Andrea Lehning

Untersuchungen zur molekularen Grundlage der
Isoprenemission bei der Stieleiche (Quercus roburL.)

Die Arbeit wurde aus Mitteln des Bundesministeriums fir Bildung,
Wissenschaft, Forschung und Technologie (BMBF) gefdrdert.
(Forderkennzeichen ,Spurenstoffkreislaufe* (Projekt Nr. A2b-7) und
» T roposphéarenforschungsprogramm® (Projekt Nr. 2 C7).

Herausgeber: Prof. Dr. Wolfgang Seiler
Fraunhofer-Institut Atmosphérische Umweltforschung
Kreuzeckbahnstr. 19, 82467 Garmisch-Partenkirchen
Garmisch-Partenkirchen, 2000



Ekonupotst M

waaieng
viwozbpgLikcys
NWME|LLorcpnud

Schriftenreihe

Andrea Lehning

Untersuchungen zur molekularen Grundlage
der Isoprenemission bei der Stieleiche (Quercus robur L.)

Herausgeber: Prof. Dr. Wolfgang Seiler
Fraunhofer-Institut Atmospharische Umweltforschung
Kreuzeckbahnstr. 19, 82467 Garmisch-Partenkirchen
Garmisch-Partenkirchen, 2000



Die Deutsche Bibliothek - CIP-Einheitsaufnahme

Lehning, Andrea:

Untersuchungen zur molekularen Grundlage der Isoprenemission

beider Stieleiche (Quercusrobur L.)/AndreaLehning.

Aachen: Shaker, 2000
(Schriftenreihe des Fraunhofer-Instituts Atmospharische Umweltforschung;;
Bd.2000,66)
Zugl.: Freiburg, Univ., Diss., 2000

ISBN 3-8265-7545-8

Copyright Shaker Verlag 2000

Alle Rechte, auch das des auszugsweisen Nachdruckes, derauszugsweisen
odervollstandigen Wiedergabe, der Speicherungin Datenverarbeitungs-
anlagenund der Ubersetzung, vorbehalten.

PrintedinGermany.
ISBN 3-8265-7545-8
ISSN 1436-1094
Shaker Verlag GmbH « Postfach 1290 « 52013 Aachen

Telefon: 02407/9596-0 « Telefax: 02407/9596-9
Internet: www.shaker.de » eMail: info@shaker.de




Untersuchungen zur molekularen Grundlage
der Isoprenemission bei der Stieleiche
(Quercus roburL.)

Inauguraldissertation zur Erlangung des Grades der Doktorwilrde der
Forstwissenschaftlichen Fakultat der Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg

vorgelegt von Andrea Lehning aus Darmstadt

Datum der miindlichen Priifung: 22.12.1999

Dekan: Prof. Dr. H. Rennenberg

Referent: Prof. Dr. H. Rennenberg
Korreferent: Prof. Dr. S. Fink

Betreuer der Dissertation: Dr. J.-P. Schnitzler

Korntal, 2000



Inhaltsverzeichnis

L EINTEITUNGD ettt e e st e et e e e s e e e e 1
1.1 Vorkommen und Bedeutung VON ISOPIEN .......ccuiiiiiiiiieiie i 1
1.2 Bedeutung des Isoprens flr die Chemie der TrOPOSh&re ........ccccoovveiiiiiiiiiciicciceeeeces 1
1.3 Biogene Quellen des SpUrengases ISOPIeN ........ccccciviieeieiiereiineeee e 4
1.4 AbSCh&tzuNng der ISOPreNEMISSION ....ocviiiiiiiiiie ittt 6
1.5 Zusammenhang zwischen Isoprenemission und Photosynthese...........ccoccevvviiiinienienicens 7

1.5.1 LichtabNBNGIGKEIT.....cuiiiiiiiiiiti e 8
1.5.2 CO2-KONZENTFALION 1eiiuiiiiiiiiieeiie ettt sttt e et e e bt e be e be e beeeneeenbeenbeenneenne 9
1.5.3 Stomatére AKLIVITAL.........ccciiiiiiiii 10
1.5.4 Temperaturabh&8ngigKeIt .........coooiiiiiii e 11
1.5.5 EinfluR von Wachstumsbedingungen auf die ISoprenemission ..........ccccccevevieeinennnn. 12
1.6 Biosynthese VON ISOPIrENOIAEN ........ccveiiiiiiiieiee e e 15
1.6.1 Die Isoprensynthase als Schllisselenzym fur die Isoprenemission ..........cccccocevveenee. 20
1.6.2 Ziele der ATDEIt ....ocuiieiiieeee e 20

2 Material und MethOdeN .......eeiiiiiiiice e 22

2.1 Pflanzenmaterial und AnzuchtbediNnQUNGeN.........cccciiiiiiiiiic e 22
2.1.1 Freilandmaterial der Stieleiche (Q. robUI L.) ...ooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 24
2.1.2 PilzKUltur (LACCAria [aCCALA) .........eiueeueeiiti ittt 27

2.2 Messung der Isopren-Emission an der StieleiChe..........ccccooiieiiiiiiiicic e 28
2.2.1 AUTDAU der MEBAPPATALUT .......eviiiiiieiietet ettt bttt 28
2.2.2 KUVELENAUTDAU ... 28
2.2.3 BelEUCNTUNGSAUTSALZ ....ocuiiiiiiiiiiiiicieee bbb 31
2.2.4 Semi-kontinuierliche Gaschromatographie..........cccccoiiiiieiieiieneeeee e 32
2.2.5 KalibrierUng 0€S GC....c.oouiiiiiiitiiiieiiee ettt bbbt 33
2.2.6 Berechnung der EMISSIONSIALEN ......couiiiiiiiiieiiecieeee ettt 36
2.2.7 Berechnung der Emissionsfaktoren nach Guenther et al. (1993) .......cc.cceovvveieniiininns 36

2.3 Freilandversuche und versuchsbegleitende Messungen ......... ..38
2.3.1 Freilandversuche...
2.3.2 Ermittlung der relativen Luftfeuchte und Lufttemperatur..
2.3.3 Detektion der UV-B- und PPFD- Strahlungsbedingungen .

2.4 Chemische Synthese von Dimethylallyldiphosphat (DMADP).................. ..40
2.4.1 Synthese von Dimethylallyldiphosphat, nach Keller und Thompson (1993)............... 40
2.4.2 Flash-Chromatographie zur Isolierung der Diphosphate ............ccceeiiiiiiiiiniinieice 41
2.4.3 Nachweis der PROSPREALE........cciiiiiiiiiii e 41

2.5 AUtOMALiSIErte CN-ANAIYSE....ccuiiiiiiii ittt ettt ne e s anenane e 42

2.6 Bestimmung der ISoprensynthase-AKEIVITAL ..........coiiiiiiiiiiii e 43
2.6.1 Herstellung von BIatteXtrakten .........ccceoiiiiiiiiieiiieieeieesieesee et 43



Inhaltsverzeichnis

2.6.21S0lierung VON MiKFOSOMEN ......uiiiiiiiiiiieite ittt 44
2.6.3 Standardenzymtest der ISOPrenSynNthase. .........cccoevviiiiiiiieice e 46
2.7 Gaschromatographische Analytik des Isoprensynthase-TestS........cccoceviiiiiiiiienicniiniiins 47
2.7.1 Berechnung der Isoprensynthase-AKtiVItaL...........cccocooiiiiiiiiiie e 51
2.8 SpektralphotometriSChe ANAIYSEN .......ccouiiiiiiiiii e 52
2.8.1 ProteinbeStiMMUNG ..o e 52
2.8.2 NEULTAIZUCKET .....ciiiiiiiiii e 53
AR T B N1 - USROS RPN 54
2.8.4 Chlorophyll- und Carotenoidgehalte...........cooieiiiiiiiiiiiii e 55
2.9 Entsalzung und Konzentrierung von Proteinextrakten ...........cccoceoeiiiinceienineneeceieee 56
2.9.1 Gelfiltration mit PD-10 und NAP-5 SAUIEN .........cccoiiiiiiiiiic e 56
2.9. 2 URFAFIITIAtION ...ttt 57
2.10 Chromatographische Methoden zur Proteinreinigung ........ccoocvveriiiiiiiiiiiieniciieeee s 57
2.10.1 Anionenaustausch-Chromatographie mit DEAE-Sepharose Fast Flow..................... 57
2.10.2 Chromatofokussierung mit MONO P ........cooiiiiiiiiiiiieiicieiee e 58
2.10.3 Chromatographie mit Hydroxylapatit (HA) .......ccoeiiiiiiiiieee e 59
2.10.4 GElfiltratioN ......cciiiiiiiiie 59
2.10.5 Liganden-Affinitatschromatographie mit anti-Rubisco-Antikdrpern..........cccccoceovnene 60
b N N 0 ] o] 4 o= T PO TP PP PP PTUPRPPROPPON 61
2.11.1 Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen die Isoprensynthase aus der
Stieleiche (Q. FODUE L.) it 61
2.11.2 Charakterisierung der ANtIKOTPET ........cccoiiiiiiiieee e 62
2.12 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) .......ccciiiiiiiiiiiiiiieite ettt 63
2.12.1 Probenvorbereitung fir die Gelelektrophorese ............ccocoooveieiiiiiiiceceee e 63
2.12.2 GIeBeN deS GEIS ......cciiiiiiii i 64
2.12.3 ElektrophoretisChe TreNNUNG ........coviiiiiiiiii e 65
2.12.4 Detektion von Proteinen im Gel.........cccccoiiiiiiiiiiiiii i 65
2.12.5 MolekulargewichtShestimmUNG ........cccooiiiiiiiicice e 66
2.13 Western Blotting und Detektionsmethoden ..........c.cccvviiiiiiiiiiiii e 66
2.13.1 ProteIiNtraNSTEI . ..o 66
2.13.2 Detektionsmethoden fur geblottete Proteine ...........ccooveiieiiiniiiiiciicicic s 67
2.14 Mikrosequenzierung VON ProteINEN ..........cooiiiiiiiiieie i 68
2.14.1 Tryptische Spaltung von Proteinen im Gel.........ccccooiiiiiiiiniiniiie e 68
2.14.2 Extraktion der Peptide aus dem Gel.........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiseeece e 69
2.14.3 HPLC-Analytik zur Trennung VON Peptiden........ccccooiiiiiiieiiiniiieeccieceee e 69
2.14.4 EAMAN-ADDAU ..ot 70
2.15 Chemikalien und Verbrauchsmaterial ............ccccocoiiiiiiiiiiiiii e 70
2.15.1 CREMIKAIIEN ...t ettt 70
2.15.2 VerbrauChsmaterial ..........ccccoiiiiiiiiiiii 71



Inhaltsverzeichnis

B ErgEDNISSE .o 72
3.1 Charakterisierung der Isoprensynthase-AKLIVITAL ..........cccoceriiiiiiiiiiieeece e 72
3.1.1 Substratabhéngigkeit der Isoprensynthase-AKtVItAL...........ccceeieiiiiiiiiicnieeeee 72
3.1.2 Temperaturabhangigkeit der Isoprensynthase-AKLVItat.........cccooooiiiiiiiieicniie 74
3.1.3 pH-Abhangigkeit der Isoprensynthase-AKtiVItaL..........ccceiieiiiiiiieciceeee e 76
3.1.4 ZeitabhANGIGKEIT. ..o 78
3.1.5 Proteinabhangigkeit der Isoprensynthase-AKtiVItat ..........ccoooeiiiiiiiiicnieneeee 79
3.1.6 Testgenauigkeit des ISOPrenSyNthase-TESES .......ccccoeiiiiiiiiiiiire e 80
3.1.7 Lagerféahigkeit der Isoprensynthase-AKEVITAL ..........ccccoiieiieiiinieieeeee e 81
3.2 Isolierung der ISOPreNSYNTNASE ......couiiiiiiiiiiie e 82
3.2.1 lonenaustauscher-Chromatographie mit DEAE-Sepharose Fast FIOW ...........c.ccccceee 82
3.2.2 Chromatographie mit HydroXylapatit..........cocceeeieiiriiiiiieeee e 84
3.2.3 Chromatofokussierung mit MONO-P ..........ccoiiiiiiiiiiieeesee e 85
3.2.4 Gelfiltration Mit SUPErOSE-12 .......cccuiiiiiiiiiiiiiiiiei ettt 86
3.2.5 Liganden-Affinitatschromatographie mit anti-Rubisco-Antikdrpern ..........ccccecvveene 89
3.3 Charakterisierung der Sprof3kultur der Stieleiche (Quercus robur L.)......cccccooeviniiiiinnnns 95
3.3.1 Frischgewichtszunahme der EiCheNSPrOSSE ...cc..oiiiiiiiiiiiiiieiieeieee e 95

3.3.2 Parameter des Nahrbodens: pH-Wert, el. Leitfahigkeit, Glucose- und Nitratgehalt.... 96

3.3.3 Chlorophyll- und Carotinoidgehalt der BIAtLer............coiiiiieiiiniieieeeeeeee e 97
3.3.4 Proteingehalt und Isoprensynthase-AKLiVItAt..........cccoiiiiiiiiinii e 99
3.3.5 Prozentuale Gehalte an Kohlenstoff und Stickstoff ... 99
3.3.6 Loslichkeit der Isoprensynthase-AKtIVItAL ...t 100
3.4 Untersuchungen zur Regulation der Isoprenbildung an Stieleichen (Quercus robur L.) im
FrEIANG ... 101
3.4.1 Tagesgang der Isoprensynthase-AKLIVItAL.........cccooviiiiiiiiieeee e 101
3.4.2 Isoprensynthase-Aktivitat im Jahresverlauf..........cccoooiiiiiiiiee e 104
3.4.2.1 Untersuchungsjanr 1995.......cc..iiiiiiiiieie e e 104
3.4.2..2UntersuchungsSjanr 1996..........cciiiiiiiiiiiiiiiie sttt 108
3.4.2.3 Untersuchungsjanr 1997 .......ccc.oiiiiiiiiieie e e 115
3.4.3 Zusammenfassende Betrachtungen aus den Ergebnissen von 1995-97 ............... ... 125
3.4.3.1 Variabilitat der Isoprensynthase-Aktivitat der Einzelb&ume...........ccccoovevvenes o 126
3.4.3.2 Klimadaten und Isoprensynthase AKtIVItAL...........ccocovoiiiiiiiiciiicecc 129
3.5 Direkter Vergleich von Isoprenemissionsrate und Isoprensynthase-Aktiviét.................. 134

3.6 EinfluB der Stickstoffversorgung auf die Isoprensynthase-Aktivitat und Isopren-

[T o o PRSPPSO 141



Inhaltsverzeichnis

A DISKUSSION ...ttt ettt ettt e e st e e sttt e e s ne e e e enteeeeannneeeenneee 150
4.1 Charakteristika der ISOPrenSyNthase.........cccoiiiiiiiiiiie e 150
4.2 Der biochemische UrSprung VON ISOPIEN ...c...oiuieiiiiiiiiie ettt 156
4.3 Kurzfristige Anderungen der Isoprensynthase-AKtVItat ...........ccoeeeereriiiieeieeieeieens 157
4.4 Unterschiede von Sonnenbléttern und beschatteten Blattern ... 161
4.5 Saisonale Anderungen der I1soprensynthase-AKtVItaL .............coveeeeereresiieieseeieee s 163
4.6 VariabIlItAL ........oooieie e e 166
4.7 EinfluB der Stickstoffzufuhr auf die Isoprenbildung........cccooiiiiiiiiiiiiee 167
4.8 Warum emittieren die Pflanzen ISOPren? ..o 168

AUSDBIICK. ..o 170

5 ZUSAMMENTASSUNG ..eviiieiiiiie et e et et s e e s e e e sneee e e st e e s aneeeesnnneeeesnneeas 171

6 LiteraturVerZeiCNIS .. .couiiii i 173



Abkurzungsverzeichnis

A
abs.
APS

BAP
BCIP

BINOS
Bis-Tris

BSA

CBB
CHES

cP

GGDP
GSF

GV

HDR
HPLC

HRP

Alanin
absolut
Ammoniumpersulfat

N-Benzyladenin
5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat
Infrarot-Gasanalysator

[Bis (2-hydroxyethyl) imino]
tris(hydroxy-methyl) methan
Rinderserumalbumin

Coomassie Brilliant Blue
Cyclohexylaminoethansulfon-
saure

Konzentration der Pigmente

Asparaginsaure

Dalton, MaReinheit
Diethylaminoethyl
Dimethylallyldiphosphat
Dithiothreitol

Dobson Units (Einheit der Ozon-
schichtdicke)

Einwaage [g]
Glutaminséaure
Aktivierungsenergie
Ethylendiamintetraacetat
Emissionsrate von Isopren
Extraktionsvolumen

Phenylalanin

Freund's Adjuvans

Freund's Complete Adjuvans
Flacheneinheiten

Frischgewicht [g]
Flammenionisationsdetektor
Fast Pressure Liquid Chromato-
graphy

Glycin

Erdbeschleunigung (9,81 m s?
Gramm

Gaschromatographie
Geranyldiphosphat
Geranylgeranyldiphosphat
Forschungszentrum fir Umwelt
und Gesundheit GmbH
Gesamtgasvolumen [ml]

Histidin

Hydroxylapatit
Hinterdruckregelung

High Pressure Liquid Chromato-
graphy

Meerrettich Peroxidase

MES

PEP

PPFD

PVDF
PVPP

Q
Qio-Wert

Riact

Inkubationszeit [s]
Isopentenyldiphosphat
Isoelektrischer Punkt
Fraunhofer Institut fir Atmospha-
rische Umweltforschung
Isopentenylmonophosphat
Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung
Isopren-Emissionsfaktor
Isoprensynthase-Puffer
Injektionsvolumen [ml]

Joule pro Quadratmeter

Lysin

Kalt-Aufgabe-System

relative Mobilitat der Eichproteine
in der Gelmatrix (Gelfiltration)
KuvettendurchfluBrate
Isoprenkonzentration

Leucin
Blattflache [m™]

Molekulargewicht [g mol™]
minimale erythemwirksame Dosis
2-Methylerithritol-4-Phosphat
2-N-Morpholinoethansulfonséaure

Asparagin
Stichprobenumfang
Naphtylessigséure

Nitro-Blue-Tetrazolium
N-Hydroxysuccimid

Prolin
Polyacrylamid-Gelelektrophrese
Phosphatgepufferte Saline
Polyethylenglycol
Pflanzenextraktions-Puffer
Peakflacheneinheiten nach Prif-
gasinjektion

negativer dekadischer Logarith-
mus der H'- Konzentration
photosynthetische Photonenfluf3-
dichte [umol Photonen m? s™]
Polyvinyldendifluorid
Polyvinyl-Polypyrrolidon

Glutamin

Temperaturkoeffizient, beschreibt
die bei einer Temperatur-
erhdhung um 10 °C steigende
Reaktionsgeschwindigkeit

Arginin
Responsefaktor



R-Wert
RT

SDs
Siso
SLM

TCA
TDS
TEAP
TEMED
TFA
TLC
TM*LPM

TRIS

Ziexir

Vi

Quotient aus gelaufener Strekke/Laufmittelfront bei der TLC
Raumtemperatur

Serin

Sediment

Natriumdodecylsulfat

Stoffmenge an Isopren im Prufgasvolumen [nmol]
spezifische Blattmasse [g m'z]

Threonin

Trichloressigsaure

Thermodesorptionssystem

Triethylamin, Acetonitril, Phophorséaure

N,N,N",N-Tetramethylendiamin

Trifluoressigsaure

Diinnschicht-Chromatographie

Produkt aus mittlerer Tagestemperatur und Lichtperiodenmittelwert der PPFD
Taupunktspiegel

Tris(hydroxymethyl)aminoethan

Untereinheit

Uberstand

Gber Normal Null

ultraviolette Strahlung

ultraviolette Strahlung im Wellenband 280 bis 320 nm

Valin

Volt

Elutionsvolumen der Eichproteine
AusschluRvolumen einer Gelfiltrationssaule
Gesamttotvolumen einer Gelfiltrationssaule
flichtige organische Verbindun-  gen

Tryptophan

Einheit der Bestrahlungsstarke
WarmeleitfahigkeitsmeRzelle
unbekannte Aminosaure

Tyrosin

Enzymaktivitat im Gesamtextrakt



