyrophosphat
iPCR inverse PCR
JA Jasmonsäure
JA-Ile Jasmonsäure-Isoleucin
LB Lysogeny Broth (Nährmedium)
LD engl.: Linkage Disequilibrium
LOX Lipoxidase
mRNA messenger Ribonukleinsäure

xi



MTPS Monoterpensynthasen
MS Massenspektromie
MVA Mevalonsäure
MEP 2-C-Methyl-D-Erythritol 4-Phosphat
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NAM engl.: Nested Association Mapping
NDPS1 Neryldiphosphatsynthase
NIL engl.: Near Isogenic Line
OD optische Dichte
ORF engl.: open reading frame
OPDA 12-oxo- Phytodienonsäure
OPR OPDA-Reduktase
PCR Polymerasekettenreaktion
PHS1 Phellandrensynthase
PRD Prolinreiche Domäne
PR-1 Pathogenesis-Related 1
PKU Phenylketonurie
QRT engl.: Quantitative Realtime (PCR)
QTL engl.: quantitative trait locus
RT-PCR Realtime PCR
RIL Rekombinante Inzuchtlinie
ShSBS Santalen- und Bergamotensynthase
STPS Sesquiterpensynthasen
SPME engl.: solid phase micro extraction
SSR engl.: Simple Sequence Repeat
SARM engl.: second aspartate-rich motif
SA Salizylsäure
SCFCOI1 Skip-Cullin-F-Box
TPS23 Terpensynthase 23
TPS10 Terpensynthase 10
TMTT (3E,7E)-4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-tridecatetraen
TSI Turbospray-Ionisation
UTR engl.: untranslated region
VOCs engl.: volatile organic compounds



1 Einleitung

1.1 Zur Bedeutung der Kulturpflanze Mais

Mais (Zea mays ssp. mays) ist eine der wichtigsten Getreidepflanzen (Doebley et al.
[1997]) der Welt (Cervantes-Cervantes et al. [2006]) und wird bereits seit vielen tau-
send Jahren vom Menschen domestiziert (Doebley et al. [1997]). Die am nächsten ver-
wandte Wildform ist der Teosinte, zu dem 5 Spezies in Mexiko, Guatemala und Nica-
ragua zählen. Archäologische und molekulargenetische Belege deuten darauf hin, dass
der Mais vor über 9000 Jahren von der Teosintesubspezies (Zea mays ssp. parviglu-
mis) aus Mexiko abstammt (Doebley et al. [1997]; Piperno & Flannery [2001]; Matsuo-
ka et al. [2002]). Durch Domestizierungsprozesse besitzt der heutige Kulturmais eine
∼ 20% geringere genetische Diversität als Teosinte (Vigouroux et al. [2005]). Dennoch
besitzt Mais einen höheren Polymorphismus als Mensch, Drosophila oder viele andere
Wildpflanzen (Tenaillon et al. [2001]). In Zukunft wird diese Getreidepflanze an Be-
deutung gewinnen, da Mais bereits heute als einer der wichtigsten Nahrungsmittel,
Futtermittel und Energielieferanten dient. Züchtungen innerhalb des letzten Jahr-
hunderts konnten die Erträge des Kulturmais enorm steigern (Russell [1991]; Troyer
[1996]; Duvick [2005]). Globale klimatische Veränderungen bezüglich Temperatur,
Niederschlag sowie der Befall von Maisschädlingen mindern den Ertrag beachtlich, so
dass eine Selektion auf erhöhte Toleranzen für eine bessere Ertragsausbeute zwingend
erforderlich ist. Da Toleranzen quantitativ vererbt werden, ist das Verständnis von
quantitativer Genetik für gesteigerte und stabile Ausbeuten in Mais unumgänglich. In
den letzten Jahren konnten Wissenschaftler Gene und Allele identifizieren, welche die
Ausprägung von quantitativen Merkmalen kontrollieren. Erfolge konnten unter ande-
rem bei der Identifizierung und Kartierung der Blattarchitektur (Tian et al. [2011]),
der Blühzeit (Thornsberry et al. [2001]), der Trockentoleranz (Rahman et al. [2011])
und des Carotinoidgehaltes (Palaisa et al. [2003]) verzeichnet werden. Abgesehen von
klimatischen Herausforderungen, stellen der Befall von Schädlingen und Krankheiten
ein bedeutendes Risiko dar. So wird der Mais von Pathogenen und pflanzenfressen-
den Insekten an Organen wie Blatt, Sprossachse und Wurzel attackiert. Bekannte
Schädlinge sind vor allem der Westliche Maiswurzelbohrer (Diabrotica virgifera virgi-
fera; Käferlarven) und die ägyptische Baumwolleule (Spodoptera littoralis; Raupen).
Schäden durch den Maiswurzelbohrer in den USA werden jährlich auf eine Milliarde
Dollar geschätzt. Gegen diese Feinde besitzen einige Maissorten besondere Verteidi-
gungsstrategien, wie beispielsweise anatomische Barrieren, Freigabe toxischer Fraß-
hemmstoffe oder das Aussenden eines „Hilferufes“ mittels flüchtiger Duftstoffe, auch
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tritrophische Interaktion genannt (Turlings et al. [1993]; Price et al. [1980]).

1.2 Maisabwehr gegen Fraßfeinde durch
tritrophische Interaktion

Pflanzen sind an ihren Standort gebunden und besitzen keine Möglichkeit ihren Fein-
den zu entfliehen. Dies zwingt sie effektive Abwehrmechanismen auszubilden. Dazu
gehören zum einen konstitutiv vorhandene Abwehrstrategien, zu denen anatomische
Barrieren oder chemische Abwehrstoffe zählen (Karban & Baldwin) und induzierbare
Verteidigungsmethoden, eine energetisch günstigere und spezifisch auf den Feind ein-
gehende Strategie. Induzierbare Reaktionen auf den Feind können das Verstärken der
mechanischen Barriere durch Kalloseeinlagerung (Hao et al. [2008]; Shinoda [1993])
oder die Bildung von Proteinaseinhibitoren sein (Broadway [1996]; Ryan et al. [1981];
Foard et al. [1983]; Lorito et al. [1994], welche die Verdauung der Schädlinge hemmen.
Das Anlocken von parasitären Feinden mittels tritrophischer Interaktion ist eine wei-
tere indirekte Abwehr der Pflanze, indem durch Freisetzen maisspezifischer Duftstoffe
Feinde der Maisschädlinge angelockt werden (Dicke & Sabelis [1988]; Agrawal [1998]).
Es findet demzufolge ein Zusammenspiel zwischen Pflanze, Schädling und dem Fein-
desfeind statt. Die indirekte Abwehr gegen Maisschädlinge gelingt der Pflanze durch
die Bildung und Abgabe flüchtiger, organischer Verbindungen (VOCs, engl.: volatile
organic compounds) (Dicke & Sabelis [1988]; Bernasconi et al. [1998]). Die Synthese
dieser VOCs kann allein durch Verwundung oder verstärkt durch orale Sekrete indu-
ziert werden (Turlings et al. [1990]; Dicke et al. [1993]). Dadurch sendet die Maispflan-
ze nach Fraß der Schmetterlingsraupe Spodoptera littoralis volatile Signale aus, die
die befallene Pflanze für die Schlupfwespe Cotesia margeniventris lokalisierbar ma-
chen (Turlings et al. [1990]; Abb. 1.1). Die Schlupfwespe nutzt die Raupen als Wirt
zur Eiablage (Turlings et al. [1990]; Hoballah et al. [2002]; Turlings et al. [2005]). Die
Parasitierung des Herbivors führt zur Verringerung des Fraßes und letztendlich zum
Tode des Schädlings, indem die Wespen-Larven die Raupen von innen auffressen. Für
die Maispflanze entstehen weniger Fraßschäden, was besonders für junge Maispflanzen
mit einer geringen Biomasse entscheidend zum Überleben ist (Hoballah et al. [2002];
Elena Hoballah et al. [2004]). Die Zusammensetzung des Duftbouquets für die indi-
rekte Abwehr variiert sehr stark und besteht zum Großteil aus Terpenen, wie Mono-,
Sesqui- und Homoterpenen (Turlings et al. [1990]), sowie den sogenannten „green leaf
volatiles“ (GLV), eine Gruppe von C6-Verbindungen zu denen Aldehyde, Alkohole
und Ester zählen. Die Emission von Volatilen in die Atmosphäre ist nur für eine be-
grenzte Anzahl bekannt und erfolgt lokal am Blatt an der Verwundungsstelle bis hin
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zur distal gelegenen Blattspitze (Köllner et al. [2013]). Die indirekte Verteidigung von
Pflanzen, durch die Abgabe von volatilen Substanzen, kann auch im Boden erfolgen.
Bei Fraß an den Wurzeln durch den Maiswurzelbohrer (Diabrotica virgifera virgifera)
wird nur ein Terpen in den Boden abgegeben (Rasmann et al. [2005]; Köllner et al.
[2008a]). Durch dieses Sesquiterpen, (E)-β-Caryophyllen, ist die Pflanze in der Lage,
Nematoden wie Heterorhabditits megidis, einen natürlichen Feind des Maiswurzel-
bohrers, anzulocken (Rasmann et al. [2005]; Boff et al. [2001]; Van Tol et al. [2001]).
Ein weiterer Unterschied zu den Blättern ist, dass die Abgabe von Volatilen in den
Wurzeln systemisch erfolgt (Hiltpold et al. [2011]).

Cotesia marginiventris 

3. Anlockung 

4. Parasitierung 

VOCs 

OPP

OPP

OH

Spodoptera 
littoralis 

1. Verwundung 

2. Emission 

Abbildung 1.1 Interaktion zwischen Mais (Zea mays), Schmetterlingsraupe (Spo-
doptera littoralis) und der Schlupfwespe (Cotesia marginiventris). Durch Raupenfraß
emittiert die Maispflanze ein Duftgemisch (VOCs, engl.: Volatile Organic Compounds), welches
Terpene enthält. Das Duftbouquet lockt parasitäre Schlupfwespen an, die ihre Eier in die Raupen
ablegen. Zeichnung von Tobias Köllner.

1.3 Terpene und deren Biosynthese

Terpene bilden mit ∼ 30000 Strukturen die größte Gruppe sekundärer Pflanzenstoffe
(Connolly & Hill [1991]). Als gemeinsames Grundgerüst dient eine Isopreneinheit,
bestehend aus 5 Kohlenstoffatomen. Die Anzahl der Isopreneinheiten bestimmt die
Namensgebung der jeweiligen Terpenklasse. Volatile Terpene gehören meist zu den
Klassen der Monoterpene (C10) (Dewick [1999]), Sesquiterpene (C15) (Fraga [2006]),
Diterpene (C20) (Hanson [2000]) ebenso wie Homoterpene (C11, C16), welche aus
einer irregulären Anzahl von Kohlenstoffatomen bestehen. Die Homoterpene entste-
hen durch Abspalten einer C4-Einheit von einem C15-Terpen oder einem C20-Terpen
(Donath & Boland [1994]).
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Die Biosynthese aller Terpene besteht aus drei Schritten. Zu Beginn erfolgt die Bil-
dung der aktiven Form des Isoprens, dem Isopentenylpyrophosphat (IPP) (Lynen
& Graßl [1958]; Chaykin et al. [1958]) und dessen Isomer Dimethylallylpyrophosphat
(DMAPP). Diese C5-Körper können über zwei Wege in unterschiedlichen Komparti-
menten der Pflanzenzelle gebildet werden (Abb. 1.2). Im Cytosol erfolgt die Synthese
über das Zwischenprodukt Mevalonsäure (MVA), nach der dieser Biosyntheseweg
als MVA-Weg bezeichnet wurde (Croteau et al. [2000]; Vranová et al. [2012]). Der in
den Plastiden ablaufende Methylerythrolphosphat-Weg (MEP-Weg) wird ebenfalls
nach einem Zwischenprodukt, dem 2-C -Methyl-D-Erythritol 4-Phosphat (MEP) be-
nannt (Eisenreich et al. [1998]). Nach der Synthese der aktiven Vorläufersubstrate
(IPP, DMAPP) werden diese in einem zweiten Schritt zu unterschiedlich langen Po-
lymeren zusammengesetzt, welche in einem letzten Schritt der Biosynthese weiter zu
Terpenen modifiziert werden. Die Verknüpfung von IPP und DMAPP für die Sesqui-
terpene findet im Cytosol statt. Im Gegensatz dazu werden die Vorläuferprodukte für
Mono- und Diterpene in den Plastiden synthetisiert. Untersuchungen an Löwenmäul-
chen (Dudareva et al. [2005]) und Mohrrübe (Hampel et al. [2005]) zeigten, dass Ses-
quiterpene auch aus Substraten des MEP-Weges entstehen können. In Spinat wurde
eine Möglichkeit des Austausches von kurzen Prenyldiphosphaten aus den Plastiden
in das Cytosol über Membranvesikel nachgewiesen (Bick & Lange [2003]). Auch in
Arabidopsis gibt es Hinweise auf einen unidirektionalen Transport von Isoprenoidin-
termediaten aus den Plastiden in das Cytosol (Laule et al. [2003]).
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IPP

Mevalonatweg
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Abbildung 1.2 Isoprenoidbiosynthese via MVA-Weg im Cytosol und dem plastidären
MEP-Weg. Schwarze Pfeile stellen die einzelnen Biosyntheseschritte dar. Mehrere Pfeile hinter-
einander verdeutlichen, dass mehrere Schritte ablaufen bis zum jeweiligen Produkt. Gestrichelte
Pfeile zeigen den Transport von Zwischenprodukten innerhalb eines Kompartiments oder zwi-
schen Kompartimenten. Darüber befindliche Fragezeichen deuten darauf hin, dass der Transport
nicht ganz geklärt wurde. Am Endoplasmatischen Retikulum (ER) sind membrangebundene P450-
Enzyme, welche für die Biosynthese von Homoterpenen verantwortlich sind. MEP, 2-C-Methyl-
D-Erythritol 4-Phosphat; GPPS, Geranyldiphoshat (GPP) Synthase; FPP, Farnesyldiphosphat
(FPP) Synthase; GGPPS, Geranyldiphosphat (GGPP) Synthase; IPP, Isopentenylpyrophosphat;
DMAPP, Dimethylallylpyrophosphat; MT, Mitochondrium; ER, Endoplasmatisches Reticulum.
Abbildung nach Vranová et al. [2012].

1.4 Die Synthese von Prenyldiphosphaten durch
Prenyltransferasen

Die Synthese von Mono-, Sesqui- oder Diterpenen erfolgt aus IPP und DMAPP, wel-
che Verknüpfungen der Endprodukte des MEP- bzw. MVA-Weges sind. Die sogenann-
te Kopf-Schwanz-Kondensation von einem Molekül DMAPP mit einer oder mehreren
IPP-Einheiten wird von Prenyltransferasen katalysiert (Ramos-Valdivia et al. [1997];
Ogura & Koyama [1998]). Durch die Verknüpfung von einem Molekül IPP und einem
Molekül DMAPP entsteht GPP, der Grundbaustein aller Monoterpene (Abb. 1.3).
Diese Reaktion wird in den Plastiden von Geranyldiphosphatsynthasen (GPPS) ka-
talysiert. Der Grundbaustein für alle Sesquiterpene ist das FPP, welches aus zwei Mo-
lekülen IPP und einem Molekül DMAPP durch Farnesyldiphosphatsynthasen (FPPS)
synthetisiert wird. GGPP ist demzufolge der Grundbaustein aller Diterpene und ent-
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steht aus drei Molekülen IPP und einem Molekül DMAPP (Wendt & Schulz [1998]).
All diese linearen Polymere werden durch trans- bzw. (E)-Prenyltransferasen gebil-
det, benannt nach den trans-Doppelbindungen in den Produkten (Kellogg & Poulter
[1997]; Ogura & Koyama [1998]; Vranová et al. [2012]). Eine Ausnahme bildet die
cis- bzw. (Z )-Prenyltransferase in der Wildtomate, welche cis-Doppelbindungen im
Farnesyldiphosphat bildet. So wird ausschließlich das in der Wildtomate (Solanum
lycopersicum) produzierte (Z,Z )-FPP als Substrat für eine Santalen- und Bergamo-
tensynthase (ShSBS) akzeptiert (Sallaud et al. [2009]; Tissier et al. [2013]). Ein wei-
teres Beispiel ist eine Neryldiphosphatsynthase (NDPS1) aus L. lycopersicum, wel-
che Neryldiphosphat (NPP), das cis-Isomer von GPP, synthetisiert (Schilmiller et al.
[2009]). Eine Phellandrensynthase (PHS1) nutzt dieses als Substrat für die Synthese
von ß-Phelandren (Schilmiller et al. [2009]).
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Abbildung 1.3 Biosynthese der Vorläufersubstrate GPP, FPP und GGPP bis hin
zu den Terpenen. Die Abb. zeigt die Strukturformeln von Isopentenylpyrophosphat (IPP) und
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP), den aktiven Prenyldiphosphateinheiten (C5). Prenyltrans-
ferasen verknüpfen unterschiedlich viele Moleküle IPP mit einem Molekül DMAPP. Ein Molekül
IPP wird mit DMAPP mittels einer Geranylpyrophosphatsynthase (GPPS) zu Geranylpyrophos-
phat (GPP) verknüpft. Monoterpensynthasen (MTPS) binden und modifizieren dieses Substrat zu
Monoterpenen (C10). Eine Farnesylpyrophosphatsynthase (FPPS) verknüpft zwei IPP-Einheiten
mit einer DMAPP-Einheit zu Farnesylpyrophosphat (FPP). Über Sesquiterpensynthasen entste-
hen schließlich die Sesquiterpene (C15). Geranylgeranylpyrophosphatsynthasen (GGPP) verknüp-
fen drei IPPs mit einem DMAPP zu Geranylpyrophosphat (GGPP), welches das Substrat für alle
Diterpensynthasen (DTPS) sind. Das Produkt dieser Enzyme sind die Diterpene (C20).

1.5 Struktur von Prenyltransferasen

Die Isolation und Analyse von Prenyltransferasen aus verschiedenen Pflanzenarten
zeigten, dass FPP- und GGPP-Synthasen als Homodimere und GPP-Synthasen meis-
tens als Heterodimere (Burke et al. [1999]; Tholl et al. [2004]; Wang & Dixon [2009])
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vorkommen. Die Heterodimere werden durch eine große (GPPS.lsu; engl.: large subu-
nit) und eine kleine Untereinheit (GPPS.ssu; engl.: small subunit) zusammengesetzt,
wobei nur die große Untereinheit Ähnlichkeit mit den FPP- und GGPP-Synthasen
aufweist. Zwei stark konservierte Domänen, bezeichnet als das erste aspartatreiche
Motiv (FARM = engl.: first aspartate–rich motif ) und das zweite aspartatreiche Mo-
tiv (SARM = engl.: second aspartate–rich motif ) (Ashby & Edwards [1990]; Bou-
vier et al. [2005]; Schmidt et al. [2010b]) konnten in diesen Prenyltransferasen iden-
tifiziert werden. Das aktive Zentrum der Prenyltransferasen wird ausschließlich aus
α-Helices aufgebaut (Tarshis et al. [1994]). Die beiden Domänen, FARM und SARM,
befinden sich auf unterschiedlichen α-Helices, wodurch sie auf den gegenüberliegen-
den Seiten das aktive Zentrum umschließen. Darin werden die Pyrophosphatreste
von IPP und DMAPP zusammen mit Mg2+ gebunden und zu Prenyldiphosphaten
komplexiert (Tarshis et al. [1994, 1996]). Durch Mutagenesestudien konnte gezeigt
werden, dass die aspartatreichen Motive entscheidend für die Aktivität und Sub-
stratbindung sind (Marrero et al. [1992]; Koyama et al. [1995, 1996]; Schmidt et al.
[2010b]). FPP-Synthasen enthalten meist zwei Aminosäureinsertionen in dem FARM-
Motiv (DDxxD), währenddessen die große Untereinheit der GPP-Synthasen und die
GGPP-Synthasen größtenteils durch vier Aminosäureinsertionen im FARM-Motiv
(DDxxxxD) gekennzeichnet sind. Weitere Studien zeigten, dass zwei Aminosäuren in
der 4. und 5. Position vor der FARM-Domäne entscheidend für die Kettenlänge der
Produkte sind (Tarshis et al. [1994]; Cunillera et al. [1996]; Ohnuma et al. [1996]). Des-
halb werden die beiden Domänen zusammen als Kettenlänge–bestimmendes Motiv
(CLD=engl.: Chain–Length–Determining) bezeichnet. FPP-Synthasen sind in den
meisten Organismen durch zwei aromatische Aminosäuren in der 4. und 5. Position
N-terminal des ersten aspartatreichen Motives gekennzeichnet (Tarshis et al. [1994];
Abb. 1.4A). Die relativ große Aminosäure in der 5. Position vor dem ersten „DDxxD“–
Motiv ragt in das aktive Zentrum, in dem das Substrat gebunden wird. Diese Ami-
nosäure blockiert eine weitere Kettenverlängerung von FPP (Abb. 1.4B). Tauscht
man diese Aminosäuren mittels gerichteter Mutagenese durch eine kleine nichtaro-
matische Aminosäure aus, ändert sich die Produktspezifität zu GGPP oder längeren
Prenyldiphosphaten (Tarshis et al. [1994, 1996]). Demzufolge besteht die 5. Positi-
on stromaufwärts der FARM-Domäne von GGPP-Synthasen hauptsächlich aus einer
nicht voluminösen und nicht-aromatischen Aminosäure (Wang & Ohnuma [1999]),
wodurch die Elongation zu GGPP nicht gehindert wird. Ein Aminosäureaustausch
in GGPP-Synthasen mit längeren, aromatischen Aminosäuren führt stattdessen zu
einer kürzeren Produktlänge (Ohnuma et al. [1996]; Stanley Fernandez et al. [2000];
Soderberg et al. [2001]). Für die Produktspezifität von GPP-Synthasen scheint die
kleine Untereinheit eine wichtige Rolle zu spielen. Durch Co-Expression einer klei-
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nen Untereinheit mit einer GGPP-Synthase entstand ein Heterodimer, welches in der
Lage war GPP zu synthetisieren (Burke et al. [1999]).
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Abbildung 1.4 Struktur und Motive von Prenyltransferasen sowie die schematische
Darstellung des aktiven Zentrums mit gebundenem IPP und dem Produkt FPP.
(A) Prenyltransferasen kurzkettiger Prenyldiphosphate enthalten das erste aspartatreiche Motiv
(FARM) und das zweite aspartatreiche Motiv (SARM). Die Enzyme unterscheiden sich durch
unterschiedlich viele Aminosäureinsertionen in FARM (lila). Die 4. und 5. Position stromaufwärts
von FARM ist für die Produktlänge entscheidend und kann aus größeren aromatischen oder kür-
zeren nichtaromatischen Aminosäuren bestehen.
(B) Dargestellt sind die beiden gegenüberliegenden α-Helixen, in denen FARM (αD) und SARM
(αF) lokalisiert sind („DDxxD“–Motive). An das zweite „DDxxD“–Motiv ist IPP gebunden und
an dem ersten das FPP. Eine Elongation zu GGPP kann nicht erfolgen, da eine größere Amino-
säure (schwarz gefüllte Ellipse) dies verhindert.

1.5.1 Struktur und Merkmale von Terpensynthasen

Aus den Prenyldiphosphaten GPP, FPP und GGPP werden durch die Enzymklasse
der Terpensynthasen die Terpene gebildet (Connolly & Hill [1991]; Degenhardt et al.
[2009]). Diese Enzyme werden nach ihrem Hauptprodukt benannt. Monoterpensyn-
thasen bilden aus GPP Monoterpene, welche monozyklisch, bizyklisch oder azy-
klisch sein können. Sesquiterpensynthasen binden das Substrat FPP und sind für
die hohe Diversität von Sesquiterpenen verantwortlich. Diterpensynthasen modifi-
zieren das Substrat GGPP in unterschiedliche Diterpene. Eine besonders wichtige
Eigenschaft von vielen Enzymen dieser Klasse ist die Fähigkeit, mehrere Produk-
te aus einem Substrat zu synthetisieren. Dadurch wird die strukturelle Vielfalt von
Terpenen nicht nur allein durch die hohe Anzahl von Terpensynthasen, sondern
auch durch deren Produktvielfalt gebildet. Eines der ersten Multiproduktenzyme,
das heterolog exprimiert wurde, ist die (+)–Sabinensynthase aus Salvia officinales.
Sie produziert neben dem Hauptprodukt γ-Terpinen auch Terpinolen, Limonen und
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Myrcen (Wise et al. [1998]). Zwei bekannte Beispiele in Mais sind die Terpensynt-
hase 10 (TPS10), deren Hauptprodukte (E)-α-Bergamoten und (E)-β-Farnesen sind
(Schnee et al. [2006]; Köllner et al. [2009]) sowie Terpensynthase 23 (TPS23), die vor
allem (E)-β-Caryophyllen aber auch δ-Elemen und α-Humulen synthetisiert (Köll-
ner et al. [2008a]). Terpensynthasen müssen jedoch nicht ausschließlich Multiproduk-
tenzyme sein, sondern können auch hochspezifisch ein einziges Terpen bilden, wie bei-
spielsweise die δ-Cadinensynthase aus der Baumwolle (Tan et al. [2000]; Faraldos et al.
[2012]). Weitere Beobachtungen zeigten, dass einige wenige Terpensynthasen in der
Lage sind, mehr als ein Substrat in verschiedene Terpene umzusetzen. So ist es mög-
lich, dass Terpensynthasen (E)-Nerolidol aus FPP, zusätzlich (E,E)-Geranyllinalool
aus GGPP und/oder Linalool aus GPP zyklisieren. Ein solches Enzym, welches al-
le drei Substrate akzeptiert, ist MtTPS3 aus Medicago truncatula (Arimura et al.
[2008]). Weitere multifunktionale Enzyme mit der Fähigkeit mehr als ein Substrat
umzusetzen, wurden in Reis (Yuan et al. [2008]), Arabidopsis (Chen et al. [2003]),
Tomate (van Schie et al. [2007]), Löwenmäulchen (Nagegowda et al. [2008]), Wein-
rebe (Martin et al. [2010]) und Erdbeere (Aharoni et al. [2004]) identifiziert. Mono-
und Diterpensynthasen werden in den meisten Fällen durch ein N-terminales Signal-
peptid in die Plastiden lokalisiert (Turner et al. [1999]), während die cytosolischen
Sesquiterpensynthasen kein Signalpeptid enthalten. Diese unterschiedlichen Lokali-
sationen korrelieren mit den Syntheseorten von GPP und GGPP in den Plastiden
sowie FPP im Cytosol. Daraus leitet sich die Frage ab, ob eine multifunktionale
(E)-Nerolidol/Linalool-Synthase, Prenyldiphosphate aus unterschiedlichen Kompar-
timenten nutzen kann. Eine mögliche Erklärung ist der Austausch von Prenyldi-
phosphaten zwischen Cytosol und Plastiden, wie es bereits Adam & Zapp [1998] und
Dudareva et al. [2005] zeigen konnten. Cunillera et al. [1996] entdeckten eine Farnesyl-
diphosphatsynthase (FPS1) mit alternativen Transkriptionsstarts, wodurch eine cyto-
solische Isoform (FPS1S) und eine mitochondriale Isoform (FPS1L) generiert werden.
Ein dritte Möglichkeit konnte am Beispiel von zwei (E)-Nerolidol/Linalool-Synthasen
(AmNES/LIS-1/AmNES/LIS-2) mit einer Identität von 95% auf Aminosäureebene
gezeigt werden (Nagegowda et al. [2008]). Der Unterschied der beiden Enzyme liegt
am N-terminus, an dem AmNES/LIS-2 30 zusätzliche Aminosäuren enthält. Dieser
Unterschied bedingt eine segregierende Kompartimentierung der beiden Synthasen
in Cytosol und Plastiden, wodurch AmNES/LIS-1 für die (E)-Nerolidol–Produktion
und AmNES/LIS-2 für die Linalool-Synthese verantwortlich ist.

Mono-, Sesqui- und Diterpensynthasen weisen unterschiedlich lange Aminosäurese-
quenzen auf. Die längste Aminosäureabfolge ist den Diterpensynthasen zuzuordnen,
während die Monoterpensynthasen (600-650AS) um ca. 210AS kürzer sind. Sesqui-
terpensynthasen sind durch Fehlen eines Signalpeptides um weitere 50-70 Aminosäu-
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ren kürzer und werden dadurch nicht vom Cytosol in die Plastiden oder Mitochon-
drien transferiert. Ein gemeinsames Sequenzmerkmal dieser Enzyme ist das in die
Substratbindung involvierte „DDxxD“–Motiv, welches im Eingangsbereich des akti-
ven Zentrums lokalisiert ist. Einige wenige Terpensynthasen, darunter häufig jene,
die mehrere Produkte synthetisieren, besitzen stromaufwärts ein zweites „DDxxD“–
Motiv, wodurch mit großer Wahrscheinlichkeit eine weitere Substratbindestelle be-
reitgestellt wird (Little & Croteau [2002]).

1.5.2 P450 Enzyme katalysieren die Biosynthese von
Homoterpenen

Homoterpene sind Bestandteile von vielen Blütendüften und es wurde vermutet,
dass sie zur Anlockung von Blütenbestäubern dienen (Boland et al. [1998]). Später
kam man zur Erkenntnis, dass sie auch als Alarmsignale fungieren und Insekti-
voren, Feinde der Maisschädlinge, anlocken (Dicke et al. [1990]; Takabayashi & Di-
cke [1996]). Homoterpene bestehen aus einer irregulären Anzahl von Kohlenstoffa-
tomen und entstehen durch die Degradierung der regulären Terpene (E)-Nerolidol
(C15) und (E,E)-Geranyllinalool (C20) (Boland et al. [1998]; Gäbler et al. [1991]). Do-
nath & Boland [1994] zeigten, dass durch eine oxidative Spaltung einer C-C Bin-
dung in (E)-Nerolidol bzw. (E,E)-Geranyllinalool, die beiden Homoterpene DMNT
((3E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatrien) bzw. TMTT ((3E,7E)-4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-
tridecatetraen) entstehen. Nur in Arabidopsis konnte bisher ein P450 isoliert werden,
welches beide Reaktionen in vitro katalysiert und in vivo für die TMTT-Biosynthese
verantwortlich ist (Lee et al. [2010]). Die Familie der P450 Monooxygenasen1 ist durch
hoch konservierte Domänen gekennzeichnet. Die wohl wichtigste Domäne liegt im
katalytischen Zentrum und besitzt ein Häm-System. Alle Proteine, welche in diese
Familie eingeordnet sind, besitzen ein Cystein im Porphyringsystem (Ichikawa & Ya-
mano [1967]), wodurch das Häm gebunden werden kann. Weitere Domänen sind die
Prolinreiche-Domäne (PRD), I-Helix (AGxDT), K-Helix (KETRL) und eine PERF-
Domäne (P(E)R(F)) (Durst & Nelson [1995]; Bak et al. [2011]). Das Glutamin und
Arginin aus der K-Helix, sowie das Arginin aus der PERF-Domäne bilden zusammen
die ERR-Triade (Kusano et al. [2001]).

1(E.C.1.14.14.1)
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I-Helix K-Helix 

PERF-Motiv 

FxxGxRxCxG 

Häm-Bindung Sauerstoff-Bindung 

P450 

ERR-Triade 

PRD 

Abbildung 1.5 Konservierte Domänen von Monooxygenaseenzymen. Prolinreiche Do-
mäne (PRD), K-Helix (KETRL), PERF-Domäne (PxRx) und das Häm-System (FxxGxRxCxG).
Das rot markierte C in dieser Eisen-Bindedomäne ist hoch konserviert.

Die katalytische Hauptfunktion dieser Enzyme ist die Oxidation eines Substrates mit
Hilfe von molekularem Sauerstoff (Mansuri et al. [1998]). Die Enzyme benötigen Ko-
faktoren wie NADH und NADPH, deren Elektronen über membrangebundene Elek-
tronentransportsysteme auf das P450 übertragen werden (Hannemann et al. [2007];
Bak et al. [2011]; Jensen & Møller [2010]).

RH + O2 + NAD(P)H + H+ P450−−−→ ROH + H2O + NAD(P)+

Aufgrund der großen Zahl von P450 Enzymen in allen Organismen erfolgt die Na-
mensgebung neuidentifizierter Gene nicht selbstständig, sondern durch ein Komi-
tee2. Die Namen pflanzlicher P450s wurden von CYP71A1 bis CYP99XY und von
CYP701A1 aufwärts festgesetzt (Nelson & Werck-Reichhart [2011]; Bak et al. [2011]).
Die Zahl hinter CYP gibt die Familie an, während die Subfamilie durch den Buch-
staben hinter der ersten Zahl gekennzeichnet ist.

1.5.3 Regulation der Abwehrgene nach Herbivorie

In den meisten Pflanzen findet die Terpenemission nicht konstitutiv, sondern nach
Verwundung durch Herbivorie statt. Das volatile Signal ist eine schnelle und ge-
zielte Antwort auf herbivore Schädlinge, durch das z. B. die parasitären Insektivor-
en angelockt werden können. Die Fraß–induzierte Biosynthese von Terpenen wird
durch die Expression von Schlüsselgenen reguliert. Ebenso könnten posttranslatio-
nale Modifikationen eine Rolle spielen, wobei Studien zeigten dass diese weniger
wahrscheinlich sind (Pichersky et al. [1995]; Chen XY [1995]; Yin et al. [1997]; Phil-
lips et al. [1999]; Martin et al. [2003]; Dudareva et al. [2003]). Zahlreiche Untersuchun-
gen bezüglich Herbivor–induzierter Terpensynthasen haben gezeigt, dass eine Re-
gulation auf Transkriptebene stattfindet. In Reis wurden beispielsweise drei aktive
Herbivor–induzierte Terpensynthasen mittels Micro-Array identifiziert (Yuan et al.

2(David Nelson: dnelson@uthsc.edu)
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[2008]) sowie 178 weitere Gene, welche nicht für metabolische Enzyme kodieren. Auch
in Mais sind mehrere induzierbare Terpensynthasen bekannt (TPS1, Schnee et al.
[2002]; TPS10, Schnee et al. [2006]; TPS23, Köllner et al. [2008a]). Micro-Array Da-
ten von Mais zeigten, dass eine Vielzahl von Genen nach Raupenfraß (Lenk [2012];
Ankala et al. [2013]) oder nach Behandlung mit Jasmonsäure (Shivaji et al. [2010]), in-
duziert werden. Bevor es zur Induktion der Abwehrreaktion kommt, muss die Pflanze
zuerst einmal das Signal der Schädlinge wahrnehmen. Dabei kann die Pflanze zwi-
schen einfacher Verwundung und Raupenfraß unterscheiden, wobei letzteres zu einer
vielfach verstärkten Reaktion führt als Verwundung allein (Turlings et al. [1998]; La-
wrence & Novak [2004]; Schnee et al. [2006]). Die Fettsäurekonjugat-Elicitoren Voli-
citin (N -(17-Hydroxylinolenoyl)-L-Glutamin) oder N -Linolenoyl-L-glutamin, welche
im Speichel von Spodoptera littoralis vorkommen, binden an bisher noch unbekannte
Rezeptoren und sind unter anderem für die verstärkte Signalantwort verantwortlich
(Alborn et al. [1997]; Spiteller et al. [2000]; Tumlinson & Lait [2005]; Turlings et al.
[1990]; Schmelz et al. [2001]; Yoshinaga et al. [2010]). Neben Herbivoren können auch
Pathogene wie Pilze, Bakterien oder Viren die Pflanze schädigen. Um auf diese unter-
schiedlichen Feinde reagieren zu können, besitzen Pflanzen verschiedene Abwehrstra-
tegien (Reymond & Farmer [1998]; Glazebrook [2001]). Durch die Akkumulation der
drei Pflanzenhormone, Salizylsäure (SA), Ethylen (ET) und Jasmonsäure (JA), kön-
nen Pflanzen gezielt auf die Schädigungen entgegenwirken. Salizylsäure (SA) spielt
beispielsweise eine wichtige Rolle in der Abwehr gegen biotrophe Pathogeninfektionen
(Glazebrook [2005]; Lorenzo & Solano [2005]; Achard et al. [2006]). Im Gegensatz da-
zu sind Jasmonsäure (JA) und Ethylen (ET) wichtige Kontrollpunkte bei der Abwehr
gegen nekrotrophe Pathogene und Herbivoren (Reymond & Farmer [1998]; Schaller
[2001]; Glazebrook [2005]; Lorenzo & Solano [2005]).

1.5.4 Jasmonsäure in der Pflanzenabwehr gegen Herbivore

Die Signalkaskade von der Verletzung der Pflanze durch einen Herbivor bis zur Bio-
synthese der Terpene besteht vermutlich aus Pflanzenhormonen und regulatorischen
Elementen, wie Transkriptionsfaktoren und Kinasen. Ein besonders wichtiger Kon-
trollpunkt für Stress–induzierte Gene ist das Pflanzenhormon Jasmonsäure (JA) und
dessen Konjugate (Schmelz et al. [2003]; Reymond & Farmer [1998]; Schaller [2001];
Chen [2008]). Jasmonsäure wird über den Oktadekanoidweg synthetisiert, beginnend
mit der Linolensäure in den Chloroplasten (Abb. 1.6). Ankala et al. [2009] zeigten,
dass Pflanzen für Herbivorie anfälliger waren, nachdem die Akkumulation von JA
durch Zusatz von Ibuprofen oder Salizylsäure (SA) verhindert wurde. Für die Abwehr-
antwort ist die Anwesenheit der aktiven Form des Pflanzenhormons, das Jasmonsäure-
Isoleucin (JA-Ile), notwendig. Durch Vorliegen von Jasmonsäure-Isoleucin im Zellkern
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interagiert der JAZ-Repressor mit der SCFCOI1 (Skip-Cullin-F-Box) Ubiquitin-Ligase.
Die Folge ist eine Ubiquitierung des JAZ-Repressors mit anschließendem Abbau durch
das 26s Proteasom. Ein bHLH-Transkriptionsfaktor (MYC2) wird nicht länger durch
den Repressor reprimiert und kann die Expression von frühen Genen der Jasmona-
tantwort aktivieren (Howe & Jander [2008]; Halitschke & Baldwin [2003]; Kalde et al.
[2003]; Thines et al. [2007]). Einige Untersuchungen haben gezeigt dass die Jasmo-
natantwort durch positive Rückkopplung verstärkt werden kann (Sasaki et al. [2001];
Bonaventure et al. [2007]; van der Fits & Memelink [2000]). In Arabidopsis konnten
mit Hilfe von Makroarraydaten 5 Jasmonsäure–Biosynthesegene identifiziert werden,
deren mRNA Expression nach Methyljasmonat induziert ist (Sasaki et al. [2001]). Das
deutet darauf hin, dass Jasmonsäure die eigene Biosynthese induzieren kann.
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Abbildung 1.6 Regulation der Jasmonatantwort nach Herbivorie in Arabidopsis.
Durch Verwundung und verstärkt nach Herbivorie wird die Biosynthese von Jasmonsäure in-
duziert, beginnend mit der Linolensäure in den Chloroplasten. Durch eine Lipoxidase (LOX),
Allenoxidsynthase (AOS) und Allenoxydcyclase (AOC) wird Linolensäure weiter zu 12-oxo- Phy-
todienonsäure (OPDA) umgewandelt. Nach Transport von OPDA in die Peroxisomen, wird es
dort durch eine OPDA-Reduktase (OPR3) reduziert. Anschließend durchläuft es drei aufeinan-
derfolgende β-Oxidationen bis zur Jasmonsäure (JA). Das JAR1-Protein überführt die Jasmon-
säure (JA) in seine aktive Form, das Jasmonsäure-isoleucin (Ja-Ile) (Staswick & Tiryaki [2004]). Im
Zellkern führt JA-Ile dazu, dass der SCFCOI1-Kopmlex (Skip-Cullin-F-Box) den JAZ-Repressor
binden kann (untere Teil des Zellkerns). Der dadurch freiliegende MYC2-Transkriptionsfaktor
kann die Transkription der Jasmonatantwort induzieren, gefolgt von der direkten und indirek-
ten Abwehr. Wenn keine aktivierte JA-Ile im Zellkern vorliegt, ist der JAZ-Repressor an den
MYC1 gebunden und verhindert so die Expression wichtiger früher Abwehrgene (oberer Teil des
Zellkerns). Abbildung zum Teil nach Howe & Jander [2008].
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1.6 Entwicklung von der Mendelgenetik bis zur
heutigen modernen Quantitativen Genetik in
der Pflanzenwelt

Den Grundstein für die heutige Genetik legte Georg Mendel bereits im 19. Jahrhun-
dert mit seinen Studien über die Vererbungslehre. Mit Hilfe von Statistik erkannte
Mendel, dass die damals von ihm als „Faktoren“ bezeichneten Gene, von den Eltern in
konstanten Verhältnissen an die nächste Generation weitergegeben werden. Seitdem
stellt sich die Frage, wie viele und vor allem welche Gene für bestimmte Merkmale
wie Größe, Farbe und Form eines Lebewesens verantwortlich sind. Noch bevor das
menschliche Genom sequenziert wurde, konnten Wissenschaftler bereits durch klassi-
sche genetische Methoden Loci und Gene auf bestimmten Chromosomen lokalisieren.
Es wurden Genombereiche identifiziert, welche Einfluss auf quantitative Eigenschaf-
ten haben (z. B. Körpergröße). Diese Bereiche auf dem Chromosom bezeichnet man
auch als „Quantitative Trait Loci“ (QTL; Geldermann [1975]). Damit war es möglich,
menschliche Gene zu kartieren, die im Zusammenhang mit bestimmten Krankheiten
stehen. Erfolge gab es beispielsweise bei der Identifizierung spezifischer Gene für die
Huntington-Krankheit, Phenylketonurie (PKU) oder Farbenblindheit (Plomin [2001])
sowie für die spät auftretende Form der Alzheimerschen Erkrankung (Corder et al.
[1993]). Im Bereich der Pflanzenforschung hat die quantitative Genetik einen großen
Anteil an den Erfolgen der Pflanzenzüchtung gehabt. Seit der Wiederentdeckung
der Mendelschen Vererbungsgesetze wurde der Mais zum experimentellen Modell-
organismus in der Genetik. Ziele sind unter anderem das Identifizieren von QTLs
hinsichtlich der Biomasse, Krankheitsresistenzen und Klimatoleranzen, welche das
Verbessern qualitativer Merkmale von Maissorten erleichtern. Auch die Bekämpfung
von Mangelernährung in über der Hälfte der Bevölkerung, vor allem in den Entwick-
lungsländern3, kann durch Erhöhung der Vitamingehalte unterstützt werden (Ortiz-
Monasterio et al. [2007]). Die verschiedenen Möglichkeiten, quantitative Loci mittels
heutiger Methoden zu untersuchen, sollen in den folgenden Kapiteln gezeigt werden.

1.6.1 Die wichtigsten Begriffe der quantitativen Genetik

Zur Identifikation von Genombereichen oder Genen, welche Einfluss auf quantitative
Merkmale haben, sind molekulare Marker notwendig. Seit ihrer Entdeckung in den
80iger Jahren kann man quantitative Genorte relativ günstig lokalisieren und zwi-
schen Individuen unterscheiden. Molekulare Marker sind eindeutig identifizierbare,
kurze, DNA-Abschnitte, die zwischen Individuen variabel sind und einem bestimm-

3United Nations System Standing Commitee on Nutrion, 2004
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ten Lokus zugeordnet werden können. Die Marker können genutzt werden, Unter-
schiede zwischen Individuen, Populationen, Rassen und Arten zu charakterisieren.
Es können verschiedene Markertypen eingesetzt werden. Oft eingesetzte Marker sind
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, engl.: Single Nucleotide Polymorphism), wel-
che Unterschiede in einzelnen Nukleotiden zwischen Individuen darstellen. Theore-
tisch können SNP-Marker bis zu vier mögliche Variationen haben (A, T, C, G). Prak-
tisch gesehen treten meist nur zwei Allele auf, bedingt durch geringe Mutationsraten
oder Basensubstitutionen. SNP-Marker sind besonders für große Experimentansätze
geeignet, da sie gleichmäßig alle 500-1000 bp über das gesamte Genom verteilt sind
sowie günstig und standardisiert identifiziert werden können. Molekulare Marker mit
einer geringeren Dichte aber höheren Anzahl an Variationen stellen die Mikrosatelli-
ten dar (SSR, engl.: Simple Sequence Repeat). Das sind DNA-Segmente bestehend aus
2-4 Nukleotiden in mehrfacher Wiederholung (Bsp.: [GAA]n). Um QTLs mittels un-
terschiedlicher Kartierungsmethoden zu identifizieren, werden oftmals Inzuchtlinien
verwendet. Diese Linien besitzen durch wiederholte Selbstungen ein nahezu homo-
zygotes Genom. Das heißt, die Individuen besitzen zwei gleiche Allele für ein Gen
oder Lokus. Sie können daher nur ein Allel an die Nachkommen weitergeben, so
dass ihre Merkmale auch in der Folgegeneration erhalten bleiben. Inzuchtlinien sind
untereinander durch ihre Haplotypen unterscheidbar. Ein Haplotyp setzt sich aus
einzelnen SNPs eines Genombereiches zusammen, in denen sich die Individuen unter-
scheiden. In der Abb. 1.7 sind acht verschiedene Individuen dargestellt, welche sich
in wenigen Nukleotiden unterscheiden, während die restliche DNA-Sequenz identisch
ist. Der Haplotyp gibt immer nur jene Nukleotide an, welche unterschiedlich sind
(Abb. 1.7, rechts) und besteht also ausschließlich aus SNPs (Rafalski & Morgante
[2004]; The international HapMap Consortium, 2003). Mit Kartierungsmethoden an
den Haplotypen versucht man jene SNPs zu identifizieren, welche mit einem quanti-
tativen Lokus assoziiert sind. Dadurch ist es möglich, quantitative Loci zu ermitteln,
welche im Zusammenhang mit dem Merkmal stehen. Diese werden demzufolge auch
als „Quantitative Trait Loci“ (QTL) bezeichnet.
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Abbildung 1.7 Verwendung von SNPs und Haplotypen zur Assoziationskartierung.
Dargestellt ist ein Genomabschnitt von 8 Individuen, welche sich in nur wenigen Nukleotiden
unterscheiden (farbige Nukleotide). Diese sogenannten SNPs (engl.: Single Nucleotide Polymor-
phism) bilden die verschiedenen Haplotypen. Insgesamt kommen nur 4 Haplotypen in den 8 In-
dividuen vor, welche sich für eine bestimmte Merkmalsausprägung wie die Größe der Pflanze
unterscheiden. Nur SNP1 und SNP3 kommen für die unterschiedliche Merkmalsausprägung in
Frage.

1.6.2 Assoziationskartierung basierend auf dem
Kopplungsungleichgewicht (engl.: Linkage
Disequilibrium, LD)

Bei der Assoziationskartierung wird, wie der Bezeichnung zu entnehmen ist, nach
einer statistischen Assoziation eines Markers mit einem bestimmten quantitativen
Merkmal gesucht. Mit Hilfe dieser Methode kann man nicht nur die Chromosomenre-
gionen sondern oftmals auch Kandidatengene bestimmen, welche einen bestimmten
Phänotyp beeinflussen. Dafür müssen die Genotypen und Phänotypen der zu analysie-
renden, ausgewählten Individuen bestimmt werden. Anschließend sucht man nach ei-
nem Kopplungsungleichgewicht zwischen einem Kandidatengenmarker und dem kau-
sativen SNP des Gens, welcher für einen bestimmten Phänotyp verantwortlich ist.
Das bedeutet, dass die Marker in direkter Nähe oder sogar im Kandidatengen lie-
gen müssen und man zur Anwendung dieser Methode relativ viele Marker benötigt.
Die Assoziationskartierung basiert auf Linkage Disequilibrium (LD), welche auch als
Kopplungsungleichgewicht bezeichnet wird. Um den Begriff LD zu erklären, sind in
Abb. 1.8 mehrere Individuen mit einem Kopplungsungleichgewicht (A) und einem
Kopplungsgleichgewicht (B) dargestellt. Im ersteren Fall sind zwei Loci gekoppelt, so
dass die Allele nicht unabhängig voneinander sondern häufiger zusammen auftreten.
Das kann bei sehr nah liegenden Loci erfolgen, aber auch bei Loci auf unterschied-
lichen Chromosomen. Ein Kopplungsgleichgewicht tritt auf, wenn beide Loci nicht
gekoppelt sind und die Verteilung der beiden Loci unabhängig voneinander auftritt.
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Lokus 1 Lokus 2 Lokus 1 Lokus 2 

Kopplungsungleichgewicht 
(Linkage Disequilibrium = LD) 

Kopplungsgleichgewicht 
(Linkage Equilibrium) 
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Individuum 8 

Abbildung 1.8 Kopplungsungleichgewicht und Kopplungsgleichgewicht zwischen zwei
Loci.
(A) Wenn ein Kopplungsungleichgewicht zwischen zwei Loci vorliegt, sind diese miteinander
gekoppelt und alle Individuen mit einem A am Lokus 1, besitzen ein G am Lokus 2.
(B) Liegt ein Kopplungsgleichgewicht zwischen den Loci vor, sind diese nicht gekoppelt und durch
zufällige Rekombination kann der Lokus 1 jedes Allel am Lokus 2 besitzen.

Bei der Assoziationskartierung werden verschiedene Individuen bzw. eine Population
analysiert, welche über viele Generationen historische und evolutionäre Rekombina-
tionen durchlaufen haben und somit eine geringere „Linkage Disequilibrium“ (LD)
aufweisen als beispielsweise bei kürzlich stattgefundener Rekombination einer F1-
Generation. Die LD in Mais ist sehr niedrig und liegt bei ∼ 1,5 kb (Gaut & Long
[2003]), da sich Mais in mehr als 2 Millionen Jahren und über viele Generationen
hinweg entwickelt hat (Yu et al. [2007]) und viele Rekombinationsereignisse stattfin-
den konnten (Abb. 1.9). Zudem besitzt Mais einen hohen Polymorphismus, der dazu
führt, dass sich das Genom zweier Maissorten mehr voneinander unterscheidet, als
der Mensch vom Affen. Der moderne Mensch (homo sapiens sapiens), welcher vor
∼ 200000 Jahren entstanden ist, ist durch eine höhere LD von ∼ 60 kb gekennzeichnet
(Remington et al. [2001]; Flint-Garcia et al. [2003]). Obwohl das menschliche Genom
(Homo sapiens sapiens) nur wenig größer ist als das Maisgenom, reichen ∼ 70000
Marker zur Genotypisierung aus, da es aus größeren Genombruchstücken besteht als
vergleichsweise der Mais (Flint-Garcia et al. [2003]; Abb. 1.9). Für den Mais werden
mehrere Millionen Marker benötigt um das Genom für Kartierungsanalysen abzu-
decken (Yu et al. [2007]). Die LD ist also maßgeblich entscheidend dafür, wie viele
Marker (SNPs) benötigt werden, um das gesamte Genom zwischen den zu analysie-
renden Individuen unterscheiden zu können. Das heißt für Populationen mit einer
geringeren LD werden aufgrund kleinerer Mosaike im Genom mehr Marker benötigt,
als für Populationen mit einer größeren LD. Die LD entscheidet somit darüber, wie
genau man den quantitativen Lokus eingrenzen kann. Im Mais kann man auf Grund
des niedrigen Kopplungsungleichgewichts den Lokus bis hin zum Kandidatengen ein-
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grenzen.

Zea mays: ~ 2 Millionen Jahre alt  

LD= ~ 1,5 kb 

Homo sapiens sapiens: ~ 200.000 Jahre alt 

LD= ~ 60 kb 
Genotypisierung: Millionen Marker Genotypisierung: 70.000 Marker 

Abbildung 1.9 Schematische Darstellung des Kopplungsungleichgewichts bei Zea
mays und Homo sapiens sapiens. Für beide Spezies sind DNA-Moleküle von jeweils 4 In-
dividuen dargestellt. Die farbigen Markierungen symbolisieren einzelne DNA-Bruchstücke mit
jeweils konservierter SNP-Anordnung. Beim Mais sind diese Bruchstücke kleiner und enthalten
mehr Farben, da mehr Rekombinationsereignisse innerhalb mehrerer Generationen im Laufe von
∼ 2 Mill Jahren stattgefunden haben. Dadurch besitzt der Mais eine geringere LD (∼ 1,5 kb) als
der Mensch (LD= ∼ 60 kb). Demzufolge werden nur 70000Marker gebraucht um das menschliche
Genom zu genotypisieren, während beim Mais mehrere Millionen Marker notwendig sind. Zum an-
deren liegt in Mais eine 10 x höhere genetische Diversität vor (Tishkoff & Verrelli [2003]; Rafalski
& Morgante [2004]). Dies ist durch eine geringere Anzahl identischer DNA-Bruchstücke zwischen
den Individuen beim Mais im Vergleich zum Menschen erkennbar.

Ein wichtiger Faktor welcher die LD beeinflusst, ist die Populationsgeschichte, die
z. B. durch Populationsengpässe, Populationsgröße, Rekombination oder geographi-
sche Expansion beeinflusst sein kann. So hat die letzte Eiszeit (30000 - 15000 Jahre)
zum erheblichen Bevölkerungsverlust in Nordeuropa geführt mit anschließender Neu-
bevölkerung, was mitunter die höhere LD bei den Europäern erklärt (Reich et al.
[2001]). Der Modellorganismus Arabidopsis besitzt eine viel höhere LD (∼ 250 kb) als
Mais oder Mensch, bedingt durch eine >90% ige Vermehrung durch Selbstung. In
diesen Populationen kommt Rekombination vor, jedoch ohne einen Effekt auf die LD
(Nordborg et al. [2002]).

1.6.3 Kopplungskartierung („Linkage Mapping“) innerhalb
einer Familie

Die Kopplungskartierung, auch „Linkage Mapping“ oder „QTL-Mapping“ genannt,
verlinkt phänotypische und genotypische Daten einer Familie miteinander. Dafür wird
die segregierende F2-Generation einer biparentalen Kreuzung verwendet, deren El-
tern sich bezüglich des zu analysierenden genetischen Merkmals unterscheiden. Die
elterlichen Allele segregieren in der F2, wodurch diese rekombinante Chromosomen
enthalten. Jedoch sind die Nachkommen der F2-Generation größtenteils heterozygot
und enthalten somit zwei verschiedene Allele für ein Gen bzw. einen Lokus. Eine
Möglichkeit dies zu umgehen, ist die Verwendung von rekombinanten Inzuchtlinien
(RILs), welche nahezu homozygot für die rekombinanten Chromosomenmosaike sind.
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Auch bei dieser Kartierungsmethode werden Marker benötigt mit denen die Eltern
unterscheidbar sind und mit denen man die Chromosomenfragmente in den Nach-
kommen den Eltern zuordnen kann. Da über die wenigen Generationen relativ wenig
Rekombinationen stattfinden, sind die rekombinanten Chromosomenbruchstücke we-
sentlich größer (1-20 cM/ 1-2 Millionen bp) als jene evolutionär entstandener Mosaike.
Aus diesem Grund werden viel weniger Marker benötigt, um in den Nachkommen die
Bruchstücke zu bestimmen. QTLs können demzufolge nur auf bestimmte Chromoso-
mensegmente lokalisiert und eingegrenzt werden (Abb. 1.10). Die Auflösung bei der
Kopplungskartierung ist dementsprechend sehr gering, während die QTLs bei der
Assoziationskartierung stärker eingegrenzt werden können.
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Abbildung 1.10 Kopplungskartierung in den Nachkommen zweier Inzuchtlinien.
(A) Zwei Elternlinien, welche für ein bestimmtes Merkmal, wie z. B. eine Resistenz phänotypi-
siert werden. Elter rot zeigt eine höhere Resistenz (viereckige Markierung) als der blaue Elter
(dreieckige Markierung).
(B) Beide Eltern unterscheiden sich auch genotypisch, dargestellt durch rote bzw. blaue Balken.
Nach Kreuzung beider Elternlinien wird die F1 geselbstet, wodurch rekombinante Nachkommen
entstehen, welche verschiedene Chromosomenfraktionen beider Eltern enthalten. Die Kennzeich-
nung links neben den F2-Generationen gibt an, welches Individuum eine Resistenz besitzt oder
nicht (+ restistent; - nicht resistent). Die Strichlinien grenzen den QTL ein. Mittels Wahrschein-
lichkeitsrechnung wurde dieser QTL, ein Intervall zwischen zwei Markern ermittelt, welcher mit
dem Merkmal gekoppelt ist. Abb. nach Mackay [2001]

1.6.4 „Nested Association Mapping“ (NAM)

Eine Methode welche alle Vorteile der zuvor beschriebenen Kartierungsmethoden
ausnutzt und zugleich die Nachteile behebt, ist das „Nested Association Mapping“
(NAM). Diese Methode wurde für Mais im Labor von Ed Buckler4 entwickelt
(Yu et al. [2007]). Dabei wird die Assoziationskartierung mit der Kopplungskartierung
verbunden, indem 25 verschiedene Inzuchtlinien mit einer gemeinsamen Elternlinie
gekreuzt werden (Abb. 1.11). Mit den insgesamt 26 sehr unterschiedlichen Eltern,

4Cornell University
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welche über viele Generationen eine evolutionäre und historische Entwicklung durch-
laufen sind, wird die Assoziationskartierung abgedeckt. Durch Erstellen von jeweils
200 rekombinanten Inzuchtlinien (5000RILs) aus der Kreuzung der 25 Linien mit ei-
nem gemeinsamen Elter (B73) kann eine Kopplungskartierung erfolgen. Beim „Nested
Association Mapping“ werden zuerst quantitative Chromosomensegmente (QTLs) in
der NAM-Population identifiziert und anschließend in einer Feinkartierung auf das
Kandidatengen innerhalb dieser Chromosomenregion eingegrenzt. Dadurch dass 26
sehr diverse Elternlinien für diese Methode eingesetzt werden, liegt eine hohe ge-
netische Vielfalt vor, wodurch die Population auf viele unterschiedliche Merkmale
untersucht werden kann. Die gemeinsame Elternlinie B73 wurde bewusst gewählt, da
diese in einem Maisgenom-Sequenzierprojekt bereits vollständig sequenziert wurde
und die meist genutzte Maisinzuchtlinie in der Maiszüchtung ist. Des Weiteren wurde
sie schon in vielen Studien molekulargenetisch analysiert (Stuber et al. [1992]; Mor-
gante et al. [2005]). Die entscheidende Rolle bei der kombinierten Kartierungsvariante
ist die Auswahl und Genotypisierung der Marker. Wie bereits erwähnt, benötigt man
bei der Assoziationskartierung Millionen Marker, während bei Verwandtschaftsana-
lysen durch Kopplungskartierung viel weniger Marker erforderlich sind. Die NAM-
Population besteht aus insgesamt >5000 zu analysierenden Individuen (5000RILs +
Elternlinien). Würden all diese für über eine Million Marker genotypisiert werden, wä-
re das ein enormer Arbeits-, Zeit- und Kostenaufwand. Demzufolge hat man zunächst
nur 1106 elternspezifische Marker (CPS, engl.: common parent specific) verwendet,
um die einzelnen Chromosomensegmente der RILs entweder einer der 25 diversen El-
ternlinien oder dem gemeinsamen Elter B73 zuordnen zu können. Dadurch ermittelt
man die Vererbung der Chromosomensegmente, welche aus Rekombinationsereignis-
sen während der RIL-Entwicklung entstanden sind. Demzufolge wurden alle Indivi-
duen, sowohl Eltern als auch Nachkommen der NAM-Population für diese Marker
genotypisiert. Durch Kopplungsstudien zwischen den Genotypen und dem Phänotyp
eines zu analysierenden Merkmals kann man QTLs für diese Merkmale errechnen.
Die 1106 CPS-Marker sind über das gesamte Genom verteilt und bei Annahme von
gleichen Abständen kann man einen quantitativen Lokus theoretisch auf ca. 2,9Mb
eingrenzen. Da das Genom ∼ 2,3 Milliarden Basenpaaren besteht und ca. 32000 Gene
enthält, würden etwa 35,5Gene in diesem Bereich liegen. In einem weiteren Schritt
lassen sich diese QTL-Bereiche weiter eingrenzen. Dieser Feinkartierungsschritt wird
auch als „genomweite Assoziationsstudie“ bezeichnet (GWAS, engl.: „Genome Wide
Association Study“).
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homozygote 

Elternlinien 

F 1 

Selbstung 

RILs 

Yu et al., 2008 (modifiziert) 

B73 

Abbildung 1.11 Erstellen der rekombinanten Inzuchtlinien aus 26 diversen Elternlini-
en für das „Nested Association Mapping“ (NAM). Durch Kreuzung 25 diverser Inzuchtli-
nien mit einem gemeinsamen Elter (B73) entsteht jeweils eine heterozygote F1-Genration. Mehrere
Schritte der Selbstung folgen, wodurch mosaikartige, nahezu homozygote Chromosomenfragmente
aus jeweils einer Elternlinie und B73 in den Nachkommen (RILs) entstehen. Insgesamt sind 5000
Nachkommen (200 je Elternlinie gekreuzt mit B73) welche zusammen mit den Elternlinien die
NAM-Population bilden und auf die zu untersuchenden Merkmale analysiert werden können. Die
Elternlinien und RILs wurden für 1106 elternspezifische Marker (CPS) genotypisiert. Marker mit
einer höheren Dichte (1,6Millionen) wurden zusätzlich nur für die Eltern genotypisiert.

1.6.5 „Genome Wide Association Study“

Um die Chromosomenbereiche der QTLs weiter einzugrenzen, kommen die Marker
für die Assoziationskartierung zum Einsatz. Diese Marker müssen mit einer sehr ho-
hen Dichte über das Maisgenom verteilt sein, um die Kandidatengene identifizieren
zu können. Dadurch dass die Marker nahezu das gesamte Genom abdecken, wird die-
ser Teil der kombinierten Kartierungsmethode auch als „Genome Wide Association
Study“ (GWAS) bezeichnet. Der Markersatz für das GWAS besteht aus 1,6Millionen
SNPs, wodurch es möglich ist den Chromosomenbereich bis auf ∼ 10 kb einzugren-
zen. Der wesentliche Unterschied beim GWAS zum vorigen Kartierungsschritt ist,
dass nur die 26 Elternlinien für die 1,6Millionen Marker genotypisiert worden sind.
Demzufolge waren die Genotypen der 5000RILs bezüglich dieser Marker unbekannt.
Aus diesem Grund wurden im nachfolgenden Schritt die 1,6Millionen SNPs auf die
segregierenden RILs projiziert. Die Projektion dieser Marker erfolgt anhand der be-
kannten Chromosomenfragmente, welche im ersten Kartierungsschritt in den RILs
genotypisiert worden. Wenn man davon ausgeht, dass keine Doppelrekombination
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stattgefunden hat und zwei angrenzende Marker entweder vom B73–Elter (0) oder
von einem Nicht–B73–Elter (2) sind, ist die Projektion der SNPs auf die RILs ein-
deutig. Das heißt alle SNPs zwischen beispielsweise zwei B73–Markern sind 0 (RIL2,
Abb. 1.12) und umgekehrt sind alle SNPs zwischen zwei Nicht–B73–Markern 2 (RIL1,
Abb. 1.12). Sind jedoch die flankierenden Marker von unterschiedlichen Eltern, wird
ein Rekombinationsevent mit Hilfe der genetischen Abstände zwischen zwei Markern
simuliert (siehe Absatz 2.5.4). Die mittels Formeln errechneten SNP-Werte sind >0
und <2. Liegt also ein SNP genau in der Mitte von einen B73–Marker und einem
Nicht–B73–Marker, erhalten die SNPs eine 1. Liegt ein SNP allerdings 75% vom B73–
Marker entfernt, wird er mit einer 1,5 nummeriert und bei 25% mit einer 0,5. Die
gleiche Nummerierung erfolgt, bei Flankieren eines heterozygoten Markers an einen
homozygoten Marker. Ist der homozygote Marker vom B73–Elter, werden für die SN-
Ps Werte zwischen 0 und 1 vergeben (RIL3, Abb. 1.12). Liegen die SNPs zwischen
einem heterozygoten und einem Nicht–B73–Marker, erhalten diese Werte zwischen 1
und 2 (RIL4, Abb. 1.12).
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Abbildung 1.12 Interpolation von SNPs auf die Nachkommen zweier Inzuchtlinien
mit Hilfe von genetischen Markern. Dargestellt ist die Kreuzung von B73 (gestreift) mit einer
Inzuchtlinie (Nicht–B73–Elter, rot). Beide Elternlinien wurden sowohl für die (CPS, engl.: common
parent specific, große Dreiecke), als auch für die SNPs (kleine Dreiecke) genotypisiert. Die SNPs
kommen in einer größeren Dichte vor als die CPS-Marker. Die Zahlen neben den Dreiecken geben
an, welchem Elter sie zugehörig sind. Dabei steht die 0 für B73 und eine 2 für Nicht–B73. Die CPS-
Marker wurden auch in den Nachkommen, den RILs („Recombinant Inbred Line“) genotypisiert,
in denen auch heterozygote Bereiche (graue markierte Dreiecke) vorkommen und mit einer 1
gekennzeichnet sind. Mit Hilfe der in den RILs bekannten Chromosomenabschnitte konnten die
noch unbekannten SNPs transferiert werden. Alle SNPs welche in einem Intervall von zwei B73–
Markern liegen erhalten eine 0 und alle zwischen Nicht–B73–Markern eine 2. Hat ein crossing-over
Event stattgefunden und grenzen zwei Marker von unterschiedlichen Eltern aneinander, so wird
die Wahrscheinlichkeit ausgerechnet, ob ein SNP dem B73–Elter entspricht oder nicht. Dabei wird
der Abstand des SNP zum B73–Marker durch den Abstand zwischen zwei CPS-Markern dividiert
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Nachdem die SNPs auf die Nachkommen projiziert wurden, kann die Assoziationsk-
artierung mit den evolutionär stattgefundenen Rekombinationen erfolgen. Diese ge-
nomweite Assoziationsstudie wird nur für jenes Chromosom durchgeführt, auf dem
sich der QTL befindet. Nach 100–facher Wiederholung dieser Berechnung, wird je-
ner SNP-Marker ermittelt, welcher am häufigsten berechnet wurde, also die höchste
Signifikanz besitzt.
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1.7 Zielstellung

Mais produziert volatile Terpene nach Befall von Maisschädlingen. Die Biosynthese
dieser volatilen Terpene sollte im Modellorganismus Zea mays aufgeklärt und die
daran beteiligten Enzyme und Regulationsfaktoren identifiziert werden.
Quantitative Genetik ist eine besonders geeignete Methode, um die für einen Bio-
syntheseweg relevanten Gene aus größeren Genfamilien zu identifizieren. Auch bisher
unbekannte regulatorische Elemente wie Transkriptionsfaktoren oder Kinasen von
Biosynthesewegen können durch die Phänotypisierung der Pflanzen gefunden werden.
Cis-Elemente, zu denen „Enhancer“ oder „Silencer“ Elemente zählen, sind möglicher-
weise ebenso von Interesse und können mit dieser Methode identifiziert werden. Das
„Nested Association Mapping“ (NAM) in Kombination mit der Feinkartierungsstudie
„Genome Wide Association Study“ (GWAS) ist eine effektive Methode der quanti-
tativen Genetik, mit der Kandidatengene identifiziert bzw. lokalisiert und folglich
charakterisiert werden können. Ziel dieser Arbeit ist es Gene zu identifizieren, wel-
che direkt mit einem quantitativen Merkmal der Terpenbiosynthese assoziiert werden
können. Die Kandidatengene sollten danach biochemisch charakterisiert werden und
deren Assoziation mit dem QTL nachgewiesen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Die Pflanze Zea mays aus der Familie der Süßgräser (Poaceae) wurde für diese Dok-
torarbeit verwendet. Für den Großteil der Versuche wurde der Kultivar B73 genutzt,
da die genomische Sequenz dieser Linie durch Sequenzierprojekte nahezu aufgeklärt
ist und öffentliche Datenbanken zur Verfügung stehen. Für die Kartierungsexperimen-
te wurden zusätzlich zu B73 die 25 Elternlinien der „Nested Association Mapping“
(NAM) Population (siehe Tabelle 2.1.1) und die rekombinanten Inzuchtlinien (Tabel-
le 2.2) verwendet, welche aus Kreuzungen der Elternlinien mit B73 hervorgehen.

Tabelle 2.1 Verwendete Pflanzenkultivare

Name Eigenschaften Herkunft

B73 Inzucht Linie (Reid Yellow Dent) KWS (Einbeck)
B97 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML103 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML228 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML247 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML277 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML322 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML333 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML52 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
CML69 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
HP301 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
IL14H Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
Ki11 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
Ki3 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
Ky21 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
M162W Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
M37W Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
Mo18W Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
MS71 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
NC350 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
NC358 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)

25



2 Material und Methoden

Tabelle 2.1 Verwendete Pflanzenkultivare

Name Eigenschaften Herkunft

OH43 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
OH7B Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
P39 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
Tx303 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)
Tzi8 Inzucht Linie Maize Stock Center (Urbana, IL)

Für die Analyse einer Assoziation von QTL606/QTL607 mit dem Kandidatengen, wur-
den rekombinante Inzuchtlinien (RILs) der Linien B73 und Ky21 verwendet. Diese
ausgewählten RILs sind durch Rekombinationsereignisse nahe des QTLs bzw. Kan-
didatengens gekennzeichnet.

Tabelle 2.2 Verwendete Rekombinante Inzuchtlinien

Elternlinien Rekombinante Inzuchtlinien Herkunft

B73x Ky21 Z14E0012; Z14E0124; Maize Stock Center (Urbana, IL)
Z14E0145; Z14E0085;

Z14E0051

Für die Analyse einer Assoziation des QTL764 mit dem Kandidatengen cyp92c6, wur-
de eine Mu–Transposon-Linie im B73 Hintergrund verwendet. Diese Linie wurde bis
in die F4-Generation geselbstet, mit B73 rückgekreuzt und anschließend bis zur F3-
Generation geselbstet.

Tabelle 2.3 Verwendete Mutantenlinie

Mutante Herkunft

MuIII (dmnt-Mutante) DuPont Pioneer

2.1.2 Kultivierung und Anzucht der Pflanzen

Die Keimung der Maissamen erfolgte durch die Inkubation in mit Wasser gefüllten Pe-
trischalen bei 37 ◦C über Nacht und anschließendem Aufbewahren für weitere 24 h im
Dunkeln bei Raumtemperatur. Alle Pflanzen wurden dann einheitlich in den Klima-
kammern der Firma York Int (York, USA) angezogen. Durch Aussähen der Sämlinge
in 40 x 60 x 6 cm großen Schalen mit Tonsubstrat (Klasmann, Gross-Hesepe, Deutsch-
land), wurde für gleiche Bedingungen gesorgt. Die Anzucht in den Klimakammern
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wurde folgendermaßen durchgeführt: Lichtstärke: 1mmolm−2 s−1 für 16 h am Tag,
Luftfeuchte: 65%, Temperatur am Tag: 22 ◦C, Temperatur nachts: 18 ◦C.

2.1.3 Pflanzeninduktion mit einem Indanon-derivat

Um die Terpenbiosynthese zu induzieren, wurde ein Indanon-derivat (Abb. 2.1) ver-
wendet. Indanon imitiert die Funktion von Coronantin (JA) (Weiler et al. [1994];
Krumm et al. [1995]; Blechert et al. [1999]; Schüler et al. [2001]). Sehr wahrscheinlich
interagiert das Indanon-Derivat mit dem JA- und OPDA-Rezeptor und induziert die
Jasmonat- bzw. Oktadecanoidsignalantwort (Schüler et al. [2001]). Dies ist durch die
strukturelle Ähnlichkeit der Keto- oder Hydroxylgruppe am Fünf-Ring zu den Jas-
monaten möglich (Zhang et al. [1997]). Für die Induktion wurde das 3. Blatt von
2Wochen alten Sämlingen abgeschnitten und in ein Reagenzglas mit 1ml Elicitor-
lösung (2,3 µM Indanon-Derivat) für 24 h gestellt. Der Zeitpunkt der Induktion war
wenn nicht anders beschrieben kurz nach dem Mittag. Zum Aufbewahren der Proben
sind diese in flüssigen Stickstoff eingefroren worden. Die Blätter der Kontrollpflanzen
wurden direkt nach dem Abschneiden in flüssigen Stickstoff gegeben. Um die Pflan-
zen auf ihren Terpengehalt vermessen zu können, wurden die Blätter mit Pistill und
Reibschale pulverisiert unter ständiger Zugabe von flüssigem Stickstoff.

Abbildung 2.1 Das Indanoyl Konjugat 6-ethyl-Indanoyl-Isoleucin wurde als Elicitor
zur Pflanzeninduktion eingesetzt. Abbildung aus Schüler et al. [2001].

2.1.4 Mikroorganismen

Für Klonierungs- und Expressionsexperimente wurde der Bakterienstamm Escheri-
chia coli TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe) als Wirt eingesetzt. Dieser hat folgenden
Genotyp: F− mrcA ∆(mrr − hsdRMS − mcrBC), Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74
deoR recA1, araD139 ∆ (ara − leu)7697 galU galK, rpsL (StrR) endA1
nupG.
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2.1.5 Kultivierung und Nährmedien für Escherichia coli

Die Vermehrung der E. coli Bakterien erfolgte im flüssigen LB–Medium [20 g LB–
Medium/L (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)] bei 37 ◦C und 220min−1 über
Nacht im Schüttelinkubator oder nach Transformation von Plasmid–DNA auf LB–
Agarplatten [35 g LB–Agar/L (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)] bei 37 ◦C im
Brutschrank. Zum Anziehen einer Kultur über das Wochenende wurde nur bei 18 ◦C
und 220min−1 geschüttelt. Die jeweiligen Medien wurden, dem Selektionsmarker der
Plasmide entsprechend, Antibiotika hinzugefügt: Ampicillin (100mg l−1), Carbencil-
lin (50mg l−1), Kanamycin (50mg l−1).

2.1.6 Chemikalien, Lösungsmittel, Enzyme, Oligonukleotide

Chemikalien und Lösungsmittel wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), App-
liChem (Darmstadt), Biorad (München) und Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
bezogen. Die Restiktionsenzyme, T4-DNA-Ligase und DNA-Polymerasen mit ent-
sprechenden Puffern wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot) oder Promega
(Madison, USA) geliefert.

2.1.7 Vektoren

In Tabelle 2.1.7 sind die während der Arbeit verwendeten Plasmide mit Angabe ihrer
wichtigsten Merkmale, der Verwendung und der Herkunft aufgelistet.

Tabelle 2.4 Verwendete Vektoren

Vektor Eigenschaften Verwendung Firma

pASK-IBA37+ Bakterieller Ex-
pressionsvektor
mit N-terminalen
His(6)-tag, 3271bp,
Apr

Überexpression
His-markierter
Proteine in E. coli

IBA GmbH,
Göttingen

pASK-IBA-33+ Bakterieller Ex-
pressionsvektor
mit C-terminalen
His(6)-tag, 3250bp,
Apr

Überexpression
His-markierter
Proteine in E. coli

IBA GmbH,
Göttingen
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Tabelle 2.4 Verwendete Vektoren

Vektor Eigenschaften Verwendung Firma

pESC-LEU Hefe Expressi-
onsvektor mit
GAL1 und GAL10
promotor in ent-
gegengesetzter
Richtung, 7800bp,
Apr

Überexpression von
Proteinen in Hefe-
zellen

Aligent Tech-
nologies, Böb-
lingen

pCR R©4− TOPO R© bakterieller Klo-
nierungsvektor
3957bp, Kmr, Apr

Klonierung von
PCR Fragmenten-
mit 3’-A-Überhang

Invitrogen,
Carlsbad

pJET1.2/blunt bakterieller Klo-
nierungsvektor
2974bp, Apr

Klonierung von
PCR Fragmenten
mit glatten Enden

Thermo
Scientific

2.2 Angewandte molekulargenetische Methoden

2.2.1 Isolation pflanzlicher Gesamt-DNS aus Mais

Um genomische DNA aus Maisblättern isolieren zu können, wurde zu Beginn das
Pflanzenmaterial in flüssigem Stickstoff mit Pistill und Mörser fein gemörsert. Für
die DNA-Extraktion wurden 2 verschiedene Methoden angewendet. Zum einen kam
das „DNeasy R©Plant Maxi Kit“ der Firma Qiagen (Hilden) gemäß dem Herstellerpro-
tokoll zum Einsatz oder es wurde nach der Methode von Brandstädter et al. [1993]
vorgegangen. Das Pflanzenmaterial wurde hierfür in 1ml Extraktionspuffer (100mM
Tris-HCl, pH 8,0; 50mM EDTA; 500mM NaCl; 10mM R©-Mercaptoethanol; 1,5%
SDS) aufgenommen und resuspendiert. Nach Inkubation von 10min bei 65 ◦C wurden
300 µl essigsaure Kaliumacetat–Lösung (3M Kaliumacetat; 2M Essigsäure) zugege-
ben und die Proben für 10min auf Eis gestellt. Um die Zelltrümmer von der pflanz-
lichen DNA, den Proteinen und Lipiden zu trennen, wurden die Proben 15min bei
20000 x g zentrifugiert und die Zelltrümmer somit sedimentiert. Der Überstand wurde
ohne Zellrester in ein neues Eppendorfgefäß überführt und durch Zugabe von 500 µl
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung (25 : 24 : 1) konnte die pflanzliche DNA
extrahiert werden. Die anschließende Zentrifugation von 6min bei 6000 x g konnte das
Gemisch in 2 Phasen trennen. Die wässrige Oberphase mit der DNA und RNA und
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die organische Unterphase mit dem Phenol, Chloroform und Anthocyanen. Zwischen
den beiden Phasen haben sich die Proteine und Lipide als weiße Schicht abgesetzt.
Die DNA wurde aus der wässrigen Oberphase mit 500 µl Isopropanol ausgefällt und
durch Zentrifugation für 10min bei 20000 x g sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde
mit 70% igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 µl 10mM Tris-HCl pH8,0
mit 100 µgml−1 RNaseA aufgenommen.

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli und
Konzentrationsbestimmung

Für die Isolierung von Plasmid-DNA wurde ausschließlich das Plasmidpräperationskit
von der Firma Macherey & Nagel (Düren) genutzt. Dafür wurde eine Übernachtkultur
von 2ml angezogen und laut dem Herstellerprotokoll die Plasmid-DNA isoliert.

2.2.3 Isolation von Gesamt-RNS aus Mais

Auch hier wurde entweder mit dem „RNeasy Mini Kit“ der Firma Qiagen (Hilden)
gearbeitet oder Trizol R©der Firma life Technologies (Darmstadt) verwendet. Für die
Trizol-Methode wurde ca. 500mg gemörsertes Blattmaterial mit 1ml Trizol versetzt
und gemischt Nach 5–minütiger Inkubation wurden 240 µl Chloroform hinzugegeben,
auf dem Vortexer gemischt und für weitere 5min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zur Phasentrennung wurde 10min bei 6000 x g zentrifugiert. Die Oberphase wurde
vorsichtig abgenommen, in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 1Volumen
Isopropanol ausgefällt und 10min bei 20000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde
mit 70% igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 µl steril filtrierten Wasser
aufgenommen.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäure

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsäure wurde genutzt, um für Sequenzier-
reaktionen die erforderliche Konzentration berechnen zu können oder um für die
cDNA-Synthese gleiche Mengen an RNA einzusetzen. Hierfür kam das Infinite R©200
PRO NanoQuant Gerät von der Firma Tecan (Männedorf, Schweiz) zum Einsatz, wo-
mit sowohl die Konzentrationen von DNS, RNS und Plasmid-DNS bestimmt werden
konnte.

2.2.5 cDNA Synthese

Um aus reiner pflanzlicher RNA eine c-DNA zu erzeugen, wurde das „First Strand
cDNA Synthesis Kit“ von Thermo Scientific verwendet. Zuvor musste ein DNAse-
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verdau durchgeführt werden, um sicher zu stellen, dass für die quantitative PCR nur
RNA als Template eingesetzt wird.

2.2.6 Synthese einer RACE-Bibliothek

Durch eine Race-Bibliothek kann man ausgehend von einem bekannten Genabschnitt
der mRNA, unbekannte Gensequenzen vervollständigen bis zum 3′-Ende (3′-RACE)
oder zum 5′-Ende (5′RACE). Dabei wird die mRNA in cDNA umgewandelt und am
3′-Ende bzw. am 5′-Ende eine Ankersequenz angehängt. Verwendet wurde hierfür das
Kit „SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit“ (BD Biosciences Clontech, Palo Al-
to, USA) und die RACE-Reaktionen erfolgten nach Angaben des Herstellerprotokolls.

2.2.7 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR

Unter Verwendung spezifischer Primerpaare (siehe Anhang 5.4) wurden die gewünsch-
ten DNA-Fragmente mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Da-
für wurden unterschiedliche Polymerasen verwendet. Für analytische PCRs kam die
GoTaq (Promega) zum Einsatz. Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus den
RACE-Reaktionen erfolgte mit Hilfe von „Advantage R©2 Polymerase Mix“ (BD Bios-
ciences Clontech, Palo Alto, USA). Für sehr schwer amplifizierbare, GC-reiche Frag-
mente konnte nur die Advantage R©GC Genomic LA Polymerase (BD Biosciences
Clontech, Palo Alto, USA) genutzt werden. Die DNA-Fragmenten, welche zum Klo-
nieren in Expressionsvektoren vorgesehen waren, amplifizierte die „PfuTurbo R©DNA
Polymerase“ (Stratagene, La Jolla, USA) um PCR-Fehler so gering wie möglich
zu halten. Für die PCR kamen wurde nach folgendem Schema gearbeitet: 2 µl
Oligonukleotid-1 (10 pmolml−1), 2 µl Oligonukleotid-2 (10 pmolml−1), 2 µldNTP-Mix
(10mM), 5−10 µl Polymerasepuffer (je nach Herstellerprotokoll), 0, 25−1 µl Polyme-
rase (je nach Herstellerempfehlung), 1 − 2 µl Template–DNA. Der Reaktionsansatz
wurde anschließend mit autoklaviertem Wasser bis auf 50 µl aufgefüllt. Mit Hilfe
des Thermocyclers peqSTAR 96 UNIVERSAL (peqlab, Erlangen) konnte die PCR-
Reaktion folgendermaßen programmiert werden:
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Tabelle 2.5 PCR-Bedingungen

initiale Denaturierung der DNA-Matrize 94 ◦C für
Denaturierung der DNA-Matrize 94 ◦C für 30 s

30-38xAnlagerung der Primer an die Matrize (Annealing) 58− 62 ◦C für 30 s
Synthese des Komplementärstranges (Extension) 72 ◦C für
Vervollständigung der DNA-Synthese 72 ◦C für 5min
Kühlung und Aufbewahrung 94 ◦C

2.2.8 Quantitative Real Time PCR

Für eine quantitative Echtzeit–PCR, wurde cDNA ausgehend von 1 µg RNA End-
konzentration verwendet. Das SYBR-Green wurde entweder von der Firma BIO-
RAD (iTaqTMUniversal SYBR R©Green One-Step Kit, BIO-RAD, München) oder von
Thermo Scientific (Maxima SYBR Green). CFX96 (Bio-Rad, München, Deutschland)
verwendet nach folgendem Ansatz:

Tabelle 2.6 PCR-Bedingungen

PCR-Ansatz PCR Bedingungen

10 µl SYBR Green Start Denaturierung 95 ◦C für 10min
5 µl forward Primer Denaturierung 95 ◦C für 1min

40x5 µl reverse Primer Annealing 95 ◦C für 1min
1 µl cDNA Extention 72 ◦C für 1min
8 µl H2O Schmelzkurve: 95 ◦C für 1min

60− 95 ◦C für 30 s

Die PCR wurde in der CFX96 Real Time Maschine (BIO-RAD, München, Deutsch-
land) durchgeführt. Ein cDNA-Pool aus den verwendeten Templates sollte für eine
Standardkurve mit Verdünnungen von 3 x bis 1

27 x eingesetzt werden. Zusätzlich zum
untersuchenden Gen, wurde die QRT für ein Referenzgen (APT1) durchgeführt. Mit
dem Programm CFX Manager konnte die Expression mittels ∆ CT (∆-threshold cy-
cle) relativ zum Referenzgen ermittelt werden. Der CT-Wert wurde jeweils aus drei
biologischen Replikaten berechnet, welche sich wiederum aus jeweils drei technischen
Replikaten ergaben.
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2.2.9 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA erfolgte in horizontalen Agarosegelen mittels Elektropho-
rese. Die Agarose (Bio-Rad, Hercules, USA) wurde in Konzentrationen von 0,8% -
1,5% in 0,5 x TAE-Puffer (40mM TRIS-Acetat pH7,8, 2mM EDTA) durch Erhit-
zen gelöst. Zum Anfärben der DNA wurden 0,5 µgml−1 Ethidiumbromid zugefügt.
Die DNA-Proben wurden in die Geltaschen aufgetragen und zuvor mit Stoppuffer
(20mM Tris-HCl, pH 8,0; 120mM EDTA; 50% Glyzerin; 0,1% [w/v] Bromphenol-
blau) versetzt. Als Größenmarker wurde eine 1 kb DNA-Leiter (Invitrogen, Carlsbad,
USA) auf das Gel aufgetragen. Nach dem Auftrennen der DNA-Proben, entsprechend
ihrer Größe, bei 100V in einer i-Mupid mini Elektrophoresekammer (Helixx, Onta-
rio, Canada), konnte die Nucleinsäure unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Für
die Dokumentation der elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurde das
Geldokumentationssystem (Syngene G:Box, Syngene, Cambridge, Großbritannien)
genutzt.

2.2.10 Restriktion und Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmenten zu klonieren, wurden entweder PCR-Fragmente oder DNA-
Fragmente, welche bereits in Plasmiden vorlagen, mit Restriktionsenzymen geschnit-
ten. Die Restriktionsenzyme mit den zugehörigen Puffern der Firmen NEB (Schwal-
bach) und Thermo Scientific verdauten die DNA-Fragmente entsprechend der Schnitt-
stellen. Der Restriktionsansatz erfolgte mit 1 bis 5 U Enzym pro µg DNA in entspre-
chenden Puffern und inkubierte für mindestens 1 h bei 37 ◦C im Brutschrank oder ei-
nem Thermocycler. Nach dem Verdau aus einem Vektor wurden die DNA-Fragmente
in einem Agarosegel eletrophoretisch aufgetrennt und unter Verwendung eines DNA-
Extraktionskits (Macherey-Nagel, Düren) aus dem Gel eluiert. Danach wurden
die Restriktionsfragmente mittels T4-Ligase in die entsprechenden linearisierten Vek-
toren in einem Verhältnis von 3:1 bis 5:1 gemischt mit 1 U T4-DNA-Ligase über Nacht
bei 18 ◦C oder 2 h bei Raumtemperatur in einem Gesamtvolumen von 10 µl ligiert.
Für die Ligation der DNA-Fragmente in die pASK-IBA Vektoren wurde ein Ansatz
verwendet, bei dem ein Restriktionsverdau und eine Ligation gleichzeitig ablaufen.
Grund hierfür sind die verwendeten Restriktionsenzyme der Klasse II, welche verhin-
dern, daß ein erfolgreich kloniertes Fragment nicht mehr aus dem Vektor geschnitten
werden kann. Zuerst wurde der pASK-IBA Vektor für 1− 2 h bei 37 ◦C mit dem ent-
sprechenden Enzym verdaut. Anschließend erfolgte ein weiterer Verdau des Vektors
zusammen mit dem zu ligierenden Fragment in einem Verhältnis von 1:5 für 2−3 h bei
37 ◦C. Zu diesem Restriktionsgemisch sollte dann durch Zugabe von 2 µl ATP und 1
U T4-DNA-Ligase die gleichzeitige Ligation in den Vektor erfolgen. Bei Verwendung
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der TOPO-Vektoren von Invitrogen übernimmt die kovalent an die Vektorenden ge-
bundene Topoisomerase I die Funktion der Ligase. Die Ligation wurde in diesem Fall
gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Die Ligation von PCR-Fragmenten, wel-
che durch die PfuTurbo R©DNA Polymerase von Clontech amplifiziert wurde, erfolgte
in den Vektor pJET mittels des CloneJETTMPCRCloningKit (Thermo Scientific),
da diese Polymerase keine Poly-A Überhänge synthetisiert.

2.2.11 Transformation in E. coli

Vom Ligationsansatz wurden schließlich zu 50 µl kompetenten E. coli Zellen TOP10
(Invitrogen, Karlsruhe) gegeben. Für die Transformation wurde der Transformati-
onsansatz erst 20min auf Eis inkubiert und anschließend erfolgte ein Hitzeschock im
42 ◦C warmen Wasserbad für 45 s. Die E. coli Zellen wurden nun 2min auf Eis wieder
abgekühlt, 200ml LB–Medium hinzugegeben und dann für mindestens 1 h bei 37 ◦C
auf einem Schüttelinkubator inkubiert. Die Zellen wurden auf LB–Agarplatten, mit
entsprechendem Antibiotikum, ausplattiert und über Nacht bei 37 ◦C bebrütet.

2.2.12 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Sequenzanalyse von PCR-Fragmenten oder Plasmiden konnte mit Hilfe der
Firma Eurofins MWG (Ebersberg) und GATC (Konstanz) durchgeführt werden. Die
DNA-Proben wurden entsprechend der Firmen auf die gewünschte Konzentration in
einem vorgegebenen Volumen eingestellt. Ebenso wurde mit den Sequenzierprimern
vorgegangen.

2.2.13 DNA/Protein-Sequenzanalyse

Die Sequenzrohdaten konnten von den Firmen Eurofins MWG (Ebersberg) und
GATC (Konstanz) direkt runtergeladen werden und anschließend mit der Softwa-
re Bioedit (Ibis Biosciences, Carlsbad) oder „Editseq“ (DNASTAR Inc.) analysiert,
editiert, in Proteinsequenzen übersetzt und mit anderen Sequenzen abgeglichen wer-
den. Zum Abgleichen mit anderen Sequenzen eignete sich auch die Internetsoftware
Multalign1. Zum Lokalisieren der DNA-Sequenzen in Genomdatenbanken von Mais
wurden Internetseiten verwendet2,3,4,5.

1http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (NCBI - National Centre for Biotechnology Information)
3http://www.maizesequence.org/index.html (maizesequence)
4http://www.tigr.org/ (TIGR)
5http://www.plantgdb.org/ (PlantGDB)
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2.3 Chromatographische Analysen

2.2.14 Phylogenetische Analysen:

Sequenzanalysen wurden mit DNAstar (Lasergene) durchgeführt. Die Nukleotidsub-
stitutionsraten wurden nach der Methode von Nei & Gojobori [1986] in dem Pro-
gramm Syn-SCAN6 bestimmt. Für die Dendrogrammanalysen wurden die ORFs mit
DNAstar unter der Verwendung des ClustalW Algorithmus gegeneinander abgegli-
chen. Mit dem Softwarepacket TREECON1.3b (Van de Peer & De Wachter [1994])
konnten mittels „Neighbor-joinin“-Algorithmus die Dendrogramme erstellt werden.

2.3 Chromatographische Analysen

2.3.1 Isolierung volatiler Stoffe aus Pflanzenmaterial

Um Unterschiede in der Terpenproduktion zwischen den 26 verwendeten Inzuchtlini-
en zu identifizieren, wurden Blätter von unbehandelten Pflanzen als auch induzierter
Pflanzen in flüssigem Stickstoff mit Mörser und Pistill pulverisiert. Für die Isolati-
on volatiler Terpene wurden davon ca. 100mg bzw. 3-4 Spatelspitzen eingesetzt und
in entsprechende 1ml Glasröhrchen (DuPont, Wilmington, USA) gefüllt, welche mit
einem Polypropylendeckel verschlossen wurden. Zur Isolierung der Terpene aus der
Gasphase platzierte man eine SPME-Faser (PDMS-100, Polydimethylsiloxan, Sulpel-
co, Bellafonte, USA) durch das Septum des Deckels, so dass sie sich in der Gasphase
des Glasröhrchens für 45min und 42 ◦C befand.

2.3.2 Chromatographische Analyse von Volatilen aus Mais
mittels GC-MS/GC-FID

Die chromatographische Trennung und Analyse von volatilen Stoffen erfolgte mit dem
Shimatsu Gaschromatographen (GC-2010, Shimadzu, Duisburg) und einem daran ge-
koppelten Massenspektrometer (GCMS-QP 2010 Plus, Shimadzu). Für die Injekti-
onstemperatur wurden 220 ◦C gewählt und als Trägergas kam Wasserstoff mit einer
Flussrate von 1mlmin−1 zum Einsatz. Um die volatilen Terpene aufzutrennen, wur-
de eine EC5-MS Säule (30m Länge; 0,25mm Innendurchmesser; 0,25 µm Filmdicke;
Grace Deerfeld, IL, USA) unter folgenden Bedingungen genutzt: 80 ◦C für 2min, ers-
ter Anstieg mit 7 ◦Cmin−1 auf 200 ◦C, zweiter Anstieg mit 100 ◦Cmin−1 auf 300 ◦C
(2min konstant halten). Das Massenspektrometer kam unter folgenden Einstellun-
gen zum Einsatz: Transferline-Temperatur: 250 ◦C, Ionenquelle: 200 ◦C, Ionisierungs-
potential: 70V und ein Scan-Bereich von 46-350Atommasseeinheiten. Anschließend

6http://hivdb.standford.edu/pages/synscan.html
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wurden die Daten in der Shimadzu Software „GCMS Postrun“ analysiert mit Hil-
fe der Bibliotheken „Wiley 8“ (Hewlett–Packard) und „Shim2205“ (Schimadzu). Die
Quantifizierung von Terpenen wurde durch die Kopplung der GC an ein Flamme-
nionisierungsdetektor (FID) durchgeführt. Das Trennen der Substanzen erfolgte wie
oben beschrieben und anschließend wurden diese über den FID (Detektortemperatur:
250 ◦C) analysiert.

2.3.3 Messung des Pflanzenhormons Jasmonsäure

Zur Isolierung von Pflanzenhormonen wurden ca. 100mg Blattmaterial mit Methanol
versetzt, welches 40 ng 9,10-D2-9,10-Dihydrojasmonsäure, D4-Salizylsäure (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo, USA), 8 ng Jasmonsäure-13C6-Isoleucinkonjugat und 40 ng
D6-Abszisinsäure (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) als interne Stan-
dards enthielt. Anschließend wurden die Extrakte auf einer HPLC (Agilent Techno-
logies, Palo Alto, CA, USA) gekoppelt an einem API 3200 Tandemmassenspektrome-
ter (Applied Biosytems, Foster City, CA, USA) mit der TSI (Turbospray-Ionisation)
Ionisationsmethode analysiert. Die Auftrennung erfolgte mit einem Gradienten von
Ameisensäure (0,05%) in Wasser und Acetonnitril auf einer Zorbax Eclipse XDB-C18
Säule (60 x 4,6mm, 1,8 µm, Agilent). Der Massenspektrometer wurde im negativen Io-
nenmodus im MRM („Multiple Reactions Monitoring“) Mode betrieben. Die Daten
wurden mit der Software Analyst 1.5 (Applied Biosytems) generiert und verarbeitet.
Die Hormone konnten schließlich relativ zum internen Standard quantifiziert werden.

2.4 Proteinanalyse

2.4.1 Heterologe Expression und Aufreinigung von
Terpensynthasen in E. coli

Da zur Synthese rekombinanter Proteine die Leserahmen der putativen Terpensyn-
thasen und Prenyltransferasen in die pASK-IBA-Vektoren (IBAGmbH, Göttingen,
Deutschland) kloniert wurden, erfolgte die Expression in dem E. coli Stamm TOP10.
Dafür wurden für jedes Konstrukt 100ml LB–Medium mit 3ml einer Übernachtkultur
des entsprechenden Klons angeimpft. Die Kulturen wurden so lange geschüttelt bei
37 ◦C, bis eine OD600 von 0,6 bis 0,7 zu vermessen war. Die Vektoren der IBA-GmbH
besitzen Tetracyclin-Promotoren und konnten somit durch Zufügen von Anhydrote-
tracyclin (Endkonzentration: 200 µg l−1) induziert werden. Für die Proteinexpression
wurden die Kulturen anschließend für ca. 18−22 h bei 18 ◦C geschüttelt. Ein Zentrifu-
gationsschritt (10min, 5000 x g, 4 ◦C) folgte mit anschließendem Resuspendieren der
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Pellets in 3ml kaltem Extraktionspuffer (50mM MOPSO, 10% Glycerol, 5mM Ma-
gnesiumchlorid, 5mM DTT, 5mM Natriumascorbat, 0,5mM PMSF, pH7,0). Zum
Zellaufschluss wurden die Extrakte jeweils 3 x 30 s mit Ultraschall (Bandelin UW2070,
Berlin, Deutschland) behandelt. Das Entfernen der Zelltrümmer erfolgte durch Zen-
trifugieren (14000 g). Der Überstand wurde zusammen mit 1ml Ni-NTA Agarose
(Profinity IMAC Ni-Charged Resin, BioRAD, München, Deutschland) in einem Be-
cherglas bei 10 ◦C und 70min−1 leicht geschüttelt, damit die Fusionsproteine mit dem
His-tag an die Nickelteilchen binden konnten. Nach 1 h Inkubation, wurde der Ansatz
vorsichtig auf eine 0,8 x 4 cm Polyprep Chromatographiesäule (BioRAD, München,
Deutschland) transferiert. Die folgenden Aufreinigungsschritte unter nativen Bedin-
gungen wurden gemäß dem Herstellerprotokoll durchgeführt und anschließend durch
erhöhen der Imidazolkonzentration (siehe Hersteller) eluiert.

2.4.2 Aktivitätsbestimmung von rekombinanten Terpen- und
Isoprenoidsynthasen

Für die Enzymassays der Terpensynthasen wurden 38 µl aufgereinigtes Proteinextrakt
und 62 µl Reaktionsgemisch [10mM Tris-HCl pH7,5; 10% Glycerol; 1mM DTT;
60 µM GPP/FPP (Echelon Research Laboratories, Salt Lake City, USA); 10mM
MgCl2. Die Aktivitätsbestimmung mit Geranyllinalool als Substrat wurde mit 100 µl
Proteinextrakt und 400 µl Reaktionsgemisch [10mM Tris-HCl pH7,5; 10% Glycerol;
1mM DTT; 60 µM GGPP (Echelon Research Laboratories, Salt Lake City, USA);
10mM MgCl2. Die Reaktionsprodukte konnten mit Hilfe einer SPME-Faser (PDMS-
100, Polydimethylsiloxan, Supelco, Bellafonte, USA), welche für 45min bei 42 ◦C
über dem Reaktionsansatz platziert wurde, aus der Gasphase isoliert werden. Die an-
schließende Auftrennung und Analyse der Produkte erfolgte wie unter Absatz 2.3.2
beschrieben. Für die Assays der Prenyltransferasen wurden ebenfalls 38 µl aufgerei-
nigtes Proteinextrakt mit 62 µl Reaktionsgemisch [10mM Tris-HCl pH7,5; 10% [v/v]
Glycerol; 1mM DTT; 60 µM IPP und 30 µM DMAPP (Echelon Research Laborato-
ries, Salt Lake City, USA); 10mM MgCl2 versetzt und 45min bei 42 ◦C inkubiert. Es
wurde gleichermaßen vorgegangen wie zuvor bei den Terpensynthase-Assay beschrie-
ben.

2.4.3 Heterologe Expression von P450s in Hefe und Isolation
von Mikrosomen

Zum Klonieren der Leserahmen von P450 Enzymen, wurde der pESC-Leu2d Vektor
(Ro et al. [2008]) verwendet, um die nachfolgenden Expressionsschritte in Hefe (Sac-
charomyces cerevisiae) durchführen zu können. Dabei wurden zwei unterschiedliche
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Hefestämme, WAT11 und W R©(Denis Pompon & Waterman [1996]), genutzt, welche
eine P450 Reduktase von Arabidopsis thaliana bzw. Hefe überexprimieren, um einen
guten Elektronentransfer während der Katalyse zu ermöglichen. Die chemische Trans-
formation wurde durchgeführt wie bereits publiziert (Daniel Gietz & Woods [2002]).
Eine Übernachtkultur der entsprechenden Klone in 307ml SC Minimalmedium [(ohne
Leucine) 6,7 g Hefe-Stickstoff-Basismedium (ohne Aminosäuren und Ammoniumsul-
fate) (Sigma-Aldrich Chemicals, Steinheim, Deutschland); 100mg l−1 der Aminosäu-
ren Adenine, Arginine, Cysteine, Lysine, Threonine, Tryptophan, Uracil; 50mg der
Aminosäuren Asparaginsäure, Histidine, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Proline,
Serin, Tyrosin, Valin; 20 g D-glucose] wurde über Nacht angezogen bei 28 ◦C und
160min−1. Am nächsten Tag wurden 100ml YPGA Medium [10 g Hefeextrakt, 10 g
Bactopeptone (BD, Le Pont de Claix, France), 74mg Adenin Hemisulfat, 20 g D-
glucose] mit 2 Teilen einer Übernachtkultur von einer OD600 =0,5 inokuliert und für
bei 28 ◦C und 160min−1 geschüttelt. Nachdem eine OD600 =0,7 - 0,9 erreicht wurde,
folgte ein Zentrifugationsschritt von 5min bei 5000 x g mit anschließendem Resuspen-
dieren in 100ml YPGA Medium (10 g Hefeextrakt, 10 g Bactopeptone, 74mg Adenin
Hemisulfat, 20 g D-galactose). Zum Isolieren der Mikrosomen, wurde die Kultur für
weitere bei 160min−1, 25 ◦C geschüttelt, zentrifugiert (10min, 7500 x g, 4 ◦C) und in
307ml TEK Puffer (50mM Tris-HCl pH7,5, 1mM EDTA, 100mM KCL) resuspen-
diert. Der Zentrifugationsschritt (10min, 7500 x g, 4 ◦C) wurde wiederholt und das
Pellet in 1ml TES Puffer (50mM Tris-HCl pH7.5, 1mM EDTA, 600mM Sorbitol,
10 g Bovine Serum Albumin und 1,5mM β-Mercaptoethanol) gelöst. Die Suspen-
sion wurde vollständig in ein 50ml Falcon transferiert. Der Zellaufschluss erfolgte
durch Zugabe von Glaskugeln (0, 45 − 0,5mm Durchmesser, Sigma-Aldrich, Stein-
heim, Deutschland) zur Suspension und anschließendem Schütteln (5 x für 1min,
1min Pause). Das Trennen der Mikrosomen von den Glaskügelchen erreichte man
durch Zugabe von 5ml TES Puffer zum Rohextrakt, leichtes Schwenken und Ab-
nahme der Suspension in ein neues Falcon-Reaktionsgefäß, welches mit dreimaliger
Wiederholung durchgeführt wurde bis zu einem Endvolumen von 22ml. Dabei ist es
vorteilhaft mit der Pipettenspitze bis zum Boden des Falcon-Reaktionsgefäßes zu ge-
hen und die Suspension aufzuziehen. Um größere Zellfragmente von den Mikrosomen
zu trennen, wurde die Suspension bei 7500 x g und 4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand
mit den Mikrosomen konnte man anschließend vorsichtig abnehmen für einen weite-
res Zentrifugieren in einer Ultrazentrifuge (100000 x g, 60min, 4 ◦C). Das Pellet mit
den mikrosomalen Proteinen wurde 1 x mit 5ml TES Puffer gewaschen und anschlie-
ßend mit 2,5ml TEG Puffer (50mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 30%glycerol [w/v]). Für
die Homogenisierung des Pellets wurden die Glashomogenisierer (Potter–Elvehjem,
Fischer Scientific, Schwerte, Deutschland) verwendet und in 1ml TEG Puffer durch
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auf- und abziehen der Potter gelöst.

2.4.4 Aktivitätsbestimmung der P450-Enzyme

Für die Enzymassays wurden in 1ml Glasröhrchen, S70 Mikrosomenextrakt (0, 3 −
3 µg Protein) und 230 µl Reaktionsgemisch [75mM Sodium Phosphat Puffer, pH 6,8,
und 100 µM Substrat (gelöst in maximal 6 µl DMSO), 1mM NADPH] pipettiert.
Eine SPME-Faser wurde dann für 1 h und 30 ◦C über der Gasphase platziert, um die
volatilen Produkte zu binden. Die Analyse und Auftrennung der Stoffe erfolgte wie
unter Absatz 2.3.2 beschrieben.

2.5 Kartierungsanalysen

2.5.1 „Nested Association Mapping“ (NAM)

Das „Nested Association Mapping“ kombiniert zwei Methoden, das Joint Linkage
Mapping und die Assoziationskartierung. Für diese Kartierungsstrategie wurden 25
verschiedene Inzuchtlinien (siehe Tab. 2.1.1) mit dem gemeinsamen Elternteil B73
gekreuzt (Yu et al. [2007]). Durch mehrmaliges Selbsten der F1-Generation erhielt
man eine F6-Generation, welche nahezu homozygot ist. Pro Elternlinie wurden 200
Rekombinante Inbred Lines (RILs) der F6-Generation ausgesät. Dazu kamen >200
Linien der gemeinsamen Elternlinie B73 und jeweils mehrere Samen der 25 Eltern-
linien. Die gesamte Kartierungspopulation von 5981 Sämlingen wurde im Mai/Juni
2007 während eines „public growout“ auf einem Feld nahe der Cornell University, NY,
USA angebaut. Von jeder RIL wurde im Alter von 10-16 Tagen ein Blatt geerntet
und mit dem Elicitor (2,3 µM Ethyl-Indanon in Leitungswasser) für 18 h im Licht in-
duziert. Die insgesamt 5981 Sämlinge wurden an sieben aufeinanderfolgenden Tagen
induziert (Tag 1: 500 Sämlinge, Tag 2: 1000 Sämlinge, Tag 3: 1000 Sämlinge, Tag 4:
1000 Sämlinge, Tag 5: 1000 Sämlinge, Tag 6: 1000 Sämlinge, Tag 7: ∼ 500 Sämlinge).
Anschließend wurden alle Proben wie unter Abschnitt 2.3.1 und Abschnitt 2.3.2. be-
handelt, d. h. alle volatilen Stoffe wurden aus dem Pflanzenmaterial isoliert und mit
GC-MS analysiert. Meine Doktorarbeit begann mit der Analyse der Rohdaten der
GC-Messungen.

2.5.2 Box–Cox–Transformation zur Normalverteilung

Um Kartierungsanalysen mit den quantitativ vermessenen GC-MS Daten der NAM-
Population durchführen zu können, musste geprüft werden, ob die Daten normal ver-
teilt sind. Für die Merkmale, deren Messwerte keiner Normalverteilung entsprachen,
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wurde die Box–Cox–Transformation angewendet, um die bestmögliche Transforma-
tion zu ermitteln, die zur Herstellung einer Normalverteilung notwendig ist. Dabei
wurde folgende Formel angewendet:

Y λ =


(Yt+c)λ−1

λ
(für λ 6= 0)

ln(Yt + c) (für λ = 0)

2.5.3 Joint Linkage QTL Mapping

Die NAM-Strategie, welche zwei unterschiedliche Kartierungsmethoden kombiniert,
beginnt mit dem Linkage Mapping. Dafür wurde mit der Software SAS 9.2 (SAS In-
stitute GmbH, Heidelberg, Deutschland) gearbeitet. Zuerst wurden die Rohdaten in
das Programm geladen. Zu den Rohdaten gehören die CPS-Marker („Common Parent
Specific“), die Messdaten der einzelnen Terpene der 25 Elternlinien und des gemein-
samen Elters B73. Das Markerset, bestehend aus 1106 CPS-Markern, wurde sowohl
in den 26 Elternlinien, als auch in den RILs sequenziert und genotypisiert. Da diese
Marker über das gesamte Genom verteilt sind, liegen diese mit ca. 2,5Mb Abstand
voneinander entfernt. Da das Maisgenom ca. 2,3Milliarden bp und 32000 Gene ent-
hält, würden ca. 35,5Gene zwischen zwei Markern liegen. Im zweiten Schritt wurden
die Rohdaten bearbeitet. Das heißt die mit der Box–Cox–Transformation berechnete
Transformation7 wurde für das jeweilige Merkmal angewendet. Des Weiteren wurden
die Tabellen aus den Daten mit Hilfe von SQL (Structured Query Language) Befeh-
len8 abgefragt und so für die Kalkulationen formatiert. Im dritten Schritt konnten die
Felddaten mit einbezogen werden. B73 diente dabei als Kontrolle, um unterschied-
liche Bedingungen in den einzelnen Feldern ermitteln zu können. Dafür wurden die
RIL–Pflanzen und die Elternlinien in einzelnen Blocks ausgesät, mit B73–Pflanzen
dazwischen, wie folgt dargestellt:

x = B73 

Abbildung 2.2 Feldaufsicht mit der ausgesäten Kartierungspopulation von 5981 Säm-
lingen im Mai/Juni 2007 während eines „public growout“ auf einem Feld nahe der
Cornell University, NY, USA.

Im 4. Schritt wurde die Berechnung von QTLs durchgeführt unter Verwendung der
Prozedur [PROC GLMSELECT].

7Alex Lipka, Cornell University
8Zhiwu Zhang, Cornell University

40



2.5 Kartierungsanalysen

2.5.4 „Genome Wide Association Study“ (GWAS)

Um die Chromosomenbereiche der berechneten QTLs weiter einzugrenzen, wurde
eine Assoziationskartierung, die „Genome Wide Association Study“ (GWAS),
angewendet. Bei der Assoziationskartierung werden SNPs identifiziert, welche mit
dem zu untersuchenden Merkmal in der Population assoziiert sind. Der Markersatz
für das GWAS besitzt mit 1,6Mill SNPs eine viel höhere Markerdichte, die über
das gesamte Maisgenom verteilt sind. Damit kann man den Chromosomenbereich
bis auf ∼ 10 kb eingrenzen, womit es in manchen Regionen des Genoms möglich
sein sollte, einzelne Gene zu kartieren. Der Unterschied dieser Marker zu den 1106
NAM-Markern liegt darin, dass diese nur für die 26 Elternlinien genotypisiert
worden sind und nicht zusätzlich für die > 5000 RILs. Jedoch konnten die 1,6Mill
SNPs auf die segregierenden RILs projiziert werden, mit Hilfe der in diesen Linien
sequenzierten NAM-Marker. Solange zwei angrenzende Marker entweder B73 oder
Nicht–B73 entsprechen, ist die Projektion der SNPs der Elternlinien auf die RILs
eindeutig, unter der Annahme, dass keine Doppelrekombination stattgefunden hat.
Wenn allerdings ein B73–Marker an einen Nicht–B73–Marker grenzt, muss die
Projizierung zwischen diesen Intervallen geschätzt werden. Nach folgender Formel
wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass der SNP nicht dem B73–Elter entspricht:

P (SNP ist nicht B73) = Abstand SNP vom B73–Marker
Abstand zwischen zwei Markern

Für P können nur Werte zwischen 0 und 1 berechnet werden. In einer nachfolgenden
Berechnung werden die CPS-Markerwerte mit einbezogen, welche zwischen 0 und 2
liegen. Dabei sind B73–Marker mit einer Null nomenklatiert, während Nicht–B73–
Marker mit einer 2 beschriftet wurden. Mit folgender Formel kann schließlich die
SNP–Position errechnet werden:

Wert(SNP) = linker Markerwert · (1-P) + rechter Markerwert · P

Die Berechnung des SNP–Wertes ergibt Werte <2. Die Abbildung 1.12 verdeutlicht
diese Interpolation der SNPs. SNP–Werte <1, deuten auf SNPs hin, welche sich zwi-
schen einem heterozygoten und einem B73–Marker befinden. SNP–Werte >1 bedeu-
ten, dass der SNP zwischen einem heterozygoten und einem Nicht–B73–Marker liegt.
Die Interpolation beim „GWAS“ und die Wahrscheinlichkeit eines SNPs mit einem
Phänotyp assoziiert zu sein, wird für jedes Chromosom einzeln und in 100-facher
Wiederholung mit [java-Xmx1024M -cp] schrittweise berechnet. Der SNP–Marker,
welcher am häufigsten berechnet wurde, ist derjenige mit der höchsten Signifikanz.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der NAM–Linien und
NAM–RILs

3.1.1 Phänotypisierung der 26 NAM–Inzuchtlinien auf
Terpenemission

Die Kalkulation von QTLs, welche mit Elementen der Terpenbiosynthese assozi-
iert sind, erforderte eine Phänotypisierung der NAM–Inzuchtlinien sowie der NAM–
Population. In Vorbereitung für die Berechnung und Analyse von QTLs mittels „Nes-
ted Association Mapping“ wurden sowohl die 26 Elternlinien als auch die >5000 RILs
aus den Kreuzungen dieser Elternlinien mit dem gemeinsamen Elter B73 auf Terpene-
mission phänotypisiert. Dafür wurden alle Pflanzen im Sommer 2007 auf einem Ver-
suchsfeld in der Nähe von Ithaca (New York, USA) ausgesät1. Anschließend wurden
die 2–wöchigen Keimlinge an 7 aufeinanderfolgenden Tagen induziert, da es arbeits-
technisch an weniger Tagen nicht umsetzbar war. Die Induktion erfolgte indem man
am Tag 1 und 7 jeweils 500 Keimlinge mit einem Indanon–Derivat induzierte. An den
Tagen 2-6 wurde die doppelte Anzahl an Keimlingen induziert. Das Indanon–Derivat
imitiert die Funktion von Coronantin (JA) (Weiler et al. [1994]). Die Verwendung ei-
nes Elicitors an Stelle von Diabrotica Larven vereinfachte die Induktion einer großen
Anzahl von Pflanzen. Die Pflanzen wurden auf die Abgabe von Herbivor–induzierten
volatilen Terpenen untersucht. Das Extrahieren der Pflanzeninhaltsstoffe erfolgte mit-
tels Hexan-Extraktion, da diese Methode eine quantitative Analyse der unterschiedli-
chen Terpene ermöglichte. Die Proben wurden schließlich gaschromatographisch mit
GC–MS analysiert und quantifiziert. Das Terpenspektrum des Kultivars B73 wurde
bereits untersucht (Turlings & Benrey [1998]), währenddessen die Terpenspektren der
anderen 25 NAM–Linien noch nicht bekannt waren. Im Rahmen dieser Arbeit wur-
den nun die 6000 GC–MS Chromatogramme ausgewertet und eine Übersicht über die
Terpengehalte der NAM–Linien sowie der RILs geschaffen (Abb. 3.1). Für die Analy-
se der RILs wurden ausschließlich die F6 Generationen verwendet. Diese entstanden
aus wiederholten Selbstungen der F1–Hybriden, welche aus Kreuzungen der jeweiligen
Inzuchtlinien mit B73 entstammen. Die Auswertungen zeigten, dass (E)-β-Farnesen
das anteilig am meisten und mit den höchsten Konzentrationen vorkommende Ter-
pen dieser 26 Inzuchtlinien ist. Auch wurde (E)-α-Bergamoten, welches genau wie

1Prof. Dr. J.Degenhardt
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(E)-β-Farnesen von TPS10 (Schnee et al. [2006]) produziert wird, vom Großteil der
NAM–Linien in hohen Mengen gebildet (Abb. 3.1). Andere Terpene wie Linalool,
DMNT und (E)-β-Caryophyllen konnten nur in geringen Mengen nachgewiesen wer-
den und kamen in ca. der Hälfte der Inzuchtlinien vor. (E)-Nerolidol und TMTT
wurden in fast allen Linien in gut detektierbaren Mengen gemessen. Die Linie B97
fällt durch eine besonders hohe Akkumulation an Terpenen auf, gefolgt von Tx303
und IL14H. Andere Linien wiederum sind charakteristisch für eine sehr geringe Ter-
penakkumulation, wie Ky21, CML247 und NC350. In den nachfolgenden Kapiteln
erfolgt eine Analyse der verschiedenen Terpenklassen innerhalb der Eltern und der
NAM–Population. Dabei wurden die Mono-, Sesqui- und Homoterpene ausgewertet.
Die Auswertung von Diterpenen wurde nicht durchgeführt, da diese begrenzt was-
serdampfflüchtig sind und durch die Messungen mit der GC–MS nicht ausreichend
erfasst werden konnten.
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Abbildung 3.1 Terpenakkumulation in ngmg−1 Blattmaterial 14 Tage alter Keimlinge
der 26 Elternlinien nach Induktion mit einem Indanon–Derivat. Die Terpenisolation er-
folgte mittels Hexanextraktion. Die zu analysierenden Terpenmerkmale Linalool, (E)-β-Farnesen,
(E)-α-Bergamoten, (E)-β-Caryophyllen, DMNT und TMTT wurden mittels GC–MS analysiert
und quantifiziert. Anhand der Retentionszeiten und Massenpeaks von Standardsubstanzen konn-
ten die Terpene identifiziert werden.
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3.1.2 Monoterpenakkumulation der Elternlinien und der
NAM–Population

Das einzige Monoterpen, das in B73 und den anderen Inzuchtlinien detektiert werden
konnte ist Linalool (Abb. 3.2; Abb. 3.1). Dabei weist B73 mit einer Akkumulations-
menge von ∼ 10 ng/mg Blattmaterial relativ wenig dieses Monoterpens auf. Eine
Inzuchtlinie, welcher nicht in der Lage war, dieses Monoterpen zu synthetisieren, ist
B97 (Abb. 3.2; Abb. 3.1). Ein Teil der RILs aus den Kreuzungen von B97 mit B73
besaßen dagegen die Fähigkeit, Linalool in ähnlich hohen Mengen (∼ 9 ng/mg) wie
B73 zu produzieren (Abb. 3.1). Von den Elternlinien CML103, Mo18W und CML52,
welche die höchste Menge an Linalool aufwiesen, zeigten auch die RILs eine höhere
Produktion an Linalool als B73. In den anderen NAM–Linien (siehe Anhang, Kapi-
tel 5.5) wurde nur sehr wenig bis kein Linalool detektiert, während wiederum rund
20-40% der Nachkommen aus den Kreuzungen dieser Eltern mit B73 in der Lage wa-
ren, das Monoterpen genau wie die Linie B97 (Abb. 3.2) zu produzieren. Die Menge
an Linalool dieser F6-Generationen war ähnlich hoch wie die von B73.
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Abbildung 3.2 Linaloolgehalt in ngmg−1 Blattmaterial 14 Tage alter Keimlinge der
Elternlinien und der NAM–Population nach Induktion mit einem Indanon–Derivat.
Die Hexanextrakte der Elternlinien und der RILs wurden mittels GC–MS quantifiziert. Der weiße
Balken zeigt den Linaloolgehalt der gemeinsamen Elternlinie B73. Die schwarzen Balken stellen
Mengen vier weiterer Inzuchtlinien dar und die gemusterten Balken die der entsprechenden RILs.
Von B73 wurden insgesamt 211 Pflanzen, von den Eltern jeweils 9 und von den RILS jeweils 200
Pflanzen vermessen und jeweils die Mittelwerte gebildet.

3.1.3 Sesquiterpenakkumulation der Elternlinien und
NAM–Population

Zu der Gruppe der Sesquiterpene gehören (E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen, (E)-α-
Bergamoten und (E)-β-Caryophyllen. Die Linie B73 war in der Lage alle diese
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Terpene zu produzieren, wobei (E)-β-Caryophyllen in nur sehr geringen Mengen
(1,2 ngmg−1) vorkam. Die anderen Sesquiterpene wurden im Gegensatz dazu in we-
sentlich höheren Mengen (23−128 ngmg−1) in B73 gemessen. Die höchste Produktion
an (E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten zeigte jedoch die Linie B97
(Abb. 3.3; Abb. 3.1; Anhang Kapitel 5.5). Auch die RILs aus den Kreuzungen von B97
mit B73 zeigten eine höhere Akkumulation an (E)-Nerolidol als die Linie B73. Im
Gegensatz dazu ähnelten die Mengen an (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten der
Linie B73, während B97 höhere Mengen aufwies. Die Linie Ky21 ist besonders charak-
teristisch in ihrem Terpenprofil. Akkumulationen von (E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen,
(E)-α-Bergamoten oder (E)-β-Caryophyllen kamen in nur sehr geringen Mengen vor.
Die RILs der Elternlinie Ky21 und B73 waren wiederum in der Lage, diese Sesqui-
terpene in detektierbar hohen Mengen zu produzieren (Abb. 3.3, A-D). Die beiden
Sesquiterpene (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten konnten bis auf eine Ausnahme
in allen Elternlinien gemessen werden. Die einzige Inzuchtlinie, welche diese beiden
Produkte von TPS10 nicht synthetisierte, war CML247 (Abb. 3.1, Abb. 3.3). Deren
RILs wiederum waren in der Lage (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten zu synthe-
tisieren (Abb. 3.3). Vergleicht man die Mengenverhältnisse dieser Terpene unter den
Eltern, fällt auf, dass jede Elternlinie mehr (E)-β-Farnesen als (E)-α-Bergamoten
produzierte, so wie es bereits in Schnee et al. [2006] beschrieben wurde. Das Ses-
quiterpen (E)-β-Caryophyllen konnte in den wenigsten NAM–Linien nachgewiesen
werden. Ausschließlich die Eltern MS71, NC358 und Oh7b produzierten messbare
Mengen dieses Sesquiterpens. Ky21 zeigte genau wie B73 mit 1,2 ngml−1 eine sehr
geringe Produktion an (E)-β-Caryophyllen. Allerdings waren die RILs dieser Linien
in der Lage, das Sesquiterpen in relativ hohen Mengen zu akkumulieren (Abb. 5.10,
siehe Anhang).
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Abbildung 3.3 Akkumulationswerte der Sesquiterpene (E)-Nerolidol, (E)-β-
Caryophyllen, (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten in ausgewählten NAM-
Elternlinien und Populationen von jeweils 200 RILs nach Induktion mit einem
Indanon–Derivat in 2Wochen alten Pflanzen. Die durch Hexanextraktion isolierten Terpe-
ne wurden mittels GC–MS quantifiziert. Für jedes Terpen wurde der Mittelwert von dem Elter
B73 (weiße Balken) und 4 weiteren Elternlinien (schwarze Balken) gebildet. In den gestreiften
Balken dargestellt sind die Mittelwerte der entsprechenden RILs.

3.1.4 Homoterpenemission der Elternlinien und
NAM–Population

Die beiden Homoterpene DMNT (C11) und TMTT (C16), welche aus einer irregulären
Anzahl von Kohlenstoffatomen bestehen, werden von rund 60% der Elternlinien pro-
duziert. Die höchste Akkumulation an DMNT wurde in der Linie HP301 gemessen,
während die höchste Abgabe von TMTT in der Linie IL14H verzeichnet werden konn-
te (Abb. 3.1). Die Elternlinien, die beide Homoterpene produzierten, akkumulierten
TMTT meist in höheren Mengen als DMNT. Eine Ausnahme bilden nur wenige Lini-
en wie z. B. CML247, HP301, Ki3 und Tzi8, die höhere Mengen an DMNT enthielten
(Abb. 3.1). CML277 ist eine Elternlinie, die weder DMNT noch TMTT produzierte.
Trotzdem haben die RILs aus CML277 und B73 wiederum beide Homoterpene gebil-
det (Abb. 3.4). Auch Ky21 produzierte keines dieser flüchtigen Terpene. Allerdings

47
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ist diese Linie bereits in den vorigen Abschnitten durch ein geringes Terpenspektrum
aufgefallen. Eine Beispiellinie, die nur DMNT produzierte, ist Tx303. Ein Gegenbei-
spiel stellt die Linie NC358 dar, bei der kein DMNT jedoch TMTT gemessen werden
konnte. Für beide Linien gilt jedoch gleichermaßen, dass deren RILs höhere Mengen
TMTT produzierten, wie es auch schon bei den meisten Inzuchtlinien zu beobachten
war.
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Abbildung 3.4 Akkumulation der beiden Homoterpene DMNT und TMTT in den
NAM-Elternlinien und RILs nach Induktion 14Tage alter Keimlingen mit einem
Indanon–Derivat. Dargestellt sind die Mittelwerte der quantifizierten Hexanextrakte. Die
schwarzen Balken zeigen die Terpenmittelwerte vier verschiedener Elternlinien (Tx303, CML277,
CML247 und NC358). Der weiße Balken entspricht der gemeinsamen Elternlinie B73. In den
gestreiften Balken dargestellt sind die Emissionsmittelwerte der entsprechenden RILs.

3.2 Nested Association Mapping (NAM) der
Maisvolatilen

3.2.1 Erzeugen einer Normalverteilung der
Terpenemissionen

Die Berechnung von QTLs erfordert eine Normalverteilung der Messdaten der ein-
zelnen Terpene. Dafür wurden mit Hilfe von Pivot-Tabellen alle Akkumulationswerte
gezählt und in ein Diagramm überführt. Abbildung 3.5 zeigt beispielhaft die Vertei-
lung der (E)-α-Bergamoten-Akkumulation, die keiner Normalverteilung entspricht.
Die Diagramme für die anderen Terpene sind analog zu der von (E)-α-Bergamoten
und zeigen somit ebenfalls keine Normalverteilung (siehe Anhang, Abb. 5.5 - 5.7).
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Abbildung 3.5 Verteilung der (E)-α-Bergamoten Akkumulationswerte der NAM–
Population nach Induktion mit dem Indanon–Derivat.Mit Hilfe einer Pivot-Tabelle wurde
die Anzahl der gemessenen Akkumulationswerte der NAM–Population ermittelt grafisch darge-
stellt. Die Kurve entspricht keiner Normalverteilung.

Um die Messwerte so zu transformieren, dass sie einer Normalverteilung entsprechen,
wurde die Box–Cox–Transformation angewendet2. Mit diesem Modell von Box und
Cox (Box & Cox [1964]) wurde die geeignetste Transformation für die jeweiligen
Terpene ermittelt, ein Exponent, der die Zielgröße normalisiert. Lambda (λ) gibt
dabei den Wert an, mit dem die Daten exponentiert werden sollen.

Y λ =


(Yt+c)λ−1

λ
(für λ 6= 0)

ln(Yt + c) (für λ = 0)

Die Box–Cox–Transformation wertete die Ergebnisse von λ = -5 bis λ = 5 aus, um
jeweils den bestmöglichen Wert zu identifizieren. So ergab sich für die Merkmale Lina-
lool, (E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen, (E)-α-Bergamoten, (E)-β-Caryophyllen, DMNT
und TMMT folgende optimale Transformationswerte:

2Alex Lipka, Cornell University
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Tabelle 3.1 Lambda–Werte für die jeweiligen Merkmale zur Normalisierung der Messdaten.

Merkmal Transformation

Linalool ^(-0,25)
(E)-Nerolidol ^(-0,05)
(E)-β-Farnesen ^0,1
(E)-α-Bergamoten ^0,1
(E)-β-Caryophyllen ^0,1
DMNT ^0,1
TMTT ^(-0,05)

Nach Transformation aller Messdaten mit dem entsprechenden Koeffizienten, wurden
die normalisierten Werte wiederum mittels Pivot-Tabelle gezählt und in ein Dia-
gramm überführt, um die Normalverteilung zu veranschaulichen. Nach erfolgreicher
Transformation war die Normalverteilung anhand einer Gauß’schen Glockenkurve er-
kennbar, wie im Beispiel für (E)-α-Bergamoten dargestellt (Abb. 3.6). Die gleichen
Ergebnisse konnten ebenso für die anderen Terpene erreicht werden (siehe Anhang,
Abb. 5.5 - 5.7).
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Abbildung 3.6 Verteilung der normalisierten Akkumulationswerte von (E)-α-
Bergamoten. Mit Hilfe der Box–Cox–Transformation wurde der Exponent λ = 0, 1 ermittelt,
welcher am geeignetsten für eine Normalverteilung ist. Nach dem Exponentieren wurden die Werte
mittels Pivot-Tabelle gezählt und grafisch dargestellt.
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3.2.2 Berechnung von QTLs für die Terpengehalte von
Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT, TMTT,
(E)-β-Farnesen, (E)-α-Bergamoten und
(E)-β-Caryophyllen.

Mit den ermittelten λ-Werten der einzelnen Terpene konnte die Berechnung der QTLs
erfolgen. Dies wurde mit Hilfe des Programms SAS 9.2 durchgeführt. Dafür wurde
ein Script geschrieben, mit dessen ersten Befehlen die Rohdaten, und die 1106 NAM–
Marker eingefügt wurden3. Weitere Befehle normalisierten die Daten, erstellten Tabel-
len, rechneten die Feldverhältnisse mit ein, wie im Material- und Methodenteil unter
Absatz 2.5.3 beschrieben. Für jedes einzelne Merkmal konnten so die signifikantesten
Loci der insgesamt 10 Chromosomen berechnet werden, welche eine wichtige Rolle in
der Biosynthese der jeweiligen Terpene spielen. Mit dem Script für das SAS Programm
sollten nur QTLs mit einer Signifikanz von <0,00001 ermittelt werden. Die Berech-
nung der QTLs erfolgte mittels Assoziationskartierung, wofür 1106 elternspezifischen
Marker verwendet wurden. Wie in Abb. 3.7 zu sehen ist, wurden mehrere QTLs für
jedes Merkmal berechnet. Jene QTLs welche mit einer farbigen Markierungsfüllung
gekennzeichnet wurden, sollten im Rahmen dieser Arbeit weiter analysiert und zum
Teil charakterisiert werden. Dazu gehört der QTL606, welcher auf dem Chromosom5
lokalisiert ist (gelbe Markierung) und für (E)-Nerolidol, DMNT und Linalool be-
rechnet wurde. Der QTL607 für TMTT ist ebenfalls in Gelb dargestellt, da er sehr
wahrscheinlich mit dem Lokus von QTL606 assoziiert ist. Die beiden Sesquiterpene
(E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten haben einen gemeinsamen QTL auf Chromo-
som10 (QTL1056; grüne Markierungsfüllung). Weiter stromaufwärts gelegen, befindet
sich der signifikanteste Marker für das Merkmal (E)-β-Caryophyllen (QTL1050; rote
Markierungsfüllung). Für die Berechnung der QTLs für (E)-β-Caryophyllen wur-
den alle Akkumulationswerte die über 0 ngmg−1 und unter 20 ngmg−1 Blattmaterial
lagen, aus dem Datensatz entnommen. Diese Werte konnten keine eindeutige Aus-
sage darüber treffen, ob die jeweilige Pflanze in der Lage war, (E)-β-Caryophyllen
zu produzieren oder nicht. Dieses Vorgehen war für die Assoziationskartierung dieses
Terpens entscheidend, da (E)-β-Caryophyllen im Gegensatz zu den anderen Merkma-
len nur von wenigen Elternlinien und zudem in geringeren Mengen produziert wurde
(Abb. 3.1). Auch die Tatsache, dass B73 kein (E)-β-Caryophyllen produzierte, hatte
zur Folge dass ein wesentlich geringerer Anteil der RILs in der Lage waren, das Terpen
zu synthetisieren. Für TMTT konnte der QTL298 (blaue Markierungsfüllung) kalku-
liert werden, in dessen Nähe sich ein P450 Enzym befindet. Da bereits in A. thaliana
(Lee et al. [2010]) gezeigt wurde, dass eine Monooxygenase für die Biosynthese von

3Zhiwu Zhang
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den Homoterpenen TMTT und DMNT in verantwortlich ist, wurde in Mais ein ähn-
licher Biosyntheseweg vermutet. Für das zweite Homoterpen DMNT konnte nur mit
der Ratio aus den Messdaten von DMNT und (E)-Nerolidol ein QTL (QTL764; lila
Markierung) berechnet werden, welcher ebenfalls in der Nähe einer P450 Monooxy-
genase liegt. Dieser Lokus befindet sich auf dem Chromosom7. Der QTL405 wurde
für die Sesquiterpene (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten berechnet und ist auf
dem Chromosom3 lokalisiert. Ein weiterer QTL in dieser Region ist QTL406, welcher
ebenfalls für ein Sesquiterpen, (E)-Nerolidol, kalkuliert wurde. Beide QTLs wurden
durch eine graue Markierungsfüllung gekennzeichnet, da sie sehr wahrscheinlich mit
dem gleichen Lokus assoziiert sind.
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Abbildung 3.7 QTLs der Terpene Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT, TMTT, (E)-β-
Farnesen, (E)-α-Bergamoten und (E)-β-Caryophyllen. Es wurden die QTLs der zu unter-
suchenden Merkmale (y–Achse) mittels Assoziationskartierung berechnet. Für die Kalkulationen
wurden 1106 elternspezifische Marker verwendet. Die QTLs wurden gegen die kumulative Chromo-
somenposition (x–Achse) aufgetragen. Die gestrichelten Linien markieren jeweils die Grenzen der
Chromosomen 1-10, wodurch ersichtlich ist, auf welchem Chromosom die QTLs lokalisiert sind. Die
farblich markierten QTLs wurden in den nachfolgenden Kapiteln dieser Arbeit genauer analysiert
und charakterisiert. QTL606/QTL607 (gelbe Markierung); QTL1056 (grüne Markierung); QTL1050
(rote Markierung); QTL298 (blaue Markierung); QTL764 (lila Markierung); QTL406 (graue Mar-
kierung).
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3.2.3 Validierung des Kartierungsexperiments: QTL1050 und
QTL1056 liegen in der Nähe von bekannten
Terpensynthasen

Die beiden Terpene (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten werden von dem Mul-
tiproduktenzym TPS10 synthetisiert (Schnee et al. [2006]). Das entsprechende Gen
tps10 befindet sich auf dem Chromosom10. Da TPS10 für die Emission der zwei
Volatile verantwortlich ist, sollte die Kartierung einen QTL an der Position von tps10
aufzeigen, wenn mindestens eine der NAM-Elternlinien ein inaktives Allel von tps10
besitzt. Der dem Gen tps10 am nächsten liegende Marker ist der QTL1056 (NAM–
Marker m1056; PHM2770.19; HapMapV1: 72,56Mb), welcher ebenso auf Chromo-
som10 liegt (Abb. 3.8 A, B). Dieser QTL wurde sowohl für (E)-β-Farnesen als auch
(E)-α-Bergamoten errechnet und ist der signifikanteste Lokus (F[(E)−β−Farnesen] =
40,46; F[(E)−α−Bergamoten] = 24,75) für beide Merkmale. Die Terpensynthase tps10
liegt bei 74,3Mb (HapMapV1) im QTL-Intervall und könnte somit sehr wahrschein-
lich das gesuchte Kandidatengen sein. Das Terpensynthasegen tps23 (Köllner et al.
[2008a]) wurde als Synthase von (E)-β-Caryophyllen identifiziert und eignete sich
ebenfalls zum Testen der NAM Methode. Für dieses Merkmal zeigte die Analyse
den signifikantesten QTL1050 (NAM–Marker m1050; PZA03491.1) mit einem F-Wert
von 11,3. Dieser QTL ist laut der Chromosomenkarte (Maize HapMapV1) auf dem
Chromosom10 bei 45,4Mb lokalisiert (Abb. 3.8 A, B). Die Terpensynthase tps23
(Köllner et al. [2008a]) befindet sich ebenfalls auf Chromosom10 bei 41,7Mb (Hap-
MapV1) und liegt mit einem Abstand von 3,7Mb im Bereich des QTLs (Abb. 3.8
B). Der Marker (m1050) ist der dem Gen tps23 am nächsten liegende SNP. Die
angrenzenden Marker m1049 (30,8Mb) und m1051 (61,6Mb) befinden sich weiter
entfernt von dem Terpensynthase-Gen (Abb. 3.8 B), als der errechnete QTL1050. Im
Vergleich zu anderen Chromosomenbereichen liegt an diesem Lokus eine sehr geringe
Markerdichte von ∼ 10Mb vor (Abb. 3.9), so dass eine genauere Eingrenzung auf das
Kandidatengen mit dem QTL–Mapping nicht möglich war. Vergleichsweise besitzen
andere Bereiche einen Markerabstand von ∼ 2,5Mb. Aus diesem Grund sollte eine
Feinkartierung durchgeführt werden, um den quantitativen Lokus weiter einzugren-
zen.
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Abbildung 3.8 Lokalisation von QTL1050 und QTL1056 im Maisgenom. Kalkulation der
QTLs erfolgte mittels Assoziationskartierung unter Verwendung 1106 elternspezifischer Marker.
Durch eine BLAST–Suche auf http://www.maizesequence.org konnten die Marker auf Chro-
mosom10 lokalisiert werden (A). Zusätzlich wurden die Positionen von tps10 und tps23 mittels
BLAST–Suche identifiziert (B).

3.2.4 Validierung des Kartierungsexperiments:
Feinkartierung für den QTL1050 des Merkmals
(E)-β-Caryophyllen

Um den quantitativen Chromosomenbereich weiter eingrenzen zu können, wurde mit
der Feinkartierungsmethode „GWAS“, eine Assoziationskartierung durchgeführt. Bei
dieser Methode kamen 1,6Millionen SNPs für die Kalkulationen zum Einsatz. Im Ge-
gensatz zu den 1106 elternspezifischen NAM–Markern (CPS–Marker, engl.: Common
Parent Specific) sind diese SNPs nur in den Elternlinien genotypisiert und werden mit
Hilfe von Wahrscheinlichkeitsrechnungen auf die RILs projiziert (siehe Kapitel 2.5.4).
Da der QTL auf dem Chromosom10 liegt, war es ausreichend, diese Methode allein
für dieses Chromosom zu berechnen. Wie in Abb. 3.9 zu sehen ist, wurden zwei Maxi-
ma auf dem Chromosom10 berechnet, die auf einen quantitativen Lokus deuten. Der
erste liegt bei 41,75Mb und ein weiterer bei 70,3Mb. Das Kandidatengen das mit
dem QTL1050 assoziiert ist, sollte innerhalb des Bereiches von 30,8 - 61,6Mb liegen, da
die Bereiche stromaufwärts und stromabwärts bereits den nächsten CPS–Markern zu-
geordnet sind. Ausschließlich der erstere Lokus in der Abbildung liegt im Bereich des
QTL1050 und ist mit 28 Wiederholungen der signifikanteste SNP (SNP_41758245).
Mit steigender Anzahl der Wiederholungen der Berechnungen steigt die Signifikanz
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und kann bei 100 Wiederholungen maximal bei 100 liegen. Zwischen dem GWASMar-
ker SNP_41758245 und tps23 liegen nur 0,4Mb. Demzufolge ist der mittels GWAS
berechnete SNP wesentlich näher an tps23 gelegen als der QTL–Marker m1050. Der
zweit-signifikanteste SNP auf diesem Chromosom befindet sich zu weit von dem zu
analysierenden Bereich entfernt und kann somit für diese Analyse vernachlässigt wer-
den.
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Abbildung 3.9 Feinkartierung für das Merkmal (E)-β-Caryophyllen auf dem Chro-
mosom10 mittels GWAS. Die weißen Markierungen (Kreise) sind die errechneten SNPs, die
gegen die Chromosomenposition aufgetragen wurden (x-Achse). Das GWAS wurde mit insgesamt
100 Wiederholungen berechnet und die Signifikanz des jeweiligen SNPs ergibt sich aus der Anzahl
seiner Wiederholungen (y-Achse). Bei n=15 wurden die NAM Marker (graue Striche) aufgetra-
gen, die für das QTL–Mapping verwendet wurden. In schwarz hervorgehoben ist der QTL–Marker
m1050. Der rote Kreis zeigt die Lokalisation von tps23. Der signifikanteste SNP_41758245 mit
28 von 100 möglichen Wiederholungen wurde durch einen schwarzen Kreis dargestellt.

3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für
die Emission von Terpenen

3.3.1 Der QTL606/607

3.3.1.1 Identifizierung der Terpensynthasegene tps2 und tps3

Der gelb dargestellte QTL606 (Abb. 3.7; NAM–Marker m606; PZA02525.1; Chromo-
som5: 69,39Mb) wurde für mehrere Terpene wie Linalool, (E)-Nerolidol und DMNT
gleichermaßen berechnet. Auch für das Merkmal TMTT wurde ein QTL in dieser
Region ermittelt. Dieser QTL607 (NAM–Marker m607; PZA03677.1; Chromosom5:
71,09Mb) für TMTT ist der nächste stromabwärts liegende Marker von QTL606. Sehr
wahrscheinlich sind beide Marker mit dem gleichen Lokus assoziiert. Eine Erklärung
für die Berechnung von zwei Markern in dieser Region könnte ein Kandidatengen
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sein, welches sich zwischen den beiden Loci befindet. Demzufolge wurde bei der Su-
che nach einem Kandidatengen der Bereich auf beide Loci erweitert. Zwei putative
Terpensynthasegene, tps2 (70,57Mb) und tps3 (70,63Mb), in der Nähe zu beiden
QTLs konnten identifiziert werden (Abb. 3.10 B). Für die Suche wurde auf die frei
zugängliche Datenbank von „Maize Sequence“ zurückgegriffen und im Umkreis von
∼ 1Mb um die Loci nach Kandidatengenen gesucht. Zum einen könnten beide oder
eines dieser beiden Schlüsselgene mit diesen QTLs assoziiert sein. Es könnte aber
auch ein weiteres Gen in der Nähe der Marker mit dem QTL606 bzw. QTL607 as-
soziiert sein, welches unter anderem eine regulatorische Funktion besitzt, wie z. B.
Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Enhancer- oder Supressorelemente. Die putativen
Terpensynthasegene tps2 und tps3 liegen zwischen den beiden QTLs auf dem Chro-
mosom6 und sind ∼ 0,06Mb voneinander entfernt. Ein Sequenzvergleich von TPS2
(GRMZM2G046615, 581aa) und TPS3 (GRMZM2G064406, 574aa) zeigte, dass bei-
de Gene eine sehr hohe Aminosäureidentität von 92,5% haben (Abb. 3.14). Kein
weiteres Gen im Maisgenom weist eine so hohe Ähnlichkeit zu tps2 oder tps3 auf.
Mit 6 Introns und 7Exons lassen sich beide Gene in Anlehnung an die von Trapp &
Croteau [2001] aufgestellte Klassifikation der Genstrukturen von Terpensynthasen in
die Klasse-III der Terpensynthasen einordnen. Zu dieser Klasse gehören die Mono-,
Sesqui- und Diterpensynthasen von Angiospermen. Typisch für Terpensynthasen ist
das „DDxxD“–Motiv, das auch bei TPS2 und TPS3 zu finden ist. Außerdem besitzen
beide Proteine stromaufwärts ein zweites „DDxxD“–Motiv, welches besonders häu-
fig bei multifunktionellen Terpensynthasen vorkommt (Little & Croteau [2002]). Die
Position des QTLs ermöglicht keine Aussage darüber, ob entweder tps2 oder tps3 für
den QTL verantwortlich ist und welches der beiden Terpensynthasegene eine Rolle
in der Biosynthese von Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT und TMTT spielen könnte.
Um die Vorteile des Nested Association Mapping zu nutzen, wurde anschließend ei-
ne Feinkartierung mit den 1,6Millionen SNPs durchgeführt, um den Bereich weiter
eingrenzen zu können (Abb. 3.11 A).
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Abbildung 3.10 Lokalisation von QTL606 und QTL607 im Maisgenom. Kalkulation der
für Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT und TMTT errechneten QTLs erfolgte mittels Assoziati-
onskartierung unter Verwendung 1106 elternspezifischer Marker. Durch eine BLAST–Suche auf
http://www.maizesequence.org konnten die QTL–Marker im Genom lokalisiert werden (A). Zu-
sätzlich wurden die Positionen der QTL–Marker (m606, m607) und der beiden Kandidatengene
tps2 und tps3 auf dem Chromosom5 identifiziert (B).

3.3.1.2 Feinkartierung projiziert den QTL606 auf einen SNP im Promoter
von tps2

Eine Feinkartierung wurde für den QTL606 auf dem Chromosom5 durchgeführt, um
einen Hinweis zu bekommen ob tps2 oder tps3 mit dem Marker m606 assoziiert
sein könnte. Nach 100Wiederholungen der Feinkartierung wurde die Häufigkeit der
errechneten SNP–Marker mit Hilfe einer Pivot-Tabelle gezählt (Abb. 3.11 A). Das
Ergebnis zeigte, dass drei Marker häufiger vorkamen als die anderen SNPs. Der
SNP_70571650 mit 95Wiederholungen von 100 möglichen weist die höchste Signifi-
kanz auf. Die Marker SNP_141123449 mit 66Wiederholungen und SNP_154446187
mit 17Wiederholungen liegen jedoch außerhalb des Bereichs des hier zu analysieren-
den QTLs. Nach Vergleich der Chromosomenpositionen von tps2 und tps3 in Bezug
auf den SNP–Marker SNP_70571650, wurde festgestellt, dass sich dieser direkt im
Promoter von tps2 befindet (Abb. 3.11 B). Der SNP wurde nur 160 bp stromaufwärts
vom Start-Codon lokalisiert. Der Abstand des Markers zu tps3 ist mit 64,3 kb wesent-
lich größer. Ein anderer SNP–Marker, der näher zu tps3 liegt, konnte mittels GWAS
nicht errechnet werden.
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Abbildung 3.11 Feinkartierung für den QTL606 auf dem Chromosom5 mittels GWAS.
(A) Die Kalkulation erfolgte mit 1,6Millionen SNPs und 100Wiederholungen. Die y-Achse
gibt die Anzahl der Wiederholungen der kalkulierten SNPs an. Der signifikanteste Marker
SNP_70571650 ist in Rot dargestellt. Die Intron-Exon-Struktur von tps2 ist über dem Diagramm
eingezeichnet.
(B) Bereich auf Chromosom5 zwischen 69-71,3Mb. QTL–Marker (QTL605, QTL606, QTL607),
tps2 und tps3 konnten in diesem Bereich identifiziert werden. Der rot eingetragene Marker ist
der mittels GWAS kalkulierte SNP (SNP_70571650) mit der höchsten Signifikanz und liegt bei
70,5Mb.

3.3.1.3 Expressionsanalysen von tps2 und tps3 zeigen eine starke
Induktion nach Elicitor–Behandlung mit einem Indanon–Derivat

Die Berechnungen der Feinkartierung deuten darauf hin, dass tps2 das gesuchte Kan-
didatengen für die Biosynthese der Merkmale Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT und
TMTT sein könnte. Im nachfolgenden Schritt sollte getestet werden, ob tps2 oder
tps3 nach Herbivorie eine erhöhte Transkriptakkumulation aufweisen. Dafür wurde
eine QRT–PCR mit Kontrollpflanzen und mit Pflanzen, welche mit dem Indanon–
Derivat induziert wurden, durchgeführt. Die Induktion von Maissämlingen der El-
ternlinie B73 erfolgte genauso wie es mit der gesamten NAM–Population gemacht
wurde (siehe Kapitel 2.1.3). Dies ermöglichte ein besseres Vergleichen der Ergebnis-
se. Als Referenzgen diente eine putative Adenin-Phosphoribosyltransferase (APT1A;
TA172777_4577). Die quantitative Analyse der Transkriptmengen zeigte, dass bei-
de Gene durch Indanonbehandlung stark induzierbar sind (Abb. 3.12). Transkripte
von tps2 und tps3 waren in den Kontrollpflanzen kaum detektierbar, währenddessen
die mit Indanon behandelten Pflanzen einen deutlichen Anstieg der Transkriptmenge
zeigten. Da die QRT-Primer (Anhang, Tab. 5.4) für beide Gene an der gleichen Stelle
gebunden haben und die Sequenzen nahezu identisch sind, konnten die Transkript-
mengen direkt miteinander verglichen werden. Der Vergleich ergab keine signifikanten
Unterschiede in der Expression beider Gene nach Induktion.
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Abbildung 3.12 QRT Analyse der Kandidatengene tps2 und tps3 an unbehandelten
und induzierten Pflanzenmaterial der Linie B73. Blätter wurden nachmittags in 2,35 µM
Indanon (in Leitungswasser) für 24h inkubiert. Nach dem Ernten des Materials wurde die Tran-
skriptakkumulation von jeweils drei biologischen Replikaten mittels quantitaiver PCR gemessen.
Die relative Expression wurde gegen das Referenzgen APT1 gerechnet (siehe Kapitel 2.2.8). Zu
sehen sind die Balken der jeweiligen Mittelwerte und Standardfehler. Signifikante Unterschie-
de zwischen Kontrollen und Elicitor–bahndelten Blättern wurden mittels einfaktorieller ANOVA
berechnet und P-Werte <0,001 (***) gekennzeichnet.

3.3.1.4 Amplifikation und Klonierung von tps2 und tps3

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine erhöhte Transkriptmenge von tps2 und
tps3 in induzierten Maispflanzen der Linie B73 vorkommt, sollten die entsprechenden
Proteine TPS2 und TPS3 auf enzymatische Aktivität getestet werden. Dafür wurde
jeweils die vollständige mRNA aus B73–cDNA amplifiziert. Zum Überprüfen der Se-
quenzen erfolgte eine Klonierung der Amplikons in den Sequenziervektor pCR–TOPO
(TOPO–TA Kit, Invitrogen). Allerdings ergab die Sequenzierung verschiedener Klo-
ne mehrfach unterschiedlich offene Leserahmen mit sehr hoher Sequenzähnlichkeit.
Dadurch, dass beide Gene eine hohe Identität besitzen, bildeten sich in der PCR–
Reaktion Chimäre, d. h. Gemische, aus beiden Sequenzen. Um die Chimärbildung zu
unterbinden, wurden neue Primer synthetisiert (Tabelle 5.4, Anhang), welche spezi-
fisch im 5′ und 3′ UTR von tps2 bzw. tps3 binden. Das Einbauen der erfolgreich
amplifizierten tps2 und tps3 Transkripte in den Expressionsvektor pASK-IBA37+
ermöglichte die heterologe Expression in Escherichia coli.

3.3.1.5 Das Muktiproduktenzym TPS2 produziert Mono-, Sesqui- und
Diterpenalkohole

Die statistischen Berechnungen des GWAS deuten darauf hin, dass tps2 das gesuchte
Kandidatengen ist und für die Terpenproduktion von Linalool, (E)-Nerolidol, DM-
NT und TMTT eine Rolle spielt. Da beide Terpensynthasegene, tps2 und tps3, stark
nach Herbivorie induzierbar sind, waren Aktivitätsbestimmungen notwendig, um die
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Ergebnisse der Feinkartierung zu bestätigen. Hierfür wurden TPS2 und TPS3 in
E. coli heterolog als His-tag-Fusionsproteine exprimiert und anschließend über Ni-
ckelaffinitätschromatographie aufgereinigt. Die rekombinanten Proteine wurden auf
Funktionalität als Mono-, Sesqui- und Diterpensynthase getestet, durch Inkubation
mit den entsprechenden Substraten GPP, (E,E)-FPP und (E,E,E)-GGPP. Die Er-
gebnisse zeigten, dass TPS2 eine Affinität für alle drei Substrate aufwies und GPP in
Linalool, FPP in (E)-Nerolidol und GGPP in Geranyllinalool umwandelte (Abb. 3.13
A, B und C). Um das nur schwer flüchtige Diterpen Geranyllinalool mit der GC–MS
detektieren zu können, wurde für den Assay mit GGPP das Substrat in wesentlich
höherer Menge zugesetzt als bei GPP und FPP. Während TPS2 in der Lage war,
alle getesteten Substrate umzuwandeln, konnte für TPS3 keine Aktivität als Mono-,
Sesqui- oder Diterpensynthase beobachtet werden (Abb. 3.13 A, B und C). Die Pro-
dukte nach Inkubation der Substrate mit TPS3 entsprachen denen vom Leervektor
pASK-IBA37+. Der Enzymansatz von TPS2 nach Zugabe von GPP zeigte neben dem
Hauptprodukt Linalool einen weiteren kleineren Peak für (E)-Nerolidol. Dies deutet
darauf hin, dass das Substrat GPP wahrscheinlich mit FPP verunreinigt gewesen ist.
Ein weiterer Assay wurde mit dem Stereoisomer von (E,E)-FPP, dem (Z,Z )-FPP
durchgeführt4. In Tomate ist gezeigt worden, dass von manchen Terpensynthasen
nur das (Z,Z )-FPP als Substrat akzeptiert wurde. Um zu untersuchen, ob TPS2 und
TPS3 mit (Z,Z )-FPP eine enzymatische Aktivität besitzen, wurden die Enzyme mit
(Z,Z )-FPP inkubiert. Diese Assays zeigten keine messbaren Sesquiterpenprodukte5.
Mit Hilfe der Aktivitätsbestimmungen konnte gezeigt werden, dass TPS2 als Multi-
produktenzym die Biosynthese von Linalool, (E)-Nerolidol und Geranyllinalool kata-
lysiert, während TPS3 als Terpensynthase inaktiv ist. Somit konnten die Ergebnisse
der Feinkartierung bestätigt und tps2 als Kandidatengen nachgewiesen werden.

4(Daten nicht gezeigt)
5(Daten nicht gezeigt)
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Abbildung 3.13 Aktivitätsbestimmung der rekombinant exprimierten Proteine TPS2
und TPS3. Die heterolog in E. coli exprimierten Proteine wurden über Nickelaffinitätschromato-
graphie aufgereinigt und anschließend jeweils mit GPP, (E,E)-FPP und (E,E,E)-GGPP inkubiert.
Die mittels SPME–Faser isolierten Terpene wurden gaschromatographisch aufgetrennt. Die Detek-
tion der Terpenprodukte erfolgte durch ein Massenspektrometer, welcher an die GC gekoppelt ist
(GC–MS). Durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren von Standards, konnten
die Terpene Linalool, (E)-Nerolidol und Geranyllinalool (GL) identifiziert werden.

3.3.1.6 Aktivitätsbestimmung an einer N-terminal verkürzten Version
von tps2 bzw. tps3

Mono- und Diterpensynthasen unterscheiden sich von Sesquiterpensynthasen durch
das Vorhandensein eines N-terminalen Signalpeptides. Vorhersagen für die Sequenzen
von TPS2 und TPS3 mit den Vorhersageprogrammen SignalP6 und ChloroP7 deu-
teten auf das Vorhandensein eines Signalpeptides hin (rot markierte Aminosäuren,
Abb. 3.14). Zum einen sollte überprüft werden, ob TPS3 durch Abschneiden eines
postulierten Signalpeptides an Aktivität gewinnt. Zum anderen sollte getestet wer-
den, ob die aktive Terpensynthase TPS2 als trunkierte Version ihre Enzymaktivität
beibehält. Daraufhin wurden die verkürzten Konstrukte von tps2 und tps3 in den

6http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Nielsen et al. [1997])
7http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/? (Emanuelsson et al. [1999])
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3 Ergebnisse

pASK-IBA37+ Vektor inseriert. Laut Vorhersagen der Schnittstellen für die Signal-
peptide erfolgte die Deletion von 21Aminosäuren von tps2 und 22AS von tps3 jeweils
am N-terminalen Ende (Abb. 3.14). Die Aktivitätsbestimmungen zeigten, dass auch
die verkürzte Version von TPS2 Aktivität als Mono-, Sesqui- und Diterpensynthase
besaß8. Die trunkierte Version von TPS3 zeigte genau wie die Volllängenversion des
Proteins keine Aktivität als Terpensynthase9.

TPS2 - B73      MYSLPGATMSAAPA S IISSS   S --- FVEPLLLAA AS PAAAA   AAANSHHQVRQRGHLVRTLA   ASSSSNTLLR   
TPS2 - Tzi8     MYSLPGATMSAAPA S IISSS   S --- FVEPLLLAAAS PAAAA   AAANSHHQVRQRGHLVRTLA   ASSSSNTLLR   
TPS3 - B73      MYSLPGATMSAAPA R VISSS   S S SS FVEPLLLAAAS ---- S   AAANSHHQVRQRGHLVRTLA   ASSSSNTLLR   
  
              71                                                                      140   
TPS2 - B73      SDFDLQEGLTTDVKRMLRQR   QKKSGGGREMLVTIDNLKRL   CIDHYFEEEIEGAMATGACT   R LLHSDDLFD   
TPS2 - Tzi8     SDFDLQEGLTTDVKRMLRQR   QKKSGGGREMLVTIDNLKRL   CIDHYFDEEIEGAMATGACT   G LLHSDDLFD   
TPS3 - B73      SDFDLQEGLTTDVKRMLRQR   QKKSGG GREMLVTIDNLKRL   CIDHFFEEEIEGAMATGACT   R LLHSDDLFD   
  
              141                                                                   210   
TPS2 - B73      ATLAFRLLREAGHDVSAKDD   VLRRFIDG A SGDFKLSL S ND   VRGLL S LHDMSHLDVGGE - A   ALLHRAKEFS   
TPS2 - Tzi8     ATLAFRLLREAGHDVSAKDD   VLR RFIDG A SGDFKLSL S ND   VRGLL S LHDMSHLDVGGE - A   ALLHRAKEFS   
TPS3 - B73      ATLAFRLLREAGHDVSAKED   VLRRFIDG V SGDFKLSL N ND   VRGLL G LHDMSHLDVGGE E A   ALLHRAKEFS   
  
              211                                                                   280   
TPS2 - B73      S R HLASAVRY L DDPSLAEYV   RQSLDHPYHLSLTQYKARHH   LRYLQSLPS -- RDAAVERLA   VAEFQLNKSL   
TPS2 - Tzi8     S R HLASAVRY L DDPSLAEYV   RQSLDHPYHLSLTQYKARHH   LRYLQSLPS -- RDAAVERLA   VAEFQLNKSL   
TPS3 - B73      S S HLASAVRY Q DNPSLAEYV   RQSLDHPYHLSLTQYKARHH   LRYLQSLPS SC RDAAVERLA   VAEFQLNKSL   
  
              281                                                               DDxxD   350   
TPS2 - B73      HQ G EMREIKRWWMDLGLAEE   IPVVRDQVMKWYMWSMAALQ   GSSFS R YRV EITKIISLV YV   VDDIFDLVGT   
TPS2 - Tzi8     HQ G EMREIKRWWMDLGLAEE   I P VVRDQVMKWYMWSMAALQ   GSSFS G YRV EITKIISLV YV   VDDIFDLVGT   
TPS3 - B73      HQ R EMREIKRWWMDL GLAEE   IPVVRDQVMKWYMWSMAALQ   GSSFS R YRV --------- YV   VDDIFDLVGT   
  
              351                                                                   420   
TPS2 - B73      LEELSAFTEAVKMWDT V AAD   SLPSCMRSCYKALHTVTNEI   AEIA Q KEHGSN H VNRLRKAW   A VLFDGFMVE   
TPS2 - Tzi8     LEELSAFTEAVK MWDT V AAD   SLPSCMRSCYKALHTVTNEI   AEIA Q KEHGSN H VNRLRKAW   A VLFDGFMVE   
TPS3 - B73      LEELSAFTEAVKMWDT A AAD   SLPSCMRSCYKALHTVTNEI   AEIA H KEHGSN P INRLRKAW   V VLFDGFMVE   
  
              421                                                                   490   
TPS2 - B73      ARWLATDQV PTAEDYLRNGV   ITSGVPLTFMHIFSMLGYDD   PSTEEEEEAIIDHMPSIISC   PAKILRLWDD   
TPS2 - Tzi8     ARWLATDQVPTAEDYLRNGV   ITSGVPLTFMHIFSMLGYDD   PSTEEEEEAIIDHMPSIISC   PAKILRLWDD   
TPS3 - B73      ARWLATDQVPTAEDYLRNGV   VTSGVPLTFLHIFSMLGYDD   PSTEEEEEAIIDHMPSIISC   PAKILRLWDD   
  
              491                                                                     560   
TPS2 - B73      MGSAEDEAQEGFDGSYRDFY   LMENPSRSPGEAEAHMRGLI   A REW EV LNRECFCRRTFPSN   L V QVCLNTAR   
TPS2 - T zi8     MGSAEDEAQEGFDGSYRDFY   LMENPSRSPGEAEAHMRGLI   V REW EV LNRECFCRRTFPSD   L A QVCLNTAR   
TPS3 - B73      MGSA EDEAQEGFDGSYRDFY   LMENPSRSPGEAEAHMRGLI   A REW VE LNRECFCRRTFPSD   I A QVCLNTAR   
  
              561                      587   
TPS2 - B73      MVSVMYSYNKEQRL P VLEDY   AAMMLVL   
TPS 2 - Tzi8     MVSVMYSYNKEQRL P VLEDY   AAMMLVL   
TPS3 - B73      MVSVMYSYNKEQRL L VLEDY   AAMMLVL   

Abbildung 3.14 Vergleich der Aminosäuresequenzen von TPS2-B73, TPS3-B73 und
TPS2-Tzi8. In dem Sequenzvergleich sind Unterschiede in der Aminosäuresequenz zwischen
TPS2-B73 und TPS3-B73 grau hinterlegt. Unterschiedliche Aminosäuren zwischen TPS2-B73
und TPS2-Tzi8 wurden gelb markiert. Die 21 bzw. 22 AS, welche von TPS2-B73 und TPS3-B73
für die verkürzten Versionen abgeschnitten wurden, sind rot markiert. Das schwarze Dreieck zeigt
den alternativen Anfang von TPS2-B73. Das „DDxxD“–Motiv ist rot eingerahmt.

8(Daten nicht gezeigt)
9(Daten nicht gezeigt)
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3.3.1.7 Das Kandidatengen tps2 besitzt zwei Transkriptionsstarts

Die Biosynthese von Sesquiterpenen läuft überwiegend im Cytosol ab, während die
Mono- und Sesquiterpene in den Chloroplasten gebildet werden. Unter Absatz 3.3.1.5
wurde gezeigt, dass das rekombinant exprimierte TPS2 als Mono-, Sesqui- und Di-
terpensynthase aktiv sein kann. Daraufhin sollte untersucht werden, ob tps2 in bei-
den Kompartimenten exprimiert wird. Diese Möglichkeit wurde bereits durch Aha-
roni et al. [2004] diskutiert. So identifizierten Aharoni et al. [2004] in der kultivierten
Erdbeere (F. ananassa) eine Nerolidol/Linalool-Synthase mit unterschiedlichen Tran-
skriptionsstarts. Durch die alternativen Starts befindet sich die Volllängenversion Fa-
NES2 in Mitochondrien und Plastiden, während die verkürzte Synthase FaNES1 im
Cytosol lokalisiert ist. Dieser Aspekt sollte auch für tps2 untersucht werden. Mittels
RACE-PCR an einer 5′-RACE-Bilbliothek der Linie B73 wurde tps2 auf unterschied-
lich lange mRNAs untersucht. Ein Primer, welcher im 3′-UTR von tps2 bzw. tps3
bindet, wurde in Kombination mit dem Anker/UPM-Primer vom Kit „SMARTTM

RACE cDNA Amplification Kit“ (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA) ver-
wendet. Nach dem Auftragen der PCR auf ein Agarosegel fiel auf, dass bei der PCR
für tps2 die Bande für die Volllängenversion zu sehen war, jedoch zusätzlich eine
kleinere, schwächere Bande bei ∼ 1500 bp. Alle Fragmente wurden einzeln kloniert.
Genau wie für FaNES1 beschrieben, stellte sich das kleinere Fragment von 1463 bp
als eine verkürzte Version von tps2 heraus (alternativer Start, schwarzes Dreieck in
Abb. 3.14). Die RACE-PCR wurde an einer weiteren B73-RACE-Bibliothek mit dem
gleichen Ergebnis wiederholt. Zum Überprüfen dieses Fragments auf Aktivität, er-
folgte die Klonierung der trunkierten tps2 Version in den pASK-IBA-37+ Vektor.
Die Aktivitätsbestimmungen zeigten keinerlei Umsatz der Substrate GPP, FPP oder
GGPP in die entsprechenden Terpene10. Diese Studien deuten darauf hin, dass das
verkürzte tps2 -Transkript zu kurz ist, um für ein funktionelles Protein zu kodieren. Da
keine wichtigen Domänen im N–Terminus bekannt sind, könnte möglicherweise eine
fehlerhafte Faltung von Terpensynthase 2, bedingt durch den alternativen Start, eine
Erklärung dafür sein. Im Gegensatz zur Nerolidol/Linalool-Synthase aus der Erd-
beere, konnte für tps2 kein alternativer Transkriptionsstart nachgewiesen werden,
welcher durch das Fehlen des Signalpeptides eine Aktivität von TPS2 im Cytosol
erklären könnte.

10(Daten nicht gezeigt)
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3.3.1.8 Die Elternlinie Tzi8 bestätigt die Kartierungsergebnisse von
NAM und GWAS und enthält nach Herbivorie geringere tps2
Transkriptmengen als B73

Um weitere Hinwiese zu finden, dass tps2 mit dem QTL606 assoziiert ist, wurde nach
NAM–Linien gesucht, die nicht mehr in der Lage sind, TPS2-Produkte zu synthe-
tisieren. In der Linie Tzi8 ist die Menge aller nicht von TPS2 abhängigen Terpene
wie (E)-α-Bergamoten und (E)-β-Farnesen, ähnlich hoch wie in B73. Im Gegensatz
dazu sind Terpene wie Linalool und (E)-Nerolidol nicht detektierbar. In Abb. 3.17 A
sind die Terpenspektren von B73 und Tzi8 in einem Chromatogramm dargestellt. Die
Hauptprodukte (E)-α-Bergamoten (6) und (E)-β-Farnesen (5) sind in beiden Linien
sehr gut zu erkennen. Die anderen Terpene wie Linalool, DMNT, (E)-Nerolidol und
TMTT waren im Gegensatz zu B73 nicht in Tzi8 detektierbar. Um Unterschiede der
Terpenemissionen zwischen B73 und Tzi8 erklären zu können, wurden die Transkript-
mengen von tps2 mittels QRT–PCR zwischen diesen Linien verglichen (Abb. 3.15 A).
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Abbildung 3.15 QRT Analyse von tps2 und tps10 an unbehandelten und induzierten
Pflanzenmaterial der Linien Tzi8 und B73. Blätter von jeweils drei biologischen Replikaten
wurden nachmittags in 2,35 µM Indanon (in Leitungswasser) für 24h inkubiert. An diesem Materi-
al wurde die Transkriptakkumulation für tps2 (A) und tps10 (B) mittels quantitaiver PCR gemes-
sen. Die relative Expression wurde gegen das Referenzgen APT1 gerechnet (siehe Absatz 2.2.8)
und anschließend die Mittelwerte aus den biologischen Replikaten gebildet (Balken). Zusätzlich
wurde der Standardfehler berechnet. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und Elicitor–
bahndelten Blättern sowie zwischen den Allelen tps2 -B73 und tps2 -Tzi8 nach Induktion, wurden
mittels einfaktorieller ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 (***) gekennzeichnet.

In den unbehandelten Blättern ist die Expression von tps2 in beiden Linien sehr
gering. Nach Induktion mit dem Elicitor bildete die Linie Tzi8 nur geringe aber si-
gnifikante Mengen von tps2 -Transkripten, während in B73 ein starker Anstieg der
tps2 Expression gemessen wurde. Vergleicht man die Transkriptmengen nach Elicitor-
Behandlung von tps2 -B73 und tps2 -Tzi8 miteinander sind signifikante Unterschiede
festzustellen (ANOVA, P <0,001). Zusätzlich wurde die Expression eines weiteren
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induzierbaren Gens, tps10, in B73 und Tzi8 gemessen. Die Abb. 3.15B zeigt, dass
keine signifikanten Unterschiede in den Transkriptmengen von tps10 nach Elicitor–
Behandlung beider Linien (schwarze Balken) festgestellt werden konnte. Sowohl die
Terpenproduktion von TPS2 als auch die Expression von tps2 ist in Tzi8 gegenüber
B73 reduziert, während die Bildung anderer Terpene unverändert ist. Der QTL606

beruht daher vermutlich auf einer verringerten Expression von tps2 in der Linie Tzi8.
Um zu testen, ob die verringerte Transkriptmenge von tps2 in Tzi8 auf eine geringeren
Promoteraktivität des Gens beruhen könnte, wurde der Promoter von tps2 in Tzi8 se-
quenziert. Die grau markierten Boxen in Abb. 3.16 stellen Unterschiede zwischen den
B73- und Tzi8-Promoter dar. Besonders auffällig ist ein 690 bp-Insert in Tzi8, 566 bp
stromaufwärts vom Startcodon. Möglicherweise verringert dieses Insert die Aktivität
des Promoters in Tzi8. Diese Hypothese müsste in weiteren Experimenten untersucht
werden.
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      -1499                                                               -1430 

Tzi8  AGAACAGTGTGAGAAAAAGA CATTACATTTCTCCGTATTA TTGGCTGTGTTTTGTACGTA TCGGGAACCA 

B73   GCAACAGTGCGAGAAAAAGA CATTACATTTCTCCGTATTA TTGGTTGTGTTTTGTACGTA TCGGGAACCA 

  

      -1429                                                               -1360 

Tzi8  ACTGTGGTCGTCGCAATCAT AGAGACTTAAATGGAGCTTT GTTTGGAAGAATTATTGTTT CCTGAAATTA 

B73   ACTGTGGTCGTCGCAATCAT AGAGACTTAAATGGAGCTTT TTTTGGAAGAATTATTGTTT CCTGAAACTA 

  

      -1359                                                               -1290 

Tzi8  AATTACATTTGTGTTCCATA TTCAACACACGCTCATCTTT TTT-CTCCAAACAGATACTC CCTCCGTTCG 

B73   AATTACATTTGTGTTCCATA TTCAACACACGCTCATCTTT TTTTCTCCAAACAGATACTC CTCTCGTTCC 

 

      -1289                                                               -1220 

Tzi8  TTTTTATTTGTCGCGTTTTA GTTAAAAAATAAACCAGTAA GTAGGGCTGGACGAAATGCT CGTGACTCGT 

pro   TTTTTATTTGTCACATTTTA GTTAAAAA-TAAACC----- -------------------- ---------- 

  

      -1219                                                               -1150 

Tzi8  TGGCTCACTCCGTTCATGAT CATCTCGGCTCGGCTCGGAT CGGCTCATTTGAATTTTTTC ACGAGCTGAG 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -1149                                                               -1080 

Tzi8  CTGACATTCTAGCTCGGTTC GTTAACGAGCCAGCTCGGTT CGTTAAAAAGCCAACTCGCG AGCTAAATGA 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -1079                                                               -1010 

Tzi8  GCTACCACATTCTAGTAAAA CGAAACTATATGCATATCAT TTACGGAATAATTGATGAAC ATGTTATATG 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

                                                                        

 -1009         -940 

Tzi8  TATATGAGGTGTTTATAGCT TATGAGTTAAACTAATGATT AATGAACTATATTTATGTGT TAAATTAGTC 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -939                                                                 -870 

Tzi8  TATACAAATATAATTGTGGG TTAAACTAATGAACATGTAT GTGAATTGTGAATTGATGAG TGATGAATTG 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -869                                                                 -800 

Tzi8  GGCTAATTTGGTGTTACATT GACGTGGTTTGTGAAAGGTA CTATGAGCATAATTACTATT TTCTATTGTT 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -799                                                                 -730 

Tzi8  GAATTAGTTTGAAATTAATT AAAAATTAATTAGTATGTAC ATATTATTTTTTTCTGCTCT GGCTCGCGAG 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -729                                                                 -660 

Tzi8  CTAAACGATCCAGCTCGAGC TCGTAAACGAGTCGAACTAA GCTGACTTTGTGGCTCGTTA ACTTAACAAG 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -659                                                                 -590 

Tzi8  CCGAGTCGAGCTAGCTCGTT CGTTAGCTTAAACGAGCCAG CTCGAACTCGGACGAGCCGA ACCGAGCTGG 

B73   -------------------- -------------------- -------------------- ---------- 

 

      -589                                                                 -520 

Tzi8  CTAGTCATCCACCCCTATCA GTGAGCGACAAATATTAGAG AAGGAAGACACGAGGTCGAC AGACTAGACA 

B73   -------------------A GTGAACGATAAATATTTGAG AATAAAGACGTTAGGTTGAC AGACTCGACA 

 

      -519                                                                 -450 

Tzi8  GTACGGTAGAACTGCACGTG CAACAGCGTTTTTTTTATCC ATTGCAACAGGAAAAGAAGT TACGCGCGGT 

B73   CTACGGTAGAACTGCACGTG CAACAGCGTTTTTTT-ATCC ATTGCAACAGGAAAAGAAGT TACG----GT 

 

      -449                                                                 -380 

Tzi8  ACAATTAATCTGTACAGAAA CGTTTTTCACATGGGCCGAG GGCCGGTCTCGCACAGCATG CAGCACAGCA 

B73   ACAATTAATCTGTACAGAAA C-TTTTTCACATGGGCCGAG GGCCGGTCTCGCACAGCATG CAGCACAGCA 

 

      -379                                                                 -310 

Tzi8  GCAGCAACCCAACAGTAGAC TGAATGAATGAAGGTGATGT GTGTATGTATCTGTCTGCCC TGACCTGAGA 

B73   GCAGCAACACAACAGTTAAC TGAATGAATGAAGGTGATGT GTGTATGTATCTGTATGCCC TGACCTGAGA 

 

      -309                                                                 -240 

Tzi8  ATAGCCGACCTAATGAATCA TCTACACTACCGACAGGATT AATTAATTCGGACAGCATGC AGCTTGACGC 

B73   ATAGACGACCTAATGAATCA TCTACACTAACGACAGGATT AATTAATTCGGACAGCATGC AGCTTGACGC 

 

      -239                                                                 -170 

Tzi8  TATATGCATGTATGCTGGCA TCGGAAGAAGCTGCATGCAA ACACGACGGTAGTATGACTC GCCCTATAAA 

B73   TATATG----TATGCTGGCA TCGGAAGAAGCTGCATGCAA ACACGACGGTAGTACGACTC GCCCTATAAA 

 

      -169                                                                 -100 

Tzi8  TTGGCGGGCATGCACTCACC TGGATGCATATCACTCACTC AC---------AAGCAGGCA CAGCTAGCTG 

B73   TTGGAGGGCCTGCGCTCACC TGGATGCATATCACTCACTC ACTCACAACACAAGCAGGCA CAGCTAGCTG 

 

      -99                                                                   -30 

Tzi8  CTCACAGCTATACATCGGCG CATCGCCATTAATTAGCAGC GGCTTGCTTTGGTTTCTGAT TGATTAGCTG 

B73   CTCACAGCTATACATCGGCG CATCGCCATTAATTAGCAGC GGCTTGCTTTGGTTTCTGAT TGATTAGCTG 

 

      -31                                                                    39 

Tzi8  GTTGTTGTTCAGTTAGTTCG AGTAGTAGACGATGTACTCT CTACCAGGAGCAACCATGTC TGCTGCACC 
B73   GTTGTTGTTCAGTTAGTTCG AGTAGTAGACG                                          

 

Abbildung 3.16 Vergleich der Promotersequenz von TPS2-B73 und TPS2-Tzi8. In
dem multiplen Alignment sind Unterschiede in der Nukleotidsequenz grau hinterlegt. Die Pro-
motersequenz enthält -1499 bp stromaufwärts von Startcodon (ATG), welches durch einen Pfeil
gekennzeichnet ist.
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3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für die Emission von Terpenen

3.3.1.9 Das Terpenspektrum von Tzi8 ist durch ein inaktives TPS2-Tzi8
Allel reduziert

Die geringere Transkriptakkumulation von tps2 -Tzi8 erklärt nicht unbedingt das Feh-
len der TPS2-Produkte im Terpenspektrum dieser Elternlinie (Abb. 3.17 A). Die feh-
lende Terpenakkumulation könnte auch durch eine verringerte Enzymaktivität zu
erklären sein. Um die Hypothese zu prüfen, wurde die mRNA von tps2 aus der Linie
Tzi8 mittels RACE-PCR isoliert. Ein Sequenzvergleich auf Aminosäureebene zeigte,
dass 4 Aminosäuren (Abb. 3.14; Gelb hinterlegte AS) zwischen TPS2-Tzi8 und TPS2-
B73 unterschiedlich sind. Anschließend wurde das Allel von Tzi8 auf enzymatische
Aktivität untersucht, indem TPS2-Tzi8 heterolog in E. coli exprimiert wurde. So zeigt
die Abb. 3.17 B, dass das TPS2-Tzi8 Allel keine Aktivität als Terpensynthase besitzt
und weder in der Lage ist (E)-Nerolidol noch Linalool oder Geranyllinalool (GL) zu
synthetisieren. Die Resultate dieser Aktivitätsstudien sind eine Erklärung für das
Fehlen von TPS2-Produkten in der Elternlinie Tzi8 und ermöglichten vermutlich zu-
sammen mit der geringen Promoteraktivität von tps2 die Berechnung von QTL606/607.
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Abbildung 3.17 Vergleich der Terpenspektren und der TPS2-Aktivität zwischen den
Linien Tzi8 und B73.
(A) GC–MS Chromatogramme der beiden Elternlinien B73 (schwarze Linie) und Tzi8 (rote Li-
nie) nach Inkubation mit 2,35 µM Indanon (in Leitungswasser) für 24h. Die mittels SPME–Faser
isolierten Terpene wurden gaschromatographisch aufgetrennt. Die Detektion der Terpenproduk-
te erfolgte durch ein Massenspektrometer, welcher an die GC gekoppelt ist (GC–MS). Durch
den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren von Standards bzw. Biblotheken (Wiley,
Shimadzu), konnten die Terpene Linalool (1), DMNT (2), (E)-Nerolidol (3), TMTT (4) (E)-α-
Bergamoten (5) und (E)-β-Farnesen (6) identifiziert werden.
(B) Heterolog in E. coli exprimierte Konstrukte TPS2-B73 (schwarze Linie) und TPS2-Tzi8 (rot
Linie) wurden gleichzeitig mit GPP, FPP und GGPP inkubiert. Terpenprodukte wurden wie unter
A beschrieben isoliert und detektiert.
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3 Ergebnisse

3.3.1.10 In Ky21 ist die Expression von tps2 nicht durch Elicitor
induzierbar

Eine weitere in NAM genutzte Linie die zum QTL606/607 beiträgt, ist Ky21. Wie
Tzi8 emittiert Ky21 hauptsächlich (E)-α-Bergamoten (5) und (E)-β-Farnesen (6)
(Abb. 3.18). Die von TPS2 gebildeten Terpene wie Linalool (1), (E)-Nerolidol (3),
DMNT(2) und TMTT(4) konnten nur in Spuren bzw. gar nicht gemessen werden.
Zusätzlich war in Ky21 ein kleiner Peak an (E)-β-Caryophyllen detektierbar.
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Abbildung 3.18 Vergleich der Terpenspektren der Elternlinien Ky21 und B73. GC–
MS Chromatogramme der beiden Elternlinien B73 (oben) und Ky21 (unten) nach Inkubation mit
2,35 µM Indanon (in Leitungswasser) für 24h. Die mittels SPME–Faser isolierten Terpene wurden
gaschromatographisch (GC-2010, Shimadzu, Duisburg) aufgetrennt. Die Detektion der Terpen-
produkte erfolgte durch ein Massenspektrometer, welcher an die GC gekoppelt ist (GC–MS).
Durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren von Standards bzw. Biblotheken
(Wiley, Shimadzu), konnten die Terpene Linalool (1), DMNT (2), (E)-Nerolidol (3), TMTT (4)
(E)-α-Bergamoten (5), (E)-β-Farnesen (6) und (E)-β-Caryophyllen identifiziert werden.

Um die Ursache für das Fehlen der TPS2-Produkte zu bestimmen, wurde die Ex-
pression von tps2 in Ky21 nach Elicitor–Behandlung mittels QRT gemessen und mit
B73 verglichen. Aus Abb. 3.19 ist zu entnehmen, dass tps2 -Ky21 im Gegensatz zu
tps2 -B73 nach Behandlung mit dem Indanon–Derivat kaum exprimiert ist und die
Expressionswerte denen der uninduzierten Kontrollpflanzen ähneln. Die stark vermin-
derte Expression des tps2 Allels in Ky21 ist ein weiterer Hinweis für eine Assoziation
von tps2 mit diesem QTL.
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Abbildung 3.19 QRT Analyse von tps2 an unbehandelten und induzierten Pflanzen-
material der Linien Ky21 und B73. Die Balken entsprechen den Mittelwerten aus jeweils 3
biologischen Replikaten. Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet. Signifikante Unterschiede
zwischen Kontrollen und Elicitor–bahndelten Blättern sowie zwischen dem B73- und Ky21-Allel
nach Induktion, wurden mittels einfaktorieller ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 (***) ge-
kennzeichnet. Terpeninduktion erfolgte wie in Abb. 3.15 beschrieben.

3.3.1.11 Co-Segregationanalyse der tps2 Allele innerhalb von RILs aus
der Kreuzung der Linien Ky21 und B73

Um mit genetischen Methoden zu bestimmen, ob der QTL606 mit tps2 assoziiert
ist, wurde die Co-Segregation von SNPs im Bereich des tps2 Gens mit der tps2 Ex-
pression in den RILs aus Ky21 und B73 untersucht. Die Markerinformationen der
entsprechenden RILs konnten aus den Daten von http:\www.maizegenetics.net
entnommen werden. Zusätzlich wurde tps2 in diesen Linien mittels PCR genotypi-
siert (Tab. 3.2; Tab. 5.4, siehe Anhang). Durch SNPs konnte zwischen einem B73-
und einem Ky21-Allel von tps2 unterschieden werden (Abb. 5.2, siehe Anhang). Fol-
gende RILs wurden für die QRT–Analysen gewählt: Z14E0012, Z14E0124, Z14E0051,
Z14E0085 und Z14E0145. Der Genotyp dieser RILs wurde im Bereich von tps2 und
stromaufwärts bzw. stromabwärts für die Marker in Tab. 3.2 dargestellt. Alle Marker
welche in den RILs dem Elternteil B73 entsprechen, sind mit einer 0 (grüne Markie-
rung) gekennzeichnet, während eine 2 (rötliche Markierung) für die Elternlinie Ky21
steht. Alle Marker, welche mit Werten zwischen 0 und 2 (graue Markierung) gekenn-
zeichnet sind, sind heterozygot. Dabei bekommt der Marker eine 1, wenn er in einem
Intervall von heterozygoten Markern flankiert wird. Ist der Marker von heterozygo-
ten und homozygoten Markern umgeben, dann erhält er eine 0,5 oder 1,5, abhängig
davon ob der homozygote ein B73- oder nicht-B73-Allel trägt. Demzufolge enthalten
die RILs Z14E0012 und Z14E0124 tps2 -B73. Die Linien Z14E0145 und Z14E0051
enthalten tps2 -Ky21. Heterozygot für tps2 ist nur die RIL Z14E0085 mit einem Wert
von 1, umgeben von heterozygoten Markern.
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Tabelle 3.2 Genotyp für die CPS–Marker m600-m609 und tps2 sowie die Induzier-
barkeit von tps2 nach Herbivorie der Linien B73, Ky21 und fünf RILs aus Kreuzung
dieser Eltern. Der Genotyp der Marker wurde aus Datensätzen erhältlich auf maizegentics.net
entnommen. Der Genotyp für tps2 (rot umrahmt) wurde mittels PCR aufgrund von Sequenzun-
terschieden ermittelt. Die letzte Spalte enthält die Information, ob tps2 nach Behandlung mit
dem Indanon–Derivat in den Linien exprimiert ist oder nicht („+“= induzierbar, relative Expres-
sion >0,18; „-“=nicht induzierbar, relative Expression <0,065). Allele für B73 sind mit einer „0“
gekennzeichnet und grün hinterlegt, während eine „2“ mit orangenem Hintergrund für Allele der
Linie Ky21 stehen. Heterozygote Pflanzen sind mit einer „1“ und grauem Hintergrund markiert.

Marker m600 m601 m602 m603 m604 m605 m606 tps2 m607 m608 m609 

tps2 

Expr. 

B73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 

Ky21 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 

Z14E0012 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 + 

Z14E0124 2 1.429 1.429 0.857 0 0 0 0 0 0 0 + 

Z14E0145 0 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 - 

Z14E0085 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 + 

Z14E0051 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 

B73 Ky21 heterozygot 

Nachdem der Genotyp für tps2 in diesen RILs identifiziert war, wurden die Linien auf
das Vorhandensein von tps2 Produkten phänotypisiert. In Tabelle 3.2 ist die tps2 -
Induzierbarkeit der einzelnen Linien nach Elicitor–Behandlung durch ein Plus (+;
relative Expression zu APT1<0,065) oder ein Minus (-; relative Expression zu APT1
>0,18) in der letzten Spalte dargestellt. Jene RILs (Z14E0145; Z14E0051), welche
tps2 -Ky21 enthalten, transkribierten tps2 in sehr geringen Mengen analog zur Eltern-
linie Ky21. Die geringere Transkriptmenge von tps2 in Ky21 und den entsprechenden
RILs korreliert mit einer niedrigen Terpenakkumulation von TPS2-Produkten als in
B73 (Bsp. Terpen TMTT; Abb. 5.4, siehe Anhang). RILs (Z14E0012; Z14E0124), wel-
che das tps2 -B73 Allel tragen, zeigten eine höhere Expression von tps2 als in Ky21
gemessen wurde. Die Geno- und Phänotypisierung der untersuchten RILs von Ky21
und B73 zeigen eine Co-Segregation von SNPs im Bereich des tps2 Gens und der
Expression der jeweiligen Allele bzw. der Akkumulation von TPS2-Produkten. Dies
wiederum verdeutlicht eine Assoziation von QTL606 mit dem Kandidatengen tps2.
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3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für die Emission von Terpenen

3.3.2 Charakterisierung des QTL764

3.3.2.1 Identifizierung einer putativen P450 Monooxygenase (CYP92C5)
in der Region des QTL764

Es ist bekannt, dass das Sesquiterpen (E)-Nerolidol und das Diterpen Geranylli-
nalool in der Pflanze weiter modifiziert werden (Boland et al. [1998]; Degenhardt &
Gershenzon [2000]). Kürzlich konnte aus A. thaliana, eine Cytochrom P450 Monooxy-
genase, CYP82G1 (At3g25180) identifiziert werden, die in der Lage ist, eine oxida-
tive Spaltung der C-C Bindungen von (3E)-Nerolidol und Geranyllinalool in vitro
zu katalysieren, wodurch die Homoterpene (E)-4,8-dimethylnona-1,3,7-triene (DM-
NT) bzw. (3E,7E)-4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene (TMTT) gebildet werden
(Lee et al. [2010]; Tholl [2006]). Da in Mais sowohl (E)-Nerolidol als auch DMNT im
Terpenspektrum detektiert wurden (Abb. 3.1), kann angenommen werden, dass (E)-
Nerolidol in Mais ebenfalls durch ein P450 modifiziert wird. Demzufolge wurde nach
einem P450-Protein mit gleicher Funktion in Mais gesucht. Dafür wurde ein Ab-
gleich der Proteinsequenz von CYP82G1 aus A. thaliana gegen das Maisgenom auf
der Internetseite von Maize Sequence11 durchgeführt. Die BLAST12–Suche identifi-
zierte weit über 100 putative P450 Gene, wovon die höchste Homologie ein putatives
P450 Enzym mit 37% Identität auf Proteinebene zeigte. Jedoch befanden sich kei-
ne der identifizierten Monooxygenasegene in der Nähe der für DMNT berechneten
QTLs (Tab. 3.3). Ebenso konnte keiner der QTLs in der Nähe eines putativen P450
lokalisiert werden, woraufhin das Verhältnis aus DMNT und einem weiteren Terpen
(Vorläuferterpen) gebildet wurde. Mit diesem statistischen Hilfsmittel kann man Loci
identifizieren, welche für die späten Biosyntheseschritte verantwortlich sind. Da DM-
NT sehr wahrscheinlich aus (E)-Nerolidol synthetisiert wird, wurde das Verhältnis
aus (E)-Nerolidol und DMNT berechnet (Tab. 3.3).

Tabelle 3.3 QTLs für das Merkmal DMNT und das Verhältnis aus DMNT und (E)-Nerolidol
mit Angabe der F-Werte.

Merkmal QTLs F-Wert

DMNT 606 9,27
DMNT 215 6,3
DMNT 89 4,1
DMNT 1053 3,8
DMNT/Nerolidol 764 3,77

11http://www.maizesequence.de
12(Basic Local Alignment Search Tool)
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Die Berechnung ergab einen einzigen quantitativen Lokus auf dem Chromosom7,
QTL764 (5,96Mb, HapMapV1). Dieser QTL (m=764) liegt in der Nähe des Gens
GRMZM2G102079 (6,4Mb, HapMapV1), welches auf Grund seiner Domänen als En-
zym mit einer Monooxygenaseaktivität postuliert wurde. Das holomoge Protein von
Arabidopsis wies eine Identität von 33% auf Aminosäureebene auf.

QTL764 

Chromosom 7 

m764 

CYP92C5 

A 

B 

Abbildung 3.20 Lokalisation von QTL764 im Maisgenom. Kalkulation des QTLs aus dem
Verhältnis von DMNT und (E)-Nerolidol erfolgte mittels Assoziationskartierung unter Verwen-
dung 1106 elternspezifischer Marker. Durch eine BLAST–Suche auf http://www.maizesequence.
org konnten die Marker lokalisiert werden (A). Zusätzlich wurden die Positionen vom QTL–
Marker (m764) und dem Kandidatengen cyp92c5 auf Chromosom7 identifiziert (B).

Das Gen GRMZM2G102079 kodiert für das Protein CYP92C5. Diese Genfamilie
der P450s existiert in vielen Pflanzengattungen wie z. B. in Reis, Tabak oder Pinus
(Nelson et al. [2004]). Allerdings ging im Laufe der Evolution die CYP92 Familie
in Arabidopsis verloren (Nelson et al. [2004]). Das Protein CYP92C5 besitzt zudem
ein PFxxGxRxCxG/A Motiv, welches für die Eisen–Bindedomäne codiert und ein
hoch konserviertes Cystein enthält. Des Weiteren enthält die Aminosäuresequenz das
typische PERF Motiv, eine K-Helix und eine Prolin-reiche Domäne, sowie die ERR-
Triade, welche sich aus dem Glutamin und Arginin der K-Helix und dem Arginin
aus der PERF-Domäne zusammensetzt (Abb. 3.24) (Kusano et al. [2001]). Alle diese
strukturellen Domänen deuten auf ein P450 Enzym mit Monooxygenaseaktivität hin.
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3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für die Emission von Terpenen

3.3.2.2 Die Behandlung mit einem Indanon–Derivat zeigte eine
signifikante Transkriptakkumulation von cyp92c5 in B73.

Eine QRT–Analyse von GRMZM2G102079 sollte Aufschluss darüber geben, ob die-
ses Gen genau wie tps2 und tps10 in B73 verstärkt nach Herbivorie exprimiert wird.
Dafür wurde wie in den QRT–Analysen von tps2 und tps3 unter Abschnitt 3.3.1.3
vorgegangen. Die Transkriptmenge von cyp92c5 wurde zwischen Elicitor behandel-
ten (Verwundung + 2,37 µM Indanon–Derivat) und unbehandeltem Blattmaterial un-
ter Verwendung des Referenzgens APT1 und einer Standardkurve verglichen. Diese
quantitative RT–PCR zeigte signifikante Unterschiede (ANOVA, p<0,001; t=12,8)
in den Transkriptmengen dieser beiden Behandlungen. Durch die Behandlung mit
dem Indanon–Derivat wurde cyp92c5 in B73-Keimlingen stark erhöht, während in
den Kontrollen kaum Transkript detektierbar war (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21 Expressionsvergleich von cyp92c5 in induzierten und unbehandelten
Blattmaterial von B73-Keimlingen. Blätter von jeweils drei biologischen Replikaten wurden
nachmittags in 2,37 µM Indanon (in Leitungswasser) für 24h inkubiert. An diesem Material wurde
die Transkriptakkumulation mittels quantitativer PCR gemessen. Die relative Expression wurde
gegen das Referenzgen APT1 gerechnet (siehe Abschnitt 2.2.8) und anschließend die Mittelwerte
aus den biologischen Replikaten gebildet (Balken). Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und Elicitor–bahndelten Blättern wurden mittels
zweifaktorieller ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 (***) gekennzeichnet.

3.3.2.3 CYP92C5 konvertiert (E)-Nerolidol zu DMNT und
Geranyllinalool in TMTT

Um die Assoziation des QTLs mit der Monooxygenase cyp92c5 zu untersuchen, wur-
de das rekombinante Protein auf Aktivität getestet. Die Amplifikation der mRNA
erfolgte auf Grund des sehr hohen Anteils an Guanin und Cytosin (72,6%) mit einer
speziellen Polymerase für GC-reiche Sequenzen (GC-rich Polymerase). Anschließend
folgte die Klonierung in den Expressionsvektor (pESC-Leu) und eine heterologe Ex-
pression in Hefe. Die Aktivitätbestimmung wurde mit den isolierten Mikrosomen
aus Hefe und dem Substrat (E)-Nerolidol in vitro durchgeführt (Abb. 3.22 A). Nur
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nach Zugabe des Cofaktors NADPH konnte das Substrat in das Homoterpen DM-
NT umgewandelt werden. Da das Protein CYP82G1 aus Arabidopsis sowohl DMNT
aus (E)-Nerolidol, als auch TMTT aus Geranyllinalool in vitro synthetisieren kann
(Lee et al. [2010]), wurde zusätzlich Geranyllinalool als Substrat getestet (Abb. 3.22
B). Auch hier konnte eine Umsetzung des Diterpens Geranyllinalool in das Homoter-
pen TMTT festgestellt werden. Die Negativkontrollen mit einem Leervektor und den
jeweiligen Substraten zeigten keine Homoterpenproduktion.
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Abbildung 3.22 Aktivitätsbestimmung der rekombinant exprimierten P450-
Monooxygenase CYP92C5-B73. Die heterologe Expression erfolgte in den Hefestämmen
WAT1 und W R©, welche zusätzlich eine Arabidopsis thaliana bzw. eine Hefe P450-Reduktase über-
exprimierten. Die isolierten Mikrosomen wurden mit dem Substrat (E)-Nerolidol (A) bzw. Ge-
ranyllinalool (B) inkubiert. Die Auftrennung der mittels SPME–Faser isolierten Terpene erfolgte
gaschromatographisch und die Detektion der Terpenprodukte durch einen Massenspektrometer,
welcher an die GC gekoppelt ist (GC–MS). Durch den Vergleich der Retentionszeiten und Mas-
senspektren von Standards konnten die Homoterpene DMNT und TMTT identifiziert werden.

3.3.2.4 Die dmnt-Mutante MuIII zeigt keine funktionelle
DMNT-Biosynthese

Die Mu–Insertions–Mutagenese erlaubt die gezielte Inaktivierung von Genen in Mais-
pflanzen. Eine Mu–Transposon–Linie (MuIII) im B73 Hintergrund zeigte einen für
diese Arbeit interessanten Phänotyp und sollte eine Assoziation von cyp92c5 mit dem
QTL764 beweisen. Diese Maislinie ist nicht in der Lage, das Homoterpen DMNT zu
produzieren, weder in unverletzten Kontrollpflanzen noch im induzierten Blattmate-
rial (Abb. 3.23 A). Vergleicht man das Terpenspektrum dieser Mu–Transposon–Linie
mit B73, konnte eine verminderte Akkumulation an TMTT und zusätzlich eine erhöh-
te Akkumulation an (E)-Nerolidol detektiert werden (Abb. 3.23 A). Diese Mutante
wurde von Christiane Schnee (Dissertation 2004) bis zur F4 Generation geselbstet,
anschließend mit B73 rückgekreuzt und wiederum bis zur F3 geselbstet. Mittels QRT–
PCR sollte die Transkriptmenge von cyp92c5 zwischen der dmnt-Mutante und B73
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verglichen werden, um zu testen ob die Expression dieses Gens durch die Insertion
eines Transposons verändert wurde und verantwortlich für den Phänotyp ist. Die Ab-
bildung Abb. 3.23 B zeigt eine sehr starke Genexpression von cyp92c5 im induzierten
Blattmaterial von B73 im Vergleich zu der sehr schwachen bis kaum detektierbaren
Expression in der dmnt-Mutante. Die geringe Transkriptmenge von cyp92c5,die feh-
lende Akkumulation von DMNT sowie geringere Mengen TMTT in der Mutante,
korreliert mit den Kartierungsergebnissen vom NAM und lassen zusammen mit den
Aktivitätsstudien eine Assoziation dieses Monooxygenasegens mit dem QTL764 ver-
muten.

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5

-1

0

1

2

3

4

5

6

B73

Mu_III

Retentionszeit [min]

DMNT

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

B73 Mu_III

cyp92c5
A B

TMTT

(E)-Nerolidol

Linalool

Linalool
re

la
ti

ve
 E

xp
re

ss
io

n

R
el

.  
M

en
ge

 (
T

IC
 x

 1
0

6
)

A B 

Abbildung 3.23 Vergleich der Terpenspektren und der tps2 Expression zwischen B73
und der dmnt-Mutante.
(A) GC–MS Chromatogramme von B73 und der dmnt-Mutante (Mu_III, B73 Hintergrund,)
nach Inkubation mit 2,37 µM Indanon (in Leitungswasser) für 24h. Das obere Chromatogramm
(schwarze Linie) zeigt das Terpenspektrum von B73 mit hohen Mengen an TMTT und geringe
Mengen (E)-Nerolidol. Das darunterliegende Chromtagramm (graue Linie) zeigt das Terpenspe-
krum der dmnt-Mutante mit geringeren Menge an TMTT, jedoch einer höheren Akkumalation
von (E)-Nerolidol.
(B) QRT–Analyse am selben Pflanzenmaterial für das Monooxygenasegen cyp92c5 unter Ver-
wendung des Refenzgens APT1. Aus jeweils drei biologischen Replikaten wurden die Mittelwerte
und Standardfehler berechnet.

3.3.2.5 In cyp92c5 der dmnt-Mutante konnte kein Transposon lokalisiert
werden

Die Lokalisierung des Transposons in der dmnt-Mutante sollte Aufschluss darüber
geben, ob das Gen GRMZM2G102079 in der MuIII-Linie durch eine Transposon-
insertion inaktiviert wurde. Allerdings war die genaue Identifizierung der Position
des Transposons nicht erfolgreich. Unter der Annahme, dass das Transposon di-
rekt im Gen bzw. Promoter von GRMZM2G102079 lokalisiert ist, wurden PCRs
mit genspezifischen Primern in Kombination mit Primern für das Mu–Transposon
durchgeführt. Nachdem diese PCRs kein Amplikon produzierten, folgte eine Nested
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PCR mit Nested Primer für das Mu–Transposon, jedoch ebenfalls ohne Erfolg. Eine
weitere Möglichkeit war die „inverse“ PCR. Durch die inverse PCR ist es möglich,
angrenzende unbekannte DNA-Bereiche zu identifizieren. Hierfür wurde DNA aus
der MuIII-Linie isoliert und jeweils mit den Enzymen MboI, BspMI und SacI ge-
schnitten. Diese Enzyme wurden gewählt, da sie relativ häufig schneiden, so dass
nach dem Ligationsschritt keine zu großen zirkulären DNA–Moleküle entstehen und
anschließend PCR–Fragmente amplifiziert werden können. Leider konnte für keine
der iPCR–Bibliotheken ein gewünschtes PCR–Produkt amplifiziert werden, welches
Aufschluss über angrenzende, unbekannte DNA-Bereiche geben könnte. Weiterhin
wurde eine 5′- und 3′-RACE-Bibliothek von der Mu–Insertionslinie erstellt. Mittels
RACE-PCR konnte so ein Fragment von einer Länge von 888 bp isoliert werden, was
einer Länge von 296Aminosäuren entspricht. Diese RACE-PCR wurde an einer zwei-
ten 5′-RACE-Bibliothek wiederholt, bei der das gleiche Fragment amplifiziert wurde.
Allerdings beginnt dieses PCR–Produkt nicht ab dem Start-Codon von CYP92C5,
sondern 708 bp stromabwärts (Abb. 3.24, schwarzes Dreieck). Damit liegt in der Mu-
tante eine verkürzte, sehr schwach exprimierte Version des Proteins vor, im Vergleich
zu der vollen Länge von 532Aminosäuren in B73.

3.3.3 Charakterisierung des QTL298

3.3.3.1 Identifizierung eines putativen P450 Enzyms (CYP92C6) in der
Region des QTL298

Durch bereits publizierte Daten (Boland et al. [1998]; Degenhardt & Gershenzon
[2000]) konnte davon ausgegangen werden, dass eine Monooxygenase für die Syn-
these von TMTT verantwortlich ist, so dass auch für dieses Terpen nach QTLs
gesucht wurde, welche für die Biosynthese entscheidend sind. Dadurch dass in der
dmnt-Mutante (Kapitel 3.3.2.4) weiterhin TMTT detektiert werden konnte, musste
ein weiteres Enzym für die Biosynthese verantwortlich sein. Der QTL298, welcher
allein für das Merkmal TMTT errechnet wurde, ist mit einem sehr hohen F-Wert
von 12,59 der zweitsignifikanteste QTL für dieses Terpen und befindet sich auf dem
Chromosom2 bei 231,19Mb (PZA02170.1; HapMapV1; Abb. 3.25 A, B). Bei der Su-
che nach potentiellen Kandidatengenen wurde zuerst nach Genen der P450-Familie
gesucht. Stromabwärts vom Marker befindlich liegt bei 231,2Mb (HapMapV1) ein
Gen (GRMZM2G139467_T01), welches für ein putatives P450 kodiert (Abb. 3.25
B). Zwischen diesem Gen und dem CPS–Marker (PZA02170.1; HapMapV1) liegen
nur 2 Gene. Der Leserahmen des putativen P450 setzt sich aus einem Exon zusam-
men, ebenso wie beim CYP92C5. Ein Sequenzvergleich mit cyp92c5 zeigte, dass beide
Gene eine Identität von 86% auf DNA-Ebene haben (Abb. 3.24). Eine BLAST–Suche
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verdeutlichte, dass im Maisgenom cyp92c5 die höchste Homologie zu diesem putati-
ven P450 besitzt.

             1                                                  PRD                 70 

Zm_CYP92C5            MELASTMSVAMA LAAAIFVVLCSVVASARGRR EKALKLPPGPRGWPVLGSLG ALAGALPPHR 

Zm_CYP92C6   MHHETPPLYTTPPPMSAAVA LAVILAVYVVLRYISSPRGR SKPLNLPPGPRGWPVIGSLG ALAGALPPHR 

At_CYP82G1         MTFLFSTLQLSLFS LALVIFGYIFLRKQLSRCEV DSS-TIPEPLGALPLFGHLH LLRGKKLLCK 

  

             71                                                                    140 

Zm_CYP92C5   ALAALAARHGPLMHLRLGSY HTVVASSADAARLVLRTHDS ALADRPDTAAGEITSYGYLG IVHTPRGAYW 

Zm_CYP92C6   ALAALAARHGPLMHLRLGSY HAVVASSADTARLVLKVHDL AFADRPRTAAGEVASYGYLG IVHTPYGAYW 

At_CYP82G1   KLAAMSQKHGPIFSLKLGFY RLVVASDPKTVKDCFTTNDL ATATRPNIAFGRYVGYNNAS LTLAPYGDYW 

 

             141                                                                   210 

Zm_CYP92C5   RMARRLCATELFSARRVESF QDVRAQEMRALARGLFGCAA GRRAVAVREHVAGATMRNIL RMAVGEKWSG 

Zm_CYP92C6   RMARKLCATELFSARRVDSF ERVRAQEMRALARGLFECA- GRGAVAVREHVAGATLRNIL RMAVGEKWSG 

At_CYP82G1   RELRKIVTVHLFSNHSIEML GHIRSSEVNTLIKHLYKGNG GTSIVKIDMLFEFLTFNIIL RKMVGKRIGF 

  

             211                                                                   280 

Zm_CYP92C5   CYGSPEGEAFRRSLDEAFAA TGAVSNVGEWVPWLGWLDVQ GFKRKMKRLHDLHDHFYEKI LVDHEE---R 

Zm_CYP92C6   CYGSPEGEAFRRTLDEAFAV TGAVSNVGEWVPWLGWLDLQ GCVRRMKRLRAQYDRFFEQI LDDHDHKKTR 

At_CYP82G1   GEVNSDEWRYKEALKHC-EY LAVIPMIGDVIPWLGWLDFA K-NSQMKRLFKELDSVNTKW LHEHLKKRSR 

 

             281                                                                   350 

Zm_CYP92C5   RRLAQASGGEFVATD-LVDV LLQLSEESTKLESESEA-RL PRDGVKALIQDIIAGGTESS AVTIEWAMAE 

Zm_CYP92C6   RERGRPGAGDSAADDDLVDV LLRLVEEDEDRPETTEASRL TRDGVKAFVQDIVAGGTESS AVTIEWAMSE 

At_CYP82G1   NEKDQERT--------IMDL LLDILPEDIVISG-----HV RDVIVKATILALTLTGSDST SITLTWAVSL 

  

             351                                       KETRL                       420 
Zm_CYP92C5  LLRHPEAMAKATDELDRVVG SGRWVAERDLPELHYIDAVV KETLRLHPVGPLLVPHYARE RTVVAGYDVP 

Zm_CYP92C6  LLRRPDALRAATAELDRVIG HGRWVTERDLPDLPYIDAVV KETMRLHPVGPLLVPHHARE HTVVAGYDVP 

At_CYP82G1   LLNNPAALEAAQEEIDNSVG KGRWIEESDIQNLKYLQAIV KETHRLYPPAPLTGIREARE DCFVGGYRVE 

  

             421                         PxRx                      FxxGxRxCxG        490 
Zm_CYP92C5   AGARVLVNAWAIARDPASWP DAPDAFQPERFLGAA--AAV DVRGAHFELLPFGSGRRICP AYDLAMKLVA 

Zm_CYP92C6   AGARVLVNVWAIARDPASWP DAPDAFRPERFLNGSSGASV DVRGAHFELLPFGAGRRMCP AHGLAMKLVT 

At_CYP82G1   KGTRLLVNIWKLHRDPKIWP D-PKTFKPERFMEDKS---- QCEKSNFEYIPFGSGRRSCP GVNLGLRVVH 

  

             491                                                                   560 

Zm_CYP92C5   AGVANLVHGFAWRLPDGVAA EDVSMEEHVGLSTRRKVPLF AVAEPRLPVHLYSATE                

Zm_CYP92C6   AGVANLVHGFAWRLPDGMAP EDVSMEELFGLSTRRKVPLV AVAEPRLPAHLYTNVTPPQQ VAGSTIANLS 

At_CYP82G1   FVLARLLQGFELHK---VSD EPLDMAEGPGLALPKINPVE VVVMPRLDPKLYSLL                 

  

 

             561   

Zm_CYP92C5            

Zm_CYP92C6   TRPEYKLVF 

At_CYP82G1            

  

 

 

Abbildung 3.24 Vergleich der Aminosäuresequenzen von CYP92C5-B73, CYP92C6-
B73 und AtCYP82G1. In dem multiplen Alignment sind identische Aminosäuren zwischen
allen drei Proteinsequenzen schwarz hinterlegt. Grau hinterlegte Aminosäuren weisen Identität
zwischen mindestens zwei Proteinsequenzen auf. Konservierte Domänen sind rot umrahmt: Pro-
linreiche Domäne (PRD), K-Helix (KETRL), PERF-Domäne (PxRx) und das Häm-System (Fxx-
GxRxCxG). Das rot markierte C in dieser Eisen–Bindedomäne ist hoch konserviert. Das schwarze
Dreieck gibt den Start von CYP92C5 in der dmnt-Mutante (MuIII) an.

Das Protein auf Chromosom2 enthält ebenfalls typische Domänen wie das PERF Mo-
tiv, die K-Helix und die Prolin-reiche Domäne (PRD), sowie eine Eisen–Bindedomäne
(PFxxGxRxCxG/A Motiv), welches ein Cystein enthält und für die Aktivität ent-
scheidend ist. Trotz der typischen Domänen für P450 war das Gen noch nicht in die
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Familie der P450 Gene eingeordnet. Durch Prof. DavidNelson13 erfolgte nach Anfrage
die Namensgebung des putativen P450, welches als CYP92C6 benannt wurde. Die
Einordnung dieses Proteins erfolgte in dieselbe Klasse wie CYP92C5.

QTL298 m298 

cyp92c6 

Chromosom 2 

A 

B 

Abbildung 3.25 Lokalisation von QTL298 im Maisgenom. Kalkulation der QTLs erfolg-
te mittels Assoziationskartierung unter Verwendung 1106 elternspezifischer Marker. Durch eine
BLAST–Suche auf http://www.maizesequence.org konnten die Marker auf Chromosom2 lo-
kalisiert werden (A). Zusätzlich wurde die Position vom QTL–Marker und des Kandidatengens
cyp92c5 mittels BLAST–Suche identifiziert (B).

3.3.3.2 CYP92C6 ist Herbivor–induziert und bildet TMTT in vitro

Weitere Untersuchungen waren nötig, um herauszufinden ob die lokalisierte Monooxy-
genase für die Biosynthese von TMTT verantwortlich ist. QRT–Analysen sollten klä-
ren, ob cyp92c6 in der Elternlinie B73 nach der Behandlung mit dem Indanon–Derivat
induzierbar ist und somit in einer erhöhten Kopienzahl vorliegt. Die Ergebnisse, wel-
che in der Abb. 3.26 dargestellt sind, zeigen einen deutlichen Transkriptanstieg von
cyp92c6 nach Elicitor–Behandlung im Vergleich zu den Kontrollpflanzen.

13(dnelson@uthsc.edu)
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Abbildung 3.26 Expressionsvergleich von cyp92c6 in induzierten und unbehandelten
Blattmaterial von B73-Keimlingen. Blätter von jeweils drei biologischen Replikaten wurden
nachmittags in 2,37 µM Indanon (in Leitungswasser) für 24h inkubiert. An diesem Material wurde
die Transkriptakkumulation mittels quantitaiver PCR gemessen. Die relative Expression wurde
gegen das Referenzgen APT1 gerechnet (siehe Abschnitt 2.2.8) und anschließend die Mittelwerte
aus den biologischen Replikaten gebildet (Balken). Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrollen und Elicitor–behandelten Blättern wurden mittels
einfaktorieller ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 (***) gekennzeichnet.

Um die Theorie zu bestätigen, dass cyp92c6 das gesuchte Kandidatengen und mit dem
QTL298 assoziiert ist, wurden Aktivitätsstudien durchgeführt. Das Amplifizieren und
Isolieren der mRNA von cyp92c6 konnte nur mit einer spezifischen Polymerase für
GC-reiche Sequenzen erreicht werden, welches für die anschließende Klonierung in den
Hefevektor pESC-Leu erforderlich war. Nach heterologer Expression in Hefe konnten
die Mikrosomen isoliert und für die Enzymassays genutzt werden. Die Assays erfolgten
genau wie bei CYP92C5 jeweils mit und ohne Zugabe des Kofaktors NADPH zu den
jeweiligen Substraten Geranyllinalool und (E)-Nerolidol. CYP92C6 zeigte nur für
Geranyllinalool Aktivität (Abb. 3.27), währenddessen es nicht in der Lage war (E)-
Nerolidol in DMNT umzusetzen14. Die Aktivitätsbestimmung mit einem Leervektor
zeigte keinen Umsatz der Substrate. Die hohen Transkriptmengen von cyp92c6 nach
Herbivorie-Imitation und die Aktivitätsanalysen bestätigen die Theorie, dass cyp92c6
vermutlich für den QTL298 verantwortlich und essentiell für die TMTT-Biosynthese
ist. Ein weiterer Hinweis ist die Mu–Insertionslinie (MuIII), welche ohne funktionelles
CYP92C5 weiterhin TMTT synthetisieren kann.

14(Daten nicht gezeigt)
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Abbildung 3.27 Aktivitätsbestimmung des rekombinant exprimierten P450-Enzym
CYP92C6-B73. Die heterologe Expression erfolgte in den Hefestämmen WAT1 und W R©, wel-
che zusätzlich eine Arabidopsis thaliana bzw. eine Hefe P450-Reduktase überexprimierten. Die
isolierten Mikrosomen wurden mit dem Substrat (E)-Nerolidol bzw. Geranyllinalool inkubiert.
Die Auftrennung der mittels SPME–Faser isolierten Terpene erfolgte gaschromatographisch und
die Detektion der Terpenprodukte durch einen Massenspektrometer, welcher an die GC gekop-
pelt ist (GC–MS). Durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren von Standards,
konnte das Homoterpen TMTT identifiziert werden.

3.3.4 Der QTL405/406

3.3.4.1 QTL405/406 ist essentiell für die Sesquiterpenbiosynthese

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde nach QTLs gesucht, welche wichtig für die Ses-
quiterpenbiosynthese sind, um die Gene für diesen Biosyntheseweg identifizieren zu
können. Die beiden QTLs, QTL405 (PZA03154.4) und QTL406 (PZA02733.1), auf dem
Chromosom3 konnten nicht für Mono- oder Homoterpene, sondern ausschließlich für
(E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten berechnet werden, welche in
die Klasse der Sesquiterpene einzuordnen sind (Abb. 3.7). Nur (E)-β-Caryophyllen
bildet eine Ausnahme, da für dieses Sesquiterpen dieser QTL nicht gefunden wurde.
Der Marker m406 (PZA02733.1) liegt auf dem Chromosom3 bei 203,3Mb (Hap-
MapV1; Abb. 3.28 A, B). Der Marker m405 liegt stromaufwärts bei 202,3Mb (Hap-
MapV1; Abb. 3.36). Im Bereich des QTL406 konnte ein Gen, welches für eine putative
Farnesyldiphosphatsynthase (FPPS) codiert, identifiziert werden. Diese Enzymklasse
synthetisiert Farnesyldiphosphat (FPP), das Substrat für Sesquiterpene.
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QTL406 m406 

fpps3 

Chromosom 3 

A 

B fpps2 

fpps1 

fpps3 

Abbildung 3.28 Lokalisation von QTL406 im Maisgenom.
(A) Kalkulation des QTLs erfolgte mittels Assoziationskartierung unter Verwendung 1106 el-
ternspezifischer Marker. Durch eine BLAST–Suche auf http://www.maizesequence.org konnte
der Marker auf Chromosom3 lokalisiert werden. Das Maisgenom enthält insgesamt drei putative
Farnesyldiphosphatsynthasen (graue Pfeile).
(B) Zusätzlich wurde die Position des QTL–Markers und des Kandidatengens fpps3 mittels
BLAST–Suche identifiziert.

3.3.4.2 Das Maisgenom besitzt 3 Farnesyldiphosphatsynthasen

Die putative FPP-Synthase ist das dem QTL406 am nächsten liegende Gen und sollte
somit weiter analysiert und charakterisiert werden. Das Gen liegt im QTL-Intervall
auf dem Chromosom3 bei 203,35Mb (HapMapV1; Abb. 3.28 B) und ist nur 0,04Mb
von m406 entfernt. Eine BLAST–Suche mit der Nukleotidsequenz15 zeigte, dass das
Maisgenom insgesamt zwei weitere Leserahmen für FPPS-Synthasen besitzt. Bei-
de FPPS Gene befinden sich auf dem Chromosom8, wovon fpps1 (FPPS1, 63Mb;
GRMZM2G168681_P01) bereits als aktives Enzym publiziert wurde (Li & Larkins
[1996]; Cervantes-Cervantes et al. [2006]). Das zweite noch unbekannte Gen auf Chro-
mosom8 (153Mb) wurde als fpps2 (FPPS2, GRMZM2G147721_T01) und das auf
Chromosom3 befindliche Gen als fpps3 (FPPS3, GRMZM2G098569_T01) bezeich-
net. Alle drei Aminosäuresequenzen weisen typische Domänen für die Klasse der Pre-
nyltransferasen auf, welches z. B. die aspartatreichen Motive SARM (FQ. . .DDxxD)
und FARM (DD(xx)1−2D. . .RRG) beinhaltet. Diese Motive sind für die katalyti-
sche Funktion entscheidend (Cervantes-Cervantes et al. [2006]; Koyama [1999]; Hem-
mi et al. [2003]). Die Kettenlänge bestimmende Region (CLD=engl.: Chain–Length–

15auf http://www.maizesequence.org
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Determining) klassifiziert alle drei Proteine in Klasse I FPP-Synthasen, aufgrund
von zwei aromatischen Aminosäuren in der 4. Und 5. Position stromaufwärts vom
ersten „DDxxD“–Motiv (Abb. 3.29), (Hemmi et al. [2003]; Bouvier et al. [2005]). Bei-
de aromatischen Aminosäuren zusammen mit der FARM Region korrelieren mit der
Synthese von dem kurzkettigen Prenyldiphosphat FPP (Ohnuma et al. [1996]). Ein
Sequenzvergleich der drei Gene verdeutlichte eine sehr hohe Ähnlichkeit zwischen
fpps2 und fpps3 mit einer Identität von 92% auf Aminosäureebene, währenddessen
fpps1 nur 79,6–80% Identität zu den beiden Genen aufwies. Auffällig ist auch, dass
die Gene fpps2 und fpps3 von 11Exons mit identischer Exon-Intronstruktur kodiert
werden, während fpps1 aus 12Exons besteht. Sequenzanalysen des N-Terminus mit-
tels Signal-P deuten auf kein Signalpeptid hin, was für eine Enzymaktivität im Zyto-
sol spricht. Für die nachfolgenden Experimente zur Charakterisierung von ZmFPPS3
wurden ZmFPPS2 und ZmFPPS1 zum Vergleich hinzugezogen.

            1                                                                      70 

 FPPS2-B73   MATVEVVVANGLGGADTKTV FKETYSKLKEEMLDDPAFEF TDESLQWIDRMLDYNVLGGK CNRGLSVIDS 

 FPPS3-B73   MATAEVVVANGSGGADTKTA FKEIYSKLKQEMLEDPAFEF TDESLQWIDRMLDYNVLGGK CNRGLSVVDS 

 FPPS1-B73           MAAGGNGAGG-DTRAA FARIYKTLKEELLTDPAFEF TEESRQWIDRMVDYNVLGGK CNRGLSVVDS 
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 FPPS3-B73   YKILKGVDVLSKEETFLACT LGWCIEWLQAYFLVLDDIMD NSQTRRGQPCWFRVPQVGLI AVNDGIILRN 

 FPPS1-B73   YKLLKGADALGEEETFLACT LGWCIEWLQAFFLVLDDIMD DSHTRRGQPCWFRVPQVGLI AANDGIILRN 
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 FPPS3-B73   HISRILQRHFKGKPYYVDII DLFNEVEFKTASGQMLDLIT THEGEKDLTKYNLTVHRRIV QYKTAYYSFY 

 FPPS1-B73   HISRILRRHFKGKPYYADLL DLFNEVEFKTASGQLLDLIT THEGEKDLTKYNITVHGRIV QYKTAYYSFY 
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 FPPS2-B73   LPVACALLLAGENLDNFGDV KNILVEMGTYFQVQDDYLDC FGDPEFIGKIGTDIEDYKCS WLVVQALEHA 

 FPPS3-B73   LPVACALLLAGENLENFVDV KNILVEMGTYFQVQDDYLDC FGDPEFIGKIGTDIEDYKCS WLVVQALERA 

 FPPS1-B73   LPVACALLLSGENLDNYGDV ENILVEMGTYFQVQDDYLDC YGDPEFIGKIGTDIEDYKCS WLVVQALERA 
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 FPPS2-B73  DEKQKNILFESYGKSDPACV AKVKDLYKELKLEEVFQAYE RESYNKLIADIEAQPSKAVQ SVLKSFLHKI 

 FPPS3-B73   AENQKSILFENYGKSDPACV AKVKDLYKELKLEEVFHEYE RESYNKLIADIEAQPSKAVQ TVLKSFLHKI 
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 FPPS2-B73   YKRDK 

 FPPS3-B73   YKRDK 

 FPPS1-B73   YKRQK 

 

Abbildung 3.29 Vergleich der Aminosäuresequenzen von FPPS1-B73, FPPS2-B73
und FPPS3-B73. In dem multiplen Alignment sind Unterschiede in den Aminosäuresequen-
zen grau hinterlegt. Die rot markierten und umrandeten AS definieren die FARM– und SARM–
Motive. Gelb hinterlegte Aminosäuren sind die zwei aromatischen Aminosäuren der CLD–Region
(CLD=engl.: Chain–Length–Determining).
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3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für die Emission von Terpenen

3.3.4.3 QRT Analyse der putativen Prenyltransferasen im
Elicitor–induzierten Blatt der Linien B73 und Delprim

Um die Regulation der Prenyltransferasen bei der Produktion von volatilen Terpe-
nen nach Herbivorfraß zu ermitteln, wurde die Transkriptmenge von fpps1, fpps2
und fpps3 im Blattmaterial der Linie B73 und der Hybridlinie Delprim untersucht.
Die Expressionsanalysen wurden an unbehandelten, mechanisch verwundeten und
Elicitor–induzierten Blattmaterial durchgeführt. Für die QRT–PCR wurden Primer-
paare verwendet (Anhang, Tab. 5.4), die sehr spezifisch für die zu untersuchenden
Gene sind und jeweils an der gleichen Position der drei Gene binden. Dadurch ent-
stehen gleich große, fast identische PCR–Fragmente, wodurch ein direkter Vergleich
an Transkriptmenge der drei Gene ermöglicht wurde. (Abb. 3.30 A, B).
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Abbildung 3.30 Expressionsvergleich der drei FPP-Synthasen an induzierten, mecha-
nisch verwundeten und unbehandelten Blattmaterial von Delprim- und B73-Wurzeln.
Blätter von jeweils drei biologischen Replikaten der Linien Delprim (A) und B73 (B) wurden
nachmittags in 2,37 µM Indanon (in Leitungswasser) oder nur in Leitungswasser (Verwundung)
für 24h inkubiert. An diesem Material wurde die Transkriptakkumulation von fpps1, fpps2 und
fpps3 mittels quantitaiver PCR gemessen. Die relative Expression wurde gegen das Referenz-
gen APT1 gerechnet (siehe Kapitel 2.2.8) und anschließend die Mittelwerte aus den biologischen
Replikaten gebildet (Balken). Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet. Signifikante Un-
terschiede zwischen Kontrollen und Elicitor–bahndelten Blättern wurden mittels einfaktorieller
ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 durch *** gekennzeichnet.

In Delprim zeigte fpps3 einen 3–fachen Anstieg in mechanisch verwundeten Blättern
und einen 15–fachen Anstieg (P≤0,001; t=6,9) nach Elicitor Behandlung (P≤0,001;
t=4,6) (Abb. 3.30 A). Die Maislinie B73 ergab ebenfalls einen signifikanten An-
stieg der fpps3 Expressionswerte nach Induktion, allerdings etwas höher als in Del-
prim (Abb. 3.30 B). Nach mechanischer Verwundung konnte ein rund 6–facher An-
stieg (P=0,001; t=3,791) und nach Elicitor–Induktion ein 52–facher Anstieg in B73
(P≤0,001; t=6,763) nachgewiesen werden. Die Transkriptmenge der unverletzten
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Kontrollen war in beiden Linien ungefähr gleich hoch. Vergleicht man die Kontroll-
werte von fpps3 mit den Expressionswerten der anderen beiden Gene, wird deutlich,
dass diese in jedem Fall die von fpps2 und fpps1 übersteigen. Trotzdem zeigte auch
fpps1 einen signifikanten Anstieg an mRNA nach Elicitorbehandlung im Vergleich zu
den unverletzten Kontrollen (P=0,001; t=15,5). Für das dritte Prenyltransferasegen,
fpps2, konnte weder allein nach Verwundung noch nach Verwundung und zusätzli-
cher Gabe von Indanon–Derivat ein signifikanter Unterschied der Transkriptmenge
ermittelt werden.

3.3.4.4 QRT Analyse der putativen Prenyltransferasen in Diabrotica
virgifera virgifera induziertem Wurzelmaterial der Linie Delprim

Die Larven des westlichen Maiswurzelbohrers Diabrotica virgifera virgifera sind Mais-
schädlinge, die die Wurzeln befallen. Die Wurzeln reagieren mit der Synthese von (E)-
β-Caryophyllen (Köllner et al. [2008a]). Um zu testen, ob es eine Korrelation zwischen
der Terpenemission und der Induktion der fpps Gene gibt, sollten QRT–Analysen der
drei Prenyltransferasegene mit D. virgifera–induziertem Wurzelmaterial durchgeführt
werden (Abb. 3.31 A). Zusätzlich wurden, wie im vorigen Versuch, mechanisch ver-
wundete und unbehandelte Wurzeln zum Vergleich hinzugezogen. Ein Grund weshalb
die Expressionsanalysen sowohl in B73 als auch in der Linie Delprim durchgeführt
wurden, ist dass die Linie Delprim, im Gegensatz zu B73, in der Lage ist (E)-β-
Caryophyllen zu synthetisieren (Köllner et al. [2008a]).

In Abb. 3.31 A ist der Expressionsvergleich der drei Prenyltransferasen in unterschied-
lich behandeltem Wurzelmaterial der Linie Delprim dargestellt. Einzig fpps3 zeigte
signifikante Unterschiede in der Expression zwischen den Kontrollen und D. virgifera–
induzierten Wurzeln (P≤0,001; t=9,297). Nach mechanischer Verwundung konnte
keine signifikante Steigerung der mRNA Mengen gemessen werden. Vergleicht man
die Expression von fpps1 zwischen den unterschiedlich behandelten Wurzeln, sind nur
geringe Differenzen festzustellen. Die Expressionswerte nach Fraßbefall liegen unter
denen der Kontrollwerte. Insgesamt betrachtet konnte für fpps1 eine relativ hohe,
konstitutive Expression von fpps1 in dem unterschiedlich behandelten Wurzelmate-
rial gemessen werden, welche ähnlich hoch ist wie die für fpps3 nach Herbivorie.
Für das dritte Gen, fpps2, sind Transkripte kaum detektierbar gewesen, sowohl in
den Kontrollen als auch in den induzierten Wurzeln. Die QRT–Analyse von tps23
zeigte einen signifikanten Anstieg der mRNA dieses Gens nach Behandlung mit dem
Indanon–Derivat (Abb. 3.31 B). Nach mechanischer Verwundung ist ebenfalls eine
erhöhte Transkriptmenge an tps23 im Vergleich zu den Kontrollen detektiert worden.
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Abbildung 3.31 Expressionsvergleich der drei FPP-Synthasen und tps23 an induzier-
ten, mechanisch verwundeten und unbehandelten Blattmaterial von Delprim- und
B73-Wurzeln. Blätter von jeweils drei biologischen Replikaten wurden nachmittags in 2,37 µM
Indanon (in Leitungswasser) oder nur in Leitungswasser (Verwundung) für 24h inkubiert. An
diesem Material wurde die Transkriptakkumulation von fpps1, fpps2, fpps3 (A) und tps23 (B)
mittels quantitaiver PCR gemessen. Die relative Expression wurde gegen das Referenzgen APT1
gerechnet (siehe Kapitel 2.2.8) und anschließend die Mittelwerte aus den biologischen Replika-
ten gebildet (Balken). Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet. Signifikante Unterschiede
zwischen Kontrollen und Elicitor–behandelten bzw. mechanisch verwundeten Blättern wurden
mittels einfaktorieller ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 durch *** gekennzeichnet.

3.3.4.5 Aktivitätsbestimmung der rekombinanten FPPS3 und FPPS2 in
vitro

Die Lokalisation von fpps3 im Bereich des QTL405/406 sowie die erhöhten Transkript-
mengen in Blatt und Wurzel nach Verwundung bzw. Herbivorie, lassen eine Assozia-
tion dieses Gens mit dem QTL vermuten. Um diese Theorie nachzuweisen, wurden
Aktivitätsstudien durchgeführt. Für diese Assays wurden die offenen Leserahmen von
fpps2 und fpps3 in Expressionsvektoren kloniert, welche entweder 6 Histidine am C-
oder am N-Terminus besitzen. Herr Dr.Köllner isolierte bereits die mRNA der puta-
tiven Farnesyldiphosphatsynthase 3 aus dem B73 Maisgenom, welche somit für alle
Folgeschritte zur Verfügung stand. Die Isolation der cDNA von FPPS2 erwies sich
als schwierig. Durch die sehr hohe Sequenzähnlichkeit zu FPPS3 entstanden durch
PCR–Fehler stets Chimäre aus FPPS3 und FPPS2. Erst spezifische Primer mit Binde-
stelle im UTR-Bereich ermöglichten die Isolation der gewünschten Sequenz (Anhang,
Tab. 5.4). Außerdem musste eine Nested-PCR durchgeführt werden, da die Menge
an fpps2 Transkripten in sehr geringer Konzentration in der aus induzierten Blättern
isolierten RNA vorlag. Die heterologe Expression erfolgte in E. coli mit anschließender
Aufreinigung über Nickel-Affinitätschromatographie. Für die Aktivitätsbestimmun-
gen wurden die gereinigten Proteine zusammen mit den Substraten IPP (60 µM)
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3 Ergebnisse

und DMAPP (30 µM) inkubiert. Die Enzymprodukte wurden durch Säurehydroly-
se in flüchtige Alkohole überführt, welche durch SPME isoliert und mittels GC–MS
vermessen wurden. Mit diesem Assay konnten die Enzyme gleichzeitig auf Aktivität
als Geranyl-, Farnesyl- und Geranylgeranyldiphosphat Synthase getestet werden, da
sich diese Enzyme nur durch das Anhängen unterschiedlich vieler IPP-Einheiten an
DMAPP unterscheiden (Abb. 3.32 A, D). Durch anschließende Zugabe von Salzsäure
wurden die nicht leicht detektierbaren Prenyldiphosphate GPP/FPP/GGPP in Ge-
raniol/Farnesol/Geranyllinalool überführt. Das aufgereinigte FPPS3 zeigte eine Akti-
vität als FPP-Synthase, so dass hohe Mengen an Farnesol gemessen werden konnten.
Eine Aktivität als GPP-Synthase wurde unter diesen Bedingungen nicht festgestellt,
da kein Geraniol, das entstehende Säurehydrolyseprodukt aus GPP, detektiert wur-
de. Allerdings wurden noch geringe Mengen des nur schwer flüchtigen Geranyllinalool
auf der GC–MS identifiziert, wodurch eine geringe Aktivität als GGPP-Synthase ge-
zeigt werden konnte (Abb. 3.32 D). In identischen Versuchen mit dem aufgereinigten
Proteinextrakt von FPPS2 konnte gezeigt werden, dass FPPS2 keinerlei Aktivität als
Prenyltransferase besitzt. Es konnte eine sehr geringe Menge an Farnesol gemessen
werden. Allerdings entsprach diese Menge die der Negativkontrolle (Abb. 3.32 C),
welche mit einem Leervektor durchgeführt wurde. Eine weitere Möglichkeit, die Ak-
tivität der Enzyme nachzuweisen, ist das Zugeben eines Proteinextraktes mit einer
Terpensynthase (Abb. 3.30 B). Damit kann das von FPPS3 synthetisierte FPP als
Substrat für die Terpensynthase genutzt werden. Dafür wurde tps23 aus der Maisli-
nie Delprim verwendet. Im Ansatz von FPPS3 wurde (E)-β-Caryophyllen vermessen
und somit die Biosynthese dieses Terpens in vitro nachgestellt. Mit FPPS2 wurde
kein (E)-β-Caryophyllen gebildet16. Die Aktivitätsanalysen von FPPS3 verstärken
die Theorie, dass fpps3 das gesuchte Kandidatengen ist und mit dem QTL405/406

assoziiert sein könnte.

16(Daten nicht gezeigt)
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Abbildung 3.32 Aktivitätsbestimmungen der rekombinant exprimierten FPPS3-B73
und FPPS2-B73. Die heterolog in E. coli exprimierten Proteine wurden über Nickelaffinitäts-
chromatographie aufgereinigt.
(A) FPPS3-B73 wurde mit IPP (60 µM) und DMAPP (30 µM) inkubiert.
(B) Zusätzliche Zugabe der (E)-β-Caryophyllensynthase TPS23-Delprim.
(C) Aktivitätsbestimmung von FPPS2-B73 durch Zusatz von IPP und DMAPP.
(D) IPP (60 µM) und DMAPP (30 µM) liegen in höherer Menge im Assay von FPPS3-B73 vor.
(A-D) Die mittels SPME–Faser isolierten Terpene wurden gaschromatographisch aufgetrennt.
Die Detektion der Terpenprodukte erfolgte durch ein Massenspektrometer, welcher an die GC
gekoppelt ist (GC–MS). Durch den Vergleich der Retentionszeiten und Massenspektren von Stan-
dards, konnte Farnesol, (E)-β-Caryophyllen und Geranyllinalool (GL) identifiziert werden.

3.3.4.6 Der QTL405/406 beruht auf einer Veränderung in der Elternlinie
Ky21 die nur eine geringere Menge von Sesquiterpenen emittiert

Nach der Charakterisierung der FPP-Synthase 3 sollte nun geklärt werden, welche der
26 Elternlinien für die Ausprägung des QTL verantwortlich sind. In diesen Linien soll-
te anschließend die Gensequenz von fpps3 mit der von B73 auf mögliche Unterschiede
verglichen werden. Dies könnte Hinweise darauf geben, ob fpps3 das Kandidatengen
ist und mit dem QTL assoziiert sein könnte. Die NAM-Kartierung wurde demzufolge
mit dem SAS-Programm wiederholt, nur jeweils unter Ausschluss einer anderen Linie.
Die Kalkulationen ohne die Inzuchtlinie Ky21 ergab keinen QTL406 auf Chromosom3
für die analysierten Terpene (Abb. 3.33). Stellt man die Berechnung so um, dass das
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Mapping allein mit den Werten von B73 und Ky21 vollzogen wird, erhält man den
QTL405/406 und zusätzlich einen QTL auf Chromosom1. Dieser Lokus ist allerdings
nicht signifikant (>0,00001), wodurch er stark unter den verschiedenen Merkmalen
variiert. So wurde der QTL112 für (E)-α-Bergamoten, QTL137 für (E)-β-Farnesen
und QTL144 für (E)-Nerolidol errechnet. Auf diese Loci soll in dieser Arbeit jedoch
nicht genauer eingegangen werden.
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(E)-Nerolidol 

Chr. 1 2  3  4 5 6 7 8 9 10 
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QTL-Mapping mit 1106 elternspezifischer Marker: 

kumulative Chromosomenposition kumulative Chromosomenposition 

mit 26 Elternlinien ohne Elternlinie Ky21 

Abbildung 3.33 QTLs der Terpene (E)-Nerolidol, (E)-β-Farnesen und (E)-α-
Bergamoten mit und ohne die Elternlinie Ky21. Es wurden die QTLs der zu untersuchenden
Merkmale (y-Achse) mittels Assoziationskartierung berechnet. Für die Kalkulationen wurden 1106
elternspezifische Marker verwendet. Die QTLs wurden gegen die kumulative Chromosomenpositi-
on (x-Achse) aufgetragen (additive Chromosomenpositionen). Die gestrichelten Linien markieren
jeweils die Grenzen der Chromosomen 1-10, wodurch ersichtlich ist auf welchem Chromosom die
QTLs lokalisiert sind. Der rot umrahmte QTL ist der QTL406 auf dem Chromosom3.

Da der QTL405/406 einzig zwischen den Linien B73 und Ky21 berechnet werden
konnte, wurden die Terpenspektren dieser beiden Maissorten miteinander verglichen
(Abb. 3.18). Unter Abschnitt 3.3.1.10 wurde bereits festgestellt, dass die Linie Ky21
keine TPS2-Produkte akkumuliert. Zusätzlich ist in der Abbildung 3.18 eine vermin-
derte Sesquiterpenemission in Ky21 im Vergleich zu B73 zu sehen. Diese Daten kor-
relieren auch mit dem Datensatz „Phänotypisierung der 26NAM–Inzuchtlinien auf
Terpenemission“, welcher unter Abschnitt 3.1.1 (Abb. 3.1) beschrieben wurde.
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3.3.4.7 Das Strukturgen fpps3 zeigt keine Unterschiede zwischen dem
B73- und dem Ky21-Allel, jedoch ist die Transkriptmenge von
fpps3 in der Linie Ky21 verringert

Eine Ursache für die geringere Produktion aller volatilen Sesquiterpene in der Li-
nie Ky21 könnte eine verringerte Aktivität der FPPS3 sein. Um diese Hypothese
zu untersuchen, sollten die fpps3 Allele von Ky21 und B73 verglichen werden. Da-
für sollte ein Sequenzvergleich der fpps3 Allele zwischen den Elternlinien B73 und
Ky21 durchgeführt werden. Das Allel von Ky21 wurde zuerst sequenziert, da für
die Linie Ky21 keine Datenbank zur Verfügung steht. Die mRNA von fpps3 wur-
de mittels RACE-PCR erfolgreich amplifiziert. Im anschließenden Sequenzvergleich
wurden keinerlei Sequenzunterschiede im offenen Leserahmen identifiziert, wodurch
folglich der Fokus auf die Induzierbarkeit des fpps3 -Ky21 Allels nach Herbivorie ge-
legt wurde. Für die Expressionsanalysen wurden die gleichen Primer wie bereits unter
Absatz 3.3.4.3 verwendet (Tabelle 5.4, siehe Anhang). Als Pflanzenmaterial wurden
nicht-induzierte und 24 h Elicitor–induzierte Blätter eingesetzt, an denen quantitati-
ve RT–PCR durchgeführt wurde. Vergleicht man nun die Transkriptmenge zwischen
unbehandelten und Elicitor–behandelten Maisblättern, ist eine deutlich signifikan-
te Induktion (P<0,001) für beide Linien erkennbar, wenn auch mit unterschiedlich
starker Intensität (Abb. 3.34). Analog zu den Emissionswerten, ist in Ky21 nach In-
duktion eine viel geringere Expression an fpps3 zu verzeichnen (P<0,001, t=7,136).
Die Kontrollen sehen mit sehr geringen, kaum detektierbaren Transkriptmengen für
beide Linien gleich aus.
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Abbildung 3.34 QRT Analyse von fpps3 an unbehandelten und induzierten Pflan-
zenmaterial der Linien Ky21 und B73. Die Balken entsprechen den Mittelwerten aus jeweils
3 biologischen Replikaten. Für das Blattmaterial wurden Blätter nachmittags in 2,37 µM Indanon
(in Leitungswasser) für 24h inkubiert. Die relative Expression wurde gegen das Referenzgen APT1
gerechnet (siehe Kapitel 2.2.8). Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet. Signifikante Un-
terschiede zwischen Kontrollen und Elicitor–behandelten Blättern wurden mittels einfaktorieller
ANOVA berechnet und P-Werte <0,001 (***) gekennzeichnet.
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Um zu prüfen, ob die geringere Transkriptmenge von fpps3 in Ky21 auf eine ver-
ringerte Promoteraktivität des Ky21-Allels zurückzuführen ist, sollte der Promoter
mit dem des B73-Allels verglichen werden. Auch hier gab es keine Unterschiede in
den ersten 500 bp stromaufwärts des Startcodons (Abschnitt 5.1, siehe Anhang). Das
Amplifizieren des Promoters stromaufwärts von -500 bp in Ky21 war erfolglos. Al-
lerdings ist dies notwendig um eine vollständige Aussage über die Funktionalität
des Promoters treffen zu können. Aufgrund dessen wurde eine Datenbank von der
Cornell University zu Hilfe gezogen. Auf dieser Webseite17 ist es möglich kurze Se-
quenzen der NAM–Linien zu erhalten. Demzufolge wurde eine Anfrage für Sequenzen
bis zu 1000 bp stromaufwärts von fpps3 gestellt. Der Bereich setzte sich aus insgesamt
34 Sequenzen, bestehend aus jeweils 61 bp, zusammen. Durch Ermitteln der korrek-
ten Orientierung und multiplen Sequenzvergleich konnte festgestellt werden, dass die
Promotoren der beiden Linien nur kleine Unterschiede aufweisen (Abschnitt 5.1, siehe
Anhang). Allerdings überlappen die Sequenzen nicht in allen Bereichen, so dass die
Promotersequenz in Ky21 nicht ganz geklärt werden konnte. Die Sequenzvergleiche
zwischen dem fpps3 -Ky21 Allel und dem B73-Allel konnten keine Unterschiede im
Strukturgen und nur wenige im Promoter nachweisen. Somit liegt kein Unterschied
in der Enzymaktivität von FPPS3 in beiden Elternlinien vor. Unterschiede in der
Promoteraktivität zwischen beiden Allelen können nicht ganz ausgeschlossen werden,
wodurch in nachfolgenden Experimenten die Expression von Terpenbiosynthesegenen
analysiert werden sollte.

3.3.4.8 Weitere Gene der Terpenbiosynthese zeigen eine verminderte
Expression in Ky21

Im folgenden Experiment sollte geklärt werden, ob eine verminderte Induktion allein
für fpps3 in Ky21 vorliegt oder auch andere Gene der Terpenbiosynthese betroffen
sind. Diese Fragestellung sollte klären, ob der QTL direkt mit fpps3 oder mit einem
anderen regulatorischen Faktor in dieser Chromosomenregion assoziiert ist. Weitere
Gene der Terpenbiosynthese, welche sich zur Expressionsanalyse eignen, sind Schlüs-
selenzyme wie tps10, tps2, cyp92c5 und cyp92c6. Unter der Annahme dass diese Gene
über die gleiche Signalkaskade reguliert werden wie fpps3, könnte eine QRT–Analyse
Aufschluss geben, ob ein regulatorischer Faktor oder eine geringere Promoteraktivi-
tät von fpps3 für den Phänotyp in Ky21 verantwortlich ist. Die Expressionsanaly-
sen für die Gene der Schlüsselenzyme wurden an Elicitor–behandelten Blättern der
Elternlinien B73 und Ky21 durchgeführt (Abb. 3.35). So konnte für B73 ein viel
stärkerer Expressionsanstieg der getesteten Gene gemessen werden als in Ky21. Nur
tps2 scheint eine Ausnahme zu sein. Während in Ky21 erhöhte Transkriptmengen

17http://www.biotech.cornell.edu
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3.3 Charakterisierung von ausgewählten QTLs für die Emission von Terpenen

für tps10, cyp92c5 und cyp92c6 nach Elicitor–Behandlung festgestellt wurde, konnte
kein Anstieg der Transkriptmenge von tps2 (Abb. 3.35; Abb. 3.19) in dieser Linie de-
tektiert werden. Diese Ergebnisse korrelieren mit dem geringeren Terpenmengen an
(E)-α-Bergamoten und (E)-β-Farnesen und dem Fehlen der TPS2-Produkte in der
Inzuchtlinie Ky21 (Abb. 3.1; Abb. 3.18).
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Abbildung 3.35 QRT Analyse von cyp92c5, cyp92c6, tps2 und tps10 an Elicitor–
induzierten Pflanzenmaterial der Linien Ky21 und B73. Die Balken entsprechen den Mit-
telwerten aus jeweils 3 biologischen Replikaten. Zusätzlich wurde der Standardfehler berechnet.
Signifikante Unterschiede zwischen B73 und Ky21 wurden mittels einfaktorieller ANOVA berech-
net und P-Werte sind wie folgt: P=0,039 (*), P=0,013 (**) und P<0,001 (***) gekennzeichnet.
Terpeninduktion erfolgte wie in Abb. 3.15 beschrieben.

3.3.4.9 Ein bHLH-Transkriptionsfaktor könnte für den Phänotyp von
Ky21 verantwortlich sein

Die Tatsache, dass nicht nur fpps3, sondern auch tps10 und die beiden P450 Gene
eine ähnlich geringe Transkriptmenge nach Elicitor-Behandlung in Ky21 zeigen, deu-
tet auf Unterschiede in der Signalkaskade zwischen Ky21 und B73 hin. Demzufolge
wurde nach weiteren Kandidatengenen gesucht, die einen Einfluß auf die Regulati-
on der Terpenbiosynthese haben könnten. Dabei wurde speziell nach regulatorischen
Genen wie Transkriptionsfaktoren oder Kinasen gesucht. Ein Transkriptionsfaktor,
bHLH (basic-Helix-Loop-Helix) liegt bei 202,8Mb zwischen dem QTL405 und QTL406

(Abb. 3.36). Die Lokalisation des bHLHs zwischen beiden QTL–Markern würde er-
klären, weshalb zwei QTLs berechnet wurden.
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bHLH fpps3 
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Abbildung 3.36 Lokalisation von QTL405, QTL406, fpps3 und bHLH im Bereich
202-203Mb auf Chromosom3. Die QTLs wurden mittels Assoziationskartierung unter Ver-
wendung 1106 elternspezifischer Marker errechnet. Durch eine BLAST–Suche auf http://www.
maizesequence.org konnten die Marker und die beiden Gene auf Chromosom3 lokalisiert wer-
den.

Vorexperimente zeigten eine deutliche Induktion des Transkriptionsfaktors bHLH
(GRMZM2G159937) nach Behandlung mit dem Indanon–Derivat18. Daraufhin wur-
de die Expression dieses Gens zwischen B73 und Ky21 verglichen (Abb. 3.37 B).
Beide Linien zeigten eine starke Transkriptakkumulation dieses TFs nach Elicitor-
Behandlung. Innerhalb von 4 Stunden nach Fraß von Spodoptera littoralis konnte
festgestellt werden, dass der Transkriptionsfaktor bereits nach einer halben Stun-
de das Expressionsmaximum erreichte (Abb. 3.37 A). Wenig später, nach weiteren
30Minuten wurde ein Rückgang der Transkriptmenge des TFs gemessen.
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Abbildung 3.37 QRT Analyse von bHLH an induzierten Pflanzenmaterial der Linien
Ky21 und B73 und an einem B73-Zeitkurs über 4 Stunden. Die Balken entsprechen den
Mittelwerten aus jeweils 3 biologischen Replikaten. Zusätzlich wurde der Standardfehler berech-
net.
(A) Zeitkurs über 4 Stunden nach Fraß von Spodoptera littoralis in der Linie B73.
(B) Expressionsvergleich des bHLH Transkriptionsfaktors zwischen den Elternlinien Ky21 und
B73 nach Indanon-Behandlung.
Mittels einfaktorieller ANOVA wurde die Signifikanz der Expressionswerte im Zeitkurs berechnet.
Dabei wurden alle Zeitwerte mit dem Null-Stundenwert verglichen. P<0,001 (***); P=0,002 (**).

Ein Sequenzvergleich zwischen den Eltern B73 und Ky21 sollte letztlich die Frage
klären, ob dieser bHLH-Bindefaktor verantwortlich für den QTL406 sein könnte. Da

18(Daten nicht gezeigt)
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die Expression scheinbar unverändert in Ky21 ist, wurde das Gen auf Sequenzunter-
schiede analysiert, welche die Funktionalität des Transkriptionsfaktors beeinflussen
könnten. Der Vergleich der Aminosäuresequenzen in Abb. 3.38 zeigt das Fehlen von
41Aminosäuren im Ky21-Allel im Vergleich zum B73-Allel, während die restlichen
Aminosäuren identisch sind. Diese relativ große Deletion liegt jedoch nicht in der
DNA-Binde- oder Dimerisierungsregion (rote Aminosäuren in Abb. 3.38). Allerdings
ist das N-terminale Ende wichtig für die Interaktion des AtMYC2 (bHLH) Tran-
skriptionsfaktors mit dem JAZ-Protein (Chini et al. [2007]; Niu & Figueroa [2011];
Abb. 3.38). Da bHLH Transkriptionsfaktoren als Homo- oder Heterodimere aktiv
vorkommen, ist die Dimerisierungsregion dieses TFs eine ebenso wichtige Region wie
die DNA-Binderegion. Ein Leucin (mit Dreieck unterlegte AS in Abb. 3.38) in der
ersten Helix-Domäne kommt in allen bHLH Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis
vor und scheint unter anderen sehr wichtig für den Dimerisierungsprozess zu sein
(Brownlie et al. [1997]; Toledo-Ortiz et al. [2003]). Die 13. und 16. Aminosäure der
Basic-Domäne geben an, ob ein bHLH an E-Boxen (CANNTG) binden kann, wel-
che in Promotoren vorkommen (Fisher & Goding [1992]; Littlewood & Evan [1998];
Atchley et al. [1999]). Zwischen denjenigen die in der Lage sind, wird weiterhin un-
terschieden, ob diese E-Boxen (CAGCTG) oder G-Boxen (CACGTG) binden. Dafür
sind die Aminosäuren an Position 9, 13 und 17 in der Basic-Domäne entscheidend
(Atchley et al. [1999]; Toledo-Ortiz et al. [2010]). Kommen wie in dem identifizierten
bHLH in Abb. 3.38 ein His/Lys-9, Glu-13 und Arg-17 vor, so bindet diese Gruppe
der bHLHs an G-Boxen (grün hinterlegte AS in Abb. 3.38). Die blau dargestellten
Aminosäuren stellen das typische N-terminale Ende von bHLH-MYC Transkriptions-
faktoren dar.
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 1                                                                   70 

B73  MAWSETDAALFAAVLGRDAAHHLSTTPPHQDAPAASAPELQARLQDLVERGGAWTYGIFWQESCAGGRAV 

Ky21   MAWSETDAALFAAVLGRDAAHHLSTTPPHQDAPAASAPELQARLQDLV---------------------- 

 

  71                                                                 140 

B73   LGWGDGHCRDGGAPHHDDADRSVARKRALLRLHALYGGGDDEGADYALRLDRVTAAEMYFLASMYFSFPE 

Ky21   -------------------DRSVARKRALLRLHALYGGGDDEGADYALRLDRVTAAEMYFLASMYFSFPE 

 

  141                                                                210 

B73   GAGGPGHALATARHAWATVDPAPGWYVRASLAQSAGLRTVVFLPCKGGVLELGSAVPVRETPETLRALQT 

Ky21 GAGGPGHALATARHAWATVDPAPGWYVRASLAQSAGLRTVVFLPCKGGVLELGSAVPVRETPETLRALQT 

  

 

 211                                                                280 

B73   ALAVARPPAREECMRIFGQDLSPGGSARAPRSVDNWAPHPHLAAQATAASALASKEAAAGHKAPEPPRSI 

Ky21   ALAVARPPAREECMRIFGQDLSPGGSARAPRSVDNWAPHPHLAAQATAASALASKEAAAGHKAPEPPRSI 

  

            

 281                               Basic           Helix      Loop  350 

B73   DFSKPGKPGHGQAGGEERRPRKRGRKPANGREEPLNHVEAERQRREKLNQRFYALRAVVPKISKMDKASL 

Ky21   DFSKPGKPGHGQAGGEERRPRKRGRKPANGREEPLNHVEAERQRREKLNQRFYALRAVVPKISKMDKASL 

                                                                                       *    *                   ▲ 

 

 351  Helix                                                        420 

B73   LSDAIAYIQELEDRLRGGGGGGGGCSAARPDSPDVEVKAMQDEVVLRVTTPLYAHPVSRVFHAIRDAELI 

Ky21   LSDAIAYIQELEDRLRGGGGGGGGCSAARPDSPDVEVKAMQDEVVLRVTTPLYAHPVSRVFHAIRDAELI 

 

 421                                         467 

B73   VAASDVAVADEAVTHTLVLRSPGPEQLTAETVLAAMSRGMTSATPSP 

Ky21    VAASDVAVADEAVTHTLVLRSPGPEQLTAETVLAAMSRGMTSATPSP 

 

 

Abbildung 3.38 Vergleich der Aminosäuresequenzen von bHLH-B73 und bHLH-
Ky21. In dem multiplen Alignment sind Unterschiede in den Aminosäuresequenzen grau hinter-
legt. Die rot dargestellten AS definieren die basic-Helix-Loop-Helix-Domäne (bHLH) einschließ-
lich der DNA-Binde- und Dimerisierungsregion. Die Sternchen-markierten Aminosäuren an der
13. und 16. Stelle der Basic-Domäne sind charakteristisch für E-Box bindende bHLHs. Die grün
hinterlegten Aminosäuren sind typisch für G-Box bindende bHLHs. Das Leucin in der Helix-
Domäne, welches mit einem Dreieck unterlegt ist, scheint wichtig für die Dimerisierung zu sein.
Blaue Aminosäuren zeigen das typische N-terminale Ende von bHLH-MYC Transkriptionsfakto-
ren. Die schwarz unterlegten Aminosäuren werden in dem bHLH Transkriptionsfaktor AtMYC2
für Interaktionen mit JAZ-Proteinen benötigt.

3.3.4.10 Pflanzenhormone wie JA, OPDA und ABA sind in Ky21 stark
reduziert nach der Behandlung mit einem Indanon–Derivat

Pflanzeneigene Hormone wie Abscisinsäure (ABA), Salicylsäure (SA), Ethylen (ET)
und Jasmonsäure (JA) sind unter anderen wichtig für die biotische und abiotische
Stressantwort (Adie et al. [2007]; Bari & Jones [2009]). Diese Hormone bilden ein regu-
latorisches Netzwerk, wodurch die Pflanze in der Lage ist, gezielt auf die unterschied-
lichen Pflanzenfeinde zu reagieren. Als weiterführendes Experiment wurden Pflanzen-
hormone zwischen den beiden Elternlinien B73 und Ky21 nach Herbivor-Imitation
verglichen. Da eine sehr frühe Induktion des bHLHs in den Expressionsanalysen im
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Zeitkurs gezeigt werden konnte, wurde eine Funktion noch vor der Jasmonsäure oder
bei der Aktivierung von Jasmonsäure zu JA-Ile vermutet. Darüber sollte eine Mes-
sung der JA- und JA-Ile (Jasmonsäureisoleucin) Mengen Aufschluss geben. Induzier-
te Pflanzenproben von Ky21 und B73 wurden aufbereitet und schließlich von Sandra
Irmisch am Max–Planck–Institut Jena auf der LC–MS vermessen. Dabei konnten
signifikante Unterschiede von ABA (Abscisinsäure), JA und cis-OPDA (cis-(+)-12-
Oxophytodiensäure) zwischen den beiden Eltern detektiert werden (Abb. 3.39). In
Ky21 wurden für jedes der gemessenen Hormone signifikant geringe Mengen akku-
muliert. Die aktive Form der Jasmonsäure (+)-iso-JA-Ile aber auch (-)-JA-Ile konn-
ten in B73 in nur sehr geringen Mengen detektiert werden, während in Ky21 alle
Messwerte um die Null lagen. Die geringen Mengen an Pflanzenhormonen in Ky21
vergleichsweise zu B73 verdeutlichen, dass die Signaltransduktionskaskade in Ky21
verändert ist und folglich zu einer geringeren Terpenbiosynthese in dieser Linie führt.
Die Ergebnisse lassen eine Rolle des bHLHs in der Signalkaskade vermuten, weshalb
dieser als Kandidatengen mit dem QTL405/406 assoziiert sein könnte.
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Abbildung 3.39 Vergleich der Phytohormonmengen in induziertem Pflanzenmaterial
der Linien Ky21 und B73. Die Induktion erfolgte durch ein Indanon–Derivat wie in Abb. 3.15
beschrieben. Die Gehälter der Hormone wurde in pmol g−1 Frischgewicht auf der LC–MS gemes-
sen. Die Mittelwerten und Standardfehler wurden aus jeweils 4 biologischen Replikaten berechnet.
Die Signifikanzberechnung erfolgte mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA. P<0,001 (***); P=0,005
(**).
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4 Diskussion

4.1 Eine hohe genetische Diversität in der
NAM-Population ist für quantitative
Unterschiede in deren Terpenakkumulation
verantwortlich

Die Elternlinien der NAM-Population sind durch eine besonders hohe genetische Di-
versität bzw. Allelvielfalt gekennzeichnet und aus diesen Gründen für das NAM aus-
gewählt worden (Burstin et al. [1994]; Liu et al. [2003]; Buckler et al. [2009]; McMul-
len et al. [2009]). Wie zu erwarten spiegelt sich diese Diversität innerhalb der Po-
pulation auch in der Terpenakkumulation nach Elicitor-Behandlung wieder. So sind
beispielsweise einige Linien durch eine besonders hohe Terpenakkumulation gekenn-
zeichnet (B97, CML288, IL14H und Tx303). Andere Linien wiederum produzieren nur
geringe Terpenmengen (CML247, Ki3, Ky21, NC350 und P39). Neben quantitativen
Unterschieden konnten jedoch auch qualitative Unterschiede in den Terpenspektren
der einzelnen Linien gemessen werden. (E)-β-Caryophyllen ist beispielsweise ein nur
selten detektiertes Terpen innerhalb der Population, währenddessen (E)-β-Farnesen
und (E)-α-Bergamoten in allen Linien, mit Ausnahme von CML247, vorkamen. Ähn-
liches wurde schon in anderen Maislinien beobachtet (Turlings et al. [1998]; Gouin-
guené et al. [2001]; Degen et al. [2004]). So konnten Degen et al. [2004] Unterschiede
in der genetischen Variabilität in 31 untersuchten Maisinzuchtlinien und demzufol-
ge im Terpenprofil bzw. in der totalen Terpenemission nach Herbivorie feststellen.
Unter den 23 analysierten Terpenen befanden sich auch die in dieser Arbeit gemes-
senen Mono-, Sesqui- und Homoterpene. Die Sesquiterpene (E)-β-Farnesen und (E)-
α-Bergamoten, welche in der NAM-Population konstant akkumuliert wurden, waren
auch in 30 von 31 der von Degen et al. [2004] analysierten Linien durch Mengenunter-
schiede, aber nicht durch Abwesenheit gekennzeichnet. Bezüglich anderer Terpene,
wie (E)-Nerolidol, Linalool, DMNT und TMTT gab es ebenso Übereinstimmungen
mit Daten von Degen et al. [2004] und den Ergebnissen dieser Arbeit. Degen et al.
[2004] konnte einen Zusammenhang zwischen diesen vier Terpenen mittels Hauptkom-
ponentenanalyse (PCA, engl.: Principal Component Analysis) feststellen. Dies korre-
liert mit einem für die vier Terpene gemeinsamen QTL auf Chromosom 5, wodurch
die Linalool/(E)-Nerolidol/Geranyllinalool-Synthase TPS2 identifiziert wurde. Akti-
vitätsbestimmungen mit dem rekombinanten TPS2-Proteinextrakt bestätigten, dass
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das Multiproduktenzym in der Biosynthese von (E)-Nerolidol, Linalool, Geranyllina-
lool, DMNT und TMTT involviert ist, wodurch der Zusammenhang für diese Terpene
zu erklären ist. Die gemeinsame Elternlinie B73 nimmt eine besondere Position beim
„Nested Association Mapping“ ein, da diese Linie mit jeder der anderen 25 Eltern-
linien gekreuzt wurde und somit das Terpenspektrum jeder RIL-Population mitbe-
stimmt. Das Duftspektrum der gemeinsamen NAM-Elternlinie B73 ist bereits in frü-
heren Untersuchungen analysiert worden (Schnee et al. [2002]; Köllner et al. [2004]).
Die Hauptterpenkomponenten Linalool, DMNT, (E)-α-Bergamoten, (E)-β-Farnesen
und geringfügig (E)-β-Caryophyllen konnten übereinstimmend identifiziert werden.
Zusätzlich wurden in dieser Arbeit zwei weitere Hauptterpene, (E)-Nerolidol und
TMTT, identifiziert. Den Großteil des Duftspektrums in B73 bilden jedoch wie in
Schnee et al. [2006] beschrieben, (E)-α-Bergamoten und (E)-β-Farnesen. Ein ent-
scheidender Grund, warum B73 als gemeinsame Elternlinie für die NAM-Kartierung
eingesetzt wurde, ist das bereits vollständig sequenzierte Genom und die verfügbaren
Datenbanken (Liu et al. [2003]; Buckler et al. [2009]; Hung et al. [2012]). Hinzu kom-
men agronomische und physiologische Betrachtungen, denn B73 ist eine der wichtigs-
ten und meist eingesetzten Inzuchtlinien in der Maiszüchtung und ist zudem extensi-
ves Untersuchungsobjekt in der Genetik und von molekularen Studien (Stuber et al.
[1992]; Morgante et al. [2005]; Yu et al. [2007]). Die quantitativen und qualitativen
Unterschiede in den untersuchten Terpenmerkmalen sind Voraussetzung für eine er-
folgreiche Kartierungsanalyse. Diese unterschiedlichen Merkmalsausprägungen sind
auf die genetische Vielfalt der Elternlinien zurückzuführen (Burstin et al. [1994]) und
ermöglichen zusammen mit einer hohen Markerdichte und den Sequenzinfomationen
der Elternlinien ein effizientes Berechnen von QTLs (Buckler et al. [2009]; Kump et al.
[2011]; Tian et al. [2011]; Hung et al. [2012]).

4.1.1 Die Identifikation der Loci von Terpensynthasegenen
durch NAM und GWAS bestätigt die Effizienz der
Kombination beider Methoden

Zur Validierung der Kartierungsmethode eigneten sich QTLs, welche in der Nähe
von bereits bekannten Genen liegen, wie z. B. den beiden Terpensynthasegenen tps10
und tps23. Wie zu erwarten, wurde ein QTL (QTL1056) in der Nähe von tps10 für
die Merkmale (E)-β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten berechnet, da beide Terpene
Produkte dieser Terpensynthase sind (Köllner et al. [2004]). Währenddessen wurde
der QTL1050 nur für (E)-β-Caryophyllen kalkuliert und liegt in der Nähe des Gens
tps23, welches für die (E)-β-Caryophyllensynthase kodiert (Köllner et al. [2008a]).
Die Expression von tps23 wurde von Köllner et al. [2008a] in den NAM-Elternlinien
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nach Herbivorie analysiert, mit dem Ergebnis dass die meisten Inzuchtlinien dieses
Gen nicht exprimieren. Möglicherweise ist die Promoteraktivität von tps23 in diesen
Linien verändert. Sequenzvergleiche des tps23 -Promoters in diesen NAM-Linien ist
notwendig um diese Hypothese zu bestätigen. Experimente, welche eine Assoziation
der Kandidatengene tps10 und tps23 mit den jeweiligen QTLs bestätigen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. Vielmehr war von Interesse, ob mit
dem NAM QTLs berechnet werden können, die den Kandidatengenen am nächsten
lokalisiert sind und wie groß der einzugrenzende Bereich ist, in denen die zu identi-
fizierenden Kandidatengene liegen. Dies wurde für QTL1056 und QTL1050 unter An-
nahme einer Assoziation mit tps10 bzw. tps23 betrachtet. Der Chromosomenbereich
zwischen tps10 und dem QTL-Marker (m1056) ist mit 1,74Mb sehr klein, wodurch
eine Eingrenzung auf wenige Kandidatengene möglich war. Durch eine sehr gerin-
ge Markerdichte im Bereich von tps23 war der Abstand vom Marker zum Gen mit
3,7Mb etwas größer, wodurch eine größere Anzahl an Kandidatengenen zur Auswahl
stand. Die Feinkartierung mittels GWAS konnte jedoch den Lokus bis auf 0,4Mb ein-
grenzen. Auch bei der Kartierung von unbekannten Kandidatengenen zeigte GWAS
Effektivität. In der Nähe des für Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT und TMTT kalku-
lierten QTL606 wurden die beiden Kandidatengene tps2 und tps3 identifiziert. Mit
Hilfe von GWAS konnte der quantitative Lokus bis auf ein Kandidatengen einge-
grenzt werden, da ein SNP-Marker direkt im Promoter von tps2 kalkuliert wurde.
Aktivitätsbestimmungen korrelieren mit dem Kartierungsergebnis und identifizier-
ten tps2 als aktive Terpensynthase in B73. Die Validierung der Kartierungsmethode
NAM zeigte, dass ein quantitativer Lokus auf wenige Mb eingegrenzt werden kann.
Weiterhin ist GWAS eine gute Möglichkeit den quantitativen Lokus auf unter 1Mb
bis hin zum Kandidatengen zu verifizieren, auch wenn dieser Teil der Kartierung auf
Statistik beruht.

4.1.2 Die Signifikanz von QTLs, die mit Biosynthesegenen
assoziiert sind, ist höher als von QTLs die mit
regulatorischen Elementen assoziiert sind

Analysen der QTLs deuten darauf hin, dass QTLs mit den höchsten F-Werten meis-
tens mit Biosynthesegenen, wie den Terpensynthasen oder P450 Monooxygenasen,
assoziiert zu sein scheinen. Die beiden signifikantesten quantitativen Bereiche auf
Chromosom10, QTL1050 und QTL1056, sind zwei Beispiele, welche vermutlich mit
den Terpensynthasegenen tps10 und tps23 assoziiert sind. Auch die in dieser Ar-
beit charakterisierte Terpensynthase 2 ist sehr wahrscheinlich mit dem QTL606 as-
soziiert, welcher den Marker mit dem höchsten F-Wert für (E)-Nerolidol, DMNT
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und TMTT darstellt. Ein weiteres Beispiel ist der QTL298, welcher mit einem P450
(CYP92C6) assoziiert sein könnte. Dieser QTL ist der zweitsignifikanteste Lokus für
TMTT und folgt in der Rangliste dem zuvor genannten QTL606. Die Beobachtung,
dass Schlüsselenzyme mit den signifikantesten QTL-Markern assoziiert zu sein schei-
nen, könnte durch die eindeutig identifizierbaren Phänotypen zu erklären sein. Das
heißt, wenn Mutationen in einem Gen der Terpenbiosynthese oder dessen Promoter
auftreten, ist folglich mit einem veränderten Phänotyp zu rechnen, der einen QTL
ausprägt. Regulatorische Gene wie Transkriptionsfaktoren können redundant sein,
um die Funktionalität einer Signalkaskade sicherzustellen, wodurch Mutationen die-
ser Gene einen nicht so starken Effekt auf einen Phänotyp haben müssen. Einige
Beispiele bezüglich der Redundanz von regulatorischen Faktoren bzw. mehrerer un-
abhängiger Faktoren in Signalkaskaden der Pflanzenabwehr sind bekannt. In Tabak
(Nicotiana attenuata) hat das Stilllegen des Transkriptionsfaktors NaMYC2 nur einen
geringfügigen Einfluss auf die Akkumulation von Pflanzenabwehrmetaboliten, worauf-
hin eine Redundanz vermutet wurde (Woldemariam et al. [2013]). Die Aktivatoren,
TGA2, TGA5 und TGA6, welche die Expression von PR-1 (Pathogenesis-Related
1) für die Pathogenabwehr induzieren, sind redundant und zeigen nur eine geringfü-
gig geringere Expression von PR-1 in einer Triple-Mutante (Zhang et al. [2003]). Erst
das zusätzliche Ausschalten des TGA3 Transkriptionsfaktors setzt die PR-1 Expres-
sion effektiv herab (Kesarwani et al. [2007]). Ebenso ist bekannt, dass in Mais viele
Gene durch Genomduplikation entstanden sind, wie beispielsweise die beiden OPR-
Gene (OPR-Reduktase), OPR7 und OPR8 (Zhang et al. [2005]), welche für einen
Biosyntheseschritt des Pflanzenhormons Jasmonsäure verantwortlich sind. Erst eine
Doppelmutante ermöglichte eine stark reduzierte Jasmonsäurebiosynthese, wodurch
beide Gene eine redundante Funktion in Mais besitzen (Yan et al. [2012]). Diese Bei-
spiele sollen verdeutlichen, dass das Identifizieren von regulatorischen Elementen mit
Hilfe der NAM-Kartierung eine Herausforderung zu sein scheint. Trotz dessen konnte
ein quantitativer Lokus, QTL405 bzw. QTL406, auf Chromosom3 identifiziert werden,
welcher mit einem bHLH Transkriptionsfaktor assoziiert sein könnte. Dieser Tran-
skriptionsfaktor liegt zwischen den beiden QTL-Markern m405 und m406, welche für
mehrere Terpene, (E)-Nerolidol, (E)-α-Bergamoten und (E)-β-Farnesen, kalkuliert
wurde. Die Kalkulation dieses QTLs für mehrere Terpene lässt vermuten, dass einzel-
ne Abschnitte einer Signaltransduktionskaskade für mehrere Terpene identisch sein
können. Weitere QTLs, in deren Nähe keine putativen Terpenbiosynthesegene liegen,
aber ebenfalls für mehrere Terpenmerkmale berechnet wurden, sind QTL215, QTL89

und QTL995. Diese könnten ebenso mit regulatorischen Elementen, welche für meh-
rere Terpene eine Rolle spielen, assoziiert sein. Ebenso besteht die Möglichkeit von
regulatorischen Elementen, welche eine Rolle für jeweils ein Terpenmerkmal spielen.
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4.2 Charakterisierung der mittels QTL606/607 identifizierten TPS2 und TPS3

Mehrere dieser potentiellen QTLs, stehen ebenso für weitere Analysen zur Verfügung.

4.2 Charakterisierung der mittels QTL606/607

identifizierten TPS2 und TPS3

Mit dem QTL606/607 auf Chromosom5 war es möglich, die TPS2 und TPS3 zu iden-
tifizieren. Die beiden QTL-Marker m606 bzw. m607, welche für die Terpene Linalool,
(E)-Nerolidol, DMNT und TMTT kalkuliert wurden, grenzten den Chromosomen-
bereich ein. Zwischen beiden Markern befinden sich beide Terpensynthasegene. Die
Gene tps2 und tps3 liegen mit einem geringen Abstand von nur 0,06Mb voneinan-
der entfernt, wodurch eine genauere Eingrenzung des gesuchten Kandidatengens für
die jeweiligen Terpene mittels QTL-Marker nicht möglich war. QRT-Analysen zeigten
einen starken Expressionsanstieg beider Gene nach Behandlung von Maisblättern mit
einem Elicitor, sodass beide Gene als Kandidaten in Frage kamen. Die anschließende
Feinkartierung mit Hilfe von GWAS berechnete einen sehr signifikanten SNP-Marker
(95%) 160 bp stromaufwärts des Translationsstarts von tps2 und gaben den Hinweis
auf tps2 als einziges Kandidatengen, was durch Aktivitätsstudien bestätigt werden
konnte.

4.2.1 TPS2-B73 kodiert für ein Multiproduktenzym,
während das Allel TPS3-B73 inaktiv ist

Aktivitätsbestimmungen korrelierten mit den GWAS-Resultaten und wiesen TPS2
als aktives Enzym nach, welches in vitro die Terpene Linalool, (E)-Nerolidol und Ge-
ranyllinalool, ein Zwischenprodukt der TMTT-Biosynthese, synthetisierte. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Terpensynthasen ausgehend von einem Substrat mehre-
re Produkte synthetisieren können, weshalb sie als Multiproduktenzyme bezeichnet
werden (Crock et al. [1997]; Cane [1999]; Wise et al. [1998]; Steele et al. [1998]). We-
niger häufig beobachtet wurde, dass Terpensynthasen wie TPS2 Substrate mit einer
unterschiedlichen Anzahl von C5-Einheiten akzeptieren. Eine Publikation mit ähnli-
chen Ergebnissen identifizierte MtTPS3 in Medicago truncatula, welches GPP, FPP
und GGPP bindet und daraus Geranyllinalool sowie (E)-Nerolidol als Hauptterpene
und zusätzlich geringe Mengen Linalool bilden kann (Arimura et al. [2008]). Autoren
zeigten auch, dass eine Terpensynthase aus Reis (Os02g02930) sowohl (E)-Nerolidol
als auch Linalool aus FPP bzw. GPP synthetisieren kann (Yuan et al. [2008]). Weitere
Beispiele sind AmNES/LIS1 und AmNES/LIS2 in Löwenmäulchen (Nagegowda et al.
[2008]), LeMTPS1 in Tomate (van Schie et al. [2007]) und FaNES1 in der Wilderdbee-
re (Aharoni et al. [2004]). Die Tatsache, dass diese Terpensynthasen Prenyldiphospha-
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te mit unterschiedlichen C5-Einheiten akzeptieren, könnte durch ein zweites DDxxD-
Motiv zu erklären sein, welches auch in TPS2 identifiziert werden konnte. Studien
von Little & Croteau [2002] lassen vermuten, dass durch die zwei DDxxD-Motive
Substrate in unterschiedlicher Orientierung gebunden werden können und somit eine
alternative Bindestelle für Substrate gegeben sein könnte. Mutationsanalysen erga-
ben tatsächlich Hinweise auf Substratbindung durch beide DDxxD-Motive (Little &
Croteau [2002]). Während TPS2 in der Lage war GPP, FPP und GGPP als Substrate
zu akzeptieren, konnte für TPS3 unter Zugabe aller drei Substrate keine Produktbil-
dung nachgewiesen werden. Des Weiteren bestand die Möglichkeit, dass TPS3 eine
plastidäre Lokalisation besitzt und ohne die Abspaltung eines N-terminalen Signal-
peptids nicht aktiv ist. Eine Aktivität von TPS3-B73 durch Trunkieren des pos-
tulierten Signalpeptids nachzuweisen war jedoch ebenso erfolglos, wie die Zugabe
von (Z,Z )-FPP, welches von einigen wenigen Terpensynthasen als Substrat akzep-
tiert wird (Sallaud et al. [2009]; Tissier et al. [2013]). Demzufolge könnte tps3 -B73
ein Pseudogen darstellen, was bereits für verschiedene Allele der Terpensynthasen
TPS4 und TPS5 in bestimmten Maislinien gezeigt wurde (Köllner et al. [2004]). Köll-
ner et al. [2004] führten Studien an diesen Terpensynthasen in den Maiskultivaren
B73 und Delprim durch. In jeder Linie ist jeweils nur eines der beiden Enzyme aktiv.
Während B73 ein funktionelles tps4-Allel und ein inaktives tps5 -Allel besitzt, liegt
in Delprim der umgekehrte Fall vor. Auch für TPS2 konnte ein inaktives tps2 -Allel
in Tzi8 identifiziert werden. Möglicherweise kodiert tps3 -Tzi8 für ein aktives, jedoch
schwach exprimiertes Protein1, was in zukünftigen Experimenten geklärt werden soll.
Eine Aktivität bzw. Inaktivität von TPS2 und TPS3 in anderen Maislinien kann
ebenso auf Grund des hohen Ploymorphismus von Mais nicht ausgeschlossen werden.

4.2.2 Die Gene tps2 -B73 und tps3 -B73 sind durch
Duplikation eines gemeinsamen Vorläufers entstanden

Sowohl für das Genpaar tps4/tps5 (Köllner et al. [2004]) als auch für tps2/tps3 konnte
eine sehr hohe Identität (98% bzw. 92,5%) festgestellt werden. Auch liegen die jewei-
ligen Genpaare jeweils auf demselben Chromosom mit einem Abstand von ∼ 0,2Mb
(tps4/tps5 ) bzw. 0,06Mb (tps2/tps3 ) nicht weit voneinander entfernt. Mit großer
Wahrscheinlichkeit sind beide Genpaare durch Duplikation eines Vorläufergens ent-
standen. Während eine der Genkopien vermutlich die ursprüngliche Funktion bei-
behalten hat, entstand aus der anderen Genkopie ein Pseudogen ohne Funktion.
Köllner et al. [2004] schätzten unter Annahme der von Gaut & Doebley [1997] an-
gegebenen Mutationsrate von 6, 5 x 10−9 synonymen Substitutionen pro synonymen

1(Daten nicht gezeigt)
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Positionen pro Jahr in Mais, dass tps4 vor ∼ 3 Millionen Jahren von tps5 als Gen-
kopie entstanden ist. Bezieht man die Annahme von Gaut & Doebley auf tps2 und
tps3, ergibt sich eine Divergenzzeit von ca. 8,8Millionen Jahren. Auch in anderen
Pflanzen wie z. B. Tabak wurden zwei Sesquiterpenzyklasen (EAS) als Genduplikate
gefunden, welche nur 6 kb voneinander entfernt liegen (Facchini & Chappell [1992]).
Genduplikationen sind offensichtlich eine wichtige Grundlage für die Mannigfaltigkeit
der Terpenbiosynthese (Ober [2005]; Pichersky et al. [2006]; Trapp & Croteau [2001]).

4.2.3 TPS2 könnte sowohl im Cytosol als auch in den
Chloroplasten lokalisiert sein

Viele wissenschaftliche Veröffentlichungen haben bereits gezeigt, dass GPP und GG-
PP sowie Mono- und Diterpensynthasen hauptsächlich in Plastiden vorliegen (Kleinig
[1989]; Aharoni et al. [2005]; Tholl & Lee [2011]; Soler et al. [1992]), während FPP und
die daraus folgenden Sesquiterpene im Cytosol synthetisiert werden (Aharoni et al.
[2005]; Tholl & Lee [2011]). Die zelluläre Lokalisation von TPS2 konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht geklärt werden. Jedoch deuten Vorhersagen mit Programmen wie
SignalP oder ChloroP auf das Vorhandensein eines Signalpeptides hin, was durch die
gezeigte Aktivität von TPS2 ohne Signalpeptid möglich wäre. Eine Lokalisation von
TPS2 in den Chloroplasten würde allerdings nur die Terpenproduktion von Linalool
und Geranyllinalool in B73 Pflanzen erklären. Die Synthese von (E)-Nerolidol im
Cytosol würde laut den oben genannten Literaturangaben nicht möglich sein. Eine
Lokalisation von TPS2 im Cytosol wäre gleichfalls möglich, da auch der Volllängen-
version eine Aktivität nachgewiesen werden konnte. Unabhängig von der Lokalisa-
tion kann auf Grund des errechneten QTL606/607 davon ausgegangen werden, dass
TPS2 für die Biosynthese von Linalool, (E)-Nerolidol und Geranyllinalool verant-
wortlich ist. In Arabidopsis wurde eine Möglichkeit von Cunillera et al. [1996] gezeigt,
bei der unterschiedliche Transkriptionsstarts für eine FPP-Synthase festgestellt wur-
den. Bedingt durch diese alternativen Starts entsteht zusätzlich zur Volllängenversion
(FPS1L) ein verkürztes Protein ohne Signalpeptid (FPS1S). Durch die folglich un-
terschiedlichen Kompartimentierungen in Mitochondrium und Cytosol kann FPP für
verschiedene Metaboliten bereitgestellt werden. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit
eine verkürzte Version von TPS2 mit nur 488AS anstatt der Volllängenversion von
587AS isoliert. Allerdings konnte keine Aktivität des verkürzten Proteins in vitro
nachgewiesen werden. Außerdem publizierten Aharoni et al. [2004] eine Linalool/(E)-
Nerolidol-Synthase (FaNES1) aus der kultivierten Erdbeere (F. ananassa), bei der ein
Stop-Codon im N-terminus zur Translation einer kürzeren Version ohne Signalpeptid
führt. Trotz der nachweislichen Lokalisation dieser Synthase im Cytosol bilden so-
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wohl Linalool als auch (E)-Nerolidol die Hauptterpene in der kultivierten Erdbeere.
Die Wilderdbeere dagegen enthält kein homologes Gen zu FaNES1, wodurch diese
durch ein differentielles Terpenspektrum ohne Linalool und (E)-Nerolidol gekenn-
zeichnet ist. Dies zeigt, dass FaNES1 allein für Linalool und (E)-Nerolidol in der
kultivierten Erdbeere verantwortlich ist und es ist zu vermuten, dass Linalool und
(E)-Nerolidol aus GPP und FPP im Cytosol der kultivierten Erdbeere synthetisiert
werden. Weitere Publikation verstärken diese Vermutung, da ein Austausch von Pre-
nyldiphosphaten zwischen Plastiden in das Cytosol gezeigt werden konnte (Adam &
Zapp [1998]; Dudareva et al. [2005]). Wenn man die Ergebnisse auf TPS2 bezieht,
wäre eine Synthese von Linalool, (E)-Nerolidol und Geranyllinalool im Cytosol mög-
lich, unter der Voraussetzung, dass TPS2 kein Signalpeptid enthält. Andererseits
wurden FPP-Synthasen auch bereits in den Chloroplasten lokalisiert, wie z. B. die
FPPS1 in Reis (Sanmiya et al. [1999]). Dies wiederum würde die Biosynthese aller
TPS2-Produkte, inklusive des Sesquiterpens (E)-Nerolidol, in den Chloroplasten er-
möglichen. Letztendlich ist die Aufklärung der Lokalisation von TPS2 und auch von
FPPS3 unumgänglich und kann zum einen durch transgene Maispflanzen, welche das
Gen gekoppelt an ein detektierbares Reportergen überexpimieren, ermittelt werden.
Eine weitere Möglichkeit wäre eine transiente Expression eines Fusionsproteins von
TPS2 und einem fluoreszierenden Markerproteins in Mais-Protoplasten (Klein et al.
[1988]; Oard et al. [1989]; Shumskaya et al. [2012]) oder Zellen von Maisblättern (Kiri-
enko et al. [2012]). Analysen mit Antikörper können ausgeschlossen werden, da TPS3
eine sehr hohe Sequenzähnlichkeit zu TPS2 besitzt und vermutlich kein Antikörper
spezifisch TPS2 oder TPS3 detektieren würde.

4.2.4 TPS2 ist mit dem QTL606/607 assoziiert

Mit Hilfe des quantitativen Lokus auf Chromosom5 (QTL606/607) wurde die aktive
Terpensynthase 2 identifiziert. Weitere Versuche folgten, um eine Assoziation die-
ses QTLs mit dem Terpensynthasegen nachzuweisen. Erwartungsgemäß wurde der
QTL606/607 für die nachgewiesenen TPS2-Produkte (E)-Nerolidol, Linalool, DMNT
und TMTT berechnet. Außer der inaktiven Terpensynthase 3, sind in B73 kei-
ne weiteren Terpensynthasen in diesem quantitativen Chromosomenbereich lokali-
siert. Ein weiterer Hinweis ist die stark erhöhte Genexpression von tps2 in Elicitor-
behandelten Pflanzenmaterial, wie es bereits für andere Terpensynthasegene gezeigt
wurde (Schnee et al. [2002]; Arimura et al. [2004]; Mercke et al. [2004]; Gomez et al.
[2005]; Tholl [2006]). Für einen weiteren Nachweis einer Assoziation von tps2 -B73
mit dem QTL sollten tps2 -Mutanten untersucht werden. Eine einfach und schnell
zur Verfügung stehende Lösung waren NAM-Inzuchtlinien, welche durch eine geringe
Akkumulation von Linalool, (E)-Nerolidol, DMNT und TMTT gekennzeichnet sind.
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Die beiden Linien Tzi8 und Ky21 sind durch das Fehlen von TPS2-Produkten ge-
kennzeichnet. Diese Linien sollten – wenn die Assoziation besteht – ein defektes oder
gering exprimiertes Allel von tps2 tragen bzw. ein TPS2-Protein mit einer verrin-
gerten Aktivität enthalten.Die QRT-Ergebnisse zeigten für die Linie Tzi8 eine stark
verminderte Expression von tps2 im Vergleich zu B73 nach Herbivor-Imitation und
in Ky21 war die Transkriptmenge dieses Gens kaum detektierbar. Weiterhin war es
gelungen, tps2 aus der Linie Tzi8 zu klonieren und heterolog zu exprimieren. Die Er-
gebnisse zeigten, dass dieses Allel für ein inaktives Protein kodiert. Man kann daher
schlussfolgern, dass tps2 sehr wahrscheinlich für die zu untersuchenden Merkmale
verantwortlich ist und eng mit den QTL606/607 assoziiert ist.
Zur Bestätigung dieser Vermutung wurde versucht, RILs dieser Elternlinien zu iden-
tifizieren, die in der Nähe des QTLs Rekombinationsereignisse zwischen Markern
zeigten. Je näher die Marker an tps2 liegen, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit,
dass tps2 mit den Merkmalen assoziiert ist. Einige RILs aus Kreuzungen von B73
und Ky21 wiesen eine chromosomale Rekombination direkt an diesem Lokus auf, so
dass die angrenzenden Marker auf beiden Seiten unterschiedlichen Eltern, Ky21 bzw.
B73, zuzuordnen sind. In diesen RILs korreliert der Genotyp von tps2 jeweils mit dem
Phänotyp. Das bedeutet dass jene RILs welche ein Ky21-Allel von tps2 enthalten,
keine Expression des Gens aufwiesen, während B73-Allele nach Elicitor-Behandlung
eine verstärkte Expression zeigten. Diese Beobachtungen stärken die Hypothese, dass
tps2 das gesuchte Kandidatengen ist. Eine der RILs ist besonders für weiterführende
Experimente von Interesse. Die RIL Z14E0085 enthält den Marker m606 vom Elter
B73, während der Marker m607 heterozygot ist. Die Genotypisierung für tps2 mittels
PCR identifizierte diesen Lokus ebenfalls als heterozygot. Während der Lokus hetero-
zygot ist, ist das restliche Genom nahezu homozygot. Solche Linien bezeichnet man
auch als HIFs („Heterogenous Inbred Family“; Allard [1960]; Fehr [1987]; Haley et al.
[1994]). Durch Selbstung dieser rekombinanten Inzuchtlinie erhält man Nachkommen,
sogenannte NILs („Near Isogenic Lines“), welche für diesen Lokus segregieren. Somit
kann man NILs genotypisieren, welche ein B73-Allel für tps2 enthalten und wieder-
um andere NILs mit dem gleichen genetischen Hintergrund, jedoch einem tps2 -Ky21
Allel. Dadurch ist es möglich, Einflüsse anderer Loci auf das zu untersuchende Merk-
mal auszuschließen und nur den Einfluss von tps2, je nachdem von welchem Elter das
Allel stammt, zu analysieren. Das Nutzen solcher NILs zum Studieren von Phäno-
typen, welche mit einem QTL assoziiert sind, wurde in Mais z. B. von Szalma et al.
[2007] durchgeführt. Weiterhin ist es möglich transgene Linien herzustellen, in de-
nen tps2 stillgelegt ist. Hierbei werden mittels Agrobakterium transgene Maislinien
hergestellt2. Eine weitere Möglichkeit ist die Analyse von Mutanten-Linien auf der

2(„Iowa State University“; http://agron-www.agron.iastate.edu/ptf/)
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Internetseite von http://gbrowse.maizegdb.org. Jedoch ist für dieses Gen zurzeit
keine Mutante erhältlich.

4.2.5 TPS2 ist an der Biosynthese der Homoterpene DMNT
und TMTT beteiligt

Degenhardt & Gershenzon [2000] vermuteten bereits, dass (E)-Nerolidol in Mais zu
DMNT umgewandelt wird. Nach Inkubation eines zellfreien Extraktes aus Maisblät-
tern mit Deuterium-markierten (E)-Nerolidol konnte dessen Umwandlung in das Ho-
moterpen DMNT festgestellt werden. Der quantitative Lokus QTL606 konnte wie
zuvor beschrieben sowohl für (E)-Nerolidol als auch für DMNT kalkuliert werden.
Dass das Homoterpen TMTT aus dem Diterpen Geranyllinalool entsteht, wurde von
Lee et al. [2010] in Arabidopsis gezeigt. Schwieriger waren die Voraussetzungen für
die Kalkulierung des QTLs, welcher mit einer Geranyllinalool-Synthase assoziiert sein
könnte. Das Diterpen Geranyllinalool konnte nicht für die NAM-Population phänoty-
pisiert werden, da es mittels GC-MS nur schwer detektiert werden kann. Eine direkte
Kartierung der Geranyllinalool-Synthase war deshalb nicht möglich. Die Beobach-
tung, dass der QTL606/607 als signifikantester Marker auch für TMTT kalkuliert wur-
de, deutete darauf hin, dass die Geranyllinaloolsynthase-Aktivität auch mit tps2/3
assoziiert ist. Die biochemische Charakterisierung zeigte dann, dass TPS2 neben Li-
nalool und (E)-Nerolidol auch Geranyllinalool produzierte und somit einen wichtigen
Kontrollpunkt für die Homoterpenbiosynthese in B73 darstellt.

4.3 Charakterisierung der mittels QTL764 und
QTL298 identifizierten P450 Enzyme CYP92C5
und CYP92C6

Die beiden Homoterpene DMNT und TMTT dienen nicht nur zur Anlockung von
Blütenbestäubern, sondern werden in vielen Mono- und Dikotyledonen nach Herbi-
vorie gebildet, wie z. B. in der Limabohne (Dicke et al. [1990]), Reis (Lou & Baldwin
[2006]), Weizen (Tooker & De Moraes [2007]), der europäischen Ulme (Wegener &
Schulz [2002]), Baumwolle (Paré & Tumlinson [1997]) und Arabidopsis (Herde et al.
[2008]). Auch die meisten NAM-Inzuchtlinien sind in der Lage DMNT und TMTT
zu produzieren, nachdem sie mit dem Elicitor Indanon behandelt wurden. Obwohl es
noch nicht viele Studien gibt, wird vermutet, dass die Homoterpene wichtig für die
indirekte Abwehr sind. Kappers et al. [2005] inserierten eine Linalool/(E)-Nerolidol-
Synthase aus der Erdbeere in Arabidopsis. Die resultierenden transgenen Pflanzen
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bildeten sowohl (E)-Nerolidol als auch DMNT und waren für Raubmilben attrakti-
ver als die Wildtyppflanzen. Zusätzlich wurde gezeigt, dass Pflanzen welche entweder
(E)-Nerolidol oder DMNT alleine produzierten, eine anlockende Wirkung auf die
Raubmilben besaßen (Dicke et al. [1990]; De Boer et al. [2004]). In Arabidopsis konn-
ten Lee et al. [2010] eine P450 Monooxygenase isolieren, welche in der Lage ist beide
Homoterpene, DMNT und TMTT, in vitro zu synthetisieren. Mit Hilfe des „Nested
Association Mapping“ konnten zwei P450 Enzyme lokalisiert werden, welche für die
Synthese der beiden Homoterpene verantwortlich sind. Durch anfängliche Schwierig-
keiten ein QTL für DMNT in der Nähe eines P450 zu identifizieren, wurde nach einer
Alternative gesucht. Unter der Annahme, dass (E)-Nerolidol das Vorläufersubstrat
für DMNT auch in Mais darstellt (Degenhardt & Gershenzon [2000]; Lee et al. [2010]),
wurde eine Kartierungsanalyse aus dem Verhältnis beider Terpene durchgeführt. Mit
Hilfe des Verhältnisses von zwei Terpenen und anschließender Kartierungsanalyse,
ist es möglich QTLs für späte Biosynthesegene zu identifizieren. Das Ergebnis war
ein Lokus auf dem Chromosom7, QTL764, in dessen Chromosomenbereich ein P450
Gen (CYP92C5) lokalisiert werden konnte. Eine mögliche Erklärung, weshalb der
QTL nicht signifikant genug war um für das Merkmal DMNT berechnet zu werden,
könnten geringe DMNT-Mengen in der NAM-Population sein. Wenn ein Merkmal
in relativ geringen Mengen detektiert wurde, könnte es schwieriger sein auf Grund
der geringen phänotypischen Unterschiede quantitative Loci zu identifizieren. Hinzu
kommt, dass sich das Gen am Anfang von Chromosom7 (6,4Mb) befindet und folglich
kaum Rekombinationsereignissen innerhalb der NAM-Population unterlegen ist. Dies
ist aber notwendig für Kopplungskartierungen, welche auf familiäre Neuvererbung
durch Rekombinationsereignisse basieren. Ein weiterer Grund könnte eine konser-
vierte aktive Funktion dieses Enzyms innerhalb dieser NAM-Linien sein. Wenn nur
wenige Linien für dieses Gen defekt sind, erschwert das die Berechnungen von signifi-
kanten QTLs. Eine weitere Rolle spielt die Terpensynthase 2. Einige Linien (CML322,
CML277, Ki3, M37W, Mo18W, Oh7b, Tzi8) sind durch eine geringe Akkumulation
von (E)-Nerolidol gekennzeichnet, wodurch folglich auch kein DMNT gemessen wer-
den kann und die Berechnung des QTLs zusätzlich erschwert. Biochemische Analysen
konnten schließlich die Assoziation des QTL764 mit CYP92C5 bestätigen. Nach Zuga-
be des Substrates (E)-Nerolidol zum heterolog in Hefe exprimierten Proteinextrakt
(CYP92C5) konnte wie erwartet die Biosynthese des Homoterpens DMNT in vi-
tro nachgestellt werden. Obwohl der QTL764 nicht für TMTT kalkuliert wurde, ist
das Protein zusätzlich in der Lage das Homoterpen TMTT zu synthetisieren. Auch
wenn die Kartierungsergebnisse nicht darauf hindeuteten, so korreliert dieses Resul-
tat mit den Angaben in Lee et al. [2010], in denen ein P450 Enzym (CYP82G1) aus
Arabidopsis beschrieben wurde, welches ebenso in der Lage ist beide Homoterpene
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zu produzieren. In Arabidopsis wird allerdings im Gegensatz zum Mais nur TMTT
emittiert, da das Substrat (E)-Nerolidol nicht in der Pflanze vorliegt. Mögliche Er-
klärungen weshalb QTL764 nicht mit dem Merkmal TMTT korreliert, könnten zum
Teil die Gleichen wie für DMNT sein.
Das Gen cyp92c6, welches für das zweite P450 kodiert, liegt mit einem Abstand von
nur 0,2Mb in direkter Nähe von QTL298 und konnte einfach identifiziert werden. En-
zymassays bestätigten die Kartierungsergebnisse für das Terpen TMTT und zeigten,
dass das heterolog exprimierte P450, CYP92C6, Geranyllinalool als Substrat bindet
und in TMTT umwandelt. Jedoch ist es nicht in der Lage, im Gegensatz zu CYP92C5
und dem von Lee et al. [2010] identifizierten Protein aus Arabidopsis, beide Homo-
terpene in vitro zu bilden, weshalb der QTL298 nicht zusätzlich für DMNT sichtbar
war. Eine dmnt-Mutante (MuIII; Pioneer) unterstützt die Kartierungs-Resultate für
DMNT und TMTT. Die in dieser Mutantenlinie nachweislich nicht funktionelle Ver-
sion von CYP92C5 korreliert mit dem Fehlen des Homoterpens DMNT und einer
höheren Akkumulation dessen Substrates (E)-Nerolidol (Abb. 3.23) Auch die stark
verminderte Akkumulation von TMTT könnte durch die stark verkürzte Version von
CYP92C5 zu erklären sein. Allerdings konnte TMTT weiterhin in MuIII gemessen
werden, welches auf die Expression und Aktivität eines zweiten P450 Enzym, in dem
Falle CYP92C6, hindeutet. Des Weiteren korreliert das Terpenspektrum der dmnt-
Mutante mit der Erkenntnis, dass CYP92C6 nicht in der Lage ist, DMNT in vitro
zu synthetisieren, da weder dieses P450 noch ein anderes Protein die Funktion von
CYP92C5 in MuIII kompensieren konnte. Zusätzlich bestärkt eine erhöhte Akkumu-
lation von (E)-Nerolidol in MuIII, dass das Sesquiterpen auch in vivo als Substrat für
die DMNT-Biosynthese genutzt wird, wie es bereits von Degenhardt & Gershenzon
[2000] in Mais sowie Lee et al. [2010] in Arabidopsis beschrieben wurde.
Für das Enzym CYP92C6 gibt es derzeit noch keine Mutante, welche die Funktiona-
lität dieses Proteins als TMTT-Synthase eindeutig beweisen könnte. Möglichkeiten
dies zu umgehen, wäre das Nutzen der genetischen Ressourcen von Mais. Einige
NAM-Elternlinien (CML277, HP301, Oh7b, und Tx303) produzieren kaum detek-
tierbare Mengen TMTT. Aus diesen Linien könnte man CYP92C6 sequenzieren und
bei Abweichungen der Aminosäuresequenz für Aktivitätsbestimmungen isolieren. Die
Funktionalität von Terpensynthase 2 muss allerdings immer in diesen Linien berück-
sichtigt werden. Für den Fall, dass diese kein Geranyllinalool in einer der Linien
synthetisiert, ist auch kein TMTT zu erwarten.
Des Weiteren ist von großem Interesse, wodurch es CYP92C5 und CYP82G1 er-
möglicht verschiedene Produkte zu bilden bzw. welche Domänen oder Aminosäuren
für das Binden unterschiedlicher Substrate verantwortlich sind. Für das CYP82G1
wurden insgesamt 10 mögliche Aminosäurereste (Phe113, Leu126, Tyr222, Phe251,
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Leu308, Leu312, Thr312, Ile320, Leu491 und Ala492) für die Substratbindung verifi-
ziert (Lee et al. [2010]). Vergleicht man diese Positionen des CYP82G1 aus Arabidop-
sis mit denen von CYP92C5 und CYP92C6 aus Mais, ist jeweils nur die Aminosäure
Leu491 identisch. Außerdem gibt es von den insgesamt 10 möglichen Aminosäure-
positionen nur zwei Aminosäureaustausche (Position 222 und 251) zwischen den in
dieser Arbeit charakterisierten P450s. Weiterhin zeigten Vergleiche der Aminosäure-
sequenzen von AtCYP82G1 (Arabidopsis) und CYP92C5, welche in der Lage sind
beide Homoterpene zu synthetisieren, dass sich beide Proteine in nur 8 Aminosäu-
ren von CYP92C6 unterscheiden, welches nur TMTT bildet. Aus diesen Gründen
würden sich die beiden aus Mais identifizierten P450-Proteine gut für Mutations-
studien eignen, um herauszufinden, welche Aminosäuren für die Substratspezifität
verantwortlich sind.

4.3.1 Die Funktion von Mitgliedern der CYP92-Familie
wurde zuerst in in Zea mays identifiziert

Die beiden identifizierten Monooxygenaseproteine gehören zur Gruppe der CYP92
Familie und somit nicht zur selben Gruppe wie das von Lee et al. [2010] isolierte
CYP71G1 aus Arabidopsis. Die CYP92 Familie kommt nicht in Arabidopsis vor,
die in der letzten Zeit als Modellorganismus zum Studieren von P450 Enzymen
genutzt wird (Nelson et al. [1996]; Bak et al. [2011]; Ma et al. [2013]). Die Funktion
der CYP92 Familie ist bisher noch ungeklärt (Bak et al. [2011] ), da mit Ausnah-
me eines P450 Proteins aus Tabak noch kein weiteres Enzym dieser CYP-Familie
isoliert wurde. In Nicotiana tabacum wurde aus Elicitor-behandelten Pflanzenma-
terial ein P450 Enzym der CYP92 Gruppe kloniert (Ralston et al. [2001]), welches
als 5-epi-Aristolochenoxidase (EAS) postuliert wurde. Die Enzymaktivität konnte
für CYP92A5 jedoch nicht nachgewiesen werden, so dass dessen Funktion weiterhin
ungeklärt bleibt. RNA-Blot Analysen an einem Elicitor-behandelten (Paraciticein)
Pflanzenmaterial konnten eine deutliche Induktion dieser Monooxygenase nachwei-
sen (Ralston et al. [2001]). Auch die beiden P450 Enzyme aus der Maiselternlinie
B73 sind in Elicitor-behandelten (Indanon) Pflanzen signifikant stärker induziert
als in Kontrollpflanzen. Die hohe Ähnlichkeit von CYP92A5 mit CYP92C5 und
CYP92C6 (∼ 45-48%) und dessen Induzierbarkeit lassen Spekulationen hinsichtlich
einer DMNT/TMTT-Synthasefunktion in Tabak zu.
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4.4 Charakterisierung der
Farnesyldiphosphatsynthase 3 (FPPS3), die
aus QTL405/406 identifiziert wurde

Die Isoprenoidbiosynthese stellt einen wichtigen Kontrollpunkt im Primär- und Se-
kundärmetabolismus dar. Das Isoprenoid FPP dient in der Pflanze als Zweigstelle
für die Farnesylierung von Proteinen (Galichet & Gruissem [2003]), die Bildung von
Steroiden, Triterpenoiden (Popjak et al. [1962]) und für die Biosynthese von Sesqui-
terpenen. Daher wurde nach QTLs gesucht, welche mit einer Farnesyldiphosphat-
synthase (FPPS) assoziiert sein könnten und somit den ersten Schritt der Biosyn-
these der oben genannten Verbindungen katalysieren. Der QTL405/406 schien dafür
sehr passend, da dieser spezifisch für die Sesquiterpene, darunter (E)-Nerolidol, (E)-
β-Farnesen und (E)-α-Bergamoten, bestimmt wurde. Das FPP-Synthasegen, fpps3,
welches vorerst als Kandidatengen von QTL405/406 galt, ist eines von insgesamt drei
Genen im Maisgenom. Vor einigen Jahren publizierten Li & Larkins [1996] die ers-
te FPP-Synthase in Mais (FPPS1), welche hauptsächlich FPP und in geringeren
Mengen GGPP in vitro synthetisiert. Mittels BLAST-Suche konnte schließlich ein
weiteres FPP-Synthasegen, fpps2, in Mais lokalisiert werden (Abb. 4.1). Die FPPS-
Familie in anderen Pflanzen besteht ähnlich wie in Mais aus einer geringen Anzahl von
Genen. Sowohl in Reis (Sanmiya et al. [1997, 1999]) als auch in Arabidopsis (Cunil-
lera et al. [1996]) oder Artemisia tridentata (Hemmerlin et al. [2003]) wurden jeweils
zwei aktive FPP-Synthasen identifiziert. Die für ZmFPPS1 nachgewiesene in vitro
Aktivität (Cervantes-Cervantes et al. [2006]) konnte in dieser Arbeit ebenso für die
heterolog in E. coli exprimierte FPPS3 gezeigt werden. FPPS2 hingegen hatte keine
FPP-Synthaseaktivität. Daher scheinen in Mais ebenfalls nur zwei FPP-Synthasen
den FPP-Haushalt zu regulieren. Obwohl FPPS2 eine sehr hohe Sequenzidentität
von 92% auf Aminosäureebene zu FPPS3 aufweist, sind die entsprechenden Ge-
ne vermutlich nicht durch eine einfache Genduplikation, sondern im Rahmen der
Bildung eines Tetraploiden Genoms in Mais entstanden. Darauf deuten Syntenie-
Studien zwischen dem Reis Chromosom1 und den Mais Chromosomen 3, 6 und 8
hin (Salse et al. [2004]; Odland et al. [2006]; Gale & Devos [1998]; Ahn et al. [1993];
Helentjaris et al. [1988]; Wilson et al. [1999]; Wei et al. [2007]). Syntenische Bereiche
sind Chromosomenabschnitte, in denen homologe Gene kollinear auf verschiedenen
Chromosomen angeordnet sind und vermutlich von einem gemeinsamen Vorfahren ab-
stammen (Odland et al. [2006]; Gaut [2001]; Wei et al. [2007]). Ein Chromosomenab-
schnitt auf Chromosom3, indem fpps3 lokalisiert ist, ist umgekehrt syntenisch zu der
fpps2 enthaltenden Region auf dem Chromosom8, welches wiederum syntenisch zu
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dem Reis Chromosom1 ist. In diesem Chromosomenabschnitt ist die FPP-Synthase
fpps1 aus Reis lokalisiert (Sanmiya et al. [1997], Sanmiya et al. [1999]). Beide FPP-
Synthasegene aus Mais und das Homologe in Reis könnten von einem gemeinsamen
Vorfahren von vor 50-70Millionen Jahren abstammen.
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Abbildung 4.1 Dendrogramm von Aminosäuresequenzen von FPPS aus Mais und ausgewähl-
ter repräsentativer FPP-Synthasen aus anderen Pflanzenfamilien. Ein multipler Sequenzvergleich
wurde mit ClustalW (LaserGene Software) (Thompson et al. [1994]) durchgeführt und anschlie-
ßend mit „TreeView“ visualisiert.

4.4.1 Die FPPS3 Expression korreliert mit der
Terpenakkumulation in Mais

Die Emission volatiler Terpene in Maisblättern erfolgt als Antwort auf Herbivo-
rie. Dabei werden viele Terpene bereits 2 Stunden und andere, wie Sesquiterpene,
meist 4 Stunden nach Raupenfraß abgegeben (Turlings et al. [1998]). Dies korreliert
mit der analysierten Expression der Terpensynthasegene tps10 und tps23, deren
Expression kontinuierlich ansteigt und nach ca. 4 h das Maximum erreicht (Seidl-
Adams et al. [2014]; Richter et al. [subm]). Die in dieser Arbeit identifizierte FPP-
Synthase (FPPS3) wurde ebenfalls auf Expression nach Herbivorie getestet und ist
durch einen stark signifikanten Anstieg in den Blättern von B73 und Delprim ge-
kennzeichnet. Auch die alleinige Verwundung führt zu einem signifikanten Anstieg
der Transkriptakkumulation, allerdings um ein vielfaches niedriger als Verwundung
unter Zusatz eines Elicitors (Indanon-Derivat). Diese Resultate korrelieren mit den
Literaturangaben, in denen gezeigt wurde, dass die Terpenantwort durch Herbivo-
rie stärker ist als nach alleiniger Verwundung (Alborn et al. [1997]; Spiteller et al.
[2000]; Tumlinson & Lait [2005]; Turlings et al. [1990]; Schmelz et al. [2001]; Yoshi-
naga et al. [2010]). Die von Li & Larkins [1996] identifizierte FPP-Synthase 1 wurde
ebenfalls als Herbivor-induzierbar charakterisiert (Cervantes-Cervantes et al. [2006]).
Allerdings zeigen die in dieser Arbeit durchgeführten Vergleiche der Expressionswerte
eine vielfach höhere Induktion von fpps3 im Vergleich zu fpps1. Selbst die Kontroll-
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werte von fpps3 lagen sowohl in Delprim als auch in B73 über denen von fpps1.
Somit kann spekuliert werden, dass besonders nach Herbivorie der FPP-Haushalt in
Blättern hauptsächlich durch FPPS3 sichergestellt wird. Im Gegensatz dazu scheint
FPPS1 in der Wurzel eine bedeutendere Rolle zu spielen und übertrifft die Expres-
sion von fpps3 sowohl im Kontrollmaterial als auch nach mechanischer Verwundung.
Einzig nach Herbivorie durch Diabrotica virgifera virgifera ist ein signifikanter An-
stieg der fpps3 Expression in der Wurzel zu verzeichnen gewesen, während ein leichter
nicht signifikanter Rückgang an fpps1 Transkript detektiert wurde.
Eine ähnliche Regulation in Blatt und Wurzel wurde für zwei DXP-Synthasegene
(1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase = DXS) beobachtet, welche den ersten
Schritt im MEP-Weg katalysieren und IPP in den Plastiden bereitstellen. Walter et al.
[2002] zeigten, dass das MtDXS1 Gen aus Medicago truncatula, Mais und Tabak je-
weils im Blatt exprimiert wird, während MtDXS2 Transkripte hauptsächlich in der
Wurzel vorkommen. Die unterschiedliche Expression von fpps1 und fpps3 in Wurzel
und Blatt könnte ein Hinweis sein, dass beide Enzyme den FPP-Flux für die Bildung
verschiedener Isoprenoidendprodukte regeln. Weitere Beispiele für unterschiedlich re-
gulierte Prenyltransferasen sind aus der Literatur bekannt. Sanmiya et al. [1997, 1999]
zeigten in Reis, dass FPPS1 im Blatt exprimiert ist, während FPPS2 in den Wur-
zeln vorkommt. Auch Prenyltransferasen für längerkettige Prenyldiphosphate, wie die
Solanesyldiphosphat-Synthasen aus Reis, wiesen ein organspezifisches Expressions-
muster auf. Diese Enzyme bilden Prenyldiphosphate für die Ubichinon-Biosynthese.
Während OsSPS1 hauptsächlich in den Wurzeln vorkommt, wurden OsSPS2 Tran-
skripte in Wurzel und Blatt gefunden (Ohara et al. [2010]). Der Einfluss von Pflanzen-
hormonen oder Herbivorie scheint auch für Prenyltransferasen in anderen Pflanzenor-
ganismen eine Rolle zu spielen. Eine erhöhte Expression von Prenyltransferasen nach
Imitierung von Herbivorie konnte neben fpps3 auch in Pflanzen wie z. B. in Withania
somnifera (Gupta et al. [2011]), Picea abies (PaDS1, Schmidt et al. [2010a]) oder He-
dychium coronarium (HcFPPS, Lan et al. [2013]) gezeigt werden. Nach Verwundung
oder Behandlung mit Methyljasmonat wurden erhöhte Transkriptmengen einer FPP-
Synthase in W. somnifera detektiert (Gupta et al. [2011]). Auch in Ginseng konnte ei-
ne FPP-Synthase nach Behandlung mit Methyljasmonat induziert werden (Kim et al.
[2010]). Jasmonsäurederivate gehören zur Gruppe der Pflanzenhormone und sind in
der Regulation der Herbivorie-Antwort involviert (Howe & Jander [2008]) und werden
somit häufig als Elicitor eingesetzt.
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4.4.2 FPPS3 ist sehr wahrscheinlich nicht mit dem
QTL405/406 assoziiert

Die Aktivität von FPPS3 konnte in vitro nachgewiesen werden. Wie für die anderen
QTLs galt es, die Assoziation dieses Gens mit dem QTL405/406 nachzuweisen. Dafür
wurde vorerst ermittelt, welche Elternlinien für den QTL verantwortlich sind bzw.
welche scheinbar ein defizientes oder nicht exprimiertes fpps3 Gen enthalten. Durch
Entnahme einiger und anschließend einzelner Elternlinien für die NAM-Kalkulationen
mittels des SAS-Programms, können jene Linien identifiziert werden welche für den
QTL verantwortlich sind. Für QTL405/406 konnte schließlich nur eine Linie, Ky21,
ermittelt werden. Allerdings wurden nach dem Sequenzieren von fpps3 -Ky21 keine
Unterschiede zum B73-Allel festgestellt, so dass eine Inaktivität oder veränderte Ak-
tivität des kodierten Proteins ausgeschlossen werden konnte. QRT-Analysen zeigten
zwar Unterschiede in der Expression von fpps3 zwischen B73 und Ky21, allerdings
auch für andere Gene der Terpenbiosynthese. Entgegen den Erwartungen wiesen auch
Gene wie tps10 oder die beiden P450-Gene cyp92c5 und cyp92c6 eine stark reduzierte
Expression im Vergleich zu den B73-Werten auf. Mögliche Erklärungen könnten ei-
ne rückkoppelnde Wirkung der fpps3 Expression auf jene der Terpenbiosynthesegene
sein oder ein defektes regulatorisches Element in diesem quantitativen Lokus. Da die
Sequenzvergleiche der Promotorregion von fpps3 zwischen B73 und Ky21 keine großen
Unterschiede zeigten, wurde fpps3 als Kandidatengen vorläufig ausgeschlossen. Um
einen direkten Nachweis zu liefern, müssten weitere Analysen mit RILs der Eltern B73
und Ky21 folgen. Dies ist allerdings schwierig, da in diesen Linien scheinbar mehrere
Gene, mitunter tps2, inaktiv oder nicht exprimiert sind. Die NAM-Kalkulation wurde
auch umgekehrt mit den Elternlinien Ky21 und B73 unter Ausschluss aller anderen
Linien durchgeführt. Neben QTL405/406 wurden weitere weniger signifikante QTLs be-
rechnet3, was auf zusätzlich defekte Gene hindeutet. Diese Problematik verdeutlicht,
dass die NAM-Kartierung besonders leistungsfähig ist, wenn mehrere Linien zu einem
QTL führen. Eine Feinkartierung könnte in dieser Situation einen Hinweis auf das
Gen geben, das mit dem QTL-Marker assoziiert ist. Jedoch ist es gerade für diesen
auf evolutionäre Vererbung basierten Kartierungsschritt wichtig, dass mehrere Linien
für einen quantitativen Lokus verantwortlich sind. Eine Möglichkeit eine endgültige
Antwort auf die Frage nach einer Assoziation von fpps3 mit dem quantitativen Lokus
zu erhalten, wäre die fpps3 Expression in RILs zu analysieren, welche Transkriptmen-
gen von tps10, cyp92c5 oder cyp92c6 homolog zu den B73-Allelen aufweisen. Nur so
kann ermittelt werden, ob die fpps3 Expression in Zusammenhang mit den anderen
Genen steht oder nicht.

3(Daten nicht gezeigt)
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4.5 Die Biosynthesewege von DMNT und TMTT
wurden mit drei quantitativen Loci
identifiziert

Die mittels NAM identifizierten QTLs verhalfen die Biosynthesegene von Linalool,
DMNT und TMTT aufzuklären. Diese Gene, fpps3, tps2, cyp92c5 und cyp92c6, sind
in Abb. 4.2 farbig hinterlegt. Einzig die GGPP-Synthase und die GPP-Synthase konn-
ten derzeit nicht weiter identifiziert werden. In Abb. 4.2 ist ein Übersichtsmodell dar-
gestellt, welche Enzyme, ausgehend von den aktiven Isoprenmolekülen DMAPP und
IPP, für die Synthese von Linalool, DMNT und TMTT eine Rolle spielen. Die nachge-
wiesenen Aktivitäten der einzelnen Proteine sowie die erhöhten Transkriptmengen der
identifizierten Gene nach Elicitor-Behandlung geben genug Hinweise, um ein Modell
der einzelnen Biosyntheseschritte wie in Abb. 4.2 zu erstellen.
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Abbildung 4.2 Modell der Terpenbiosynthese von Linalool, DMNT und TMTT in
B73. Ausgehend von den aktiven Isoprenoidvorläufern DMAPP und IPP erfolgt die Synthese der
kurzkettigen Isoprenoide mittels Prenyltransferasen. Terpensynthasen modifizieren die Substrate
GPP, FPP und GGPP. (E)-Nerolidol und (E,E)-Geranyllinalool können durch Monooxygenaseen-
zyme weiter zu Homoterpenen modifiziert werden. Farbig hinterlegte Proteine wurden mittels
„Nested Association Mapping“ identifiziert und deren Enzymaktivität in vitro nachgewiesen.
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4.6 Ein bHLH Transkriptionsfaktor ist ein mögliches Kandidatengen für den
QTL405/406

Während in B73 die Assoziation der Monooxygenase CYP92C5 mit dem QTL764

mittels der dmnt-Mutante (MuIII) eindeutig gezeigt werden konnte, steht der direkte
Nachweis einer Assoziation der anderen Kandidatengene mit den jeweiligen QTLs
noch aus. Unabhängig von der Assoziation mit den QTLs, korrelieren die in vitro
Produkte aller Proteinextrakte der identifizierten Kandidatengenen mit dem Terpen-
spektrum der Elternlinie B73 überein, so dass die Biosyntheseschritte in Abb. 4.2
auch ein möglicher Weg in vivo sein könnte.

4.6 Ein bHLH Transkriptionsfaktor ist ein
mögliches Kandidatengen für den QTL405/406

Die verminderte Expression verschiedener Biosynthesegene in Ky21 nach Herbivor-
Imitation gibt Anlass zur Vermutung, dass ein regulatorisches Element mit dem
QTL405/406 assoziiert sein könnte und Einfluss auf die Regulation der Terpenbio-
synthese hat. Demzufolge wurde nach Transkriptionsfaktoren oder Kinasen gesucht,
welche mit dem QTL assoziiert sein könnten. Ein zwischen beiden QTL-Markern
(m405, m406) liegender bHLH Transkriptionsfaktor kam aus zwei Gründen als Kan-
didatengen in Frage. Zum einen ist dessen Genexpression nach Elicitor-Behandlung
hochreguliert und wies auch keine Unterschiede in der Transkriptmenge zwischen der
Linie Ky21 und B73 auf, währenddessen Gene wie fpps3, tps10 oder die beiden cyp92
Gene eine verminderte Transkriptmenge in Ky21 zeigten. Der zweite Grund der für
den bHLH als Kandidatengen spricht, ist eine Lücke von 41 Aminosäuren in dessen
Protein in der Linie Ky21. Dies könnte eine eingeschränkte Funktionalität des Tran-
skriptionsfaktors und somit eine verminderte Induktion der nachfolgenden Signal-
transduktion zur Folge haben. Die Tatsachen dass der bHLH Herbivorie-reguliert ist,
jedoch keine Expressionsunterschiede zwischen B73 und Ky21 aufweist und zusätz-
lich 41 Aminosäuren kürzer ist, deuten auf eine Funktion in der Signalkaskade die
die Terpenbiosynthese steuert, hin.

4.6.1 Ein bHLH Transkriptionsfaktor könnte eine Funktion
als positiver Regulator in der Jasmonatantwort in Zea
mays besitzen

Die Familie der bHLH-Transkriptionsfaktoren umfasst eine sehr große Anzahl an Ge-
nen und gehört zu einer der größten Familien der Transkriptionsfaktoren. In Arabi-
dopsis wurden allein 148 der Basic-HLH Transkriptionsfaktoren identifiziert (Toledo-
Ortiz et al. [2003]; Heim et al. [2003]; Riechmann et al. [2000]). Der bHLH auf Chro-
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mosom3 besitzt die typische Basic-Helix-Loop-Helix-Domäne am C-terminalen Ende.
Diese Domäne ist entscheidend für die Homo- oder Heterodimerisierung und auch für
die Bindung an E-Boxen (CANNTG), welche in Promotoren von Zielgenen als cis-
Elemente vorkommen und nochmals in G- und E-Boxen unterscheidbar sind. Laut der
in diesem Transkriptionsfaktor vorkommenden Aminosäuren an Position 9, 13 und
17 in der Basic-Domäne, scheint der bHLH bevorzugt G-Boxen (CACGTG) zu bin-
den (Atchley & Fitch [1997]; Atchley et al. [1999]; Toledo-Ortiz et al. [2010]). G-Boxen
liegen meist in Promotoren von Genen, welche in die Jasmonatantwort und Verwun-
dung involviert sind (Menke et al. [1999]; Delessert et al. [2004]; Kim et al. [1992]). Sol-
che bekannten G-Box-enthaltende Promotoren sind die von AtPDF1 (Lorenzo et al.
[2004]), von PI-II aus der Kartoffel (Kim et al. [1992]) und von JAZ2 (Figueroa
[2012]). Terpensynthasegene (tps10, tps23 ) in Mais besitzen ebenfalls einige G-Boxen
über die gesamte Promotorregion verteilt (Lenk [2012]). Auch fpps3, tps2, tps3 und
die beiden P450 Gene wurden auf Promotorelemente untersucht (PLACE4) und be-
sitzen mehrere E-Boxen im Promotor (siehe Anhang 5.6), wodurch sie als potentielle
Bindepartner des bHLHs in Frage kommen könnten. BLAST-Ergebnisse auf der In-
ternetseite von Tair5 zeigten die höchsten Homologien von diesem bHLH zu AtJAM3
und AtJAM26 und nachfolgend zu AtMYC3 und AtMYC2. Für die BLAST-Suche
wurde vorerst das Arabidopsis-Genom verwendet, da in diesem Pflanzenorganismus
die meisten bHLHs charakterisiert wurden. Die BLAST-Ergebnisse können Hinweise
auf mögliche homologe Funktionen in Mais geben, sollten allerdings kritisch betrach-
tet werden, da im Beispiel von CYP92C5 gezeigt werden konnte, dass dieses P450,
trotz homologer Funktion zum CYP82G1 aus Arabidopsis, nicht die höchste Sequen-
zidentität zu diesem Enzym im Maisgenom aufweist.
In der Literatur werden gegensätzliche regulatorische Effekte der AtMYCs und
der AtJAMs beschrieben. So sind JAM1, JAM2 und JAM3 negativ regulierende
Faktoren (Sasaki-Sekimoto et al. [2013]). Die Dreifach-Mutante jam1jam2jam3 zeigt
nach Methyljasmonat-Behandlung ein verkürztes Wurzelwachstum, erhöhte Akku-
mulation an Anthocyanin und Jasmonsäure (Sasaki-Sekimoto et al. [2013]). Außer-
dem sind Transkriptionsfaktoren, welche im JA-Metabolismus involviert sind, in
jam1jam2jam3 negativ reguliert. Diese Resultate verdeutlichen eine negativ regu-
lierende Jasmonatantwort. Auch wenn der bHLH aus Mais eine hohe Identität zu
den JAMs besitzt, korreliert der in Ky21 beobachtete Phänotyp nicht mit dem von
Sasaki-Sekimoto et al. in der Dreifachmutante beschriebenen Phänotyp. Zum einem
konnten in Ky21 geringere Mengen an Jasmonsäure, Abscisinsäure (ABA) und cis-
OPDA im Vergleich zu B73 detektiert werden. Zum anderen wurden in Ky21 weniger

4http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html
5http://www.arabidopsis.org
6Jasmonate Associated MYC2 Like
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4.6 Ein bHLH Transkriptionsfaktor ist ein mögliches Kandidatengen für den
QTL405/406

Terpene akkumuliert als in B73, was durch eine verminderte Expression der Biosyn-
thesegene in Ky21 zu erklären ist. Die geringere Terpenproduktion in Ky21 korreliert
vielmehr mit dem Phänotyp der myc2 Mutanten in Arabidopsis (Boter et al. [2004];
Lorenzo et al. [2004]). Zwei unabhängige Mutanten in denen neben EIN3 (ethylene-
resposive3), MYC2 mutiert ist, zeigten eine verminderte Inhibierung des Wurzel-
wachstums, mit einem typisch Jasmonsäure-resistenten Phänotyp. AtMYC2 ist be-
kannt dafür die Expression von Pathogen-Abwehrgenen wie PDF1.2, CHIB/PR3 und
HEL/PR4 negativ zu regulieren. Demzufolge werden diese Gene in dermyc2 Mutante
nicht weiter reprimiert und sind durch eine gesteigerte Resistenz gegen Pilzpathoge-
ne gekennzeichnet (Anderson et al. [2004]; Lorenzo et al. [2004]). Dadurch dass der
myc2 -Phänotyp nur mit dem zusätzlich mutierten EIN3 zu sehen ist, ist ein Ver-
gleich mit dem Phänotyp der Ky21-Linie vorsichtig zu betrachten. Allerdings deuten
die Hormonmengen sowie die Expressionsdaten der Terpenbiosynthesegene in Ky21
auf einen Jasmonsäure-defizienten Phänotyp hin.
In Mais konnte eine gesteigerte Pilzresistenz in Korrelation mit einer gesteigerten
Menge an Zealexinen identifiziert werden (Huffaker et al. [2011]). Interessanterweise
beobachteten Huffaker et al. eine signifikant höhere Menge an Zealexinen unter an-
deren in Ky21 vergleichsweise zu B73. Zealexine sind sesquiterpenoide Phytoalexine,
welche mitunter durch verschiedene Pilze induzierbar sind und eine antimykotische
Wirkung aufweisen. Interessant wäre es zu klären, ob die gesteigerte Konzentration
an Zealexinen im Zusammenhang mit der verkürzten Version des bHLH-Ky21 steht,
d. h. ob der bHLH ebenso wie AtMYC2 eine negativ regulierende Funktion auf die
Pathogenabwehr ausübt. Dazu könnte man die Expression für die Zealexinbiosyn-
these verantwortlichen Gene, tps6 und tps11 (Köllner et al. [2008b]; Huffaker et al.
[2011]), in Ky21 vergleichsweise zu B73 analysieren und auch die Menge an Salicyl-
säure bestimmen, welche nach Befall mit Pathogenen vermehrt gebildet wird (Klessig
& Malamy [1994]; Durner et al. [1997]; Shah [2003]; Vlot et al. [2009]; Rivas-San Vi-
cente & Plasencia [2011]; Wang et al. [2007]).

4.6.2 Der bHLH Faktor ist ein früh regulierter
Transkriptionsfaktor

Das Pflanzenhormon Jasmonsäure (JA) bzw. JA-Ile wird in Mais genau wie in Arabi-
dopsis nach Verwundung oder Induktion mit einem Elicitor sehr schnell akkumuliert.
Dadurch, dass JA eine regulatorische Funktion besitzt, ist bereits 10Minuten nach
mechanischer Verwundung oder Elicitorbehandlung ein Anstieg an Jasmonsäure zu
verzeichnen und erreicht Maximalwerte nach 30-60Minuten (Engelberth et al. [2007];
Chung et al. [2008]). QRT-Experimente an einem Zeitkurs über vier Stunden nach
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4 Diskussion

Beginn der Herbivorie, sollten Hinweise geben, wie früh die Expression des in dieser
Arbeit identifizierten bHLHs hochreguliert ist. Die höchsten Transkriptmengen nach
einer halben Stunde, deuten auf eine sehr frühe Expression des bHLHs hin, während
die Biosynthesegene von Terpenen erst nach zwei bis vier Stunden vermehrt expri-
miert werden (tps10 und tps23, Lenk et al. [2012]; fpps3 und tps10, Seidl-Adams et al.
[2014]; fpps3 und tps23, Richter et al. [subm]).
Ein putatives Ortholog zu AtMYC2 wurde in Mais als MYC7 identifiziert (Engel-
berth et al. [2012]), welches die höchste Identität zu AtMYC2 im Maisgenom be-
sitzt. Allerdings unterscheidet sich die Expression von MYC7 im Vergleich zu At-
MYC2 (Lorenzo et al. [2004]; Chung et al. [2008]; Engelberth et al. [2012]). Während
AtMYC2 in Arabidopsis bereits 15Minuten nach Herbivorie induziert ist (Chung et al.
[2008]), wurde für MYC7 keine erhöhten Expressionswerte in den frühen Zeitrahmen
nachgewiesen (Engelberth et al. [2012]). Die mRNA-Menge von MYC7 scheint mit
60Minuten nach Elicitor-Behandlung viel später anzusteigen. Gegensätzlich zu At-
MYC2 konnte für MYC7 nach mechanischer Verwundung keine Erhöhung an Tran-
skripten gemessen werden. Einzig Elicitor-Behandlung ergaben einen Anstieg an
MYC7 Transkriptmengen (Engelberth et al. [2012]). Die beschriebene Transkription
von AtMYC2 korreliert also vielmehr mit der frühen Induktion des bHLHs in dieser
Arbeit. Ebenso besteht ein größerer Zusammenhang zwischen dem frühen Anstieg
der Jasmonsäuremenge und dem Expressionsmuster des bHLHs dieser Arbeit als mit
der Expression von ZmMYC7.
Die Frage ob der bHLH in der Signalkaskade der Jasmonsäurebiosynthese eine Rol-
le spielt oder erst durch JA-Ile seine Funktion erhält, konnte nicht geklärt werden.
Allerdings zeigen die Hormongehalt-Messungen reduzierte Mengen in der Ky21 Linie
im Vergleich zu B73, was auf eine Funktion des bHLHs noch vor der Jasmonsäure
hindeuten würde. Weiterführend könnte die Expression von Genen, welche in der Bio-
synthese von Jasmonsäure involviert sind, in Ky21 vergleichsweise zu B73 getestet
werden. Solche Gene wurden in Mais bereits identifiziert, von denen unter ande-
ren ZmOPR7 und ZmOPR8 (Yan et al. [2012]), LOX8 und LOX10 (Christensen et al.
[2013]) analysiert werden könnten. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
der bHLH einen positiven Rückkopplungseffekt auf die JA-Biosynthese bewirkt.

4.7 Zusammenfassender Überblick der kartierten
Kandidatengene in einem Modell

Im abschließenden Kapitel soll ein Übersichtsmodell die Ergebnisse des „Nested As-
sociation Mapping“ und der „Genome Wide Association Study“ zeigen (Abb. 4.3).

118



4.7 Zusammenfassender Überblick der kartierten Kandidatengene in einem Modell

Mit insgesamt 4 QTLs war es möglich 5 verschiedene Gene zu identifizieren, welche
eine Rolle in der Terpenbiosynthese oder in dessen Signaltransduktion spielen. Der
bHLH als Transkriptionsfaktor ist vermutlich in der Signalkaskade involviert und
wurde durch QTL405/406 ermittelt. Für den Fall dass der Transkriptionsfaktor mit
dem QTL assoziiert ist, sind weitere Analysen notwendig, um genauer zu bestimmen,
an welcher Position der bHLH die Signaltransduktion der Terpenbiosynthese regu-
liert. In der Nähe desselben QTLs wurde das Gen fpps3 identifiziert, dessen Protein
in vitro die Synthese von FPP katalysiert. Sequenzvergleiche deuten darauf hin, dass
fpps3 wahrscheinlich nicht mit dem quantitativen Lokus (QTL405/406) assoziiert ist.
Allerdings korreliert das Expressionsmuster von fpps3 sehr stark mit denen von Ter-
pensynthasen wie tps10 und tps23 nach Verwundung und Herbivorie in Blättern und
lässt eine Bereitstellung von FPP für die Sesquiterpenbiosynthese durch FPPS3 ver-
muten. Im Beispiel von QTL405/406 war es somit möglich zwei Gene zu identifizieren,
welche in der Terpenbiosynthese eine Rolle spielen.

bHLH? 
 

Elicitoren/ 
Verwundung 

FPP, GPP, GGPP 

QTL405/406 

bHLH? 
 

SCFCOI1 

JA-Ile 

Kinasen 
/TFs 

TPS2/(TPS3) 
 

JA- 
Biosynthese + Ile 

JAR  

(FPPS3) 

QTL606/407 

QTL764 

QTL298 

CYP92C5 
 
CYP92C6 
 

DMNT 
TMTT 

Kinasen 
/TFs 

Nerolidol 
Geranyllinalool 

Linalool 

Abbildung 4.3 Übersichtmodell der Signalkaskade nach Herbivorie einschließlich der
Terpenbiosyntheseschritte der mittels QTL-identifizierten Kandidatenenzyme. Die in
dieser Arbeit analysierten QTLs sind mittig in verschiedenen Farben dargestellt. Die dadurch
identifizierten Kandidatengene sind in derselben Farbe gekennzeichnet. In Klammern dargestellte
Gene, sind als Kandidatengene ausgeschlossen worden.

Zwischen QTL606 und QTL607 konnte tps2 lokalisiert werden. Diese Terpensynthase
synthetisiert in vitro das Monoterpen Linalool, das Sesquiterpen (E)-Nerolidol sowie
das Diterpen Geranyllinalool. Niedrige Expressionswerte in Ky21 sowie ein inaktives
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4 Diskussion

tps2 -Tzi8 Allel korrelieren mit einer geringen Emission an TPS2-Produkten und deu-
ten auf eine Assoziation von tps2 mit dem QTL hin.
QTL298 und QTL764 identifizierten schließlich zwei Monooxygenaseenzyme, welche
(E)-Nerolidol und Geranyllinalool in vitro modifizieren und durch eine oxidative Spal-
tung der C-C-Bindungen in DMNT und TMTT umwandeln. Dabei ist die Monooxy-
genase CYP92C5 in der Lage beide Homoterpene zu bilden, während der anderen
Monooxygenase, CYP92C6, nur die Biosynthese von TMTT nachgewiesen werden
konnte. Das Fehlen von DMNT und eine geringere Akkumulation von TMTT in der
dmnt-Mutante (MuIII) sind auf ein nichtfunktionelles CYP92C5 Protein zurückzu-
führen. TMTT welches weiterhin in der dmnt-Mutante gebildet wird, gibt zusammen
mit den Expressions- und Aktivitätsstudien Hinweise, dass cyp92c6 mit dem QTl298

assoziiert ist.
Mit Hilfe des „Nested Association Mapping“ in Kombination mit „Genome Wide
Association Study“ war es in dieser Arbeit möglich den Biosyntheseweg beginnend
bei den Isopreneinheiten IPP und DMAPP über die Zwischenprodukte (E)-Nerolidol
bzw. Geranyllinalool bis hin zu den Endprodukten DMNT und TMTT vollständig
aufzuklären. Die beiden Terpensynthasen, tps10 sowie tps23, konnten durch QTL1050

bzw. QTL1056 lokalisiert werden, auch wenn beide Gene bereits in vorigen Studien
identifiziert wurden (Schnee et al. [2006]; Köllner et al. [2008a]). Diese Resultate ver-
deutlichen die enorme Effizienz dieser Kartierungsmethode, welche die Vorteile der
Assoziations- und Kopplungskartierung vereinigt.
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5 Anhang

5 Anhang

5.1 Sequenzvergleich fpps3 -B73 und fpps3 -Ky21

                 1                                                                      70 

fpps3-Ky21                                                                                 

      B73        TGTGATTGCACTGTTTTCTC GAGTTGGCGCTCCATATTCC AATTAAACAAAATAATCTTA CCATTCATAA 

    HAPMAP       TGTGATTGCACTGTTTTCTC GAGTTGGCGCTCCATATTCC AATTAAACAAAATAATCTTA CCATTCATAA 

  

                 71                                                                    140 

fpps3-Ky21                                                                                 

      B73        TAATAAATCGAACAATAGTG ATAAGGCATGATCATAGTTC AAATATAATATTAATTCATC AACAAGGTAG 

    HAPMAP       TAATAAATCGAACAATA    -------------------- -----TAATATTAATTCATC AACAAGGTAG 

 

                 141                                                                   210 

fpps3-Ky21                                                                                 

      B73        AGCAATAGCAATACTACCAA ATAATTCATTTGTATGCAAG ATGTAGGGTAAACAAAATTA GGCGATCTAT 

    HAPMAP       AGCAATAGCAATACTACCAA ATAATCCATTTGTATGCAAG ATGTAGGGTAAACAAAATTA ---GATCTAT 

  

                 211                                                                   280 

fpps3-Ky21                                                                                 

fpps3-B73        TAGGTTGCCCAACAATTTAA CTTGACAGTACATTATGTGA TTAACAAAATCACAAATATT ATTAGGTCAA 

    HAPMAP       TAGGTTGCCCAACAATTTAA CTTGACAGTACATTATGTGA TTAACAAAATCACAAATATT ATTAGGTCAA 

  

                 281                                                                   350 

fpps3-Ky21                                                                                 

      B73        AGAATGTGATCAAGGACACA ACTTGCCTTTTACTTGCAAA TCCAATTGCTCAGATACTTC CACACAGTTG 

    HAPMAP       AGAATGTGATC------ACA ACTTGCCTTTTACTTGCAAA TCCAATTGCTCAGATACTTC CACACAGTTG 

  

                 351                                                                   420 

fpps3-Ky21                                                                                 

fpps3-B73        GGCTTCAGATTTCTGGTCGT AACTTCGTTTCTATTTACAA CAATACATACAGATAGATAA AGAACAGCTA 

    HAPMAP       GGCTTCAGATTTCTGGTCGT AACTTCGTTTCTATTT---- -------------------- ---------- 

 

                 421                                                                   490 

fpps3-Ky21                                                                                 

      B73        CAAATAACATTACACAACAA CATGAAAACAATTTTAAAGG GTGTTGACGTTCTGAGCAAT ATGAATAGAT 

    HAPMAP       ----------------ACAA CATGAAAACAATTTTAAAGG GTGTTGACGTTCTGAGCAAT ATGAATAGAT 

 

                 491                                                                   560 

fpps3-Ky21                                                                                 

fpps3-B73        ATAAATACCATTACACAACA TGATCACATTCTTATATTGC ACAAATAACATAATAAATTG AAGAGTAGAA 

    HAPMAP       ACAAATACCATTACACAACA TGATCAC--TCT-------- -------------------- ---------- 

  

                 561                                                                   630 

fpps3-Ky21                                                                                 

fpps3-B73        ATATAGCCTAAAAATACATA AAAATCAATTTTCATCCGTG CACTCAATAAATTTAAGATA TCTTATATTT 

    HAPMAP       ----------AAAATACATA AAAATATATTTCCATCCCTG CACTCAATAAATTTAAGATA TCTTATATTT 

 

                 631                                                                   700 

fpps3-Ky21                                                                                 

fpps3-B73        GAACATTGTAAAGTGGCCAA ATATGAAATTCTAAGCTAAA TAGCCTATTCCAAAATAAAG AGATCTAAAT 

    HAPMAP       GAACATTGTAAAGTGGCGAA ATATGAAATTCTAAGCTAAA TATCCTATTCCAAAATAAAG GGATCTAAAT 

  

                 701                                                                   770 

fpps3-Ky21                GATCTTATCTA ATATCTATACGATTAGTGTA TAGAAAACTACTGTCACTAT CGACTTTGAT 

fpps3-B73        GGCCTCTAAGATCTTATCTA ATATCTATACGATTAGTGTA TAGAAAACTACTGTCACTAT CGACTTTGAT 

    HAPMAP       AGCCT                                                                     

 

                 771                                                                   840 

fpps3-Ky21       GAGTAGATTTAGGAGCTGTT TGTTTTAGATTATATAATTT TATAATTTTTAAATTAAGTG TTAGATTAAA 

fpps3-B73        GAGTAGATTTAGGAGCTGTT TGTTTTAGATTATATAATTT TATAATTTTTAAATTAAGTG TTAGATTAAA 

    HAPMAP                                                                                 

 

                 841                                                                   910 

fpps3-Ky21       ATTTATTAGATCATATAATC TTGATAGATTATAACCCAAA TAAACAGACACTTACTGTTC TTGTGACGTG 

fpps3-B73        ATTTATTAGATCATATAATC TTGATAGATTATAACCCAAA TAAACAGACACTTACTGTTC TTGTGACGTG 

    HAPMAP                                                                                 

 

                 911                                                                   980 

fpps3-Ky21       TAACCTTAATAAAAATAAAC TCTGTTATGTTCTGCAGAGA TAGGGTTACGAGCTAGAGTT AAAAAAACAC 

fpps3-B73        TAACCTTAATAAAAATAAAC TCTGTTATGTTCTGCAGAGA TAGGGTTACGAGCTAGAGTT AAAAAAACAC 

    HAPMAP                                                                                 

 

                 981                                                                  1050 

fpps3-Ky21       TTACAGCACGCAGTTGTCGT CGTCATTGTCTTCGACTCTT CGTGGCACCTCCCGTCCATA AAAATAAACG 

fpps3-B73        TTACAGCACGCAGTTGTCGT CGTCATTGTCTTCGACTCTT CGTGGCACCTCCCGTCCATA AAAATAAACG 

    HAPMAP                                                                                 

  

                 1051                                                                 1120 

fpps3-Ky21       TGTGCCCACAAATCTGTTCG CTCGCATTGGCAACTGAACC GCACCAGGCACCACAGTCCC GTGCGGCAGT 

fpps3-B73        TGTGCCCACAAATCTGTTCG CTCGCATTGGCAACTGAACC GCACCAGGCACCACAGTCCC GTGCGGCAGT 

Abbildung 5.1 Sequenzvergleich des B73-Allels und Ky21-Allels von fpps3. Die Pro-
motersequenz des fpps3 B73-Allels wurde aus der Datenbank von maizesequence.org entnom-
men. Das Ky21-Allel von fpps3 konnte bis 548 bp stromaufwärts vom Startcodon sequenziert
werden. Zusätzlich wurden kurze HapMap- Sequenzen (je 61 bp) der Linie Ky21 von der Seite
www.biotech.cornell.edu angefordert und in der richtigen Orientierung zusammengefügt.
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5.2 Genotypisierung von tps2 in den RILs der
Linien B73 und Ky21

 

            1                                                                      70 

  Z14E0124  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

Z14E0085_2  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

      tps2  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

      tps3  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

  Z14E0145  CGACGGACGTGAAACGGATG CTGCGTCAGCGT-------- -AGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

Z14E0145_2  CGACGGACGTGAAACGGATG CTGCGTCAGCGT-------- -AGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

  Z14E0124  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

  Z14E0012  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

  Z14E0085  CGACGGACGTGAAACGGATG CTGCGTCAGCGT-------- -AGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

Z14E0012_2  CGACGGACGTCAAACGGATG CTGCGTCAGCGTCAGAAGAA GAGCGGCGGCGGGCGGGAGA TGCTGGTCAC 

 

            71                                                                    140 

  Z14E0124  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

Z14E0085_2  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

      tps2  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

      tps3  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTTCTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

  Z14E0145  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

Z14E0145_2  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

  Z14E0124  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

  Z14E0012  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

  Z14E0085  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

  Z14E0012  CATCGACAACCTCAAGCGCC TCTGCATCGACCACTACTTC GAGGAAGAGATCGAGGGCGC CATGGCGACG 

 

            209                                                                   210 

  Z14E0124  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

Z14E0085_2  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

      tps2  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

      tps3  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACACTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

  Z14E0145  GCCGCCTGCACGGGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

Z14E0145_2  GCCGCCTGCACGGGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

  Z14E0124  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

  Z14E0012  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCC 

  Z14E0085  GCCGCCTGCACGGGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

  Z14E0012  GGCGCCTGCACGCGTCTCCT CCACAGCGACGACCTCTTCG ACGCAACCCTCGCGTTCAGG CTCCTGAGAG 

 

Abbildung 5.2 Genotypisierung von tps2 in den RILs der beiden Elternlinien Ky21
und B73. Durch einzelne Nukleotide (grau hinterlegt) konnte zwischen tps2 und tps3 sowie
zwischen dem B73-Allel und dem Ky21-Allel unterschieden werden. Beispielhaft wurden von jeder
RIL jeweils zwei Sequenzen gegen das B73-Allel alignt. Entweder entsprechen die RILs entweder
dem B73-Allel oder dem Ky21-Allel. Eine Außnahme bildet die RIL Z140085, da eine Sequenz dem
B73-Allel und die zweite dem Ky21-Allel entspricht. Somit ist diese RIL heterozygot, während die
anderen homozygot für tps2 sind.

5.3 Phänotypisierung von tps10 und tps2 in Ky21
und B73
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Abbildung 5.3 Phänotypisierung der Expression von tps10 und tps2 in den Elternlini-
en Ky21, B73 und Tzi8 sowie der RILs von Ky21 und B73. Die relativen Expressionswerte
der Elternlinien wurden als schwarze Balken dargestellt und deren Kontrollwerte als weiße Balken.
Die RILs der Elternlinien Ky21 und B73 sind als Balken mit gestreifter Markierungsfüllung dar-
gestellt. Mit Hilfe der tps10 Expression wird deutlich, dass in der Elternlinie Ky21 zusätzlich zum
tps2 -Lokus ein weiterer Lokus Einfluss auf die Expression von tps2 ausübt. Die RILs Z14E0085
und Z14E0051 zeigen eine tps10 Expression ähnlich wie in B73, so dass hier kein zweiter Lokus
Einfluss auf die tps2 Expression haben sollte. Währenddessen Z14E0051 eine sehr geringe Expres-
sion ähnlich wie der Elter Ky21 aufweist, liegen die Expressionswerte von Z14E0085 zwischen den
beiden Elternlinien Ky21 und B73. Dies korreliert mit dem Genotyp, welcher mit einer „0“ (B73)
oder „2“ (Ky21) gekennzeichnet ist.
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Abbildung 5.4 Terpenspektren der RILs der beiden Elternlinien B73 und Ky21. Der
Genotyp von tps2 in den jeweiligen RILs ist durch eine „0“ (B73), „1“ (heterozygot) oder „2“
(Ky21) gekennzeichnet. Die Terpenemission von TMTT ist gut erkennbar und korreliert mit
dem Genotyp von tps2 und auch mit der in Abb. 5.3 gezeigten Genexpression von tps2. Die
Terpenemission von E)-β-Farnesen und E)-α-Bergamoten korrelieren ebenfalls in der Menge mit
der in Abb 5.3 gezeigten Genexpression von tps10.
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Abbildung 5.5 Verteilung der Akkumulation von TMTT und (E)-β-Farnesen vor und nach der Transformation. Nachdem die Messdaten von
TMTT mir x(−0,05) (A) und die Messdaten von (E)-β-Farnesen (C) mit x0,1 gerechnet wurden, konnte mit Hilfe einer Pivot-Tabelle eine Normalverteilung
erreicht werden (B, D).
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Abbildung 5.6 Verteilung der Akkumulation von (E)-β-Caryophyllen und Linalool vor und nach der Transformation. Nachdem die Mess-
daten von Linalool mit x(−0,25) (C) und die Messdaten von (E)-β-Caryophyllen (A) mit x0,1 gerechnet wurden, konnte mit Hilfe einer Pivot-Tabelle eine
Normalverteilung erreicht werden (B, D).
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Abbildung 5.7 Verteilung der Akkumulation von (E)-Nerolidol und DMNT vor und nach der Transformation. Nachdem die Messdaten von
DMNT mit x(0,1) (C) und die Messdaten von (E)-Nerolidol (D) mit x−0,05 gerechnet wurden, konnte mit Hilfe einer Pivot-Tabelle eine Normalverteilung
erreicht werden (B, D).
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Abbildung 5.9 Terpenakkumulation der NAM-Elternlinien nach Behandlung mit dem Indanon-Elicitor. Zwei Wochen alte Keimlinge von
Elternlinien der NAM Population (A-F) wurden nach Behandlung mit einem Elicitor auf die Akkumulation von demMonoterpen Linalool, den Sesquiterpenen
(E)-β-Caryophyllen, (E)-α-Bergamoten, (E)-β-Farnesen und (E)-Nerolidol sowie den Homoterpene DMNT und TMTT vermessen.129
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Abbildung 5.10 Terpenakkumulation der NAM-Elternlinien nach Behandlung mit dem Indanon-Elicitor. Zwei Wochen alte Keimlinge von
Elternlinien der NAM Population (A-F) wurden nach Behandlung mit einem Elicitor auf die Akkumulation von demMonoterpen Linalool, den Sesquiterpenen
(E)-β-Caryophyllen, (E)-α-Bergamoten, (E)-β-Farnesen und (E)-Nerolidol sowie den Homoterpene DMNT und TMTT vermessen.
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Abbildung 5.11 Terpenakkumulation der NAM-Elternlinien nach Behandlung mit dem Indanon-Elicitor. Zwei Wochen alte Keimlinge von
Elternlinien der NAM Population (A-F) wurden nach Behandlung mit einem Elicitor auf die Akkumulation von demMonoterpen Linalool, den Sesquiterpenen
(E)-β-Caryophyllen, (E)-α-Bergamoten, (E)-β-Farnesen und (E)-Nerolidol sowie den Homoterpene DMNT und TMTT vermessen.
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Abbildung 5.12 Terpenakkumulation der gemeinsamen NAM-Elternlinie B73 nach
Behandlung mit dem Indanon-Elicitor. Zwei Wochen alte Keimlinge dieser Elternlinie wurde
nach Behandlung mit einem Elicitor auf die Akkumulation von dem Monoterpen Linalool, den
Sesquiterpenen (E)-β-Caryophyllen, (E)-α-Bergamoten, (E)-β-Farnesen und (E)-Nerolidol sowie
den Homoterpene DMNT und TMTT vermessen.
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5.7 Promoterelemente 

 

tps2 
  

  tps3 
   

Element Pos 
Str

. Sequenz Element Pos 
Str

. Sequenz 

-10PEHVPSBD 526 (-) TATTCT 2SSEEDPROTBANAPA 120 (+) CAAACAC 

-10PEHVPSBD 759 (-) TATTCT 2SSEEDPROTBANAPA 56 (-) CAAACAC 

-300ELEMENT 643 (-) TGHAAARK ABRELATERD1 279 (+) ACGTG 

2SSEEDPROTBANAPA 
865 (+) CAAACAC ABRELATERD1 

102
5 (+) ACGTG 

ABRELATERD1 193 (+) ACGTG ABRELATERD1 278 (-) ACGTG 

ABRELATERD1 
573 (+) ACGTG ABREMOTIFAOSOSEM 

102
4 (+) TACGTGTC 

ABRELATERD1 572 (-) ACGTG ABRERATCAL 278 (+) MACGYGB 

ABRERATCAL 192 (+) MACGYGB ABRERATCAL 277 (-) MACGYGB 

ABRERATCAL 
572 (+) MACGYGB ACGTABREMOTIFA2OSEM 

102
5 (+) ACGTGKC 

ABRERATCAL 
571 (-) MACGYGB 

ACGTABREMOTIFAOSOSE
M 

102
4 (+) TACGTGTC 

ACGTABOX 317 (+) TACGTA ACGTATERD1 279 (+) ACGT 

ACGTABOX 317 (-) TACGTA ACGTATERD1 348 (+) ACGT 

ACGTATERD1 
193 (+) ACGT ACGTATERD1 

102
5 (+) ACGT 

ACGTATERD1 318 (+) ACGT ACGTATERD1 279 (-) ACGT 

ACGTATERD1 535 (+) ACGT ACGTATERD1 348 (-) ACGT 

ACGTATERD1 
573 (+) ACGT ACGTATERD1 

102
5 (-) ACGT 

ACGTATERD1 193 (-) ACGT ACGTTBOX 347 (+) AACGTT 

ACGTATERD1 318 (-) ACGT ACGTTBOX 347 (-) AACGTT 

ACGTATERD1 535 (-) ACGT AMYBOX1 781 (+) TAACARA 

ACGTATERD1 573 (-) ACGT AMYBOX1 707 (-) TAACARA 

AMYBOX1 178 (-) TAACARA AMYBOX2 298 (+) TATCCAT 

AMYBOX2 592 (+) TATCCAT ANAERO1CONSENSUS 155 (+) AAACAAA 

ANAERO1CONSENSUS 65 (-) AAACAAA ANAERO1CONSENSUS 896 (-) AAACAAA 

ANAERO2CONSENSUS 
688 (+) AGCAGC ANAERO2CONSENSUS 

119
9 (+) AGCAGC 

ANAERO2CONSENSUS 
691 (+) AGCAGC ANAERO2CONSENSUS 

143
4 (+) AGCAGC 

ANAERO2CONSENSUS 
100

2 (+) AGCAGC ARR1AT 758 (+) NGATT 

ANAERO2CONSENSUS 964 (-) AGCAGC ARR1AT 789 (+) NGATT 

ARR1AT 797 (+) NGATT ARR1AT 28 (-) NGATT 

ARR1AT 
102

4 (+) NGATT ARR1AT 335 (-) NGATT 

ARR1AT 
102

8 (+) NGATT BIHD1OS 184 (+) TGTCA 

ARR1AT 
347 (-) NGATT CAATBOX1 

102
0 (+) CAAT 

ARR1AT 
629 (-) NGATT CAATBOX1 

111
5 (+) CAAT 

ARR1AT 777 (-) NGATT CAATBOX1 225 (-) CAAT 

ASF1MOTIFCAMV 826 (+) TGACG CAATBOX1 303 (-) CAAT 

BIHD1OS 481 (+) TGTCA CAATBOX1 810 (-) CAAT 

BIHD1OS 247 (-) TGTCA CAATBOX1 956 (-) CAAT 

BIHD1OS 544 (-) TGTCA CAATBOX1 977 (-) CAAT 

CAATBOX1 111 (+) CAAT CACGTGMOTIF 278 (+) CACGTG 

CAATBOX1 346 (+) CAAT CACGTGMOTIF 278 (-) CACGTG 

CAATBOX1 624 (+) CAAT CACTFTPPCA1 260 (+) YACT 

5.6 Terpenakkumulation der 25 Elternlinien und deren RILs
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CAATBOX1 59 (-) CAAT CACTFTPPCA1 356 (+) YACT 

CAATBOX1 84 (-) CAAT CACTFTPPCA1 600 (+) YACT 

CAATBOX1 89 (-) CAAT CACTFTPPCA1 612 (+) YACT 

CAATBOX1 258 (-) CAAT CACTFTPPCA1 622 (+) YACT 

CAATBOX1 302 (-) CAAT CACTFTPPCA1 703 (+) YACT 

CAATBOX1 386 (-) CAAT CACTFTPPCA1 764 (+) YACT 

CAATBOX1 597 (-) CAAT CACTFTPPCA1 55 (-) YACT 

CAATBOX1 897 (-) CAAT CACTFTPPCA1 426 (-) YACT 

CAATBOX1 
102

6 (-) CAAT CACTFTPPCA1 475 (-) YACT 

CACGTGMOTIF 572 (+) CACGTG CACTFTPPCA1 686 (-) YACT 

CACGTGMOTIF 572 (-) CACGTG CANBNNAPA 120 (+) CNAACAC 

CACTFTPPCA1 201 (+) YACT CANBNNAPA 56 (-) CNAACAC 

CACTFTPPCA1 
556 (+) YACT CARGCW8GAT 41 (+) 

CWWWWWWWW
G 

CACTFTPPCA1 
786 (+) YACT CARGCW8GAT 187 (+) 

CWWWWWWWW
G 

CACTFTPPCA1 
929 (+) YACT CARGCW8GAT 624 (+) 

CWWWWWWWW
G 

CACTFTPPCA1 
933 (+) YACT CARGCW8GAT 41 (-) 

CWWWWWWWW
G 

CACTFTPPCA1 
937 (+) YACT CARGCW8GAT 187 (-) 

CWWWWWWWW
G 

CACTFTPPCA1 
458 (+) YACT CARGCW8GAT 624 (-) 

CWWWWWWWW
G 

CACTFTPPCA1 52 (-) YACT CATATGGMSAUR 5 (+) CATATG 

CACTFTPPCA1 77 (-) YACT CATATGGMSAUR 5 (-) CATATG 

CACTFTPPCA1 93 (-) YACT CBFHV 246 (+) RYCGAC 

CACTFTPPCA1 245 (-) YACT CBFHV 246 (-) RYCGAC 

CACTFTPPCA1 268 (-) YACT CCAATBOX1 225 (-) CCAAT 

CACTFTPPCA1 507 (-) YACT CELLCYCLESC 569 (+) CACGAAAA 

CACTFTPPCA1 878 (-) YACT CGCGBOXAT 264 (+) VCGCGB 

CACTFTPPCA1 
105

8 (-) YACT CGCGBOXAT 
122

7 (+) VCGCGB 

CACTFTPPCA1 
106

1 (-) YACT CGCGBOXAT 264 (-) VCGCGB 

CANBNNAPA 865 (+) CNAACAC CPBCSPOR 99 (-) TATTAG 

CARGCW8GAT 891 (+) CWWWWWWWWG CRTDREHVCBF2 246 (+) GTCGAC 

CARGCW8GAT 994 (+) CWWWWWWWWG CRTDREHVCBF2 246 (-) GTCGAC 

CARGCW8GAT 891 (-) CWWWWWWWWG CURECORECR 340 (+) GTAC 

CARGCW8GAT 994 (-) CWWWWWWWWG CURECORECR 392 (+) GTAC 

CARGNCAT 890 (+) CCWWWWWWWWGG CURECORECR 621 (+) GTAC 

CARGNCAT 
890 (-) CCWWWWWWWWGG CURECORECR 

116
4 (+) GTAC 

CBFHV 5 (+) RYCGAC CURECORECR 340 (-) GTAC 

CCAATBOX1 302 (-) CCAAT CURECORECR 392 (-) GTAC 

CCAATBOX1 897 (-) CCAAT CURECORECR 621 (-) GTAC 

CGACGOSAMY3 
7 (+) CGACG CURECORECR 

116
4 (-) GTAC 

CGACGOSAMY3 871 (+) CGACG DOFCOREZM 20 (+) AAAG 

CGACGOSAMY3 145 (-) CGACG DOFCOREZM 68 (+) AAAG 

CGACGOSAMY3 341 (-) CGACG DOFCOREZM 235 (+) AAAG 

CIACADIANLELHC 111 (+) CAANNNNATC DOFCOREZM 315 (+) AAAG 

CURECORECR 53 (+) GTAC DOFCOREZM 499 (+) AAAG 

CURECORECR 78 (+) GTAC DOFCOREZM 564 (+) AAAG 

CURECORECR 98 (+) GTAC DOFCOREZM 574 (+) AAAG 

CURECORECR 198 (+) GTAC DOFCOREZM 630 (+) AAAG 
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CURECORECR 316 (+) GTAC DOFCOREZM 639 (+) AAAG 

CURECORECR 621 (+) GTAC DOFCOREZM 145 (-) AAAG 

CURECORECR 634 (+) GTAC DOFCOREZM 614 (-) AAAG 

CURECORECR 879 (+) GTAC DOFCOREZM 624 (-) AAAG 

CURECORECR 53 (-) GTAC DOFCOREZM 675 (-) AAAG 

CURECORECR 78 (-) GTAC DOFCOREZM 705 (-) AAAG 

CURECORECR 98 (-) GTAC DOFCOREZM 745 (-) AAAG 

CURECORECR 198 (-) GTAC DOFCOREZM 768 (-) AAAG 

CURECORECR 316 (-) GTAC DOFCOREZM 850 (-) AAAG 

CURECORECR 621 (-) GTAC DOFCOREZM 886 (-) AAAG 

CURECORECR 
634 (-) GTAC DOFCOREZM 

112
5 (-) AAAG 

CURECORECR 879 (-) GTAC DPBFCOREDCDC3 133 (+) ACACNNG 

DOFCOREZM 
125 (+) AAAG DPBFCOREDCDC3 

122
5 (+) ACACNNG 

DOFCOREZM 278 (+) AAAG DPBFCOREDCDC3 53 (-) ACACNNG 

DOFCOREZM 531 (+) AAAG EBOXBNNAPA 5 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 609 (+) AAAG EBOXBNNAPA 134 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 231 (-) AAAG EBOXBNNAPA 158 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 369 (-) AAAG EBOXBNNAPA 278 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 439 (-) AAAG EBOXBNNAPA 395 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 472 (-) AAAG EBOXBNNAPA 406 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 
643 (-) AAAG EBOXBNNAPA 

121
2 (+) CANNTG 

DOFCOREZM 
101

4 (-) AAAG EBOXBNNAPA 5 (-) CANNTG 

DPBFCOREDCDC3 427 (+) ACACNNG EBOXBNNAPA 134 (-) CANNTG 

DPBFCOREDCDC3 945 (+) ACACNNG EBOXBNNAPA 158 (-) CANNTG 

EBOXBNNAPA 63 (+) CANNTG EBOXBNNAPA 278 (-) CANNTG 

EBOXBNNAPA 176 (+) CANNTG EBOXBNNAPA 395 (-) CANNTG 

EBOXBNNAPA 331 (+) CANNTG EBOXBNNAPA 406 (-) CANNTG 

EBOXBNNAPA 
408 (+) CANNTG EBOXBNNAPA 

121
2 (-) CANNTG 

EBOXBNNAPA 572 (+) CANNTG EECCRCAH1 942 (+) GANTTNC 

EBOXBNNAPA 649 (+) CANNTG EECCRCAH1 961 (+) GANTTNC 

EBOXBNNAPA 914 (+) CANNTG EECCRCAH1 980 (+) GANTTNC 

EBOXBNNAPA 
63 (-) CANNTG EECCRCAH1 

110
5 (-) GANTTNC 

EBOXBNNAPA 176 (-) CANNTG ELRECOREPCRP1 855 (-) TTGACC 

EBOXBNNAPA 
331 (-) CANNTG ERELEE4 

108
1 (+) AWTTCAAA 

EBOXBNNAPA 
408 (-) CANNTG ERELEE4 

110
7 (+) AWTTCAAA 

EBOXBNNAPA 572 (-) CANNTG ERELEE4 676 (-) AWTTCAAA 

EBOXBNNAPA 649 (-) CANNTG ERELEE4 901 (-) AWTTCAAA 

EBOXBNNAPA 
914 (-) CANNTG GADOWNAT 

102
5 (+) ACGTGTC 

ELRECOREPCRP1 137 (+) TTGACC GAREAT 781 (+) TAACAAR 

GAREAT 178 (-) TAACAAR GAREAT 707 (-) TAACAAR 

GATABOX 456 (+) GATA GATABOX 238 (+) GATA 

GATABOX 514 (+) GATA GATABOX 326 (+) GATA 

GATABOX 321 (-) GATA GATABOX 450 (+) GATA 

GATABOX 592 (-) GATA GATABOX 455 (+) GATA 

GATABOX 739 (-) GATA GATABOX 545 (+) GATA 

GATABOX 926 (-) GATA GATABOX 648 (+) GATA 

GMHDLGMVSPB 994 (+) CATTAATTAG GATABOX 723 (+) GATA 

5.6 Terpenakkumulation der 25 Elternlinien und deren RILs
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GT1CONSENSUS 275 (+) GRWAAW GATABOX 803 (+) GATA 

GT1CONSENSUS 514 (+) GRWAAW GATABOX 298 (-) GATA 

GT1CONSENSUS 606 (+) GRWAAW GT1CONSENSUS 431 (+) GRWAAW 

GT1CONSENSUS 442 (-) GRWAAW GT1CONSENSUS 432 (+) GRWAAW 

GT1CONSENSUS 590 (-) GRWAAW GT1CONSENSUS 648 (+) GRWAAW 

GT1CONSENSUS 644 (-) GRWAAW GT1CONSENSUS 723 (+) GRWAAW 

GT1GMSCAM4 275 (+) GAAAAA GT1CONSENSUS 458 (-) GRWAAW 

GT1GMSCAM4 442 (-) GAAAAA GT1CONSENSUS 146 (-) GRWAAW 

GT1GMSCAM4 644 (-) GAAAAA GT1CONSENSUS 296 (-) GRWAAW 

GTGANTG10 246 (+) GTGA GT1CONSENSUS 772 (-) GRWAAW 

GTGANTG10 
508 (+) GTGA GT1CORE 

109
8 (-) GGTTAA 

GTGANTG10 725 (+) GTGA GT1GMSCAM4 432 (+) GAAAAA 

GTGANTG10 483 (-) GTGA GT1GMSCAM4 146 (-) GAAAAA 

GTGANTG10 648 (-) GTGA GT1GMSCAM4 772 (-) GAAAAA 

GTGANTG10 913 (-) GTGA GTGANTG10 10 (+) GTGA 

GTGANTG10 928 (-) GTGA GTGANTG10 691 (+) GTGA 

GTGANTG10 932 (-) GTGA GTGANTG10 921 (+) GTGA 

GTGANTG10 936 (-) GTGA GTGANTG10 940 (+) GTGA 

GTGANTG10 940 (-) GTGA GTGANTG10 959 (+) GTGA 

GTGANTG10 969 (-) GTGA GTGANTG10 355 (-) GTGA 

HEXAMERATH4 144 (+) CCGTCG GTGANTG10 609 (-) GTGA 

HEXAMERATH4 871 (-) CCGTCG IBOXCORE 648 (+) GATAA 

IBOXCORE 514 (+) GATAA IBOXCORE 723 (+) GATAA 

IBOXCORE 591 (-) GATAA IBOXCORE 297 (-) GATAA 

INTRONLOWER 207 (+) TGCAGG INRNTPSADB 603 (+) YTCANTYY 

MYB1AT 502 (+) WAACCA INRNTPSADB 729 (-) YTCANTYY 

MYB1AT 
101

7 (-) WAACCA INRNTPSADB 975 (-) YTCANTYY 

MYB1LEPR 
104

9 (+) GTTAGTT INRNTPSADB 
113

1 (-) YTCANTYY 

MYB26PS 537 (+) GTTAGGTT INRNTPSADB 997 (-) YTCANTYY 

MYB2AT 708 (+) TAACTG LECPLEACS2 42 (-) TAAAATAT 

MYB2AT 704 (-) TAACTG LECPLEACS2 188 (-) TAAAATAT 

MYB2AT 
104

7 (-) TAACTG LECPLEACS2 468 (-) TAAAATAT 

MYB2CONSENSUSAT 331 (+) YAACKG LECPLEACS2 874 (-) TAAAATAT 

MYB2CONSENSUSAT 708 (+) YAACKG LTRE1HVBLT49 463 (+) CCGAAA 

MYB2CONSENSUSAT 704 (-) YAACKG LTRE1HVBLT49 495 (+) CCGAAA 

MYB2CONSENSUSAT 
104

7 (-) YAACKG LTRE1HVBLT49 995 (+) CCGAAA 

MYBCORE 
704 (+) CNGTTR LTRE1HVBLT49 

110
3 (+) CCGAAA 

MYBCORE 
104

7 (+) CNGTTR LTRE1HVBLT49 945 (-) CCGAAA 

MYBCORE 241 (-) CNGTTR LTRE1HVBLT49 964 (-) CCGAAA 

MYBCORE 264 (-) CNGTTR LTRE1HVBLT49 983 (-) CCGAAA 

MYBCORE 331 (-) CNGTTR LTRECOREATCOR15 478 (-) CCGAC 

MYBCORE 
578 (-) CNGTTR LTRECOREATCOR15 

102
9 (-) CCGAC 

MYBCORE 601 (-) CNGTTR MARTBOX 174 (+) TTWTWTTWTT 

MYBCORE 701 (-) CNGTTR MYB1AT 206 (+) WAACCA 

MYBCORE 708 (-) CNGTTR MYB1AT 594 (+) WAACCA 

MYBGAHV 178 (-) TAACAAA MYB1AT 116 (+) WAACCA 

MYBPLANT 537 (-) MACCWAMC MYB2AT 330 (-) TAACTG 

MYBST1 592 (-) GGATA MYB2CONSENSUSAT 330 (-) YAACKG 
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MYCATERD1 649 (-) CATGTG MYBATRD22 115 (+) CTAACCA 

MYCATRD22 649 (+) CACATG MYBCORE 330 (+) CNGTTR 

MYCCONSENSUSAT 63 (+) CANNTG MYBCORE 284 (-) CNGTTR 

MYCCONSENSUSAT 
176 (+) CANNTG MYBCOREATCYCB1 

108
7 (+) AACGG 

MYCCONSENSUSAT 331 (+) CANNTG MYBCOREATCYCB1 533 (-) AACGG 

MYCCONSENSUSAT 408 (+) CANNTG MYBGAHV 781 (+) TAACAAA 

MYCCONSENSUSAT 572 (+) CANNTG MYBGAHV 707 (-) TAACAAA 

MYCCONSENSUSAT 649 (+) CANNTG MYBPLANT 117 (+) MACCWAMC 

MYCCONSENSUSAT 914 (+) CANNTG MYBPZM 360 (-) CCWACC 

MYCCONSENSUSAT 63 (-) CANNTG MYBST1 298 (-) GGATA 

MYCCONSENSUSAT 176 (-) CANNTG MYCATERD1 134 (-) CATGTG 

MYCCONSENSUSAT 331 (-) CANNTG MYCATRD22 134 (+) CACATG 

MYCCONSENSUSAT 408 (-) CANNTG MYCCONSENSUSAT 5 (+) CANNTG 

MYCCONSENSUSAT 572 (-) CANNTG MYCCONSENSUSAT 134 (+) CANNTG 

MYCCONSENSUSAT 649 (-) CANNTG MYCCONSENSUSAT 158 (+) CANNTG 

MYCCONSENSUSAT 914 (-) CANNTG MYCCONSENSUSAT 278 (+) CANNTG 

NODCON1GM 437 (-) AAAGAT MYCCONSENSUSAT 395 (+) CANNTG 

NONAMERATH4 3 (+) AGATCGACG MYCCONSENSUSAT 406 (+) CANNTG 

OSE1ROOTNODULE 437 (-) AAAGAT MYCCONSENSUSAT 5 (-) CANNTG 

POLASIG1 188 (+) AATAAA MYCCONSENSUSAT 134 (-) CANNTG 

POLASIG1 499 (+) AATAAA MYCCONSENSUSAT 158 (-) CANNTG 

POLASIG1 528 (+) AATAAA MYCCONSENSUSAT 278 (-) CANNTG 

POLASIG1 475 (-) AATAAA MYCCONSENSUSAT 395 (-) CANNTG 

POLASIG3 38 (+) AATAAT MYCCONSENSUSAT 406 (-) CANNTG 

POLASIG3 
299 (-) AATAAT NAPINMOTIFBN 

116
5 (+) TACACAT 

POLASIG3 383 (-) AATAAT NODCON1GM 235 (+) AAAGAT 

POLLEN1LELAT52 274 (+) AGAAA NODCON1GM 143 (-) AAAGAT 

POLLEN1LELAT52 638 (+) AGAAA NODCON2GM 766 (+) CTCTT 

POLLEN1LELAT52 290 (-) AGAAA NODCON2GM 644 (-) CTCTT 

POLLEN1LELAT52 444 (-) AGAAA NTBBF1ARROLB 623 (+) ACTTTA 

POLLEN1LELAT52 
102

0 (-) AGAAA OSE1ROOTNODULE 235 (+) AAAGAT 

PRECONSCRHSP70A 
127 (-) 

SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNN
HD OSE1ROOTNODULE 143 (-) AAAGAT 

PYRIMIDINEBOXOSRAMY
1A 471 (+) CCTTTT OSE2ROOTNODULE 766 (+) CTCTT 

QELEMENTZMZM13 752 (-) AGGTCA OSE2ROOTNODULE 644 (-) CTCTT 

RAV1AAT 241 (+) CAACA POLASIG1 203 (+) AATAAA 

RAV1AAT 264 (+) CAACA POLASIG1 726 (+) AATAAA 

RAV1AAT 425 (+) CAACA POLASIG1 178 (-) AATAAA 

RAV1AAT 578 (+) CAACA POLASIG1 862 (-) AATAAA 

RAV1AAT 601 (+) CAACA POLASIG1 878 (-) AATAAA 

RAV1AAT 696 (+) CAACA POLASIG1 887 (-) AATAAA 

RAV1AAT 701 (+) CAACA POLLEN1LELAT52 148 (-) AGAAA 

RAV1AAT 943 (+) CAACA POLLEN1LELAT52 774 (-) AGAAA 

RAV1AAT 
104

0 (-) CAACA PREATPRODH 
100

0 (-) ACTCAT 

RAV1BAT 914 (+) CACCTG PROXBBNNAPA 120 (+) CAAACACC 

REALPHALGLHCB21 328 (+) AACCAA PYRIMIDINEBOXHVEPB1 431 (-) TTTTTTCC 

REALPHALGLHCB21 
303 (-) AACCAA 

PYRIMIDINEBOXOSRAMY
1A 67 (-) CCTTTT 

REALPHALGLHCB21 
101

6 (-) AACCAA 
PYRIMIDINEBOXOSRAMY
1A 573 (-) CCTTTT 

RHERPATEXPA7 571 (+) KCACGW RAV1AAT 217 (+) CAACA 
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RHERPATEXPA7 573 (-) KCACGW RAV1AAT 284 (+) CAACA 

ROOTMOTIFTAPOX1 57 (+) ATATT RAV1AAT 307 (+) CAACA 

ROOTMOTIFTAPOX1 82 (+) ATATT REALPHALGLHCB21 117 (+) AACCAA 

ROOTMOTIFTAPOX1 256 (+) ATATT RHERPATEXPA7 277 (+) KCACGW 

ROOTMOTIFTAPOX1 420 (+) ATATT RHERPATEXPA7 520 (+) KCACGW 

ROOTMOTIFTAPOX1 519 (+) ATATT RHERPATEXPA7 279 (-) KCACGW 

ROOTMOTIFTAPOX1 518 (-) ATATT ROOTMOTIFTAPOX1 42 (+) ATATT 

RYREPEATBNNAPA 678 (+) CATGCA ROOTMOTIFTAPOX1 102 (+) ATATT 

RYREPEATBNNAPA 817 (+) CATGCA ROOTMOTIFTAPOX1 188 (+) ATATT 

RYREPEATBNNAPA 861 (+) CATGCA ROOTMOTIFTAPOX1 223 (+) ATATT 

RYREPEATBNNAPA 859 (-) CATGCA ROOTMOTIFTAPOX1 456 (+) ATATT 

SEBFCONSSTPR10A 480 (+) YTGTCWC ROOTMOTIFTAPOX1 468 (+) ATATT 

SEF4MOTIFGM7S 495 (-) RTTTTTR ROOTMOTIFTAPOX1 838 (+) ATATT 

SITEIIATCYTC 653 (+) TGGGCY ROOTMOTIFTAPOX1 874 (+) ATATT 

SORLIP2AT 654 (+) GGGCC ROOTMOTIFTAPOX1 101 (-) ATATT 

SORLIP2AT 661 (+) GGGCC ROOTMOTIFTAPOX1 222 (-) ATATT 

SORLIP2AT 903 (+) GGGCC ROOTMOTIFTAPOX1 467 (-) ATATT 

SORLIP5AT 931 (-) GAGTGAG ROOTMOTIFTAPOX1 837 (-) ATATT 

SORLIP5AT 935 (-) GAGTGAG SEF4MOTIFGM7S 343 (-) RTTTTTR 

SREATMSD 591 (+) TTATCC SEF4MOTIFGM7S 972 (-) RTTTTTR 

SURECOREATSULTR11 354 (+) GAGAC SEF4MOTIFGM7S 86 (-) RTTTTTR 

SURECOREATSULTR11 667 (-) GAGAC SITEIIATCYTC 363 (+) TGGGCY 

T/GBOXATPIN2 192 (+) AACGTG SITEIIATCYTC 491 (+) TGGGCY 

TAAAGSTKST1 
530 (+) TAAAG SITEIIATCYTC 

103
8 (+) TGGGCY 

TATABOX2 
892 (+) TATAAAT SITEIIATCYTC 

105
8 (+) TGGGCY 

TATABOX4 
15 (+) TATATAA SITEIIATCYTC 

107
4 (-) TGGGCY 

TATABOX5 476 (+) TTATTT SORLIP1AT 990 (+) GCCAC 

TATABOX5 37 (-) TTATTT SORLIP2AT 364 (+) GGGCC 

TATABOX5 498 (-) TTATTT SORLIP2AT 371 (+) GGGCC 

TATAPVTRNALEU 15 (-) TTTATATA SORLIP2AT 481 (+) GGGCC 

TATCCAOSAMY 592 (+) TATCCA SORLIP2AT 492 (+) GGGCC 
TATCCAYMOTIFOSRAMY3
D 592 (+) TATCCAY SORLIP2AT 988 (+) GGGCC 

TGTCACACMCUCUMISIN 
481 (+) TGTCACA SORLIP2AT 

103
9 (+) GGGCC 

UPRMOTIFIIAT 
194 (-) CCNNNNNNNNNNNNCCACG SORLIP2AT 

105
9 (+) GGGCC 

WBOXATNPR1 137 (+) TTGAC SORLIP2AT 530 (-) GGGCC 

WBOXATNPR1 543 (+) TTGAC SORLIP2AT 931 (-) GGGCC 

WBOXATNPR1 
825 (+) TTGAC SORLIP2AT 

106
4 (-) GGGCC 

WBOXNTCHN48 
158 (+) CTGACY SORLIP2AT 

107
4 (-) GGGCC 

WBOXNTCHN48 751 (+) CTGACY SREATMSD 297 (+) TTATCC 

WBOXNTERF3 138 (+) TGACY SURECOREATSULTR11 81 (+) GAGAC 

WBOXNTERF3 159 (+) TGACY SURECOREATSULTR11 95 (+) GAGAC 

WBOXNTERF3 752 (+) TGACY SURECOREATSULTR11 377 (-) GAGAC 

WRKY71OS 138 (+) TGAC TAAAGSTKST1 19 (+) TAAAG 

WRKY71OS 159 (+) TGAC TAAAGSTKST1 563 (+) TAAAG 

WRKY71OS 247 (+) TGAC TAAAGSTKST1 629 (+) TAAAG 

WRKY71OS 544 (+) TGAC TAAAGSTKST1 624 (-) TAAAG 

WRKY71OS 752 (+) TGAC TAAAGSTKST1 886 (-) TAAAG 

WRKY71OS 826 (+) TGAC TATABOX2 199 (+) TATAAAT 
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WRKY71OS 482 (-) TGAC TATABOX2 382 (-) TATAAAT 

WUSATAg 993 (-) TTAATGG TATABOX5 179 (+) TTATTT 

   
  TATABOX5 863 (+) TTATTT 

   
  TATABOX5 879 (+) TTATTT 

   
  TATABOX5 202 (-) TTATTT 

   
  TATCCAOSAMY 298 (+) TATCCA 

   
  

TATCCAYMOTIFOSRAMY3
D 298 (+) TATCCAY 

   
  TBOXATGAPB 744 (+) ACTTTG 

   
  UP1ATMSD 

107
4 (+) GGCCCAWWW 

   
  WBBOXPCWRKY1 855 (-) TTTGACY 

   
  WBOXATNPR1 856 (-) TTGAC 

   
  WBOXHVISO1 540 (-) TGACT 

   
  WBOXHVISO1 806 (-) TGACT 

   
  WBOXNTCHN48 540 (-) CTGACY 

   
  WBOXNTERF3 540 (-) TGACY 

   
  WBOXNTERF3 806 (-) TGACY 

   
  WBOXNTERF3 855 (-) TGACY 

   
  WRKY71OS 185 (-) TGAC 

   
  WRKY71OS 541 (-) TGAC 

   
  WRKY71OS 807 (-) TGAC 

   
  WRKY71OS 856 (-) TGAC 
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cyp92c5 cyp92c6 

Element Pos Str. Sequenz Element Pos Str. Sequenz 

-300ELEMENT 836 (-) TGHAAARK 2SSEEDPROTBANAPA 669 (-) CAAACAC 

AACACOREOSGLUB1 906 (-) AACAAAC -300CORE 834 (-) TGTAAAG 

ABRELATERD1 696 (-) ACGTG -300ELEMENT 10 (-) 
TGHAAAR

K 

ABRELATERD1 697 (+) ACGTG -300ELEMENT 833 (-) 
TGHAAAR

K 

ABRERATCAL 695 (-) MACGYGB AACACOREOSGLUB1 671 (-) AACAAAC 

ABRERATCAL 696 (+) MACGYGB ABRELATERD1 325 (-) ACGTG 

ACGTATERD1 631 (+) ACGT ABRELATERD1 326 (+) ACGTG 

ACGTATERD1 631 (-) ACGT ABRELATERD1 368 (-) ACGTG 

ACGTATERD1 697 (+) ACGT ABRERATCAL 324 (-) MACGYGB 

ACGTATERD1 697 (-) ACGT ACGTABOX 908 (+) TACGTA 

ACGTTBOX 630 (+) AACGTT ACGTABOX 908 (-) TACGTA 

ACGTTBOX 630 (-) AACGTT ACGTATERD1 326 (+) ACGT 

ANAERO1CONSENSUS 604 (-) AAACAAA ACGTATERD1 326 (-) ACGT 

ANAERO1CONSENSUS 610 (-) AAACAAA ACGTATERD1 369 (+) ACGT 

ANAERO1CONSENSUS 907 (-) AAACAAA ACGTATERD1 369 (-) ACGT 

ANAERO3CONSENSUS 449 (+) TCATCAC ACGTATERD1 417 (+) ACGT 

ARFAT 730 (-) TGTCTC ACGTATERD1 417 (-) ACGT 

ARR1AT 64 (-) NGATT ACGTATERD1 909 (+) ACGT 

ARR1AT 103 (-) NGATT ACGTATERD1 909 (-) ACGT 

ARR1AT 243 (+) NGATT ACGTOSGLUB1 368 (-) GTACGTG 

ARR1AT 257 (-) NGATT AMYBOX1 971 (-) TAACARA 

ARR1AT 272 (+) NGATT AMYBOX2 917 (+) TATCCAT 

ARR1AT 447 (-) NGATT ANAERO1CONSENSUS 754 (+) AAACAAA 

ARR1AT 1013 (+) NGATT ANAERO1CONSENSUS 1019 (-) AAACAAA 

BIHD1OS 214 (-) TGTCA ARFAT 857 (+) TGTCTC 

BIHD1OS 959 (-) TGTCA ARR1AT 120 (-) NGATT 

BOXIINTPATPB 275 (-) ATAGAA ARR1AT 154 (+) NGATT 

BOXIINTPATPB 830 (-) ATAGAA ARR1AT 164 (+) NGATT 

BS1EGCCR 375 (+) AGCGGG ARR1AT 341 (-) NGATT 

CAATBOX1 217 (+) CAAT ARR1AT 442 (+) NGATT 

CAATBOX1 446 (+) CAAT ARR1AT 454 (+) NGATT 

CAATBOX1 902 (+) CAAT ARR1AT 698 (+) NGATT 

CACGTGMOTIF 696 (+) CACGTG ARR1AT 840 (+) NGATT 

CACGTGMOTIF 696 (-) CACGTG BIHD1OS 139 (+) TGTCA 

CACTFTPPCA1 134 (+) YACT BIHD1OS 202 (+) TGTCA 

CACTFTPPCA1 141 (+) YACT BOXLCOREDCPAL 684 (-) ACCWWCC 

CACTFTPPCA1 145 (+) YACT CAATBOX1 137 (-) CAAT 

CACTFTPPCA1 155 (-) YACT CAATBOX1 156 (-) CAAT 

CACTFTPPCA1 190 (-) YACT CAATBOX1 166 (-) CAAT 

CACTFTPPCA1 198 (-) YACT CAATBOX1 200 (-) CAAT 

CACTFTPPCA1 236 (+) YACT CAATBOX1 254 (+) CAAT 

CACTFTPPCA1 365 (-) YACT CAATBOX1 487 (+) CAAT 

CACTFTPPCA1 398 (-) YACT CAATBOX1 650 (-) CAAT 
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CACTFTPPCA1 414 (-) YACT CAATBOX1 855 (-) CAAT 

CACTFTPPCA1 417 (-) YACT CAATBOX1 937 (-) CAAT 

CACTFTPPCA1 434 (-) YACT CACGTGMOTIF 325 (+) CACGTG 

CACTFTPPCA1 453 (+) YACT CACGTGMOTIF 325 (-) CACGTG 

CACTFTPPCA1 461 (+) YACT CACTFTPPCA1 8 (+) YACT 

CACTFTPPCA1 494 (-) YACT CACTFTPPCA1 318 (+) YACT 

CACTFTPPCA1 507 (-) YACT CACTFTPPCA1 336 (+) YACT 

CACTFTPPCA1 510 (-) YACT CACTFTPPCA1 372 (+) YACT 

CACTFTPPCA1 513 (-) YACT CACTFTPPCA1 386 (-) YACT 

CACTFTPPCA1 545 (+) YACT CACTFTPPCA1 392 (-) YACT 

CACTFTPPCA1 561 (-) YACT CACTFTPPCA1 562 (-) YACT 

CACTFTPPCA1 675 (-) YACT CACTFTPPCA1 599 (+) YACT 

CACTFTPPCA1 771 (+) YACT CACTFTPPCA1 617 (+) YACT 

CACTFTPPCA1 965 (+) YACT CACTFTPPCA1 729 (-) YACT 

CAREOSREP1 713 (+) CAACTC CACTFTPPCA1 796 (-) YACT 

CGACGOSAMY3 531 (-) CGACG CACTFTPPCA1 802 (+) YACT 

CTRMCAMV35S 725 (-) TCTCTCTCT CACTFTPPCA1 832 (+) YACT 

CURECORECR 235 (+) GTAC CACTFTPPCA1 995 (+) YACT 

CURECORECR 235 (-) GTAC CANBNNAPA 669 (-) CNAACAC 

CURECORECR 380 (+) GTAC CATATGGMSAUR 956 (+) CATATG 

CURECORECR 380 (-) GTAC CATATGGMSAUR 956 (-) CATATG 

DOFCOREZM 36 (-) AAAG CCA1ATLHCB1 154 (-) 
AAMAATC

T 

DOFCOREZM 49 (+) AAAG CGACGOSAMY3 418 (-) CGACG 

DOFCOREZM 121 (-) AAAG CIACADIANLELHC 811 (+) 
CAANNNN

ATC 

DOFCOREZM 424 (-) AAAG CPBCSPOR 97 (-) TATTAG 

DOFCOREZM 582 (-) AAAG CPBCSPOR 398 (+) TATTAG 

DOFCOREZM 683 (-) AAAG CPBCSPOR 528 (+) TATTAG 

DOFCOREZM 751 (+) AAAG CURECORECR 371 (+) GTAC 

DOFCOREZM 812 (+) AAAG CURECORECR 371 (-) GTAC 

DOFCOREZM 920 (+) AAAG CURECORECR 376 (+) GTAC 

DOFCOREZM 1018 (+) AAAG CURECORECR 376 (-) GTAC 

EBOXBNNAPA 696 (+) CANNTG CURECORECR 653 (+) GTAC 

EBOXBNNAPA 696 (-) CANNTG CURECORECR 653 (-) GTAC 

EBOXBNNAPA 894 (+) CANNTG CURECORECR 661 (+) GTAC 

EBOXBNNAPA 894 (-) CANNTG CURECORECR 661 (-) GTAC 

EECCRCAH1 341 (+) GANTTNC DOFCOREZM 10 (-) AAAG 

EECCRCAH1 467 (+) GANTTNC DOFCOREZM 72 (+) AAAG 

EECCRCAH1 712 (-) GANTTNC DOFCOREZM 177 (-) AAAG 

ERELEE4 338 (-) AWTTCAAA DOFCOREZM 279 (+) AAAG 

GAREAT 555 (-) TAACAAR DOFCOREZM 434 (-) AAAG 

GATABOX 24 (-) GATA DOFCOREZM 447 (-) AAAG 

GATABOX 84 (+) GATA DOFCOREZM 452 (+) AAAG 

GATABOX 86 (-) GATA DOFCOREZM 560 (+) AAAG 

GATABOX 319 (+) GATA DOFCOREZM 834 (-) AAAG 

GATABOX 371 (-) GATA DOFCOREZM 941 (-) AAAG 
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GATABOX 639 (-) GATA DRE1COREZMRAB17 49 (-) ACCGAGA 

GT1CONSENSUS 353 (-) GRWAAW E2FCONSENSUS 115 (-) WTTSSCSS 

GT1CONSENSUS 678 (-) GRWAAW E2FCONSENSUS 555 (-) WTTSSCSS 

GT1CONSENSUS 778 (+) GRWAAW EBOXBNNAPA 184 (+) CANNTG 

GT1CONSENSUS 801 (-) GRWAAW EBOXBNNAPA 184 (-) CANNTG 

GT1CONSENSUS 837 (-) GRWAAW EBOXBNNAPA 205 (+) CANNTG 

GT1CONSENSUS 974 (-) GRWAAW EBOXBNNAPA 205 (-) CANNTG 

GT1GMSCAM4 837 (-) GAAAAA EBOXBNNAPA 219 (+) CANNTG 

GTGANTG10 82 (+) GTGA EBOXBNNAPA 219 (-) CANNTG 

GTGANTG10 133 (-) GTGA EBOXBNNAPA 325 (+) CANNTG 

GTGANTG10 452 (-) GTGA EBOXBNNAPA 325 (-) CANNTG 

GTGANTG10 544 (-) GTGA EBOXBNNAPA 344 (+) CANNTG 

GTGANTG10 867 (-) GTGA EBOXBNNAPA 344 (-) CANNTG 

IBOXCORE 23 (-) GATAA EBOXBNNAPA 606 (+) CANNTG 

INRNTPSADB 543 (+) YTCANTYY EBOXBNNAPA 606 (-) CANNTG 

INRNTPSADB 849 (-) YTCANTYY EBOXBNNAPA 625 (+) CANNTG 

LECPLEACS2 320 (-) TAAAATAT EBOXBNNAPA 625 (-) CANNTG 

MARABOX1 282 (-) AATAAAYAAA EBOXBNNAPA 656 (+) CANNTG 

MARTBOX 596 (+) TTWTWTTWTT EBOXBNNAPA 656 (-) CANNTG 

MARTBOX 597 (+) TTWTWTTWTT EBOXBNNAPA 956 (+) CANNTG 

MYBCORE 410 (-) CNGTTR EBOXBNNAPA 956 (-) CANNTG 

MYBPLANT 993 (-) MACCWAMC EECCRCAH1 105 (-) GANTTNC 

MYBST1 86 (-) GGATA EECCRCAH1 169 (+) GANTTNC 

MYCCONSENSUSAT 696 (+) CANNTG EECCRCAH1 455 (+) GANTTNC 

MYCCONSENSUSAT 696 (-) CANNTG EMHVCHORD 833 (-) TGTAAAGT 

MYCCONSENSUSAT 894 (+) CANNTG GAREAT 971 (-) TAACAAR 

MYCCONSENSUSAT 894 (-) CANNTG GATABOX 32 (-) GATA 

NAPINMOTIFBN 381 (+) TACACAT GATABOX 228 (+) GATA 

NODCON1GM 920 (+) AAAGAT GATABOX 388 (-) GATA 

NODCON2GM 393 (-) CTCTT GATABOX 406 (-) GATA 

NODCON2GM 489 (-) CTCTT GATABOX 427 (-) GATA 

NODCON2GM 540 (+) CTCTT GATABOX 469 (-) GATA 

NODCON2GM 580 (+) CTCTT GATABOX 490 (-) GATA 

NODCON2GM 624 (+) CTCTT GATABOX 499 (-) GATA 

NTBBF1ARROLB 1017 (-) ACTTTA GATABOX 507 (-) GATA 

OSE1ROOTNODULE 920 (+) AAAGAT GATABOX 533 (+) GATA 

OSE2ROOTNODULE 393 (-) CTCTT GATABOX 805 (-) GATA 

OSE2ROOTNODULE 489 (-) CTCTT GATABOX 817 (-) GATA 

OSE2ROOTNODULE 540 (+) CTCTT GATABOX 868 (-) GATA 

OSE2ROOTNODULE 580 (+) CTCTT GATABOX 894 (-) GATA 

OSE2ROOTNODULE 624 (+) CTCTT GATABOX 917 (-) GATA 

POLASIG1 282 (-) AATAAA GATABOX 988 (-) GATA 

POLASIG1 286 (-) AATAAA GT1CONSENSUS 11 (-) GRWAAW 

POLASIG1 304 (-) AATAAA GT1CONSENSUS 30 (-) GRWAAW 

POLASIG2 1 (-) AATTAAA GT1CONSENSUS 41 (+) GRWAAW 

POLASIG2 684 (-) AATTAAA GT1CONSENSUS 45 (-) GRWAAW 
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POLASIG3 165 (+) AATAAT GT1CONSENSUS 171 (-) GRWAAW 

POLASIG3 334 (-) AATAAT GT1CONSENSUS 234 (-) GRWAAW 

POLLEN1LELAT52 123 (-) AGAAA GT1CONSENSUS 456 (-) GRWAAW 

POLLEN1LELAT52 470 (-) AGAAA GT1CONSENSUS 947 (-) GRWAAW 

POLLEN1LELAT52 577 (-) AGAAA GT1CORE 620 (-) GGTTAA 

POLLEN1LELAT52 753 (+) AGAAA GT1GMSCAM4 11 (-) GAAAAA 

POLLEN1LELAT52 829 (-) AGAAA GT1GMSCAM4 234 (-) GAAAAA 
PYRIMIDINEBOXOSRAM
Y1A 120 (+) CCTTTT GTGANTG10 2 (+) GTGA 

RAV1AAT 499 (-) CAACA GTGANTG10 66 (+) GTGA 

REALPHALGLHCB21 485 (+) AACCAA GTGANTG10 87 (-) GTGA 

REALPHALGLHCB21 995 (-) AACCAA GTGANTG10 295 (-) GTGA 

RHERPATEXPA7 80 (-) KCACGW GTGANTG10 328 (+) GTGA 

RHERPATEXPA7 695 (+) KCACGW GTGANTG10 335 (-) GTGA 

RHERPATEXPA7 697 (-) KCACGW GTGANTG10 347 (+) GTGA 

RHERPATEXPA7 706 (-) KCACGW GTGANTG10 361 (-) GTGA 

ROOTMOTIFTAPOX1 320 (+) ATATT GTGANTG10 367 (-) GTGA 

ROOTMOTIFTAPOX1 834 (+) ATATT GTGANTG10 609 (+) GTGA 

SEBFCONSSTPR10A 730 (-) YTGTCWC GTGANTG10 616 (-) GTGA 

SEF4MOTIFGM7S 279 (+) RTTTTTR GTGANTG10 628 (+) GTGA 

SEF4MOTIFGM7S 289 (+) RTTTTTR GTGANTG10 678 (+) GTGA 

SEF4MOTIFGM7S 607 (+) RTTTTTR HDZIP2ATATHB2 394 (-) 
TAATMAT

TA 

SORLIP1AT 790 (-) GCCAC HSELIKENTACIDICPR1 39 (+) 

CNNGAAN
NNTTCNN

G 

SORLIP1AT 933 (+) GCCAC HSELIKENTACIDICPR1 39 (-) 

CNNGAAN
NNTTCNN

G 

SP8BFIBSP8BIB 195 (-) TACTATT IBOXCORE 31 (-) GATAA 

SURECOREATSULTR11 730 (+) GAGAC IBOXCORE 506 (-) GATAA 

TAAAGSTKST1 48 (+) TAAAG INRNTPSADB 164 (-) YTCANTYY 

TAAAGSTKST1 683 (-) TAAAG IRO2OS 324 (-) CACGTGG 

TAAAGSTKST1 1017 (+) TAAAG LECPLEACS2 912 (+) TAAAATAT 

TATABOX2 225 (+) TATAAAT MYB1AT 503 (-) WAACCA 

TATABOX5 283 (+) TTATTT MYB1AT 621 (+) WAACCA 

TATABOX5 287 (+) TTATTT MYB2CONSENSUSAT 205 (+) YAACKG 

TATABOX5 305 (+) TTATTT MYBCORE 205 (-) CNGTTR 

TATABOX5 335 (+) TTATTT MYBCOREATCYCB1 27 (-) AACGG 

TATCCAOSAMY 86 (+) TATCCA MYBGAHV 971 (-) TAACAAA 

WBBOXPCWRKY1 747 (-) TTTGACY MYBPZM 810 (+) CCWACC 

WBOXATNPR1 213 (+) TTGAC MYBST1 32 (-) GGATA 

WBOXATNPR1 748 (-) TTGAC MYBST1 469 (-) GGATA 

WBOXHVISO1 131 (-) TGACT MYBST1 490 (-) GGATA 

WBOXHVISO1 747 (-) TGACT MYBST1 917 (-) GGATA 

WBOXNTERF3 131 (-) TGACY MYCATERD1 219 (-) CATGTG 

WBOXNTERF3 747 (-) TGACY MYCATERD1 344 (+) CATGTG 

WRKY71OS 132 (-) TGAC MYCATERD1 606 (+) CATGTG 

WRKY71OS 214 (+) TGAC MYCATERD1 625 (+) CATGTG 
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WRKY71OS 748 (-) TGAC MYCATRD22 219 (+) CACATG 

WRKY71OS 959 (+) TGAC MYCATRD22 344 (-) CACATG 

  
  

  MYCATRD22 606 (-) CACATG 

  
  

  MYCATRD22 625 (-) CACATG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 184 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 184 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 205 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 205 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 219 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 219 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 325 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 325 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 344 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 344 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 606 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 606 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 625 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 625 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 656 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 656 (-) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 956 (+) CANNTG 

  
  

  MYCCONSENSUSAT 956 (-) CANNTG 

  
  

  NODCON1GM 452 (+) AAAGAT 

  
  

  NODCON2GM 432 (+) CTCTT 

  
  

  NTBBF1ARROLB 833 (+) ACTTTA 

  
  

  OSE1ROOTNODULE 452 (+) AAAGAT 

  
  

  OSE2ROOTNODULE 432 (+) CTCTT 

  
  

  POLASIG3 396 (-) AATAAT 

  
  

  POLASIG3 934 (-) AATAAT 

  
  

  POLLEN1LELAT52 47 (-) AGAAA 

  
  

  POLLEN1LELAT52 74 (+) AGAAA 

  
  

  POLLEN1LELAT52 104 (+) AGAAA 

  
  

  POLLEN1LELAT52 574 (-) AGAAA 

  
  

  POLLEN1LELAT52 694 (-) AGAAA 

  
  

  RAV1AAT 193 (+) CAACA 

  
  

  RAV1AAT 674 (-) CAACA 

  
  

  RAV1AAT 877 (+) CAACA 

  
  

  RAV1AAT 882 (+) CAACA 

  
  

  REBETALGLHCB21 32 (-) CGGATA 

  
  

  RHERPATEXPA7 64 (-) KCACGW 

  
  

  RHERPATEXPA7 326 (-) KCACGW 

  
  

  RHERPATEXPA7 367 (+) KCACGW 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 488 (-) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 520 (-) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 521 (+) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 527 (+) ATATT 
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  ROOTMOTIFTAPOX1 774 (-) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 775 (+) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 915 (-) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 922 (+) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 928 (-) ATATT 

  
  

  ROOTMOTIFTAPOX1 986 (-) ATATT 

  
  

  RYREPEATBNNAPA 379 (+) CATGCA 

  
  

  RYREPEATGMGY2 379 (+) CATGCAT 

  
  

  RYREPEATLEGUMINBOX 379 (+) CATGCAY 

  
  

  SEBFCONSSTPR10A 856 (+) YTGTCWC 

  
  

  SEF1MOTIF 516 (-) 
ATATTTA

WW 

  
  

  SEF1MOTIF 924 (-) 
ATATTTA

WW 

  
  

  SEF4MOTIFGM7S 731 (-) RTTTTTR 

  
  

  SEF4MOTIFGM7S 751 (-) RTTTTTR 

  
  

  SORLIP1AT 217 (+) GCCAC 

  
  

  SORLIP2AT 132 (+) GGGCC 

  
  

  SREATMSD 31 (+) TTATCC 

  
  

  SURECOREATSULTR11 858 (-) GAGAC 

  
  

  TAAAGSTKST1 447 (-) TAAAG 

  
  

  TAAAGSTKST1 834 (-) TAAAG 

  
  

  TAAAGSTKST1 941 (-) TAAAG 

  
  

  TATABOXOSPAL 517 (-) TATTTAA 

  
  

  TATABOXOSPAL 925 (-) TATTTAA 

  
  

  TATABOXOSPAL 983 (-) TATTTAA 

  
  

  TATCCAOSAMY 917 (+) TATCCA 

  
  

  TATCCAYMOTIFOSRAMY3D 917 (+) TATCCAY 

  
  

  TBOXATGAPB 559 (-) ACTTTG 

  
  

  TE2F2NTPCNA 115 (-) ATTCCCGC 

  
  

  TRANSINITDICOTS 134 (-) 
AMNAUGG

C 

  
  

  TRANSINITMONOCOTS 134 (-) 
RMNAUGG

C 

  
  

  WBBOXPCWRKY1 1023 (+) TTTGACY 

  
  

  WBOXATNPR1 203 (-) TTGAC 

  
  

  WBOXATNPR1 901 (+) TTGAC 

  
  

  WBOXATNPR1 1024 (+) TTGAC 

  
  

  WBOXHVISO1 462 (-) TGACT 

  
  

  WBOXHVISO1 679 (+) TGACT 

  
  

  WBOXHVISO1 902 (+) TGACT 

  
  

  WBOXHVISO1 1025 (+) TGACT 

  
  

  WBOXNTCHN48 181 (-) CTGACY 

  
  

  WBOXNTCHN48 641 (+) CTGACY 

  
  

  WBOXNTERF3 181 (-) TGACY 

  
  

  WBOXNTERF3 462 (-) TGACY 

  
  

  WBOXNTERF3 642 (+) TGACY 

  
  

  WBOXNTERF3 679 (+) TGACY 
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  WBOXNTERF3 902 (+) TGACY 

  
  

  WBOXNTERF3 1025 (+) TGACY 

  
  

  WRKY71OS 140 (-) TGAC 

  
  

  WRKY71OS 182 (-) TGAC 

  
  

  WRKY71OS 203 (-) TGAC 

  
  

  WRKY71OS 463 (-) TGAC 

  
  

  WRKY71OS 642 (+) TGAC 

  
  

  WRKY71OS 679 (+) TGAC 

        WRKY71OS 902 (+) TGAC 
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5.8. Verwendete Primer 

Gene Name SEQUENCE Application 

 
UPM_long 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAT

CAACGCAGAGT 

Sequenziere

n RACE 

 
UPM_short CTAATACGACTCACTATAGGGC 

Sequenziere

n RACE 

 
MuTIR AGAGAAGCCA-ACGCCAWCGCCTCYATTTCGTC 

PCR Mu-

Transposon 

 
MuTIR2 TCGTCGAATCCCBTYCBCTCTTCKTCYATAAT 

nested PCR 

Mu-

Transposon 

 
NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

Sequenziere

n nested 

RACE 

GRMZM2G131907 APT1_F AGGCGTTCCGTGACACCATC 
APT1 QRT 

fwd 

 
APT1_R CTGGCAACTTCTTCGGCTTCC 

APT1 QRT 

rev 

GRMZM2G147721 FPPS3F CCTGGCTAGTTGTGCAAGCT 
FPPS2 QRT 

fwd 

 
FPPS8R GAAAACACTCTGGACTGCCT 

FPPS2 QRT 

rev 

 
FPPS2_R GTCGACGGAGCAGCTTCTTC 

FPPS2 

cloning fwd 

 

FPPS2_pASK

-IBA33_F 

ATGGTAGGTCTCAAATGGCGACGGTGGAGGTGGT

GGT 

FPPS2 

cloning 

(pASK-

IBA33+) fwd 

 

FPPS2_pASK

-IBA33_R 

ATGGTAGGTCTCAGCGCTCTTGTCCCTCTTGTAG

ATCTTGTG 

FPPS2 

cloning 

(pASK-

IBA33+) rev 

 

FPPS2_pASK

-IBA37_F 

ATGGTAGGTCTCAGCGCATGGCGACGGTGGAGGT

GGTG 

FPPS2 

cloning 

(pASK-

IBA37+) fwd 

 

FPPS2_pASK

-IBA37_R 

ATGGTAGGTCTCATATCACTTGTCCCTCTTGTAG

ATCTTGTG 

FPPS2 

cloning 

(pASK-

IBA37+) rev 

 
FPPS2_F CGAGGCCGCAATGGCGACGGT 

FPPS2 

cloning rev 

GRMZM2G168681 FPPS8.1F CATGGCTAGTTGTGCAAGCC 
FPPS1 QRT 

fwd 

 
FPPS8.1R CAGCACTTTCTGAACCGCAA 

FPPS1 QRT 

rev 

GRMZM2G098569 FPPS3F CCTGGCTAGTTGTGCAAGCT 
FPPS3 QRT 

fwd 

 
FPPS3R GAAAACAGTTTGGACTGCCT 

FPPS3 QRT 

rev 

 
FPPS3_F CGAGGCCGCAATGGCGACAGC 

FPPS3 

cloning fwd 

 
FPPS3_R GTCGATGGAGCAGCTTGTCG FPPS3 
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cloning rev 

 

FPPS3_pASK

-IBA33_F 

ATGGTAACCTGCATTAAATGGCGACAGCGGAGGT

GGTGGT 

FPPS3 

cloning 

(pASK-

IBA33+) fwd 

 

FPPS3_pASK

-IBA33_R 

ATGGTAACCTGCATTAGCGCTCTTGTCCCTCTTGT

AGATCTTGTG 

FPPS3 

cloning 

(pASK-

IBA33+) rev 

 

FPPS3_pASK

-IBA37_F 

ATGGTAACCTGCATTAGCGCATGGCGACAGCGGA

GGTGGTG 

FPPS3 

cloning 

(pASK-

IBA37+) fwd 

 

FPPS3_pASK

-IBA37_R 

ATGGTAACCTGCATTATATCACTTGTCCCTCTTG

TAGATCTTGTG 

FPPS3 

cloning 

(pASK-

IBA37+) rev 

 
FPPS3_pr_F1 GAG GCC TTT ACA AAG CTC CA 

Sequenziere

n Promoter 

fwd 

 
FPPS3_pr_F2 TCA AGG ACA CAA CTT GCC TTT 

Sequenziere

n Promoter 

fwd 

 
FPPS3_pr_R1 ACT CCA CCT CAC CTC ACC AC 

Sequenziere

n Promoter 

rev 

 

219_FPPS3_

P1_R 
CCACCACCACCTCCGCTG 

Sequenziere

n Promoter 

rev 

 

220_FPPS3_

P2_F 
GCAGTGGCAGACGCACAG 

Sequenziere

n Promoter 

fwd 

 

221_FPPS3_

P3_F 
CAGCACGCAGTTGTCGTCG 

Sequenziere

n Promoter 

fwd 

 

222_FPPS3_

P4_F 
GATCTTATCTAATATCTATAC 

Sequenziere

n Promoter 

fwd 

GRMZM2G102079 Cyt_P450_F ACGACCTTCACGACCATTTC 
CYP92C5 

QRT fwd 

 
Cyt_P450_R CGATGATGTCCTGGATGAGG 

CYP92C5 

QRT rev 

 
P450_start CAATGGAGCTGGCATCAACAAT 

CYP92C5 

Sequenziere

n fwd 

 
P450_ende GAGACCCTGGTTTTCATTCG 

CYP92C5 

Sequenziere

n rev 

 

167_pESC_1_

F 
TCCGGATCCGAGCATGGAGCTGGCATCAA 

CYP92C5 

Klonieren 

fwd 

 

168_pESC_1_

R 
CTACTCGAGTCATTCGGTCGCGCTGTAG 

CYP92C5 

Klonieren 

rev 

5 Anhang

148



GRMZM2G139467 
169_pESC_2_

F 
TCCGGATCCGAGCATGCACCACGAAACAC 

CYP92C6 

Klonieren 

fwd 

 

170_pESC_2_

R 
GCCAAGCTTTCAGAACACGAGCTTGTAC 

CYP92C6 

Klonieren 

rev 

 
155_Cyt2_F AGAAGTGGTCGGGCTGCTAC 

CYP92C6 

QRT fwd 

 
156_Cyt2_R CTCGAAGAAGCGGTCGTACT 

CYP92C6 

QRT rev 

GRMZM2G046615 S53 CCGGGTCGAGATCACCAAGATA 

TPS2 RT-

PCR fwd 

B73-Allel 

 
S54 GGGAAGTGAATCAGCAGCCA 

TPS2 RT-

PCR rev 

B73-Allel 

 

TPS2_-

1000_F 
CAGCGCTTTCAAATTCAACA 

TPS2 

Promoter F 

 
TPS2_-150_F GCAAACACGACGGTAGTACG 

TPS2 

Promoter F 

 
TPS2_-500_F CAGACTCGACACTACG 

TPS2 

Promoter F 

 
S56 GGACTTGGTGGTGGCTGTTTG 

TPS2 

Promoter R 

 
S44 

ATGGTAGAAGACAAGCGCATGTACTCTCTACCAG

GAGCAAC 

Klonierung 

tps2 in IBA7 

mit BbsI  

fwd 

 
S45 

ATGGTAGAAGACAATATCAAAGCACCAACATCAT

CGCCGCG 

Klonierung 

tps2 in IBA7 

mit BbsI  rev 

 

339_TPS2_k

urz_iba7_f 

ATGGTAGGTCTCAGCGCTCCTTCGTGGAGCCTCT

TCTCC 

Klonierung 

tps2 in IBA7  

fwd ohne 

Signalpeptid 

 

398_TPS2_ib

a_F 

ATGGTAGGTCTCAGCGCATGCTGGTCACCATCGA

CAACC 

Klonierung 

tps2 in IBA7 

für 

alternative 

Start 

 
S33 AAGCAGACCTGCACGAGGTT 

TPS2 

Genotypisier

ung B73- 

Ky21 Allel in 

RILS rev 

 
S35 GAAGGAGCATGGATCTAACCATG 

TPS2 

Genotypisier

ung B73- 

Ky21 Allel in 

RILS fwd 

GRMZM2G064406 S55 GCATCATCTCTTCTTCCTCCTTCG 

TPS3 RT-

PCR fwd 

B73-Allel 

 
S56 GGACTTGGTGGTGGCTGTTTG TPS3 RT-
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PCR rev 

B73-Allel 

 

338_TPS3_k

urz_iba7_f 

ATGGTAGGTCTCAGCGCTCCTCCTCCTTCGTGGAG

CCT 

Klonierung 

tps3 in IBA7 

fwd ohne 

Signalpeptid 

 
S62 GCGCATCGCCATTAATTAG 

TPS3 

Sequenziere

n und 

Klonieren 

B73-Allel 

 

470_S33_Ky_

R 
AAGCAGACCTGCGCGAGGTC 

TPS3 

Genotypisier

ung B73- 

Ky21 Allel in 

RILS rev 

 
S36 CAAGGAGCATGGATCTAACCCTA 

TPS3 

Genotypisier

ung B73- 

Ky21 Allel in 

RILS fwd 

GRMZM2G179092 AM120 AGGGAACTTCGTGGTGGATGATAC 
TPS10 QRT 

fwd 

 
AM121 TGGCGTCTGGTGAAGGTAATGG 

TPS10 QRT 

rev 

GRMZM2G127336 BH51 TCTGGATGATGGGAGTCTTCTTTG 
TPS23 QRT 

fwd 

 
BH52 GCGTTGCCTTCCTCTGTGG 

TPS23 QRT 

rev 

GRMZM2G159937 
223_HLH_TF

_F 
GTGGACGTACGGCATCTTCT 

bHLH QRT 

fwd 

 

224_HLH_TF

_R 
CATGGACGCCAGAAAGTACA bHLH QRT R 

 

232_HLH_St

art2 
CAAGGCATGGCGTGGTCGGAG 

bHLH 

Sequenzieru

ng fwd 

 

234_HLH_en

de3 
GTAGGTTGGGAAAGCAACAAAC 

bHLH 

Sequenzieru

ng rev 
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