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1 Einleitung

1.1 Der Kulturapfel

1.1.1 Herkunft

Der Kulturapfel (Malus x domestica BORKH., Syn. Malus pumilla MILL.) gehort zu den
Rosengewiéchsen und ist das wichtigste Baumobst der geméfigten Breiten (Velasco et al.,
2010). Nach Cornille et al. (2014) erfolgte die Entstehung des Kulturapfels in 4 Phasen:

e die Inkulturnahme von Malus sieversii (LEDEB.) M.ROEM. im Tien Shan Gebirge
in Zentralasien

e die Verbreitung durch den Menschen westwiérts entlang von grofsen Handelswegen,
wie der Seidenstrafe

o der Kontakt zu den Apfel-Arten Malus orientalis UGLITZK. und Malus baccata (L.)
BORKH.

e die Ankunft in Europa und die Hybridisierung mit Malus sylvestris (L.) MILL.,
dem Holzapfel

Durch die Nutzung von molekulargenetischen Daten ist die Nomenklatur vieler Spezies
im Umbruch. Thre taxonomische Stellung wird an neue Erkenntnisse zu deren Artent-
stehung angepasst. Auf Basis molekulargenetischer Daten ergibt sich eine deutliche Un-
terscheidbarkeit von Malus x domestica-Kultivaren und Malus sylvestris-Akzessionen,
womit der Holzapfel nur einen geringen Beitrag zum Genom des Kulturapfels beisteuert
(Velasco et al., 2010). Wahrscheinlich wird die Taxonomie der Gattung Malus zukiinftig
erneut iiberarbeitet (Cornille et al., 2014). Momentan wird von 25 bis 47 Arten inner-
halb der Gattung ausgegangen (Hoéfer und Meister, 2010). Allerdings sind nur Sorten der
Hybridart Malus x domestica in Industrielindern marktwirtschaftlich bedeutend.

1.1.2 Wirtschaftliche Bedeutung

Der Apfel ist mit einem jihrlichen Pro-Kopf-Verbrauch von 25,9 kg das beliebteste Obst
in Deutschland (BMELV-Statistisches Bundesamt, 2013). Die Anbaumenge in Deutsch-
land ist seit 10 Jahren stabil und liegt bei etwa einer Megatonne pro Jahr (FAO, 2015). Im
europdischen Ertragsvergleich steht Deutschland an vierter Stelle (siche Abbildung 1.1).
Entgegen der Stagnation der Produktionsmenge in Europa nimmt der weltweite Anbau in
den letzten 20 Jahren stetig zu (Abbildung 1.2). Seine grofe Bedeutung fiir die mensch-
liche Erndhrung behielt der Kulturapfel iiber Jahrhunderte, weil fortwdhrend Pflanzen
mit besseren Merkmalskombinationen selektiert wurden. Diese Sorten unterscheiden sich
zum Beispiel in Merkmalen der Fruchtqualitét.
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Abbildung 1.1: Die Top10 der europiischen Apfelproduktionsléinder.
Quelle: FAO (2015)
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Abbildung 1.2: Die weltweite und europaweite Apfelproduktion der letzen 20 Jahre.
Quelle: FAO (2015)
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1.2 Das Apfelaroma

1.2 Das Apfelaroma

Das Aroma eines Apfels ist fiir den Verbraucher ein wichtiger Schliisselfaktor der Frucht-
qualitit (Costa et al., 2013). Der Geschmack entsteht durch ein komplexes Zusammen-
spiel zwischen Geschmacksrezeptoren, ortho- und retronasaler Geruchswahrnehmung,
Textur und optischem Eindruck, wobei der Geruch durch fliichtige chemische Stoffe ver-
mittelt wird (Shepherd, 2006). Fiir den Verbraucher sind sensorische Eigenschaften wie
Aroma, Saftigkeit und Festigkeit von grokerer Bedeutung als beispielsweise Ndhrwert
oder kontrolliert biologischer Anbau (Péneau et al., 2006). Die Vorliebe der Verbraucher
kann sich allerdings unterscheiden - einige bevorzugen knackige, fruchtige Sorten, andere
bevorzugen saftige, saure Apfel (Harker et al., 2003). Das Apfelaroma ist eine komplexe
Eigenschaft und die Entstehung der einzelnen Aromakomponenten bezieht viele Stoff-
wechselwege ein (Dunemann et al., 2012).

1.2.1 Biochemische Grundlagen

Bereits Cunningham et al. (1986) identifizierten 27 fliichtige Stoffe als typische Apfel-
aromen. Heute wird von etwa 20 Schliisselaromastoffen ausgegangen, deren Synthesewe-
ge erforscht werden (fiir eine Ubersicht, siehe Schwab et al., 2008). Die meisten Aro-
masubstanzen mit hohen Konzentrationen gehoren zur Stoffgruppe 'Ester’ (Dunemann
et al., 2012; Rowan et al., 2009a; Altisent et al., 2009). Die Fruchtester werden haupt-
séchlich durch zwei verschiedene Stoffwechselwege synthetisiert. Verzweigt-kettige Fruch-
tester werden aus Isoleucin gebildet, wohingegen unverzweigt-kettige Fruchtester durch
LOX (Lipoxygenase) und nachfolgende Enzyme im LOX-Stoffwechselweg aus Fettsiuren
gebildet werden (Dunemann et al., 2012; Rowan et al., 2009b). Wichtige Schliisselkom-
ponenten des Apfelfruchtaromas, die Ester Butylazetat und Hexylazetat, werden durch
den LOX-Stoffwechselweg synthetisiert (Rowan et al., 2009a; Song und Forney, 2008).

1.2.2 Lipoxygenase-Stoffwechselweg in Pflanzen

An der Bildung eines unverweigt-kettigen Esters (Abbildung 1.3) sind vier Enzyme des
Lipoxygenasestoffwechselweges beteiligt:

LOX,

HPL (Hydroperoxydlyase),

ADH (Alkoholdehydrogenase) und
AAT (Alkohol-Azyl-Transferase).

LOXs sind eisenhaltige Dioxygenasen, deren Eisen-Ton nicht als Him-Komplexverbind-
ung vorliegt und welche die Verbindung von molekularem Sauerstoff mit mehrfach unge-
sattigten Fettsduren katalysieren (Feukner und Wasternack, 2002). Unter den pflanzlichen
LOXs sind zwei Typen bekannt, einige LOXs oxidieren bevorzugt das C9-Atom (9-LOX),
andere bevorzugt das C13-Atom des Kohlenstoffriickgrades der Fettsaure (13-LOX) und
produzieren entsprechend die (95)- und (13S)-Hydroperoxy-Derivate (9- bzw. 13-HPOD
bei Linolsaure, 9- bzw. 13-HPOT bei Linolensédure) (Schwab et al., 2008). Auch LOXs mit

15



1 FEinleitung

A:/M:/\/W\COOH

9,12,15-Octadecatriensaure
(Linolensaure)

COOH
OH

13-Hydroperoxy-9-cis,11-trans,15-cis-
Octadecatriensaure — — COOH

(13-HPOT) \
(6] H

HPL 9,10-Keto-12,15-Octadecadiensaure
(KODA)
/\:/\CHO

Hexenal

ADH¢ \ o
>
NV AVad coor

Hexanol Jasmonat

AATi

AVAV AV

Hexylazetat ©

< <€<<

Abbildung 1.3: Ausgewihlte Produkte der Lipoxygenasereaktion. Aus ungesittigten
Fettsduren (hier Linolensidure) werden durch das Enzym Lipoxygenase Vorstufen fiir wichti-
ge Sekundarmetabolite gebildet. Aus 13-LOX-Produkten entstehen Vorstufen fiir Signalstoffe
der Stressantwort (z.B. Jasmonate), aber durch Umsetzung mittels Hydroperoxid-Lyase (HPL),
Aldehyd-Dehydrogenase (ADH) und Alkohol-Azyl-Transferase (AAT) auch viele Aromaester
(z.B. Hexylazetat) und green leaf volatiles (z.B. Hexenal und Hexanol). Die Aktivitdt von 9-
LOXs zeigt einen empirischen Zusammenhang mit Pathogenresistenz und wird in Verbindung
gebracht mit der Bildung von Stoffen der entwicklungsphysiologischen Regulation (hier KODA).
(Abbildung nach Schwab et al., 2008; Kittikorn et al., 2011).
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1.2 Das Apfelaroma

Mischaktivitdt sind bekannt (Palmieri-Thiers et al., 2009; Liu und Han, 2010; Cho et al.,
2012). LOXs mit dualer Positionsspezifitiat der Oxygenierung produzieren die beiden
Produktisomere (9- und 13-HPOD/HPOT) in einem Verhiltnis von unter 10:1 (Hughes
et al., 2001). Die LOX CsLOX1 aus der Teepflanze produziert beide Produkte im sto-
chiometrischen Verhéltnis 1:1 und zeigt keine Positionspezifitdt (Liu und Han, 2010).

Die verschiedenen HPL-Isoformen kénnen die 9- und 13-Hydroperoxy-Derivate der
mehrfach ungeséttigten Fettsduren spalten und dadurch fliichtige Aldehyde bilden (Schwab
et al., 2008). Bei Apfel wurde bisher nur 13-HPL-Aktivitdt nachgewiesen (Noordermeer
et al., 2000). Das Enzym ADH reduziert das Aldehyd zu einem Alkohol (Schwab et al.,
2008).

In der Apfelfrucht ist die AAT MdAATI im letzten Schritt der Estersynthese betei-
ligt (Dunemann et al., 2012). Durch das Enzym wird eine mit Coenzym A verester-
te Azylgruppe mit dem aus dem LOX-Stoffwechselweg entstandenen Hexanol verestert
(Schwab et al., 2008). Die AAT-Aktivitat korreliert mit der Menge von fliichtigen Fruch-
testern (Li et al., 2006). Verschiedene Apfelsorten besitzen unterschiedliche Isoformen
des AAT-Enzyms (Dunemann et al., 2012). Die Zusténde einiger SNPs (single nucleotide
polymorphisms) innerhalb der Sequenz des MdAAT-Gens korrelieren mit der Menge von
vier Fruchtestern (Dunemann et al., 2012). Neben den abschliekenden, sind die einleiten-
den enzymatischen Reaktionen in Stoffwechselwegen wichtige Regulationsstellen fiir die
Aromaproduktion im Apfel (Schaffer et al., 2007).

Funktion von durch Lipoxygenase gebildeten Stoffen

Der erste Schritt des Stoffwechselweges, die LOX-Reaktion, hat durch die Positionsspezi-
fitdt des Proteins grofien Einfluss darauf, welche Funktion das schlussendliche Synthese-
produkt im pflanzlichen Metabolismus haben wird.

In der Sojabohne besitzen einige LOXs die Funktion von Speicherproteinen (Feufiner
und Wasternack, 2002). In Gurkenkeimlingen wird die Mobilisierung von Speicherfetten
durch eine spezielle 13-LOX eingeleitet (Feussner et al., 1996).

Es werden unterschiedliche biologische Funktionen von mittelbar durch LOX gebilde-
ten Stoffen vermutet. Die Genexpression von 9-LOXs wird in Tabak bei viraler Infektion
induziert (Huang und Schwab, 2011) und antisense-Expression eines 9-LOX-Gens fiihrt
bei Infektion mit Phytophthora parasitica zu erhohter Anfélligkeit (Rancé et al., 1998).
Kittikorn et al. (2011) beschreiben KODA (9,10-ketol-octadecadienoic acid) als Derivat
eines 9-LOX-Produktes und schreiben einer erhohten KODA-Konzentration die Unter-
driickung des MdTFL1-Gens zu, welches laut Héttasch et al. (2008) einen Einfluss auf
die Bliitenknospenentwicklung hat.

Die Beteiligung von LOX an der Synthese von Jasmonat ist lange bekannt (Vick und
Zimmerman, 1987). Inzwischen ist der Syntheseweg detailliert aufgeklért, 13-LOX bil-
den Vorstufen fiir Jasmonate (fiir eine Ubersicht, siche Wasternack, 2007). Jasmonate
und Jasmonatderivate sind an der pflanzlichen Stressantwort sowie an Wachstums- und
Entwicklungsprozessen beteiligt. Beispielsweise ist die Doppelmutante von Arabidopsis
thaliana-Pflanzen, in der zwei redundante 13-LOX (LOX3, LOX4) mutiert sind, ménn-
lich steril und zeigt eine vom normalen Habitus abweichende Bliitenstandsmorphologie
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1 FEinleitung

(Caldelari et al., 2011). Dieser vom Wildtyp abweichenden Entwicklung kann durch exo-
gene Jasmonatapplikation entgegengewirkt werden (Caldelari et al., 2011).

Die durch 13-LOX gebildeten C6-Aldehyde und deren Alkoholderivate werden grund-
sdtzlich als green leaf volatiles bezeichnet, weil deren Aroma oft mit dem Geruch von frisch
gemihtem Gras verglichen wird (Matsui et al., 2006). Viele green leaf volatiles besitzen
antimikrobielle Eigenschaften (Feufner und Wasternack, 2002). Diese Griinnoten sind
auflerdem ein wichtiger Bestandteil des Fruchtaromaprofils einiger Apfelsorten und Vor-
stufen fiir einige der als fruchtig wahrgenommenen Ester. Die Menge an aromarelevanten
fliichtigen Estern, wie z. B. Hexylazetat und Butylazetat korreliert mit der LOX-Aktivitét
und lisst eine Rolle des LOX-Stoffwechselwegs in der Aromastoffproduktion vermuten
(Altisent et al., 2009). Die starke LOX-Enzymaktivitidt wihrend der Fruchtreife deutet
darauf hin, dass der LOX-Stoffwechsel etwas zur Aromastoffsynthese beitréigt (Echeverria
et al., 2004). Im Allgemeinen sind mehrere LOX-Isoformen fiir die vielfaltigen Funktionen
innerhalb verschiedener Gewebe einer Pflanze verantwortlich.

1.2.3 Abundanz der Lipoxygenase-Gene

Die Anzahl der LOX-Gene und der LOX-Proteinisoformen variiert in verschiedenen Pflan-
zenarten. Auf der Grundlage von klonierten Sequenzen des Tomaten-Transkriptoms wur-
den sechs unterschiedliche Gene beschrieben (Chen et al., 2004; Shen et al., 2014). Eben-
falls sechs LOX-Gene wurden im Arabidopsis thaliana-Genom gefunden (Bannenberg
et al., 2009). Der Wein, Vitis vinifera, besitzt mindestens 18 LOX-Gene (Podolyan et al.,
2010). Eine dhnlich grofe Anzahl an LOXs sind bei Kartoffel und Soja gefunden wor-
den (Liavonchanka und Feussner, 2006; Shin et al., 2008). Kiirzlich wurden 23 Gene der
LOX-Genfamilie der Birne auf Basis des sequenzierten Genomes von Pyrus bretschnei-
deri identifiziert (Li et al., 2014). Neun Apfel-LOXs wurden von Schaffer et al. (2007)
beschrieben.

Um mogliche Ursachen fiir die teilweise groke Anzahl an LOX-Genen zu identifizieren,
muss sich ein Uberblick iiber die Genomorganisation verschafft werden.

Exkurs: Das Genom des Apfels

Fiir die Entstehung des heute diploiden Genoms des Apfels wurden verschiedene Theorien
formuliert. Nach Chevreau und Laurens (1987) postulierte Stebbins (1950) den Ursprung
der 17 Chromosomen der Maloideae durch die Hybridisierung einer Art der Spiraeoideae
mit 9 Chromosomen und einer Art der Prunoideae mit 8 Chromosomen. Die phylo-
genetische Analyse einzelner Gene und die Ergebnisse der Apfel-Genomsequenzierung
bestétigen allerdings die Theorie, dass das Genom des Apfels durch ein GWD (genome-
wide duplication event, genomweites Duplikationsereignis) hervorgegangen ist und dass
genetisches Material eines Chromosoms bei Reorganisation des Genoms umverteilt wur-
de (Evans und Campbell, 2002; Velasco et al., 2010). Auch weit &ltere GWDs wurden
fiir Wein und Apfel nachgewiesen, sodass von einem hexaploiden Genomzustand des vor-
zeitlichen eudicotylen Vorfahrens ausgegangen wird (Velasco et al., 2010). Die vielfachen
GWDs sind eine Erklarung fiir die groke Genanzahl. Die iber 57 000 identifizierten Gene
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1.3 Lipoxygenase-Kandidatengen fiir Aroma

im Apelgenom sind die hochste Anzahl, die bislang fiir eine Art beschrieben wurden (Ve-
lasco et al., 2010). Speziell an der Entwicklung der Frucht beteiligte Gene, beispielsweise
StMADS11-Gene, sind vervielfacht (zwei Gene aktiv in Arabidopsis thaliana, 15 Gene
aktiv in Apfel) (Velasco et al., 2010). Ein Beipiel aus dem Kohlenhydratmetabolismus:
Der Apfel besitzt 71 Sorbitolmetabolismusgene, bei anderen Pflanzen liegt die Anzahl
zwischen 9 und 43 (Velasco et al., 2010). Dabei ist das Genom des Apfels mit geschétz-
ten 742,3 Mbp relativ klein und dadurch ein wichtiger Modellorganismus fiir funktionale
Genomstudien an ausdauernden, verholzten Bedecktsamern (Velasco et al., 2010; Han
und Korban, 2008). Weiterhin besitzt die Arbeitsversion der Apfelgenomsequenz eine
hohe Qualitat (Feuillet et al., 2011). Die Gene des Apfels sind anndhernd vollstindig
sequenziert, 98 % der nicht assemblierten Sequenzen sind repetetive Elemente (Velasco
et al., 2010). Dies ermoglicht die umfassende Identifizierung einer Genfamilie.

Auch Kopplungsanalysen von Markern verschiedener Apfel-Nachkommenschaften er-
brachten das Resultat, dass der Apfel 17 Kopplungsgruppen unterschiedlicher Lange be-
sitzt, wobei jede Kopplungsgruppe theoretisch einem physisch vorhandenen Chromosom
entspricht (Liebhard et al., 2003; N'Diaye et al., 2008). Genetische Genkarten werden auf
Basis der vorhandenen oder nicht vorhandenen Kopplung moglichst vieler Marker inner-
halb einer definierten Nachkommenschaft erstellt. Sie sind unverzichtbar fiir verschiedene
biostatistische Methoden, wie die Kopplungsanalyse mittels QTLs (quatitative trait loci).

Die Struktur des Kulturapfelgenoms und die zum Teil grofe Anzahl an LOX-Genen im
Genom anderer Pflanzen lasst vermuten, dass auch im Apfelgenom viele LOXs codiert
sind.

1.3 Lipoxygenase-Kandidatengen fiir Aroma

Das Kandidatengen zu finden, das makgeblich fiir Aroma verantwortlich ist, ist bei einer
grofsen Genfamilie eine Herausforderung.

Bisher wurden lediglich neun Apfel-LOX-Gene aus Datenbanken mit ESTs (ezpressed
sequence tags) identifiziert. Durch die statistische Auswertung von verschiedenen EST-
Bibliotheken konnten Park et al. (2006) einen EST-Cluster identfizieren, welcher bei
der Synthese von Aromastoffen eine bedeutende Rolle spielt. Das identifizierte Cluster
MD187410 konnte bereits in vorangegangenen Studien von Dunemann et al. (2009) auf
der Kopplungsgruppe 9 kartiert werden. Die Position liegt innerhalb eines Bereiches, in
dem durch QTL-Analyse wichtige genetische Komponenten identifiziert wurden, die die
Menge einiger Fruchtester beeinflussen (Dunemann et al., 2009). Ein QTL weist einen Be-
reich innerhalb des Genoms aus, der einen signifikanten Einfluss auf ein Merkmal ausiibt.
Wenn ein QTL nahe eines Kandidatenegens mit bekannter katalytischer Funktion liegt,
kann daraus auf die mégliche Beteiligung bei der Ausprigung des Merkmals geschluss-
folgert werden (Dunemann et al., 2012; Mellidou et al., 2012; Chagné et al., 2012b). Bis
zu 350 fliichtige Substanzen wurden in Apfelfriichten gefunden, die verschiedenen Stoff-
gruppen, wie z. B. Estern, Alkoholen und Aldehyden zugeordnet werden kénnen (Rowan
et al., 2009b; Song und Forney, 2008). In vorliegender Arbeit wurde sich auf wenige
Schliisselaromastoffe aus den Arbeiten von Dunemann et al. (2009) und Dunemann et al.
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(2012) beschrinkt. Zusammen mit Markerdaten konnen Assoziationen zwischen einem
Marker und einem Aromastoff identifiziert werden. Diese Markerdaten wurden in voran-
gegangenen Studien ermittelt (HIDRAS Framework, 2010; Dunemann et al., 2009).

Die differentielle Expression verschiedener Gene in unterschiedlichen Geweben oder zu
verschiedenen Zeitpunkten kann Vermutungen iiber die Funktion eines Genes stiitzen
oder widerlegen. In Tomate sind verschiedene LOX-Isoformen in verschiedenen Reifesta-
dien innerhalb einer Pflanze aktiv (Heitz et al., 1997; Chen et al., 2004). Fiir nahezu alle
in der ndheren Vergangenheit beschrieben LOX-Gene, wurde entweder die gewebespezifi-
sche Expression oder die Verdnderung der Expression wiahrend der Fruchtreife oder einer
Stressreaktion bestimmt (z.B. Liu und Han, 2010; Podolyan et al., 2010; Santino et al.,
2005). Die Expressionsanalyse mittels RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) ist héufig
die Methode der Wahl, um die differentielle Expression von LOX-Genen festzustellen
(z.B. Liu et al., 2011; Marmey et al., 2007; Zhang et al., 2006; Santino et al., 2003). Es
ist wahrscheinlich, dass Kandidatengene fiir Apfelaroma zur Fruchtreife eine verdnderte
Expression zeigen. In der Tomate wurde TomLozC identifiziert, dessen Expression zum
Reifezeitpunkt stark zunimmt (Heitz et al., 1997). Chen et al. (2004) stellten signifikant
reduzierte Aromastoffkonzentrationen in Pflanzen fest, bei denen TomZLozC-Transkripte
durch antisense-Konstrukte stark verringert wurden. Die Expression von bis zu drei ver-
schiedenen Apfel-LOX-Genen ist zur Fruchtreife erh6ht (Schaffer et al., 2007).

Bislang konnte noch nie auf so umfangreiches Sequenzmaterial des Apfels zuriickge-
griffen werden, um die LOX-Genfamilie zu untersuchen und Kadidatengene fiir Aroma
zu identifizieren. Mithilfe der Apfel-Genomsequenz von Velasco et al. (2010) kann die
Genfamilie vollstandig erfasst und umfassend charakterisiert werden.

1.4 Ziele der Arbeit

Der Geschmack des Apfels ist eines der wichtigsten Fruchtmerkmale. Annihernd alle
Sorten besitzen ein eigenes, komplexes Aromaprofil. Allein die Produktion der Schliis-
selaromastoffe bezieht mehrere Stoffwechselwege ein. Die Identifizierung der beteiligten
Gene ist die Grundvoraussetzung fiir das Verstdndnis der Aromastoffentstehung. Die ziel-
gerichtete Ziichtung einer Sorte mit einem speziellen Aroma ist schneller durch moderne
Strategien moglich, beispielsweise der markergestiitzten Selektion oder transgenen und
cisgenen Ansitzen. Dafiir miissen die Zielgene und die allelbedingten phinotypischen
Unterschiede bekannt sein. Fiir wenige andere Gene, die bei der Produktion von Schliis-
selaromastoffen des Apfels beteiligt sind, ist die Rolle bei der Aromabildung bekannt.
Allerdings gibt es bislang keine Erkenntnisse, die ein bestimmtes LOX-Gen eindeutig mit
einer Funktion in der Fruchtaromaproduktion in Verbindung bringen.

Ziel der Arbeit ist es, das LOX-Gen des Apfels zu identifizieren, welches den hauptséch-
lichen Beitrag leistet fiir die Produktion von wichtigen Aroma-Schliisselkomponenten,
némlich den unverzweigten Fruchtestern, Alkoholen und Aldehyden. Dazu werden

e die LOX-Gene des Apfels identifiziert.
e diese Gene und deren Genprodukte bioinformatisch charakterisiert, um z. B. Infor-
mationen {iber deren Funktionalitit und Spezifitdt zu erhalten.
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1.4 Ziele der Arbeit

Weiterhin wird:

e die Genexpression moglichst vieler LOX-Gene untersucht, um zu ermitteln, welche
in Frichten bzw. in der spaten Phase der Fruchtreife aktiv sind.

e durch Assoziationsstudien gepriift, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen
Kandidatengenen und der Art und Menge verschiedener Fruchtester, Fruchtalko-
hole und Aldehyde vorliegt.

e erginzend durch Sequenzvergleich und Proteinmodellierung iiberpriift, welche Me-
chanismen als Ursache fiir die sortenspezifische Unterschiede in der Aromastoffbil-
dung warscheinlich sind.

Die Feststellung des bedeutendsten LOX-Gens bei der Produktion von Schliisselaroma-
stoffen wiirde noch bessere Moglichkeiten bieten zur zielgerichteten Sortenziichtung mit
Blick auf das Aroma durch moderne markerbasierte Ziichtungsstrategien.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

- fiir die Klonierung

Aus den Apfelsorten ’Alkmene’, 'Discovery’, ’Golden Delicious’, "McIntosh’, 'Royal Gala’
und "Prima’ wurde DNA (deozyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsiure) isoliert, um die
gesamte kodierende Sequenz der LOX-Gene zu klonieren. Das Pflanzenmaterial stammt
vom Versuchsfeld des Julius Kiihn-Institutes Dresden-Pillnitz.

- fiir die Expressionsanalysen

Das Probenmaterial fiir die Expressionsanalysen der Sorten ’Golden Delicious’ und "Mcln-
tosh’ stammt ebenfalls aus dem Versuchsfeld des JKI Dresden-Pillnitz. Fiir die gewebe-
spezifischen Untersuchungen wurden Bliiten zur Vollbliite 2011 gesammelt. Junge Blatter
wurden im Friihjahr 2011 gesammelt, als die ersten Laubblétter vollsténdig entfaltet wa-
ren. Die Fruchtschale von reifen Apfeln wurde im Herbst 2010 geschilt, sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.

Fiir die Expressionsanalyse wihrend der Fruchtentwicklung wurden 2011 aller 20 Tage
Fruchtproben gesammelt. Zu den ersten beiden Probenahmezeitpunkten (Vollbliite, 20
Tage nach Vollbliite) wurden die ganze Bliite bzw. die vollstindige kleine Apfelfrucht
benutzt. Bei allen weiteren Probenamezeitpunkten wurde nur die Fruchtschale gesam-
melt, denn die Aromastoffe werden bei Tomate und Apfel hauptsichlich in der Schale
produziert (Defilippi et al., 2005; Ties und Barringer, 2012). Es wurden weiterhin reife
Apfel fiir 10 beziehungsweise 20 Tage bei Raumtemperatur und gekiihlt bei 8 °C gelagert,
um die Expression bei kurzzeitiger Lagerung zu untersuchen. Alle Proben wurden sofort
in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zum Zeitpunkt der Isolation der RNA (ribo-
nucleic acid, Ribonukleinsdure) bei —80 °C gelagert. Es wurde Material von zumindest 3
Proben gemischt und auf biologische Replikate bewusst verzichtet.

- fiir die Test-PCR auf Genspezifitat der Primer

Es wurden DNA-L6sungen von folgenden 29 Sorten benutzt, um festzustellen, dass ein
Primerpaar spezifisch fiir das Zielgen ist und mutmaiflich fiir alle Sorten des Kulturapfels
nutzbar ist: ’Akane’; ’Alkmene’, 'Braeburn’, ’Clivia’, 'Cox Orange’, 'Discovery’, 'Elan’,
"Elstar’, ’Fiesta’, ’Gala’, "Gloster’, ’Golden Delicious’, ’Granny Smith’; ’Idared’, 'Ingrid
Marie’, "James Grieve’, 'Jonamac’, ’Jonathan’, ’Kent’, "McIntosh’, ’Monroe’, ’Mutsu’,
"Pilot’, "Pinova’, "Prima’, "Priscilla’, 'Red Delicious’, ’Sparta’ und "Weifser Winterkalvill’.
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2 Material und Methoden

- fiir die LOX-Genkartierung

Fiir die Bestimmung der Genposition in einer Kopplungskarte (notwendig fiir die QTL-
Analyse von Fruchtaromastoffen) wurden DNA-Losungen von 30 Individuen der soge-
nannten C3-Population benutzt. Die C3-Population besteht aus 150 F1-Pflanzen. Diese
sind aus einer Kreuzung zwischen den Apfelsorten ’'Discovery’ und 'Prima’ mit 'Discove-
ry’ als Mutterpflanze hervorgegangen. Die benutzten Genotypen tragen die Kennungen:
D002, D004, D005, D006, D013, D016, D018, D024, D039, D041, D048, D058, D061,
D070, D076, D078, D089, D092, D097, D102, D109, D119, D123, D125, D133, D165,
D167, D175, D214 und D221. Diese Population wurde im JKI Dresden-Pillnitz geziichtet
und bereits in vorangegangenen Arbeiten benutzt (Dunemann et al., 2009, 2012).

- fiir die Infektionsversuche

Uber die fiir den jeweiligen Infektionsversuch verwendeten Sorten gibt Tabelle 2.1 Aus-
kunft. Die Apfelpflanzen wurden im Winter 2011/2012 im JKI Dresden-Pillnitz veredelt.
Als Unterlage wurde die Sorte 'M9’ benutzt. Die Edelreifer stammen aus der Genbank
des JKI Dresden-Pillnitz.

Tabelle 2.1: Apfelsorten der Pathogeninfektionen. Es wurde je eine anfillige und eine
resistente Sorte fiir jeden Infektionsversuch benutzt.

Versuch anfillige Sorte resistente Sorte
Erwinia-Infektion "Gala’ Malus x robusta "Mrb’
Eriosoma-Infektion 'Gala’ "Northern Spy’
Venturia-Infektion "Gala’ "Regia’

2.2 Benutzte Mikroorganismen

Fiir die Transformation mit Plasmiden mit inserierten Lipoxygenase-Genen wurden Esche-
richia coli JM109-Zellen (Promega, Mannheim, Deutschland) benutzt. Diese wurden bis
zu ihrer Verwendung bei —80°C gelagert. Fiir den Infektionsversuch mit Erwinia amy-
lovora wurde Ea222 benutzt, da dieser Erregerstamm die anfillige Sorte ’Gala’ infiziert,
am resistenten Genotyp Malus X robusta *Mr5’ andererseits keine Symptome sichtbar
werden. Das Material entstammt der Sammlung des JKI Dresden-Pillnitz. Fiir die Ap-
felschorfinfektion wurde ein Isolat von Bléttern der Akzession 821 von Malus floribunda
hergestellt. Auf dieser Akzession kommt ausschlieflich die Schorfrasse 7 vor. Fiir eine
Ubersicht zu den Schorfrassen, siehe Bus et al. (2009).
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2.3 Bestimmung des Fruchtaromas

Prdparation der Proben

Fiir die Aromastoffanalyse wurden reife Apfelfriichte von 85 Individuen der C3-Population
in der Saison 2009 geerntet. Diese erstreckte sich je nach Sorte von Mitte August bis
Mitte September. Eine représentative Anzahl von 8-10 typisch ausgebildeten Friichten
wurde gewaschen, abgetrocknet und die Friichte nach Entfernung des Kerngeh&uses in
Scheiben geschnitten. Ein bis zwei Scheiben von 5-10 Apfeln wurden mit einem Mixer
piiriert und nach Zugabe von Natriumchlorid (20 % w/v) zentrifugiert. Ein Aliquot des
Uberstandes wurde mit festem Natriumchlorid gesittigt und dadurch die enzymatische
Aktivitdt weitestgehend gestoppt. Die prirarativen Arbeiten wurden durchgefithrt durch
die Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Frank Dunemann (damals tétig im JKI - Institut fiir
Ziichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen und Obst, Dresden-Pillnitz, heute té-
tig im JKI - Institut fiir Ziichtungsforschung an gartenbaulichen Kulturen, Quedlinburg).
Beschrieben sind diese Arbeiten durch Dunemann et al. (2009).

Gaschromatographische Analyse

Von diesem Uberstand wurden die fliichtigen Aromakomponenten mittels headspace solid
phase microextraction (HS-SPME) mit einer 100 pm Polydimethylsiloxan Fibrille (Supel-
co, Bellefonte, PA, USA) durch einen MPS2 autosampler der Firma Gerstel (Miilheim,
Deutschland) gesammelt. Die ausfiihrliche Beschreibung der Durchfithrung der Aroma-
stoffanalyse des Apfels durch Trennung mittels einer polaren Sdule und Bestimmung mit
GC-FID und GC/MS sowie die Datenverarbeitung mit Mustererkennung (holistischer
Ansatz) wurde von Schulz et al. (2003), Dunemann et al. (2009) und Ulrich et al. (2011)
beschrieben. Da das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit auf Aromastoffen liegt, die durch
LOX gebildet werden, wurden die Werte von 15 ausgewéhlten Aromastoffen fiir die QTL-
Analyse benutzt. Durchgefiihrt wurden die analytischen Arbeiten durch die Arbeitgruppe
von Herrn Dr. Detlef Ulrich (JKI - Institut fiir 6kologische Chemie, Pflanzenanalytik und
Vorratsschutz, Quedlinburg). Freundlicherweise stellten mir Herr Dr. Frank Dunemann
und Herr Dr. Detlef Ulrich die Daten fiir meine Untersuchungen zur Verfiigung.

2.4 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.4.1 DNA-Isolation
Das DNA-Material fiir

die Klonierung der LOX-Gene in ihrer gesamten Linge,

die Gradienten-PCR,

die Positivkontrollen von PCR- und RT-PCR-Experimenten und
die Uberpriifung der Primer fiir die RT-PCR auf Genspezifitit

wurde aus jungen Blattern mittels des Invisorb Plant Mini Kits (Invitek, Berlin, Deutsch-
land) nach Herstellerangaben isoliert. Die DNA wurde in entionisiertem Wasser gelost
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und bei —80°C gelagert. Die Arbeitslosungen mit einer Konzentration von 20ng/pl wur-
den bei —20°C gelagert.

2.4.2 RNA-Isolation

Die RNA wurde durch ein modifiziertes Isolationsprotokoll gewonnen, bei dem ein 3-fach
CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)-Puffer genutzt wird. Die RNA wird durch die
Féllung in einer Lithiumchlorid-Losung selektiv konzentriert (Liao et al., 2004). Es wur-
den stets mehrere Blitter beziehungsweise Schalenstiicke mehrere Apfel einer Sorte mit
Morser und Stofel in fliissigen Stickstoff zerrieben und die benétigte Menge des Pulvers
fiir die RNA-Isolation benutzt.

Isolationsprotokoll:

750 nl CTAB-Extraktionspuffer mit 32l S-Mercaptoethanol versetzen

auf 65 °C erhitzen

Pflanzenmaterial in fliilssigem Stickstoff morsern

100mg in 1,5 ml Reaktionsgefaf aufnehmen

vorgewarmten CTAB-Extraktionspuffer zugeben

stark schiitteln, bis Pflanzenmaterial komplett resuspendiert ist

Inkubation im Schiittler (1000 Rotationen pro Minute, 65°C, 10 min)

Zugabe von 1 Volumen Chloroform—Isoamylalkohol-Lésung (24:1)

invertieren (10 min)

Zentrifugation (10 min, 12000 g, 4°C)

wassrige Phase (oben) entnehmen, in neues 1,5 ml Reaktionsgefaf iiberfithren
Zugabe von 1 Volumen Chloroform-Isoamylalkohol-Losung (24:1)

invertieren (10 min)

Zentrifugation (10 min, 12000 g, 4°C)

wassrige Phase (oben) entnehmen, in neues 1,5 ml Reaktionsgefafs tiberfiihren
Zugabe von 0,5 Volumen Lithiumchlorid-Lésung (8M)

Lagerung (4 °C, iiber Nacht)

2.4.3 RNA-Reinigung

Die RNA wurde durch Chloroform-Isoproamylalkohol-Ausschiittelung von organischen
und anschliefend durch mehrfaches Waschen mit wéssrigen Alkohollésungen von wasser-
16slichen Stoffen gereinigt.

Reinigungsprotokoll:

Zentrifugation (30 min, 12000g, 4°C)

Fliissigkeit verwerfen

Zugabe 500 pl 0,05 % Natriumlaurylsulfat-Losung
invertieren

Zugabe 500 ul Cloroform-Isoamylalkohol-Losung (24:1)
invertieren (30s per Hand)
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Zentrifugation (10min, 12000 g, 4°C)

wassrige Phase (oben) entnehmen, in neues 1,5 ml Reaktionsgefafs tiberfiihren
Zugabe 2 Vol 100 % Ethanol

invertieren

Lagerung (2h, —20°C)

Zentrifugation (30 min, 12000 g, 4°C)

wiederhole 3-mal:

— Pellet waschen (70 % Ethanol, 500 ul, —20°C)
— Zentrifugation (5min, 12000 g, 4°C)
Pellet waschen (100 % Ethanol, 500 ul, —20 °C)
Zentrifugation (10 min, 12000 g, 4°C)
Pellet in einer Vakuumzentrifuge trocknen (5min)
Zugabe 301l DEPC-behandeltes Wasser
Riicklésen (5 min)

2.4.4 DNAse-Behandlung

Um mogliche DNA-Verunreinigungen in der RNA-Lsung zu entfernen, wurde die DNase-
Behandlung mit DNase I (RNase-free) (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
durchgefiihrt. Eine Losung mit 5 pg RNA wurden mit der entsprechenden Menge an DNa-
se und Enzympuffer nach den Vorgaben der Herstellers behandelt. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte durch Zugabe von Chloroform-Isoamylakohol und sofortiger Reinigung
ab Anstrich 5 des oben abgedruckten Reinigungsprotokolls um mégliche Auswirkungen
durch Inhaltsstoffe des Puffers auf nachfolgende Arbeitsschritte zu vermeiden.

2.4.5 cDNA-Synthese

Benotigte Losungen von ¢cDNA (complementary DNA) wurden aus RNA-Losungen her-
gestellt. Dafiir wurde das Revert Aid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland) nach Angaben des Herstellers benutzt. Um selektiv eu-
karyotische mRNA (messenger RNA) als Matrize fiir die cDNA-Synthese zu benutzen,
wurden oligo-dT-Primer benutzt. Die Reaktion wurde durch Hitzebehandlung gestoppt.
Die Verdiinnungen der cDNA-Losungen fiir die Expressionsanalyse wurden anhand der
Transkriptabundanz des stabilsten Referenzgens normalisiert.

2.4.6 Uberprijfung der Qualitidt der RNA

- durch photometrische Bestimmung

1l RNA-Losung wurde mit 4 pl DEPC-behandeltem Wasser verdiinnt. Von der verdiinn-
ten Losung wurden 2 pl mit dem NanoDrop-Gerit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) analysiert. Es wurde die mitgelieferte Software genutzt, um die Konzentra-
tion der RNA in Losung zu bestimmen. Weiterhin wurden die Quotienten der optischen
Dichte bei 230 nm und 260 nm und bei 260 nm und 280 nm ermittelt und ausgewertet.
Der Wert fiir den Quotienten ,,260nm /230 nm* sollte der Wert zwischen 2,0 und 2,2 und
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fiir den Quotienten ,,260 nm / 280 nm* sollten der Wert bei etwa 2,0 liegen. Dies spricht fiir
geringe Verunreinigung mit veschiedenen Substanzen, die Licht der Wellenldnge 230 nm
absorbieren bzw. phenolischen Substanzen, die Licht der Wellenldnge 280 nm absorbieren.

- durch Agarose-Gelelektrophorese

Von der isolierten RNA wurden 0,5pg auf ein 1,2%-iges Agarosegel aufgetragen und
eine AGE (Agarose-Gelelektrophorese) durchgefiihrt. Zwei gut abgrenzbare Banden im
Gel, die durch die 28S- und die 185-rRNA von Eukaryoten entstehen, sprechen fiir eine
Probe mit ungescherter RNA.

2.4.7 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die AGE wurde ein 1 %-iges Agarosegel hergestellt, dem Ethidiumbromid zugesetzt
wurde (41l /100 ml). Als elektrisch leitfahiger Puffer fiir das Gel und das Elektrophore-
sebad wurde TAE (Tris-Azetat-EDTA-Puffer) verwendet.

2.4.8 Uberpriifung potentieller DNA-Verunreinigung durch PCR mit
RNA-Polymerase Il-Primern

Moglichen DNA-Verunreinigungen durch Fehler bei der RNA-Isolation oder der Pro-
benhandhabung wurden durch eine PCR (Polymerase-Kettenreaktion) mit spezifischen
Primern fiir RNA-Polymerase II iiberpriift. Diese Primer erzeugen bei Amplifikation von
cDNA des RNA-Polymerase II-Gens ein etwa 300bp langes Amplifikat. Bei Amplifika-
tion der genomischen Sequenz des Gens wird ein etwa 800bp langes Amplifikat erzeugt.
Diese kénnen in einer AGE unterschieden werden. Der Amplifikationsbereich iiberspannt
nicht-kodierende Intronsequenz, die bei mRNA und entsprechend ¢cDNA nicht vorhanden
ist.

249 PCR

Es wurden verschiedene PCR-Methoden fiir verschiedene Fragestellungen benutzt:

Standard-PCR
Gradienten-PCR
Kolonie-PCR
RT-PCR
gRT-PCR

- Standard-PCR

Die PCR wurde mit einem Unocycler (VWR International, Darmstadt, Deutschland)
durchgefiihrt. Im Allgemeinen wurde mit der korrekturlesefihigen Phusion® Hot Start
II High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) mit
HF-Puffer und folgendem PCR-Programm gearbeitet:
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e 3min 93°C,
e 35 X

— 30s, 93°C,
— 30s Primer-Anlagerungs-Temperatur (spezifisch fiir jeden Primer),
— 1min/kb 72°C

e 5min 72°C.

Die Anlagerungstemperatur der Primer ist abhéngig von deren Nukleotidsequenz und von
den benutzten Losungen. Bestimmt wird diese Temperatur mittels Gradienten-PCR. Die
Lange der Synthesephase ist von der Linge des Zielamplifikates und der Synthesege-
schwindigkeit der Polymerase abhingig. Als Negativkontrolle wurde ein Amplifikations-
ansatz mit destilliertem Wasser anstatt genetischem Material benutzt. Als Positivkon-
trolle wurde ein Amplifikationsansatz mit DNA der Sorte ’Golden Delicious’ benutzt.

- Gradienten-PCR

Die Gradienten-PCR unterscheidet sich von aufgefiihrter Standard-PCR dadurch, dass
ein Temperaturgradient fiir einen Zeitintervall eingestellt werden kann. Die Gradienten-
PCR wurde benutzt, um den tatsdchlichen Schmelzpunkt der Primer zu bestimmen. Es
wurden Anlagerungstemperaturen von 0°C bis +10°C in Schritten von 1°C von der
berechneten Schmelztemperatur iberpriift, da die Puffereigenschaften des verwendeten
Polymerase-Kits die Anlagerungstemperatur erhéhen.

- Kolonie-PCR

Eine Kolonie-PCR wurde benutzt, um festzustellen, ob transformierte Plasmide in Zellen
einer Bakterienkolonie die Inserts spezifischer Grofse enthalten. Hierzu wurde eine PCR
mit der DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
und dem zugehorigen PCR-Puffer durchgefiihrt. Als Primer fiir die Reaktion wurden die
fiir den pJetl.2-Vector spezifischen Primer benutzt (pJetl.2 Forward Sequencing Primer,
pJetl.2 Reverse Sequencing Primer). Diese Vorgehensweise hat den Vorteil, dass keine
Extraktion des genetischen Materials aus den Bakterien erfolgen muss, da das durch den
initialen Erhitzungsschritt auf 93 °C zugéinglich gemachte genetische Material als Aus-
gangsmaterial fiir die PCR geniigt. Es wurde nach Herstellerangaben des CloneJET
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) gearbeitet.

- RT-PCR

Der Ablauf einer RT-PCR gleicht einer typischen PCR, allerdings wird als Amplifika-
tionsmatrize nicht genomische DNA sondern ¢cDNA eingesetzt. Die Methode wurde mit
den gleichen Geréten, Losungen und den gleichen Amplifikationsprotokollen durchgefiihrt
wie eine Standard-PCR. Da ¢cDNA die Abundanz verschiedener RNA-Molekiile reflek-
tiert, kann dadurch eine Aussage {iber das grundsitzliche Vorhandensein eines Zielgens
im Transkriptom und iiber die relative Menge im Vergleich zu anderen Proben getroffen
werden.
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- gqRT-PCR

Durch qRT-PCR (quantitative real time-PCR) mit dem Biorad iCycler (Biorad Labora-
tories, Miinchen, Deutschland) wurden Daten ermittelt, um das stabilste Referenzgen fiir
die Expresionsanylse zu ermitteln. Es wurde der Maxima'™ SYBR Green qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) benutzt.

2.4.10 Reinigung von DNA-Material mittels Agarose-Gelelektrophorese
und Gelelution

Die PCR-Fragmente oder isolierten Plasmide wurden durch AGE entsprechend ihrer
Grofe aufgetrennt, aus dem Gel ausgeschnitten und durch Gelelution von Puffer und
Agarose gereinigt. Zur Gelelution, der Riickgewinnung von DNA aus Agarosegel, wurde
das Invisorb® Fragment Cleanup Kit (Invitek, Berlin, Deutschland) benutzt. Zumeist
wurde mit Gelblécken der Masse 150-300 ng gearbeitet. Auf diese Weise wurden PCR-
Fragmente und isolierte Plasmide von nicht erwiinschtem genetischen Material gereinigt.
Das nicht erwiinschte genetische Material konnte aufgrund seiner unterschiedlichen Lauf-
weite im Agarosegel abgetrennt werden. Beispiele fiir nicht erwiinschtes Material sind vor
allem Primer-Dimer-Amplifikate oder gescherte DNA von Plasmiden oder dem makro-
molekularen Bakterienchromosom. Makromolekulare DNA ist nach einer PCR nur in
Spuren vorhanden. Bei einer Plasmidpriaparation tiber Sdulen andererseits wird dieses
zuriickgehalten und verworfen. Die gereinigten PCR-Fragmente wurden kloniert oder
zur Sequenzierung eingeschickt. Die gereinigten Plasmide wurden zur Sequenzierung des
Inserts eingeschickt.

2.4.11 Klonierung von PCR-Amplifikaten

Die fiir eine Klonierung benstigten PCR-Amplifikate wurden durch Phusion® Hot Start
IT High Fidelity DNA Polymerase erzeugt, einer Polymerase mit Korrekturlesefihigkeit.
Die Amplifikationsprodukte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese und anschliefende
Gelextraktion gereinigt. Die Konzentration der Amplifikatldsung wurde mittels AGE
bestimmt. Das gereinigte Amplifikationsprodukt wurde in den pJetl.2/blunt Cloning
Vector kloniert. Es wurde nach Angaben des Herstellers fiir das Produkt CloneJET ™
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) gearbeitet.

2.4.12 DNA-Konzentrationsbestimmung mittels
Agarose-Gelelektrophorese

Die Konzentration von DNA-Lésungen wurde durch Vergleich mit Referenzmengen der
DNA des A\-Phagen ermittelt. Neben festgelegten Volumina von Probeldsungen wurden
bestimmte Referenzmengen der \-Phagen-DNA auf das Gel aufgetragen. Anhand der Re-
ferenzmengen konnte eine Eichgrade erstellt werden, die es erlaubte, die Fluoreszenzin-
tensitdt von Banden im Gel einer DNA-Menge zuzuordnen. Da festgelegte Volumina der
Proben aufgetragen wurden, konnte so die Konzentration der DNA-Losungen ermittelt
werden.
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2.4.13 Bakterientransformation

Die Transformation von FEscherichia coli JM109-Zellen (Promega, Mannheim, Deutsch-
land) wurde geméfs Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurden 50 pl Zellsuspension und
2,5l Ligationsmix bei einer durch Hitzeschock vermittelten Transformation benutzt.
Die Zellen wurden danach 1h in SOC-Medium bei 37°C unter leichtem Schiitteln im
Wasserbad inkubiert. Anschliefend wurde der gesamte Transformationsansatz auf eine
Kulturplatte mit festem LB-Medium mit einem DRIGALSKI-Spatel ausgestrichen. Das
Medium enthielt Ampicillin als Selektionsmarker. Das pJet1.2-Plasmid enthilt ein Gen
fiir Ampicillinresistenz, wodurch transformierte Zellen in der Lage sind, auf ampicillin-
haltigem Medium zu wachsen. Nach ein- bis dreitdgigem Wachstum bei 37°C wurden
Kolonien fiir eine Kolonie-PCR ausgewéhlt.

2.4.14 Plasmidpreparation

Um Plasmide aus Transformanden zu isolieren, wurde mit dem Invisorb® Spin Plas-
mid Mini Kit (Invitek, Berlin, Deutschland) gemif Herstellerangaben gearbeitet. Die
Plasmide wurden in 40 pl entionisiertem Wasser gelost.

2.4.15 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmidinserts und PCR-Produkten wurde durch Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt.

Zu sequenzierende Plasmide wurden vorher durch AGE und anschliefende Gelelution
gereinigt und entsprechend den Richtlinien der Probenvorbereitung der Firma vorberei-
tet und verschickt. Als Primer wurden die fiir den pJetl.2-Vector spezifischen Primer
benutzt (pJetl.2 Forward Sequencing Primer, pJetl.2 Reverse Sequencing Primer). Um
die gesamte Insertsequenz der Plasmide zu bestimmen, wurde eine Sequenzierung mittels
Primer walking durchgefithrt, wozu drei bis vier weitere spezifische Primer erzeugt und
benutzt wurden (siehe dazu Tabelle 6.2).

Zu sequenzierende PCR-Amplifikate wurden entsprechend den Richtlinien der Proben-
vorbereitung der Firma vorbereitet und verschickt, die Reinigung wurde durch Eurofins
MWG Operon durchgefiihrt.

2.5 Bioinformatische Arbeiten

2.5.1 Alignments und Sequenzvergleiche

Alle MSAs (multiple sequence alignments) wurden mit dem Algorithmus MUSCLE er-
stellt (Edgar, 2004). Fiir Sequenzvergleiche und die Erstellung von Identitdtsmatrizen
wurde das Programm BioEdit verwendet (Hall, 1999).
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2.5.2 Phylogenetische Bdume

Die phylogenetischen Baume wurden mit MEGAS berechnet (Tamura et al., 2011). So-
weit nicht anders angegeben, wurden bei der Berechnung von Phylogrammen stets die
folgenden Parameter verwendet:

Neighbor joining,

bootstrap-Methode mit 10000 Replikaten,

Substitutionstyp: Nukleotid

Substitutionsmethode: Kimura-2-Parameter-Modell
einbezogene Substitutionen: Transitionen und Transversionen
Substitutionsrate: konstant

Behandlung von Fehlstellen: paarweise Loschung

2.5.3 Genidentifikation in einer Datenbank (gene mining)

Die Basis fiir die Suche nach LOX-Genen im Genom des Apfel war die CDS (coding
sequence, kodierende Sequenz)-Datenbank (Apple Genome V1.0 predicted CDS), welche
auf die Genomsequenzierung von ’'Golden Delicious’ zuriickgeht (Velasco et al., 2010).
Innerhalb dieser Datenbank wurden mittels BLAST (basic local alignment search tool)
alle mutmaflichen LOX-Gene des Apfelgenoms gesucht. Als Vorlage dienten dabei die
von Schaffer et al. (2007) verdffentlichten mutmafklich funktionellen ESTs.

Die Resultate mit einem e-value von weniger als 1074 wurden benutzt, um ein MSA
inklusive der LOX-ESTs und den publizierten tentative cluster zu erzeugen. Die tentative
clusters stammen aus dem DFCI-Apfel-Gen-Index (Dana-Farber Cancer Institute, 2010).
Die mutmaflichen LOX-Gene wurden manuell gepriift und bearbeitet, um Effekte aus
falschen CDS-Berechnungen wihrend der Apfelgenomannotierung zu verringern. Dazu
wurde ein weiteres MSA mit 102 publizierten LOX-cDNA-Sequenzen von 32 verschiede-
nen Pflanzen erzeugt.

2.5.4 Primer

Basierend auf den verfligbaren Sequenzdaten der Apfelgenomsequenz wurden genspezi-
fische Primer erstellt. Alle selbst ermittelten Primersequenzen wurden auf Haarnadel-
Strukturen und Dimerbildung mit dem Programm NetPrimer (Premier Biosoft Interna-
tional, Palo Alto, CA, USA) untersucht. Synthetisiert wurden die Primer-Oligonukleotide
durch die Firma biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland). Die Schmelztemperaturen der
Primer wurden mittels Gradienten-PCR experimentell ermittelt.

- fiir die Amplifikation von LOX-Genen in voller Linge (siehe Tabelle 6.1)
Die Primerbindestellen liegen nur wenige Dutzend Nukleotide vom Beginn bzw. Ende
der kodierenden Sequenz entfernt. Dennoch flankieren die Primer die kodierende Sequenz
nicht direkt, da die PCR-Amplifikate auch bei sorgfiltiger Arbeit durch Exonukleasen
bereits vor der Klonierung verkiirzt werden kénnen.
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- fiir die RT-PCR von LOX-Genen (siehe Tabelle 6.3)

Diese wurden ebenfalls auf Basis der Apfelgenomsequenz erstellt. Der Amplifikations-
bereich der jeweiligen Primerpaare iiberspannt dabei mindestens ein Intron (aufser bei
MdLOX2a, MdLOX2b). Dadurch kann aufgrund der Linge des PCR-Amplifikats auf mog-
liche DNA-Verunreinigungen geschlossen werden. Diese Primer wurden auf Genspezifitét
gepriift, indem Amplifikate von 29 verschiedenen Sorten sequenziert und ausgewertet
wurden. Die Primersequenzen fiir die Referenzgene standen institutsintern zur Verfii-

gung.

- fiir die Kartierung von vier LOX-Genen

Fiir die Kartierung der Gene MdLOX1a, MdLOX1d, MdLOX5e und MdLOX7a durch
Kopplungsanalyse wurden die RT-PCR-Primer benutzt, um die Sequenzen zu amplifi-
zieren. Anschliefend wurden diese sequenziert und Haplotypen zugeordnet (siehe Tabel-
le 6.3).

- fiir die Kontrolle der RT-PCR

Die Sequenzen der Primer fir MD-ACO! (eine ACC-Oxidase, beschrieben von Ross et al.
(1992), umbenannt durch Binnie und McManus (2009)) und MdEzp2 (Expansin 2, iso-
liert und charakterisiert durch Wakasa et al. (2003)) wurden aus Wakasa et al. (2003)
entnommen.

- fiir die Sequenzierung der klonierten LOX-Gene (siehe Tabelle 6.2)

Fiir die erste Sequenzierung, beidseitig flankierend zur Insertionsstelle im Plasmid, wur-
den die fiir das pJet1.2-Plasmid spezifischen Primer benutzt (pJetl.2 Forward Sequencing
Primer, pJet1.2 Reverse Sequencing Primer). Fiir die Sequenzierung durch Primer wal-
king wurden weitere Primer erstellt auf Grundlage der vorliegenden Sequenzierergebnisse.

2.5.5 Bestimmung des verldsslichsten Referenzgenes fiir die RT-PCR

Um das stabilste Referenzgen fiir die RT-PCR zu finden, wurde sich an den MIQE-
Regeln orientiert (Bustin et al., 2009). Dementsprechend wurde die Abundanz von vier
verschiedenen Referenzgenen in allen genutzten Proben bestimmt und mit folgenden drei
Microsoft® Excel Add-Ins ausgewertet: GeNorm (Vandesompele et al., 2002), BestKeeper
(Pfaffl et al., 2004) und Normfinder (Andersen et al., 2004). Dafiir wurden die Daten
der gRT-PCR von folgenden vier Referenzgenen genutzt: -Aktin, Elongationsfaktor «,
RNA-Polymerase II und Rubisco. Diese Prozedur wurde sowohl mit Proben der einzelnen
Gewebe als auch separat mit Proben des Fruchtreifeverlaufs durchgefiihrt.

2.5.6 in silico Charakterisierung von Lipoxygenase-Genen

Funktionelle Domanen

Um die Apfel-LOX-Sequenzen auf bekannte Motive aus funktionellen LOX-Genen zu
untersuchen, wurde ScanProsite verwendet (De Castro et al., 2006). Scan-Prosite durch-
sucht die betreffenden Sequenzen nach bekannten Domé&nen, Motiven und funktionell
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wichtigen Positionen. Die Informationen iiber bekannte Motive sind in der PROSITE-
Datenbank (http://prosite.expasy.org) hinterlegt. Bei der Abfrage werden die Protein-
primérsequenzen benutzt. Anhand eines MSAs der LOX-Aminosduresequenzen wurden
folgende bekannte Positionen und Domé&nen untersucht:

e die Substratbindestelle,
e das aktive Zentrum und
e die Position, welche mutmaflich die Produktspezifitit bestimmt.

Positionsermittlung im Genom

Um die chromosomale Position der LOX-Gene zu bestimmen, wurde auf die Informa-
tionsdaten der entsprechenden Contigs aus der GBrowse-Applikation zuriickgegriffen
(http://www.rosaceae.org/gb/gbrowse/malus_x_domestica), die auf die Daten der Gol-
den Delicious Genomsequenzierung zuriickgeht (Velasco et al., 2010). Eine Kartierung
von LOX-Genen durch Kopplungsanalyse wurde nur fiir wenige LOX-Gene im Rahmen
der QTL-Analyse durchgefiihrt.

Subzelluldre Lokalisierung

Die intrazelluldre Lage aller mutmaflich vollstindigen LOXs wurde berechnet. Dafiir wur-
den folgende drei Programme mit Standardeinstellungen benutzt: WoLF PSort (Horton
et al., 2007), ProtComp (www.softberry.com), und Cell-PLoc (Chou und Shen, 2008).

2.5.7 Kartierung (mapping)

Die Grundlage fiir die Kartierung sind die von Dr. Frank Dunemann (JKI) zur Ver-
fiigung gestellten Markerdaten der C3-Individuen. Diese wurden mit Markerdaten von
vier LOX-Genen ergénzt. Dafiir wurden die PCR-Amplifikate von MdLOX1a, MdLOX1d,
MdLOX5e und MdLOX7a sequenziert und die erhaltenen Sequenzen analysiert. Es wur-
den die jeweils gekoppelten SNP-Zusténde ermittelt. Der resultierende Marker beschreibt
damit einen Haplotyp. Die Allele zu einem Haplotyp zusammenzufassen ist moglich, da:

e die einzelnen SNPs auf dem gleichen PCR-Amplifikat und damit sehr eng bei ein-
ander liegen und

e keine Segregation der SNP-Allele in der untersuchten Nachkommenschaft festge-
stellt wurde.

Die Allele des Haplotyps der Eltern und der 30 C3-Nachkommen wurden bestimmt. Diese
wurden in die Segregationstypen des Populationstyps CP entsprechend dem JoinMap4-
typischen Format (z.B. ’ab’ x ’cd’ fiir einen Marker mit vier verschiedenen Zusténden)
umgewandelt (Van Ooijen, 2006). Diese Markerinformation wurde dem Datensatz hin-
zugefiigt. Die Karte wurde mit JoinMap4 erstellt (Van Ooijen, 2006). Dabei wurden die
Standard-Optionen beibehalten. Grundsétzlich wurden die Gruppen so ausgewéhlt, dass
sie zwingend jeweils die Marker der auf diesen Gruppen liegenden LOX-Gene beinhal-
ten. Der LOD (logarithm of the odds)-Wert dieser Gruppierung sollte moglichst hoch
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sein, um ein statistische Verlésslichkeit zu garantieren. Der LOD-Wert gibt an, um wie-
viel wahrscheinlicher es ist, dass eine Vererbung zweier Markerzustinde durch Kopplung
im Gegensatz zu zufilliger gemeinsamer Vererbung stattfindet. Der LOD-Wert ist da-
bei der dekadische Logarithmus des Quotienten. Ein LOD-Wert von 3 sagt aus, dass
die Wahrscheinlichkeit bei 1000 zu 1 liegt und ein LOD-Wert von 4 bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit einer gemeinsamen Vererbung durch Kopplung bei 10000 zu 1 liegt.
Vereinzelt wurden einige Marker ausgeschlossen, um Kopplungsgruppen zu generieren,
bei denen die Lage der Marker und die Linge der enstehenden Kopplungsgruppe:

e denen der Elternsorten 'Prima’ und ’Discovery’ dhnlich sind und
e annihernd den Vergleichswerten aus vorrangig Dunemann et al. (2009) und des-
weiteren N’Diaye et al. (2008) entsprechen.

2.5.8 Assoziationsanalyse

Die QTL-Analyse wurde mit dem Programm MapQTL5 durchgefiihrt (Van Ooijen, 2004).
Ermittelt wurden die QTLs durch intervall mapping. Die Standardoptionen wurden nicht
verdindert. Dafiir wurden log-transformierte Aromastoff-Datensétze genutzt, um deren
Verteilung mit einer QTL-Analyse zu untersuchen. Es wurden nur QTLs mit einem LOD-
Wert von mindestens 3 im intervall mapping akzeptiert. Ein 2-LOD-Konfidenzintervall
um die Position des hichsten LOD-Wertes wurde bestimmt. Dieses wurde grafisch neben
den entsprechenden Kopplungsgruppen durch das Grafikprogramm Inkscape dargestellt
(Harrington et al., 2012).

2.5.9 Proteinmodellerstellung (structural modeling)

Die Proteinmodelle von MdLOX1a wurden vorlagenbasiert mit SWISS-MODELL erstellt
(Arnold et al., 2006). Dabei wurde im ,Automatischen Modus* gearbeitet. Die Akzession
mit der dhnlichsten Primérsequenz wird automatisch gesucht und anhand deren Struktur
das Proteinmodell erzeugt.

2.5.10 Analyse von Proteinmodellen

Fiir die Analyse und Darstellung von dreidimensionalen Proteinmodellen wurde PyMOL
verwendet (Schrodinger, LLC, 2010). Die Bedienung erfolgte vorrangig mittels selbst
geschriebenen Skripten mit Python-Syntax. Die durch den PyMOL-Befehl 'png’ erstellten
Abbildungen wurden zum Teil mithilfe des Grafikprogramms inkscape mit Ziffern und
Nummern ergénzt (Harrington et al., 2012).

2.5.11 Grafikbearbeitung

Die Schemata und Abbildungen wurden mit dem Programm inkscape erstellt und skalliert
(Harrington et al., 2012). Pixelgrafiken wurden gegebenenfalls importiert. Eine Korrektur
an aufgenommenen Bildern (z.B. PCR-Bilder, Fotos des Infektionsversuches) erfolgte
nicht.
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2.6 Kiinstliche Infektion mit Pathogenen

Um die LOX-Expressionsdnderung wihrend der Infektion mit einem tierischen, einem
pilzlichen und einem bakteriellen Pathogen zu untersuchen, wurden jeweils anfillige und
resistente Apfelgenotypen infiziert. Die Infektion mit dem tierischen Pathogen Eriosoma
lanigerum, der Apfelblutlaus, wurde bei Dr. Edgar Schliephake (Institut fiir Resistenz-
forschung und Stresstoleranz des Julius Kiihn-Institutes, Quedlinburg) durchgefiihrt. In
weiteren Experimenten wurden Apfelpflanzen einerseits mit dem Erreger des Apfelschorfs
(Venturia inaequalis) und andererseits mit dem Erreger des Feuerbrands (Erwinia amy-
lovora) infiziert. Zu verwendetem Pflanzenmaterial, siehe 2.1. Zu verwendeten Mikroor-
ganismenstdmmen, siehe 2.2.

2.6.1 Infektion mit Apfelschorf

Erzeugung des Inokulates

Abbildung 2.1: Die Symptome der Apfelschorfrasse 7 auf einem Blatt der Wildap-
felakzession Malus floribunda 821.

Es wurden nach langerer Trockenheit Blitter mit deutlichen Schorfsymptomen der
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Akzession Malus floribunda 821 im Spatsommer des Jahres 2011 gesammelt und bei
—20°C gelagert (siche Abbildung 2.1). Im Frithjahr 2012 wurden die Sporen von den
Blittern gewaschen und eine Suspension von 10? kbe (koloniebildende Einheiten)/ml in
autoklaviertem Leitungswasser hergestellt. Die Vitalitdt der Sporen wurde nach 2-tdgiger
Inkubation bei Raumtemperatur tiberpriift.

Infektion

Im Frithjahr 2012 wurden die Apfelpflanzen infiziert. Dafiir wurde mit einer Spriihfla-
sche ein Sprithnebel mit Sporensuspension auf junge Blétter aufgebracht. Anschliefend
wurden Plastiktiiten {iber die Blatter gestiilpt und verschlossen, um eine hohe Luftfeuch-
tigkeit tiber zwei Tage zu gewihrleisten. Es wurden jeweils fiinf Pflanzen pro Probennah-
mezeitpunkt infiziert. Die Auswahl der in einem grofsen Block auf dem Kulturtisch des
Gewichshauszelle stehenden beprobten Pflanzen erfolgte willkiirlich, um Standortfakto-
ren zu minimieren. Eine sogenannte Block-Randomisierung erfolgte nicht. Die Pflanzen
der resistenten und anfilligen Sorte standen gemischt. Die Kontrollgruppen, welche mit
sporenfreiem, autoklaviertem Leistungswasser gespriiht wurden, standen auf einem etwa
50 cm entfernten Kulturtisch. Die Kontrollgruppe hatten den gleichen Umfang, es han-
delte sich um 5 Pflanzen pro Beprobungszeitpunkt, die gleichen Beprobungszeitpunkte,
die gleichen Sorten, es erfolgte eine willkiirliche Auswahl der beprobten Pflanzen zum
Probennahmezeitpunkt und keine Block-Randomisierung. Die Versuchspflanzen wurden
automatisch bewdssert, bespriiht und beschattet. Die Materialentnahme und die Priifung
auf Schorfsymptome erfolgte zu folgenden Probennahmezeitpunkten:

to: direkt nach der Infektion
t1: 12h nach Infektion

to: 24 h nach Infektion

t3: 48 h nach Infektion

t4: 28 Tage nach Infektion

2.6.2 Infektion mit Feuerbrand

Die Infektion und Herstellung des Inokulates von Erwinia amylovora erfolgte, wie in Vogt
et al. (2013a) beschrieben.

Infektion

Die Pflanzen wurden infiziert, indem die Spitzen der obersten zwei Blitter mit einer
in Bakteriensuspension getrankten Schere abgeschnitten wurden (siehe Abbildung 2.2).
Dabei wurde héchstens ein Drittel der Blattlinge entfernt, die Schnittlinie war etwa 0,5
bis 1cm lang. Die Baktiensuspension enthielt 10° kbe/ml. Es wurden von jeder Sorte fiir
jeden Probennahmezeitpunkt fiinf Planzen infiziert, deren Sprosslénge mindestens 20 cm
betrug. Weiterhin wurden von jeder Sorte fiir jeden Probennahmezeitpunkt fiinf Pflanzen
auf die gleiche Weise behandelt ohne dabei mit Bakterien in Kontakt zu kommen (Refe-
renzproben ohne Pathogen). Die Pflanzen wurden in einer Klimakammer inkubiert und
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Abbildung 2.2: Die Infektion einer Apfelpflanze mit einer Erwinia amylovora-
enthaltenden Suspension.
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2.6 Kiinstliche Infektion mit Pathogenen

nach Bedarf gegossen. Die Bewertung der Symptome und die Entnahme von Blattmate-
rial fiir eine Expressionsanalyse wurden nach folgenden Inkubationszeiten durchgefiihrt:

to: direkt nach der Infektion
t1: 4h nach Infektion

to: 8 h nach Infektion

t3: 24 h nach Infektion

t4: 48 h nach Infektion

t5: 10 Tage nach Infektion

Dabei wurden stehts die obersten noch nicht vertrockneten Blitter gesammelt.

2.6.3 Infektion von Apfelpflanzen mit Blutldusen

Inkulturnahme der Blutldause

Abbildung 2.3: Die Infektion von Apfelpflanzen mit Blutliusen. Die Blutlduse wurde
in ein um den Zweig gelegtes durchsichtiges Plastikrohrchen eingebracht. Dieses wurde oberseits
mit Schaumgummi und unterseits mit Parafilm verschlossen.

Die Blutlause wurden im Herbst 2011 im Versuchsfeld des JKI Dresden-Pillnitz gesam-
melt und {iberwinterten an Apfelpflanzen der Sorte ’Gala’ bei folgenden Bedingungen:
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12 °C Minimaltemperatur nachts
15 °C Minimaltemperatur am Tag
ab 20°C Liiftung

13 h Lichtdauer

Im Friithjahr 2012 wurden die Blutlduse in das Institut fiir Resistenzforschung und Stress-
toleranz des Julius Kiithn-Institutes, Quedlinburg zu Handen von Herrn Schliephake iiber-
fiithrt. Sie wurden einige Wochen vor Ort kultiviert, um sich an gegebenenfalls abweichen-
de Gewichshausbedingungen anzupassen.

Infektion

Anfang Juni 2012 wurden die Apfelpflanzen mit Blutliusen besetzt. Um den Zweig der
Apfelpflanze wurde ein Plastikrohrchen gelegt, welches ca. 3cm lang war und einen
Durchmesser von 1 cm besak (siehe Abbildung 2.3). Dieses war durchsichtig und der Léan-
ge nach eingeschnitten, um den Zweig durchzufiihren. Verschlossen wurde diese Schnitt-
stelle, indem das Rohrchen mit Parafilm umwickelt wurde. Die untere Offnung wurde
ebenfalls mit Parafilm verschlossen. Am oberen Ende wurde das Réhrchen mit Schaum-
gummi verschlossen, sodass ein Luftaustausch gewéhrleistet blieb. In dieses Réhrchen
wurden 10 vitale Blutlduse (3-5 Imagines und weitere grofe Blutlaus-Larvenstadien)
eingebracht. Die Blutliuse wurden mit einem feinen Pinsel von den Futterpflanzen auf
die Versuchspflanzen iiberfiihrt. Es wurden jeweils 10 Pflanzen pro Probennahmezeit-
punkt beprobt. Die Auswahl der in einem grofen Block auf dem Kulturtisch des Ge-
wichshauszelle stehenden beprobten Pflanzen erfolgte willkiirlich, um Standortfaktoren
zu minimieren. Eine sogenannte Block-Randomisierung erfolgte nicht. Die mit Blutldu-
sen inkubierten resistenten und anfilligen Pflanzen standen gemischt. Die Kontrollgrup-
pen, welche nicht infiziert wurden, standen auf einem 1m entfernten Kulturtisch. Die
Kontrollgruppe hatten den gleichen Umfang, es handelte sich um 10 Pflanzen pro Be-
probungszeitpunkt, die gleichen Beprobungszeitpunkte, die gleichen Sorten, es erfolgte
eine willkiirliche Auswahl der beprobten Pflanzen zum Probennahmezeitpunkt und keine
Block-Randomisierung.

Die Versuchspflanzen wurden wihrend des Versuches von den Assistenten der Arbeits-
gruppe von Herrn Dr. Schliephake per Hand entsprechend der Witterungsbedingungen
gegossen. Zu den Probennahmezeitpunkten ti-t4 wurde gepriift, ob Blutlduse durch ihren
Saugapparat fest mit dem Zweig verbunden waren. Probennahmezeitpunkte:

to: direkt vor Infektion mit Blutldusen
t1: Blutlaus-Infektion von 4h

t9: Blutlaus-Infektion von 8h

t3: Blutlaus-Infektion von 24h

t4: Blutlaus-Infektion von 48h

Es wurden jeweils Proben von Blédttern unterhalb und oberhalb der Saugstelle gesam-
melt. Die Proben wurden bei —80°C gelagert, auf Trockeneis in das JKI Dresden-Pillnitz
iiberfithrt und dort bis zur RNA-Isolation bei —80°C gelagert. Die Isolation der RNA,
die Synthese von ¢cDNA und Expressionanalyse mittels RT-PCR, erfolgte ab Herbst 2012
im JKI Dresden-Pillnitz.
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3.1 Bioinformatische Analysen

3.1.1 Sequenzanalyse
Sequenzidentifizierung innerhalb der Apfel-Genomsequenz (gene mining)

Um einen Uberblick iiber die LOX-Genfamilie des Apfels zu erhalten, wurde innerhalb
der von Velasco et al. (2010) veroffentlichten Golden Delicious Genomsequenz nach LOX-
dhnlichen Sequenzen gesucht (gene mining). Bei der BLAST-Suche wurden von Schaffer
et al. (2007) veroffentlichte LOX-ESTs benutzt und durch diese die vollstéindig sequen-
zierten Gene in der MDP (Malus domestica protein)-Datenbank der Golden Delicious Ge-
nomsequenz identifiziert. ESTs reprisentieren exprimierte Sequenzen, darunter auch die
mRNA. MDPs sind aus genomischen Sequenzen in silico berechnete mRNA-Sequenzen.
Ein MSA der etwa 40 gefundenen Sequenzen mit hoher Sequenzéihnlichkeit und weiteren
122 veroffentlichten pflanzlichen LOX-cDNA-Sequenzen wurde benutzt, um konservierte
Bereiche zu identifizieren (MSA nicht gezeigt, siche Anhang Tabelle 6.5 fiir die Akzessi-
onsnummern der Sequenzen). Es verblieben 25 Sequenzen, die basierend auf ihrer Sequenz
vorldufig als funktionell eingestuft werden.

Uberpriifung und Korrektur der Intron-Exon-Grenzen

Zur Uberpriifung der Grenzen von Introns und Exons der berechneten LOX-CDSs wurde
ein MSA benutzt. Das MSA beinhaltet 102 LOX-cDNA-Sequenzen aus 32 verschiede-
nen bedecktsamigen Pflanzen und die 25 identifizierten Apfel-LOX-MDPs sowie deren
genomische Sequenzen (MSA nicht gezeigt, siche Anhang Tabelle 6.6 fiir die Akzessions-
nummern der Sequenzen).

Beispielhaft sind fiir MdLOX5a und MdLOX6a Teile aus den Alignments in den Ab-
bildungen 3.1 und 3.2 gezeigt. Bei der computerbasierten Annotation von MdLOX5a im
Rahmen der Studie von Velasco et al. (2010) wurde das Exon 8 (MSA-Position 312 bis
578) als Intron annotiert und nicht als Teil der CDS angegeben. Ein weiteres Intron wur-
de im Bereich 1025-1065 im MSA berechnet. Aufgrund des MSA-Profils ist anzunehmen,
dass es sich dabei um eine Exonsequenz handelt. Gleiches gilt fiir ein 46 bp langes Se-
quenzstiick zwischen Position 1420 und Position 1466 im MSA. Da das Spleifen dieser
Sequenz in vivo zur Leserasterverschiebung fiihren wiirde, wird an der fiir LOXs typi-
schen Stelle kein Stopp-Codon gelesen (Position 1496). Erst nach weiteren 56 bp einer
mutmaklichen 3'UTR (untranslatierte Region) bei Position 1555 wiirde ein Stopp-Codon
gelesen. Das Ende der CDS ist bei LOX-Genen hochgradig konserviert und die letzte Ami-
nosdure in der Proteinprimérsequenz besitzt wichtige funktionelle Eigenschaften. Diese
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Intron 7

| Exon 8

100 200 300 400 500 Lv1

'tk oo s v b e b ] B A e T e T T = T R T T

MDP0000169311 genomisch
MDP0000169311 berechnete CDS
MDP0000169311 korrigierte CDS

Solanum lycopersicum - U37839
Olea m:z%umm‘.m - EU513353
Populus deltoides - DQ131178
Vitis vinifera - F|858255
Phaseolus vulgaris - EF196866
Nicotiana attenuata - AY254348
Brassica napus - AY162143
Arabidopsis thaliana - L23968
vc%o\cm deltoides - DQ131179
Solanum lycopersicum - U37840
Nicotiana attenuata - AY254349
Olea europaea - EU513352

Vitis vinifera - F|858257

Intron 8

600 700
'y mimn o oo o ' o !

1000 1025

311 genomisch
311 berechnete CDS
311 korrigierte CDS

Solanum lycopersicum - U37839

Olea m:}m\ummm - EU513353

Populus deltoides - DQ131178
Vitis vinifera - F}858255
Phaseolus vulgaris - EF196866
Nicotiana attenuata - AY254348
Brassica napus - AY162143
Arabidopsis thaliana - L23968
Popolus deltoides - DQ131179
Solanum lycopersicum - U37840
Nicotiana attenuata - AY254349
Olea europaea - EU513352
Vitis vinifera - F)858257

MDP0000169311 mm:oimns
MDP0000169311 berechnete CDS
MDP0000169311 korrigierte CDS

Malus domestica - ES790006
Malus domestica - TC60153
Camelia sinensis - F|794853
Camelia sinensis - F1418174

Populus deltoides - DQ131178
Vitis vinifera - F]858255
Phaseolus vulgaris - EF196866
Nicotiana attenuata - AY254348

Arabidopsis thaliana - L23968
Popolus deltoides - DQ131179
Solanum lycopersicum - U37840
Nicotiana attenuata - AY254349
Olea europaea - EU513352

Vitis vinifera - F)858257

Abbildung 3.1: Ausschnitt eines Sequenzalignments zur Ermittlung der Intron-Exon-Grenzen von MdLOX5a in
fingerprint- Ansicht. Neben der genomischen Sequenz, der originalen MDP-Sequenz und der korrigierten MDP-Sequenz sind die 17
dhnlichsten der 102 LOX-cDNA-Sequenzen verschiedener Angiospermen abgebildet. Die Akzesionsnummern und der jeweilige Ursprungs-
organismus sind angegeben. Die Introns und Exons sind angegeben. An verschiedenen Stellen sind Sequenzabschnitte nicht entsprechend
des vorliegenden MSA-Profils annotiert (schwarze Késtchen). Die Nummerierung bezieht sich allein auf den MSA-Abschnitt, nicht auf
die Gesamtlinge eines der Gene.
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Uberlegungen fithrten dazu, die berechnete CDS in diesem beispielhaften Abschnitt an
genannten Stellen manuell zu korrigieren.

Bei MdLOX6a wurde flankierend zu Intron 6 eine 56 bp lange Sequenz dem Intron
zugerechnet (Abbildung 3.2). Die Grenze zwischen Intron 6 und Exon 7 ist im MSA-Profil
an Stelle 370 im MSA konserviert. In diesem Fall sprechen weitere Sequenzeigenschaften
dieses Bereiches gegen die Richtigkeit der computerbasierten Intronberechnung, weshalb
der betreffende Bereich dem Exon 7 zugeordnet wurde:

e Die Nukleotidsequenz (ermittelt aus der Contig-Sequenz dieser MDP-Akzession)
enspricht der durch das MSA-Profil vorgegebenen Sequenz. Es kommt dabei nicht
zu codonbedingten Transkriptionsabbriichen oder Leserasterverschiebungen.

e An der durch das MSA-Profil vorgegebenen Spleifstelle befindet sich das Dinukleo-
tid AG welches als Akzeptor im Spleiliprozess bekannt ist.

Insgesamt wurden 14 der 25 Sequenzen manuell korrigiert (¢ in Abbildung 3.3). Nach-
folgend wurden die Intron-Exon-Grenzen bei 12 LOX-Genen (bzw. 14 Sequenzen) {iber-
priift (®in Abbildung 3.3). Verglichen wurden die Intron-Exon-Grenzen von zum Teil kor-
rigierten CDSs und von klonierten cDNA-Sequenzen. Die cDNA-Sequenzen entstammen
der Arbeit von Schiller et al. (2015). Acht der 14 gepriiften Sequenzen wurden vorher ma-
nuell korrigiert, bei sechs gepriiften Sequenzen wurden die festgelegten Grenzen der Gol-
den Delicious-CDS-Annotation beibehalten. Es konnte keine Abweichungen zwischen den
zum Teil korrigierten CDSs der MDP-Sequenzen und den klonierten cDNA-Sequenzen
gefunden werden. Die gegeniiber der Golden Delicious-MDP-Datenbank teilweise gedn-
derte Festlegung der Intron-Exon-Grenzen einiger LOXs reflektiert den tatséchlichen
Zustand in vivo. Abgesehen von vier Sequenzen (MDP0000312394, MDP0000548790,
MDP0000125303 und ES790007) besitzen alle LOX-Gene neun Exons und acht Introns.

Phylogenetische Analyse der identifzierten LOX-Sequenzen

Insgesamt wurden 25 LOX-Gensequenzen in der Apfelgenomsequenz gefunden, welche
aufgrund ihrer Primérsequenz als 23 funktionelle Gene kategorisiert wurden. Mit diesen
und mit den bekannten LOX-Sequenzen aus dem DFCI Apple Gene Index und den von
Schaffer et al. (2007) beschriebenen LOX-ESTs wurde ein phylogenetischer Baum erstellt
(Abbildung 3.3). Die hier eingefiihrte Nomenklatur der Gene richtet sich nach einem Vor-
schlag von Meinke und Koornneef (1997) fiir Arabidopsis thaliana. Die Buchstaben 'Md’
bezeichnen den Ursprungsorganismus Malus x domestica. Die Arabischen Ziffern wurden
bereits von Schaffer et al. (2007) benutzt, um verschiedene LOX-Gene zu unterscheiden.
Ein LOX4-Gen ist nicht aufgefiihrt, da das von Schaffer et al. (2007) aufgelistete LOX4-
Gen, basierend auf Seuenzanalysen, keine Lipoxygenasefunktion besitzt. Es fehlen die
typischen konservierten Motive. In dieser Studie wurden mehr als die acht von Schaffer
et al. (2007) identifizierten LOX-Gene gefunden. Um die einzelnen Gene sicher zu un-
terscheiden, wurde ein Kleinbuchstabe angehéingt. Die 23 LOX-Gene kénnen auf Basis
ihrer Sequenzéhnlichkeit in 7 Gruppen zusammengefasst werden. Allein MdLOX9a wird
keiner Gruppe zugeordnet, da dessen Primirsequenz abweicht.
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MDP0000548790° } mdLox1a |
%2 ES790104
1°° TC60238_TC282_TC28441 } MdLOX1a
o0 MDP0000450991% | MdLOX1-
o MDP0000312397° } MdLOX1b Gruppe
MDP0000423544%° } mdLox1c
% MDP0000146677% } mdLox1d
100 % MDP0000312394° } mdLox1e
03 ES790041 } | Typ 1-
88 TC77129_TC176 _TC28325 {MdLOX7a LOX
100 MDP0000264666°" | MdLOX7-
100 MDP0000125303 }mdLoxzb [ Gruppe
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Abbildung 3.3: Phylogenetischer Baum der identifizierten LOX-Nukleotidsequenzen
des Apfels. Neben den identifizierten LOX-Sequenzen, die eine MDP-Akzessionsnummer be-
sitzen, sind auch die bereits durch Schaffer et al. (2007) beschriebenen Apfel-LOX-ESTs
(ES-Akzessionsnummern) und die von Park et al. (2006) genutzten ’tentative cluster’ (TC-
Akzessionsnummern) innerhalb des phylogenetischen Baumes aufgefiihrt. Eine LOX aus dem
Moos Physcomitrella patens wurde als Aufengruppe benutzt, um dem Baum eine Wurzel zu
geben. Vielfach sind mehrere Sequenzen aufgrund ihrer Sequenzihnlichkeit als ein Gen annotiert
(siche z.B. ES790036 und MDP0000215405 als MdLOX8a). Mehrfach sind sich Nukleotidse-
quenzen von unterschiedlichen Genen so &hnlich, dass ein gemeinsamer Ursprung angenommen
wird. Sie werden zu einer Gengruppe zusammengefasst (z. B. die MALOX8-Gruppe). Bei einigen
MDP-Sequenzen wurden die Grenzen zwischen den Introns und Exons manuell korrigiert (¢).
Sowohl korrigierte MDPs als auch Sequenzen, bei denen die urspriinglichen Festlegung beibehal-
ten wurde, wurden mit von Schiller et al. (2015) klonierten und sequenzierten cDNA-Sequenzen
verglichen (°).
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Tabelle 3.1: Identitidtswerte der Apfel-LOX-Gene und -Proteine. Die durchschnittlichen
Identitédtswerte () und die minimale (Min) und maximale Identitit (Max) aller Apfel-LOX-Gene
und -Proteine sind typgetrennt aufgelistet. Diese Daten fiir nur jeweils ein Gen oder Protein pro
LOX-Gruppe zu erheben, ist fiir Literaturvergleiche sinnvoll, da Maximal- und @-Wert durch die
hohe Identitdt innerhalb der LOX-Gen-Gruppen stark verfalscht werden.

nur jeweils das alle 23 nur jeweils das alle 23

Gen ,a“ jeder  Apfel-LOX- Protein von Gen ,a“ Apfel-LOX-

LOX-Gruppe Gene jeder LOX-Gruppe Proteine
@ in Typ 1 63 73 56 67
Max in Typ 1 73 97 66 95
Min in Typ 1 55 55 47 46
@ in Typ 2 57 66 50 59
Max in Typ 2 66 94 63 93
Min in Typ 2 54 53 45 44

Das LOX-Phylogramm teilt sich an seiner Basis in zwei Teilbdume. Diese Baum-
architektur reflektiert die Unterscheidung von LOXs in Typ 1-LOXs (type 1-LOXs) und
Typ 2-LOXs (type 2-LOXs) anhand ihrer Sequenzéhnlichkeit (,LOX1“ und ,,LOX2“ nach
Shibata et al. (1994), spéter gedndert zu ,,type 1-LOX“ und , type 2-LOX* nach Feufiner
und Wasternack (2002)). Die Typ 1-LOXs haben eine hohe Sequenzihnlichkeit von bis zu
75 %, die Typ 2-LOXs zeigen nur eine geringe Sequenzdhnlichkeit von etwa 35 % (Feuf-
ner und Wasternack, 2002). Laut Tabelle 3.1 sind die Nukleotidsequenz und die daraus
abgeleitete Aminosduresequenz der Typ 1-LOXs des Apfels zueinander durchschnittlich
63 % bzw. 56 % identisch. Die Nukleotid- und die Proteinprimérsequenz der Typ 2-LOXs
sind zueinander durchschnittlich 57 % bzw. 50 % identisch. Die LOX-Proteinsequenzen
wurden von den LOX-Gensequenzen in silico abgeleitet.

Fiir alle abgeleiteten LOX-Proteine wird die weitverbreitete Nomenklatur benutzt, die
von Shibata et al. (1994) vorgeschlagen und von Feufner und Wasternack (2002) ein-
gefiihrt wurde. Der Name beinhaltet die Proteinfunktion (LOX), den LOX-Typ, den
Ursprungsorganismus und Arabische Zahlen zur Unterscheidung der einzelnen Proteine
fortlaufend nach deren Entdeckung. Zum Beispiel war LOX1:St:1 die erste Typ 1-LOX,
die in Solanum tuberosum entdeckt wurde (Casey, 1995). Um falsche Zuordnungen von
Genen zu Proteinen zu vermeiden, wird fiir die LOX-Proteine des Apfels vorgeschlagen,
dass die Identifikationsnummern der Gene (bestehend aus einer Arabischen Ziffer und ei-
nem kleinen Buchstaben) unveréndert iibernommen werden. Folglich heifst das aus dem
MdLOX2a-Gen resultierende Protein LOX2:Md:2a, da es sich auf Basis der bioinforma-
tischen Analysen um eine Typ 2-LOX handelt (sieche Abbildung 3.3).

Abschliefsend wurden die Protein-Primérsequenzen der anfangs benutzten 122 LOX-
cDNA-Sequenzen erneut mit den 25 Apfel-CDS-Sequenzen in einem MSA verrechnet.
Aus diesem MSA wurde ein phylogenetischer Baum und eine Identitdtsmatrix erstellt.
Weder MSA noch phylogenetischer Baum noch Identitdtsmatrix lassen sich aufgrund
ihres Informationsgehaltes in ihrer Gesamtheit iibersichtlich darstellen. Die Abbildung 3.4
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Abbildung 3.4: Ausschnitt des Phyloggramms von 25 Apfel-LOX- und 122 weite-
ren Angiospermen-LOX-Proteinsequenzen. Die LOX-Proteine des Apfels sind unter ihrer
systematischen Bezeichung eingetragen. Andere aus cDNA-Sequenzen abgeleitete Angiospermen-
LOX-Proteinsequenzen sind mit deren Akzessionsnummer und dem Namen des Ursprungsorga-
nismus bezeichnet.
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zeigt einen Auschnitt des Phylogramms.

Die Werte in der Identitdtsmatrix zeigen, dass die Primérsequenzen von LOXs einer
Pflanzenart einander oft weniger dhnlich sind, als jene von LOXs verschiedener Pflanzen-
arten (Identitdtsmatrix nicht gezeigt). Die Aminosauresequenzen von Arabidopsis thalia-
na-LOXs besitzen z.T. unter 40 % Identitét (AAA32827 zu CAG38328 oder AAA32827
zu AAA32749). Dagegen ist die Sequenz AAA32827 zu LOX1:Md:1a 67,4 % identisch.
Dies kann auch fiir Solanum tuberosum-LOXs festgestellt werden. Die Identitit zwischen
CAA65268 und LOX2:Md:6a betriagt 62,2 %. Die Identitét zwischen den Solanum tubero-
sum-LOXs CAA65268 und AAD09202 nur 37,1 %. Auch eine LOX aus Cucumis sativus
(CAB83038) ist mit 66,6 % zu LOX1:Md:3a in hoherem Grad identisch, als die Cucumis
satiwus-L.OXs CAB83038 und CAA63483 zueinander (56,4 %).

Innerhalb der Teilbdume, in denen alle Apfel-LOXs der jeweiligen Gruppe stehen, sind
weitere LOXs aus unterschiedlichen Tribi der Rosengewéchse zu finden (Abbildung 3.4).
Abgebildet ist ein Aussschnitt eines Neighbor-Joining-Baumes, erstellt mit p-distance-
Substitutionsmodell und gepriift durch die bootstrap-Methode mit 1000 Replikaten. Die
Baumarchitektur zeigt, dass LOX1:Md:1c zu Pyrus pyrifolia-LOX (ABN09736) dhnlicher
ist, als zu LOX1:Md:1a, zu LOX1:Md:1d oder zu LOX1:Md:1le. Die LOXs von Prunus
dulcis (CAD10779) und Rosa hybrida sind dhnlicher zu LOX1:Md:1a als LOX1:Md:1a
7z LOX1:Md:1b. Die LOXs von Prunus armenaica und Prunus persica (ABZ05753,
ACH91370, ABV32552) sind jeweils dhnlicher zum Protein LOX1:Md:7a, als LOX1:Md:7a
zu LOX1:Md:7c oder LOX1:Md:7d. Je nachdem, welches Substitutionsmodell gewéhlt
wird, unterscheiden sich die phylogenetischen Béume leicht.

3.1.2 Ermittlung der Genposition im Genom (mapping)

Die Lage der 23 Gene (25 Sequenzen) innerhalb des Genoms ist in Abbildung 3.5 gezeigt.

Einzelne LOX-Gene, aber auch Gruppen von bis zu vier LOX-Genen konnten auf den
Chromosomen 2, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 13 und 16 festgestellt werden. Zur Erstellung der
Abbildung 3.5 wurden die Informationen aus der publizierten Genomsequenz benutzt
(Velasco et al., 2010). Ein Mapping im Sinne der Positionsermittlung einzelner Gene in
einer Kopplungskarte durch Segregationsanalyse von Markerdaten wurde nur fiir wenige
Gene im Zusammenhang mit der QTL-Analyse durchgefiihrt. Velasco et al. (2010) fiih-
ren die heutige Genomorganisation auf ein GWD zuriick. Paraloge Gene und Regionen
besitzen einen gemeinsamen Vorfahren. Die MdLOX5-Gengruppen auf den Chromoso-
men 2 und 7, die MALOX1/MdLOX7-Gengruppen auf den Chromosomen 4 und 12 und
Gene der Gruppen MdLOX3 und MdLOXS8 auf den Chromosomen 13 und 16 liegen in
paralogen Regionen.

Die Umgebung der physikalischen Gencluster MALOX5 und MdLOX1/MdLOX7 wurde
genauer betrachtet. Die Annotation der nahe gelegenen Gene jeweils beider Chromoso-
men wurde verglichen (siche Anhang, Abbildungen 6.2 und 6.3). In unmittelbarer Ndhe
der jeweiligen Gencluster sind die gleichen Genfunktionen annotiert. Dies unterstiitzt die
Theorie des gemeinsamen Ursprungs dieser Genomregionen und der darin lokalisierten
LOX-Gene (Velasco et al., 2010).
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Abbildung 3.5: Positionen der identifizierten LOX-Gene im Genom des Apfels. Die
jeweilige physikalische Position der identifizierten LOX-Gene ist auf den entsprechenden Chro-
mosomen angegeben. Es sind nur Chromosomen dargestellt, die funktionelle LOX-Gene besitzen.
Die Gene und die Gengruppen, die auf laut Velasco et al. (2010) paralogen Chromosomregionen
liegen, sind durch graue Ellipsen und diese durch Verbindungslinien gekennzeichnet,.
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3.1.3 Funktionelle Motive und Produktspezifitit

Um einen Einblick in die wahrscheinliche Funktion der identifizierten LOX-Gene zu erhal-
ten, wurden die typischen funktionellen Doménen bestimmt. Das ScanProsite Programm
wurde benutzt, um die LOX-Protein-Sequenzen zu analysieren, die von den unverédnder-
ten, sowie von den manuell korrigierten MDP-Sequenzen abgeleitet wurden.

Die typische Doménenstruktur eines LOX-Proteins ist in Abbildung 3.6 dargestellt.
Hervorgehoben sind die PLAT-Doméne (Polycystin-1, lipoxygenase, alpha toxin, Pfam:
PF01477), die Lipoxygenase 3-Domiéne (C-terminale Doméne, Pfam: PF00305), das ak-
tive Zentrum und die Aminosduren, welche durch ihre Seitenketten das katalytisch aktive
Eisen-lon komplexieren. Einigen Sequenzen fehlten wichtige Motive in der nicht manu-
ell korrigierten CDS (LOX2:Md:5a, LOX2:Md:1c), sie hatten einen ungewdhnlich lan-
gen N-Terminus (LOX1:Md:1b) oder zeigten eine stark abweichende Domé&nenstruktur
(LOX2:LOX:5¢). Die korrigierten Sequenzen besitzen die erwarteten typischen LOX-
Protein-Doménen. Neunzehn LOXs besitzen sowohl die PLAT-Doméne als auch die
Lipoxygenase-3-Doméne. Einundzwanzig LOXs enthalten alle fiinf wichtigen Aminoséu-
ren fiir die Komplexierung des Eisenions. Diese Ergebnisse wurden parallel durch ein MSA
gepriift (Ausschnitt in Abbildung 3.6b). Auch die Substratbindestelle wurde analysiert.
Abgesehen von LOX1:Md:1le, LOX1:Md:1a’, LOX1:Md:7b und LOX1:Md:3b (ES790007),
deren Sequenzdaten am N- oder C-Terminus unvollstindig sequenziert sind, besitzen alle
LOXs sowohl die hochkonservierte Substratbindestelle, als auch die fiir die Produktspe-
zifitdt verantwortliche Position, die in Sdugetier-LLOXs der sogenannten SLOANE-Position
entspricht (Hornung et al., 1999).

Pflanzliche LOXs werden neben der Typ-Klassifizierung weiterhin auf Basis ihrer ka-
talytischen Aktivitdt in zwei Gruppen eingeteilt. Da die Produktspezifitdt durch struk-
turelle Eigenschaften vorgegeben ist, gibt ein MSA der Proteinprimérsequenzen Hinwei-
se auf die Spezifitdt von biochemisch nicht charakterisierten LOXs. Fin MSA, welches
neben den Apfel-LOXs nur biochemisch charakterisierte LOXs enthélt, wurde benutzt,
um einen phylogenetischen Baum zu berechnen. Die Position der Apfel-LOXs innerhalb
dieses Baumes, ermoglicht eine Vorhersage iiber die wahrscheinliche Spezifitdt. Beson-
ders das Vorkommen bestimmter Aminosduren an der SLOANE-Position bestimmt die
LOX-Spezifitdt (Hornung et al., 1999). Alle biochemisch charakterisierten Proteine in-
nerhalb des 9-LOX-Zweiges des phylogenetischen Baumes (Abbildung 3.7) besitzen die
Aminosduren T und V an dieser Position. Alle charakterisierten Proteine innerhalb des
13-LOX-Zweiges zeigen eine der Aminosduren S, T, C oder A an der stérker variablen ers-
ten und F an der zweiten Position. Die abgeleiteten Aminoséuresequenzen der MdLOX1-,
MdLOX3- und MdLOXT7-Gruppe stehen innerhalb des 9-LOX-Zweiges und besitzen, ab-
gesehen von LOX1:Md:7a, die Aminosduren T und V an den entsprechenden Positionen
(vgl. Abbildung 3.6). Fiir diese wird vorldufig 9-LOX-Funktion angenommen. Anderer-
seits erscheinen die abgeleiteten Proteinsequenzen der MdLOX2-, MdLOX5-, MdLOX6-
und MdLOXS8-Gruppe innerhalb des 13-LOX-Zweiges und besitzen S, T oder C an der ers-
ten Position und F an der zweiten Position. Fiir die LOXs dieser Gruppen wird 13-LOX-
Funktion vorausgesagt. Eine Ausnahme stellt LOX2:Md:8a mit den Aminosduren S und
Y dar.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Primérstruktur eines typischen Li-
poxygenaseproteins (a) und das Alignment von konservierten Bereichen der ab-
geleiteten Aminosiduresequenz (b). a) LOXs besitzen N-terminal eine PLAT-Doméne und
C-terminal die Lipoxygenase-3-Doméne. Weiterhin sind fiinf Aminosduren bekannt, die mit ihren
Seitenketten das Eisen-Ton komplexieren (graue Rauten). Die Aminosduren im aktiven Zentrum
sind hochkonserviert (schraffiertes Rechteck). b) Neben dem aktiven Zentrum ist auch die Ami-
nosduresequenz der Substratbindestelle konserviert. Ein grofer Einfluss auf die Produktspezifitit
wird zwei Aminosdurepositionen zugeschrieben, die nahe des aktiven Zentrums liegen und der
sogenannten SLOANE-Position in Wirbeltier-LOXs entspricht (Hornung et al., 1999). Die Akzes-
sionsnummern der Sequenzen und die LOX-Proteinbezeichnungen sind angegeben.
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Abbildung 3.7: Phylogenetischer Baum biochemisch charakterisierter Lipoxygenase-
Proteine. Ausgehend von einem Sequenzalignment wurde ein phylogenetischer Baum erstellt,
der neben den Apfel-LOXs (fett gedruckt) weitere 52 Sequenzen von biochemisch charakteri-
sierten, pflanzlichen LOX-Proteinen enthilt. Fiir eine Auflistung der Sequenzen mit der Akzes-
sionsnummer, dem Namen des Ursprungsorganismus, der jeweiligen Produktspezifitdt und der
Aminosduren an der SLOANE-Position sieche Tabelle 6.4 im Anhang. Graue Ellipsen kennzechnen
die Teilbdume des Phylogramms, die nur Proteine mit bestimmter Produktspezifitit enthalten.

92



3.1 Bioinformatische Analysen

3.1.4 Subzellulare Lokalisierung

Mit Hilfe von drei verschiedenen Programmen, wurde die subzellulare Lokalisierung der
LOX-Proteine berechnet. Diese Berechnung geht vorrangig auf das Vorhandensein und die
Aminosdurezusammensetzung eines N-terminalen Signalpeptids zurtick. Das N-terminale
Signalpeptid ist eine wichtige Eigenschaft von Typ 2-LOXs (Feufkner und Wasternack,
2002). Generell befinden sich Typ 1-LOXs innerhalb des Cytosols, Typ 2-LOXs werden
aufgrund der N-terminalen Signalsequenz zu den Chloroplastenmembranen transportiert
(Heitz et al., 1997).

Die Proteine, welche innerhalb des Cytosols vorhergesagt wurden, sind Typ 1-LOXs
und jene innerhalb der Chloroplastenmembran sind Typ 2-LOXs (Abbildung 3.8). Einige
Proteine wurden durch die unterschiedlichen Programme unterschiedlich vorhergesagt.
LOX2:Md:2b und LOX2:Md:5d wiren aufgrund ihrer Zugehdrigkeit zu den Gengruppen
als in den Chloroplastenmembranen lokalisiert vermutet worden und LOX1:Md:1d und
LOX1:Md:7d innerhalb des Cytosols, aber die Vorhersageergebnisse der Programme wa-
ren nicht einheitlich. Die genaue Aufschliisselung, welche Vorhersage durch das jeweilige

Programm getroffen wurde, findet sich in Tabelle 6.7 im Anhang.

Cytosol oder
Cytosol chioroplast Chloroplast

- LOX1:Md:1a - LOX1:Md:1d - LOX2:Md:2a
- LOX1:Md:1b - LOX2:Md:2b - LOX2:Md:5a
- LOX1:Md:1c - LOX2:Md:5d - LOX2:Md:5b
- LOX1:Md:3a - LOX1:Md:7d - LOX2:Md:6a
- LOX1:Md:3b - LOX1:Md:9a - LOX2:Md:6b

- LOX1:Md:7a - LOX2:Md:8a
- LOX1:Md:7c - LOX2:Md:8b

Abbildung 3.8: Subzellulire Lokalisierung der LOX-Proteine. Schematisch dargestellt
sind die Vorhersageergebnisse der Programme WoLF PSort, ProtComp und Cell-PLoc. Fiir die
fiinf LOX-Proteine LOX1:Md:1d, LOX2:Md:2b, LOX2:Md:5d, LOX1:Md:7d, LOX1:Md:9a waren
die Vorhersageergebnisse nicht eindeutig (siehe dazu auch Tabelle 6.7 im Anhang).
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3.2 Klonierung von Lipoxygenase-Genen des Apfels

Es wurden Primer erstellt, um aus verschiedenen Apfelsorten die entsprechenden LOX-
Gene zu klonieren und zu sequenzieren. Dafiir wurden die Sequenzdaten der von Velasco
et al. (2010) ermittelten Genomsequenz benutzt. Neben der Sorte 'Golden Delicious’,
die als Genotyp fiir die Sequenzierung des Apfelgenoms genutzt wurde, wurde die DNA
weiterer fiinf Sorten mit unterschiedlichen Aromaprofilen als Ausgangsmaterial benutzt.

Es konnten 30 Sequenzen durch eine PCR-basierte Strategie kloniert werden (Tabel-
le 3.2). Diese beinhalten die komplette CDS.

Diese 30 Sequenzen reprasentieren insgesamt acht Gene, die sowohl fiir Typ 1-LOXs
(MdLOX1a, MdLOX3a, MdLOX7a, MdLOX9a) als auch fiir Typ 2-LOXs kodieren (Md-
LOX2a, MdLOX2b, MdLOX8a, MdLOX8b). Nach der Ubermittlung an die NCBI Gen-
Bank erhielten die Sequenzen ihre Akzessionsnummern. Beziiglich der Sorte ’Golden Deli-
cious’ konnten alle durch die Genomsequenz vorgegebenen Gene bestétigt werden. Jeweils
sieben Sequenzen konnten aus der DNA von "MclIntosh’ und ’Discovery’ erhalten wer-
den und jeweils eine Sequenz aus 'Alkmene’ und 'Royal Gala’. In acht Féllen konnten
zwei Allele aus DNA einer Sorte mit den genspezifischen Primern isoliert werden. In
diesen Fillen kann beziiglich dieser Gene von Heterozygotie ausgegangen werden (z. B.
MdLOX1a in ’Golden Delicious’). Die aus genomischer DNA isolierten Sequenzen sind
durchschnittlich etwa 4kb lang. Sie enthalten die Introns, aber nicht die UTRs des Gens.
Die von der Gensequenz abgeleiteten Proteine sind zwischen 842 Aminoséduren (Gen-
produkt von MdLOX9a) und 944 Aminosduren (Genprodukt von MdLOX8a) lang. Von
MdLOX1a und MdLOX7a wurden jeweils sechs Allele aus verschiedenen Sorten kloniert.
Diese Sequenzen variierten in ihrer Lange und Nukleotidsequenz.

Innerhalb der MdLOX1a Sequenz, welche je nach Allel zwischen 3721 und 3802 bp
lang ist, wurden bis zu 74 variable Stellen gefunden. Diese wurden als Indels oder SNPs
identifiziert. Etwa 50 % der SNPs liegen in Introns. Die zwei unterschiedlichen Allele von
"Golden Delicious’ unterscheiden sich durch 28 SNPs. MdLOX7a besitzt 41 SNPs in der
etwa 3500 bp langen Sequenz. Etwa ein Drittel der SNPs liegen in Introns. Vierzehn SNP-
Positionen des Gens sind heterozygot innerhalb "Golden Delicious’. Drei SNP-Positionen
sind einzigartig fiir ein Allel der untersuchten Sorten.
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3.2 Klonierung von Lipoxygenase-Genen des Apfels

Tabelle 3.2: Klonierte Lipoxygenase-Gene verschiedener Apfelsorten. Die Sequenzen
der klonierten LOX-Gene unterscheiden sich in ihrer Linge und Nukleotidsequenzabfolge. Auch
die Lange der abgeleiteten Aminosiuresequenz ist variabel. Die aus der Sequenzierung erhaltenen
Nukleotidsequenzen wurden an NCBI {ibermittelt und besitzen eine NCBI-Akzessionsnummer.
Laut den Daten der Apfel-Genomsequenzdatenbank liegen die Gene auf unterschiedlichen Chro-
mosomen (Velasco et al., 2010).

Gen Akzessions Lange Lange in
-nummer Sorte in bp Chromosom Aminosduren
MdLOX1a | KC489090 ’Golden Delicious’ 3728 9 863
KC489091 ’Golden Delicious’ 3799 9 863
KC489092 "McIntosh’ 3721 9 863
KC489087 "Discovery’ 3721 9 863
KC489088 "Prima’ 3799 9 863
KC489089 "Prima’ 3802 9 863
MdALOX2a | KC494388 ’Golden Delicious’ 4667 12 906
KC494390 "Mclntosh’ 4655 12 906
KC494389 "Discovery’ 4667 12 906
KC494391 "Discovery’ 4648 12 906
MAILOX2b | KC494386 ’Golden Delicious’ 4230 13 905
KC494385 "Discovery’ 4230 13 905
KC494387 "Prima’ 4230 13 905
MdLOX3a | KC747489 ’'Golden Delicious’ 4255 13 900
KC747490 "Discovery’ 4255 13 900
KC747491 "Discovery’ 4255 13 900
MdLOX7a | KC494379 ’Golden Delicious’ 3490 4 868
K(C494381 ’Golden Delicious’ 3489 4 868
KC494380 "Mclntosh’ 3490 4 868
KC494383 "McIntosh’ 3491 4 868
KC494384 "Discovery’ 3490 4 868
KC494382 ’Alkmene’ 3488 4 868
MdLOX8a | KC494378 ’Golden Delicious’ 3892 16 944
MAILOX8b | KC494375 ’Golden Delicious’ 4121 13 920
KC494374 "McIntosh’ 4121 13 920
KC494376 "MclIntosh’ 4121 13 920
KC494377 "Royal Gala’ 4121 13 920
MdLOX9a | KC494371 ’Golden Delicious’ 3335 6 842
KC494372 ’Golden Delicious’ 3337 6 842
KC494373 "Mclntosh’ 3337 6 842
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3.3 Expressionsanalyse

Um die mogliche Rolle von einzelnen LOX-Genen bei der Fruchtaroma-Produktion zu be-
stimmen, wurde deren Expression in verschiedenen Geweben und wahrend des Vorgangs
der Fruchtreife mithilfe von RT-PCR untersucht.

Fiir die Untersuchung der gewebespezifischen Expression wurde RNA aus den Bliiten,
den Bléattern und der Fruchtschale von 'Golden Delicious’ und "Mclntosh’ isoliert. Fiir die
Untersuchung der differentiellen LOX-Gen-Expression wihrend der Fruchtentwicklung
wurden Friichte verschiedener Reifestadien benutzt. Es wurden nur Proben verwendet,
deren isolierte RNA ungeschert ist, die keine Verunreinigung durch DNA nach DNAse-
Behandlung aufweist, bei der keine Verunreinigungen durch chemische Stoffe (vor allem
Phenole) vorliegen und deren cDNA-Synthese erfolgreich war.

Mit den Sequenzen der zum Teil manuell korrigierten MDP-Akzessionen wurden gen-
spezifische Primer erstellt. Schlussendlich standen genspezifische Primer fiir 15 LOX-
Gene zur Verfiigung, nimlich fir MdLOX1a, MdLOX1d, MdLOX2a, MdLOX2b, Md-
LOX3a, MdLOX3b, MdLOX5b, MdLOX5e, MdLOX6b, MdLOX7a, MdLOX7Tb, MdLOX'1d,
MdLOX8a, MdLOX8b und MdLOX9a. Die Sequenzierung der PCR-Amplifikate von 29
verschiedenen Sorten (einschliefslich ’Golden Delicious’ und "McIntosh’) bestétigte die
Spezifitat fiir das gewiinschte LOX-Gen.

Die drei Microsoft Excel Ad-Ins ,BestKeeper®, ,GeNorm* und ,NormFinder* identifi-
zierten RNA-Polymerase 11 als verlédsslichstes Referenzgen zur Analyse von verschiedenen
Gewebeproben und Elongationsfaktor « als verldsslichstes Referenzgen zur Analyse von
Proben des Fruchtreifeverlaufs (Daten nicht gezeigt).

3.3.1 Lipoxygenase-Expression in verschiedenen Geweben

Innerhalb von verschiedenen Gewebeproben (Blatt, Bliite, Frucht) wurde die Expression
von 15 LOX-Genen in den Sorten 'Golden Delicious’ und "Mclntosh’ untersucht. Neun
Gene zeigten Expression in zumindest einem der untersuchten Gewebe (Abbildung 3.9).
MdLOX2a und MdLOX2b sind in allen Proben exprimiert. Andere Gene zeigen nur
innerhalb einer Sorte Transkriptionsaktivitit (MdLOX1a und MdLOX3b in 'Golden De-
licious’) oder die gleichen Expressionsmuster in beiden Sorten (z.B. MdLOX5e in allen
Geweben und MdLOX7a in Bliiten). Es konnten keine LOX-Gene identifiziert werden,
die ausschlieflich in Friichten exprimiert sind. Allerdings sind die Gene MdLOX2a, Md-
LOX2b, MdLOX3b und MdLOXbe unter anderem auch in Friichten aktiv (Abbildung
3.9). Die Gene MdLOX7d, MdLOX8a und MdLOX9a zeigen in Bléttern eine schwache
Transkriptionsaktivitdt. Die Transkripte der Gene MdLOX1d, MdLOX3a, MdLOX5b,
MdLOX6b, MdLOX7b und MdLOX8b konnten nicht detektiert werden (nicht gezeigt).

3.3.2 Lipoxygenase-Expression wihrend der Fruchtentwicklung

Der Anstieg der LOX-Aktivitdt zum Reifezeitpunkt wurde in verschiedenen Friichten
beschrieben (Pérez et al., 1999; Lara et al., 2003; Chen et al., 2004; Zhang et al., 2006;
Padilla et al., 2012). Wahrscheinlich zeigen Kandidatengene fiir Fruchtaroma plétzlich
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MdLOX1a MdLOX7a

MdLOXZ2a MdLOX7d

MdLOX2b MdLOX8a

MdLOX3b MdLOX9a

RNA-
Polymerase Il

MdLOX5e

Bl BFr Bl BFr + o Bl B Fr Bl B Fr + o

Abbildung 3.9: Differentiell exprimierte LOX-Gene innerhalb verschiedener Gewe-
be. Die RT-PCR zeigt die differentielle Expression von neun Apfel-LOX-Genen. In die Analyse
der differentiellen Expression wurden die Gewebe Bliite (Bl), Blatt (B) und Frucht (Fr) der
Sorten ’Golden Delicious’ (GD) und "McIntosh’ (McI) einbezogen. Als Positivkontrolle (+) wur-
de DNA von ’Golden Delicious’ benutzt, bei der Nullkontrolle (0) wurde Wasser anstatt einer
DNA-Losung genutzt.

oder stetig beim Eintritt in das Fruchtreifestadium eine erhéhte Expression. Es wurden
Fruchtproben von neun verschiedenen Reifestadien benutzt, weiterhin jeweils zwei Pro-
ben, die 10 bzw. 20 Tage gelagert wurden. Die Lagerung erfolgte jeweils bei 8 °C bzw.
bei Raumtemperatur (je Lagerzeitlinge eine Probe). Acht LOX-Gene waren transkrip-
tionell aktiv in zumindest einigen Proben (Abbildung 3.10). Wie auch in den Proben
unterschiedlicher Gewebe, ist die Expression von MdLOX2q in allen Fruchtproben fest-
stellbar. Die Amplifikate von MdLOX2b hingegen sind nur 40 Tage bzw. 100 Tage nach
dem Zeitpunkt der Vollbliite (r3, r6 in Abbildung 3.10) detektierbar. MdLOX3b ist zu
den gleichen Zeitpunkten stark exprimiert. Die Amplifikatmenge wird bis zur Probe des
Reifezeitpunktes stetig schwicher.

Die MdLOX1a-Transkripte werden besonders wihrend der Lagerung nachgewiesen.
Der sehr plotzliche Anstieg der Transkriptionsaktivitit findet beim Eintritt in die Frucht-
reife statt. Zum Erntezeitpunkt (r9) ist nur in "McIntosh’ eine Expression detektierbar.

Der Anstieg der MdLOX5e-Expression beginnt weniger plétzlich und ist weniger stark.
Auch in Proben zum Bliitezeitpunkt (rl, r2) sind Transkripte detektierbar. Sowohl in
"Golden Delicious’, als auch in ’McIntosh’ nimmt die Expression ab r6 bis zum Reifezeit-
punkt (r9) stetig zu. Nach 20-tégiger Lagerung ist bei Proben von 'Golden Delicious’ nur
noch eine sehr geringe (13) bzw. keine Transkription (14) nachweisbar. Bei Proben von
"Mclntosh’ bleibt die MdLOX5e-Expression auch wiahrend der Lagerung bei Raumtem-
peratur (11, 13) und bei 8°C (12, 14) nahezu konstant.
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Q)
O

Mcl
MdLOX1a

MdLOX2a

MdLOX2b
MdLOX3b
MdLOX5e
MdLOX7a
MdLOX7b
MdLOX7d

Elongations-
faktor a
rlr2rr3r4r5r6r7r8r911121314 + 0 rlr2 r3r4dr5r6r7r8r911121314 4+ 0
: » ———» - > ———>
Reifeverlauf Lagerung Reifeverlauf Lagerung

Abbildung 3.10: Differentiell exprimierte LOX-Gene wihrend verschiedener Frucht-
reifestadien. Die RT-PCR von Proben verschiedener Fruchtreifestadien zeigt die differentielle
Expression von acht Apfel-LOX-Genen. Das Ausgangsmaterial wurde aller 20 Tage ab dem Zeit-
punkt der Vollbliite (rl) bis zum Zeitpunkt der Pfliickreife (r9) im Versuchsfeld entnommen.
Weiterhin wurde Probenmaterial nach 10 (11, 12) bzw. 20 Tagen Lagerung (13, 14) bei entweder
Raumtemperatur (11, 13) oder 8°C (12, 14) genutzt. Als Positivkontrolle (4+) wurde DNA von
’Golden Delicious’ benutzt. Bei der Nullkontrolle (0) wurde Wasser anstatt einer DNA-Losung
genutzt.
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Amplifikat

3.3 Expressionsanalyse
MdExp2
Primer-Dimer-

GD Mcl
—_Bande
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Primer-Dimer-
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Abbildung 3.11: Expression der Apfelgene MdExp2 (oben) und MD-ACO1 (unten).
Ermittelt wurde die Abundanz von MdExp2 und MD-ACO1-Transkripten in Fruchtproben der
Sorten ’Golden Delicious’ (GD) und 'McIntosh’ (McI). Die Probennahmezeitpunkte reichen vom
Zeitpunkt der Vollbliite (r1) bis zur Pfliickreife (r9). Die Sorte ’McIntosh’ erreicht zur Pfliickreife
bereits die Genussreife. Weiterhin wurden Proben nach 10-tdgiger (11, 12) oder 20-tigiger (13,
14) Lagerung bei Raumtemperatur (11, 13) oder 8°C (12, 14) untersucht. In Anlehnung an die
Expressionsanalysen in verschiedenen Geweben und iiber den Fruchtreifeverlauf wurde als Po-
sitivkontrolle (+) DNA von ’Golden Delicious’ benutzt, bei der Nullkontrolle (0) wurde Wasser
anstatt einer DNA-Losung genutzt.

3.3.3 Qualitdt der Proben-Normalisierung

Die Normalisierung der cDNA-Proben des Fruchtreifeverlaufes der Apfelfrucht zu iiber-
priifen, ist eine besondere Herausforderung. Microarray-Daten kénnen fiir den Vergleich
der Expression verschiedener Referenzgene genutzt werden. Es sind allerdings keine Refe-
renzdatensétze fiir den Fruchtreifeverlauf der hier benutzten Sorten bekannt. Um dennoch
eine verldssliche Aussage iiber die Qualitiat der Normalisierung der Ausgangslésungen zu
erhalten, wurde RT-PCR mit Referenzgenen durchgefiihrt.

Die jeweilige Transkriptabundanz der fiir die Normalisierung verwendeten stetig ex-
primierten Referenzgene RNA-Polymerase II und Elongationsfaktor « ist in den Abbil-
dungen 3.9 und 3.10 ablesbar. Als weitere Kontrolle wurde die Expression von Genen
ermittelt, deren relative Transkriptabundanz wihrend des Reifeverlaufs bekannt ist:

e das Expansin-Gen MdFExp2 und
e die ACC-Oxidase MD-ACO1 (Aminocyclopropanecarboxylat-Oxidase) (beschrie-
ben von Ross et al. (1992), umbenannt durch Binnie und McManus (2009)

Die Expression von MdFEzp2 kann in ’Golden Delicious’ in den Proben r3 bis r9 (40 Tage
nach Vollbliite bis Reife) und bei 10-tégiger Lagerung (11, 12) nachgewiesen werden. Die
Expression nimmt dabei bis r5/r6 stetig zu, danach stetig ab. Die Probe der ungekiihlt
gelagerten Friichte (11) zeigt eine niedrigere Transkriptabundanz, als die der gekiihlten
Lagerung (12). Nahezu die gleichen Ergebnisse erhilt man bei der Expressionsanalyse
von 'Mclntosh’. Die Expression zwischen den Proben r4 bis 18 steigt jedoch nicht stetig
an, sondern stagniert. Weiterhin ist die Abbundanz von MdFExp2-Amplifikaten bereits
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zum Reifezeitpunkt (r9) sehr niedrig. Auch in Proben der gelagerten Friichte liegt die
Transkriptmenge an der Nachweisgrenze.

In Proben der reifen Frucht (r9) von ’Golden Delicious’ sind Transkripte des MD-
ACO1-Gens nicht nachweisbar. In der AGE der RT-PCR-Produkte von gelagerten Friich-
ten erscheinen fiir alle Proben (11,12, 13, 14) gleich starke Banden. Aufgrund des Fehlens
von stdrkeren oder schwécheren Banden kann nicht eingeschétzt werden, ob sich die PCR
bei Beendigung noch in der logarithmischen Phase befand. Eine zuverlissige Aussage iiber
relative Transkriptmengen ist nicht moéglich. Bei "Mclntosh’ zeigt sich ein dhnliches Ex-
pressionsprofil: MD-ACO1 ist in gelagerten Friichten stark exprimiert. Bei dieser Sorte
kann allerdings bereits zur Pfliickreife (r9) die Expression nachgewiesen werden.

3.3.4 Randnotiz: Lipoxygenase-Expression bei Pathogenbefall

Um die LOX-Expressionsdnderung bei Infektion mit einem tierischen, einem pilzlichen
und einem bakteriellen Pathogen zu untersuchen, wurden jeweils anféllige und resistente
Apfelgenotypen infiziert.

Ergebnisse der Infektionen

Die Befallsstudie der Apfelblutlaus wurde zusammen mit Dr. Edgar Schliephake (Insti-
tut fiir Resistenzforschung und Stresstoleranz des Julius Kiihn-Institutes, Quedlinburg)
durchgefiihrt. Von 10 angesetzten Imagines waren 3-5 Tiere nach Ablauf des Inkubations-
zeitintervalls durch den eindringenden Saugapparat fest mit dem Zweig verbunden. Ob
die Tiere tatsédchlich saugten, wurde nicht gepriift. Nach der Infektion mit Erwinia amylo-
vora zeigten sich die krankheitstypischen Symptome, zuerst nekrotisierte Blattadern und
im weiteren Verlauf Exsudattropfen, Blattnekrosen und der sogenannte Hirtenstab (siehe
Abbildungen 3.12, 3.13, 3.14 und 3.15). Die Infektion mit Venturia inaequalis war nicht
erfolgreich. Die Positivkontrollen blieben befallsfrei, obwohl die Sporen in der Suspension
nachweislich auskeimten (siehe Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.12: Der Habitus einer mit Abbildung 3.13: Der Habitus einer mit
Erwinia amylovora infizierten Apfel- FErwinia amylovora infizierten Apfel-
pflanze der sehr anfilligen Sorte ’Gala’ pflanze der wenig anfilligen Akzession
exakt 10 Tage nach der Infektion. Deut- Malus x robusta Mrb’ exakt 10 Tage
lich erkennbar ist der sogenannte Hirtenstab. = nach der Infektion.

A

N7

Abbildung 3.14: An Blattadern begin- Abbildung 3.15: Mehrere Exsudattrop-

nende Nekrose eines mit Erwinia amy- fen am Blattstiel 10 Tage nach ei-
lovora infizierten Blattes 72h nach der mner erfolgreichen FErwinia amylovora-
Infektion der Sorte Gala’. Infektion der Sorte Gala’.
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Abbildung 3.16: Keimende Asco- und Konidiosporen von Venturia tnaequalis. Links:
Ascosporen, rechts: Konidiosporen, unten: jeweils mit Keimhyphe.

Expressionsanalyse

Die fiir Venturia inaequalis anfélligen Pflanzen zeigten nach einer Inkubationszeit von 28
Tagen keine Krankheitssymptome. Das Probenmaterial wurde verworfen. Es wurde kei-
ne Expressionsanalyse durchgefiihrt. Die Expressionsanalyse der LOX-Gene bei Erwinia
amylovora-Infektion konnte wihrend des Projektzeitraumes nicht durchgefiihrt werden.
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse beim Befall von Apfelpflanzen mit Blutldu-
sen sind nur teilweise aussagekriftig. Von den 15 gepriiften Genen sind die Ergbnisse
von 6 Genen nicht auswertbar, weil Positiv- oder Negativkontrollen keine erwartungs-
geméfken Ergebnisse zeigen (MdLOX1a, MdLOX1d, MdLOX2b, MdLOX5b, MdLOX7d,
MdLOX9a). Daneben zeigen 6 Gene keine Expression in den Blittern der befallenen
Pflanzen (MdLOX3a, MdLOX6b, MdLOX7a, MdLOX7b, MdLOX8a, MdLOX8b). Diese
nicht exprimierten Gene sind auch bei der Ermittlung der gewebespezifischen Expression
in keinem Gewebe (MdLOX3a, MdLOX6b, MdLOX7b und MdLOX8b) oder zumindest
nicht in Blattern (MdLOX7a und MdLOX8a) exprimiert. MdLOX2a ist in allen Pro-
ben exprimiert. MdLOX3b und MdLOXb5e sind in beiden Sorten schwach exprimiert. Die
unterschiedliche Transkriptabundanz ist unabhéngig von den benutzten resistenten oder
anfilligen Sorten. Sie ldsst sich nicht auf eine stattgefundene oder nicht stattgefundene
(Kontrollgruppe) Pathogeninkubation zuriickfithren (Ergebnisse nicht gezeigt).
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3.4 Genetische Assoziation zwischen Aromastoffen und
Kanditatengenen

Urspriinglich wurde davon ausgegangen, dass das Programms TASSEL 3.0 eine oder
mehrere Assoziationen zwischen den SNP-Zustidnden der verschiedenen LOX-Gene und
verschiedenen Schliisselaromastoffen nachweist. Die Datensétze fiir die Schliisselaroma-
stoffe standen zur Verfiigung (Ulrich, unverdffentlicht). Fiir 15 LOX-Gene wurden wih-
rend der Arbeit genspezifische Amplifikate von 78 verschiedenen Apfelsorten sequenziert.
Es konnten keine signifikanten Assoziationen fiir einzelne SNPs gefunden werden (Da-
ten nicht gezeigt). Der Nachweis einer Assoziation zwischen den Konzentrationen der
Aromastoffe und Haplotypen scheiterte daran, die 78 sortenspezifischen SNP-Muster ei-
ner iiberschaubaren Anzahl an Haplotypen zuzuordnen, bei der jedes Allel mehrfach in
unterschiedlichen Sorten vorkommt.

Alternativ zur Assoziationanalyse mithilfe des Programms TASSEL 3.0 wurde QTL-
Analyse als Methode benutzt, um die Assoziation zwischen Aromadaten und Kandi-
datengenen zu priifen. Diese Strategie unterscheidet sich grundlegend. Es wird nicht
die Korrelation von genotypischen und phénotypischen Eigenschaften unterschiedlicher
Sorten des Apfelgenpools auf Korrelation gepriift, sondern jene von unterschiedlichen
Genotypen einer Nachkommenschaft aus lediglich zwei Sorten.

Fir die C3-Population, einer Kreuzungspopulation der Elternsorten 'Discovery’ und
"Prima’, wurden Markerdaten von Dr. Dunemann freundlicherweise zur Verfiigung ge-
stellt. Zusétzlich wurden Amplifikate der Gene MdLOX1a, MdLOX1d, MdLOX5e und
MdLOX7a aus 30 ausgewdhlten Genotypen der C3-Population und den Elternsorten
sequenziert. Die Position des MdLOX1a-Amplifikates ist in Abbildung 3.19 eingezeich-
net. Der Amplifikationsbereich in MdLOX1a iiberspannt zwei Introns. Da Nukleotide in
Introns sich meist ohne Effekte auf das entstehende Protein verindern, findet man in
Introns relativ betrachtet mehr SNPs. Die identifizierten Haplotypen wurden Segregati-
onstypen zugeordnet und dem Markerdatensatz hinzugefiigt. Die aus der Kartierung mit
JoinMap hervorgehende Kopplungskarte wurde fiir das QTL-Mapping benutzt, bei dem
die gefundenen QTLs auf diese Karte projiziert werden.

Die Datensétze, welche Informationen zu den Aromastoffen und deren Konzentration
beinhalten, wurden von Herrn Dr. Ulrich (JKI) zur Verfigung gestellt. Dafiir wurden auf-
gearbeitete Fruchtproben mittels Headspace-Festphasenmikroextraktion und anschliefsen-
der Gaschromatographie analysiert, um die Datensétze mit Aromastoffkonzentrationen
zu erzeugen. Etwa 100 unterschiedliche Diagramm-Spitzen, die unterschiedlichen Aromas-
toffen entsprechen, wurden detektiert. 15 wichtige Aromastoffe wurden ausgewéhlt, um
mit diesen phinotypischen Daten zu arbeiten. Finf dieser Stoffe sind Fruchtalkohole und
neun gehéren zur Gruppe der Ester, wie zum Beispiel Azetat-, Butanoat- und Hexanoat-
Ester. Zusétzlich konnte das Aldehyd Hexanal, welches das erste fliichtige Produkt des
LOX-Stoffwechselweges ist, identfiziert und in die Analysen einbezogen werden.

In den Regionen, in welchen LOX-Gene durch Kopplungsanalyse kartiert wurden, lie-
gen 13 QTLs von 7 Aromastoffen, ndmlich von 6 Estern und dem Aldehyd Hexanal.
Dabei handelt es sich um QTLs, mit einem LOD-Maximalwert von mindestens 3. In

63



3 Ergebnisse

LG2-D
0,0 —— CHO2f06
29,0~ |- E45/M52-2
30,4 —[— E33/M53-14
32,0 T [ E34/M58-12
37,3 —-|— E32/M59-6
T o)
g S 47,70 | E32/M59-10
= & 515+, CH02006
S Wi 5 544\ E39/M59-24
S WIS ™3 56,9y E39/M52-11
S WI=™5 50,0y E39/M52-14
e 60,2 —— E33/M53-23
T & 61,6 "] [ CH05e03
< (=]
= 2
d 69,9 — E37/M48-9
] 72,7 —-— CH03d01
4 77,4 —-— E39/M52-5
84,8 —— E39/M62-1

LG9-D

4,8 —-{ E39/M59-6
14,4~ | - MdLox1a
o 154 —{— E39/M57-1
IS 173~ E39/M51-2
N 24411 cHo1fo3p
5
"~ 30,3~ E37/M61-4
31,9 — 1~ E39/M59-3
35,7 —-— CHO5c07
48,5 ——— Hi05e07
51,4 —— E33/M50-21
54,9 —1— E43/M54-15
58,0 ——— CHO1h02
62,3 ——— CN444542
68,7 ——— E43/M54-8

0,0 —~— E45/M51-11

71,8 ——— E37/M49-14

/

—_—

_

LG2-P
E33/M53-17 —~— 0,0
E33/M50-15 ——— 5,3
CHO02c06 20,3
E40/M48-6 225
E39/M59-24 \\/, 23,0
E45/M53-19 Y+~ 24,5
E33/M50-22 - 26,2
E37/M61-15 —}R~ 27,3
E39/M51-15 7/ N\ 28,3
E39/M52-14 / | 1\ 29,8
E39/M57-2 34,3
CHO03d01 ~l|-409
E37/M48-10 — [~ 41,6
E37/M48-9 /2N 43,6
E37/M61-13 //{\\ 44,2
NBS14A10-4//\ 452
MdLox5e A\ 47,7
E45/M52-9 50,3
NBS14A10-1 53.3
E39/M62-1 —-— 65,1

LG9-P
E39/M52-8 ~ ~ - 0,0
E39/M59-17 N 3,9
E34/M57-7 - 49
E39/M57-14 —T 1~ 6,4
E37/M49-13 ——— 21,4
CHo1fosb —1— 258
E37/M61-4 —— 30,6
CHO05c07  —4— 36,1
NBS2A2-1 —1— 431
Hi05e07 — 1497
E43/M54-15 ——— 54,7
CHO1h02 — —— 58,9
E39/M62-15 —1 62,9
E32/M48-4 —5— 70,7

TeoueXaUIAXaH

JeouelngiAing

JE0URXBUIAXSH

[euexaH

LG4-D

0,0 —— KAT

5,0 CHO04e02

6,2~ E37/M49-20

8,4 ——— AOD2

9,2/ |\ E37/M49-18
12,471 E32/M59-4
14,9 /TN E39/M62-22
15,7 //I\\ E39/M57-12
18,0 //I_\\ CHO5d02
20,0 A\ E33/M47-1
213 E39/M55-17
23,4 E37/M61-10
243 CHO2h11
24,9 E39/M59-22
28,0 E37/M62-24
32,6 E45/M52-8
33,2 E34/M57-12
38,7 E37/M61-22
40,0 E32/M50-12
42,2 E40/M48-9
47,0 E46/M50-13
49,5 E32/M48-9
55,8 MdLox7a
59,6 E34/M58-7
65,8 CH02c02

LG12-D

0,0 T™T

2,11\ ./, E33/M47-10

4,5-\(/, E37/M62-21

5.9\ |/, E33/M53-5
109/ E32/M58-4

g E34/M57-1

11,7 \\_l/r CH0404
12,9 3= E37/M49-8
13,5 7R E33/M47-12
15,2 /| N\ E34/M57-3
16,7/ /\\ E37/M62-22
20,3 //\: E39/M52-10
21,6 7/ \ E32/M48-12
235 E37/M48-13
25,0/ /7 \\ CHO1g12
30,9 //7\\ CHO4d02
33,9 CHo1f02
39,6 /=R~ CH03c02
40,2 E37/M62-10
41,6 E39/M59-10
49,3 ——— MdLox1d
55,0~ |- E39/M52-2
56,2 — [~ E43/M54-3
63,3 ——|— NBS15G11-3
67,0 ——— MdFT1

AN X/

S TWANAN ]

LG4-P

E37/M61-9 ~~ - 0,0
E39/M57-5 —]
CHO04e02 T~ 35
E39/M59-9
E43/M54-26

E32/M59-4
CH05d02

CHO2h11
E39/M55-17
E33/M47-1

E34/M57-12

E40/M48-9 ~——+— 51,2

E37/M62-19 |- 69,0
CHO2c02 1,731
E3OMS5-11 - 74,1

E39/M55-10 74,2
MdLox7a ——— 82,2
LG12-P
E39/M62-7 0,0
E36/M48-4 YV, 35
E32/M59-23 — 58
CHO05d04 - 71
E39/M55-12 | |-104
E32/M48-1 ] 1-125
E34/M57-1 |- 167
CHO04g04 [ 1186
E32/M58-4 —7— 19,8
E34/M57-3 [ [\ 210
E34/M57-4 [\ 24,4
E39/M52-10 26.8
E33/M53-10 ——~ 31,0
E37/M48-13 N\ 31,7
CHO1g12 —\ 335
E37/M48-11 /| |\ 36,9
CHo1f02 41,0
E33/M50-18 1~ 44,7
E37/M62-10 |1\ 46,1
E39/M59-10 49,2
MdLox1d | - 58,9
Hi07f01 T 601
E32/M58-14 | 65,1
NBS15G11-3 —F— 65,9
MdFT1 L 695
E43/M54-20 733
E43/M54-3 ~]-1~ 75,0

E39/M52-1 N\ 756
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Abbildung 3.17: Kopplungskarten der vier Kopplungsgruppen mit kartierten LOX-
Genen und darauf kartierten QTLs. Durch Kopplungsanalyse einer Nachkommenschaft der
Sorten 'Prima’ (P) und ’'Discovery’ (D) konnten die Kopplungsgruppen beider Sorten erstellt wer-
den. Durch QTL-Analyse wurden Bereiche identifiziert, die einen signifikanten Einfluss auf die
Art und Menge bestimmter Aromastoffe haben (unterschiedlich gemusterte Balken mit entspre-
chendem Aromastoffnamen). Die zur Erstellung der Kopplungsgruppenkarte benutzten Marker
und deren Position in ¢M (Centimorgan) sind angegeben. Die Marker, die auf den Karten bei-
der Elternsorten eingetragen sind, sind rot hervorgehoben und durch eine Linie verbunden. Die
kartierten LOX-Gene sind rot und fett hervorgehoben.
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3.4 Genetische Assoziation zwischen Aromastoffen und Kanditatengenen

Abbildung 3.17 sind die QTLs als 2-LLOD-Konfidenzintervall eingetragen. Die maximalen
LOD-Werte, deren Position auf der LG und die Grenzen der 2-LOD-Konfidenzintervalle
sind in Tabelle 6.8 im Anhang aufgelistet.

Fiir die Stoffe Butylbutanoat, Butylhexanoat, Hexylbutanoat und Hexylhexanoat exis-
tieren QTLs auf der LG (linkage group, Kopplungsgruppe) 2 von ’'Discovery’ und von
"Prima’. In ’Prima’ liegt die durch Kartierung ermittelte Position von MdLOX5e inner-
halb der Konfidenzintervalle. In "Discovery’ war eine Kartierung nicht méglich, da "Disco-
very’ homozygot fiir diesen Marker ist. Flankierend zu MdLOX5e liegt das Gen MdLOX5b
und eventuell Gen MdLOX5b’ (siehe Abbildung 3.5). Auch diese nicht kartierten Gene
konnten fiir einen oder mehrere der QTLs verantwortlich sein. Auf der LG4 von "Discove-
ry’ und ’Prima’ wurde MdLOX7a kartiert. Fiir die 15 betrachteten Aromastoffe existiert
kein QTL auf dieser LG . In dieser Region liegen laut Abbildung 3.5 weiterhin MdLOX1b,
MdLOX1c und MdLOX7d. Entsprechend der vorlaufigen Charakterisierung dieser Gene
als 9-LOX ist ein Anteil an der Produktion von Fruchtaromastoffen unwahrscheinlich.
Auf LG9, an dessen oberem Ende das Kandidatengen MdLOX1a kartiert wurde, existie-
ren QTLs fiir Butylazetat und Pentylazetat. Diese QTLs besitzen einen LOD-Wert von
wenig tiber 3 und Konfidenzintervalle, die die halbe LG iiberspannen. Auf LG12 liegt das
kartierte Gen MdLOX1d am Rand der Konfidenzintervalle von Hexanal und von Hexyl-
hexanoat. Benachbart zu MdLOX1d liegen MdLOX1e, MdLOX7b und MdLOX7c (siehe
Abbildung 3.5). Ob eine dieser LOXs mit vorlaufiger 9-LOX-Funktion einen direkten
oder indirekten Einfluss auf eines der QTLs hat, ist nicht bekannt. Neben den kartier-
ten LOX, sind die Positionen von weiteren LOXs auf unterschiedlichen Chromosomen
bekannt (sieche Abbildung 3.5).

Verzweigt-kettige Aromastoffe werden nicht durch den LOX-Stoffwechselweg gebildet.
Die QTLs der Aromastoffe 2-Methylbutanol, Butyl-2-methylbutanoat und 2-Methylbutyl-
azetat, Ethyl-2-methylbutanoat und Hexyl-2-methyl-butanoat liegen erwartungsgemafs
nicht in den Regionen der 23 bekannten LOX-Gene.

Ein starker QTL fiir Hexanal befindet sich am oberen Ende der LG7, sowohl in ’Dis-
covery’ als auch in 'Prima’. In diesem Bereich befinden sich die Gene MdLOX5q, Md-
LOX5¢ und MdLOX5d (siehe Abbildung 6.1 und Tabelle 6.9 im Anhang). Diese konnten
nicht kartiert werden. Fiir die entsprechenden Proteine wurde vorlaufig 13-LOX-Funktion
festgestellt. Hexanal ist das erste fliichtige Zwischenprodukt von 13-LOXs. Es ist nicht
moglich MdLOX5a durch Kopplungsanalyse in der C3-Population zu lokalisieren, da die
Eltern jeweils homozygot sind und dementsprechend in der Nachkommenschaft informa-
tive Allelzusténde fiir die Kopplungsanalyse nicht vorhanden sind. Fiir MdLOX5¢ und
MdLOX5d wurden die Allelzustdnde nicht bestimmt, da genspezifische Primer nicht zur
Verfiigung standen. Mdoglicherweise hat eines dieser MALOX5-Gene einen starken Einfluss
auf das Schliisselaldehyd Hexanal.
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3 Ergebnisse

3.5 Analyse sortenspezifischer LOX1:Md:1a-
Sequenzunterschiede und Strukturmodellierung

Die Menge eines entstehenden Enzyms wird durch verschiedene Mechanismen der pra-
und posttranskriptionellen Expressionsregulation bestimmt. Andererseits wird die Funk-
tionalitdt eines Enzyms neben dufieren Faktoren (z.B. pH-Wert) hauptséichlich durch
strukturelle Eigenschaften vorgegeben. Durch Nukleotidmutationen im Gen verindert
sich gegebenenfalls die Proteinprimérstruktur, die Aminosiuresequenz des Polypeptides.
Sich daraus ergebende Verinderungen in Sekundér-, Tertidr- und Quartérstruktur kon-
nen den Zugang von Stoffen zum aktiven Zentrum oder die Struktur des aktiven Zentrums
selbst beeinflussen. Dies hat Auswirkungen auf die Art und Effizienz der Katalyse.

In diesem Abschnitt werden die Allele des Kandidatengens MdLOX1a auf Sequenz-
ebene untersucht. Es konnten sechs vollstdndige Sequenzen aus vier unterschiedlichen
Sorten kloniert und sequenziert werden (siehe Tabelle 3.3). Die Nukleotidpolymorphis-
men, die Verdnderungen in der Aminosduresequenz verursachen, beeinflussen die Prote-
instruktur. Die Erkenntnisse der Sequenz- und Strukturvergleiche liefern Anhaltspunkte
dafiir, ob das sortenspezifische Aromaprofil schlussendlich auf spezifische Nukleotidpoly-
morphismen zuriickzufiihren ist.

Tabelle 3.3: Kennwerte der klonierten MdLOX1a-Allele. Die Kennwerte Gen-, Intron-,
Exon- und Proteinlénge sind fiir die aus verschiedenen Apfelsorten klonierten und sequenzierten
MdLOX1a-Allele aufgefiihrt. Das Allel 2 von ’Golden Delicious’ (GD) und das Allel 1 von "Prima’
haben eine identische Nukleotidsequenz. Die aus ’McIntosh’ und aus "Discovery’ klonierten Allele
unterscheiden sich beziiglich ihrer Nukleotidesequenz.

Allel Genlidnge* davon Introns davon Exons* Proteinléange
in bp in bp in bp in Aminoséduren
- GD (Allel 1) 3728 1136 (30,5 %) 2592 (69,5 %) 863
- GD (Allel 2) 3799 1207 (31,8 %) 2592 (68,2 %) 863
- Mclntosh 3721 1129 (30,3 %) 2592 (69,7 %) 863
- Discovery 3721 1129 (30,3 %) 2592 (69,7 %) 863
- Prima (Allel 1) 3799 1207 (31,8 %) 2592 (68,2 %) 863
- Prima (Allel 2) 3802 1210 (31,8 %) 2592 (68,2 %) 863
o 3762,7 1170,7 (31,1%) 2592 (68,9 %) 863

* inklusive Stopp-Codon

Die Tabelle 3.3 listet die Genlénge, sowie die summierte Intron- und Exonlédnge der
klonierten MdLOX1a-Allele und die Linge des resultierenden Proteins auf. Die durch-
schnittliche Linge des Gens vom Start bis zum Stopp-Codon betridgt 3762bp. In der
Summe sind die Exons aller Allele jeweils 2592 bp lang, sodass ein Protein aus 863 Ami-
nosduren entsteht. Die 5- und 3’-UTR wurde nicht untersucht. Etwa ein Drittel der
Sequenz sind Introns. Das Allel 2 von 'Golden Delicious’ und das Allel 1 von ’Prima’
sind identisch. Die klonierten Allele von ’McIntosh’ und ’Discovery’ sind gleich lang,
unterscheiden sich jedoch durch ihre Nuleotidsequenz.
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3.5 Analyse sortenspezifischer LOX1:Md:1a- Sequenzunterschiede und Strukturmodellierung

Tabelle 3.4: Variable Sequenzpositionen innerhalb der klonierten MdLOX1a-Allele.
In der Ubersicht iiber die variablen Sequenzpositionen der 6 klonierten MdLOX1a-Allele ist die
Anzahl der Indels und der SSRs sowie die Anzahl der sortenspezifischen SNPs aufgelistet.

Variable Sequenzpositionen 74
Anzahl von Indels und SSRs 4

- innerhalb von Introns 4
Anzahl von SNPs im Gen 70 (1,84 %)
- innerhalb von Introns 33 (47,14 %)
Anzahl der sortenspezifischen SNPs 32

- davon sortenspezifisch fiir GD 7

- davon sortenspezifisch fiir "McIntosh’ 11

- davon sortenspezifisch fiir 'Discovery’ )

- davon sortenspezifisch fiir "Prima’ 9

} 590 ) IOPU ) 1590 ) ZOPO ) ZSPO 3090 ) 3590 ) 4090

vaoxta | i 5 i o

10 1 1A

E Exon Nr. ‘verschiedene SSRs ‘ Indel

~— Sequenziertes Amplicon der C3 T SNPs

Abbildung 3.18: Schematische Darstellung des Gens MdLOX1a. Abgebildet ist die Lage
und Linge der Exons (graue Boxen). Die variablen Sequenzpositionen sind eingetragen (SNPs:
Pfeile, SSRs: rote Dreiecke, Indel: blaues Dreieck). Das dritte SSR liegt innerhalb des Indels.
Auch die Position des sequenzierten Amplicons, durch dessen Sequenzinformation MdLOX1a in
der C3-Population kartiert wurde, ist angegeben.
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3 Ergebnisse

Die Tabelle 3.4 zeigt die variablen Sequenzpositionen in den MdLOX 1a-Allelen. Sowohl
33 der insgesamt 70 SNPs, als auch alle 4 Indels liegen innnerhalb von Introns. Insgesamt
32 der 70 SNPs sind fiir ein Allel einer der hier betrachteten Sorten spezifisch. Die SNP-
Frequenz liegt bei etwa 1,8%.

In Abbildung 3.18 erkennt man die Intron-Exon-Struktur des ORFs (open reading fra-
mes) von MdLOX1a. Anderungen der Nukleotidsequenz innerhalb von untranslatierten
Bereichen (5’UTR, 3’UTR, Introns) und innerhalb von nicht-transkribierten Bereichen
(Promotor, Enhancer, Silencer) haben Einfluss auf die Art und Menge des entstehenden
Proteins. Dies ist jedoch nicht Themenschwerpunkt des Abschnitts. In dieser Arbeit wur-
de hauptséichlich mit DNA-Sequenz-Information gearbeitet. Anfangs war nicht bekannt,
wo die Grenzen zwischen Introns und Exons liegen bzw. ob diese in vorangegangenen
Arbeiten korrekt erfasst wurden. Aus diesem Grund wurden auch die Sequenzunterschie-
de in Introns erfasst. Etwa die Halfte der SNPs tritt innerhalb von etwa ein Drittel der
Sequenzlinge auf, ndmlich innerhalb der Introns. Die Lage von verschiedenartigen Typen
von Polymorphismen (SNPs, Indels (insertion deletion polymorphisms), SSRs (simple se-
quence repeats)) wurden in das Schema integriert (Abbildung 3.18). Die Indels und die
SSRs sind von grofiem Interesse, da diese innerhalb der kodierenden Sequenz eines Gens
oft zu Leserasterverschiebungen fithren. Die entstehenden Proteine weichen in ihrer Pri-
mérsequenz meist stark ab und besitzen nicht die urspriinglich Funktionalitédt. In den hier
analysierten Fillen liegen die vorhandenen Indels und SSRs innerhalb von Introns und
fithren nicht zu Leserasterverschiebungen. Der Einfluss der erfassten Sequenzverédnderun-
gen auf das Splicing wurde nicht untersucht. Es wird nicht {iber regulatorische Bereiche
in erwdhnten untranslatierten und nicht-transkribierten Bereichen eingegangen. De facto
ist dem Autor keine umfassende Arbeit iiber diese Bereiche bei LOX-Genen bekannt.

3.5.1 Kodierende Sequenz

Die Intron-Exon-Struktur von MdLOX1a wurde bereits iiberpriift und ggf. korrigiert (sie-
he Kapitel 3.1.1). Dadurch kénnen jene Polymorphismen zuverldssig bestimmt werden,
die innerhalb der kodierenden Sequenz liegen. Die daraus resultierenden Aminosédure-
austauschereignisse sind in der Tabelle 3.5 aufgefiihrt. Die stillen Mutationen (silent
mutations) an den Positionen 282, 335, 445, 572, 623, 677, 702 und 860 sind nicht an-
gegeben, weil sie fiir weitere Analysen keine Bedeutung besitzen. Mutationen bei denen
Stopp-Codons involviert sind (nonsense mutations, readthrough mutations) wurden nicht
gefunden.

In keiner der aktiven LOX1:Md:1a-Isoformen (Genprodukte der MdLOX1a-Allele) sind
Aminosdureverdnderung innerhalb des aktiven Zentrums oder eines anderen in der Ab-
bildung 3.6 gezeigten, hochkonservierten Bereiches vorhanden. Da diese Ergebnisse keine
Aussage iiber Funktionsdnderungen aufgrund einer verdnderten Tertidrstruktur zulassen,
ist die Strukturmodellerstellung (structural modeling) eine sinnvolle Ergdnzung, um die
Analyse zu komplettieren.
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3.5 Analyse sortenspezifischer LOX1:Md:1a- Sequenzunterschiede und Strukturmodellierung

Tabelle 3.5: Variable Aminosiure-Positionen der LOX1:Md:1a-Proteine. Die Primér-
sequenz der abgeleiteten LOX1:Md:1a-Proteine von den MdLOX1a-Allelen der Sorten ’Golden
Delicious’ (GD), 'McIntosh’ (McI), 'Discovery’ (Disc) und ’Prima’ (Pri) besitzen 15 variable
Aminosdure-Positionen. Die stillen Mutationen (silent mutations) an den Positionen 282, 335,
445, 572, 623, 677, 702 und 860 sind nicht aufgefiihrt, da diese keine Andeung der Aminosiure-
sequenz verursachen. Die Aminosiduren, welche der konservierten consensus-Sequenz (kons. AS)
entsprechen, sind ausgelassen (Punkt). Als Referenz (Ref.) gilt die in der Golden Delicious Ge-
nomsequenz angegebene Sequenzabfolge (MDP0000450991).

AS-Pos. | 89 101 137 140 154 163 193 331 353 413 655 662 665 708 808
kons.

AS I A% D R K A R S M K A D Q I E
Ref. T R E V/I E/D
GD 1 . . . . . T . . . . E A% .
GD 2 . . . . . . G . . R . E . D
Mcl 1 . . N . . . . N T . . . K

Disc 1 . I . H . T . . . . T . . . .
Pril . . . . . . G . . R . E . . D
Pri 2 F . . . N . G . . . T . . A%

3.5.2 Bewertung der Strukturmodellierung

Durch SWISS-MODELL wurden mittels Homologie-Modellierung (homology modeling)
vorlagenbasierte Proteinmodelle errechnet. Die Proteinmodelle sind nicht ab initio auf
Basis von physikalischen Prinzipien modelliert, sondern an eine bereits experimentell
ermittelte Proteinstruktur angelehnt. Die Modellierungsvorlage fiir LOX1:Md:1a (na-
mentlich der Protein Data Bank-Eintrag "1ik3") ist eine Soja-LOX. Ein Maf fiir die
Ahnlichkeit von Proteinstrukturen liefert der Wert RMSD (root mean square deviati-
on, mittlere quadratische Standardabweichung). Je kleiner diese mittlere quadratische
Standardabweichung aller Aminosduren innerhalb der Proteinkette im dreidimensiona-
len Raum ist, desto dhnlicher sind sich diese. Vor der Bestimmung des RMSD-Wertes

Tabelle 3.6: Mittlere quadratische Standardabweichung der LOX1:Md:1a-Modelle.
Eingetragen sind die mittleren quadratischen Standardabweichungen der Modelle von
Md:LOX:1a von den ’Golden Delicious’-Allelen (GD1, GD2) und den davon abweichenden Alle-
len von "MclIntosh’ (Mcl1), 'Discovery (Discl) und 'Prima’ (Prim2). In der symetrischen Matrix
ist die untere Hilfe ausgeblendet. Der ausgeblendete Wert fiir ein Modell im Vergleich mit sich
selbst ist 0.

1ik3 GD1 GD2 Mcll Discl Prim2
1ik3 - 0,071 0,070 0,070 0,071 0,070
GD1 - - 0,001 0,001 0,001 0,001
GD2 - - - 0,000 0,001 0,001
Mecll - - - - 0,000 0,001
Discl - - - - - 0,001
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3 Ergebnisse

werden die einzelnen Strukturen durch den PyMOL-Befehl ’align’ bestmdéglich zueinan-
der ausgerichtet (structural alignment). Die RMSD-Werte der Strukturpaare nach dem
erfolgreichem Alignment sind in der Tabelle 3.6 eingetragen. Die RMSD-Werte zur Vor-
lage sind grofer als jene zwischen den Apfel-LOX-Isoformen. Diese liegen sehr nahe bei
0. Auch die Abweichungen zur Vorlage sind sehr gering (0.070 bzw. 0.071) und sprechen
fiir die sehr grofie strukturelle Ahnlichkeit der Modelle. Groke Unterschiede der Modelle
zueinander beziiglich ihrer Tertidrstruktur sind durch diesen Kennwert nicht feststellbar.

3.5.3 Analyse der Strukturmodelle des LOX1:Md:1a-Proteins

Die Mehrzahl der in Tabelle 3.5 aufgefithrten variablen Aminosdurepositionen liegen an
der Oberflache des Proteinmodells. Sie liegen entfernt vom aktiven Zentrum (siche Ab-
bildung 3.19). Am N-Terminus der LOX-Proteine befindet sich eine /S-barrel-Struktur
(Abbildung 3.19a, links oben, gelb). Diese Struktur ist aufgrund ihrer chemischen Ei-
genschaften hiufig in Membranen eingelagert. Dem Autor sind keine Arbeiten bekannt,
die {iber eine nachgewiesene Beteiligung dieser Proteindoméne an der LOX-Reaktion
berichten. Die in diesem Bereich lokalisierten Aminosdureaustauschereignisse wurden in
Abbildung 3.19 nicht eingetragen und fortfolgend nicht analysiert. Nur ein Aminoséure-
austauschereignis liegt in der Nihe des aktiven Zentrums. An Position 708 ist Isoleucin
durch Valin ersetzt. Dieser Austausch liegt in der Primérstruktur nahe der Region, in
der zwei der fiinf Aminosduren liegen, deren Seitenketten das katalytisch aktive Eisen-Ton
komplexieren. Die Abbildung 3.20 zeigt die umgebende Sekundérstruktur der Modelle,
um dreidimensionale Anderungen im aktiven Zentrum zu untersuchen. In Uberlagerung
der Struktur der abweichenden (rot) mit der Struktur der konservierten Aminosiurese-
quenz (blau) erkennt man keine Anderungen der Sekundirstruktur oder der Bindungs-
verhéltnisse am aktiven Zentrum.

Zusammenfassend bleibt festzustellen: Es wurde die Nukleotid- und der Proteinpri-
maérsequenz, sowie die Proteinsekundar-, -tertidr- und -quartérstruktur von fiinf unter-
schiedlichen MdLOX1I1a-Allelen bzw. der LOX1:Md:1a-Proteinisoformen untersucht. Es
wurden keine Hinweise gefunden, dass Nukleotid- und folglich Aminoséurepolymorphis-
men zu funktionellen Einschrinkungen dieser Isoformen fiihren.
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3.5 Analyse sortenspezifischer LOX1:Md:1a- Sequenzunterschiede und Strukturmodellierung

Abbildung 3.19: Strukturmodell von LOX1:Md:1a. a) Oberfliche des Modells (grau)
mit farblich hervorgehobener Tertifrstruktur des Proteinriickgrades (rot: a-Helices, gelb: f-
Faltblattstrukturen, griin: Schleifen). b) Oberfliche des Modells, exponierte variable Aminosiu-
repositionen sind griin eingefarbt. Die Nummerierung entspricht der Nummer der Aminoséure
innerhalb der Primirsequenz. Die Mutationen an den Stellen 89 bis 193 liegen am N-Terminus
des Proteins und sind nicht abgebildet.

71



3 Ergebnisse

Abbildung 3.20: Aktives Zentrum des LOX1:Md:1a-Modells. Das Eisen-Ion (orange)
wird durch die Aminosiureseitenketten von His524, His529, His715, Asn719 und I1e863 (gelb)
komplexiert. Die Peptidriickgrade des ’Golden Delicicous’-Allels 2 (blau) und des 'Prima’-Allels
2 (rot) wurden durch structural alignment bestmoglich iiberlagert. An Position 708 besitzt das
dargestellte 'Prima’-Allel die Aminosiure Valin, das dargestellte ’Golden Delicious’-Allel die
Aminoséiure Isoleucin.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das hauptverantwortliche LOX-Gen fiir Aroma
ermittelt werden. Dafiir wurde sich ein Uberblick iiber die LOX-Genfamilie des Apfels
verschafft. Die Gene wurden mit bioinformatischen Hilfsmitteln analysiert und es wur-
den Expressions- und Assoziationsanalysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten
stiitzen die Hypothese, das MdLOXI1a das hauptverantwortliche LOX-Gen fiir die Pro-
duktion von Schliisselaromastoffen der Apfelfrucht ist.

4.1 Uberblick iiber die Lipoxygenase-Genfamilie des Apfels

4.1.1 Anzahl der Apfel-Lipoxygenase-Gene

Innerhalb der von Velasco et al. (2010) verdffentlichten Apfelgenomsequenz wurden 23
als funktionell eingestufte LOX-Gene durch gene mining gefunden. In anderen Pflanzen
reicht die Grofe dieser Genfamilie von sechs Genen (Arabidopsis thaliana) bis zu 23 Ge-
nen (Pyrus bretschneideri und Gurke) (Bannenberg et al., 2009; Li et al., 2014; Liu et al.,
2011). Schaffer et al. (2007) konnten in einer EST-Datenbank nur acht Apfel-LOX-Gene
identifizieren. Der grofere Umfang der in vorliegender Arbeit benutzten Genomsequenz
(57000 geschitzte Gene, Velasco et al. (2010)) im Vergleich zur EST-Datenbank (15000
nicht-redundante Sequenzen, Schaffer et al. (2007)) und die durch Expressionsanalyse
gewonnene Frkenntnis, dass die Gene nicht stindig exprimert sind, erkldren diese Dis-
krepanz. Um eine Theorie tiber den Ablauf der Expansion der Genfamilie zu erarbeiten,
konnte auf Ergebnisse aus der Kartierung und aus den Sequenzanalysen zuriickgegriffen
werden.

4.1.2 Verteilung der Lipoxygenase-Gene im Genom des Apfels und die
wahrscheinliche Expansion der Genfamilie

Die physikalische Kartierung geht auf Daten der Apfelgenomsequenz zuriick (Velasco
et al., 2010). Die 23 LOX-Gene liegen auf 10 Chromosomen teilweise in Gruppen von
bis zu 4 Genen. Ein GWD wurde als Erkldrung fiir die heutige Genomorganisation des
Apfels diskutiert (Velasco et al., 2010). Um die Anzahl und chromosomale Verteilung
von einigen LOX-Genen bei Gurke zu erkldren, wird Tamdem-Duplikation als haupt-
sdchliche Ursache angenommen (Liu et al., 2011; Huang et al., 2009). Auch replikative
Transposition ist grundsétzlich moglich (Kong et al., 2007). Die Gruppierung einzelner
Apfel-LOX-Gene erklart sich am schliissigsten durch Tandem-Duplikation oder Segment-
Duplikation. Andererseits sind Genpaare und Paare von LOX-Clustern auf zueinander
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paralogen Chromosomen lokalisiert. Die Cluster werden laut Annotation in der Apfel-
genomsequenz durch jeweils funktionsgleiche Gene flankiert, was die von Velasco et al.
(2010) vorgebrachte Theorie eines GWD stiitzt. Eine replikative Transposition ist fiir
die Vervielfachung von Bereichen mit einer Linge von bis zu 300kb (Gencluster mit 4
Genen) nicht denkbar. Wahrscheinlich sind sowohl ein GWD als auch ein oder mehrere
Tandem- oder Segment-Duplikationen verantwortlich fiir die Anzahl der LOX-Gene im
Apfel. Das Zusammenspiel von mehreren Duplikationsmechanismen wurde bereits fiir
Glycine max postuliert: in Glycine maz und Medicago truncatula fand ein GWD vor
der Arttrennung statt, gefolgt von fiir Glycine magz spezifischen Tandem-Duplikationen
(Shin et al., 2008). Auch fiir die dem Apfel nahe verwandte Birne wurde geschlussfolgert,
dass sowohl Segment-Duplikationen als auch ein GWD fiir die Anzahl und Verteilung
der Birnen-LOX-Gene verantwortlich sind (Li et al., 2014). Diese Theorie wird gestiitzt
durch die Homologie der einzelenen LOX-Gensequenzen. Die Sequenzanalyse ermoglicht,
die LOX-Genvervielfiltigung zeitlich zu ordnen. Ohne Zunahme von Sequenzen anderer
Bedecktsamer kann geschlussfolgert werden, dass einige Gene aus einer Tandemduplika-
tion eines Vorlaufergens hervorgegangen sind (MdLOX7a und MdLOX7d oder MdLOX1c
und MdLOX1d) und diese Tandems danach durch ein GWD dupliziert wurden. Fir wei-
tere Studien wurden LOX-cDNA-Sequenzen von entfernt verwandten aber auch nahe ver-
wandten Bedecktsamern benutzt (z. B. Erdnuss, Mays, Rose oder Mandel) (Burow et al.,
2000; Wilson et al., 2001; Fukuchi-Mizutani et al., 2000; Mita et al., 2001). Deren Ho-
mologie zueinander lisst Vermutungen zu iiber den Zeitpunkt friiher Genvervielfachung,
der vermuteten Tandem-Duplikation und des GWDs im Kontext der Artentwicklung in-
nerhalb der Pflanzenfamilie Rosengewéchse. Die 23 LOX-Gene werden aufgrund ihrer
Sequenzhomologie in 7 Gruppen eingeteilt. Die hohen Sequenzhomologien innerhalb der
jeweiligen Gruppen sprechen jeweils fiir ein gemeinsames Vorldufergen. Die Ergebnisse
aus einem MSA und der damit berechneten Identitdtsmatrix zeigen: Die LOX-Proteine
verschiedener Angiospermen-Arten sind zu denen des Apfels &hnlicher als die Apfel-LOXs
zueinander.

Durch die Verfiigbarkeit von Genomsequenzen und die fortschreitende Identifizierung
weiterer Mitglieder von LOX-Genfamilien verschiedener Pflanzen, kann nun eine Hy-
pothese fiir die Entstehung der Genfamilien formuliert werden. Die Vorldufergene der
einzelnen Gruppen existierten bereits sehr friih in der Geschichte der bedecktsamigen
Pflanzen oder noch frither. Bei Kartoffel oder in der Abstammungslinie der Gréser ex-
pandierten einige dieser Gruppen (Ergebnisse nicht gezeigt). In anderen Pflanzen wurde
die gesamte Genfamilie wihrend einem oder mehreren GWDs oder Polyploidierungser-
eignissen kopiert (Velasco et al., 2010; Liu et al., 2011; Shin et al., 2008; Podolyan et al.,
2010). Die Stellung einzelner LOX-Gene anderer Rosengewichse innerhalb der Grup-
pen MdLOXT7 und MdLOX1 im phylogenetischen Baum legt folgenden Schluss nahe: die
Tandemduplikation von MdLOX1- und MdLOX7-Genen erfolgte vor der Arttrennung
von Vorfahren des Apfels, der Birne, des Pfirsichs, der Aprikose und der Rose. Dies sind
Arten der klassischen Unterfamilien Maloideae, Prunoideae und Rosoideae. Die Tandem-
Duplikation fand in einem sehr urspriinglichen Rosengewichs statt. Basierend auf einem
Phylogramm erfolgte der GWD nach der Trennung dieser Abstammungslinien. Auch Li
et al. (2014) stellen fest, dass die LOX-Genverteilung, abgesehen von der Verdopplung
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durch einen GWD in der Abstammungslinie von Apfel und Birne, auch in Prunus persi-
ca, Prunus mume und Fragaria vesca vorhanden ist und eine Vervielfachung vor deren
Arttrennung stattgefunden haben muss.

4.1.3 Biochemische Funktion der Lipoxygenasen

Die Sequenzanalyse liefert neben Anhaltspunkten zur Entstehung der Genfamilie weite-
re Erkenntnisse. Auch bei anderen Pflanzen wurden viele Isoformen von LOXs gefun-
den (Liavonchanka und Feussner, 2006). Entsprechend der von Feufner und Wasternack
(2002) eingefiihrten Klassifizierung in Typ 1- und Typ 2-LOXs, teilt sich der phylogeneti-
sche Baum aller identifizierten Apfel-LOX-Sequenzen an seiner Basis in zwei Teilbdume.
Dies ist auch fiir die LOX-Genfamilien von Wein und Olive beschrieben (Podolyan et al.,
2010; Padilla et al., 2009). Der N-Terminus von Typ 2-LOXs besitzt hiufig eine fiir
Chloroplasten spezifische Signalsequenz (Feufner und Wasternack, 2002). Diese wurde
fiir viele Typ 2-LOXs des Apfels nachgewiesen.

Basierend auf der Protein-Primérsequenz kann die Positionsspezifitit von LOXs mit
hoher Sicherheit vorhergesagt werden (Bannenberg et al., 2009). Die SLOANE-Position
liegt in der Néhe des aktiven Zentrums und bestimmt die Produktspezifitit (Hornung
et al., 1999). Sie wird fiir die Vorhersage der Postionsspezifitat der Oxygenierung verwen-
det (Marmey et al., 2007; Acosta et al., 2009; Park et al., 2010; Podolyan et al., 2010).
Die LOXs der Gruppen MdLOX1, MdLOX3 und MdLOXT7 besitzen vorrangig 9-LOX-
Funktion. Die LOXs der Gruppen MdLOX2, MdLOX5, MdLOX6 und MdLOXS besitzen
vorrangig 13-LOX-Funktion. Die Stellung der LOX-Proteinsequenzen in einem phyloge-
netischen Baum biochemisch charakterisierter LOXs unterstiitzt diese Annahme. Diese
Klassifizierung ist nur vorldufig, da Art und Menge von Produkten generell von weiteren
Faktoren anhiingt, wie z.B. dem pH-Wert (Schiller et al., 2015). Die Uberpriifung dieser
Vorhersagen durch biochemische Proteincharakterisierung ist notwendig. Fiir MdLOX1a
wurde von Schiller et al. (2015) eine Mischaktivitdt mit vorrangiger 13-LOX-Funktion
ermittelt. Als Produzent von Vorstufen fiir Fruchtester kommen aufgrund deren kataly-
tischer Aktivitdt nur 13-LOX in Frage (Schwab et al., 2008). LOX1:Md:1a, das Protein
des Gens MdLOX1a, kann die Vorstufen fiir wichtige C6-Apfelaromastoffe bilden. Tat-
séchlich ist es noch immer strittig, wie der katalytische Prozess funktioniert und welche
Aminosiureseitenketten Einfluss auf die Umwandlung des Substrates haben. Auch die
zielgerichtete Mutagenese einer dieser Aminosduren an der SLOANE-Position verdnder-
te das prozentuale Verhéltnis zwischen 9-LOX- und 13-LOX-Produkten nicht wesentlich
(Schiller et al., 2015). Weitere LOXs mit dualer Positionsspezifitit sind bekannt aus der
Olive, der Teepflanze, der Erdnuss, der Kartoffel oder dem Reis (Palmieri-Thiers et al.,
2009; Liu und Han, 2010; Burow et al., 2000; Hughes et al., 2001; Cho et al., 2012). Dies
relativiert die anhand von bioinformatischen Analysen getroffene Vorhersage.

4.1.4 Verlasslichkeit von in silico-Ergebnissen

Grundséatzlich sind Vorhersagen mithilfe von bioinformatischen Werkzeugen bislang nicht
vollstdndig verldsslich. Eine exakte computer-gestiitzte Genannotierung bedarf oft zu-

75



4 Diskussion

siatzlicher Verbesserungen (Salamov und Solovyev, 2000). Die Erweiterung von Gen-
berechnungs- (und Annotierungs-) Software mit durch MSAs bereitgestellten Profilen
erhoht die Genauigkeit der Vorhersage (Keller et al., 2011). Die in der Genomsequenz
annotierten Introngrenzen wurden durch ein ein MSA-Profil aus 102 sequenzierten pflanz-
lichen LOX-cDNAs {iberpriift. Fiir die Hélfte der 25 LOX-Gensequenzen (23 LOX-Gene)
wurden die Introngrenzen anhand des Profils neu festgelegt. Der Vergleich von 14 Se-
quenzen, von denen acht Sequenzen korrigiert wurden, mit von Schiller et al. (2015)
klonierten cDNAs der Apfel-LOXs zeigt: die Festlegung der Introngrenzen mithilfe des
MSA-Profils entspricht dem tatséchlichen Zustand in vivo. Die MSA-gestiitzte Korrek-
tur der n silico berechneten CDSs und der anschlielsende Vergleich mit deren klonierten
cDNA-Sequenzen wurde nie zuvor fiir eine pflanzliche LOX-Genfamilie vorgenommen.
Die Sequenzdaten der Apfel-Genomsequenz selbst sind, abgesehen von sortenspezifischen
SNPs, identisch mit den durch SANGER-Sequenzierung erhaltenen Sequenzdaten der in
dieser Arbeit klonierten LOX-Gene. Dies spricht fiir die hohe Qualitit der Sequenzie-
rung von Velasco et al. (2010). Die Verlasslichkeit von ab initio und referenzdatenbasier-
ten Algorithmen fiir verschiedene Fragestellungen erhoht sich stetig. Die strukturellen
und funktionellen Vorhersagen miissen bisher durch geeignete molekularbiologische oder
biochemische Methoden iiberpriift werden.

4.2 MdLOXl1a - das wichtigste
Lipoxygenase-Fruchtaromagen des Apfels

Die Genexpression wird mittels molekularbiologischer Techniken ermittelt. Um bei der
Entstehung des Fruchtaromas eine Rolle zu spielen, muss ein Gen zum Zeitpunkt der
Aromastoffsynthese in der Frucht exprimiert werden. In dieser Arbeit wurde die Expres-
sion von 15 der 23 LOX-Gene mittels RT-PCR untersucht. Zwei der untersuchten Gene
zeigten eine Expressionssteigerung wihrend der Fruchtentwicklung: MdLOX1a und Md-
LOX5e. Der Expressionsverlauf unterscheidet sich: die Expression von MdLOX1a steigt
beim Eintritt in das Stadium der Genussreife sprunghaft an, die Transkriptmenge von
MdLOX5e erhoht sich deutlich frither in der Fruchtentwicklung mit moderatem Anstieg.

4.2.1 Kandidatengenexpression im Klimakterium

Der Stoffwechsel in der Apfelfrucht verindert sich beim Eintritt in das Klimakterium.
Das Gas Ethylen (Ethen) wirkt bei klimakterischen Friichten als Reifehormon (Kieber
und Ecker, 1993). Beispielweise sind Apfel, Tomaten, Bananen und viele Steinfriichte
klimakterisch, wohingegen Wein, Orangen und Erbeeren ohne die Erh6hung der Ethy-
lensynthese ausreifen (Giovannoni, 2004). Beschrieben ist der Zusammenhang von LOX-
Genexpression und dem Reifezeitpunkt beziehungsweise dem Beginn der Aromastoffhil-
dung in der Birne, der Kiwifrucht und der Tomate (Lara et al., 2003; Zhang et al.,
2006; Chen et al., 2004). Die Expression von MdLOX1a steigt im Gegensatz zu jener
von MdLOXb5e zum Zeitpunkt des Eintritts der Frucht in die Genussreife an. Diese zeit-
liche Ubereinstimmung spricht fiir eine Rolle von MdLOX1a in der Aromastoffproduk-
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tion. Dariiber hinaus wird MdLOX5e in allen Geweben moderat exprimiert, was eine
von der Fruchtreife unabhingige Funktion vermuten lasst. Die LOX-Genexpression und
die Ethylenproduktion, stehen bei reifenden Pfirsichen in [funktionell oder regulatorisch
nicht nidher geklartem| Zusammenhang (Zhu et al., 2006). Zhang et al. (2010) konkreti-
sieren: wihrend der Fruchtreife steigt die Expression von PpLOX! und PpLOX4 an. Han
et al. (2011) gehen davon aus, dass hauptsdchlich PpLOX1 aufgrund dessen Expressi-
on eine Rolle bei der Reife der Pfirsichfrucht spielt. Die Aromaproduktion des Apfels ist
hauptséchlich von Ethylen abhéngig und LOX1, LOX7 und LOX3 (entspricht MdLOX1a,
MdLOX7a und MdLOX3b) werden in der Sorte ‘Royal Gala’ durch Ethylen induziert
(Schaffer et al., 2007). Die Hexylesterproduktion und die autokatalytische Ethylenpro-
duktion steigen zeitgleich an und der Verlauf der Abundanz der MdLOX1a-Transkripte
entspricht dem Verlauf der Menge an detektierbaren Hexylestern (Schiller et al., 2015).
Ethylen-induzierte Transkriptionsfaktoren und ihre Bindesequenzen (GCC-Boxen) in der
Promotorregion von durch Ethylen induzierten Genen sind bekannt (Ohme-Takagi und
Shinshi, 1995). Es wurden keine GCC-Boxen bis zu 500 Nukleotide vor Translations-
start der Apfel-LOX-Gene gefunden (Ergebnisse nicht gezeigt). Defilippi et al. (2005)
stellten zudem fest, dass exogene Kthylenanwendung nur einen geringen Effekt auf die
LOX-Aktivitit hat. Es sind keine funktionellen Nachweise fiir die Abhéngigkeit des LOX-
Stoffwechselweges von der Ethylenkonzentration aus eigenen Arbeiten oder der Literatur
bekannt. Dennoch ist ein zeitlicher oder empirischer Zusammenhang vorhanden (Schil-
ler et al., 2015; Schaffer et al., 2007). Ein Zusammenhang von LOX-Expression und
Reifezeitpunkt bzw. der einsetzenden Produktion von Aromastoffen ist auch fiir andere
Friichte beschrieben. Bis zur Pfliickreife ist bei reifenden Kiwis keine deutliche Erhéhung
der LOX-Transkript-Abundanz festsellbar, aber wihrend der Lagerung bis zur Genuss-
reife steigt die Expression der Gene AdLOX! und AdLOX5 deutlich an (Zhang et al.,
2006). Einzig fiir Tomate wurde eine funktionelle Studie durchgefiihrt, bei der mittels an-
tisense-vermitteltem knockout gezeigt wurde, dass nur 13-LOX kurzkettige C6-Aldehyde
und -Alkohole produzieren (Chen et al., 2004). Wenn die 13-LOX TomloxC ausgeschal-
tet wird, werden 9-LOX-Gene exprimiert, aber es werden keine C6-Aromastoffe gebildet
(Chen et al., 2004). Neben der Expression wahrend des Klimakteriums ist MdLOX1a in
zumindest einem weiteren Gewebe exprimiert.

4.2.2 Hinweise auf Funktionen in mehreren Stoffwechselwegen

Schiller et al. (2015) isolierten MdLOX1a-cDNA aus Bléttern. Eigene Studien bestétigen
die Expression in jungen Blidttern. Moglicherweise besitzen einige LOXs Funktionen in
mehreren Entwicklungsstadien oder mehreren verschiedenen Geweben und Organen. Das
MdLOX1a-Gen hat hohe Sequenzahnlichkeit zum Gen Rloz! der Rose (Rosa hybrida).
Fukuchi-Mizutani et al. (2000) detektierte RlozI-Transkripte sowohl in jungen Blittern
als auch in Bliitenorganen. In weiteren Pflanzen sind spezielle LOX-Gene in mehreren
Geweben aktiv: in Arabidopsis thaliana (Melan et al., 1993; Bell und Mullet, 1993), in
der Erdnuss (Burow et al., 2000), in der Teepflanze (Liu und Han, 2010), in der Tomate
(Ferrie et al., 1994), im Raps (Terp et al., 2006) und im Wein (Podolyan et al., 2010).
In Melone werden sechs von 18 LOX-Genen in allen untersuchten Geweben exprimiert
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(Zhang et al., 2014). In Birne sind 10 von 23 Genen in allen Stadien der Fruchtent-
wicklung exprimiert (Li et al., 2014). MdLOXIa kénnte in verschiedenen Geweben an
unterschiedlichen Funktionen beteiligt sein.

Der Effekt durch die selektive Stillegung eines LOX-Gens in einem Organ oder einem
speziellen Entwicklungsstadium kénnte mittels RNA-Interferenz untersucht werden. Ge-
ne konnen durch RNA-Interferenz, einer posttranskriptionalen Regulierung, stillgelegt
werden (fiir eine Ubersicht, siche Hannon, 2002). Die Transformation von Apfelpflanzen
und die Nutzung eines induzierbaren Promotors werden bereits erforscht (Herzog et al.,
2012; Wiirdig et al., 2013). Mittels dieser molekularbiologischen Werkzeuge koénnte diese
Fragestellung einer eventuellen Multifunktionalitdt von LOX-Genen untersucht werden.
Neben organspezifischen Expressionsunterschieden wurden auch sortenspezifische Unter-
schiede in vorliegender Studie festgestellt.

4.2.3 Sortenspezifische Expressionsunterschiede

Wihrend der Fruchtlagerung sind MdLOX7a und MdLOX7b in 'Mclntosh’ exprimiert,
in ’Golden Delicious’ wurde keine Expression nachgewiesen. Der Expressionsverlauf der
Gene MD-ACQO1 und MdEzp2 wurde untersucht, um die Vergleichbarkeit mit anderen
Expressionsstudien zu beurteilen. Die relative Expression der Gene in ’Golden Delicious’
und 'McIntosh’ dieser Studie und 'Golden Delicious’ aus Wakasa et al. (2003) ist nahezu
identisch.

Der direkte Vergleich der Transkriptabundanz der zwei untersuchten Sorten zeigte, dass
neben MdLOX1a auch MD-ACO1 in 'Mclntosh’ frither exprimiert wird. Tatséchlich liegt
die Genussreife von 'McIntosh’ 10-14 Tage vor der von ’Golden Delicious’. Aufgrund
der Ergebisse der Expressionsstudien wird von genotyp-abhéngigen Unterschieden bei
der Regulation einzelner LOX-Gene ausgegangen. Die differentielle LOX-Genexpression
in unterschiedlichen Sorten einer Art wurde bisher selten dokumentiert. In Olive ist
Oep2LOX1 in unterschiedlichen Sorten genotyp-spezifisch reguliert (Padilla et al., 2012).

Es wurden sechs MdLOX1a-Amplifikate kloniert und sequenziert. Diese entsprechen
fiinf Allelen. Die Nukleodidsequenz unterscheidet sich in verschiedenen Sorten. Fiir ein
anderes Apfelaromagen wurde ein funktionaler Zusammenhang zwischen Sequenzpoly-
morphismen und der Aromastoffbildung festgestellt (Dunemann et al., 2012). Die Se-
quenzpolymorphismen haben keinen Einfluss auf die Struktur der LOX-Proteine. Die
Proteine sind den Ergebnissen der in silico-Studien nach funktionstiichtig. Noch nie zu-
vor wurden fiinf verschiedene LOX-Allele beziehungsweise fiinf Isoformen eines auf ein
LOX-Gen zuriickgehenden Proteins miteinander verglichen. Die Interpretation dieser in
silico-Analysen ist jedoch schwierig. Die ab initio-Berechung von Proteinmodellen ist
fiir grofse Proteine (von medizinischem und wissenschaftlichem Interesse) heutzutage un-
moglich (Adams et al., 2013; Dorn et al., 2014). Die Alternative der vorlagenbasierten
Modellierung nimmt bereits experimentell ermittelte Strukturen zu Hilfe (fiir eine Uber-
sicht, sieche Baker und Sali, 2001). Damit werden Voraussetzungen zugrunde gelegt, die
den Ausgang der Studie hin zu bestimmten Ergebnissen beeinflusst. Die experimentelle
Uberpriifung der Ergbnisse kann nicht Teil dieser Arbeit sein.
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4.2.4 Assoziationsanalyse
Kartierung

Die sortenspezifischen Sequenzpolymorphismen konnten als Marker fiir die Kartierung
benutzt werden. Insgesamt wurden vier Gene kartiert. Darunter sind die zwei Kandi-
datengene MdLOXI1a und MdLOXb5e. Weiterhin wurde jeweils ein Gen der vier Gene
enthaltenden Cluster, das Gen MdLOX1d auf LG 12 und MdLOX7a auf LG 4. Die LOX-
Gene liegen in der physikalischen Karte und in den durch Kopplungsanalyse erstellten
genetischen Karten in den gleichen Regionen. MdLOX5e konnte nur in der zu "Prima’ ge-
horenden LG 2 kartiert werden, weil der mit MdLOX5e gekoppelte Marker in ’Discovery
homozygot ist. MdLOX1a konnte nur auf der zu "Discovery’ gehdrenden LG 9 kartiert
werden. In diesem Bereich kartierten auch Dunemann et al. (2009) ein LOX-Gen des Clus-
ters MD187410 mittels Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP-Marker).
Ein Sequenzvergleich mit MdLOX1a bestatigte, dass diese Sequenzen das gleiche Gen re-
presentieren. Die hier verwendeten Markerdaten fiir die Berechung der Kopplungskarte
lagen auch der Kartierung von Dunemann et al. (2009) zugrunde. Die Markerdaten fiir die
Haplotypen von MdLOX1a, MdLOX1d, MdLOX5e und MdLOX7a wurden hinzugefiigt.
Die Langen der Kopplungsgruppen weichen zu verdffentlichten Karten nur geringfiigig
ab (Dunemann et al., 2009; N’Diaye et al., 2008). In vorliegender Arbeit wurden einige
Marker zusétzlich einbezogen oder ausgeschlossen, um eine mdaglichst hohe Ahnlichkeit
der elterlichen Kopplungsgruppen zueinander zu gewéhrleisten. Dadurch kann die Posi-
tion von MdLOX1g und MdLOXb5e auch auf der Kopplungsgruppe abgeschétzt werden,
in der sie nicht bestimmt werden konnte. Die Kartierung ermdoglichte die Durchfiithrung
einer QTL-Analyse.

Aromastoffassoziation

Die QTL-Analyse ergab, dass der genomische Bereich, in dem auch MdLOX1a liegt, einen
wichtigen Beitrag zur Synthese von Azetatestern leistet. MdLOX5e andererseits liegt in
einem genomischen Bereich, der grofen Einfluf auf die Menge von Butyl- und Hexyles-
tern hat. Insgesamt wurden QTLs fiir die durch 13-LOX gebildeten C6-Verbindungen
Hexanal, Hexylhexanoat, Hexylbutanoat, Butylhexanoat und Hexylazetat gefunden, de-
ren 2-LOD-Intervall die Position von LOX-Genen einschliett. Die QTL-Analyse wurde
fiir alle Kopplungsgruppen durchgefiihrt, allerdings wurden nur jene QTLs ausgewertet,
die auf Kopplungsgruppen mit kartierten LOX-Genen liegen. Das Vorhandensein von
QTLs bestitigt die Hypothese der Beteiligung von MdLOX1a oder MdLOX5e an der
Aromastoftbildung. Die Beteiligung anderer LOX-Gene ist dadurch nicht ausgeschlossen.
Es wurden weitere QTLs gefunden. Diese liegen auf LGs, die Chromosomen entsprechen,
auf denen LOX-Gene physikalisch lokalisiert wurden. Die QTL-Analyse arbeitet nicht
mit physikalischen sondern mit genetischen Karten. Eine Interpretation hinsichtlich der
Rolle dieser LOXs ist ausgeschlossen, da es nicht moglich ist, aus der bekannten Position
auf einem Chromosom die genaue Lage in einer Kopplungsgruppe abzuleiten. Weite-
re QTLs werden gefunden, wenn der LOD-Wert von 3,0 auf 2,5 abgesenkt wird (Vogt
et al., 2013b). MdLOX1a liegt demnach im 2-LOD-Intervall von Hexylazetat. Weiterhin
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liegt auf der LG 12 in "Prima’ ein QTL fiir Hexylhexanoat. In ’Discovery’ besitzt der
Hexylhexanoat-QTL auf LG 12 einen LOD-Wert von mehr als 3 und wurde in vorliegen-
der Arbeit einbezogen.

Bei der QTL-Analyse des Apfels mit Aromastoffdatensétzen erschweren folgende Rah-
menbedingungen die Interpretation der Ergebnisse:

e die Uberlagerung von Effekten der bei der Bildung von gradzahligen,
unverzweigt-kettigen Aromastoffen beteiligten Gene von LOX {iber HPL
und ADH bis hin zu AAT - Kumar et al. (2015) bezeichnen das Apfel-Fruchtaroma
ausdriicklich als polygenes Merkmal aufgrund von SNP-Assoziationsanalysen.

e die Grofie der Genfamilien, die an diesen einzelnen Schritten beteiligt
sind - Es sind 23 LOX-Gene und 17 AAT-Gene (Dunemann et al., 2012) des Ap-
fels bekannt. Die Anzahl der HPL und ADH-Gene des Apfels wurde bisher nicht
ermittelt. Diese hohe Anzahl erschwert die sichere Identifikation des fiir die Aro-
mastoftbildung hauptverantwortlichen Gens der jeweiligen Familie.

e der riumlichen Nihe der Position dieser Gene auf den Chromosomen

Der letzte Punkt wird in vorliegender Arbeit als Problem erkannt. Die Position von
MdLOXb5e auf LG 2 birgt flir die QTL-Analyse eine spezielle Schwierigkeit. Am obe-
ren Ende dieser LG wurde auch das Gen MdAATI kartiert (Dunemann et al., 2012).
Es befinden sich weitere Aroma-QTLs am oberen Ende der LG (Rowan et al., 2009b;
Dunemann et al., 2009). Der breite 2-LOD-Konfidenzintervall von zwei hier beschrie-
benen Aromastoff-QTLs iiberspannt zudem das obere Ende der LG. Die verléssliche
Beurteilung des Einflusses dieser Loci auf die Aromastoffe ist fiir Assoziationsstudien
deshalb eine nicht zu unterschétzende Herausforderung. Durch weitere Arbeiten kénnten
diese Probleme geltst werden. Die Markerséttigung der Kopplungskarte kénnte erhéht
und damit eine Feinkartierung durchgefiihrt werden. Die Identifizierung von SNPs in-
nerhalb des Genoms des Apfels fithrte zu der Entwicklung eines 8K-SNP-Chips (Chagné
et al., 2012a). Durch diese Technik lassen sich Nachkommenschaften schnell genotypisie-
ren (Kumar et al., 2012). Indem 8000 SNPs identifiziert werden konnen, ist eine hohe
Genomabdeckung gewéhrleistet, die eine Feinkartierung ermoglicht.

Weiterhin ist die griindliche Erforschung aller im LOX-Stoffwechsel beteiligten Genfa-
milien notwendig, um den quantitativen Einfluss der einzelnen Kandidatengene zu ermit-
teln. Die LOX-Genfamilie wurde in vorliegender Arbeit griindlich untersucht. Durch gene
mining wurden 20 AAT-Gene identifiziert, das hauptverantwortliche Gen fiir Fruchtaro-
ma identifiziert und ein funktioneller Marker entwickelt (Souleyre et al., 2005; Dunemann
et al., 2012). Die griindliche Charakterisierung der Genfamilien HPL und ADH steht
bisher aus. Auch diese sind beteiligt an der Produktion von unverzweigtkettigen Schliis-
selaromastoffen (Schwab et al., 2008). Dabei kommt den der AAT vorgelagtern Enzymen
LOX, HPL und ADH ein grofer Stellenwert zu, denn die Verfiigbarkeit von Substraten
spielt fiir die Ausprigung unterschiedlicher Aromen verschiedener Sorten eine grofere
Rolle als die AAT-Spezifitit (Souleyre et al., 2005).

Schlussendlich sind funktionelle Studien notwendig. Fiir diese stehen seit kurzem sehr
vielversprechende Werkzeuge der sequenzspezifischen Mutagenese zur Verfiigung (TA-
LENs oder CRISPR/Cas, (siche Wang et al., 2014)). Damit kénnen funktionelle Frage-

80



4.3 Schlussfolgerung

stellungen durch die Verdnderung oder komplette Stillegung eines Gens mittels Gentarge-
ting effizient untersucht werden. Die lange juvenile Phase des Apfels ist bei funktionellen
Studien fiir die Bestimmung eines Effektes im Zusammenhang mit der Frucht problema-
tisch. Der Apfel bildet erst nach 5 bis 10 Jahren Bliiten und Friichte (Flachowsky et al.,
2009). Allerdings existiert fiir dieses Problem bereits ein Losungsansatz. In transgenen
Apfelpflanzen mit einem Friihblithergen kann die juvenile Phase stark verkiirzt werden
(Flachowsky et al., 2011).

4.3 Schlussfolgerung

Das Ziel der Arbeit, eine LOX der Produktion von Schliisselaromastoffen in reifen Friich-
ten zuzuordnen, wurde erreicht. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse, der Assoziati-
onsanalyse und der durch Schiller et al. (2015) durchgefiihrten Proteincharakterisierung
bestétigen die Hypothese, dass MdLOX1a das fiir die Synthese von Schliisselaromastof-
fen der reifen Apfelfrucht hauptverantwortliche LOX-Gen ist. Die Schlussfolgerung un-
terstiitzt und konkretisiert die durch andere Studien beschriebenen Vermutungen fiir ein
LOX-Aromagen des Apfels (Schaffer et al., 2007; Dunemann et al., 2009). Mdoglicherweise
haben auch andere Gene der Genfamilie einen quantitativen Einfluss auf das Aromaprofil
der reifen Apfelfrucht. Anhand der Ergebnisse wird vermutet, dass die Art und Menge
der in der Apfelfrucht produzierten Aromastoffe weniger von der LOX1:Md:1a-Isoform als
von der grundsétzlichen Verfiigbarkeit und Menge des Enzyms im Stoffwechsel abhéngt.
Bereits geringe Enzymaktivitit ist in Fuji’-Apfeln fiir die Synthese von Aromastoffen
ausreichend (Echeverria et al., 2004). Weitere Studien bestétigen diese Schlussfolgerung,
denn es konnte kein SNP in der Nihe von MdLOX1a mit signifikanter Aromastoffas-
soziation gefunden werden und auf eine Rolle von Elementen der Expressionsregulation
aromarelevanter Enzyme wird hingewiesen (Kumar et al., 2015). Die gezielte Mutagene-
se des LOX:Md:1a-Proteins beeinflusst die relative Menge der gebildeten Stoffe (Schiller
et al., 2015). In silico-Analyseergebnisse lassen jedoch vermuten, dass kein nennenswer-
ter Kinfluss von natiirlich vorkommenden Sequenzpolymorphismen auf die Struktur der
entstehenden LOX1:Md:1a-Isoformen und deren Funktionalitéit existiert. Die Arbeiten
haben weiterhin gezeigt, dass eine zuverldssige Aussage iliber die Funktionalitit eines
Enzyms nur durch funktionelle Studien oder durch biochemische Charakterisierung von
Isoformen méglich ist.

4.4 \Weiterfuhrende Arbeiten

Durch die Identifizierung aller LOX-Gene des Apfels und die in silico-Charakterisierung
wurde ein wesentlicher Beitrag geleistet, einen Uberblick iiber die gesamte LOX-Genfamilie
im Apfel zu schaffen. Bereits angesprochen wurden die Losungsanséitze fiir Probleme bei
der sicheren Identifizierung der Kandidatengene aller Genfamilien, die bei der Bildung
von unverzweigt-kettingen Aromastoffen beteiligt sind. Zusétzlich besitzen LOXs viele
weitere physiologische Funktionen in héheren Pflanzen (Porta und Rocha-Sosa, 2002;
Feufiner und Wasternack, 2002; Matsui, 2006). In diesem Zusammenhang ergeben sich
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4 Diskussion
aus den Ergebnissen weitere interessante Fragestellungen.

4.4.1 LOX-abhingige Hexanalproduktion und Pathogene

Aussichtsreich ist die erneute, umfassende Uberpriifung unter dem Aspekt der Hexanal-
und Hexenalproduktion mit unterschiedlichen Pathogenen. Hexanal und 3-Hexenal be-
sitzen antimikrobielle Eigenschaften und verringern die Blattlausfruchtbarkeit im Labor-
experiment (Deng et al., 1993; Hildebrand et al., 1993). Mehrere C6-Aldehyde, darunter
Hexanal, sind beteiligt in der direkten Abwehrreaktion von Blattliusen (Vancanneyt
et al., 2001). Die Expressionsianderung des 13-LOX-Gens MdLOX6a wahrend der Reife
ist identisch zum Kurvenverlauf der cis-3-Hexenal-Bildung in diesem Zeitintervall (Schil-
ler et al., 2015). Drei 13-LOX-Gene befinden sich am oberen Ende der LG 7, wo Roche
et al. (1997) auch den Sd;-Resistenzlocus gegen die Apfelfaltenlaus (Dysaphis devecta) in
"Fiesta’ kartierten. An dieser Position existiert auch ein starker Blattlausresistenz-QTL
und ein Hexanal-QTL (Stoeckli et al., 2008; Vogt et al., 2013b). 13-LOXs produzieren
Vorstufen fiir den Jasmonat-Stoffwechsel und green leaf volatiles, welche bei der Patho-
genabwehr relevant sind (Matsui, 2006; Howe und Jander, 2008; Jardine et al., 2012).
Moglicherweise ist eines der drei Gene verantwortlich fiir Blattlausresistenz. Verschie-
dene funktionelle Studien weisen nach, dass LOXs die Pathogen-Pflanzen-Interaktion
beeinflussen (Kolomiets et al., 2000; Hwang und Hwang, 2010; Burow et al., 2000; Liu
und Han, 2010). Eine initiale Expresionsanalyse mit verschiedenen Pathogenen ( Erwinia
amylovora, Venturia inaequalis und Eriosoma lanigerum) lieferte in vorliegender Studie
nur wenige auswertbare Ergebnisse und sollte erneut in Betracht gezogen werden.

4.4.2 Entwicklungsphysiologische Funktionen

Der Beitrag von LOXs bei entwicklungsphysiologischen Vorgéngen, wie Keimung oder
Bliihregulation ist fiir andere Pflanzen beschrieben (Feufner et al., 2001; Caldelari et al.,
2011). Bekannt ist, dass die Bliitenentwicklung auch iiber Jasmonatderivate beeinflusst
wird und 13-LOXs die Ausgangsstoffe fiir die Jasmonatsynthese liefern (fiir eine Uber-
sicht, siehe Siedow, 1991; Feufner und Wasternack, 2002). Das Versténdnis der Zusam-
menhinge von durch 9-LOX-gebildeten Stoffen mit entwicklungsphysiologischen Funk-
tionen sind noch immer liickenhaft. KODA ist ein Derivat von 9-LOX-Produkten und
unterdriickt MdTFL1, welches die Bliitenknospenentwicklung des Apfels steuert (Kitti-
korn et al., 2011; Héttasch et al., 2008). Die Transkription von MdTFLI-1 wird im glei-
chen Zeitraum unterdriickt, in dem die Transkriptanzahl von MdLOX 70 am héchsten ist.
Basierend auf der zeitlichen Ubereinstimmung und der vorausgesagten 9-LOX-Funktion
ist es untersuchenswert, ob MdLOX7a-Vorstufen fiir die Synthese von KODA zur Ver-
fiigung stellt und damit einen indirekten Effekt auf die Bliitenknospenentwicklung des
Apfels hat.

LOXs produzieren Fruchtaromastoffe, besitzen entwicklungsphyiologische Funktionen
und spielen eine Rolle bei bei der Antwort auf biotischen und abiotischen Stress (Schwab
et al., 2008; Caldelari et al., 2011; Kittikorn et al., 2011; Feufner und Wasternack, 2002;
Huang et al., 2009; Liavonchanka und Feussner, 2006; Podolyan et al., 2010). Das detail-
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4.4 Weiterfiihrende Arbeiten

lierte Versténdnis dieser Wechselwirkungen bietet ein kaum abschétzbares Potential fiir
die Ertragsoptimierung und den Pflanzenschutz.
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5 Zusammenfassung

Einfiihrung:

Der Apfel ist das bedeutendste Obst in Deutschland. Der Geschmack eines Apfels ist
abhingig von der Ausstattung an Schliisselaromastoffen, deren Konzentration sich sor-
tenspezifisch unterscheidet. Einige wichtige Aromastoffe werden durch den Lipoxygenase-
Stoffwechselweg gebildet. Als erstem Enzym in diesem Stoffwechselweg kommt der Li-
poxygenase eine Schliisselrolle zu. Durch die Oxigenierung von ungesattigten Fettsduren
werden Vorstufen fiir Stoffe gebildet, die dem Apfel seinen typischen Geruch und fruch-
tigen Geschmack verleihen und in weiteren Stoffwechselwegen wirken.

Methodik:

Es wurden die Lipoxygenasegene des Apfels mittels gene mining identifiziert. Durch Se-
quenzanalyse und phylogenetische Analyse der Gensequenzen wurde die Funktion der
Enzyme als 9- bzw. 13-LOX vorhergesagt. Die Sequenzanalyse von klonierten Amplifi-
katen und die Strukturmodellierung erweiterten die in silico-Analysen. Die Notwendig-
keit der Uberpriifung von in silico-Ergebnissen wird diskutiert. Die Expression von 15
Lipoxygenase-Gene wurden mittels reverse transcriptase-PCR untersucht. Die Integrati-
on von Markern fiir vier Lipoxygenasegene in eine existierende Kopplungskarte ermog-
lichte es, eine QTL-Analyse durchzufiihren.

Ergebnisse:

Der Apfel besitzt 23 LOX-Gene, die unregelmékig und zum Teil gruppiert auf 10 der
insgesamt 17 Chromosomen des Apfels verteilt sind. Mithilfe der verfiigbaren Sequenzen
fiir Lipoxygenasegene anderer Bedecktsamer wurde eine Hypothese iiber die Expansion
der Lipoxygenasegenfamilie aufgestellt: sieben Vorldufergene existierten in einer basa-
len Angiosperme. Innerhalb der Abstammungslinie der Rosengewéchse kam es zunéchst
zu Tandem-Duplikation und spéiter zur Verdopplung aufgrund einer Duplikation des ge-
samten Kerngenoms. Durch Expressionsanalysen wurden MdLOX1a und MdLOX5e als
mogliche Fruchtaromakandidatengene ermittelt. Dabei ist die Expressionssteigerung von
MdLOX1a eng an die Genussreife der Apfelfrucht gebunden. Von der Fruchtaromabildung
unabhéngige Funktionen werden aufgrund der Expression in anderen Geweben nicht aus-
geschlossen. Sortenspezifische Expressionsunterschiede verschiedener Lipoxygenasegene
wurden festgestellt. Eine QTL-Analyse zeigte, dass sowohl MdLOX1a als auch MdLOXbe
in Bereichen kartiert sind, die jeweils einen Einfluss auf wichtige Schliisselaromastoffe des
Apfels besitzen. Die biochemische Charakterisierung im Rahmen des Kooperationspro-
jektes zeigte: MdLOX1a produziert Vorstufen fiir Fruchtester.
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5 Zusammenfassung

Schlussfolgerung:

MdLOX1a leistet unter den Apfellipoxygenasen den hauptséchlichen Beitrag fiir die Pro-
duktion von wichtigen Aromaschliisselkomponenten, ndmlich den unverzweigten Fruch-
testern, Alkoholen und Aldehyden. Es konnten keine Hinweise gefunden werden, die die
sortenspezifischen Aromaunterschiede auf Sequenzpolymorphismen des MdLOX1a-Gens
zuriickfiihren.

Ausblick:

Die Funktionen von Lipoxygenasen im Stoffwechsel von Pflanzen sind vielfaltig. Die Be-
stimmung von MdLOX1a als das hauptverantwortliche Lipoxygenase-Kandidatengen fiir
Aroma einerseits und die Verfiighbarkeit von klonierten und sequenzierten Sequenzen an-
dererseits ermoglichen, Marker mit enger Kopplung zu diesem Gen zu entwickeln. Die
Nutzung dieser Marker durch moderne markerbasierte Ziichtungsstrategien konnte die
auf Fruchtqualitit ausgerichtete Sortenziichtung wesentlich beschleunigen. Die Ergebnis-
se dieser Arbeit bieten weiterhin eine Ubersicht iiber die gesamte Lipoxygenasefamilie
des Apfels. Dadurch sind gute Voraussetzungen geschaffen, um die Rolle von Lipoxy-
genasen wihrend der Pathogeninteraktion und bei Entwicklungsprozessen des Apfels zu
erforschen.
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6 Anhang

6.1 Zusatzliche Abbildungen
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Abbildung 6.1: Karten der Kopplungsgruppe 7 von 'Prima’ (P) und ’Discovery’ (D).
Am oberen Ende der Kopplungsgruppen ist die Region vermerkt, in der die Gene MdLOX5a,
MdLOX5¢ und MdLOX5d physikalisch kartiert wurden. Auch der Resistenzlokus Sd; wurde von
Roche et al. (1997) in diesem Bereich beschrieben. Durch QTL-Analyse wurde am oberen Ende
der Kopplungskarten beider Eltern ein Bereich identifiziert, der einen signifikanten Einfluss auf
die Menge des Aldehyds Hexanal hat. Die zur Erstellung der Kopplungsgruppenkarte benutzten
Marker und deren Position in ¢cM (Centimorgan) sind angegeben. Die Marker, die auf den Karten
beider Elternsorten eingetragen sind, sind rot hervorgehoben und durch eine Linie verbunden.
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6 Anhang

Chromosom 4
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Abbildung 6.2: Einige ausgewihlte Genannotationen nahe der MdLOX1/MdLOX7-Cluster. Die Gene mit gleichen Funkti-
onsannotationen sind durch Verbindungslinien gekennzeichnet. Auf den Chromosomen sind Orientierungspunkte in Mbp angegeben. Die
Linge der beiden Chromosomenabschnitte ist identisch. Die Genannotationen und die Lage der Gene auf den Chromosomen wurden der

).

Golden Delicious-Genomsequenz entnommen (Velasco et al., 2010
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6.1 Zusétzliche Abbildungen
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6 Anhang

6.2 Zusatzliche Tabellen

Tabelle 6.1: Primer fiir die LOX-Genklonierung. Die Primer sind angegeben mit
ihrer Nukleotidsequenz in 5’— 3’-Richtung und ihrer durch Gradienten-PCR ermittelten
Schmelztemperatur.

Primername Nukleotidsequenz Schmelztemperatur
loxla_for TGAACTCTTCCATGCAAGGTTTC 60°C
loxla_ rev AAATTGTGTCAAATCCACGCTT 60°C
lox2a_ for ATGCGGGAATTCGGATTCAAACTTTCTCGAAC 62°C
lox2a_rev ATCATCGGTACCCCACCACCACCTCAAAATAA 62°C
lox2b_for GAAGAAGAAGATGGCACTGACTAAAC 60°C
lox2b_rev CTAAATGTTGTTGAGAGTCATATCG 60 °C
lox3a_ for CCACATTCTCATCCATCTTCCT 60°C
lox3a_rev CTTTCACTCCTGTTGTCCGTTG 60°C
lox7a_for ATCTCCGGTACCACCTTTCTCCTTCTGTTAAC 62°C
lox7a_rev ACCACCTCTAGACACGAGTGAAATACAATGTAGAC 62°C
lox8a_for GTCCTTACTGTAAAGCATTAAACT 50°C
lox8b_for CTTCCTGTTACTGTAAAGCATTAAACC 55°C
lox8 rev TCCGAGCACAGCTATCATATAGA 55°C
lox9a_for GTTGATTTGCCGAGTCACTTTTC 60°C
lox9a_rev ATGGTGCGTCTCCTGGG 60 °C
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6.2 Zusdtzliche Tabellen

Tabelle 6.2: Primer fiir die durch MWG durchgefiihrte Sequenzierung der klonier-
ten LOX-Gene. Die Primer sind angegeben mit ihrer Nukleotidsequenz in 5°— 3’-Richtung.
Die Schmelztemperatur wurde nicht ermittelt. Die Primer 'pJET1.2 forward sequencing primer’

und 'pJET1.2 forward sequencing primer’ und die zugehdrigen Informationen stammen aus dem
CloneJET™ PCR Cloning Kit.

Primername

Nukleotidsequenz

Schmelztemperatur

pJET1.2 forward
sequencing primer
pJET1.2 reverse
sequencing primer
loxla_ PW1_for
loxla_ PW1_rev
loxla_ PW2_for

loxla_ PW1_Mcl_for
loxla_ PW1_Mecl_rev

lox2a_PW1_ for
lox2a_PW1_rev
lox2a_PW2_for
lox2a_PW2_rev
lox2b_PW1_ for
lox2b_PW1_rev
lox2b_PW2_ for
lox2b_PW3_ for
lox3a_PW1_for
lox3a_PW1_rev
lox3a_PW2_for
lox7a_PW1_for
lox7a_PW1_rev
lox7a_PW2_for
lox8a_PW1_for
lox8a_PW2_for
lox8a_PW1_rev
lox8b_PW1_ for
lox8b_PW1_rev
lox8b_PW2_rev
lox9a_ PW1_for
lox9a_ PW1_rev

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
GCCTTGTCCACTTTGTTTGCC
TCCTTGACTGCCACGCCTC
ATTCGGTTGCCTGAAGGTTTAT
AACAATCATCATAGTGAGTTCTTCCT
TATTACCTCATCCACTGTTAGTCCAT
TTACAAACAAGCACCAGAACGAG
GGTAACGAGTGCTAACAAGACATATT
AACCCACTTTACCCTTACTTGAATA

60°C

60°C

GAAGAAAAGATGAATAGTCCCATAAAAAGG -

TCTTTCTGGAGACCATAACCCTTGA
GAAATAGTAAACCTAATGGAAACGCA
CATTATGTTGCCAAACTGCTATCTT
TCGTCATCTGTAGTGTTGTTAGTTTAG
GGGCTACAACCATTACATCGT
GAAATCCAACAGAAGCAAAATGAC
CAAGAAGAGGAAGAACTGGTC
TCGTAGTTAGAAATGAGCATCACAGT
AATTCTTCAACCGCCACTCCTC
CTATGAAGGAGGATTAGAGTTGCC
CCGTGAGAGGGTGGCTGC
TACCGAAAGTAGAATGGAAAAGC
CCTCCATCTCAAACCTCCACA
TCCTACCATGAATCAATATCTTGTTATC
CCTCCATCTCAAACCTCCACA
CGGAGAGCAGAAATGAAAAGC
AACAATCATCATAGTGAGTTCTTCCT
TATTACCTCATCCACTGTTAGTCCAT
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6 Anhang

Tabelle 6.3: Primer fiir die Expressionsanalyse ausgewihlter LOX-Gene durch Re-
verse Transkriptase-PCR. Die Primer sind angegeben mit ihrer Nukleotidsequenz in 5’—3’-
Richtung und ihrer durch Gradienten-PCR ermittelten Schmelztemperatur. Die Primer '"MdA-
CO1F’,"MdACO1R’, '"MdExp2F’ und '"MdExp2R’ stammen aus der Veroffentlichung von Wakasa,

et al. (2003).

Primername

Nukleotidsequenz

Schmelztemperatur

Ixla_genspez_for AGGCACTCAAGAACAAAAAGC 60°C
Ixla_genspez_rev TTCAATCCCATCAACAGCATAT 60°C
Ix1d_genspez_for TCCTCATCAATGCGGGCGGTATC 62°C
Ix1d_genspez_rev =~ ACACTTCATCAGTTCAATGCCTAGACAG 62°C
Ix2a_genspez2 for ACCATTACTACCACGACTCAAGCC 62°C
Ix2a_genspez2 rev. GCGTATTCGGGGTCATTCTCC 62°C
Ix2b_ genspez2_for ATCAACTCAACTTGCGGCACTTA 62°C
Ix2b_genspez2_rev  AAAACTCCTGCTCCACACCTG 62°C
Ix3a_ genspez_ for TCTCTACGAGGGAGGTATCAAGTT 62°C
Ix3a_genspez_rev CGTCTTTGTGTCCGTGGAGTTTA 62°C
Ix3b_ genspez_for CAACGAGTTTGACACTTTTGAGGATG 60°C
Ix3b_genspez_rev ~ CGTCTTTGCGTGCGTAGAGTTTATTC 60°C
Ix5b_ genspez_for TACCTACCATCAGTGACACCGAGT 62°C
Ix5b_genspez_rev. = GGGATTATTGTCTGGAAAAACC 62°C
Ixbe genspez for CATCTATCGTCTTCTACATCCTCATTTT 60 °C
Ixbe genspez_rev GGTTCACACAGTCACTCACCCATC 60°C
1x6b_ genspez_for AAACCTCATTTTCGCCCAA 60°C
Ix6b_genspez _rev  TAATAGCATCCCATAAGAGCAGT 60°C
Ix7a_genspez_for ATGGAATGGTCATCAGCAGTGTA 62°C
Ix7a_genspez_rev. =~ GCATCCGTTGTCCACTCCG 62°C
Ix7b_genspez for = TTTTCCTGTTCAAGCACTCCCCAT 62°C
Ix7b_genspez_rev. =~ GCGAGGTGCCTAGACAAGATTTCC 62°C
Ix7d_ genspez_for TAACGCTGGTGGAATACGAGAGGCA 60°C
Ix7d_genspez_rev =~ CCGAGTGTCTTTACAGGATTTCA 60°C
1x8a_genspez for GGGTAATGTGATAAGGCACGC 55°C
Ix8a_ genspez_rev TTCTTTCTTCTCCTCCTCTTTCCA 55°C
1x8b_genspez for GGGGTGATGGGATAGGTAGGA 55°C
1x8b_genspez_rev ~ CTTCTTTCTTCTCTTCGTCTTTCTC 55°C
1x9a_ genspez_ for TGCTGGTTATCCTCTAAATCGTCC 62°C
Ix9a_genspez rev GGTAAGCCTGGCATCGGTGTTC 62°C
MdJACO1F TGAAATTCCAAGCCAAGGAG 61°C
MdJACO1R TTCAACTACACAAACAGTGG 61°C
MdExp2F GGCAAGCAATGTCAAGAAACTG 61°C
MdExp2R TTAAAGGCGCAGAATAAGCAGC 61°C
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6.2 Zusdtzliche Tabellen

Tabelle 6.4: Liste der biochemisch charakterisierten LOX-Proteine. Diese Liste enthilt
neben dem Namen des Ursprungsorganismus auch die systematische Bezeichnung des Proteins,
die NCBI-Akzessionsnummer, die biochemisch ermittelte Produktspezifitit aus der Originalpu-
blikation und gibt die Aminosduren an der SLOANE-Position an. Die Primé&rsequenzen dieser
LOX-Proteine wurden zur Erstellung des phylogenetischen Baumes in Abbildung 3.7 benutzt.
Die systematische Bezeichnung der pflanzlichen LOXs folgt den Vorschligen von Feufiner und
Wasternack (2002), Bannenberg et al. (2009) und Podolyan et al. (2010).

Ursprungsorganismus  Bezeichnung NCBI- Positions- Sloane-
akzession spezifitit Position
Adelostemma gracillimum LOX1:Agr:1 AAZ04411 9 vV
Arabidopsis thaliana LOX1:At:1 AAA32827 9 TV
LOX1:At:2 CAC19365 9 TV
LOX2:At:1 AAA32749 13 CF
LOX2:At:2 CAB56692 13 GF
LOX2:At:3 CAC19364 13 CF
LOX2:At:4 CAG38328 13 CF
Arachis hypogaea LOX1:Ah:1 AAF60270 13/9 TF
Brassica napus LOX2:Bn:2 AAO03559 13 RF
Camelia sinensis LOXI1:Csi:1 ABWT5772 9/13 TV
Capsicum annuum LOX1:Can:1 ACOb57136 9 TV
Corylus avellana LOX1:Ca:1l CAD10740 9 ™V
Cucumis sativus LOX1:Cs:3 CAA63483 13/9 TH
LOX1:Cs:4 CABS83038 9 TV
Hordeum vulgare LOX1:Hv:1 AAAG4893 9 TV
LOX1:Hv:3 AAB70865 13 TV
LOX2:Hv:1 AAC12951 9/13 SF
LOX2:Hv:2 CAD45186 13 TF
LOX2:Hv:3 CAD45187 13 AF
Lens culinaris LOX1:Le:l CAA50483 13/9 TF
Marchantia polymorpha MpLOX1 ¢ BAJ46514 13 SF
MpLOX2 @ BAJ46515 13 YF
MpLOX3 @ BAJ46516 13 FF
Nicotiana tabacum LOXI1:Nt:1 CAA58859 9 TV
Olea europaea LOX1:0ep:1 ACGH6281 9/13 vV
LOX1:Oep:2 ACD43483 9/13 TV
LOX2:0ep:1 ACD43484 13 CF
LOX2:0ep:2 ACD43485 13 GF
Oryza sativa LOX1:0s:1 CAA45738 13/9 TV
LOX1:0s:2 BAD02945 9 TV
LOX1:0s:3 ABD47523 13/9 TV
LOX2:0s:1 BAA03102 13 SF
LOX2:0s:2 CACO01439 13 AF

Fortsetzung auf nichster Seite
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Tabelle 6.4 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Ursprungsorganismus  Bezeichnung NCBI- Positions- Sloane-
akzession  spezifitit position
Physcomitrella patens LOX2:Pp:1 CAE47464 13/9 HF
Pisum sativum LOX1:Ps:2 CAA55318 13/9 SF
LOX1:Ps:3 CAA55319 9/13 TF
LOX1:Ps:7 CAG44502 9/13 TY
Populus deltoides LOX2:Pod:1 AAZ57444 13/9 SF
LOX2:Pod:2 AAZ57445 13/9 SFE
Prunus dulcis LOX1:Prd:1 CAB94852 9 ™™V
LOX1:Prd:2 CAD10779 9 TV
Solanum tuberosum LOX1:5t:4 CAA64766 9 vV
LOX1:5t:9 AADO04258 9 TV
LOX1:5t:12 CABG65460 9/13 vV
LOX2:St:1 CAA65268 13 SF
LOX2:5t:2 CAA65269 13 CF
Vitis vinifera LOX2:Vv:A ACZ17391 13 AF
LOX2:Vv:O ACZ17393 13 CF
Zea mays LOX1:Zm:1 ABC59685 13/9 TV
LOX1:Zm:3 AAG61118 9 TV
LOX2:Zm:1 ABC59693 13 SF
ZmLOX5 ABC59688 9 TV

@ urspriingliche Bezeichnung der LOX-Proteine von Marchantia polymorpha beibehalten

b urspriingliche Bezeichnung beibehalten, da LOX-Typ in der Literatur nicht genannt

Tabelle 6.5: Akzessionsnummern der fiir die Identifizierung von mutmafilich funk-
tionellen LOX-Genen verwendeten LOX-Sequenzen. Fiir die Identifizierung der mutmafs-
lich funktionellen LOX-Gene wurden 122 LOX-Sequenzen aus 35 verschiedenen bedecktsamigen
Pflanzen verwendet. Durch Sequenzvergleich der 40 per BLAST identifizierten LOX-Kandidaten
mit diesen 122 Sequenzen wurden 15 der 40 durch BLAST gefundenen Apfel-LOX-Sequenzen als
nicht funktionell identifiziert und ausgeschlossen.

Ursprungsorganismus  Akzessionsnummer

Actinida deliciosa ABF59998, ABF59999, ABF60000, ABF60002, ABF60001

Adelostemma gracillimum  AAZ04411

Arabidopsis thaliana AAA32749, AAA32827, CAB56692, CAC19364, CAC19365,
CAG38328

Arachis hypogaea AAF60270

AAO03558, AAO03559
ABW75772, ACJ54281, ACQT6787

Brassica napus
Camelia sinensis

Fortsetzung auf néchster Seite
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Tabelle 6.5 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Ursprungsorganismus  Akzessionsnummer

Capsicum annuum, ACO57136

Caragana jubata ABQ10187

Cucumis melo ABBR82552

Cucumis sativus AAC61785, CAB83038, CAA63483
Gladiolus hybridus AEO13837

Glycine max

Gossypium hirsutum
Hordeum vulgare

Lens culinaris
Malus domestica

Marchantia polymorpha

Nicotiana attenuata
Nicotiana tabacum
Olea europaea
Oryza sativa

Persea americana
Phaseolus vulgaris
Physcomitrella patens
Pisum sativum
Populus deltoides
Prunus armenaica
Prunus dulcis
Prunus persica

Pyrus pyrifolia
Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

Triticum aestivum
Vitis vinifera
Zea mays

AAA33986, AAA33987, AAA03728, AAA96817, AAB67TT732,
AAC49159, ABS32275, ABS32276, CAA31664

AAK50778

AAAG4893, AAB41791, AAB607L5, AAB70865, AAC12951,
CAD45186, CAD45187, CAI84707

CAA50483

ES790006, ES790007, ES790036, ES790038, ES790041,
ES790094, ES790104

BAJ46514, BAJ46515, BAJ46516

AAPS3134, AAP83137, AAPR3138

AAV92893, CAA58859

ACD43484, ACD43485, ACG56281

AAD39093, AAD42043, ABD47523, ACU42568, BAA03102,
BAD02945, CAA45738, CAC01439

AAD09861

AAB18970, AAF15296, ABMS88259, CAA45086

CAEA47464

CAA53730

AAZ57444, AAZ57445

ABZ05753

CAD10779

ABV3255, ACH90245, ACH91370, ACG59769

ABN09736

AAA53183, AAA53184, AAB65766, AAB65767, AAG21691
AAB67858, AAB67860, AAB67865, AAB81594, AAB81595,
AAD04258, AAD09202, CAA55724, CAA64766, CAA65268,
CAA65269, CAB65460

AAC49285, ACS34908, ACS34909

ACZ17391, ACZ17392, ACZ17393

AAG61118, ABC59685, ABC59686, ABC59687, ABC59688,
ABC59689, ABC59690, ABC59691, ABC59692, ABC59693,
ABC59694, ABC59695, ACG43480
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Tabelle 6.6: Akzessionsnummern der fiir die Exon-Intron-Grenzenbestimmung ver-
wendeten LOX-cDNA-Sequenzen. Fiir die Uberpriifung der Intron-Exon-Struktur der 25
Apfel-LOX-Sequenzen wurden 102 LOX-cDNA-Sequenzen aus 32 verschiedenen bedecktsamigen
Pflanzen verwendet um ein Profil der konservierten Intron-Exon-Grenzen zu ermitteln.

Ursprungsorganismus  Akzessionsnummer
Actinida deliciosa DQ497793, DQ497795, DQ497796, DQ497797
Adelostemma gracillimum  DQ094169

Arabidopsis thaliana

Arachis hypogaea
Brassica napus
Camelia sinensis
Capsicum annuum
Caragana jubata
Cucumis melo
Cucumis sativus
Gladiolus hybridus
Gossypium hirsutum
Hordeum vulgare

Lens culinaris
Malus domestica

Nicotiana attenuata
Nicotiana tabacum
Olea europaea
Oryza sativa

Persea americana
Phaseolus vulgaris
Pisum sativum
Populus deltoides
Prunus armeniaca
Prunus dulcis
Prunus persica
Pyrus pyrifolia
Rosa hybrida
Solanum lycopersicum
Triticum aestivum
Vitis vinifera

Zea mays

AJ302043, AY056166, AY081253, BX818403,

L04637, L23968

AF231454

AY162142, AY162143

EU195885, FJ418174, FJ794853

FJ377708

EF530043

DQ267934

AJ271161, U25058, X92890

JF831194

AF361893

AJ507212, AJ507213, AJ966349, 1.37359, L.37358,
L35931, Ub6406

X71344

ES790007, ES790036, £S790038, ES790041, ES790104,
TC60021 TC86 TC28233, TC60153 TC208 TC28364,
TC60238 TC282 TC28441, TC77129 TC176 TC28325
AY254345, AY254348, AY254349

AY775034, X84040

EU513352, EU513353, EU678670

AB099850, AF095895, AF095896, AJ270938, D14000,
DQ389164, FJ607153, X64396

ADO001673

AF204210, EF196866, U76687, X63521

AJ293015 X76124, X78580 , X78581, Y15410

DQ131178, DQ131179

EU439430

AJ418043

EF568783, EU883638, FJ029110, FJ032015

EF215449

Fukuchi-Mizutani et al. (2000)

AY 008278, U09025, U09026, U37839, U37840

GQ166691, GQ166692, U32428

FJ858255, FJ858256, FJ858257

AF329371, DQ335760, DQ335761, DQ335762, DQ335763,
DQ335764, DQ335765, DQ335766, DQ335767, DQ335768,
DQ335769, DQ335770, EU971362
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Tabelle 6.7: Vorhersageergebnisse der Programme PLOC, ProtComp und Psort
iiber die subzellulire Lokalisierung der 23 LOX-Proteine. Die Programme PLOC, Prot-
Comp und Psort analysieren ein eventuell vorhandenes N-terminales Signalpeptid und berech-
nen die Wahrscheinlichkeit fiir die Lokalisierung der Proteine in den entsprechenden Zellkom-
partimenten. Diese Vorhersage beschreibt das Protein in der Chloroplastenmemban (Chlo), im
Cytoplasma (Cyt) oder ist nicht eindeutig (n.e.). N-terminale Signalpeptide sind ein wichtiges
Merkmal von Typ 2-LOXs (Feufner und Wasternack, 2002).

LOX-Protein Erwartung PLOC ProtComp Psort

(entsprechend fiir planzliche
LOX-Typ) Proteine
LOX1:Md:1a Cyt Cyt Cyt Cyt
LOX1:Md:1b Cyt Cyt Cyt Cyt
LOX1:Md:1c Cyt Cyt Cyt Cyt
LOX1:Md:1d Cyt Cyt Chlo Chlo
LOX1:Md:1e aufgrund der Unvollsténdigkeit des N-Terminus nicht gepriift
LOX2:Md:2a Chlo Chlo Chlo Chlo
LOX2:Md:2b Chlo Cyt Chlo Cyt
LOX1:Md:3a Cyt Cyt Cyt Cyt
LOX1:Md:3b Cyt Cyt Cyt Cyt
LOX2:Md:5a Chlo Cyt Chlo Chlo
LOX2:Md:5b Chlo Cyt Chlo Chlo
LOX2:Md:5c aufgrund der Unvollstdndigkeit des N-Terminus nicht gepriift
LOX2:Md:5d Chlo Cyt Chlo Chlo
LOX2:Md:b5e aufgrund der Unvollstdndigkeit des N-Terminus nicht gepriift
LOX2:Md:6a Chlo Cyt Chlo n.e.
LOX2:Md:6b Chlo Chlo Chlo Chlo
LOX1:Md:7a Cyt Cyt Cyt Cyt
LOX1:Md:7b aufgrund der Unvollsténdigkeit der N-Terminus nicht gepriift
LOX1:Md:Tc Cyt Cyt Chlo Chlo
LOX1:Md:7d Cyt Cyt Chlo Chlo
LOX2:Md:8a Chlo Cyt Chlo Chlo
LOX2:Md:8b Chlo Cyt Chlo Chlo
LOX1:Md:9a Cyt Cyt Chlo Chlo
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Tabelle 6.8: Ubersicht iiber die Kennwerte der QTLs in Regionen mit kartierten
LOX-Genen. Die gefundenen QTLs in den Bereichen von kartierten LOX-Genen sind vorran-
gig Ester. Auch das Aldehyd Hexanal besitzt einen QTL in ’Prima’ und ’Discovery’. Weitere
QTLs, auch in Regionen von physikalsch kartierten LOXs, sind nicht aufgefiihrt. Die Position
des maximalen LOD-Wertes und der Start bzw. das Ende des 2-LOD-Intervalls sind in ¢cM an-
gegeben.

Kopplungs- Aromastoff maximaler Position des Start des Ende des
gruppe LOD- maximalen 2-LOD- 2-LOD-
Wert LOD-Wertes Intervalls Intervalls

Discovery

LG2 BuOBu 7,41 56,9 40,3 61,6
BuOHex 6,57 56,9 43,3 73,7
HexOBu 8,45 47,7 43,3 56,9
HexOHex 3,14 69,9 62,6 73,7

LG9 BuOAc 3,08 4,7 0 45,6
PentOAc 3,21 4.7 0 43.6

LG12 HexOHex 3,14 07,2 47,6 67,0
Hexanal 5,19 39,6 21,3 48,6

Prima

LG2 BuOBu 7,24 43,6 30,7 47,2
BuOHex 9,74 39,2 0 47,7
HexOBu 5,61 5,5 0 47,2
HexOHex 3,22 43,6 24.5 51,3

Lgl2 Hexanal 4,94 38,9 28,7 56,2

Tabelle 6.9: Kennwerte der Hexanal-QTLs auf Kopplungsgruppe 7 in ’Prima’ und
’Discovery’. In der QTL-Region wurde der MALOX5-Cluster physikalisch kartiert. Der Cluster
besteht aus den 13-LOX-Genen MdLOX5a, MdLOX5¢, MdLOX5d. Die Tatsache, dass 13-LOXs
Hexanal produzieren, im Zusammenhang mit der Eigenschaft von Hexanal, die Blattlausfrucht-
barkeit zu verringern und die Existenz eines Blattlausresistenzlokus ist bemerkenswert. Die Po-
sition des maximalen LOD-Wertes und der Start bzw. das Ende des 2-LOD-Intervalls sind in ¢cM
angegeben.

Kopplungs- Aromastoff maximaler Position des Start des Ende des
gruppe LOD- maximalen 2-LOD- 2-LOD-
Wert LOD-Wertes

Discovery

LG7 Hexanal 9,20 0 0 0,6
Prima

LG7 Hexanal 4,34 3,9 0 15,4
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6.3 Lésungen und Medien

6.3 Losungen und Medien

6.3.1 Medien

LB-Medium (fliissig)
1% Bactotrypton
1% NaCl

0,5 % Hefeextrakt

LB-Medium fest
Zugabe von 1 % Agar-Agar zu fliissigem LB-Medium

SOC-Medium
Zugabe von:

o sterilfiltrierter Glucoselosung, Endkonzentration: 20 mMm
e sterilfiltrierter Magnesiumchloridlosung, Endkonzentration: 20 mM
e Magnesiumsulfat, Endkonzentration: 10mMm

zu 96 ml SOB-Medium

SOB-Medium

20 g Trypton/Pepton

5 g Hefeextrakt

Natriumchlorid, Endkonzentration: 10 mMm
Kaliumchlorid, Endkonzentration: 2,5 mm
auf 11 mit Wasser auffiillen

pH-Wert einstellen auf 7,0

Medium vor Gebrauch autoklavieren.

6.3.2 Losungen und Puffer

Wenn nicht anders angegeben, sind Lésungen von fliissigen Stoffen im jeweiligen prozen-
tualen Volumenmischverhéltnis mit Wasser gemischt, wie z. B. 0,05 %-ige Natriumlaurylsulfat-
Losung (SDS-Losung), 70 %-ige Ethanollosung.

weitere grundsétzliche Bemerkungen:

e Fthanol: Es wurde ausschlieklich unvergéllter Alkohol benutzt.
e Wasser: Solange nicht anders angegeben, wurde entionisiertes Wasser benutzt. Fiir
Arbeiten mit RNA wurde DEPC-behandeltes Wasser benutzt.

DEPC-behandeltes Wasser
1% DEPC (Diethylpyrocarbonat) in entionisiertemm Wasser iiber Nacht durch Magne-
trithrer mischen, danach zweimal autoklavieren.
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Achtung: Kontaminationen beim Entfernen des Magnetrihrers vermeiden!

TAE-Puffer (40-fach)

40 mM TRIS-Acetat

1 mM EDTA

pH-Wert einstellen auf 8,0

AGE-Ladepuffer 10-fach

Tabelle 6.10: Zusammensetzung des 10-fach AGE-Ladepuffers.

Stoff absolut fiir 50 ml
Glyzerin 50 % 25ml
Bromphenolblau 0,25 % 125mg
Xylencyanol 0,25% 125mg

3-fach CTAB-Extraktionspuffer

Tabelle 6.11: Zusammensetzung des 3-fach CTAB-Extraktionspuffers.

Stoff absolut fiir fiir 400 ml fiir fiir 50 ml

CTAB 3% 12g 1,bg

PVP (40) 3% 12g 1,5¢g

EDTA 25 mM 20ml einer 0,5 M Losung 2,5ml einer 0,5 M Losung
NaCl 2M 200 ml einer 4 M Lisung 5,884 ¢ NaCl

TRIS-HCI 100mM  40ml einer 2 M TRIS-Lésung 5ml einer 1 M TRIS-Losung

Achtung: beta-Mercaptoethanol wird erst kurz vor Gebrauch zugesetzt!
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