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1 Einleitung

1.1 Chemische Verteidigungmechanismen in Pflanzen

Pflanzen waren im Verlauf ihrer Evolution stets einem massiven Druck durch Herbivoren und
Pathogene ausgesetzt. Doch Pflanzen verfligen nicht Gber die F&higkeit der freien
Ortsbewegung. Stattdessen entwickelte sich die Produktion sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe
(=Naturstoffe) als die wichtigste pflanzliche Verteidigungsstrategie gegen diese Fressfeinde.
Bis heute sind mehr als 200.000 pflanzliche Naturstoffe identifiziert worden. Die wichtigsten
Gruppen dieser Naturstoffe bilden die Phenole, die Terpenoide und die stickstoffhaltigen
Naturstoffe (Wu & Chappell, 2008). Pflanzliche Naturstoffe kdnnen in der direkten
Verteidigung beispielsweise als Gifte oder Abwehrstoffe (Repellantien) wirken (Bernasconi
et al., 1998, De Moraes et al., 2001). Alternativ kénnen sie in der indirekten Verteidigung im
Rahmen tritrophischer Interaktionsbeziehungen als Signalstoffe fiir Predatoren dienen
(Turlings et al., 1990; Takabayashi et al., 1995; Degenhardt, 2009; Unsicker et al., 2009). Die
Biosynthese und Emission dieser Naturstoffe erfolgt in vielen Féllen nicht konstitutiv,
sondern wird erst durch die Prasenz von Herbivoren induziert (Gouinguene et al., 2003; Smith
& Boyko, 2007). Verantwortlich daftr sind Substanzen, die von Herbivoren oder Pathogenen
produziert und durch die Pflanze erkannt werden, sogenannte Elicitoren (Frey et al, 2000;
Lawrence & Novak, 2004). Diese aktivieren die Expression von Genen, deren Produkte dann
fir die Biosynthese pflanzlicher Abwehrstoffe verantwortlich sind. So induziert
beispielsweise Raupenfrass an Mais (Zea mays) die Transkription von Genen, die an der
Terpenbiosynthese und der weiterer volatiler Naturstoffe beteiligt sind (Schnee et al., 2002,
Gouinguene et al., 2003). Die Vermittlung dieser von Elicitoren ausgelésten Signale in der
Pflanze verlauft haufig tber das Pflanzenhormon Jasmonsdure (JA), das die Expression einer
Vielzahl pflanzlicher Gene kontrolliert, die in der Verteidigung eine Rolle spielen (Krumm et
al., 1995; Reymond & Farmer; 1998).

1.2 Cytochrom P450 Monooxygenasen in der Biosynthese pflanzlicher Naturstoffe
Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP, P450) kommen in allen Doménen des Lebens vor
und spielen eine wichtige Rolle in verschiedensten anabolen wund katabolen
Stoffwechselwegen wie der Biosynthese von Steroidhormonen, Naturstoffen pro- und
eukaryotischen Ursprungs oder auch bei Entgiftungsreaktionen hydrophober Toxine (Nielsen
& Mgller, 2005; Miller & Auchus, 2011; Podust & Sherman, 2012). In Pflanzen katalysieren
diese oxidativen Hamproteine eine Vielzahl stereo- und/oder regiospezifischer
1



Oxygenierungsreaktionen des Sekundarmetabolismus und tragen dadurch maRgeblich zur
strukturen Diversitat pflanzlicher Naturstoffe bei (Morant et al., 2003; Hrycay & Bandiera,
2012). Dazu binden und reduzieren P450 molekularen Sauerstoff am zentralen Eisenion ihres
prosthetischen Hams. In typischen Reaktionen von P450 wird eines der Sauerstoffatome in
Form von Wasser freigesetzt und das zweite auf ein (meist) hydrophobes Substrat tibertragen
(daher der Term ,Monooxygenase™). Die Gleichung dieser Reaktionen ldsst sich zur

folgenden Formel zusammenfassen:

A+0,+NADP)H + H" +2e 2> AO + H,0 + NAD(P)*

Dabei représentiert A das Substrat und AO das monooxygenierte Substrat. (Hrycay &
Bandiera, 2012). Abhédngig von der jeweiligen P450 werden dabei beispielsweise
Hydroxylierungen, Epoxygenierungen oder C-C-Bindungsspaltungen sowie eine Vielzahl
anderer Reaktionen Kkatalysiert (Halkier, 1996; Schuler & Rupasinghe, 2011; Podust &
Sherman, 2012).

Die historisch bedingte Bezeichnung ,,Cytochrom P450% ist darauf zuriickzufiihren, dass
Kohlenmonoxid-Bindung an das reduzierte Fe'-lon der Hamgruppe in einer fiir alle P450
charakteristischen Verschiebung des Absorptionsmaximums (des so genannten Soret-Peaks)
zu einer Wellenldnge von 450 nm resultiert. Anhand dessen wurden die ersten P450 als CO-
bindende Pigmente — ohne Kenntnis ihrer Funktion — in Mikrosomen der Rattenleber
identifiziert (Klingenberg, 1958; Omura & Sato, 1964).

P450 stellen eine der groRten Superfamilien von Genen in Pflanzengenomen dar und machen
ca. 1 % der in Pflanzen identifizierten Gene aus (Nelson et al., 2008). Circa 5.100 der 14.000
zum jetzigen Zeitpunkt bekannten Sequenzen von P450 stammen aus Pflanzen — mehr als aus
jeder anderen Doméne des Lebens (Nelson, 2011). Zur Zeit werden die pflanzlichen P450 in
127 Familien eingeteilt, die 11 phylogenetischen Clans zugeordnet werden (Hamberger &
Bak, 2013). Urspriinglich wurde angenommen, dass die Monooxygenasen des Clans CYP71
(der fruheren A-Typ-P450) in den fur Pflanzen spezifischen Stoffwechselwegen wie
beispielsweise der Biosynthese der Lignine, Flavanoide oder cyanogenen Glykoside
involviert sind, wahrend die P450 der anderen Clans (die friheren Nicht-A-Typ-P450)
Reaktionen in eher basalen Stoffwechselwegen wie der Biosynthese von Sterolen oder der
Lipidoxygenierung katalysieren (Durst & Werck-Reichhardt, 1995; Durst & Nelson, 1995).

Durch eine steigende Anzahl von Beispielen, in denen P450 anderer Clans fiir den



pflanzenspezifischen Metabolismus rekrutiert wurden, ist inzwischen aber gezeigt worden,

dass diese vereinfachende Sichtweise nicht mehr haltbar ist (Hamberger & Bak, 2013)

1.3 Struktur pflanzlicher Cytochrom P450 Monooxygenasen

Eukaryotische Cytochrom P450 Monooxygenasen sind an mikrosomale Membranen
gebundene ~ 50-70 kDa grol’e Hamproteine. Der extreme N-Terminus weist einen Abschnitt
hydrophober Aminosduren auf, der als Membrananker der P450 fungiert — die
Transmembrandomane (TMD) (Williams et al., 2000). Dahinter liegt ein Lys- und Arg-
reicher Abschnitt, der als ,,halt transfer signal® (HTS), also zum Stop der Translokation und
damit der Membraninsertion dient (Sakaguchi et al., 1984). Dieser N-terminale Bereich wird
durch eine Pro-reiche Sequenz, die oft das Motiv PPXP aufweist, mit dem C-terminalen,
katalytisch aktiven Teil des Enzyms verbunden (Halkier, 1996).

Der katalytisch aktive, im Cytoplasma lokalisierte Teil besteht aus zwei Domanen, die anhand
ihrer Sekundérstrukturen als o- und B-Domane bezeichnet werden (Werck-Reichhardt &
Feyereisen, 2000).

Die B-Doméne ist in der Substraterkennung und -bindung involviert und relativ schwach
konserviert (Werck-Reichhardt & Feyereisen, 2000). Die Substraterkennung durch
eukaryotische P450 wird vornehmlich durch sechs Regionen — so genannte substrate
recognition sites (SRS) — vermittelt (Gotoh, 1992; Halkier, 1996). Diese liegen uber die
gesamte Primarsequenz verteilt.

Die a-Doméne enthélt das vor allem aus a-Helices aufgebaute aktive Zentrum des Enzyms, in
dem einen Protoporphyrin-1X-Ring mit zentralem Eisenion als prosthetische Gruppe
gebunden ist (Werck-Reichhardt & Feyereisen, 2000). Deren Bindung an das Apoprotein
wird durch ein hochkonserviertes Cysteinat vermittelt, das als fiinfter, axialer Ligand des
Eisenions dient. Dieses Cysteinat liegt in der sogenannten Hambindedoméne (,,heme binding
loop). Die Konsensussequenz PFGXGRRXCXG dieser Schlaufe stellt das
charakteristischste Sequenzmotiv der P450 Monooxygenasen dar (Bak et al., 2006). Daneben
finden sich in den Sequenzen von P450-Enzymen, die ansonsten nur eine geringe
Sequenzidentitat (10-30%) zeigen, noch drei weitere konservierte Motive (Halkier, 1996).
Stromaufwaérts der Hambindedomane liegt das so genannte PERF-Motiv, das wahrscheinlich
an der Substratbindung und -orientierung beteiligt ist (Bak, 2006).

Desweiteren findet man das absolut konservierte EXXR-Motiv in, das uber elektrostatische
Interaktionen zur Stabilisierung des aktiven Zentrums beitragt (Hasemann et al., 1995). Das
zweite Motiv ist die so genannte ,,P450 Signatur” (Halkier, 1996; Werck-Reichhardt &
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Feyereisen, 2000). Diese weist die Konsensussequenz (A/G)GC(D/E)T(T/S) mit dem in den
meisten Familien hochkonservierten Thr auf (Furuya et al., 1989; Imai & Nakamura, 1989;
Halkier, 1996). Es wird vermutet, dass diese Sequenz die Furche fiir den Protonentransfer auf
der distalen Seite des Hams bildet und an der Spaltung des molekularen Sauerstoffs beteiligt
ist (Werck-Reichhardt & Feyereisen, 2000).

1.4 Kofaktoren von Cytochrom P450 Monooxygenasen

Fur viele typische Oxidationsreaktionen bendtigen P450 molekularen Sauerstoff und zwei
Elektronen (Hannemann et al., 2007). Die Elektronen werden dabei durch Flavoproteine oder
andere Eisen-Schwefel-Proteine von der jeweiligen Elektronenquelle auf das Eisenion der
H&mfunktion der P450 (bertragen.

P450 werden anhand dessen, ob und welche Komponenten am Transfer der fir die Reduktion
benotigten Elektronen auf das aktive Zentrum beteiligt sind, in neun Klassen eingeteilt
(Hannemann et al., 2007). Pflanzliche P450 gehdren fast ausschliellich zu den mikrosomalen
P450-Systemen der Klasse Il , die aus zwei integralen Membranproteinen, einer P450 und
einer NADPH-Cytochrom P450-Oxidoreduktase (CPR) bestehen (Jensen & Mgiller, 2010).
CPR sind ~70-80 kDa grofRe Flavoproteine und bestehen aus einer N-terminalen FMN-

NADPH-Cytochrom P450-Oxidoreduktase Cytochrom P450 Monooxygenase

Substrat A + O, + H*

AO +H,0

Hydrophobe Region

Abbildung 1.1: Elektronentransport von NADPH uber die NADPH-Cytochrom P450-Oxidoreduktase
(CPR) auf das aktive Zentrum der P450 Monooxygenase (P450). NADPH wird an der NADPH- und FAD-
Bindedomane (griin) der CPR oxidiert und die Elektronen tiber FAD (rot) auf das FMN (gelb) der N-terminalen
FMN-Bindedomane (violett bzw. rot)) tbertragen. Diese Domane (rechts in rot) interagiert mit der P450 (blau)
und ubertragt die Elektronen auf die H&mfunktion (rot) im aktiven Zentrum der P450. Dort werden die
Elektronen in zwei Schritten auf den gebundenen Sauerstoff (ibertragen. Eines der Sauerstoffatome wird in Form
von Wasser freigesetzt, das zweite auf ein (meist hydrophobes) Substrat A Ubertragen. Da in dieser Abbildung
Kristallstrukturen von CPR und P450 gezeigt sind, fehlen die hydrophoben Membrananker von CPR und P450.
In den nativen Proteinen befédnden sie sich auf der gezeigten hydrophoben Seite. Abbildung verandert nach
Bayburt & Sligar, 2002. (NADPH — Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, FAD — Flavinadenindinukleotid,
FMN - Flavinmononukleotid)



Bindedoméne und einer C-terminalen NADPH- und FAD-Bindedoméne. Sie binden und
oxidieren NADPH an ihrer C-terminalen Doméne und Ubertragen die Elektronen Uber ihre
FAD-Domane und die FMN-Domane auf das Eisen der Hamfunktion in P450. Die korrekte
Positionierung der CPR zur Interaktion mit der P450 wird dadurch gewéhrleistet, dass der N-
Terminus der CPR einen hydrophoben Abschnitt enthalt, der der Membranverankerung dient
(Bonina et al., 2005). In Pflanzen existieren je nach Spezies ein bis drei paraloge CPR, die
ihrerseits mit diversen P450 interagieren konnen (Koopmann & Hahlbrock, 1997; Ohta &
Mizutani, 1998; Ro et al., 2002).

1.5 Aldoxime — Struktur, Biosynthese und Funktion in Pflanzen

Aldoxime sind N-hydroxylierte Aldimine und werden in Pflanzen durch P450 der Familie 79
(CYP79) aus den korrespondierenden Aminosduren synthetisiert (Hamberger & Bak, 2013).
Die Hydroxylfunktion kann dabei in (E)- oder (Z)-Konformation angeordnet sein. Sie spielen
sowohl in der direkten als auch der indirekten pflanzlichen Verteidigung eine wichtige Rolle.
Zunéchst stellt die Synthese von Aldoximen durch CYP79 den initialen Schritt in der
Biosynthese vieler Substanzklassen dar, die der direkten Abwehr von Herbivoren dienen (Bak
et al., 1998; Halkier & Wittstock, 2000; Halkier et al., 2003; Naur et al., 2003; Forslund et al.,
2004; Bak et al., 2006; Halkier & Gershenzon, 2006).

Die prominenteste dieser Klassen bilden die cyanogenen Glykoside (a-Hydroxynitril-p-
glucoside). Diese wurden bereits in Uber 2.650 Pflanzenarten aus 130 Familien der
Pteridophyten (Farne), der Gymnospermen (Nacktsamer) und der Angiospermen
(Bedecktsamer) nachgewiesen (Bak et al.,, 2006). Cyanogene Glykoside sind als
Phytoanticipine Kklassifiziert. Sie werden in den Vakuolen der Pflanzenzelle gespeichert und
bei Gewebeschadigung durch B-Glykosidasen und a-Hydroxynitrilasen degradiert. Dies
resultiert in der Freisetzung von toxischer Blauséure, einem Aldehyd oder Keton sowie
Glucose (Bak et al., 2006; Morant et al., 2008).

Die erste fur den initialen Schritt der Biosynthese eines cyanogenen Glykosids
verantwortliche P450, die identifiziert wurde, ist die multifunktionale, atypische CYP79A1
aus der Mohrenhirse (Sorghum bicolor L. Moench) (Sibbesen et al., 1994) Es katalysiert die
Umwandlung von L-Tyr zu p-Hydroxyphenylacetaldoxim (Koch et al., 1995; Sibbesen et al.,
1995). Dies ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Biosynthese des in S. bicolor
prominenten cyanogenen Glykosids Dhurrin (Mgller & Conn, 1980; Halkier & Mgller, 1989).
Das Aldoxim wird dann von einer weiteren atypischen, multifunktionalen P450, CYP71EL,

zum p-Hydroxymandelonitril, einem instabilen a-Hydroxynitril, umgewandelt und durch die
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l6sliche UDPG-Glukosyltransferase UGT85B1 zum Dhurrin glucosyliert (Halkier et al.,
1989; Kahn et al., 1997; Jones et al., 1999; Mgller et al., 1999; Hansen et al., 2003). Da in S.
bicolor keine Intermediate dieses Stoffwechselweges detektierbar sind, wird angenommen,
dass die beteiligten Enzyme einen Proteinkomplex, ein so genanntes Metabolon, bilden.
Dieses sorgt fur eine Weiterleitung der fur die Pflanze sonst teilweise toxischen Intermediate
(Mgller & Conn, 1980; Mgller, 2010).

Neben dem vom L-Tyr abgeleiteten Dhurrin finden sich in Pflanzen auch von anderen
Aminosauren abgeleitete cyanogene Glykoside, die ebenfalls durch CYP79-Enzyme gebildet
werden (Mgller & Nielsen, 1999; Andersen et al., 2000; Forslund et al., 2004). Beispielsweise
katalysieren CYP79D3 und CYP79D4 in Lotus japonicus die Umwandlung von L-Val und
L-1le in das korrespondierende 2-Methylpropyl- bzw. 2-Methylbutyraldoxim (2-MPA und 2-
MBA) (Forslund et al., 2004). Diese Reaktion stellt den ersten Schritt der Bildung der
aliphatischen cyanogenen Glykoside Linamarin und Lotaustralin sowie der nicht cyanogenen
Rhodocyanoside A und D dar (Forslund et al., 2004; Saito et al., 2012).

Die Biosynthese der Glucosinolate, der wichtigsten Abwehrstoffe in Brassicaceen, verlauft
ebenfalls Uber einen durch CYP79 katalysierten Schritt (Wittstock & Halkier, 2000; Halkier
et al., 2003; Naur et al., 2003). Das Auftreten von CYP79-Homologen deutet auf evolutionare
Konservierung der Bildung von Aldoximen durch CYP79 in der Biosynthese von cyanogenen
Glykosiden und Glucosinolaten hin (Bak et al., 1998). Das in Arabidopsis thaliana durch
CYP79B2 und CYP79B3 aus L-Trp gebildete Indol-3-acetaldoxim (IAOXx) stellt dabei nicht
nur ein Intermediat der Biosynthese von Indolglucosinolaten dar (Mikkelsen et al., 2000).
Auch das Phytoalexin Camalexin wird tber IAOx als Intermediat gebildet (Hull et al., 2000;
Mikkelsen et al., 2000). Daneben ist IAOx auch eine der moglichen Zwischenstufen der
Biosynthese des Auxins Indol-3-essigsaure (IAA) (Zhao et al., 2002; Pollmann et al., 2006).
Aldoxime sind also Intermediate nicht nur des Sekundéar- sondern auch des
Primarmetabolismus.

Abgesehen von ihrer Rolle als biosynthetische Zwischenstufen von Abwehrstoffen besitzen
auch die Aldoxime selbst toxische Eigenschaften sowohl fir Pilze als auch fur Mammalia
(Drumm et al., 1995; Mgller, 2010; Bartosova et al., 2006). Erst vor kurzem konnte
demonstriert werden, dass das von Populus trichocarpa gebildete Phenylacetaldoxim (PAOX)
fals Frassgift bei Raupen des Schwammspinners (Lymantria dispar) zu signifikant
verringerten Uberlebensraten und einer verlangsamten Entwicklungsgeschwindigkeit fiihrt
(Irmisch et al., 2013).



Desweiteren werden volatile Aldoxime von verschiedenen Pflanzen als Duftkomponenten
abgegeben (eine Ubersicht findet sich bei Knudsen et al., 2006). Die Bliiten vieler
nachtblihender Pflanzen, die durch Motten bestdubt werden, setzen aliphatische und
aromatische Aldoxime als Duftstoffe frei (Kaiser, 1993; Raguso, 2003). Es wird
angenommen, dass diese volatilen Aldoxime als attraktive Signalstoffe fiir Bestauber dienen
(Vergaraetal., 2011).

Die Infektion mit Pathogenen oder Herbivorie durch Insekten resultiert bei einigen Pflanzen
auch in der Freisetzung volatiler Aldoxime aus vegetativen Organen (van den Boom et al.,
2004; Zhang & Hartung, 2005). Eine Infektion der Blatter mit dem Bakterium Xanthomonas
axonopodis cv. citri, dem Verursacher des Zitruskrebses, fuhrt bei der Grapefruit (Citrus x
paradisi) zur Emission von Phenylacetaldehyd-O-methyloxim (Zhang & Hartung, 2005). Der
Befall mit Spinnmilben (Tetranychidae) l6st bei einer Reihe von Pflanzen die Emission
aliphatischer Aldoxime aus (Takabayashi et al., 1991, 1994; van den Boom et al., 2004). Die
westliche Balsampappel (Populus trichocarpa) und die Schwarzpappel (Populus nigra)
synthetisieren ebenfalls aliphatische und aromatische volatile Aldoxime, deren Produktion
und Emission durch Herbivorie von Raupen des Schwammspinners (Lymantria dispar)
signifikant induziert werden (Irmisch et al., 2013, 2014). Irmisch et al. (2013) konnten hier
zum ersten Mal nachweisen, dass die Biosynthese volatiler Aldoxime ebenfalls durch CYP79
katalysiert wird.

1.6 Ziel der Arbeit

Aufgrund der vielfaltigen Rollen von Aldoximen in der chemischen Verteidigung von
Pflanzen sind Untersuchungen zu ihrem VVorkommen und ihrer Biosynthese in Nutzpflanzen
wie Mais nicht nur von akademischem Interesse. Denn trotz des massiven Einsatzes von
chemischen Pestiziden entstehen im Maisanbau jahrliche Ertragsminderungen von tber 30 %
weltweit — malgeblich verursacht durch Herbivoren, Pathogene und kompetitive
Wildpflanzen (Oerke et al., 2006). Gleichzeitig wird die Verwendung von Pestiziden
aufgrund von Folgeschaden fir Mensch und Umwelt zunehmend eingeschrénkt. Daher ist
man dazu Ubergegangen, intensiv nach integrativen Konzepten des Nutzpflanzenschutzes zu
suchen (Birch et al.,, 2011). Im Rahmen solcher Konzepte spielt der biologische
Pflanzenschutz eine zentrale Rolle, fir den endogene chemische Verteidigungs-mechanismen
der Pflanzen wie die Biosynthese von Aldoximen genutzt werden sollen.

In der Literatur ist jedoch nur unzureichend untersucht, ob Zea mays ebenfalls dazu in der

Lage ist, Aldoxime und von diesen abgeleitete Naturstoffe zu bilden. Hinweise auf das
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Auftreten von Aldoximen und Nitrilen in Maispflanzen finden sich bislang nur bei
Takabayashi und bei Turlings (Takabayashi et al., 1995; Turlings et al., 1998). Takabayashi et
al. (1995) beschreiben die Detektion O-methylierter aliphatischer Aldoxime und Nitrile im
Duft von Zea mays des Cultivars ,,Royal Dent“ nach Herbivorie durch die asiatische Reiseule
Pseudaletia separata. Allerdings wurden diese nicht anhand synthetischer Standards sondern
nur Uber den Abgleich der erhaltenen Massenspektren mit Datenbanken identifiziert. Turlings
et al. (1998) beschreiben ,,unbekannte, Stickstoff-haltige Substanzen* (,,unknown nitrogen-
containing compounds®) im Duftbouquet von Maispflanzen der Linie LG11 nach Herbivorie
durch Raupen des Maisziinslers (Ostrinia nubilalis) und machen damit keine néhere Aussage
zur chemischen Natur dieser Substanzen.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob der Mais Aldoxime produziert
und der mdgliche genetische und enzymatische Hintergrund ihrer Biosynthese aufgeklart
werden. Damit sollte einer der vielen Beitrdge zum detaillierten Verstandnis pflanzlicher
Abwehrmechanismen auf molekularer Ebene geleistet werden, mit deren Hilfe
maoglicherweise zukiinftig biologischer Pflanzenschutz betrieben werden kann.



2 Material und Methoden
2.1 Cemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von
der Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

2.2 Pflanzenmaterial Zea mays

Fur die Untersuchungen an Zea mays subsp. mays wurden Pflanzen der Hybridlinie Delprim
(DSP1387C[Dent] x DSP1743A[Flint]; DSP AG, Delley, Schweiz) verwendet.

Die Maispflanzen wurden in Tonsubstrat (Klasmann GmbH, GroR-Hesepe, Deutschland)
angezogen. Die Kultivierung erfolgte 7 bzw. 14 Tage in Klimakammern (York International,
York, USA) mit einer Tagphase von 16 h (1 mmol/m%s Lichtstarke, Temperatur 24°C, 60 %
relative Luftfeuchtigkeit) und einer Nachtphase von 8 h (Temperatur 20°C, 60 %. relative
Luftfeuchtigkeit).

2.3 Spodoptera littoralis (Boisd.) [Lepidoptera: Noctuidae]

Fur die Induktion der Maispflanzen durch Herbivorie wurden Raupen von S. littoralis
(Baumwolleule) verwendet. Die Eier wurden von Aventis (Frankfurt a.M., Deutschland) oder
Syngenta (Basel, Schweiz) geliefert. Die geschliipften Raupen wurden fiir 10-15 Tage bei
22°C und einer Lichtstiarke von 750 umol/mZ/S auf Weizenkeimextrakt (Heliothis Mix,

Stonefly Industries, Bryan, USA) in Kunststoffgefalen angezogen.

2.4 Mikrobiologische Methoden

2.4.1Medien

LB-Medium: 25 g LB-Medium (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) / 1 | aqua dest.
LB-Agar: 32 g LB-Agar (GibcoBrl, Karlsruhe, Deutschland) / 1 | aqua dest.
SOC-Medium 2% (m/v) Trypton, 0,5% (m/v) Hefeextrakt, 20 mM Glucose, 10 mM

NaCl, 2,55 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO, (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland)

YPGA-Medium 7 g Hefeextrakt (Sigma Aldrich, Taufkirchen), 7 g Bactopepton / 1 | aqua
dest, pH 7,3; mit 20 g/l Glucose (YPGA(GIc)) bzw. 20 g/l Galaktose
(YPGA(Gal))

YPGA(GIc)-Agar YPGA(GIc)-Medium, 15 g Agar (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

SC-Leu-Medium 6,9 g Hefe-Stickstoff-Basismedium ohne Aminoséuren, 10 mg ,,Yeast
synthetic drop-out medium supplements* (enthilt je 76 mg L-Ala, L-
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Arg, L-Asn, L-Asp, L-Cys, L-GIn, L-Glu, L-Gly, L-His, myo-Inositol, L-
lle L-Lys, L-Met, L-Phe, L-Pro, L-Ser, L-Thr, L-Trp, L-Tyr, Uracil, L-Val,
18 mg Adenin, 8 mg p-Aminobenzoesédure) (beide Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland), 5 g Glucose / 1 | aqua dest.,

SC-Leu-Agar SC-Leu-Medium, 15 g Agar (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2.4.2 Kultivierung von Escherichia coli

Fur alle Klonierungsexperimente wurde der Escherichia coli-Stamm OneShot® TOP10
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland,) verwendet, der den Genotyp F* mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str7)
endAl nupG besitzt. Die Kultivierung erfolgte auf LB-Agar-Platten bei 37°C im Brutschrank
bzw. in flissigem LB-Medium im Schuttelinkubator bei 37°C und 220 rpm. Dem Medium
wurden 100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin (beide Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) zugesetzt. Die Kultivierungsdauer betrug 12-16 h.

2.4.3 Transformation von Escherichia coli

Die Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) Zellen wurde mittels Hitzeschock durchgefiihrt. Dabei wurden 25 pl
kompetente Zellen nach Zugabe von 0,5 - 5 pl Plasmid oder Ligationsansatz 20 Minuten auf
Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 Sekunden. Nach
Abkuhlung fir 1 Minute auf Eis wurden 100 pl SOC-Medium zugegeben und die Zellen fiir
45 Minuten bei 37°C und 220 rpm geschdittelt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf
LB-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C tber Nacht (ca. 16 h) im Brutschrank kultiviert.

2.4.4Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die heterologe Expression der pflanzlichen CYP79 erfolgte in S. cerevisiae War (zur
Verflgung gestellt durch Prof. Daniele Werck-Reichhardt). Dieser Stamm besitzt das Gen
AtCPR2, das fir eine pflanzliche Cytochrom P450 Reduktase (CPR) aus Arabidopsis thaliana
kodiert (Urban et al., 1997). Die Hefen wurden zu Selektionszwecken auf SC-Leu-
Agarplatten bzw. in flissigem SC-Leu-Medium kultiviert. Fir Zellvermehrung und
Expressionsexperimente wurde S. cerevisiae Wt in flissigem YPGA-Vollmedium oder auf
YPGA(GIc)-Agarplatten kultiviert. Die Kultivierung im Brutschrank erfolgte bei 28°C, die
Kultivierung im Schuttelinkubator bei 28°C und 180 rpm.
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2.4.5Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Fur die Hefetransformation wurden zunéchst 30 ml YPGA(GIc)-Medium mit S. cerevisiae
Wt angeimpft und Gber Nacht bei 28°C und 180 rpm angezogen. Diese Vorkulturen wurden
zur Inokulation der Hauptkulturen mit einem Zielvolumen von 50 ml YPGA(GIc) und einer
Ziel-ODggo von 0,4 verwendet. Die Hauptkulturen wurden fur 4 h bei 28°C und 180 rpm
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellsuspensionen fiir 5 Minuten bei 4,300 xg und 4°C
zentrifugiert und in 30 ml aqua bidest. resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation fir 5
Minuten bei 4,300 xg und 4°C wurden die Zellen in 1 ml aqua bidest. aufgenommen und in 2
ml-Eppendorfgefale transferiert. Sie wurden fir 30 Sekunden bei 16,100 xg und 4°C
zentrifugiert, erneut in 1 ml aqua bidest. resuspendiert und 150 pl-Aliquote gebildet. Alle
Schritte wurden, soweit nicht anders angegeben, bei 0°C durchgefihrt. Die gesamte
Transformation erfolgte unter sterilen Bedingungen.

Die Aliquote wurden fiir 30 Sekunden bei 16,100 xg und 4°C zentrifugiert, der Uberschuss
dekantiert und der Transformationsansatz (Tab. 2.1) zugegeben. Nach Mischen wurden die
Zellen fur 40 Minuten bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension fir 30
Sekunden bei 16,100 xg zentrifugiert, in 1 ml aqua bidest. resuspendiert und 100/300 pl auf
SC-Leu-Agarplatten ausplattiert. Diese wurden fiir 72 h bei 28°C im Brutschrank inkubiert.
Gewachsene Kolonien wurden auf YPGA(GIc)-Agarplatten erneut ausgestrichen und weitere
72 h bei 28°C im Brutschrank kultiviert. Anschliefend wurden die Platten bis zur weiteren

Verwendung bei 4°C gelagert.

Tabelle 2.1: Transformationsansatz der Hefetransformation

Volumen (ul)
PEG 3500 (50% wi/v) 240
1 M Lithiumacetat 36
Erhitzte Trager-DNA (salmon sperm DNA 2 mg/ml) 50
1 pg Plasmid +aqua bidest. (steril) 34

2.5 Isolierung von RNA und DNA

2.5.11solierung von RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung von RNA aus Pflanzenmaterial von Zea mays subsp mays Delprim erfolgte
mithilfe des ,,RNeasy Plant Mini Kit*“ (QIAGEN, Hilden, Deutschland). Das Pflanzenmaterial
wurde in flissigem Stickstoff gemorsert. ~70 mg des erhaltenen Materials wurden fir die

RNA-Extraktion eingesetzt, die nach Protokoll des Herstellers durchgefuhrt wurde.
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2.5.21solierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Plasmid-DNA wurde aus Uber Nacht (ca. 16 h) inkubierten 3,5 ml-Flussigkulturen mithilfe

des ,,NukleoSpin® Plasmid“ Kit (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) gewonnen. Die

Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die DNA-Konzentration wurde

anschlieBend unter Verwendung des NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific, Dreieich,

Deutschland) bestimmt (Abs. 2.6.7).

2.6 DNA Techniken
2.6.10ligonukleotide

Alle fur diese Arbeit verwendeten Oligonucleotide wurden von der Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. lhre jeweilige Bezeichnung, Sequenz und das

Zielgen konnen Tabelle 2.2 entnommen werden.

Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotid-Primer

Bezeichnung Sequenz (5°-3”) Zielgen(e)
Klonierung in pCR Blunt-11 TOPO

48 fwd ATGGTTTCCTCTCCGCAAGCA CYP79-1

48 rev CTACTTACAAAGCAAGATCCCG CYP79-1

56 fwd ATGGCGCTAGCACCTAGCCAT CYP79-2/3/4
56 rev CTAGCCAGACGCATAGAGATG CYP79-2

51 rev TTAACCGGACGCCGCATAGAG CYP79-3/4
Sequenzierung und Kolonie-PCR

M13 fwd (-20) GTAAAACGACGGCCAG lacZ (TOPO)
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC lacZ (TOPO)
GAL10 fwd GGTGGTAATGCCATGTAATATG gal10 (pESC)
GAL10 rev GGCAAGGTAGACAAGCCGACAAC gal10 (pESC)
Klonierung in pESC leu2d (Schnittstellen unterstrichen)

79-1-Notl fwd AAGCGGCCGCAATGGTTTCCTCTCCGCAAGCAAAT CYP79-1
79-1-Bglll rev TTAGATCTCTACTTACAAAGCAAGATCCCGG CYP79-1
79-2/3/4-Notl fwd AAGCGGCCGCAATGGCGCTAGCACCTAGCCAT CYP79-2/3/4
79-2-Sacl rev TTGAGCTCCTAGCCAGACGCATAGAGATG CYP79-2
79-3/4-Sacl rev TTGAGCTCTTAACCGGACGCCGCATAGAG CYP79-3/4
Quantitative Realtime-PCR

gPCR-79-1 fwd TACTGCGGGAATGTCGTC CYP79-1
gPCR-79-1 rev GGAGACACAGAAGGAGTAGAG CYP79-1
HG-GAPDH fwd ACTGTTCATGCCATCACTGC GAPDH
HG-GAPDH rev GAGGACAGGAAGCACTTTGC GAPDH
HG-LUG fwd TCCAGTGCTACAGGGAAGGT LUG

12



HG-LUG rev GTTAGTTCTTGAGCCCACGC LUG

HG-MEP fwd TGTACTCGGCAATGCTCTTG MEP
HG-MEP rev TTTGATGCTCCAGGCTTACC MEP
HG-Act fwd CCATGAGGCCACGTACAACT Actin
HG-Act rev GGTAAAACCCCACTGAGGA Actin
HG-Rbpl-1fwd  GCTGGATGATGAGAATTGGAGACC Rbpl
HG-Rbpl-l1rev  GCTTGAGGTTCACAGGCATAGG Rbpl
HG-Rbp1-2fwd ~ AGGCGTTCCGTGACACCATC Rbpl
HG-Rbpl-2rev. CTGGCAACTTCTTCGGCTTCC Rbpl
2.6.2Vektoren

Alle verwendeten Vektoren sind in Tabelle 2.3 angegeben. Aufgefiihrt sind Name,

Verwendungszweck, Resistenz sowie der jeweilige Hersteller.

Tabelle 2.3: Verwendete Vektoren

Name Verwendungszweck Resistenz Hersteller

pCR® Blunt-1l TOPO®  Subklonierung, Kanamycin Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sequenzierung

pPESC leu2d Expression Ampicillin  zur Verfugung gestellt durch Prof. D.
Werck-Reichhardt

2.6.3cDNA-Synthese

Fur die Synthese von cDNA wurden zunédchst ~750 ng extrahierte RNA mit DNasel
(Promega, Mannheim, Deutschland) fiir 30 Minuten verdaut. AnschlieBend wurde der Verdau
mit EDTA versetzt und fur 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Die cDNA-Synthese erfolgte in
zwei Schritten. Im ersten Schritt wurden die Oligo(dT)12-.18-Primer (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) und die dNTPs zugegeben und dieser Ansatz fur 5 Minuten auf 65°C erhitzt
(Tab. 2.4). Im zweiten Schritt wurden ,,5x first strand buffer®*, ,RNase out®*, DTT und die
reverse Transkriptase ,,Superscript III®* (alle Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) addiert
(Tab. 2.5) und die cDNA-Synthese in einem ,,peqSTAR® 2X Gradient Thermocycler
(PEQLAB, Erlangen, Deutschland) mit dem in Tabelle 2.6 angegebenen Programm
durchgefihrt.
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Tabelle 2.4: Ansatz des 1. Schrittes der cDNA-Synthese

Volumen (ul)
RNA (750 ng) 1
Oligo(dT)12-18 Primer (50uM) 1
dNTPs (je 10 mM) 1
aqua bidest. 10

Tabelle 2.5: Ansatz des 2. Schrittes der cDNA-Synthese

Volumen (ul)
5x first strand buffer 4
0,1 MDTT 1
RNase Out® 1
Superscriptl1® (200 U/ul) 1

Tabelle 2.6: Reaktionsbedingungen der cDNA-Synthese

Temperatur  Zeit

25°C 5

50°C 60’

70°C 15°
2.6.4PCR

DNA-Abschnitte  von  Plasmiden oder aus CcDNA  wurden  mithilfe  der
Polymerasekettenreaktion spezifisch ampliziert. Dafiir wurde ein ,,peqSTAR® 2X Gradient
Thermocycler (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) eingesetzt.

2.6.4.1 PCR mit der ,,Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase*

Spezifische DNA-Fragmente aus cDNA oder Plasmiden wurden zu preparativen Zwecken
mithilfe der ,,Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase* (Phusion) (New England Biolabs,
Frankfurt a.M., Deutschland), die ,,blunt-end*“-PCR-Produkte erzeugt, unter Verwendung des
zugehorigen Puffersystems amplifiziert. Daneben wurde die PCR auch zur Primer-dirigierten
Einfuhrung spezifischer Schnittstellen eingesetzt, um eine gerichtete Klonierung in den
Expressionsvektor pESC-leu2d zu erlauben. Zusammensetzung und Programm der

standardisierten PCR-Reaktion sind in den Tabellen 2.7 und 2.8 angegeben.
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Tabelle 2.7: Ansatz der ,,Phusion“-PCR-Reaktion

Volumen (pl)
5x Phusion® HF buffer 5
dNTPs (je 10 mM) 1
Forward-Primer (10 uM) 2,5
Reverse-Primer (10 pM) 2,5
Template-DNA (cDNA/50 ng/ul Plasmid) 1
Phusion® Polymerase (2 U/ul) 0,5
aqua bidest. 32,5

Tabelle 2.8: Standardprogramm der ,,Phusion“-PCR

Phase Temperatur Zeit
Intiales Aufschmelzen der dsSDNA-Matrize 98°C 307
Aufschmelzen der dsDNA 98°C 10
Primeranlagerung * 55-60°C 307 36x
Elongation der Tochterstrange 72°C 45
Terminale Elongation 72°C 5

*Die jeweilige Temperatur variierte in Abhéangigkeit von der Schmelztemperatur der verwendeten DNA-

Primer und wurde jeweils 4-5°C unter dieser gewahlt.

2.6.4.2 Kolonie-PCR

Die analytische Kolonie-PCR wurde zur ldentifikation korrekter Transformanten und zur
GroRenbestimmung von Inserts verwendet. Dazu wurden Zellen der zu testenden Kolonien in
den PCR-Ansatz transferiert. Zur Amplifikation wurde die ,,GoTag® DNA Polymerase*
(Promega, Hilden, Deutschland) mit zugehorigem Puffer verwendet (Tab. 2.9). Die
verléngerte initiale Phase des PCR-Programms diente der Desintegration der transferierten
Bakterienzellen (Tab. 2.10). Zur Identifikation von auf dem pCR® Blunt-11 TOPO® Vektor
basierenden Plasmiden wurde das Primerpaar M13(-20) fwd/M13 rev eingesetzt, fur pESC-
leu2d-Konstrukte das Primerpaar Gall0 fwd/rev. Die GroRe der amplifizierten DNA-
Fragmente wurde anschlieRend durch Agarosegelelektrophorese (Abs. 2.5.5) determiniert.
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Tabelle 2.9: Ansatz der Kolonie-PCR-Reaktion

Volumen (ul)
5x GoTag® Green buffer 5
dNTPs (je 10 mM) 0,5
Forward-Primer (10 uM) 0,5
Reverse-Primer (10 pM) 0,5
Template gepickte Kolonie
GoTag® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,125
aqua bidest. 18,375

Tabelle 2.10: Programm der Kolonie-PCR

Phase Temperatur Zeit
Intial_es Aufschmelzen Qer dsDNA- 94°C 10°
Matrize/Zelldesintegration
Aufschmelzen der dsDNA 94°C 30
Primeranlagerung 55°C 30” 36x
Elongation der Tochterstrange 72°C 90>’
Terminale Elongation 72°C 5

2.6.4.3 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Sanger-Methode mit fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotiden (,,dye terminator sequencing®) durchgefiihrt. Dazu wurde das
,BigDye® terminator v1.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Abhangig von dem jeweiligen Plasmid zugrundeliegenden Vektor
wurden die Primer M13(-20) fwd/M13 rev (fir pCR® Blunt-Il TOPO® Plasmide)
beziehungsweise Gall0 fwd/Gal1l0 rev (fur pESC-leu2d Plasmide) eingesetzt (Abs. 2.5.1).
Die Zusammensetzung eines Standard-Sequenzierungsansatzes ist in Tabelle 2.11 angegeben,
das entsprechende PCR-Programm in Tabelle 2.12. Die DNA wurde anschliefend mit dem
,DyeEx® Spin column Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Protokoll des Herstellers
aufgereinigt. Die Analyse der Sequenzen erfolgte ber Kapillargelelektrophorese und
Fluoreszenzdetektion auf einem ABI Prism®-Gen-Analysator 3130xI (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland).
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Tabelle 2.11: Ansatz der Sequenzierungsreaktion

Volumen (pl)
BigDye® 2
5x BigDye® sequencing buffer 2
Plasmid (100ng/pl) 2
Primer (10 pM) 1
aqua bidest. 3

Tabelle 2.12: Programm der Sequenzierungs-PCR

Phase Temperatur Zeit
Intiales Aufschmelzen der dsSDNA-Matrize 96°C 5
Aufschmelzen der dsDNA 96°C 10>
Primeranlagerung 50°C 20" 36X
Elongation der Tochterstrange 60°C 4
Terminale Elongation 60°C 5’

2.6.4.4 Transkript-Quantifizierung von CYP79 in Mais mittels quantitativer
,Realtime-PCR*

Die quantitative ,Realtime-PCR*“ (gqRT-PCR) wurde zur vergleichenden Analyse der
Expression von CYP79-1 in Blattmaterial Herbivorie-induzierter Zea mays var. Delprim und
nichtinduzierter Maispflanzen verwendet.

Als Matrize diente aus isolierter Gesamt-RNA der Maispflanzen synthetisierte, 1:3 verdiinnte
cDNA (Abs. 2.5.3). Die Oligonukleotide fiir CYP79-1 wurden so konstruiert, dass ein 146 bp
langes Fragment amplifiziert wurde. Die Spezifitat dieser Amplifikation wurde mittels
Klonierung und Sequenzierung dieses Fragments Uberpruft. Als konstitutiv exprimierte
Normalisierungsgene wurden Actin (ACT1), RNA-Polymerase Untereinheit B1 (Rbpl),
Glycerinaldehyd-3-Dehydrogenase (GAPDH), Membran-Protein PB1A10.07c (MEP) und
Transkriptionsrepressor Leunig (LUG) gepruft (Jiang et al., 2011; Manoli et al., 2012; V.
Handrick, personliche Kommunikation). Alle Messungen wurden in Triplikaten angesetzt.
Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2.2 (Abs 2.6.1) angegeben, die Zusammensetzung
des Ansatzes der gRT-PCR in Tabelle 2.13 und das verwendete PCR-Programm in Tabelle
2.14. Nach jedem PCR-Zyklus wurde die amplifizierte DNA-Menge uber die Fluoreszenz des
in doppelstrangige DNA interkalierenden Farbstoffs SYBR green detektiert, der im
eingesetzten ,,ultra-fast SYBR green I1I® Master-Mix” (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) enthalten war. Im Anschluf3 an jede PCR wurde anhand einer Schmelzkurve (55-
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95°C) die spezifische Bindung der Primer geprift. Jeder Reaktion wurde ROX (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) als Referenzfarbstoff zugesetzt. Alle Experimente
wurden in einem Stratagene Mx3000P System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
durchgefuhrt.

Tabelle 2.13: Ansatz der gRT-PCR-Reaktion

Volumen (ul)
SYBR green llI® 10
ROX (1:500 verd.) 0,3
Primer (10 puM) fwd 1
Primer (10 pM) rev 1
cDNA (1:3 verd.) 1
aqua bidest. 6,7

Tabelle 2.14: Programm der gRT-PCR

Phase Temperatur Zeit
Intiales Aufschmelzen der dsSDNA-Matrize 95°C 5
Aufschmelzen der dsDNA 95°C 10 }40x
Primeranlagerung und Elongation 60°C 20>

2.6.5Agarose-Gelelektrophorese

Sowohl preparative als auch analytische Gelelektrophorese zur Separation von DNA-
Fragmenten anhand der Grof3e wurden in 1,5%igen Agarosegelen (1,5% [m/v] Agarose Broad
Range, 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, 0,5xTAE-Puffer [20 mM Tris-HCI, 9,5 mM Essigsaure,
50 mM EDTA, pH ~7,7]) durchgefuhrt. Dazu wurden die DNA-Lgsungen mit ,,6x Orange
Loading Dye* (10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,15% orange G, 0,03% Xylencyanol FF, 60%
Glycerol, 60 mM EDTA [Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland]) versetzt. Als
GroBenstandard wurde ,,Generuler® 1 kB DNA Ladder plus® (Thermo Scientific, Dreieich,
Deutschland) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in ,,Mupid®-One* Gelkammern
(Eurogenetec, Koln, Deutschland) in 0,5x TAE-Puffer bei 135 V und 20-25 min Laufzeit.

2.6.6 Gelextraktion von DNA
Fur die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden Gelstiicke, die das
gewunschte DNA-Fragment enthielten, unter UV (~260 nm) ausgeschnitten. Die

Gelextraktion erfolgte entweder mit dem ,,NucleoSpin® Extract I Kit (Macherey-Nagel,
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Diren, Deutschland) oder dem ,QIAQuick® Gel Extraction Kit“ (Qiagen, Hilden,

Deutschland) nach Angaben des jeweiligen Herstellers.

2.6.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die DNA- und RNA-Konzentration in wéssriger Losung wurde mit dem NanoDrop® 2000c
UV-VIS Spektrophotometer (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Die
Nukleinsaurekonzentration wurde dabei vom Gerat anhand der Absorption bei 260 nm mittels
des Lambert-Beer’schen Gesetzes berechnet. Dabei entspricht 1 Az 50 ng/ul dsDNA
beziehungsweise 40 ng/pl RNA. Zusatzlich ermittelte das Geréat mit Hilfe der Absorption bei
280 nm den Quotienten Azsors0. Dieser erlaubte eine Aussage Uber die Reinheit der jeweils
gemessenen Nukleinséure. Ein Wert von ~1,8 entsprach reiner dsDNA, ein Wert von ~2,0
reiner RNA. Niedrigere Werte zeigten eine Kontamination mit Proteinen, im Falle der RNA
mit DNA oder anderen Verunreinigungen mit hoher Absorption bei 280 nm an. Ein erhéhter

Aoeo280 fur dsSDNA-Messungen indizierte eine Kontamination mit RNA.

2.6.8 Restriktionsverdau von DNA

DNA wurde sowohl fir die Klonierung in den pESC-Leu2d Hefeexpressionsvektor als auch
fir die Analyse hergestellter Plasmide mit Restriktionsenzymen verdaut, die spezifische
Schnittstellen erkennen und schneiden. Fir den preparativen Restriktionsverdau und den
analytischen Verdau der pESC-Leu2d-basierten Plasmide wurden die FastDigest® Enzyme
Notl, Bglll und Sacl (Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland) verwendet, fir die Analyse
von TOPO®-Konstrukten wurde das Enzym EcoRI (New England Biolabs, Frankfurt a.M.,
Deutschland) genutzt. Die Enzyme wurden im vom jeweiligen Hersteller bereitgestellten
Puffersystem eingesetzt. Die Zusammensetzung der jeweiligen Restriktionsansétze ist in den
Tabellen 2.15 und 2.16 angegeben. Der analytische Verdau erfolgte fur 30 min bei 37°C im
Brutschrank, der preparative Verdau wurde fir 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurde der Verdau mittels Agarolsegelelektrophorese (Abs. 2.5.5) analysiert

beziehungsweise aufgereinigt.
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Tabelle 2.15: Ansatz des Restriktionsverdaus mit FastDigest® Enzymen

Volumen (ul) preparativ. Volumen (ul) analytisch

10x FastDigest® buffer 5 1
FastDigest® Notl 1 0,05
FastDigest® Bglll/Sacl 1 0,05
Plasmid 43 3
aqua bidest. - 59

Tabelle 2.16: Ansatz des Restriktionsverdaus mit EcoRI

Volumen (ul)
10x EcoRI buffer 1
EcoRl 0,3
Plasmid 3
aqua bidest. 5,7

2.6.9Ligation in pCR® Blunt-11 TOPO®

Der pCR® Blunt-1ll TOPO®-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) liegt in
linearisierter Form vor. An beide 3’-Phosphate ist eine DNA Topoisomerase | aus dem
Vaccinia-Virus uber einen Tyrosinrest kovalent gebunden. Dadurch wird die Energie der
Phosphodiesterbindung konserviert. Bei Inkubation mit DNA-Molekilen greifen diese beide
3’-Enden des Vektors mit ihrer jeweiligen freien 5’-OH-Gruppe an, Daraus resultiert die
Zirkularisierung des entstandenen  Vektor-Insert-Konstrukts und die  gebundene
Topoisomerase | wird freigesetzt. Die Zusammensetzung des Ligationsansatzes ist in Tabelle
2.17 angegeben. Die Inkubationsdauer betrug 30 min bei Raumtemperatur und wurde bei

niedriger Klonierungseffizienz auf bis zu 12 h ausgeweitet.

Tabelle 2.17: Ansatz der TOPO®-L.igationsreaktion

Volumen (ul)
pCR® Blunt-11 TOPO®-Vektor (10 ng/ul) 0,5
»3alt solution” (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCI2) 0,5
Gereinigtes PCR-Produkt (~20-50 ng/pl) 0,5
aqua bidest. 1,5

2.6.10 Ligation in pESC-Leu2d
Mit Notl/Bglll beziehungsweise Notl/Sacl verdaute und Uber Gelelektrophorese gereinigte

DNA-Fragmente wurden unter Verwendung von T4 DNA-Ligase (New England Biolabs,
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Frankfurt a.M., Deutschland) mit dem jeweils analog behandelten pESC-leu2d
Hefeexpressionsvektor (zur Verfigung gestellt durch Prof. Daniele Werck-Reichhardt)
gerichtet ligiert. Das molare Insert/Vektor-Verhaltnis wurde auf 5:1 eingestellt. Die
Zusammensetzung des Ligationsansatzes ist Tabelle 2.18 zu entnehmen. Die Ligation wurde
fir 16 h bei 12°C durchgefuhrt. Zur Inaktivierung und Ablésung der Ligase von der DNA

wurden die Ansatze im Anschluss fiir 10 min bei 65°C inkubiert.

Tabelle 2.18: Ansatz der pESC-Leu2d-Ligationsreaktion

Volumen (ul) Notl/Bglll  Volumen (ul) Notl/Sacl

pESC-Leu2d Vektor (~100 ng) 0,6 1,4
Insert 25 4,5
10x T4 Ligation buffer 2 2
T4 DNA-Ligase 1 1
aqua bidest. 13,2 111

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae

Die Expression der in den pESC-leu2d Vektor klonierten CYP79 erfolgte im S. cerevisiae
War—Stamm in Flissigkultur unter sterilen Bedingungen. Dazu wurden zundchst als
Vorkultur 30 ml SC-Leu-Medium mit Plasmid-tragenden Hefezellen beimpft. Diese
Suspension wurde fir 20 h bei 28°C und 180 rpm im Schittelinkubator kultiviert.
AnschlieBend wurden je 100 ml YPGA(GIc)-Flussigmedium als Hauptkulturen mit 1/ODgg
ml der Vorkulturen inokuliert und bei 28°C und 180 rpm fiir ca. 16 h bis zum Erreichen einer
ODggo von 0,4-0,5 im Schuttelinkubator angezogen. Die Zellen wurden im Anschluss 5 min
bei 5.000 xg und 16°C zentrifugiert und das Zellpellet in 100 ml YPGA(Gal)-Medium
resuspendiert, da der pESC-leu2d-Vektor tber einen Galaktose-sensitiven GAL10-Promotor

verfugt. Die Proteinexpression erfolgte fur ~18 h bei 25°C und 160 rpm im Schiittelinkubator.

2.7.2Mikrosomenextraktion

Mit Hilfe der Mikrosomenextraktion wurde die Membranproteinfraktion vom
Gesamtproteingehalt der zur Expression genutzten Hefezellen getrennt. Dazu wurden
zunéchst die Expressionskulturen (Abs. 2.6.1) per Zentrifugation fur 10 min bei 7.500 xg
pelletiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 30 ml TEK-Puffer (50 mM Tris-HCL
pH 7,5, 1 mM EDTA, 100 mM KCI) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min
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bei 7.500 xg und Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 2 x 1 ml TES-Puffer (50
mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 600 mM Sorbitol) wiederaufgenommen und die
Zellsuspension mit Glasperlen (@ 0,6-1 mm) aufgefullt. Der Zellaufschluss erfolgte durch
fiinfmaliges manuelles Schiitteln fir 1 min und alternierende Inkubation auf Eis fur je 1 min.
Die Kugeln wurden mit 4 x 5 ml TES-Puffer gewaschen, der Uberstand abgenommen und fiir
10 min bei 7.500 xg zentrifugiert. Der so von 0berfihrten Glaskugeln und Zelltrimmern
separierte Uberstand wurde fir 90 min bei 100.000 xg in einer Optima® L-100K
Ultrazentrifuge mit Ti70-Rotor (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde zundchst mit 5 ml TES-Puffer und mit 5 ml TEG-Puffer (50 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 30 % Glycerol) gewaschen. AnschlieRend wurde es in 2 ml TEG-
Puffer resuspendiert und im Potter homogenisiert. Die erhaltene Membranprotein-Suspension
wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die Zentrifugationsschritte wurden

bei einer Temperatur von 4°C durchgefuhrt, alle anderen Arbeitsschritte auf Eis.

2.7.3 Aktivitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat wurden 10 pl Mikrosomensuspension, die die jeweilige
in S. cerevisiae Wat heterolog exprimierte CYP79 enthielt, mit 225 pl 100 mM NaPi-Puffer
(pH 7,4), 30 pl Aminosdure-Losung als Substrat und 32 pl Aqua bidest. angesetzt. Die
Enzymreaktion wurde durch die Zugabe von 3 pl 1 mM NADPH gestartet und erfolgte
ublicherweise fur 30 min bei 25°C und 400 rpm in 2 ml Glasréhrchen. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden 300 ul Methanol zugegeben, die Proben 1 h auf Eis gehalten und
anschlieRend fur 15 min bei 4.300 xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und bis zur Analyse mittels LC-MS/MS (Abs. 2.7.4) bei -20°C gelagert. Als
Substrate wurden die Aminosauren L-Phe, L-Trp, L-lle, L-Leu und L-Tyr getestet. Die
Zeitabhangigkeit der Reaktion wurde fir einen Zeitraum von 10-180 min bestimmt. Das pH-
Optimum wurde durch Testen der Enzymaktivitat fir den Bereich pH 5,5 bis pH 8,5 ermittelt.
Die Abhangigkeit von der Konzentration des jeweiligen Substrats wurde durch Variation der

Substratkonzentration von 0,05 uM bis 8 mM gemessen.

2.8 Chemische Analytik

2.8.1Induktion von Zea mays durch Herbivorie und mechanische Verwundung

14-tagige Zea mays var. Delprim (20-30 cm Hohe, 4-5 Bléatter, Abs 2.2) wurden durch
Herbivorie von Spodoptera littoralis (Abs. 2.2) im dritten Larvenstadium tber Nacht (16 h)

induziert. Dazu wurden drei Raupen auf jeder der Pflanzen platziert und diese in
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Kunsstofftiiten verpackt. Die mechanische Verwundung 14-tagiger Maispflanzen wurde
durch Schnitte und Abtragen von ca. 1 cm?® Blattoberflache an drei Blattern pro Pflanze
gesetzt. Fur die zusatzliche Jasmonsaure-Induktion mechanisch verwundeter Pflanzen wurden
je 10 pl 100 pM Jasmonsaure (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) pro cm?
beschéadigter Blattflache aufgetragen. Mechanische Verwundung und Jasmonsdureauftrag
wurden nach 16 h wiederholt. Die Pflanzen wurden anschliel3end fur die Duftsammlung (Abs
2.8.3) verwendet.

7-tagige Zea mays var. Delprim (15-20 cm Hoéhe, 2-3 Blatter) wurden tber Nacht (16 h) durch
je drei S. littoralis-Larven im dritten Larvenstadium pro Pflanze induziert, die in Ké&figen auf
drei Blattern platziert wurden. AnschlieBend wurden die Pflanzen geerntet, das Frischgewicht
bestimmt, das Blattmaterial in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zu weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.8.2 Aminosaurefltterung

14-tagige Zea mays var. Delprim (20-30 cm Hohe, 4-5 Blatter, Abs. 2.2.) wurden am
Hypokotyl abgetrennt und tber Nacht (16 h) in Falcon-Gefaen mit 20 ml Aminoséure-
Losungen inkubiert. Diese Losungen enthielten 20 mM L-Phe, L-Trp, L-Leu oder L-lle, gel6st
in H,O oder 100 uM JA/H,0. Die jeweiligen Kontrollpflanzen wurden in H,O bzw. 100 uM
JA/H,0 inkubiert. Die Pflanzen wurden anschlieBend fur die Duftsammlung (Abs 2.8.3)

verwendet.

2.8.3Duftsammlung von Zea mays

Die Messung der Duftstoffemission von Maispflanzen erfolgte mit der so genannten ,,closed
loop collection“-Methode (Donath & Boland, 1995). Dazu wurden die 14-tdgigen
Maispflanzen aus Abs. 2.8.1 und 2.8.2 sowie unbehandelte Kontrollpflanzen in Exsikkatoren
mit einem Fassungsvermdgen von 3 | platziert. Durch ein geschlossenes Pumpensystem
wurde kontinuierlich Luft aus dem Exsikkator abgesaugt, tUber Filter mit 30 mg Porapak-Q
(ARS, Florida, USA) geleitet und wieder in den Exsikkator zurlickgefiihrt. Die Dauer der
Duftsammlung betrug 4 h. AnschlieBend wurde das Frischgewicht der oberirdischen
Pflanzenteile bestimmt, diese in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert. Die Filter wurden mit 200 pl Dichlormethan, das 10 ng/pl n-
Nonylacetat als internen Standard enthielt, eluiert und die Zusammensetzung und der Gehalt
an Duftstoffen mittels GC-MS und GC-FID analysiert (Abs. 2.8.4).
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2.8.4 Gaschromatographische Analyse des Duftprofils mit GC-MS und GC-FID

Die Separierung und Analyse der Duftgemische erfolgte in einem Gaschromatographen
Modell 6890 (Hewlett-Packard, PaloAlto, USA), gekoppelt mit einem Massenspektrometer
Modell 5973 (Hewlett-Packard). Dabei diente Helium (1 ml/min) als Trégergas. Als
Chromatographiesédule wurde eine DB5-MS-Sdule (Lange 30 m, Durchmesser 0,25 mm,
Filmdicke 0,25 ul; J&W Scientific, Folsom, USA) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug
1ul, die Injektortemperatur lag bei 220°C. Die Anfangstemperatur der Saule betrug 40°C
(konstant fir 3 min) und wurde dann kontinuierlich (5°C/min) auf 240°C erhoht. Die
gekoppelte massenspektrometrische Analyse erfolgte unter folgenden Bedingungen:
Transferline-Temperatur: 230°C, Quelle: 230°C, Quadrupol-Temperatur:
150°C, lonisierungspotential: 70 eV, Scann-Bereich: 30-400 Atommasseneinheiten.

Die Auswertung der durch die GC separierten Duftkomponenten wurde mit dem Programm
,Data Analysis® der GC-MS Firmensoftware (HP ChemStation Software, Hewlett-Packart)
durchgefiihrt. Die Identifikation der verschiedenen Duftstoffe erfolgte uber den Vergleich mit
den Massenspektrenbibliotheken ,,Nist98* und ,,Wiley275*“ (Hewlett-Packard).

Quantifiziert wurden die Duftstoffe mittels GC und gekoppeltem
Flammenionisierungsdetektor (FID). Dabei wurden die Proben in einem Gaschromatographen
Modell 6890 (Hewlett-Packart) unter denselben fiir die GC-MS angegebenen Bedingungen
und Einstellungen getrennt und anschliefend im gekoppelten FID (Detektortemperatur:
250°C) analysiert. Als Tragergas wurde 2 ml/min Wasserstoff verwendet. Zur Auswertung
der FID-Daten wurde ebenfalls das Programm ,,Data Analysis* (HP ChemStation Software,
Hewlett-Packart) genutzt.

2.8.5Extraktion von Aldoximen

Zur Extraktion von Aldoximen aus Pflanzenmaterial von Zea mays wurden 100 mg Material
mit 300 ul einer 0,25 % Formsdure enthaltenden MeOH/H,O-L6ésung (v/v 1:1) versetzt und
fur 2 h bei 25°C und 800 rpm geschdittelt. Nach anschlieRender Zentrifugation fir 15 min bei
4,300 xg und 4°C wurden Materialriickstande im Uberstand (iber Rotilabo®-Spritzenfilter
(@ 25 mm, Poren-@ 0,22 um; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) entfernt und die erhaltenen
Proben mittels LC-MS/MS (Abs. 2.8.6) analysiert.

2.8.6 Analyse der Pflanzenextrakte und Enzymassays mit LC-MS/MS
Der Nachweis der Metabolite in Extrakten und Assays erfolgte mittels

Flissigchromathographie (LC) und gekoppelter massenspektrometrischer Analyse (MS/MS).
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Dazu wurde ein ,,ultra high performance liquid chromatography* (UHPLC)-System Modell
1260 infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mit gekoppeltem APl 5000®
Triple Quadrupol MS/MS-System (AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt) eingesetzt. Als
Séule fir die LC wurde eine XDB-RP18 Séule (1.8 um PartikelgroRe, 4.6 x 50 mm) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) verwendet. Als Ldsungsmittel fungierten 0,2 %
Formséure/H,O (A) und Acetonitril (ACN) (B). Die Flussrate lag bei 0,8 ml/min. Das
Elutionsprofil ist in Tabelle 2.20 angegeben. Es wurden 5 pl Pflanzenextrakt bzw.
Enzymassay injiziert. Zur Quantifizierung des Phenylacetaldoxims (PAOx) und des Indol-3-
acetaldoxims (IAOx) wurden Eichkurven mit den entsprechenden Standards Uber einen
Konzentrationsbereich von 3 ng/ml bis 1 pg/ml erstellt.

Das gekoppelte Massenspektrometer wurde im ,multiple reaction monitoring” (MRM)
Modus mit positiver lonisierung betrieben. Die Selektion von PAOX erfolgte tber die Masse
des [M+H']"-lons bei 136,1 m/z und die Detektion anhand des Tochterions bei 119,1 m/z, die
Selektion von IAOXx uber eine Masse von 175,1 m/z und die Detektion anhand des lons bei
158,1 m/z.

Tabelle 2.20: Losungsmittelgradient der UHPLC fir die Aldoximanalyse

t (min) ACN (%)

0,0-0,5 30
0,5-3,0 30-66
3,0-31  66-100
3,1-4,0 100
4,0-4,1 100-0
4,1-7,0 0

2.9 Computergestutzte Analytik

2.9.1Genidentifikation, DNA- und Proteinsequenzanalyse

Die Analyse und Bearbeitung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm
,SeqMan*“ (DNASTAR Inc., Madison, USA). Die finalen DNA-Sequenzen wurden mit dem
Programm ,,EditSeq” (DNASTAR Inc., Madison, USA) gespeichert und in Proteinsequenzen
translatiert. Diese wurden mithilfe des Programms ,,BioEdit* (Hall, 1999) mittels ClustalW-
Alignment (Thompson et al., 1994) verglichen. Die Internetdatenbanken des ,,National Center
for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) und der Universitat von
Kalifornien in Berkeley (phytozome.org) wurden zur Identifikation potentieller CYP79-Gene,

zur Datenbankrecherche und fur Sequenzvergleiche mit bereits annotierten Sequenzen
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genutzt. Die Identifikation von CYP79-Genen im Genom der sequenzierten Maislinie B73
erfolgte dabei durch TBLASTN mit der Aminosauresequenz von CYP79A1 aus S. bicolor L.
Moench. Phylogenetische und molekularevolutiondre Analysen erfolgten mit dem Programm
,MEGA Version 5 (Tamura et al., 2011) Der Phylogenetische Baum wurde dabei mit Hilfe
der ,,neighbour-joining*“-Methode auf Basis eines MUSCLE-Alignments erstellt (Edgar,
2004). Verwendet wurden die Aminoséuresequenzen aller bislang annotierten CYP79-
Enzyme. Das anschlieende ,,Bootstrapping“-Verfahren wurde mit 1000 Wiederholungen
durchgefuhrt.

2.9.2 Statistische Auswertung

Statistische Analysen der verschiedenen Versuchsdaten wurden mit dem Programm
SigmaPlot v12.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) durchgefiihrt. Dabei wurden die
GC-FID-Daten der Duftsammlungen und die LC-MS/MS-Daten der MeOH/H,0O-Extrakte
mittels einfaktorieller ,,Analysis of Variance” (ANOVA) mit einem Konfidenzintervall von
a = 0,05 analysiert. Der anschlieBende Gruppenvergleich erfolgte mit der Holm-Sidak-
Methode. Daten, die in nur zwei verschiedene Gruppen gegliedert waren, wurden stattdessen

mit dem studentischen t-Test (o = 0,05) auf Signifikanz getestet.
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3 Ergebnisse und Auswertung

3.1 Zea mays var. Delprim emittiert stickstoffhaltige Duftstoffe

Duftprofile von Zea mays var. Delprim nach Herbivorie sind in der Literatur bereits
ausfuhrlich beschrieben (Schnee et al., 2002; Gouinguene et al., 2003; Kollner et al., 2004).
Das Vorkommen, die Funktion und Biosynthese stickstoffhaltiger Duftstoffe sind jedoch —
vom Indol abgesehen — bislang sehr unzureichend untersucht. Aldoxime und Nitrile als
Herbivorie-induzierte Duftstoffe im Mais wurden bislang nur von Takabayashi et al. (1995)
und Turlings et al. (1998) dokumentiert.

Daher wurden die emittierten Duftstoffe 14-tagiger, durch Herbivorie induzierter und nicht
induzierter Keimlinge der Maislinie Delprim gesammelt und mittels GC-MS/FID hinsichtlich
der Prasenz stichstoffhaltiger Duftstoffe analysiert (Abs. 2.2; 2.8.1; 2.8.3; 2.8.4) Die
Maisvariante Delprim wurde aufgrund ihrer guten Induzierbarkeit verwendet.

Duftprofil
unterschied

Das induzierter

Maispflanzen sich Herbivorie T
qualitativ und quantitativ von dem
nicht induzierter Pflanzen (Abb.
3.1).
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an Abbildung 3.1: Duftprofil von Zea mays var. Delprim nach
Herbivorie durch Spodoptera littoralis. Gezeigt sind die GC-MS-
Chromatogramme der Duftprofile einer Pflanze nach Herbivorie
(oben) und einer Pflanze der unbehandelten Kontrollgruppe (unten
Die Induktion erfolgte durch S. littoralis-Fra® fur 16 h.
AnschlieBend wurde der Duft fir 4 h gesammelt. Quantitativ
bedeutsame und/oder stickstoff-haltige Duftstoffe sind nummeriert.

B-Myrcen (1), 3—Hexenol-1-acetat (2), Limonen (3), Linalool (4),

im

Herbivorie-induzierten

pflanzen Vielzahl
Duftstoffen (Tab. 9.1 im Anhang)
Die

waren, wie bereits in der Literatur

eine
Substanzen

dominantesten

beschrieben, Monoterpene wie z.B.

Linalool und Sesquiterpene wie
z.B. (E)-a-Bergamoten und (E)-B-
2002;

Gouinguene et al., 2003). Daneben

Farnesen (Schnee et al.,

(E)-4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien (DMNT) (5), Benzylcyanid (6),
Phenyl-methylacetat (7), 2-Phenylethylacetat (8), Indol (9),
Interner Standard n-Nonylacetat (1S), Geranylacetat (10), (E)-p-
Caryo-phyllen (11), (E)-o-Bergamoten (12), (E)-p-Farnesen (13),
B-Sesquiphellandren (14), 4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen
(TMTT) (15) (TIC — ,.total ion chromatogram®).

fanden sich auch andere Substanzklassen wie GLV, Alkohole, Aldehyde und Ester im Duft

der induzierten Maispflanzen. Zusétzlich wurden auch stickstoffhaltige Duftstoffe detektiert.
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aliphatischen Aldoxime 2- und Abbildung 3.2: VergréRerter Ausschnitt des Duftprofils von Zea
] mays var. Delprim nach Herbivorie durch Spodoptera littoralis.

3-MBA konnten nur im Duft Gezeigt ist der Bereich des GC-MS-Chromatogramms, in dem Spuren
einer Herbivorie-induzierten Vvon 2- und 3-Methylbutyraldoxim detektiert werden konnten. (E)-3-
) ) . ) Methylbutyraldoxim (1), (E)-2-Methylbutyraldoxim (2), (2)-2-

und einer nicht induzierten \ethyibutyraldoxim (3), (2)-3-Methylbutyraldoxim (4) (TIC — , total ion

Maispflanze detektiert werden chromatogram).

(Abb. 3.2).

Neben der Induktion durch Spodoptera littoralis und der unbehandelten Kontrollgruppe
wurden auch Pflanzen vor der Duftsammlung mechanisch verwundet. Bei einem Teil dieser
Pflanzen wurde JA auf die verwundeten Areale gegeben. Dadurch sollten sowohl mégliche
Unterschiede zwischen artifizieller und durch Raupenfrall bedingter Induktion als auch die
Abhéngigkeit der Duftemission nach mechanischer Verwundung von der Prasenz des
Pflanzenhormons JA analysiert werden.

Die quantitative Analyse der Duftsammlungen zeigte, dass die Duftstoffemission der
mechanisch verwundeten, JA-induzierten Pflanzen (MJ) derjenigen der Herbivorie-Pflanzen
(H) ahnelte (Abb. 3.3). Mono- und Sesquiterpene waren die dominierenden Komponenten des
JA-induzierten Duftspektrums und auch Benzylcyanid wurde emittiert. Insgesamt fiel die
Emission von Duftstoffen durch die Zugabe von Jasmonsédure jedoch quantitativ deutlich
geringer aus als bei der durch Herbivorie hervorgerufenen Duftemission.

Ohne die Applikation von JA &hnelte das Duftprofil mechanisch verwundeter Maispflanzen
(M) hingegen dem der Kontrollpflanzen (K). Es waren nur Spuren von Terpenen und Indol
nachweisbar. Im Unterschied zu den Kontrollpflanzen fanden sich im Duft der mechanisch
verwundeten Maispflanzen jedoch ,,green leaf volatiles* (GLV) wie z.B. 3-Hexenol-1-acetat.

Darlber hinaus liel sich auch hier Benzylcyanid in Spuren nachweisen.
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Abbildung 3.3: Emission ausgewdhlter Duftstoffe von Zea mays var. Delprim. Der Duft der durch
Herbivorie von S. littoralis (H, 4 Replikate), mechanische Verwundung ohne (M, 5 Replikate) bzw. mit
zusétzlicher JA-Applikation (MJ, 4 Replikate) induzierten Pflanzen sowie der unbehandelten Kontrollgruppe (K,
6 Replikate) wurde gesammelt und anschlieBend mittels GC-MS analysiert. Die Quantifizierung der Stoffe
erfolgte mittels GC-FID (ber den internen Standard n-Nonylacetat. Es sind jeweils représentative Vertreter der
»green leaf volatiles (3-Hexenol-1-acetat), der Monoterpene (Linalool und (E)-4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien),
der aromatischen Ester (Phenylmethylacetat und 2-Phenylethylacetat), der Sesquiterpene ((E)-a-Bergamoten und
(E)-B-Farnesen) und der stickstoffhaltigen Duftstoffe (Benzylcyanid und Indol) gezeigt. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardfehler. Um auf Signifikanz zu testen, wurde eine One-Way-ANOVA mit
anschlieBendem Gruppenvergleich durch die Holm-Sidak-Methode durchgefiihrt, im Falle der aromatischen
Ester, bei denen in nur zwei Gruppen Duftstoffe detektierbar waren, wurde stattdessen der studentische t-Test
verwendet.
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3.2 Induzierte Keimlinge der Maislinie Delprim produzieren nicht-volatile aromatische

Aldoxime
Im Anschluss an die Analyse der Duftemission
wurde das Blattmaterial der Maispflanzen auf das
Vorkommen von Aldoximen getestet. Dazu
MeOH/H,0O-Extrakte
homogenisierten Pflanzenmaterials mittels LC-
MS/MS analysiert (Abs. 2.8.5; 2.8.6).

In den unbehandelten

wurden des

Kontrollpflanzen (K)
konnten nur Spuren von (E/Z)-Phenylacetaldoxim
(PAOXx) nachgewiesen werden (Abb. 3.4. Tab. 9.3
im Anhang). In den Maispflanzen nach
mechanischer Verwundung (M), mechanischer
Verwundung und JA-Applikation (MJ) oder nach
Herbivorie durch S. littoralis wurden signifikant
hohere Gehalte an (E/Z)-PAOx (E:Z, 1:1)
detektiert. Die Art der Behandlung (M, MJ oder
H) hatte keinen signifikanten Einfluss auf den
PAOx-Gehalt. Andere Aldoxime waren in den

Maispflanzen nicht nachweisbar.

Phenylacetaldoxim

b
= g 2 T b
S Mo b | I
© g 1 - I 1
a
0 '_:E_|I T T 1
K H Ml M
Abbildung 3.4: (E/Z)-Phenylacetaldoxim-

Gehalt in Pflanzenmaterial von Zea mays var.
Delprim. Bestimmt wurde der PAOXx-Gehalt
mittels LC-MS/MS in MeOH/H,0-Extrakten der
14-tagigen, fir die Duftsammlung (Abschnitt
3.1) verwendeten Pflanzen. Die Induktion
erfolgte, wie beschrieben, durch Herbivorie mit
Spodoptera littoralis  (H),  mechanische
Verwundung und Applikation von 100 uM
Jasmonsaure (MJ) sowie durch rein mechanische
Verwundung (M)  (Abschnitt  2.1). Als
Kontrollgruppe wurden die Extrakte nicht-
induzierter Zea mays verwendet (K). Abgebildet
sind Mittelwerte und Standardfehler der ver-
schiedenen Gruppen in ng*g™ Frischgewicht
(FG). Mithilfe von One-Way-ANOVA und
anschlieBender Holm-Sidak-Methode wurde auf
Signifikanz getestet.

3.3 Volatile Aldoxime und andere potentielle Aminosaurederivate im Duftprofil von

Zea mays nach Aminosaurefitterung

Aldoxime sind, wie in der Literatur beschrieben (Hamberger, 2013; Irmisch et al., 2013), von

Aminosduren abgeleitete Metabolite. Um eine mogliche Abhéngigkeit der Produktion und

Emission von Aldoximen in Mais von der Verfugbarkeit der moéglichen Aminoséuresubstrate

zu Uberprifen, wurden 14-tdgige Maispflanzen in aminosdurehaltigen Losungen inkubiert und

durch Zugabe von JA induziert. Anschliefend wurde der Duft gesammelt und mittels GC-

MS/FID analysiert (Abs. 2.2; 2.8.2; 2.8.3; 2.8.4).
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Abbildung 3.5: Isoleucin- und Phenylalanin-abgeleitete Duftstoffe von Zea mays var. Delprim nach
Aminosaure-Fitterung und JA-Induktion. Die Pflanzen wurden 14 Tage angezogen, am Hypokotyl
abgetrennt und flr 16 h in der jeweiligen Lésung inkubiert (Abschnitt 2.2.1). Der Duft wurde 4 h gesammelt und
die Zusammensetzung mittels GC-MS analysiert. Die Quantifizierung erfolgte mittels GC-FID Uber den internen
Standard n-Nonylacetat. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler der in Wasser inkubierten
Kontrollgruppe (K, 4 Replikate), der mit 100 uM JA induzierten Pflanzen (JA, 6 Replikate), sowie der in 10 mM
wassrigen AS-Losungen inkubierten Maispflanzen ohne (lle, 5 Replikate; Phe, 6 Replikate) beziehungsweise mit
zugesetzter 100 uM JA (lle+JA, 7 Replikate; Phe+JA, 5 Replikate). Die Daten wurden mittels One-Way-
ANOVA und anschlieBender Holm-Sidak-Methode auf Signifikanz gepruft.

Im Duft JA-induzierter Maispflanzen (JA) waren die potentiell von Isoleucin abgeleiteteten
Duftstoffe (E/Z)-2-Methylbutyraldoxim (E:Z, 2:1) und 2-Methylbutylacetat und die potentiell
von Phenylalanin abgeleiteten Stoffe Benzylcyanid, Phenylmethylacetat und 2-
Phenylethylacetat nachweisbar (Abb. 3.5, Tab. 8.4 im Anhang). Diese Duftstoffe konnten in
der Kontrollgruppe nicht detektiert werden. Bei gleichzeitiger JA-Induktion und AS-
Futterung (lle+JA, Phe+JA) konnte die Emission der jeweiligen Substanzen nochmals
verstarkt werden. Interessanterweise war nach L-lle-Fitterung und JA-Induktion auch 2-
Methylnitrobutan (2-MNB) im Duftprofil detektierbar. Nach Inkubation der Maispflanzen in
AS-haltigen Lésungen ohne JA-Induktion dhnelte das Duftprofil der Maispflanzen (lle, Phe)
demjenigen der nichtinduzierten Kontrollpflanzen. Mit Ausnahme von Benzylcyanid-Spuren
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in den mit L-Phe gefiitterten Pflanzen waren keine der oben beschriebenen Duftstoffe
nachweisbar. In Maispflanzen, die in JA-haltigen Losungen der AS L-Leu und L-Trp, fanden
sich keine der oben gezeigten Duftstoffe. Das Duftprofil ahnelte hier weitgehend dem der nur

mit JA induzierten Pflanzen.

3.4 Aromatische Aldoxime im Pflanzenmaterial von Zea mays nach Aminosdure-
fatterung

Auch das Pflanzenmaterial der in AS-Losungen inkubierten und mit JA induzierten

Maispflanzen wurde auf das Vorkommen von Aldoximen getestet. Dazu wurden MeOH/H,0-

Extrakte des Blattmaterials mittels LC-MS analysiert (Abs. 2.8.3 & 2.8.4).

A 16 - Phenylacetaldoxim b B 6 - Indol-3-acetaldoxim
| , 2
— 121 l —_
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£ 5 :
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£ £ 2 4
4 -
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Abbildung 3.6: Aldoximgehalt in Zea mays var. Delprim nach Aminosaurefutterung und JA-Induktion.
Die Maispflanzen wurden 14 Tage angezogen, am Hypokotyl abgetrennt und fir 16 h in den angegebenen
Losungen inkubiert. Der PAOX- (A) und 1AOx-Gehalt (B) wurde in MeOH/H,0O-Extrakten des in flissigem
Stickstoff eingefrorenen und homogenisierten Pflanzenmaterials bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler der in Wasser inkubierten Kontrollgruppe (K, 5 Replikate), der mit 100 uM JA induzierten
Pflanzen (JA, 5 Replikate) sowie der in 10 mM AS-Lésungen (Phe oder Trp) inkubierten und mit zugesetzter
100 pM JA induzierten Maispflanzen (Phe+JA, 5 Replikate; Trp+JA, 5 Replikate). Die nichtinduzierten
Kontrollgruppen, die in waéssrigen 10 mM AS-Ldsungen inkubiert wurden, sind ebenfalls gezeigt (Phe, 5
Replikate; Trp, 4 Replikate). Um auf Signifikanz zu testen, wurde eine One-Way-ANOVA mit anschlieBendem
Gruppenvergleich durch die Holm-Sidak-Methode durchgefiihrt.

PAOx war im Blattmaterial aller Maispflanzen mindestens in Spuren nachweisbar (Abb. 3.6
A. Tab. 9.4 im Anhang). Die gebildete Menge war dabei in den mit L-Phe gefutterten, JA-
induzierten Pflanzen (Phe+JA) signifikant groRer als in den unbehandelten Kontrollpflanzen
(K) und den nichtinduzierten, mit L-Phe gefiitterten Maispflanzen (Phe). Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen den PAOx-Gehalten der Phe+JA-Pflanzen und der
JA-induzierten Pflanzen (JA) festgestellt werden. Die in L-Trp-L6sung inkubierten Pflanzen
(Trp und Trp+JA) wiesen die niedrigsten Gehalte an PAOXx auf.

In den L-Trp-gefltterten Maispflanzen (Trp und Trp+JA) konnte auch Indol-3-Acetaldoxim
(IAOXx) detektiert werden (Abb. 3.6 B, Tab. 9.4 im Anhang). Die produzierte IAOx-Menge in
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JA-induzierten und nichtinduzierten Pflanzen unterschied sich nicht voneinander. In allen

anderen untersuchten Pflanzengruppen war kein IAOXx nachweisbar.

3.5 Das Genom der Maislinie Delprim enthélt vier potentielle CYP79-Gene

Aldoxime werden in Pflanzen — soweit bisher bekannt — durch Cytochrom P450
Monooxygenasen der Familie 79 (CYP79) synthetisiert (Sibbesen et al., 1995; Andersen et
al., 2000; Mgller & Nielsen, 2000; Forslund et al., 2004; Irmisch et al., 2013; Hamberger &
Bak, 2013). Daher wurde das Genom von Zea mays ebenfalls auf das Vorhandensein von
CYP79-Genen hin untersucht.

Mittels TBLASTN wurden im Genom der sequenzierten Maislinie B73 vier potentielle
CYP79-Gene identifiziert (Abs. 2.9.1; Tab. 3.1). Als Suchsequenz wurde dabei die

Proteinsequenz von CYP79AL1 aus S. bicolor L. Moench verwendet.

Tabelle 3.1: Potentielle CYP79-Gene aus Zea mays var. B73 in der Datenbank ,,phytozome.org*

Datenbankeintrag Name Offener Leserahmen  AS-Sequenzidentitidt mit CYP79A1
GRMZM2G138248 CYP79-1(B73) 1659 bp (552 AS) 76,2 %
GRMZM2G011156 CYP79-2 (B73) 1641 bp (546 AS) 55,0 %
GRMZM2G178351 CYP79-3 (B73) 1653 bp (550 AS) 55,8 %
GRMZM2G105185 CYP79-4 (B73) 1680 bp (559 AS) 53,7 %

Auf Basis der CYP79-Sequenzen der Linie B73 wurden Primer entwickelt, mit deren Hilfe
vier cDNAs mit einer Lange von 1500-1700 bp aus der Gesamt-RNA Herbivorie-induzierter
Delprim-Pflanzen amplifiziert und kloniert werden konnten (Abs. 2.6).

Die Sequenzierung dieser vier cDNAs identifizierte zwei Sequenzen, die die groRte
Ubereinstimmung mit den Genen CYP79-1 und CYP79-2 der Linie B73 zeigten. Die anderen
zwei cDNAs wiesen die hdchste Sequenzhomologie mit CYP79-3 aus der Maislinie B73 auf.
Anhand dieser Homologien erfolgte die Bezeichnung der cDNAs als CYP79-1, CYP79-2,
CYP79-3v1 und CYP79-3v2 (Tab 3.2).

Tabelle 3.2 CYP79-kodierende cDNAs aus Zea mays var. Delprim

Name Homologe B73-Sequenz  Offener Leserahmen  Molekulargewicht in kDa (kalkuliert)

CYP79-1 CYP79-1 (B73) 1659 bp (552 AS) 61,4
CYP79-2 CYP79-2 (B73) 1341 bp (446 AS) 49,4
CYP79-3v1 CYP79-3 (B73) 1653 bp (550 AS) 61,0
CYP79-3v2 CYP79-3 (B73) 1083 bp (361 AS) 40,2
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3.6 Sequenzmotive und phylogenetische Analyse von CYP79-Enzymen der Maislinie
Delprim
Die Struktur der von den sequenzierten CYP79-Genen abgeleiteten Aminoséuresequenzen
stimmte mit der anderer P450 generell Uberein (Abb. 3.7). Alle AS-Sequenzen besaRen im N-
terminalen Bereich die der Membranverankerung dienende Transmembrandoméne (TMD),
das Stop-Transfer-Signal (HTS) und eine Prolin-reiche Gelenkregion mit der Sequenz PPXP,
die den N-Terminalen Membrananker mit dem katalytisch aktiven Kern der CYP79 verbindet
(Sakaguchi et al., 1984; Williams et al., 2000; Werck-Reichhardt & Feyereisen, 2000). In der
abgeleiteten Sequenz von CYP79-3v2 fehlten jedoch alle fir CYP79 charakteristischen
Sequenzmotive, da das Stoppcodon auf dem nicht gespleiSten Intron zum vorzeitigen
Abbruch der AS-Sequenz fihrte.
Die von CYP79-1, CYP79-2 und CYP79-3vl der Maislinie Delprim abgeleiteten AS-
Sequenzen CYP79-1, CYP79-2 und CYP79-3vl wiesen ebenfalls nur zum Teil die fur
CYP79-Enzyme typischen Sequenzmotive auf (Bak et al., 1998; Bak et al., 2006). Die
H&mbindedoméne stimmte nur fir CYP79-1 mit der fur CYP79 charakteristischen
Konsensussequenz (S/T)F(S/IT)TGRRGCX(A/G) uberein (Bak et al., 2006). CYP79-2 und
CYP79-3v1 hingegen wiesen mehrere AS-Substitutionen auf. Das konservierte EXXR-Motiv
war jedoch in allen drei Sequenzen vorhanden (Werck-Reichhardt & Feyereisen, 2000).
Ebenso enthielten sie das fir CYP79 charakteristische PERH-Motiv und die CYP79-
Konsesussequenz (A/G)XX(D/E)NP der “P450 Signatur”. In dieser ist das eigentlich
hochkonservierte T(S/T)-Motiv durch NP substituiert (Bak et al., 2006).
In den Sequenzen von CYP79-1 und CYP79-3v1l konnten vier der sechs in der Literatur
beschriebenen, putativen Substraterkennungsregionen (SRS) identifiziert werden, die SRS 3
und SRS 6 waren jedoch nicht vorhanden (Gotoh et al, 1992). Bei CYP79-2 fehlten zusatzlich
die SRS 2 und SRS 4.

CVP79-1 oo 1
CYP792 1
CYP79-3U1 ——— = —m oo 1
CVP79-3U2 ——— - — oo 1
CYPTOAL oo 1

CYP71E1 MDSIGKCMDPQLPLEISVPGVPRDRRRTNTNTNTNPRGREPASSYIMPTNHTQQSEAKQA 60

[===== TMD----~ |
CYP79-1 - MVSSPQANKFPLRKQISSPSSSCMAPHVLVLVILLYL 38
CYP79-2 - MALAPSHA---LVVAPFTALCAFWAL-ALLFL 28
CYP79-3vl ——————————— - ——— MALAPSHAHASLAVAPFTVLCTFWALVALLFL 32
CYP79-3v2 - ———————————— - MALAPSHAHASLAVAPFTVLCTFALVALLFL 32
CYP79A1 -——————————————————————— MATMEVEAAAATVLAAPLLSSSAILKLLMEVVTLSYL 37

CYP71E1 ELEAAHTPHSSRPAIPQGKQGHGQLTMATTATBQLLGGSVPQOWQTCLLVLMPVLLVSYY 120
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s a

TTGRRGCXG
CYP79-1 STGRRGCIAAALGTDMTIMLFGRLLOGESWSKMTGVAAIDLSESRH-NTFMARPLVLQAK 537
CYP79-2 SAGRRGCPGVSLGSSVTMMLFARLLOGFTWTKPPGVRAIRLQESST-SLALAEPLLLQAQ 435
CYP79-3vl SAGRRGCPGVSLGSSITMMLEARLLOGFAWSKPPGVRAIRLEESSA-SLALAEPLLLOAQ 538
CYP79-3V2 ————mm oo 361
CYP79A1 STGRRGCIAASLGTAMSVMLFGRLLOGFTWSKPAGVEAVDLSESKS-DTFMATPLVLHAE 545
CYP71E1 GAGRRICPGLTMGETNVTFTLANLLYCYDWALPGAMKPEDVSMEETGALTFHRKTPLVVV 607

CYP79-1 PRLPAHLYPGILLCK 552

CYP79-2 PRLPVHLYASG---- 446
CYP79-3vl PRLPVHLYAASG--- 550
CYP79-3v2 ——————————————— 361
CYP79A1 PRLPAHLYPSISI-- 558
CYP71E1 PTKYKNRRAA----- 617

Abbildung 3.7: Vergleich der Aminosduresequenzen der in Zea mays var. Delprim identifizierten CYP79
mit CYP79AL. Das ClustelW-Alignment aller in der Maislinie Delprim identifizierten CYP79-Sequenzen wurde
mithilfe des Programms ,,BioEdit* erstellt. Als CYP79-Referenz wurde die Sequenz von CYP79AL aus S.
bicolor verwendet, als Fremdgruppen-Referenz die ebenfalls aus S. bicolor stammende Sequenz von CYP71E1.
Schwarz hinterlegte AS sind in allen 6 Sequenzen, hellgraue in 4 Sequenzen und dunkelgraue in 5 Sequenzen
identisch. Der auf dem Intron codierte Abschnitt der AS-Sequenz von CYP79-3v2 ist kursiv dargestellt.
Wichtige konservierte Sequenzmotive und die putativen Substraterkennungsregionen sind gekennzeichnet. (HTS
— ,,halt transfer signal”, SRS — “substrate recognition site”, TMD — “transmembrane domain’)

Die phylogenetische Analyse der in der Literatur beschriebenen und der in Mais
identifizierten CYP79-Sequenzen zeigte, dass CYP79-1 die engste Verwandtschaft zu
CYP79AL1 aus S. bicolor zeigt (Abs. 2.9.1; Abb. 3.8; Sibbesen et al., 1995). Auch die CYP79-
Enzyme der CYP79B-Unterfamilie sind

relativ nahe verwandt zu CYP79-1. Im 62 CYP79D7v2
100|- cyp79D5
Vergleich mit dem in der Linie B73 99 CYP79D6v3
. . . 90 L cyp79D8
kodierten CYP79-1 wies die Sequenz der CYP79D3
51 100E
Maislinie Delprim drei Punktmutationen CYP75D4
o ) 100— CYP79D1
auf, die im Austausch von Aminoséduren 17 L— cyp79D2
. 100[ CYP79-1(Delprim)
resultierten (S25A, G158R, A500G). 1ol cvpro4 (873)
CYP79-2, CYP79-3 und CYP79-4 bildeten 29 CYP79A1
33 100 CYP79B3
Abbildung 3.8: .Phylogenetische Analyse der ﬂ|:cyp7931
CYP79 aus Mais. Der phyogenetische Baum 73 CYP798B2
wurde durch das Programm MEGA Version 5 CYP79A2
(Tamura et al., 2011) mit dem ,,Neighbor-Joining*- 74 100 CYP79E1
Algorithmus unter Verwendung eines MUSCLE- L cvp79E2
Alignments erstellt. Das Bootstrap-Verfahren 100 —— CYP79F2
erfolgte mit 1000 Iterationen. Verwendet wurden ' — cvp79FL
die Proteinsequenzen putativer CYP79 aus Mais —Loor™ CYP79-2 (Delprim)
und charakterisierte CYP79 aus anderen Pflanzen 100 CYP75-2(B73)

CYP79-4 (B73)

CYP79-3v1 (Delprim)
CYP79-3v2 (Delprim)
43l cyp79-3 (B73)

sowie CYP71E1 aus S. bicolor, das als
Fremdgruppen-Referenz ~ diente.  Die  AS-
Sequenzen der CYP79 aus der Maislinie B73
wurden der Datenbank entnommen.

CYP71E1
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ein eigenes Cluster, das keine enge Verwandtschaft zu den bislang charakterisierten CYP79

zeigte.

3.7 Enzymatische Aktivitat heterolog exprimierter CYP79

Zur Aktivitatsbestimmung der membrangebundenen CYP79 wurden diese im War-Stamm
von Saccharomyces cerevisiae exprimiert, da durch die Verwendung der Hefe der korrekte
Einbau der membrangebundenen P450 gewahrleistet wird. Dartiber hinaus enthielt dieser
Stamm das CPR2-Gen aus Arabidopsis thaliana und damit einen funktionellen
Interaktionspartner fir die CYP79-Enzyme enthielt. Daher wurden die Sequenzen von
CYP79-1, CYP79-2 und CYP79-3vl (ber angefiigte Restriktionsschnittstellen in den
Hefeexpressionsvektor ~ pESC  leu2d  kloniert,  heterolog  exprimiert, uber
Mikrosomenextraktion partiell aufgereinigt und in Aktivitatsassays mit den potentiellen AS-
Substraten getestet (Abs. 2.6.8; 2.6.10; 2.7). Der Umsatz der Substrate wurde mittels LC-
MS/MS analysiert (Abs. 2.8.6). CYP79-1 setzte L-Phe zu PAOXx und L-Trp zu IAOx um. Fir
CYP79-2 und CYP79-3v1 konnte jedoch keine Produktbildung nachgewiesen werden (Abb.
3.9). Bei einer Substratkonzentration von 1 mM war die Konversion von L-Phe zu PAOX mit
118,3 + 3,7 ng*h'l*VAs,say'l ~25-fach starker als diejenige von L-Trp zu IAOXx mit 4,7 + 0,1 ng
IAOx*h'l*VAssay'l. Fur die ebenfalls getesteten potentiellen Substrate L-1le, L-Leu und L-Tyr
konnte keine Produktbildung observiert werden (nicht gezeigt).

CYP79-1 CYP79-2 CYP79-3vl
Phenylacetaldoxim (MRM 136,100/119,100)
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Abbildung 3.9: Bildung von Phenylacetaldoxim (A) und Indol-3-acetaldoxim (B) durch CYP79 aus Zea
mays var. Delprim. Die CYP79 wurden in S. cerevisiae Wt heterolog exprimiert, Hefemikrosomen prépariert
und in vitro auf Aktivitat getestet. Die Analyse der Enzymassays erfolgte mittels LC-MS/MS. Die verwendeten
MRM waren 136,1/119,1 m/z fur PAOx und 175,1/158,1 m/z fir IAOX. (TIC — ,total ion chromatogram*; MRM
— ,,multiple reaction monitoring™)
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3.8 Funktionelle Charakterisierung von CYP79-1 aus Zea mays var. Delprim

Zur Bestimmung der Kkinetischen Parameter des in Hefe heterolog exprimierten, funktionell
aktiven CYP79-1 aus der Maislinie Delprim sollten zun&chst geeignete Inkubationsparameter
(Reaktionszeit und pH-Wert) ermittelt werden (Abs. 2.7.3.). Die Linearitat der
Produktbildung sollte geprift werden, weshalb zundchst die Bildung von PAOXx und IAOX in
Abhé&ngigkeit von der Reaktionszeit gemessen wurde. Es lie sich fir die Substrate L-Phe und
L-Trp zeigen, dass eine Reaktionszeit von 30 min bei Substratkonzentrationen von 100 uM
und 1 mM im linearen Bereich der Produktbildung lag (Abb. 3.10). Des Weiteren wurde der
optimale pH-Wert fir die Bildung von PAOx und IAOx durch CYP79-1 ermittelt. Fur die
Bildung von PAOXx lag dieser bei pH 7,0 (Abb 3.11 A). Die optimale Bildung von 1AOXx
konnte bei pH 7,2 detektiert werden (Abb. 3.11 B). Die Enzymassays wurden aufgrund dieser
Ergebnisse bei einer Inkubationszeit von 30 min und einem pH-Wert von 7,0 durchgefiihrt
und mittels LC-MS/MS analysiert. Aus diesen Daten wurden mittels hyperboler Regression
die Michaelis-Menten-Konstanten (Ky) von CYP79-1 flr beide Substrate bestimmt. Ky ist
diejenige Substratkonzentration, bei der das Enzym mit halbmaximaler Geschwindigkeit
arbeitet und stellt damit ein MaR flr die Substrataffinitdt des Enzyms dar. Die Ky, lag flr
L-Phe bei 117,2 £ 6,0 uM und fir L-Trp bei 150,2 £ 9,2 uM.

Phenylacetaldoxim Indol-3-acetaldoxim

=

5]

=

)
]
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Abbildung 3.10: Bildung von Phenylacetaldoxim (A) und Indol-3-Acetaldoxim (B) durch CYP79-1 in
Abhangigkeit von der Reaktionszeit. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler der Messungen im Zeitraum
von 20-40 min bei einer Substratkonzentration von 100 uM bzw. 1 mM L-Phe (A) oder L-Trp (B). Die PAOXx-
und 1AOx-Bildung wurden mittels LC-MS/MS detektiert. Die verwendeten MRM waren 136,1/119,1 m/z fur
PAOx und 175,1/158,1 m/z fiur IAOx. (TIC — ,total ion chromatogram“; MRM - ,multiple reaction
monitoring*)
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Abbildung 3.11: Bildung von Phenylacetaldoxim (A) und Indol-3-acetaldoxim (B) durch CYP79-1 in
Abhéangigkeit vom pH-Wert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler der Messungen relativ zur
jeweiligen Maximalaktivitat. Die PAOx- und IAOx-Bildung wurden mittels LC-MS/MS analysiert. Die
verwendeten MRM waren 136,1/119,1 m/z fir PAOx und 175,1/158,1 m/z fur IAOx. (TIC — ,total ion
chromatogram®; MRM — ,,multiple reaction monitoring*)
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Abbildung 3.12: Bildung von Phenylacetaldoxim (A) und Indol-3-acetaldoxim (B) durch CYP79-1 in
Abhangigkeit von der Substratkonzentration. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler der Messungen in
ng*h‘l*VAssay'l. Die PAOx- und IAOx-Bildung wurden mittels LC-MS/MS analysiert. Die verwendeten MRM
waren 136,1/119,1 m/z fir PAOx und 175,1/158,1 m/z fur IAOx. (TIC — ,total ion chromatogram*; MRM —
»multiple reaction monitoring*)

3.9 Quantitative ,,Realtime-PCR*“-Analyse der Expression des CYP79-1-Gens in Zea
mays var. Delprim

Die Expression vieler Gene, die eine Rolle in der Verteidigung von Zea mays spielen, sind
durch Herbivorie induzierbar (Lawrence & Novak, 2004; Degenhardt, 2009; Signoretti et al.,
2012; Kollner et al., 2013). Um zu prifen, ob dies fur das CYP79-1-Gens ebenfalls gilt, sollte
dessen Expression in Zea mays var. Delprim durch quantitative ,,Realtime-PCR* (qRT-PCR)
untersucht werden (Abs. 2.6.4.4). Analysiert wurde hierzu cDNA, welche aus RNA 7-tagiger
durch Herbivorie induzierter sowie nichtinduzierter Maispflanzen synthetisiert wurde (Abs.
2.2-2.5). Hierfir sollten zundchst unter den Versuchsbedingungen stabil exprimierte
Haushaltsgene ermittelt werden. Dazu wurde die Expression von in der Literatur bereits
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beschriebenen Haushaltsgenen in Herbivorie-induzierten und nichtinduzierten Zea mays var.
Delprim mittels gRT-PCR analysiert (Jiang et al., 2011, Manoli et al., 2012). Es zeigte sich,
dass die bei Jiang et al. (2011) beschriebenen Haushaltsgene GAPDH, ACT1 und Rbpl in
unseren Experimenten hohen Schwankungen unterworfen waren Sowohl der Standardfehler
der Cq-Werte (Abb. 3.13 A) als auch die Differenz der C,-Werte zwischen Herbivorie-
induzierten Mais-pflanzen und nichtbehandelten Kontrollpflanzen (Abb. 3.13 B) waren fir
diese drei Gene hoch (Cq — ,,critical quantification cycle®; der Cq-Wert repréasentiert den PCR-
Zyklus, bei dem die detektierte Fluoreszenz einen kritischen Schwellenwert Uberschreitet).
Deutlich stabiler war die Expression der bei Manoli et al. (2012) beschriebenen
Normalisierungsgene MEP und LUG. Beide wiesen sehr geringe Schwankungen des Cg-
Werts auf und auch die Differenz der Epressionsstarke zwischen Herbivorie- und

Kontrollgruppe war fir beide Gene sehr gering.

A T Abbildung 3.13: Cg-Werte von Normalisierungs-
24 - 1 z . . L

= genen in Zea mays var. Delprim nach Herbivorie.

o2 = Gezeigt sind (A) mittlere C4-Werte und Standardfehler

3 der getesteten Normalisierungsgene in Herbivorie-

U 20 . induzierten ~ Maispflanzen (7  Replikate) und

18 . . . . . . unbehandelten Kontrollpflanzen (6 Replikate) sowie

B 20 - (B) die Differenz der C4-Werte zwischen Herbivorie-

induzierter Gruppe und Kontrollgruppe.
Die Maispflanzen wurden 7 Tage angezogen und durch
S.littoralis-Herbivorie  induziert. Die aus dem
05 1 H Pflanzenmaterial extrahierte RNA isoliert. Die daraus
’_‘ ’_‘ synthetisierte  ¢cDNA wurde fir die gRT-PCR
0,0 . . : — .

verwendet. Die getesteten Haushaltsgene waren
GAPDH ACT1 Rpb1-1Rpb1l-2 MEP LUG .
P P GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Dehydrogenase), ACT1

(Actin), Rpbl-1 (RNA-Polymerase Untereinheit B1,
Primerpaar 1), Rpb1-2 (RNA-Polymerase Untereinheit
B1, Primerpaar 2), MEP (Membran-protein
PB1A10.07c) und LUG (Transkriptionsrepressor
Leunig).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde LUG als Normalisierungsgen fiir die Expressionsanalyse
von CYP79-1 mittels gRT-PCR eingesetzt. Mittels gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass
nach Herbivorie in Maisblattern eine signifikante Akkumulation des CYP79-1-Transkripts im
Vergleich zu den Kontrollblattern erfolgt (Abb. 3.14 B).

Neben der Veranderung der Genexpression wurde auch der Aldoximgehalt in den Blattern der
verwendeten Maispflanzen bestimmt. Dazu wurden MeOH/H,0-Extrakte des Blattmaterials
mittels LC-MS/MS analysiert (Abs. 2.8.1: 2.8.5-6). PAOx war in den Blattern der
Kontrollpflanzen (K) und den durch S. littoralis-Herbivorie induzierten Blattern (H)
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nachweisbar (Abb. 3.14 A). Der PAOx-Gehalt in den Bléattern induzierter Pflanzen war
gegentber dem PAOx-Gehalt der Kontrollgruppe signifikant erhoht. Andere Aldoxime waren

nicht nachweisbar.

Abbildung 3.14: Phenylacetaldoxim (A) und CYP79- A Phenylacetaldoxim
6 -

1-Expression (B) in Pflanzenmaterial 7-tagiger Zea
mays var. Delprim. (A) Bestimmt wurde der PAOX- * T
Gehalt in MeOH/H,O-Extrakten der Blatter durch g 4 - il
S.littoralis-Herbivorie induzierter Pflanzen (H, 7 5 :TL' .
Replikate) und nichtinduzierter Kontrollpflanzen (K, 7 é oo 1
Replikate) mittels LC-MS/MS.  Abgebildet  sind £ 2
Mittelwerte und Standardfehler der PAOx-Menge in
ng*g? Frischgewicht (FG). (B) RNA von nicht 0
induzierten und induzierten Maisbl&ttern wurde in cDNA B CYP79-1
umgeschrieben. Mittels gRT-PCR wurde die relative c 167
Genexpression ~ von  CYP79-1  bestimmt.  Als 2 . T
Normalisierungsgen wurde LUG verwendet. Mit dem g 121 l
studentischen t-Test wurde auf Signifikanz geprdift. %
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4 Diskussion
4.1 Die Maislinie Delprim emittiert nach Herbivorie ein komplexes Duftbouquet, das
auch volatile aliphatische Aldoxime und Nitroverbindungen beinhaltet
Maispflanzen produzieren nach Herbivorie ein komplexes Duftbouquet, das in der Maislinie
Delprim bereits eingehend untersucht worden ist und dessen Komponenten in der direkten
und indirekten Verteidigung gegen Herbivoren involviert sind (Turlings et al., 1990;
Takabayashi et al., 1995; Bernasconi et al., 1998; Schnee et al., 2002; Gouinguene et al.,
2003; Kollner et al., 2004; D’Allesandro et al., 2006). Dabei stimmt das in der vorliegenden
Studie im Duft juveniler Maispflanzen nach Herbivorie gefundene, fir die indirekte
Verteidigung wichtige Terpenspektrum mit dem in friheren Arbeiten beschriebenen
weitestgehend Uberein (Abb. 3.1; Schnee et al., 2002; Gouinguene et al., 2003). Auch hier
waren die prominenten Terpenoide das Monoterpen Linalool, die Sesquiterpene (E)-o-
Bergamoten, (E)-B-Farnesen und B-Caryophyllen sowie das irregulére azyklische Terpenoid
DMNT. Gleichzeitig unterscheidet es sich teilweise stark von demjenigen juveniler Pflanzen
anderer Maiskultivare (Turlings et al., 1998). So emittieren beispielsweise die Linien ,,Royal
Dent“ und ,,lona sweet corn“ nach Herbivorie nur Spuren von B-Caryophyllen (Turlings et al.,
1990; Takabayashi et al., 1995). Doch auch das Terpenspektrum adulter Pflanzen der Linie
Delprim weicht von demjenigen juveniler Pflanzen stark ab (Kollner et al., 2004). Die dort
dominanten Sesquiterpene sind anstatt der oben genannten Sesquithujen und -Bisabolen.
Abgesehen von den Terpenoiden fanden sich vor allem aromatische Ester und die Produkte
des Lipoxygenase-Wegs, die ,green leaf volatiles“, im Gegensatz zu den bisherigen
Publikation von Schnee et al. (2002) und Gouinguene et al. (2003) an der Linie Delprim aber
auch das stickstoffhaltige Indol (Abb. 3.1; 3.3). Die Emission dieser Duftstoffe liel sich durch
Zugabe des Pflanzenhormons Jasmonsdure, wie in der Literatur beschrieben, ahnlich wie
durch Herbivorie von S. littoralis induzieren (Abb. 3.3; Abb. 3.5; Krumm et al., 1995; Van
den Boom et al., 2004). Mechanische Verwundung hingegen fiihrte nur zur Emission der
»green leaf volatiles” (Abb. 3.3). Diese Feststellung stimmt mit friheren Literaturberichten
uberein (Lawrence & Novak, 2004).
Neben den bereits beschriebenen Verbindungen lielen sich im Duftbouquet induzierter
Delprim-Keimlinge auch Spuren der volatilen aliphatischen 2- und 3-Methylbutyraldoxime
(2-/3-MBA; Abb. 3.2; 4.1) nachweisen. 2- und 3-MBA sind als Bestandteile des Duftprofils
Herbivorie-induzierter Pflanzen bereits fir verschiedene Arten beschrieben worden,
beispielsweise fir Goldregen (Laburnum anagyroides) und Robinie (Robinia pseudoacacia),
aber auch Tabak (Nicotiana tabacum), Soja (Glycine max), Aubergine (Solanum melongena)
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und Gurke (Cucumis sativus) (Takabayashi et al., 1991, 1994; van den Boom et al., 2004).
Herbivorie durch die Larven der Minierfliegenarten Liriomyza sativae und Liriomyza
huidobrensis an Limabohnenpflanzen (Phaseolus vulgaris L.) induziert ebenfalls die
Emission aliphatischer Aldoxime (Wei et al., 2006). Und auch im Duftbouquet Herbivorie-
induzierter P. trichocarpa nach Befall durch Lymantria dispar wurden 2- und 3-MBA
nachgewiesen (Irmisch et al., 2013). Fir Mais ist die Emission von 2- und 3-MBA nach
Herbivorie bislang allerdings nicht dokumentiert. Hinweise auf das Vorkommen von
Aldoximen und Nitrilen im Duft von Maispflanzen finden sich in der Literatur nur bei
Takabayashi et al. (1995) und Turlings et al. (1998). Takabayashi et al. (1995) beschreiben
jedoch aliphatische, O-methylierte Aldoxime im Duft Herbivorie-induzierter Maispflanzen
der Linie ,,Royal Dent“, die im Duftbouquet der Linie Delprim nicht detektiert werden
konnten. Allerdings wurden diese Aldoxime sowohl in der Publikation von Takabayashi et al.
(1995) als auch derjenigen von Turlings et al. (1998) nicht eindeutig anhand synthetischer
Standards identifiziert.

Die Emission von Duftstoffen nach Herbivorie kann in Mais in der direkten Verteidigung eine
Rolle spielen. So konnten Bernasconi et al. (1998) zeigen, dass Maispflanzen nach Befall mit
der Blattlaus Rhopalosiphum maidis ein komplexes Duftbouquet freisetzen, das abstoRend auf
Rhopalosiphum maidis wirkt. Im Duftspektrum der dort untersuchten Pflanzen fanden sich
jedoch keine Hinweise auf Aldoxime. Sollten die volatilen aliphatischen Aldoxime der Linie
Delprim eine Rolle in der direkten Verteidigung spielen, so ist diese aufgrund der nur
schwachen Emission von 2- und 3- MBA zumindest als Antwort auf Herbivorie durch S.
littoralis als relativ gering einzuschdtzen. Denn selbst bei L-lle-Futterung und systemischer
JA-Induktion setzten die Maispflanzen nur ca. 1,5 ng*h™**g™(FG) 2-MBA frei (Abs. 3.3; Abb.
3.5). In Populus x canescens beispielsweise ist die Emission von 2-MBA (ca. 3 ng*h™**g"
Y(FG)) und 3-MBA (ca. 2,5 ng*h™**g*(FG)) nach Herbivorie durch Lymantria dispar auch
ohne Zugabe der Aminosduresubstrate deutlich starker. (Irmisch et al., 2013). Allerdings
konnte dort von den Autoren kein direkter EinfluB dieser Aldoxime auf das Verhalten von
Lymantria dispar festgestellt werden. Es ist jedoch nicht auszuschlielRen, dass die Aldoxime
in der indirekten Verteidigung als Lockstoffe fiir Predatoren und Parasitoide dienen. In
Maispflanzen der Linie Delprim ist aber auch diese Variante unwahrscheinlich, da die
Emission von 2- und 3-MBA keine Korrelation mit Herbivorie durch S. littoralis aufwies. In
anderen Maiskultivaren und/oder bei der direkten oder indirekten Verteidigung gegen andere

Herbivoren kénnten Aldoxime aber von grolierer Bedeutung sein, da sowohl bei Takabayashi
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et al. (1995) als auch bei Turlings et al. (1998) der Anteil von Aldoximen im Duftspektrum
deutlich hoher war.

Die Nitroverbindung 2-Methylnitrobutan (2-MNB) war neben den volatilen aliphatischen
Aldoximen im Duftbouquet L-lle-gefitterter, JA-induzierter Pflanzen ebenfalls nachweisbar
(Abb 3.5; 4.1). Korrespondierende Nitroverbindungen von Aldoximen werden in der Literatur
als Intermediate und Nebenprodukte der Biosynthese cyanogener Glykoside und
Glucosinolate beschrieben (Matsuo et al., 1972; Halkier & Mgller, 1990). Das aci-Tautomer
des 1-Nitro-2-Phenylethan stellt ein Intermediat der Biosynthese von Benzylglucosinolat in
der grofRen Kapuzinerkresse (Tropeolum majus L.) dar, dass aus PAOXx gebildet wird (Matsuo
et al. 1972). Aus diesem Tautomer entsteht durch prototropische Verschiebung 1-Nitro-2-
Phenylethan als Nebenprodukt. Auch im Duftprofil von P. trichocarpa konnte 1-Nitro-2-
Phenylethan detektiert werden (Irmisch et al., 2013). In welchem Zusammenhang diese
Nitroverbindung mit dem korrespondierenden Aldoxim PAOx steht, ist jedoch bislang
ungeklart. Halkier & Magller (1990) beschreiben 1-Nitro-2-p-Hydroxyphenylethan als
Nebenprodukt der Bildung von p-Hydroxyphenylacetaldoxim aus L-Tyr durch CYP79A1 in
der Biosynthese von Dhurrin in S. bicolor. 2-MNB in der Maislinie Delprim konnte also, der
Situation in S. bicolor entsprechend, ein Nebenprodukt der Biosynthese von 2-MBA sein oder
aber, wie in Tropeolum majus, aus diesem gebildet werden. Ob die Produktion von 2-MBA
und 2-MNB in Mais ursachlich

zusammenhangen, bleibt jedoch zum Qﬁ \)w m
jetzigen Zeitpunkt unklar. Allerdings Ho N N> on Ho N
wird die Annahme eines gemeinsamen (2)-2-Methyl- (E)-2-Methyl- (2)-3-Methyl-

. . . butyraldoxi butyraldoxim butyraldoxim
biosynthetischen ~ Ursprungs  beider ~ °“™redoxim Y Y

Substanzen dadurch gestutzt, dass die -
\)\-'- ©/\\N m
Ny

Nitroverbindung nur im Duft der L-lle- N on
(0] (0]

efutterten, durch  JA  systemisch

g y 2-Methyl- Benzylcyanid (E)-3-Methyl-

induzierten Pflanzen nachweisbar war, in nitrobutan butyraldoxim

denen auch die Emission von 2-MBA am Abbildung 4.1: Volatile aliphatische Aldoxime und
. weitere stickstoffhaltige Duftstoffe im Duftbouquet von
starksten war (Abb. 3.5). Zea mays var. Delprim.
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4.2 Die in Maispflanzen identifizierten aromatischen Aldoxime Phenylacetaldoxim und
Indol-3-acetaldoxim konnten in verschiedensten Stoffwechselwegen eine Rolle
spielen

In dieser Arbeit konnten in Maispflanzen zum ersten Mal auch die nicht volatilen

aromatischen Aldoxime Phenylacetaldoxim (PAOXx) und — nach L-Trp-Futterung — Indol-3-

acetaldoxim (IAOx) sowie das aromatische Nitril Benzylcyanid (BC) nachgewiesen werden

(Abb. 3.4; 3.6; 3.14; 4.1; 4.2). Die Produktion von PAOXx erfolgte in jlngeren Pflanzen

konstitutiv und wurde durch Herbivorie verstarkt (Abb. 3.14), in élteren erfolgte sie erst durch

Herbivorie, die mechanische Verwundung der Pflanzen oder durch JA-Induktion (Abb. 3.4;

3.6). Die PAOx-Bildung in Mais kann also Uber JA-abh&ngige und -unabhdngige

Mechanismen induziert werden. Ruckschlisse auf die Starke der Induktion der Aldoxim-

Biosynthese unter verschiedenen Bedingungen ermdglicht diese Feststellung jedoch nicht.

Denn es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Produktion von PAOXx durch Herbivorie

von S. littoralis zwar starker induziert wurde als bei mechanischer Verwundung, gleichzeitig

mogliche nachgeschaltete Stoffwechselwege aber ebenfalls hochreguliert wurden, so dass
effektiv annéhernd gleiche PAOx-Gehalte gemessen wurden.

Ein Produkt dieser Stoffwechselwege konnte das Nitril BC sein, das im Duft von Zea mays

var Delprim sowohl nach Herbivorie durch S. littoralis als auch nach mechanischer

Verwundung mit und ohne Applikation von JA detektiert werden konnte (Abb. 3.3). Fur

P. trichocarpa ist inzwischen belegt, dass emittiertes BC aus dem korrespondierenden PAOX

gebildet wird (S. Irmisch, personliche Kommunikation). Daneben finden sich Nitrile in

Pflanzen auch als von Aldoximen abgeleitete Intermediate der Biosynthese (nicht)cyanogener

Glykoside und des Camalexins (Halkier et al., 1989; Nafisi et al., 2007; Saito et al., 2012).

Fur Mais ist jedoch zur Zeit noch nicht geklart, ob das im Duft detektierte BC biosynthetisch

aus PAOXx gebildet wird, da die Emission von BC nicht direkt mit dem PAOXx-Gehalt im

Pflanzenmaterial korreliert. Stattdessen ware auch eine thermisch bedingte Dehydratisierung

von PAOXx im GC-Injektor denkbar (Ouédraogo et al., 2009).

Unabhéngig davon fallt auf, dass die Emission von BC in den L-Phe-gefiitterten JA-

induzierten Pflanzen (Abb. 3.5) um den Faktor 10-20 niedriger war als die BC-Emission von

Maispflanzen, die durch Herbivorie oder mechanische Verwundung induziert wurden (Abb.

3.3), obwohl der gemessene PAOx-Gehalt durch die Fitterung von L-Phe deutlich anstieg

(Abb. 3.4; 3.6). Dieser Umstand impliziert, dass die Emission von BC nicht durch JA

induziert, sondern durch mechanische Verwundung ausgelost wird. Dies wurde in der

Literatur auch schon fir andere Stoffwechselwege des Sekundarmetabolismus wie etwa die
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Terpenbiosynthese in Abies grandis beschrieben, fiir deren Induktion mechanische
Verwundung ebenfalls ausreicht (Bohlmann et al., 1998). Die stirkere Emission von BC in
Herbivorie-induzierten und mechanischen verwundeten Pflanzen (Abb. 3.3) kdnnte also durch
die  jeweilige = Versuchsanordnung  bedingt sein, da die Pflanzen  des
Aminosaurefltterungsexperiments nicht mechanisch verwundet, sondern nur in JA-LOsung
platziert wurden.

Die Bildung von PAOx nach Herbivorie wurde auch schon fur andere Spezies beschrieben,
etwa fiir P. trichocarpa und P. nigra (Irmisch et al., 2013; 2014). In Herbivorie-induzierten
Blattern von P. trichocarpa akkumuliert PAOXx und erreicht dort Konzentrationen von bis zu
~3 pg*g ™ (FG), also etwa das 1000-fache der in Mais bestimmten Konzentration (Irmisch et
al., 2013). Dort konnte gezeigt werden, dass PAOx toxisch auf den Herbivor Lymantria
dispar wirkt. Toxische Wirkung ist jedoch aufgrund des niedrigen PAOx-Gehalts im Mais
nicht anzunehmen.

Daneben stellt PAOx eine Zwischenstufe der Bioysynthese der cyanogenen Glykoside
Prunasin und Amygdalin in Prunus persica dar (Ben-Yehoshua & Conn, 1964; Tapper &
Butler, 1971). PAOx konnte also — analog der von Halkier et al. (1989) gezeigten Funktion
von p-Hydroxyphenylacetaldoxim als Zwischenstufe der Dhurrin-Biosynthese in der nahe
verwandten Spezies S. bicolor — als Intermediat der Biosynthese mdglicher cyanogener
Glykoside in Mais dienen. Das Vorkommen solcher cyanogenen Glykoside in Mais ist in der
Literatur jedoch nicht eindeutig geklart. Zwar finden sich in mehreren Publikationen
Hinweise auf die cyanogene Natur von Maispflanzen (Brunnich, 1903; Lehmann et al., 1979;
Erb et al., 1981; Jones, 1998). Allerdings zeigten diesen Studien, dass das cyanogene
Potential von Mais starken zeitlichen Schwankungen unterworfen ist und auch zwischen
verschiedenen Kultivaren deutlich variiert (Brunnich, 1903; Erb et al., 1981). Eine neuere
Untersuchung von Hay-Roe et al. (2011) beispielsweise konnte in adulten Pflanzen der
Maislinie ,,Truckers Favourite“ nur Spuren von Blausdure nachweisen. Zum jetzigen
Zeitpunkt finden sich in der Literatur auch keinerlei Hinweise auf die Struktur moglicher
cyanogener Glykoside in Mais. Die Identifikation von PAOX, aber auch von 2-MBA, der
Vorstufe des cyanogenen Glykosids Lotaustralin in Lotus japonicus und Manihoc esculenta,
in der Maislinie Delprim konnte ein erster Hinweis darauf sein, dass es sich um die von L-Phe
abgeleiteten Glykoside Prunasin, Amygdalin und Sambunigrin oder das von L-lle abgeleitete
Lotaustralin handeln kénnte (Tapper & Butler, 1971; Andersen et al., 2000; Forslund et al.,
2004). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass ein urspringlich existenter

Stoffwechselweg flr cyanogene Glykoside durch den Verlust der verantwortlichen Gene im
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Laufe von Evolution und Ziichtung in Mais nur noch trunkiert vorliegt und bei PAOX bzw.
2-MBA abbricht.

PAOx und IAOx sind auch Zwischenstufen der Biosynthese von Glucosinolaten und des
Phytoalexins Camalexin (Hull et al., 2000; Halkier & Wittstock, 2000; Mikkelsen et al., 2000;
Nauer et al., 2003). Allerdings ist die Bildung von Glucosinolaten nur in Familien der
Ordnung Brassicales sowie der Gattung Drypetes dokumentiert und es existieren in der
Literatur keine Hinweise auf ein Vorkommen von Glucosinolaten in Mais oder nahe
verwandten Arten (Rodman et al., 1998). Das Vorkommen des von IAOx abgeleiteten
Camalexins und verwandter Indolderivate ist sogar nur auf Brassicaceen beschrénkt (Rauhut
& Glawischnig, 2009).

In Arabidopsis thaliana verlauft auch ein moglicher Weg der Biosynthese des Auxins Indol-
3-essigsaure (IAA) uber IAOx (Hull et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000). Dabei wird das aus
L-Trp gebildete IAOx durch P450 der CYP83-Familie zum Indol-3-acetonitril (IAN)
dehydratisiert und dieses durch Nitrilasen oxidativ zu IAA desaminiert (Hull et al., 2000;
Mikkelsen et al., 2000; Bak & Feyereisen, 2001; Vorwerk et al., 2001; Sugawara et al., 2009).
Fur Mais wurde bereits gezeigt, dass die Nitrilase ZmNIT2 IAN zu IAA umsetzt
(Kriechbaumer et al., 2007). Die Feststellung, dass

Maispflanzen auch IAOx bilden, konnte also darauf m m o

hindeuten, dass sie ebenfalls Uber einen IAOX- (2)-Phenylacet- (E)-Phenylacet-

abhangigen Weg der Auxinbiosynthese verfiigen. Es aldoxim aldoxim
wurden jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch keine

Homologen zu CYP83 in Mais identifiziert, die die m m\
NH HO NH OH

Bildung von IAN aus IAOx katalysieren konnten.

. . N . (2)-Indol-3- (E)-Indol-3-
Daher bleibt eine mdgliche Beteiligung des IAOX an ;cetaldoxim acetaldoxim
der Biosynthese von IAA unklar. Abbildung 4.2: Aromatische Aldoxime im

Blattmaterial von Zea mays var. Delprim.

4.3 Das Enzym CYP79-1 der Maislinie Delprim zeigt in vitro funktionelle Aktivitat und
weist als einziges der vier identifizierten Enzyme alle CYP79-spezifischen
Sequenzmotive auf

Die Struktur und Funktion von CYP79-Enzymen ist bereits fir eine Vielzahl pflanzlicher

Biosynthesewege beschrieben worden (Hamberger & Bak, 2013). In allen dokumentierten

Fallen Kkatalysieren sie die Reaktion von Aminosduren zu ihren korrespondierenden

Aldoximen. In Maispflanzen waren jedoch bislang keine CYP79-Enzyme bekannt. Im
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Rahmen dieser Arbeit konnten aus der Maislinie Delprim erstmals vier transkribierte CYP79-
Sequenzen isoliert und heterolog exprimiert werden. Nur eines der entsprechenden Proteine
(CYP79-1, CYP79-2, CYP79-3vl und CYP79-3v2), das CYP79-1 (GRMZM2G138248)
zeigte funktionelle Aktivitét in vitro, die zwei anderen getesteten Produkte der Gene CYP79-2
und CYP79-3vl hingegen nicht (Abb. 3.9). Dies ist hdchstwahrscheinlich darauf
zuriickzufuhren, dass nur die Sequenz von CP79-1 der anderer CYP79-Enzyme im Detail
entspricht (Abb. 3.7; Bak et al., 2006).

Schon die kalkulierte molekulare Masse der CYP79-Enzyme aus Mais von 40-60 kDa deckt
sich nur fir die beiden langen AS-Sequenzen CYP79-1 (61,4 kDa) und CYP79-3vl
(61,0 kDa) mit derjenigen anderer CYP79 (Koch et al, 1995; Mgller & Nielsen, 2000). Die
Sequenzen von CYP79-2 (49,4 kDa) und CYP79-3v1 (40,2 kDa) sind fir CYP79 hingegen
ungewdhnlich kurz. Darlber hinaus wies nur CYP79-1 die von Bak (2006) beschriebene
CYP79-charakteristische Sequenz (S/T)F(S/T)TGRRGCXG der Hambindedomane auf (Abb.
3.7); in CYP79-2 und CYP79-3v1 hingegen war das Thr der oben gezeigten Sequenz durch
ein Ala substituiert. Diese AS-Substitution direkt im aktiven Zentrum konnte fir den
Funktionsverlust dieser beiden CYP79-Enzyme mitverantwortlich sein (Abb 3,7; 3.9).
CYP79-1 enthélt auch das fir CYP79 charakteristische PERH-Motiv und die CYP79-
Konsesussequenz (A/G)XX(D/E)NP der “P450 Signatur” (Bak et al., 2006). Die Substitution
des in anderen CYP-Familien konservierten Thr mit Gln fuhrt nicht zum Aktivitatsverlust.
Dies hatten auch schon vorherige Studien gezeigt (Sibbesen et al., 1995; Halkier, 1996). Der
Hintergrund der Substitutionen apolarer mit polaren AS-Resten in der Hdmbindedomane und
dem PERF-Motiv in CYP79 ist bislang nicht exakt verstanden. Da beide Sequenzabschnitte
Teile des aktiven Zentrums darstellen, wird jedoch vermutet, dass diese Substitutionen mit der
atypischen Kkatalytischen Funktion von CYP79 oder der hydrophilen Natur ihrer
Aminosauresubstrate zusammenhangen (Bak et al., 2006).

In CYP79-1 und CYP79-3vl konnten nur vier der sechs von Gotoh et al. (1992)
vorhergesagten SRS identifiziert werden (Abb 3.7). Dies entspricht allerdings der Situation in
der Sequenz des ebenfalls gezeigten, funktionell aktiven CYP79AL aus S. bicolor (Sibbesen
et al., 1995). Und auch in P450 aus dem Stoffwechsel der Phenylpropanoide in Arabidopsis
thaliana konnten nicht alle sechs SRS vorhergesagt werden (Schuler et al., 2003). Davon
abgesehen muss auch bericksichtigt werden, dass Gotoh et al (1992) ihre Untersuchungen an
tierischen P450 durchgefiihrt haben. In CYP79-2 der Linie Delprim fehlen aufgrund der
Deletion von 100 AS-Resten nach dem Gly-218 im Vergleich mit der korrespondierenden
Sequenz der Linie B73 allerdings zusatzlich die SRS2 und Teile der SRS4 (Tab 3.1; Abb.
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3.7). Der Aktivitatsverlust von CYP79-2 konnte also neben der Substitution in der
Hambindedoméne auch durch diese Deletion bedingt sein. Die genauen Grinde der nicht
vorhandenen Aktivitdt von CYP79-2 und CYP79-3vl bleiben aber trotz der hier

beschriebenen Sequenzabweichungen unklar.

4.4 Heterolog exprimiertes CYP79-1 katalysiert die Bildung von Phenylacetaldoxim
und Indol-3-acetaldoxim in vitro
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die heterologe Expression von CYP79-
Enzymen aus Mais im War-Stamm von Saccharomyces cerevisiae, der die Cytochrom P450-
Reduktase AtCPR2 aus Arabidopsis thaliana exprimiert, ein funktionell aktives P450-CPR-
System liefert. Dies bestdtigt die Untersuchung der funktionellen Koexpression des
pflanzlichen CYP73A5 mit der AtCPR1 und AtCPR2 in Hefe von Urban et al. (1997).
Das mikrosomale System bestehend aus CYP79-1 (GRMZM2G138248) und AtCPR2
katalysierte nach Zugabe des Kosubstrats NADPH die Bildung von PAOx und IAOx aus den
entsprechenden Aminosauren L-Phe und L-Trp in vitro (Abb. 3.9). Die Substrataffinitat (Ky)
war mit 117,2 £ 6,0 uM (L-Phe) beziehungsweise 150,2 £ 9,2 uM (L-Trp) den Ky-Werten
anderer CYP79 vergleichbar (Abs. 3.8; Abb. 3.12; Andersen et al., 2000; Forslund et al.,
2004; Irmisch et al., 2013). Normalerweise wird angenommen, dass CYP79-Enzyme hohe
Km-Werte im grofRen dreistelligen mikromolaren bis millimolaren Bereich aufweisen, um
einem Mangel an freien Aminoséauren in der Pflanze vorzubeugen (Andersen et al., 2000).
Dies konnte auch fur CYP79-1 bestatigt werden. Auffallend war daneben, dass die
Umsatzgeschwindigkeit von L -Phe gegenuber der von L-Trp etwa 25-fach grofier war (Abs.
3.7). Dies korrelierte mit den in den Maispflanzen detektierten PAOx- und IAOx-Gehalten
(Abb. 3.4; 3.6).
Da CYP79-1 hohe Sequenzidentidentitat (76,2 %) mit CYP79A1 aus S. bicolor aufweist, ist
anzunehmen, dass der der Bildung von PAOx und IAOx zugrundeliegende
Reaktionsmechanismus im Wesentlichen demjenigen von CYP79AL1 bei der Bildung von p-
Hydroxyphenylacetaldoxim aus L-Tyr entspricht. Derselbe Mechanismus ist inzwischen auch
fur die Bildung von Aldoximen durch andere CYP79-Enzyme vorhergesagt worden
(Andersen et al., 2000; Mgller & Nielsen, 2000). Die in Analogie zu CYP79AL1 fir CYP79-1
angenommene Reaktion verliefe mehrstufig, beginnend mit einer zweifachen Hydroxylierung
der Aminofunktion (Abb. 4.3). Darauf folgen die spontan ablaufenden Schritte der
Dehydratisierung der C-N-Bindung und der abschlieBenden C,-Decarboxylierung (Sibbesen
etal., 1995).
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Abbildung 4.3: Putativer Reaktions-
mechanismus von CYP79-1 aus Zea
mays var. Delprim. Gezeigt ist die
Umwandlung von L-Phenylalanin zu
(E/Z)-Phenylacetaldoxim in Analogie
zum vorhergesagten Reaktions-
mechanismus von CYP79A1 aus S.
bicolor (Sibbesen et al., 1995; Maller
et al., 1999). Vermutlich katalysiert
CYP79-1 die beiden initialen
Hydroxylierungen der Aminofunktion
zum N,N-Dihydroxyphenylalanin. Die
anschlieBende Dehydratisierung und
Decarboxylierung erfolgt konnte dann,

C/ NADPH,0,| CYP79-1  wje bei CYP79A1 auch, spontan
NADP*, H,0 erfolgen und damit die beiden
(|3 Produkte (E)- und (Z)-Phenylacet-
OH aldoxim liefern, die im Blattmaterial
_Ne der Maispflanzen detektiert wurden.
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45 CYP79-1 aus Mais

aromatische Aminosauren als Substrate akzeptieren, besitzt aber eine breitere

ist nahe mit anderen CYP79-Enzymen verwandt, die

Substratspezifitat
Das Enzym CYP79-1 der Maislinie Delprim ist phylogenetisch nah verwandt mit den CYP79-
Enzymen der CYP79A- und CYP79B-Unterfamilien, die ebenfalls alle aromatische
Aminosauren als Substrate akzeptieren (Abb. 3.8; Sibbesen et al., 1995; Mgller et al., 1999;
Halkier & Wittstock, 2000; Hull et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000; Naur et al., 2003). Die
bislang in der Literatur beschriebenen P450 der Familie CYP79 besitzen jedoch in der Regel
eine engere Substratspezifitdt. Meist akzeptieren sie nur eine einzige aromatische oder
aliphatische Aminosdure. Beispielsweise katalysiert das am néchsten verwandte CYP79A1
nur die Bildung von p-Hydroxyphenylacetaldoxim aus L-Tyr (Sibbesen et al., 1995, Kahn et
al., 1999). Interessanterweise akzeptiert CYP79-1 allerdings im Gegensatz zu CYP79AL1 kein
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L-Tyr, es diskriminiert also tber einen bislang unbekannten Mechanismus zwischen dem
relativ apolaren L-Phe und dem durch die Hydroxylfunktion der Seitenkette polareren L-Tyr.
Auch die ebenfalls nahe verwandten CYP79B1 aus Sinapis alba und CYP79A2, CYP79B2
und CYP79B3 aus Arabidopsis thaliana, die den ersten Schritt der Biosynthese aromatischer
Glucosinloate und — im Falle von CYP79B2 und CYP79B3 — auch den ersten Schritt der
Biosynthese des Auxins IAA und des Phytoalexins Camalexin katalysieren, haben eine engere
Substratspezifitat als CYP79-1 (Halkier & Wittstock, 2000; Hull et al., 2000; Mikkelsen et al.,
2000; Naur et al., 2003). Das CYP79A2 etwa wandelt nur L-Phe zu PAOX in der Biosynthese
von Benzylglucosinolat um (Halkier & Wittstock, 2000). Die drei Enzyme der CYP79B-
Unterfamilie dagegen weisen alle Substratspezifitat fur L-Trp auf (Hull et al., 2000;
Mikkelsen et al., 2000; Naur et al., 2003). Die einzigen bislang beschriebenen CYP79-
Enzyme mit extrem breiter Substratspezifitat stellen die CYP79 aus Populus trichocarpa dar,
die dort fur die Produktion volatiler Aldoxime verantwortlich sind (Irmisch et al., 2013). Das
CYP79D7v2 aus der Pappel akzeptiert namlich sowohl die aromatischen Aminosduren L-Phe
und L-Trp als auch die aliphatischen Aminosduren L-lle und L-leu und bildet daraus die
jeweils korrespondierenden Aldoxime. Eine weitere Substratspezifitat weist , soweit bekannt,
nur noch das ebenfalls aus Populus trichocarpa stammende CYP79D6v3 auf, das neben den
zuvor genannten Aminosduren auch L-Tyr akzeptiert.

CYP79-1 nimmt also hinsichtlich seiner Substratspezifitat eine Zwischenstellung zwischen
den nahe verwandten P450 der CYP79A- und CYP79B-Unterfamilien auf der einen und den
CYP79 aus Populus trichocarpa auf der anderen Seite ein, da es zwar nicht nur eine, sondern
zwei der aromatischen Aminosauren als Substrate akzeptiert, im Gegensatz zu den Enzymen
der Pappel aber keine aliphatischen Aminosauren in Aldoxime umwandelt. Dies konnte neben
der Charakterisierung in vitro auch durch heterologe Expression von CYP79-1 in Nicotiana
benthamiana belegt werden, da im Duft von mit CYP79-1 transformierten Tabakpflanzen
zwar PAOx und IAOx, nicht aber 2- und 3-MBA nachweisbar waren (S. Irmisch, nicht
publizierte Daten).

4.6 Die Analyse der Expression von CYP79-1 in Mais durch quantitative ,,Realtime-
PCR* und die Ergebnisse der Aminosiurefiitterung deuten auf eine Rolle von
CYP79-1 in der Bildung von PAOx und IAOXx in vivo hin

Die Resultate der quantitativen “Realtime-PCR”-Analyse (QRT-PCR) demonstrieren, dass die

Transkription des CYP79-1-Gens in 7-tdgigen Maiskeimlingen nach Herbivorie durch S.

littoralis stark induziert war (Abb. 3.14). Dies korrelierte mit einem signifikanten Anstieg der
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PAOx-Konzentration in diesen Pflanzen (Abb. 3.14). Dies kann als ein Hinweis gedeutet
werden, dass das Enzym CYP79-1, das PAOX in vitro bildet, auch fiir die Biosynthese dieses
Aldoxims in vivo verantwortlich ist. Gleichzeitig weist die Induzierbarkeit der Genexpression
von CYP79-1 durch Herbivorie auch darauf hin, dass diese P450 eine Rolle in der direkten
oder indirekten Verteidigung von Maispflanzen gegen Fressfeinde spielen konnte. Dies
konnte beispielsweise fur CYP79D6v3 und CYP79D7v2 von Populus trichocarpa gezeigt
werden (Irmisch et al., 2013).

Die Annahme, dass CYP79-1 in vivo die PAOx-Bildung katalysiert, wird neben der Analyse
der Genexpression durch die gRT-PCR auch durch die Ergebnisse der Aminosaurefitterung
unterstutzt. Dort sank der PAOx-Gehalt JA-induzierter Pflanzen bei Fiitterung von L-Trp
namlich signifikant ab (Abb. 3.6). Dies lieRe sich durch kompetitive Inhibition der PAOx-
Synthese durch L-Trp erklaren, was impliziert, dass dasselbe Enzym die Bildung von PAOXx
und IAOXx aus L-Phe bzw. L-Trp in vivo katalysieren musste. Da CYP79-1 beide Substrate in
vitro akzeptiert, liegt die Vermutung nahe, dass es auch in vivo fiir die Biosynthese von PAOX
und IAOx verantwortlich ist. Eindeutig belegen l&sst sich diese Vermutung zum jetzigen
Zeitpunkt allerdings nicht, da eine sicherer Beweis nur durch ,Knock-Out* und
Uberexpression des CYP79-1-Gens in der Maislinie Delprim und damit korrelierende

Anderungen des PAOx-Gehalts erbracht werden konnte.

4.7 Ausblick

Mit CYP79-1 konnte eine funktionell aktive P450, die die Bildung der aromatischen
Aldoxime Phenylacetaldoxim und Indol-3-acetaldoxim katalysiert, identifiziert und in vitro
charakterisiert werden. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse dieses Gens mit Hilfe der
gRT-PCR deuten darauf hin, dass dieses Enzym auch in vivo fir die Bildung dieser Aldoxime
verantwortlich ist. Der ndchste Schritt wire , mittels “Knock-out”- oder RNAi-vermittelter
“Knock-down”-Experimente die Transkription von CYP79-1 in Herbivorie-induzierten
Maispflanzen der Linie Delprim auszuschalten. Damit kdnnte der Beweis erbracht werden,
dass CYP79-1 auch in vivo die Bildung aromatischer Aldoxime katalysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein Enzym identifiziert werden, das die Bildung der
volatilen aliphatischen Aldoxime 2- und 3-Methylbutyraldoxim sowie der Nitroverbindung 2-
Methylnitromethan und des Nitrils Benzylcyanid katalysierte, die im Duftbouquet der
Maispflanzen detektiert wurden. Um diese Enzyme zu identifizeren, missten zuné&chst
Bedingungen gefunden werden, bei denen die Biosynthese der entsprechenden Naturstoffe

starker induziert ist. Die Experimente von Turlings et al. (1998) deuten darauf hin, dass die
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Maislinie LG11 nach Herbivorie durch Ostrinia nubilalis groRe Mengen stickstoffhaltiger
Duftstoffe emittiert, die von den Autoren als putative Aldoxime beschrieben werden. Dieses
System scheint demnach geeignet, um fiir die Bildung volatiler Aldoxime verantwortliche
CYP79-Enzyme identifizieren zu kénnen.

Des Weiteren konnte versucht werden, durch die Futterung radioaktiv markierter Aldoxime
zu prifen, ob die Aldoxime im Mais Intermediate moglicher konsekutiver Biosynthesen
darstellen. Interessant ware in diesem Zusammenhang vor allem, ob in Maispflanzen
cyanogene Glykoside gebildet werden oder aber, ob die IAOx-Synthese in vergleichbarer
Weise zur Auxin-Homoostase beitragt, wie dies flr Arabidopsis thaliana gezeigt wurde
(Sugawara et al., 2009).

Dariiber hinaus kénnte durch die Futterung radioaktiv markierte Aldoxime tberprift werden,
ob die Biosynthese des 2-Methylnitrobutans und des Benzylcyanids wie vermutet ber ein
Aldoxim-Intermediat verlauft.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Normalisierungsgene fir die qRT-PCR-
Analyse gepruft. Die von Manoli et al. (2012) beschriebenen Normalisierungsgene MEP und
LUG wiesen dabei sehr stabile Expressionsraten auf. Demnach konnten diese Gene fir

weitere gRT-PCR-Analysen in Maispflanzen nach Herbivorie eingesetzt werden.
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5 Zusammenfassung

Maispflanzen setzen nach Herbivorie ein breites Spektrum volatiler Duftstoffe frei. Mittels
GC-MS- und GC-FID-Analyse des Duftbouquets konnte gezeigt werden, dass die Maislinie
Delprim unter anderem auch Spuren der aliphatischen 2- und 3-Methylbutyladoxime sowie
der Nitroverbindung 2-Methylnitrobutan und des Nitrils Benzylcyanid emittiert. In
MeOH/H,0-Extrakten des Blattmaterials konnten durch LC-MS/MS dariiber hinaus auch die
aromatischen, nicht volatilen Aldoxime Phenylacetaldoxim und Indolacetaldoxim detektiert
werden.

Fur die Aldoxim-Biosynthese in Pflanzen sind in bislang allen bekannten Féllen Cytochrom
P450 Monooxygenasen der Familie 79 verantwortlich. In dieser Arbeit wurden vier putative
CYP79-Gene aus cDNA  Herbivorie-induzierter ~ Maispflanzen  isoliert.  Die
Aminoséuresequenz von drei der vier isolierten Gene, CYP79-2, CYP79-3vl und CYP79-
3v2, wies erhebliche Unterschiede gegeniiber anderen CYP79-Enzymen auf. Die einzige
Aminosauresequenz eines CYP79-Gens aus Zea mays var. Delprim, die alle fur CYP79
charakteristischen Sequenzmotive enthielt, war CYP79-1. Diese zeigte die grofte
Sequenzibereinstimmung mit CYP79A1 aus der mit Zea mays verwandten Art Sorghum
bicolor. Zur funktionellen Charakterisierung wurden die CYP79-Gene heterolog im
Saccharomyces cerevisiae War.Stamm exprimiert, partiell gereinigt und die Enzymprodukte
nach der Inkubation mit den potentiellen Substraten L-Phe, L-Trp, L-Leu, L-lle und L-Tyr
mittels LC-MS/MS analysiert. Dabei konnte mit CYP79-1 zum ersten Mal ein funktionell
aktives CYP79-Enzym aus Mais identifiziert werden, das die Bildung von Phenylacetaldoxim
aus L-Phe und von Indol-3-acetaldoxim aus L-Trp in vitro katalysiert. Die putativen CYP79-
Enzyme CYP79-2, CYP79-3v1 und CYP79-3v2 wiesen dagegen keinerlei Aktivitat auf.
Mittels gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass die Expression des aktiven Enzyms CYP79-1
in Maispflanzen durch Herbivorie signifikant induziert wurde. Dieser Anstieg korrelierte mit
einem Anstieg des Phenylacetaldoxim-Gehaltes in den Herbivorie-induzierten Pflanzen.
Aufgrund der Aktivitat in vitro und der Korrelation zwischen Expressionsinduktion und
Produktakkumulation in Herbivorie-induzierten Zea mays var. Delprim ist zu vermuten, dass

CYP79-1 auch das fur die Phenylacetaldoxim-Bildung verantwortliche Enzym in vivo ist.
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9 Anhang

9.1 Daten der Duftsammlungen

Tab. 9.1: Daten der Duftsammlung von Zea mays var. Delprim nach Herbivorie und mechanischer

Verwundung in ng*h™*g? (FG)

Herbivorie durch

S.littoralis (H)

Mechanische

Verwundung &
JA-Applikation

Mechanische
Verwundung (M)

Kontrolle (K)

(MJ)
3-Methylbutyraldoxim* - - - -
2-Methylbutyraldoxim* - - - -
(E)-2-Hexenal 31,23+ 17,96 15,79+ 5,35 26,78 £ 5,86 -
n-Butanal 13,51+ 6,95 13,17 + 3,44 12,12 £ 5,39 8,7+6,95
Ethenylbenzen 18,88 + 2,97 10,7 £ 5,78 13,39 + 3,66 11,56 £ 2,59
2-Methyl-2,4-pentandiol 119,80 + 62,33 - - 78,35 + 46,62
6-Methyl-5-hepten-2-on 13,21 +2,35 3,28 + 0,86 6,83 + 1,67 10,73 + 2,45
B-Myrcen 16,76 + 4,06 11,7+0,63 4,22 + 0,58 2,90+ 1,30
3-Hexenol-1-acetat 99,77 + 44,86 86,87 + 15,1 44,24 + 9,07 10,33+ 7,13
Limonen 21,32 +2,50 9,06 £4,81 9,74 +£2,25 13,88 + 3,81
Phenylmethanol 22,72 + 3,76 8,73+ 3,15 2,02 £2,02 10,08 £ 3,25
Linalool 297,5 + 136,96 133,54 + 24,61 32,83 +6,19 31,99 £ 9,20
n-Nonanal 37,30+ 6,72 18,41 +£9,35 12,34 £ 2,65 27,34 + 3,10
Phenylethanol 9,07 £ 0,94 0,68+ 0,40 4,26 £1,15 -
(E)-4,8-Dimethyl-1,3,7- 110,20+ 4252  3526+546 5,17 £ 0,67 i
nonatrien
Benzylcyanid 2,92 +0,50 1,25+0,24 1,53+0,38 -
Phenylmethylacetat 10,02 £ 6,51 7,00+£1,84 - -
n-Dodecan 1,96 + 1,96 3,85+£0,34 2,52+£1,02 3,48 £1,98
n-Decanal 2497 +3,71 12,22 + 6,99 10,22 £ 2,42 20,74 £1,25
2-Phenylethylacetat 53,49 £ 17,13 8,54 £2,13 - -
Indol 322,5+138,45 25,51 £ 10,44 0,35+0,35 -
Geranylacetat 41,50 + 29,19 24,69 £ 9,42 - -
(E)-p-Caryophyllen 110,36 + 54,02 26,73 £ 5,79 3,07+£1,53 -
(E)-a-Bergamoten 328,65+ 131,12 122,16 + 27,56 14,29 + 6,68 -
(E)-B-Farnesen 548,44 + 240,71 209,4 + 58,79 18,56 + 8,98 -
B-Sesquiphellandren 26,05+ 12,82 11,88 + 3,82 0,51+0,51 -

*2- und 3-MBA waren nur in nicht quantifizierbaren Spuren detektierbar, vgl. Abs. 3.1.
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Tab. 9.2: Daten der Duftsammlung von Zea mays nach Aminosaurefiitterung in ng*h*g* (FG)

Kontrolle H,O Kontrolle JA lle + H,O
(E)-2-Methylbutyraldoxim - 0,08 + 0,04 -
(2)-2-Methylbutyraldoxim - 0,05+0,03 -
3-Methylbutylacetat - 0,32+ 0,04 -
2-Methylbutylacetat - 0,89+0,10 -
2-Methylnitrobutan - - -
n-Decan 7,44 £1,25 6,73+0,92 6,25+1,41
3-Hexenol-1-acetat 0,59+0,11 1,07 £ 0,08 0,55 +0,12
4-Methyldecan 2,26 £0,35 1,88+ 0,17 2,02+0,31
2,4-Dimethylheptan 3,75+0,30 2,93+0,31 3,54 + 0,60
5-Ethyl-2-methyloctan 1,43 +£0,17 1,07+£0,15 1,33+£0,24
n-Nonanal 1,38+ 0,08 1,94 +0,17 1,55+0,31
(E)-4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien - 10,61 £ 2,06 0,19+£0,08
Benzylcyanid - 0,02 £0,02 -
Phenylmethylacetat - 1,54+0,24 -
n-Dodecan 6,10 £ 0,63 7,73+£1,13 6,42 £ 1,36
n-Decanal 1,52 +£ 0,10 2,00+0,19 1,64 +0,30
2-Phenylethylacetat 0,30+0,11 6,09+ 0,98 0,14+ 0,10
Indol 0,21+0,12 7,60+2,11 0,07 £ 0,05
Geranylacetat - 0,52+0,2 -
(E)-p-Caryophyllen 0,72 £0,26 28,25+ 6,18 0,77 £0,09
(E)-a-Bergamoten 0,23 +0,09 11,20+ 2,12 0,29 + 0,05
(E)-B-Farnesen 0,30+£0,12 23,48 + 6,38 0,51+0,08
a-Humulen 0,16 £ 0,09 0,99 £ 0,35 -
p-Bisabolen - 1,28+0,1 -
B-Sesquiphellandren - 1,28 + 0,22 -
lle + JA Phe + H,O Phe + JA
(E)-2-Methylbutyraldoxim 1,13+0,48 - 0,27 £ 0,08
(2)-2-Methylbutyraldoxim 0,52+0,17 - 0,20 £ 0,06
3-Methylbutylacetat 0,44 +£0,20 - 0,60+ 0,10
2-Methylbutylacetat 5,62 £1,63 - 0,70+0,18
2-Methylnitrobutan 1,59+ 0,54 - -
n-Decan 8,82+243 6,27 £ 2,94 4,72+0,43
3-Hexenol-1-acetat 1,27 £ 0,25 0,87 £ 0,52 2,13+£0,38
4-Methyldecan 2,90+1,17 2,06 £0,79 1,69+ 0,28
2,4-Dimethylheptan 4,62 +1,59 3,55+ 1,47 2,70+0,31
5-Ethyl-2-methyloctan 1,76 £ 0,59 1,24+ 0,58 0,94 £ 0,06
n-Nonanal 1,82+0,34 2,01 £0,53 1,63 +0,22
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(E)-4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien 10,89 + 2,61 0,13 +0,09 17,23+ 3,74
Benzylcyanid 0,03+ 0,02 0,04 + 0,02 0,16 + 0,01
Phenylmethylacetat 1,40 £ 0,28 - 3,06 + 0,47
n-Dodecan 10,60 * 3,65 6,38 + 2,92 6,12+ 0,79
n-Decanal 2,06 £0,43 1,88+ 0,62 1,68 + 0,23
2-Phenylethylacetat 6,01 +0,97 0,43 +0,16 27,63 £ 3,82
Indol 8,02 £4,18 0,41 +0,22 20,49 £ 2,47
Geranylacetat 0,78+ 0,35 0,01+0,01 1,36 £ 0,29
(E)-p-Caryophyllen 26,50+ 6,6 0,28+0,18 39,32+ 3,84
(E)-a-Bergamoten 11,01 +2,31 0,32+ 0,09 30,38+ 4,19
(E)-p-Farnesen 19,95+ 5,19 0,47 +£0,19 111,41 £ 60,81
a-Humulen 1,83+0,53 0,18 £ 0,07 0,53+0,30
B-Bisabolen 2,42 £ 0,68 - 1,40+ 0,20
B-Sesquiphellandren 1,53+0,42 - 3,71+ 0,50

9.2 Daten der MeOH/H,O-Extrakte

Tab. 9.3: Phenylacetaldoxim-Gehalt in Zea mays var. Delprim nach Herbivorie und mechanischer
Verwundung in ng*g™ (FG)

Mechanische
Herbivorie durch  Verwundung & Mechanische
S.littoralis (H) JA-Applikation Verwundung (M)
(MJ)

Kontrolle (K)

Phenylacetaldoxim 0,95+0,32 1,78+0,51 1,28 +0,34 0,07 +0,03

Tab. 9.4: Phenylacetaldoxim- und Indol-3-acetaldoximgehalt in Zea mays var. Delprim nach

Aminosaurefiitterung in ng*g™ (FG)

Kontrolle H,O (K)  Kontrolle JA (JA) Phe + H,O

Phenylacetaldoxim 0,99 £ 0,50 4,26 + 2,60 1,79+ 0,28
Indol-3-acetaldoxim - - -

Phe + JA Trp + H,O Trp +JA

Phenylacetaldoxim 12,39 £ 2,04 0,37 £ 0,37 0,32+£0,10

Indol-3-acetaldoxim - 3,79+0,42 3,54 £0,98
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9.3 DNA-Sequenzen

CYP79-1, cDNA-Sequenz

ATGGTTTCCTCTCCGCAAGCAAATAAATTTCCTCTCCGCAAGCAAATTTCCTCGCCCTCCTCTTCGTGCATGGCT
CCTCATGTGCTATTAGTCCTAGTGATTCTCCTGTACCTCGTCAGAACCCTCAGGCCGTGGCGGAGCCGGAGGAAC
AGCACATGCTGCACCCCTTCGCTCCCGCCGGGGCCTGTGCCATGGCCCGTCGTTGGCAACCTGCCGGAGATGATG
CTGAGCGACAAGCCGGCGTTCCACTGGATCCACCATATCATGAAGGAGGCGGGAACCGACATCGCCTGCATCAAA
CTGGGCGGTGTCCACGTCATCCCCATCAGCTGCCCCAAGATCGCGCTCGAGGTGCTAAGCAACCAGGATGCCAAC
TTCGCTTCTCGCCCGCTCACCTTCGCCTCCAAGACCTTCAGCACAGGCTACAGGGACGCTGCAATGTCCCACTGC
GGCGACCACTGGAAGAAGATGCGCCGCGTGCTGGCCTCCGAGATCGTCTGCCCCTCCCGTCACAGGTGGCTCCAC
GACAAGCGTGCCGACGAGGCAGACAACCTCACCCGGTACGTCTACAACCTCGCGACGAAGGCGGGGTCGTCCGGL
GCCGTTGACGTTAGGCATATTGCGCGCCACTACTGCGGGAATGTCGTCCGCCGCCTCATGTTCAACACGCGCTAC
TTTGGCAAGCCACAGCCTGACAGTGGGCCTGGTCCACTGGAGGTACAGCATGTGGACGCCGTCTTTACCTCCCTC
GGCCTTCTCTACTCCTTCTGTGTCTCCGACTATCTCCCGTGGCTGCTGGGCCTCGACCTAGACGGCCACGAGAAG
ATGGTCAAGGAGGCCAATGAGAGGGTGACCAGGCTGCACGACGCGGTCATCGACGAGCGGTGGAGGCTGTGGAAG
AGCGGCGAGAGGCGGGAGCTCGAGGACTTCCTAGACGTGCTCATCATGCTCAAGGACGCCGAGGCCGGCAGACCG
GTGCTCAGCATCGAGGAGGTCAAAGCTCTGCTAATGGATATCACGTTCGCGTCCATGGACAACCCGTCGAATGCA
GTGGAGTGGGCTCTGGCCGAGATGGTGAACAACCCGACGATGCTTAAGAAGGCAGTGGACGAGATCGACAGCGTC
GTTGGCCAGGAACGGCTAGTGCAGGAGCACGACATCCCACGGCTAAACTACACCAAGGCCTGCATCCGCGAGGCG
TTCCGCCTGCACCCTGTAGCGCCTTTCAACGTTCCCCACGTCGCTGTCGCGGACGCCACTGTTGCCGGCTACCGC
ATCCCCAAGGGCAGCCACGTCATCCTCAGTCGCACTGGCCTTGGACGCAACCCTGATGTCTGGGACGACCCTCTT
CGCTTCGACCCCGAACGCCACATCCCTTTGAGCCCCGAGATGGAGGTCTCACTCGTTGAGCGTGATCTACGGTTT
ATCTCCTTCAGCACTGGTCGTCGCGGCTGCATCGCTGCAGCTCTTGGCACTGATATGACCATCATGCTCTTCGGT
AGGCTCCTGCAGGGGTTCTCTTGGAGCAAGATGACCGGGGTGGCGGCCATCGACCTTAGCGAGTCCAGGCACAAC
ACTTTCATGGCACGGCCACTCGTGCTACAGGCTAAGCCACGGCTTCCAGCGCACCTCTACCCCGGGATCTTGCTT
TGTAAGTAG

CYP79-2, cDNA-Sequenz

ATGGCGCTAGCACCTAGCCATGCACTCGTCGTCGCTCCGTTCACAGCACTCTGCGCCTTCCTTGCCCTCGCTTTA
TTATTTCTGTATAGCAAAGCAACGTCGTCGTCGAAGAAAACACAGCAGCTGCTGCCGCCGGGGCCGGCTGGGCTT
CCGATCATCGGCAGCCTGCACTGCGTGGTGTCAAAAAGGCCGGTGTTTCGGTGGATTCACGGCCTTCTCAAGGAC
ATGGACACCAACGTCCTGTGCCTCCGCTTCGGGGCCGTCCATGTCGTAGTAGTCGCCTGCCCAGAGACAGCCCGT
GAGGTTGTCAGAACGAACGACGCTGTCCTGGCGTCTCGCCCGGAGACAGTGGCCTCCGCACTGTTCAGCTTCGGG
TACAAGGGCTCCATCCTGACGCCCTACGGGGAGCAGTGGAAGAAGATGAGGCGGGTCCTCAGCTCCGAGATCCTG
TCGGCGTCAATGGAGCAGCGGCTGCAGCGCCGGCGAGCACAGGAGGCCGACTACCTCGTCGGTTTCCTGTACAGC
CAGTGCAGCGCATCTGCAGCTGCCTGCTGCTGCAGCGCCGTTGATGTACGCCATGTTGCACGGCATTTCTGCGGC
AACATGATACGGACACTCGTGTTCGGCAAGCGACACTTCTCCGTTGCTGCCGGCGGAGAAGTGGGCACTCGCATA
CATGTTCAGGAGATGATGTTTGCAACTATTGACAACCCATCAAACACGGTCGAGTGGGCACTCGCGGAGATGATG
AACAGACCGGAGGTCATGCACAAAGCGATGGAGGAGCTGGACACCGTCGTTGGCAAGGACAGGCTCGTCCAAGAA
CCCGACATCCCTCGCCTCAACTATCTGAAGGCGTGCGTGCGGGAGGCCTTCCGCATGCACCCCTACCACGCGTTC
AACCCGCCCCACGTCGCAACGGAAGACGCCATCGTTTCCGGCTACCTCATTCCCAAGGGCAGCCATGTACTCCTC
AGCCGGGTGGGGCTTGGCCGGAACCCTGACGTCTGGGACGCTCCTCTCCAGTTCCGGCCAGAGCGACATCTGATG
ATGAACGAGAACGACGACGTCGACGATAGGTACCACCATGTGGTTCTCACCGAACCAGATCTTCGGTTCATCTCG
TTCAGCGCAGGCAGGAGGGGATGCCCGGGGGTCTCACTCGGCAGCTCCGTTACGATGATGCTGTTCGCAAGGCTT
CTCCAAGGGTTCACATGGACCAAGCCTCCTGGCGTTCGTGCAATCAGGCTCCAGGAATCCAGCACAAGTCTCGCA
CTGGCTGAGCCACTCCTCTTACAAGCTCAGCCTCGTTTGCCGGTGCATCTCTATGCGTCTGGCTAG

CYP79-3vl, cDNA-Sequenz

ATGGCGCTAGCACCTAGCCATGCCCATGCATCACTTGCCGTCGCTCCATTCACGGTACTTTGCACCTTCCTTGCC
CTTGTTGCCTTATTGTTTCTGCATCGATATCGTCGAAGCAACGCAAGGCCATCGAAGAAAACACGGCAGCTGCCG
CCAGGCCCGGCCGGGTTGCCGATCATCGGCAGCCTGCACTGCCTGGTGTCGAAAAAGCCGGTGTTTCGGTGGGTT
CACGGCCTTCTCAAGGACATGAACACCAAGATCCTATGCCTCCGCTTCGGGGCCGTGCACGTCGTGGTAGTCGCC
TGCCCGGAGATAGCCCGCGAGGTTCTCAGGACGAACGACGCCGCCCTGGCGTCTCGCCCGGAGACGGACGLCTGC
GAGCTGTTCAGCCTCGGGTACAAGGGCACCATCCTGTCGCCCTACGGGGAGCAGTGGAGGAAGATGCGGCGGGTC
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CTCACCTCCGAGATCCTGTCCGCGTCGATGGAGCAGCGGCAGCAGCGGCGGCGAGCGCAGGAGGCCGACTACCTC
GTCGCTTCCCTGTACAGCCAGTGCTGCAGCAGCGCCAGCGCAGCCGCATCGTCGGCTGCTAGCTCCGCCGTCGTG
GACGTACGCCATGTGGCCCGCCACTTCTCCTGCAACATGATCCGGAGCCTCGTGTTCGGCAAGCGGCACTTCGGC
GCCGGCGCCGGCCCGGGTCCTGAGGAGGTGGCGCACGTGGACACGCTCTTCGCGCTGCTCAACTACATATACATC
TTCTCCGTCTCGGATTACGTCCCCGCTGCGTGGAGGTGGATGGTTGCTGGCCTCGACCTTGGCGGCGACAGGGAG
GCTGGCAGGAGCGTGATGAGGACTCTGAGCAGGCTGCATGATCCCATCATACGGGAGAGGATCCGTGAGTGGGAC
GGCCTTCGCGAACGCGGCGAGAAGAGAGAGGTCAGGGATTTCCTTGACGCGCTCGTCTCTCTCGTGGATTCGCAG
GGGCGGCCTTTATTGTCGTTCGACGAGATAAAAGCGCAGACAGCGGAGATGATGTTTGCAACCATTGACAACCCA
TCGAACGCGGTGGAGTGGGCGCTGGCGGAGATGATGAACAGGCCGGAGGTGATGAAGAAAGCAATGGAGGAGCTG
GACGCGGTGGTCGGCAAGGACAGGCTGGTGCAGGAGTCGGACATCCCGGGCCTCAACTACCTGAAGGCGTGCGTG
CGGGAGGCCTTCCGGCTGCACCCGTACCACGCTCTGAACCTGCCGCACGTCGCCATGGAAGACACCGTGGTCTCC
GGCTACCTGGTCCCCAAGGGCAGCCACGTGCTGCTGAGCCGGCTGGCGCTTGGGCGGAACCCCGACGTCTGGGAC
GAGCCTCTCCAGTTCCGGCCGGAGCGACATCTGGTGAACGACGGCGACGTGGTTCTCACGGAGCCGGACCTTCGG
TTCATCTCGTTCAGCGCGGGCAGGAGGGGGTGCCCGGGGGTGTCACTCGGCAGCTCCATTACGATGATGCTGTTC
GCAAGGCTCCTCCAAGGGTTCGCGTGGAGCAAGCCTCCTGGCGTCCGTGCGATCAGGCTCGAGGAATCCAGCGCA
AGCCTCGCACTGGCTGAGCCGCTCCTCTTACAAGCTCAGCCTCGTTTGCCGGTGCATCTCTATGCGTCTGGCTAG

CYP79-3v2, cDNA-Sequenz

ATGGCGCTAGCACCTAGCCATGCCCATGCATCACTTGCCGTCGCTCCATTCACGGTACTTTGCACCTTCCTTGCC
CTTGTTGCCTTATTGTTTCTGCATCGATATCGTCGAAGCAACGCAAGGCCATCGAAGAAAACACGGCAGCTGCCG
CCAGGCCCGGCCGGGTTGCCGATCATCGGCAGCCTGCACTGCCTGGTGTCGAAAAAGCCGGTGTTTCGGTGGGTT
CACGGCCTTCTCAAGGACATGAACACCAAGATCCTATGCCTCCGCTTCGGGGCCGTGCACGTCGTGGTAGTCGCC
TGCCCGGAGATAGCCCGCGAGGTTCTCAGGACGAACGACGCCGCCCTGGCGTCTCGCCCGGAGACGGACGLCTGC
GAGCTGTTCAGCCTCGGGTACAAGGGCACCATCCTGTCGCCCTACGGGGAGCAGTGGAGGAAGATGCGGCGGGTC
CTCACCTCCGAGATCCTGTCCGCGTCGATGGAGCAGCGGCAGCAGCGGCGGCGAGCGCAGGAGGCCGACTACCTC
GTCGCTTCCCTGTACAGCCAGTGCTGCAGCAGCGCCAGCGCAGCCGCATCGTCGGCTGCTAGCTCCGCCGTCGTG
GACGTACGCCATGTGGCCCGCCACTTCTCCTGCAACATGATCCGGAGCCTCGTGTTCGGCAAGCGGCACTTCGGC
GCCGGCGCCGGCCCGGGTCCTGAGGAGGTGGCGCACGTGGACACGCTCTTCGCGCTGCTCAACTACATATACATC
TTCTCCGTCTCGGATTACGTCCCCGCTGCGTGGAGGTGGATGGTTGCTGGCCTCGACCTTGGCGGCGACAGGGAG
GCTGGCAGGAGCGTGATGAGGACTCTGAGCAGGCTGCATGATCCCATCATACGGGAGAGGATCCGTGAGTGGGAC
GGCCTTCGCGAACGCGGCGAGAAGAGAGAGGTCAGGGATTTCCTTGACGCGCTCGTCTCTCTCGTGGATTCGCAG
GGGCGGCCTTTATTGTCGTTCGACGAGATAAAAGCGCAGACAGCGGTAAGATCAGATATGCATCTAAAAGAATTA
AGCTGTATGTGTTTTGCATTATTCATCATCATCTAACGTTGTGCCATTCATGCATGCATTGTTTTTTTGCAGGAG
ATGATGTTTGCAACCATTGACAACCCATCGAACGCGGTGGAGTGGGCGCTGGCGGAGATGATGAACAGGCCGGAG
GTGATGAAGAAAGCAATGGAGGAGCTGGACGCGGTGGTCGGCAAGGACAGGCTGGTGCAGGAGTCGGACATCCCG
GGCCTCAACTACCTGAAGGCGTGCGTGCGGGAGGCCTTCCGGCTGCACCCGTACCACGCTCTGAACCTGCCGCAC
GTCGCCATGGAAGACACCGTGGTCTCCGGCTACCTGGTCCCCAAGGGCAGCCACGTGCTGCTGAGCCGGCTGGCG
CTTGGGCGGAACCCCGACGTCTGGGACGAGCCTCTCCAGTTCCGGCCGGAGCGACATCTGGTGAACGACGGCGAC
GTGGTTCTCACGGAGCCGGACCTTCGGTTCATCTCGTTCAGCGCGGGCAGGAGGGGGTGCCCGGGGGTGTCACTC
GGCAGCTCCATTACGATGATGCTGTTCGCAAGGCTCCTCCAAGGGTTCGCGTGGAGCAAGCCTCCTGGCGTCCGT
GCGATCAGGCTCGAGGAATCCAGCGCAAGCCTCGCACTGGCTGAGCCGCTCCTCTTACAAGCTCAGCCTCGTTTG
CCGGTGCATCTCTATGCGTCTGGCTAG
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