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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Fliichtige pflanzliche Sekundarmetabolite — Volatile organic
compounds

Unter dem Begriff der volatile organic compounds (VOCs) werden unterschiedliche
Substanzklassen organischen Ursprungs zusammengefasst. Dazu gehéren unter anderem
Benzenoide, Terpenoide, schwefelhaltige Verbindungen sowie Fettsaurederivate. Die
Flichtigkeit dieser Substanzen beruht auf ihrer geringen molekularen Masse in Verbin-
dung mit einem hohen Dampfdruck. Die von Pflanzen produzierten VOCs ermoglichen
ihnen die Kommunikation mit der Umgebung und tragen auf diesem Wege zur Sicherung
des Uberlebens bei. Volatile kénnen in allen Organen gebildet werden. VOCs, die
vornehmlich in vegetativem Gewebe neu synthetisiert, akkumuliert bzw. freigesetzt
werden, dienen der Abwehr von Herbivoren. Dies geschieht entweder durch eine direkte
toxische Wirkung oder auf indirekte Weise durch die Anlockung von Fral¥feinden der
Schadlinge (Dicke und Sabelis 1988). Die Pflanzen reagieren damit auf einen Befall und
kénnen dadurch sowohl in angrenzenden als auch entfernten Pflanzenteilen oder
benachbarten Individuen abwehrbezogene Reaktionen induzieren (Arimura et al. 2004,
Heil et al. 2007).

Floral produzierte VOCs dienen in den meisten Fallen der Kommunikation mit potentiellen
Bestaubern Uber lange Distanzen. Dennoch kénnen auch Herbivoren durch sie angelockt
bzw. abgeschreckt werden (Tholl et al. 2005, Theis 2006). Die Freisetzung der floralen
VOCs ist oft an das Verhalten der Bestauber angepasst. Pflanzen mit einem rhythmischen
Emissionsmuster des Blitenduftes haben haufig einen spezifischen Bestauber,
wohingegen Arten mit konstanter Freisetzung der floralen VOCs oft von Generalisten (z.B.
Bienen) bestdubt werden (Vainstein et al. 2001). Prinzipiell konnen diese fliichtigen
Metabolite gleichmafig oder rhythmisch emittiert werden. Das letztere Emissionsmuster ist
entweder circadian, diurnal oder nocturnal reguliert und kann durch exogene Faktoren, wie
Licht oder Temperatur, oder endogen durch eine innere Uhr induziert werden. AuRerdem
wurde bei einigen Pflanzenarten eine entwicklungsabhdngige Regulation der VOC-
Synthese bzw. -Emission beschrieben, bei der sich entweder die Zusammensetzung des
Bouquets nach erfolgreicher Bestdubung oder mit Beginn der Seneszenz andert
(Dudareva et al. 2000, Schiestl et al. 1997) oder die Freisetzung von fllchtigen
Metaboliten aus der Blite eingestellt wird. Diese Phanomene werden als

Schutzmechanismus der befruchteten Blite angesehen (Theis und Raguso 2005).



Einleitung

1.2. Die Terpenoide und ihre Biosynthese

Die Terpenoide reprasentieren mit ihren derzeit ca. 40000 beschrieben Strukturen die
Klasse der Naturstoffe mit der hochsten Verbreitung (Yu und Utsumi 2009). Alle Vertreter
bestehen aus Isoprenoideinheiten (C 5) und werden in Abhangigkeit von der Anzahl dieser
Einheiten u.a. in Mono- (C 10), Sesqui- (C 15) und Diterpene (C 20) eingeteilt
(Gershenzon und Kreis, 1999). Die Verbindungen bestehen aus verschiedenen
Kohlenstoffgertisten mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen und sind daher extrem
variabel in ihrem Aufbau. Ebenso mannigfaltig sind ihre biologischen Funktionen.
Terpenoide spielen sowohl im primaren Stoffwechsel als Vitamine, Bestandteile der
Elektronentransportkette, Pigmente, Membranbestandteile oder Hormone als auch im

sekundaren Metabolismus z.B. als Allomere eine Rolle.
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Abb. 1: Uberblick iiber die Stoffwechselwege der Terpenbiosynthese und ihre zellulire
Lokalisation.

Abgewandelt nach Sallaud et al. 2009, Bick und Lange 2003 und Laule et al. 2003.

1 — 11: Bislang charakterisierte Enzyme (Auswahl):

17— Acetoacetyl-CoA-Thiolase,  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Synthase,  3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA-Reduktase, MEV-Kinase, Phosphomevalonatkinase, MEV-
Diphosphatdecarboxylase; 2 — 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphatsynthase, 1-Deoxy-D-Xylulose-5-
Phosphatreduktoisomerase, Hydroxy-2-Methyl-2-(E)-Butenyl-4-Diphosphatsynthase, IPP:DMAPP-
Synthase; 3 — GGPP-Synthase; 4 — GPP-Synthase; 5 — FPP-Synthase; 6 — Phytoensynthase; 7 —
Phytoendesaturase, (-Carotendesaturase; 8 — Diterpensynthase; 9 — Monoterpensynthase; 10 —
Sesquiterpensynthase; 71 — Squalensynthase, Squalenmonooxygenase.

DXP -  1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat, IPP — Isopentenylphosphat, DMAPP -
Dimethylallyldiphosphat, GGPP — Geranylgeranylpyrophosphat, GPP — Geranylpyrophosphat, FPP
— Farnesylpyrophosphat, MEV — Mevalonat

Die Terpenoide werden in Pro- und Eukaryoten ubiquitar durch die Kondensation von Iso-
pentenylphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) synthetisiert. In hdheren

Pflanzen werden diese Intermediate durch zwei kompartimentspezifische Stoffwechsel-
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wege (Abb. 1) gebildet (u.a. Eisenreich et al. 2001). Im Cytosol lauft die Synthese Uber die
Kondensation von drei Molekulen Acetyl-CoA via Mevalonat (MEV pathway) ab. Die ent-
stehenden Intermediate flielRen u.a. in die Synthese der Sesquiterpene.

In den Plastiden wird durch die Kondensation von Pyruvat und Glyceraldehyd-3-Phosphat
1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat synthetisiert (DXP pathway), das zu IPP umgesetzt wird.
Aus den Intermediaten wird Geranylpyrophosphat (GPP) produziert, das entweder direkt
zu Monoterpenen, oder, Uber die Kondensation zu Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP),
zu Diterpenen umgesetzt wird. Beide Stoffwechselwege der pflanzlichen
Terpenbiosynthese in Pflanzen sind Uber die Intermediate IPP und DMAPP miteinander
verbunden, die aus den Plastiden ins Cytosol transportiert werden kdénnen (Laule et al.
2003, Hampel et al. 2005).

Die Monoterpene werden durch Monoterpensynthasen produziert. Der Reaktions-
mechanismus dieser Enzyme umfasst die lonisierung des Substrates GPP zu instabilen
Zwischenstufen (Carbokationen), die durch lokale Ladungsreste im aktiven Zentrum
stabilisiert werden (Kampranis et al. 2007). Bedingt durch die hohe Regio- und Stereo-
spezifitat der Monoterpensynthasen (Tholl 2006) leiten sich von den Carbokationen die
unterschiedlichsten Produkte durch Modifikationen sowie intramolekulare Additionen und
Umlagerungen ab. Das GPP galt lange Zeit als einziges Substrat aller
Monoterpensynthasen. Neuere Studien zeigen allerdings, dass die Phellandrensynthase
aus Solanum lycopersicum das cis-lIsomer des GPP (NPP, Nerylpyrophosphat) zur
Synthese von Monoterpenen verwendet (Schilmiller et al. 2009). Daruber hinaus wurde
kirzlich  gezeigt, dass auch eine Sesquiterpensynthase (Santalen- und
Bergamotensynthase aus Solanum habrochaites) dieses Substrat zu Monoterpenen
umsetzen kann (Sallaud et al. 2009). Fir die Synthese bendtigen alle
Monoterpensynthasen ein divalentes Metallion (Mg?* oder Mn?*), das fiir die Bildung des
so genannten Metallion-Substratkomplexes verantwortlich ist. Dieser ermdglicht die
Bindung des Diphosphatrestes des Substrates an das hochkonservierte aspartatreiche
DDXXD-Motiv und ist somit fiir seine spezifische Positionierung im aktiven Zentrum wichtig
(Starks et al. 1997).

Da Monoterpensynthasen kerncodiert sind, besitzen nahezu alle bekannten Vertreter
dieser Enzyme aus hoheren Pflanzen ein individuelles N-terminales Transitpeptid in einer
Lange von 50-70 Aminosauren (Abb. 2A). Das bereits erwdhnte DDXXD-Motiv ist das
einzige Sequenzmotiv, das allen Monoterpensynthasen gemein ist. Sehr haufig tritt
ebenfalls das RR(X)sW-Motiv auf, das oft den Beginn des funktionalen Enzyms nach der
Abspaltung des Transitpeptides darstellt. Abgesehen von diesen Motiven sind die durch-
schnittlich aus 500-600 Aminosauren bestehenden Monoterpensynthasesequenzen sehr
heterogen und werden in Abhangigkeit von verschiedenen Strukturmerkmalen der DNA-

Sequenz in mehrere Subfamilien eingeteilt (Tps b, d, f bzw. g; Lee und Chapell 2008, Abb.
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2B). Da die Sequenzhomologien

zwischen

Monoterpensynthasen

vom Ver-

wandtschaftsgrad der Arten bestimmt werden, sind die Ubereinstimmungen unabhéngig

von der Produktspezifitdt und die Sequenzen innerhalb dieser Gruppen ebenfalls recht

heterogen (Kampranis et al. 2007).

RR(X)gW *

Myrcene Abies grandss

synthase (-Hlinalool

synthase
Picea abies

Mentha piperita
Germacrene A synthase
Cichorinm intybus
Vetispiradiene synthase
Solanum tuberosum

S-gpui-aristolochene synthase
Niconiana tabacum

Germacrene C synthase
Lycopersicon esculenim

(+)-6-cadinene synthase
sossypinm arboreim
8B-cinecle synthase
Salvia afficinali® ‘

45-limonene synthase \

Mentha spicata 3
Limonene synthase 7 ;
Perilla cirriodora

(+)-bornyl diphosphate synthase
Salvia officinalis

(+)-sabinene synthase
Salvia officinalis
Linalool  Linalool

synthase synthase
Perdlla  Perifla

Sritescens cirriodora
Myrcene/Ocimene
synthase

(+)-limoneqe
synthase
Citras limo

[B-phellandrene synthase

relerpinene
synthase
Clitrus limon
Linalool synthase

DDXXD

Pinene synthase

Abies grandis
(-}-45-limonene synthase
Abies gramdis ,y-humulene synthase
Abies grandis

Linalool synthase
S-selinene synlhas Clarkia breweri

Abies grandis

(=)-fi-pinend
synthase
Clitrus limon

Arabidopsis thaliana “Arferisisa annua

Abb. 2: Charakteristika der Monoterpensynthasen.
A) Schematische Aminosduresequenz der Monoterpensynthase. Rot — Transitpeptid, schwarz
— Sequenz des funktionalen Proteins, * nicht in allen Sequenzen vertreten.
B) Phylogenetisches Baumdiagramm ausgewahlter Monoterpensynthasen. Die Einteilung der
Subfamilien beruht auf einer Clusteranalyse (unrooted neighbor-joining tree erstellt mit ClustalX und

TreeView). Aus Nagegowda et al. 2008.

(FaNES|) Fragaria ananassa,
Merolidol synthase |
(FaNES2) Fragaria ananassa

Linalool symhase
Arabidopsis thaliana

Tpsl
Zea mays

ent-kaurene synthase
Cucurbita maxima

Lycopersicon esculentum

“ncurbita maxima

Myrcene synthase’
Arwtirrfviomenr mcjus
Ocimene synthase
Ardirrhirim nrajnus
AmNES/LIS-1
Antirekhinum majus

AmNES/LIS-2

Antirehinam majus
Merolidol synthasel

Copalyl diphosphate synthase

Copalyl diphosphate synthas

In der Vergangenheit wurde eine grofte Zahl der Monoterpensynthasen biochemisch aus

Rohextrakten hoéherer (z.B. Lamiaceae und Pinaceae) und niederer Pflanzen (Hepaticae)
aufgereinigt und charakterisiert (u.a. Adam et al. 1996, Adam und Croteau 1998). Die

zunehmende Verbesserung der molekularbiologischen Methoden und die steigende Zahl

bekannter DNA-Sequenzen verwandter Pflanzenarten ermdglichen heute vielfach die

4
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Isolation neuer Enzyme mittels homologiebasierter Techniken oder Expressionsanalysen
(Genbanken, EST).

1.3. Rolle und Funktion von Monoterpenen am Beispiel des (E)-B-
Ocimens

Das Ocimen ist ein Vertreter der mehr als 1000 bislang bekannten Monoterpene
(Gershenzon und Croteau 1991), die entweder als azyklische Molekiile, wie das Ocimen,
oder mono- bzw. bizyklische C10-Verbindungen in vielen verschiedenen Pflanzenfamilien
nachgewiesen wurden (Kesselmeyer und Staudt 1999).

Der Name Ocimen bezieht sich auf Ocimum rubrum, aus dem diese Verbindung erstmalig
isoliert wurde (Thieme et al. 1972). Dieses Monoterpen, welches in den stereoisomeren
Formen frans / (E)- und cis / (Z)-B-Ocimen vorliegt (Abb. 3) und ein Isomer des Myrcens

darstellt, ist ein weit verbreiteter Bestandteil von Pflanzendiften (Knudsen et al. 2006).

A B

Abb. 3: Stereoisomere des Ocimens (3,7-Dimethyl-1,3,6-Octatrien).
A - cis | (2)-B-Ocimen, B — trans / (E)-3-Ocimen.

Ebenso wie das Isopren, bildet Ocimen reaktive Gase in der Atmosphare und ist somit
klimarelevant (Winer et al. 1992, Sharkey et al. 2008). Weitaus intensiver erforscht wird
derzeit die Rolle von (E)-B-Ocimen als Bestandteil von Pflanzendlften. Da es vielen
Insekten als Pheromon in der interspezifischen oder als Kairomon in der intraspezifischen
Kommunikation dient, ist die Bedeutung des (E)-B-Ocimen als am weitesten verbreitete
hiVOC (herbivore-induced organic compound) in der indirekten pflanzlichen Abwehr von
Herbivoren nicht Uberraschend (Arimura et al. 2004). Effmert et al. zeigten 2008, dass
Nicotiana suaveolens mit der Emission von (E)-B-Ocimen auf Herbivorie durch Manduca
sexta-Larven reagiert. Aullerdem wurde beschrieben, dass (E)-B-Ocimen eine
Komponente der hiVOCs mit Spinnmilben befallener Teestraucher (Camellia sinensis), der
Limabohne (Phaseolus lunatus) und des Hornklees (Lotus japonicus) ist, die essentiell fir
die Anlockung der spezifischen Raubmilben ist (Ishiwari et al. 2007, Arimura et al. 2002
und 2004, Ozawa et al. 2000). Insbesondere die Limabohne ist im Hinblick auf die
Funktion des (E)-B-Ocimens als Signalmolekll in den Fokus der aktuellen Forschung
gerickt (Arimura et al. 2000, 2002 und 2008, Mithofer et al. 2005). Zhang et al. konnten
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beispielsweise belegen, dass bei gleichzeitigem Befall mit Spinnmilben (Tetranychus
urticae) und weilder Fliege (Bemisia tabaci) die Anlockung der Raubmilben aufgrund der
Inhibition der (E)-B-Ocimensynthese nicht funktioniert (2009). Dieses Phanomen ist ein
Hinweis auf die komplexen Beziehungen im Zusammenwirken mehrerer Faktoren der

VOC-vermittelten Kommunikation in der Natur.

Spezies Autor Ursprung

Arabidopsis thaliana Faldt et al. 2003 Blatter, jasmonsaureinduziert

Lotus japonicus Arimura et al. 2004 Blatter, herbivorinduziert

Antirrhinum majus Dudareva et al. 2003 Bliten

Phaseolus lunatus Arimura et al. 2008 ﬁ Iétt?r’ j_asmo_nséure- und
erbivorinduziert

Citrus unshiu Shimada et al. 2005 Bliten

Medicago trunculata Navia-Giné et al. 2009a und b | Blatter, herbivorinduziert
Tab. 1: Identifizierte (E)-B-Ocimensynthasen.

Im Gegensatz dazu ist die Funktion des floral produzierten (E)-B-Ocimens nahezu
unerforscht. Die ubiquitar in floralen Bouquet nachgewiesene VOC gilt nicht als Lockstoff
fur spezifische Bestauber (Knudsen et al. 2006, ElI-Sayed 2009). Darlber hinaus konnten
bis dato nur zwei blitenspezifische (E)-B-Ocimensynthasen isoliert und analysiert werden
(Tab. 1).

1.4. (E)-B-Ocimen in Mirabilis jalapa

Mirabilis jalapa ist eine im tropischen Amerika beheimatete Pflanze, die in Europa wegen
der Vielzahl ihrer auffallenden Bliten zunehmend als Zierpflanze geschatzt wird. Sie zahlt
zu den Nyctaginaceae. Pflanzen dieser Familie zeichnen sich u.a. durch eine spezielle
Blutenmorphologie aus. Da ihre Bluten keine Petalen besitzen, Ubernehmen auffallig
gefarbte Kelchblatter (Sepalen), die réhrenféormig verwachsen sind und trichterformig
auslaufen, die Schaufunktion. Abb. 4 zeigt eine Mirabilis jalapa-Bllte in zwei Perspektiven.
Aufgrund aufierlicher Merkmale lasst sie sich in den petalenartigen oberen Teil und die
tubulare Blutenbasis unterteilen (A). Typisch insbesondere flr die hell gefarbten Bliten
dieser Art sind funf grinliche spitz zulaufende Flachen entlang der Nerven auf der
Aulenseite der verwachsenen Sepalen. Wie in der Aufsicht (B) markiert, bilden diese
Flachen eine sternformige Struktur im Blitenzentrum, die nachfolgend mit dem Begriff
sternformiges Petalenzentrum bezeichnet wurde. Die Regionen der Blitenhiille aufierhalb

dieses Bereiches wurden als petaloide Segmente benannt (Grolte 2002).
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Petaloide
Segmente

Sternférmiges
Petalenzentrum

Abb. 4: Darstellung der in der vorliegenden Arbeit geltenden Terminologie der Bliitenteile
von Mirabilis jalapa.
A: Gesamtblite; B: Aufsicht.

Die Mirabilis jalapa ist ebenfalls unter dem Namen ,4°0’clock” bekannt, was sich auf die
zeitlich prazise und synchrone Offnung ihrer Bliiten am spaten Nachmittag bezieht. Die
funf Stunden andauernde Anthese verlauft in funf Stadien, die hinsichtlich des Zeitpunktes
sowie des Offnungszustandes der Bliten deutlich unterscheidbar sind (Abb. 5). 12
Stunden nach Beginn des Lichtsignals beginnt die rund 8 Stunden andauernde Bliihphase,
nach deren Ablauf die Bliten deutliche Anzeichen der Seneszenz zeigen. Der Zeitpunkt
der Anthese lasst sich ebenso wie die VOC-Emission durch die Verdnderung des

Lichtregimes variieren (Effmert et al. 2002).
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Abb. 5: Stadien der Anthese und Seneszenz der Mirabilis jalapa.

nach Gookin et al. 2003, abgewandelt)

1 — lange Knospe (6—13 Uhr), 2 — entspiralisierte Knospe (13—14 Uhr), 3 — réhrenférmig gedffnete
Blite (14-15.30 Uhr), 4 — trichterférmig geoffnete Bliite (15.30—-18 Uhr), 5 — vollstandig gedffnete
Blite, tellerformig (18—22 Uhr), 6 — Stigmafall (22—2 Uhr), 7 — Seneszenz, gefaltete Blite (ab 2 Uhr)

—~~

Mirabilis jalapa zeigt mit ihren nachts gedéffneten, groRen und hell gefarbten Bliten mit
langem Kelch die charakteristischen Merkmale mottenbestaubter Bliten. In ihrem
natirlichen Lebensraum wurden nachtaktive Insekten aus der Gruppe der Sphingidae, z.B.
Erinnyis ello und Hyles lineata, als Bestauber beschrieben (Martinez del Rio und Burquez
1986). Haufig wird die Reproduktion jedoch durch Selbstbestaubung sichergestellt (Leal et
al. 2001; Niesenbaum 1999).

\l
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Mirabilis jalapa war und ist ein vielseitiges Untersuchungsobjekt verschiedener
Forschungsrichtungen. Correns nutzte sie in den Jahren 1902—-1910 als Modell zur Unter-
suchung der Mendel’schen Vererbung anhand der BlUtenfarbe. Aktuell wird sie in der
Erforschung der Blutendffnung und Seneszenz (Xu et al. 2005) eingesetzt. Aullerdem
besitzt sie hohes Transformationspotential, das die Grundlage fir zuklnftige
Untersuchungen durch gentechnische Veranderungen ist (Zaccai et al. 2007, Xu et al.
2005, Effmert unveroffentlicht).

Heath und Manukian beschrieben 1994 erstmalig (E)-B-Ocimen als Hauptbestandteil der
von Mirabilis jalapa floral emittieten VOCs. Effmert et al. ermittelten die
Zusammensetzung des Blitenduftes aus wenigen Komponenten (2005). Neben dem
Monoterpen (E)-B-Ocimen sind Spuren von Alloocimen und Myrcen ebenfalls
nachweisbar. Untersuchungen des volatilen Profils haben ergeben, dass die florale VOC-
Emission am frihen Abend (17-20 Uhr, Stadien 4 und 5) ihr Maximum erreicht und bis
Mitternacht beendet ist. Neben der zeitlichen Regulation hat die Duftstoffemission auch
eine organspezifische Komponente. Wie Effmert et al. ebenfalls 2005 nachwiesen, wird
das (E)-B-Ocimen nahezu ausschlieRlich von den petaloiden Segmenten der Blite
emittiert. Fruhere Untersuchungen zeigten die hohe Permeabilitdt der Epidermis dieser
Segmente (GroRe 2002). Weitere histologische Untersuchungen offenbarten eine
Veranderung des Gewebes der petaloiden Segmente im Verlauf des Lebenszyklus der
Blute. Das im frihen Knospenstadium vorhandene kompakte Mesophyll ist bereits in der
gedffneten Blite nur noch rudimentar nachweisbar. Darlber hinaus wurden in diesen
Untersuchungen keine Hinweise auf das Vorhandensein spezieller Organe zur VOC-
Produktion und -Emission (Osmophoren) gefunden.

Die zeitlich kompakte Abfolge des Lebenszyklus der Einzelblite und die Emission des
komponentenarmen Blitenduftes sowie die einfache Manipulation des Anthesebeginns
machen Mirabilis jalapa zu einem geeigneten Modell fir die Erforschung der Regulation
der floralen VOC-Synthese und -Emission. Der wenigschichtige Aufbau des Bliten-
gewebes ermdglicht histologische Untersuchungen hinsichtlich der Biogenese und

Speicherung oder der Freisetzung des Blitenduftes.
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1.5. Zielstellung

Obwohl das Monoterpen (E)-B-Ocimen eines der am weitesten verbreiteten VOCs ist, das
sowohl aus vegetativem als auch floralem Geweben emittiert wird, ist tber florale metabo-
lische Prozesse, die zur Synthese und Emission dieses Monoterpens fiihren,
vergleichsweise wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit soll die (E)-pB-Ocimensynthese
in Bliten von Mirabilis jalapa umfassend beschrieben werden. Mit dieser Pflanze steht
eine geeignete Modellpflanze zur Untersuchung des floralen (E)-B-Ocimens zur
Verfigung, da ihr Bouquet zu 90% aus diesem Monoterpen besteht.

Im ersten Teil sollte das die (E)-$-Ocimensynthase codierende Gen aus Mirabilis jalapa
isoliert werden, um die molekularbiologischen und biochemischen Grundlagen der (E)-B-
Ocimensynthese zu analysieren. Vorarbeiten (Grole 2002) zur Findung dieses Gens
empfahlen eine Aufreinigung des Enzyms mit anschlieRender Sequenzierung. Die Identi-
fikation des Ocimen produzierenden floralen Gewebes und die Etablierung eines
geeigneten Enzymassays bildeten die Basis der klassischen Aufreinigungsstrategie. Die
mittels der sich daran anschlieRenden massenspektrometrischen Analysen gewonnenen
Sequenzinformationen sollten zur Identifikation der vollstdndigen Sequenz der (E)-B-
Ocimensynthase via RT-PCR fiuhren. Im Gegensatz zu anderen Modellpflanzen finden in
Mirabilis jalapa samtliche mit VOCs in Zusammenhang stehende Prozesse zeitlich
komprimiert statt, da der Lebenszyklus der Einzelblite nur 24 Stunden umfasst. Es war
daher eine starke Regulation der Synthese des (E)-p-Ocimens zu erwarten. Aus diesem
Grund sollte die gewebespezifische Expression des codierenden Gens erforscht sowie die
zeitliche Regulation, d.h. das Zeitfenster, in dem die mMRNA oder das Protein nachweisbar
sind, untersucht werden.

Im Focus des zweiten Teils der Arbeit standen Post-Synthese-Prozesse, die zur Emission
von (E)-B-Ocimen aus Mirabilis jalapa fihren. Fur Blitengewebe sind aufler den
beschriebenen Osmophoren keine mit der VOC-Produktion und -Emission assoziierten
Strukturen bekannt. Darlber hinaus wurde die zellulare Ebene der Produktion und des
Transportes von VOCs bislang wenig untersucht. Aus diesem Grunde sollten die Bliten
sowohl histologisch als auch biochemisch hinsichtlich ihres Terpengehaltes untersucht und
aus den Ergebnissen Erkenntnisse flr den floralen Monoterpenmetabolismus abgeleitet

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Pflanzenanzucht Mirabilis jalapa

Mirabilis jalapa wurden ganzjahrig aus Samen (Monticello) im Gewachshaus unter
natirlichen Lichtbedingungen in Einheitserde (Einheitserdewerk Uetersen) angezogen.
Nachdem sich Knospen zeigten, wurden die Pflanzen in 5I-Tépfe umgesetzt und unter
konstanten Lichtbedingungen (100 umol m? s, Tageslange 14 h, Lichtphase 6-20 Uhr)
und einer Temperatur von 21°C im Gewachshaus oder in Klimaschranken (Percival
Scientific, CLF PlantClimatics GmbH) kultiviert.

2.1.2. Chemikalien

Der Uberwiegende Teil der verwendeten Chemikalien wurde von der Carl Roth GmbH +
Co. KG aus Karlsruhe bezogen. Ausnahmen werden bei den betreffenden Methoden
benannt.

2.1.3. Hersteller
Fett hinterlegt sind die in der Arbeit verwendeten Kurzbezeichnungen der Hersteller.

Agilent Technologies Deutschlang GmbH, B&blingen
Alltech Associates, Inc. Deerfield, USA

Amicon, Inc. Beverly, USA

Beckman Coulter, Inc., Brea, USA

Biometra GmbH, Géttingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen

Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf

Canon Inc., Tokio, Japan

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Zeiss AG, Oberkochen

CTC Analytics AG, Zwingen, Schweiz

DatInf GmbH, Tubingen

Einheitserdewerk Uetersen, Werner Tantau GmbH & Co. KG, Uetersen
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Finnzymes Reagents, Espoo, Finnland

GATC-Biotech AG, Konstanz

GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Schweden
Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden

KNF Neuberger GmbH, Freiburg

LC Packings Amsterdam, Niederlande
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Dtiren

Matrix Science, London, GroRbritannien

Millipore Corporation, Billerica, USA

Monticello, Charlottesville, USA

MWG-Biotech AG Ebersberg

New England Biolabs, Ipswich, USA

Nikon, Tokio, Japan

Percival Scientific, CLF PlantClimatics GmbH, Emersacker
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Pharmacia, Uppsala, Schweden

Philips, Eindhoven, Niederlande

PLANO Elektronenmikroskopie, Wetzlar

Promega GmbH, Mannheim

ROCHE Diagnostics — Applied Science, Mannheim
Sartorius Stedim Biotech, Aubagne Cedex, Frankreich
Schneider Werkzeug- und Maschinenfabrik GmbH, Braunlingen
SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Japan

SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Sorenson BioScience, Salt Lake City, USA

Symrise AG, Holzminden

Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA

Qiagen, N.V., Hilden

Vibratome, St. Louis, USA

2.1.4. Bakterienstamme und Vektoren

E. coli XL-1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’
proABlaclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

pJET blunt end-Klonierungsvektor zur Klonierung von PCR-Frag-
menten (Fermentas GmbH)

PGEM®-T Klonierungsvektor mit 3"-Thymidin Uberhang zur Klonierung
von PCR-Fragmenten (Promega GmbH)

2.1.5. Medien
LB-Medium: 10 g Bacterial Peptone, 5 g Hefe-Extrakt und 5 g NaCl, H,O ad 1I.
LB-Agar: 13 g Agar pro | LB-Medium.

Ampicillin-Stammldsung: 100 mg/ml H,O, 1 ml pro | LB-Medium bzw. Agar

2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.1. Herstellung eines Proteinrohextraktes aus Mirabilis jalapa-Bliiten
(abgewandelt nach Croteau und Karp 1977)

Alle Arbeiten wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt. Frisch geerntete Bliten wurden in
sternformiges Petalenzentrum und petaloide Segmente zerteilt (vgl. Abb. 4), kurz in eis-
kaltem 0,1 M Croteau-Puffer (pH 6,9) inkubiert und unter Zusatz von gereinigtem Seesand
im Morser homogenisiert. Dem durch Zentrifugation (10 min, 13000 x g, 3K30, SIGMA)
gewonnenen klaren Uberstand wurde Glycerol in einer finalen Konzentration von 10%
zugesetzt.

Croteau-Puffer: 0,1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 6,9), 5 mM MgCl,, 0,25 mM Sucrose, 1
mM CacCls,.

Vor Verwendung 25 mM Na,S,0s5, 5 mM Ascorbinsaure, 1 mM DTT und 1 Spatel PVPP
zugeben.
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2.2.2. Colorimetrische Bestimmung des Proteingehalts

Die Bestimmung der Proteingehalte samtlicher Proben wurde nach Bradford (1976) mit
dem entsprechenden Reagenz (Bio-Rad) durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten im
Photometer (Utrospec 3000, Pharmacia) gegen eine Eichkurve mit BSA im Konzentra-
tionsbereich von 1-20 pg/ul.

2.2.3. In vitro-Assay der (E)-B-OS-Aktivitét

Zur Uberpriifung der spezifischen Aktivitat der (E)-B-OS wurden in vitro-Enzymassays mit
allen Rohextrakten und Fraktionen samtlicher Reinigungsstufen durchgeflhrt. Bei den
Untersuchungen zur Etablierung und Optimierung des Assays wurde der Standardassay in
jeweils einer der in Tab. 2 genannten Bedingungen oder Konzentrationen variiert.

Parameter untersuchter Bereich
Substratkonzentration 0-378 uM GPP

Cofaktoren 5-85 mM MgCl, bzw. 0-30 mM MnCl,
Assaydauer 20-100 min

Temperatur 4-40 °C

Tab. 2: Zur Optimierung des in vitro-Assays der (E)-B-OS-Aktivitdt untersuchte variable
Parameter.

Der Standardassay wurde folgendermaflen durchgefiihrt: 93 ul Probe wurden mit 30 mM
MgCl, sowie 55 pyM GPP gemischt und mit 200 pl Hexan Uberschichtet. Nach der
Inkubation (40 min, 30°C) wurde die Reaktion durch kraftiges Schitteln abgestoppt und
die Reaktionsprodukte nach der Zugabe von 2 pul des internen Standards a-Terpineol
(Stammldsung 200 ng/pl) ausgeschuttelt. 170 pl der Hexanphase wurden zur Analyse und
Identifikation der enthaltenen VOCs gaschromatographisch und massenspektrometrisch
untersucht.

Die Proben wurden auf einer DB-5-MS-Saule (60 m x 0,25 mm x 0,25 uym; Agilent
Technologies) analysiert (GC-MS QP 5000, 70 eV, SHIMADZU). Im splitless liquid-
Injektionsmodus wurden 2 pl der Probe bei einer Temperatur von 200°C mittels eines
Autosamplers (CTC Analytics) appliziert (sampling time 2 min). Die Saulentemperatur
betrug 50°C am Anfang der Auftrennung, gefolgt von einer Steigerung von 10°C/min bis
300°C, mit einer finalen Verweilzeit von 15 min bei 300°C. Als Tragergas wurde Helium
genutzt (Saulenfluss 1,1 ml/min, lineare Velocity 25,6 cm/s).

Die Massenspektren wurden im lon-Scan-Modus gewonnen (total ion count, 35-350 m/z).
Die Komponenten wurden durch den Vergleich der Massenspektren und Retentionszeiten
mit denen von Standardsubstanzen und den Abgleich der Spektren mit den in der Biblio-
thek des National Institute of Standards and Technology (NIST 98 bzw. 147) hinterlegten
identifiziert.

2.2.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

A) Eindimensionale SDS-PAGE

Zur Kontrolle der Aufreinigung wurden die entstandenen Proteinfraktionen mit der SDS-
PAGE nach ihrer Molekularmasse aufgetrennt. Die genutzten diskontinuierlichen
Polyacrylamidgele (12%, abgewandelt nach Lammli 1970) wurden im Miniprotean-System
(Bio-Rad) gegossen. Die Zusammensetzung der Gele ist Tab. 3 zu entnehmen.
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Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid 2,1 ml 1,65 ml
4 x Puffer 1,25 ml 1,25 ml
H2Obidest 1,6 ml 2,05 ml
10% APS 50 pl 50 pl
TEMED 5 ul 5l

Tab. 3: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Jeweils 10 pg Protein wurden in 1x Probenpuffer unter SDS-Uberschuss auf 95°C erhitzt
und kurz auf Eis abgekuhlt. Die so vorbereiteten Proben wurden auf das Gel aufgetragen
und in 1x Laufpuffer getrennt (90 min, 120 V). Die Grolienbestimmung erfolgte durch die
gleichzeitige Auftrennung von Markern, die Proteine bekannter GréRRe enthielten (premixed
molecular weight marker, ROCHE).

5x Probenpuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 6,8), 1 mM EDTA, 5% B-Mercaptoethanol, 10%
Glycerol, 0,05% Bromphenolblau, 1% SDS. Lagerung bei 4°C.

Acrylamidlésung (30%): Rotiphorese®Gel30 (37,5:1)

Trenngelpuffer (4x): 1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8), 0,4% (w/v) SDS

Sammelgelpuffer (4x): 0,5 M TRIS HCI (pH 6,8), 0,4% (w/v) SDS

Laufpuffer: 50 mM Tris (pH 8,3), 0,38M Glycin, 0,1% (w/v) SDS

Die flir die massenspektrometrische Analyse bestimmten Proteinproben wurden in einem
kommerziell erhaltlichen Gradientengel (NuUPAGE Novex 4—12% Bis-TRIS Gel 1,0 mm) in
einem XCell SureLock Mini-Cell Elektrophoresesystem aufgetrennt. Maximal 0,5 ug
Protein konnten pro Spur getrennt werden. Die Proben wurden mit 3x NuPAGE LDS
Sample Buffer und 2x NuPAGE Reducing Agent gemischt und erhitzt (10 min, 70°C). Das
Gel wurde nach Herstellerangaben vorbereitet und mit den Proben sowie dem Marker
beladen (20 yl SeeBlue®Plus2 Prestained Marker, alle genannten Komponenten von
Invitrogen). Die Auftrennung erfolgte in 50 mM MES (reduzierend, 30 min, 200 V).

MES Laufpuffer: 50 mM MES, 50 mM TRIS, 1 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS, 2,5 ul/mi
NuPAGE Antioxidant

B) zweidimensionale SDS-PAGE

Diese Methode diente ebenfalls der Auftrennung der mittels Chromatographie
angereinigten Proteinfraktionen zur massenspektrometrischen Analyse. Maximal 80 pg
des zuvor in 50 mM Ammoniumacetat (pH 6,8) umgepufferten Proteins wurden
lyophyllisiert, in 400 pl Rehydratisierungslosung aufgenommen und auf IPG-Strips
(Immobilie Dry Strip pH 4—7; Pharmacia) aufgetragen. Nach mindestens 10stiindiger
Inkubation erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der ersten Dimension nach
folgendem Programm:

Stufe 1 500V 500 Vh 25h
Stufe 2 500V 2500 Vh 5h
Stufe 3 3500 V 10000 Vh 55h
Stufe 4 3500 V 35000 Vh 10 h

Die Strips wurden anschlieRend mit Aquilibirierungslésung A und B behandelt und in die
zuvor gegossenen SDS-Gele eingepasst, sowie 30 ul Marker (premixed molecular weight
marker, ROCHE) aufgetragen. Die Auftrennung der zweiten Dimension erfolgte in einer
Millipore-Apparatur bei 500 V und 1200-2000 W Uber Nacht. Abschlielend wurden die
Gele gefarbt (s. 2.2.5.B).
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Rehydratisierungslésung: 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 1% CHAPS, 19,4 mM
DeStreak-Losung, 0,5% Pharmalyte (alle Komponenten GE Healthcare Life Sciences),
Bromphenolblau

Trenngel: 119,7 ml HyOpigest, 136,8 ml 40% Acrylamid, 76,5 ml 2% Bis-Acrylamid, 112,5 ml
1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8), 4,5 ml 10% SDS, 125 ml 10% APS, 225 ul Temed

Aquilibrierungslésung A/B: 50 mM TRIS-HCI (pH 6,8), 6 M Harnstoff, 30% Glycerol, 4%
SDS.
Fir Lésung A 3,5 mg/ml DTT zufligen. Fur Losung B 45 mg/ml lodoacetamid zufligen.

10x Laufpuffer 2. Dimension: 30 g/l Tris, 144 g/l Glycin, 10 g/l SDS

2.2.5. Proteinnachweis in Polyacrylamidgelen

Alle mit der SDS-PAGE getrennten Proteine wurden zur Visualisierung der Banden
gefarbt. Dazu wurden je nach applizierter Proteinmenge und Verwendungszweck
unterschiedliche Methoden verwendet.

A) Coomassie-Farbung

Diese Methode wurde routinemaRig eingesetzt. Die Gele wurden flr eine Stunde fixiert.
AnschlieRend wurden sie in der Coomassie-Farbelésung bis zur optimalen Farbung der
Banden inkubiert. Die unspezifische Farbung des Gels wurde durch die folgende
Inkubation in Entfarber entfernt, bis der Hintergrund farblos erschien. Anschliel3end
wurden die Gele in Cellophan getrocknet.

Fixierer: 25% (v/v) Isopropanol, 10% Eisessig

Coomassie-Farbelésung: 0,006% (w/v) Serva Blau R-250 (SERVA Electrophoresis
GmbH), 10% (v/v) Eisessig

Entfarber: 10% (v/v) Eisessig

B) Kolloidale Coomassie-Farbung (Protokoll Dr. Christian Scharf)

Mit dieser sensitiveren Variante der Coomassie-Farbung wurden Proteine angefarbt, die
zur massenspektrometrischen Analyse verwendet werden sollten.

Die Gele wurden fur ein bis zwei Stunden in Fixierer inkubiert und anschlieRend zweimal in
Wasser gesplilt (10 min). Die Farbung erfolgte tUber Nacht in Colloidal Coomassie Solution
(CCS). Uberschissiger Farbstoff wurde anschlieBend durch ein Bad in 20% Methanol
entfernt. Abschlieflend wurde das Gel in H,Og4est gewaschen (2 x 1h) und in Folie luftdicht
eingeschweil3t.

Coomassie Brilliant Blau Lésung (CBB stock): 5 g Coomassie Birilliant Blau G-250, H2Ogest
ad 100 ml.

Colloidal Coomassie Farbeldésung (CCD stock): 50 g (NH4),SO4, 6 ml Phosphorsaure
(85%), mit HyOyest ad 490 ml sowie 10 ml CBB stock zufligen.

Colloidal Coomassie Solution (CCS): 200 ml CDD stock mit 50 ml Methanol mischen
(frisch ansetzen).

C) Silberfarbung (modifiziert nach Blum et al. 1987)

Zur Visualisierung von Proben mit geringer Proteinkonzentration in SDS-Gelen wurde die
Silberfarbung verwendet. Wegen ihrer irreversiblen Bindung an die Gelmatrix waren die
Proteine nach der Farbung mit dieser Methode nicht zur massenspektrometrischen
Analyse geeignet.
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Zunachst wurden die Gele mindestens eine Stunde im Fixierer geschwenkt und
anschliefend in 50% Ethanol gewaschen (3 x 20 min). Das Gel wurde exakt 1 min mit
Thiosulfatiésung behandelt und abgewaschen. Danach folgte die 20minitige Imprag-
nierung des Gels, die durch Wassern beendet wurde. Durch die anschlieliende Inkubation
mit dem Entwickler wurden die Proteinbanden sichtbar gemacht. Nach dem Erreichen des
optimalen Farbeergebnisses erfolgte Abbruch des Entwicklungsprozesses durch die Inku-
bation in Stopplésung (20 min). AbschlieRend wurden die Gele gewassert und in
Cellophan getrocknet.

Fixierer: 25% Isopropanol, 10% Eisessig, H2Opigest @d 100 ml.
Impragnierer: 0,2 g AGNO; 75 ul Formaldehyd, H,Opigest @d 100 ml (frisch ansetzen).
Thiosulfat: 20 mg Na,S,03 x 5 H,0, HyOpigest @d 100 ml (frisch ansetzen).

Entwickler: 6 g Na,COs;, 50 ul Formaldehyd, 2 ml Thiosulfatlésung, H2Opigest @d 100 ml
(frisch ansetzen).

Stoppldsung: 1,86 g EDTA, HyOpigest @ad 100 ml.

2.2.6. Proteinaufreinigung

Zur Aufreinigung der (E)-B-OS aus dem Rohextrakt wurden die unterschiedlichen bioche-
mischen Eigenschaften der Proteine ausgenutzt.

A) Ammoniumsulfatfallung

Fir diese Experimente, deren Schritte auf Eis stattfanden, wurden die Proteine aus 10 ml
Rohextrakt durch 20, 40 bzw. 60% Ammoniumsulfat gefallt. Das entsprechende Volumen
einer gesattigten Losung (4,1 M) wurde mit dem Rohextrakt vermischt und 30 min inku-
biert. Im Anschluss daran wurden die Ansatze zentrifugiert (20 min, 13000 x g, 4°C,1 K1,
SIGMA). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 0,1 M Croteaupuffer (pH
6,9) resuspendiert. Zur restlosen Entfernung des Ammoniumsulfates wurden alle Uber-
stdnde und resuspendierten Pellets tGber Nacht gegen 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9)
dialysiert.

B) Saulenchromatographie

Die zur Chromatographie verwendeten Lésungen mussten steril und partikelfrei sein, um
die Saulenmatrix nicht zu verunreinigen. Daher wurden alle Puffer autoklaviert und/oder
durch Filter mit 0,2 ym PorengrélRe (Sartorius Stedim Biotech) filtriert. Alle Versuche
fanden in einer Kihlzelle (Umgebungstemperatur 51 °C) statt. Die Auftrennungen wurden
mit Hilfe des Biologic Systems (Bio-Rad) durchgefuhrt. Dadurch konnten definierte
Flussraten der mobilen Phase sichergestellt werden. Die Probenapplikation erfolgte auto-
matisch und die unterschiedlichen Fraktionen konnten mit Hilfe eines Fraktionssammlers
(Modell 2110, Bio-Rad) gesammelt werden.

Ultrafiltration

Zwischen den einzelnen Chromatographieschritten war es nétig, die Pufferwechsel durch-
zufuhren, die anfallenden groRen Fraktionsvolumina aufzukonzentrieren oder die hohen
Salzkonzentrationen zu senken. Dies wurde mit der Ultrafiltration in einer Ultra-
filtrationszelle 8200 (Amicon, Inc.) mit einer Membran aus regenerierter Cellulose
(Millipore) durchgefuhrt. Die Filtrationsmembran hatte eine Ausschlussgrenze von 30 kDa.

GroRenausschluss-Chromatographie (GA)

Alle chromatographiespezifischen Komponenten wurden von der Firma GE bezogen. Das
in Suspension vorliegende Sephacryl S-200 wurde luftblasenfrei in eine 214 ml fassende
Glassaule eingefillt. Nach ihrer Sedimentation wurde die Matrix mit dem Laufpuffer 0,1 M
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Croteaupuffer (pH 6,9) aquilibriert und anschlieRend mit dem Gel Filtration Calibration Kit
nach Herstellerangaben kalibriert. Durch die GA konnten maximal 2 ml Rohextrakt pro
Lauf mit einer Flussrate von 2 ml/min aufgetrennt werden. Die Fraktionen hatten ein
Volumen von je 6 ml und wurden abschliefiend durch Ultrafiltration um das 3fache kon-
zentriert.

lonenaustauschchromatographie

In diesen Untersuchungen wurden gebrauchsfertige Anionen- bzw. Kationenaustauscher-
Saulen mit 10 ml Bettvolumen (Bioscale Q bzw. S, Bio-Rad) mit den vom Hersteller
angegebenen Puffern (0,01-0,1 M TRIS (pH 8) bzw. 0,1 M MES (pH 5,5)) genutzt. Dies
erforderte die Umpufferung der Proben in den spezifischen Laufpuffer vor ihrer Applikation.
Die Chromatographie wurde mit Flussraten von 3 mil/min durchgefiihrt. Zur Elution wurde
ein ansteigender Stufengradient in 0,1 M-Schritten von 0—-1 M NaCl verwendet. Das
Volumen der Fraktionen betrug 20 ml, die durch nochmaliges Umpuffern auf rund 1,5 ml
konzentriert wurden.

Chromatographie an Hydroxyapatit (HA)

Der fir die Herstellung der Rohextrakte und die in vitro-Assays verwendete und auf 0,1 M
Natriumphosphat basierende Croteaupuffer (pH 6,9) barg mit steigender Molaritdt das
Risiko der Kristallbildung, das durch eine niedrige Umgebungstemperatur verstarkt wurde.
Daher wurde 0,1 M K-Croteaupuffer (pH 6,9) basierend auf Kaliumphosphatpuffer (Start-
puffer) fur die Chromatographie an HA verwendet. In ihm wurde 1g kristallines
Hydroxyapatit (BioGel®HTP Gel, Bio-Rad) suspensiert und die Lésung durch nachfolgen-
des Dekantieren von Bruchstlicken getrennt. Die auf diese Weise vorbereitete Matrix
wurde in eine Glassaule (5 ml, Bio-Rad) gefiillt und sedimentiert. Nach der Aquilibration
mit Startpuffer konnten die in 0,1 M K-Croteaupuffer (pH 6,9) umgepufferten Proteinproben
appliziert werden. Die Chromatographie wurde mit einer Flussrate von 2 ml/min
durchgeflhrt. Durch eine stufenweise Erhéhung der Phosphatkonzentration im Startpuffer
von 0,1-0,8 M in 0,1 M-Schritten wurden die Proteine in 20 ml-Fraktionen eluiert und
wahrend eines erneuten Pufferwechsels in 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9) auf ca. 1,5 ml
konzentriert.

Die Saulen wurden vor jedem Chromatographie-Lauf erneuert.

2.2.7. Analyse mittels nano-LC-ESI-Massenspektrometrie

Die Untersuchungen wurden freundlicherweise am Interfakultaren Institut fir Genetik und
Funktionelle Genomforschung der Universitat Greifswald durch Dr. Elke Hammer und Dr.
Christian Scharf vorgenommen.

Gelbanden von Interesse wurden aus Coomassie-gefarbten 1-D-SDS-Gelen ausge-
schnitten und in 0,5 ml Roéhrchen (Sorenson, BioScience) Uberflihrt. Die Gelstlickchen
wurden mit 200 pl 20 mM Ammoniumbicarbonat (NH;HCO3) und 50% ACN entfarbt (30
min) und mit 100l 100% ACN dehydriert (2 x, 15 min, 37°C, leichtes Schiitteln). Die an-
schlielRende Proteolyse wurde in Trypsinldsung in 20 mM NH4;HCOj; durchgefihrt (G.N.,
37°C) und die Reaktion durch den Zusatz von Essigsaure (Endkonzentration 0,1%) ge-
stoppt. Die Peptidextraktion erfolgte durch die Inkubation der Gelstlickchen in 25 ul 0,1%
Essigsaure (30 min, 30°C, Ultraschallwasserbad), der ein zweiter Extraktionsschritt mit 25
bl 0,05% Essigsaure und 50% ACN unter denselben Bedingungen angeschlossen wurde.
Beide Extrakte wurden vereint und nach ihrer Vakuumtrocknung mit 0,05% Essigsaure
und 2% ACN auf ein Endvolumen von 12 pl aufgefullt.

Die Peptidgemische wurden anschlieRend mittels einer PepMap™ reverse phase-Saule
(C18, 75 ym innerer Durchmesser x 150 mm, LC Packings) in einer nano-HPLC-Anlage
(MDLC, GE) getrennt (95 min, nichtlinearer Gradient 9-54% ACN in 0,1% Essigsaure,
konstante Flussrate 300 nl/min). Das resultierende Eluat wurde in ein 7-Tesla Finnigan
LTQ-FT-Massenspektrometer (Thermo Scientific) geleitet, das mit einer Nanoelektrospray-
lonenquelle ausgeriistet war. Nach einem ersten Ubersichtsscan in einem FTICR (Fourier
transform jon cyclotron resonance)-Massenspektrometer (r=25.000) wurden die 3 lonen
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mit der hochsten Intensitat in der linearen lonenfalle jeweils isoliert und fragmentiert
(induzierte Kollisionsenergie von 35%). Parallel dazu erfolgte die Bestimmung der exakten
lonenmasse im FTICR single ion scan mode (r=50.000).

Die MS/MS-Spektren wurden mittels Mascot (Matrix Science) zunachst gegen die Daten-
bank SwissProt und anschlieliend gegen eine Datenbank mit allen bisher bekannten Ter-
pensynthase-Sequenzen (74, vgl. Tab. 16, Anhang) und 100 Proteinen als Hintergrund auf
homologe Sequenzen gepruft und dabei folgende Parameter angewendet: Peptidtoleranz:
20 ppm; Fragmenttoleranz: 0,8 Da, verpasste Trypsinspaltungen: 1. Als signifikant
identifiziert wurden Peptide mit einem Score > 30 (p<0,05) angesehen. In einem zweiten
Datenbankvergleich wurden die in der ersten Runde identifizierten Terpensynthasen einer
Fehler-toleranten Analyse (http://www.matrixscience.com/help/error_tolerant _help.html)
unterzogen, um auch bisher unbekannte Modifikationen bzw. den Austausch von
Aminosauren in homologen Sequenzbereichen in Betracht zu ziehen.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Extraktion von Nukleinsduren

RNA-Extraktion
Die Extraktion von RNA aus 200 mg Blutenmaterial wurde entsprechend der kombinierten
GTC-CTAB-Methode von Camacho-Villasana durchgefiihrt (2002).

DNA-Extraktion
Die Extraktion der genomischen DNA wurde mit dem Nucleo Spin Plant Kit (MACHEREY-
NAGEL) nach Herstellerangaben durchgeflihrt.

Plasmidisolation

Eine Voraussetzung fir den Erfolg der nachfolgenden Sequenzierungen war sehr reine
Plasmid-DNA. Daher wurde der QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) zur Plasmidisolation
eingesetzt. Dazu wurden 5 ml E.coli-Kulturen in LB-Medium kultiviert (G.N., 37°C, 180
rom). Aus den anschlieRend pelletierten Zellen wurde die Plasmid-DNA nach den Herstel-
lerangaben extrahiert.

Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Im Anschluss an die Extraktion erfolgte die Bestimmung der RNA- bzw. DNA-Konzentra-
tion der erhaltenen Lésung am Photometer (Smart Spec 3000, Bio-Rad). Die Nukleinsau-
reldsung wurde mit H;Opgest Verdiinnt und ihre Extinktion (E) bei den Wellenlangen 260
und 280 nm bestimmt. Vom Quotienten E260/E280 lieR sich die Reinheit der Nukleinsau-
reldsung ableiten. Lag dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0, hatte die RNA- bzw. DNA-
Lésung eine Reinheit von 70-90%.

Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Die Intaktheit der isolierten RNA wurde durch Auftrennung im denaturierenden 1%igen
Agarosegel durch horizontale Elektrophorese im Sub Cell GT System (Bio-Rad)
kontrolliert. 10 ug RNA wurden mit HoOpigest auf ein Volumen von 20 pl aufgefllt und mit
40 ul RNA-Farbmix versetzt. Vor der Applikation in das vorbereitete Gel inkubierte der
Ansatz 15 min bei 65 °C und danach weitere 2 min auf Eis. Nach der Elektrophorese (45
min, 70 V) wurden die Gele unter UV-Licht in einer Geldokumentationsanlage (MWG)
fotografiert und gesichert.

10x Laufpuffer: 0,2 M MOPS (pH 7,0), 50 mM Natriumacetat, 5 mM EDTA

1% denaturierendes Agarosegel: 0,5 g Agarose (Duchefa Biochemie B.V.), 5 ml 10x
Laufpuffer, 9 ml Formaldehyd (35% L&sung), H2Ogest @d 50 ml.
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RNA-Farbmix: 60 pl 10x Laufpuffer, 220 yl Formaldehyd, 600 pl Formamid (100%), 120 ul
DNA-Farbmix , 10 yl Ethidiumbromidstammlésung (5 mg/ml)

Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die extrahierte DNA sowie die in der PCR hergestellten Amplifikate wurden in 1-1,5%igen
Agarosegelen durch horizontale Elektrophorese im Sub Cell GT System (Bio-Rad) auf-
getrennt. Die hochprozentigen Gele wurden bei erforderlicher Erhéhung der Trennscharfe
eingesetzt. In den mit 1x TAE-Laufpuffer tiberschichteten Gelen wurden die mit 1/5 Volu-
men Roti Load DNA versehenen Proben bei einer Spannung von 65 V bis zum Erreichen
der optimalen Separation aufgetrennt. Die Dokumentation der DNA erfolgte nach der Zu-
gabe von Ethidiumbromid mittels UV-Licht (Geldokumentation, MWG).

50x TAE-Puffer: 2 M TRIS-HCI (pH 8,0), 0,05 M EDTA-LAsung, 1 M Eisessig

1% Agarosegel: 0,5 g Agarose, 50 ml 1x TAE

Ethidiumbromidstammldsung (5 mg/ml)

2.3.2. Herstellung und Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen

Eine E. coli-Einzelkolonie (XL1 Blue) wurde in 5 ml LB-Medium Uberimpft und Uber Nacht
inkubiert (37°C, 180 rpm). Mit 1 ml dieser Vorkultur wurden 100 ml LB-Medium angeimpft
und bis zu einer ODgy von 0,5 ca. 2—-3 Stunden geschlttelt. Anschlieliend wurden die
Zellen 5 min auf Eis inkubiert und nach der Uberfiihrung in 50 mI-Réhrchen zentrifugiert (5
min, 4000 x g, 4°C, 3K30, SIGMA). Die Zellpellets wurden in 15 ml kaltem TFB | Puffer
resuspendiert und 90 min auf Eis gelagert. Nach einer weiteren Zentrifugation (5 min, 4000
X g, 4°C) wurden die Zellen in 4 ml kalten TFB Il Puffer aufgenommen und in 50 pl Aliquots
bei -70°C gelagert.

Vor der erstmaligen Verwendung der chemokompetenten Zellen wurde ihre Transforma-
tionsrate mit Hilfe eines Kontrollplasmides (z.B. zirkulares pGEM®-T) bestimmt.

Zur Transformation wurde ein Aliquot chemokompetenter E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut
und mit 3 pl Plasmid-DNA vorsichtig vermischt. Nach 30minutiger Inkubation auf Eis folgte
ein Hitzeschock (45 sec, 42°C). AnschlieRend wurden die Zellen 2 min bei 37°C gelagert,
bevor sie mit 250 ul vorgewarmtem SOC-Medium gemischt und geschittelt wurden (1 h,
37°C, 180 rpm). Im letzten Schritt wurden die Zellen auf selektiven LB-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

TFB | Puffer (pH 5,8): 0,1 M RbCl, 50 mM MnCI,x2H,0O, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM
CaCl, x2H,0, 15% (v/v) Glycerol, sterilfiltrieren.

TEB Il Puffer (pH 7,0): 75 mM CaCl;x2H,0, 10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 15% (v/v)
Glycerol, sterilfiltrieren.

SOC-Medium: 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI. Nach
dem Autoklavieren 20 mM Mg?*-Lésung (1 M Mgl,x6H,0 und 1 M MgSO,x7H,0) und 20
mM Glucose zuflugen.

2.3.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die PCR wurden spezifische DNA-Fragmente in Thermocyclern (Biometra bzw.
Hybaid) amplifiziert. Zur Kontrolle der Reaktion wurden stets Reaktionsansatze ohne
Template bzw. ohne Polymerase mitgefiihrt. Die Ansatze wurden, wenn nicht anders
beschrieben, nach der Reaktion elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt, die
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gewtunschten Fragmente ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

aufgereinigt.

A) RT-PCR

Reverse Transkription (RT)
Um sicherzustellen, dass die Amplifikate der RT-PCR von der mRNA stammen, wurde die
RNA zu Beginn einem DNase-Verdau unterzogen (DNAse |, Sigma-Aldrich), fir den 1-2

Mg Gesamt-RNA eingesetzt wurden.

Eine hohe Reaktionstemperatur der Reversen Transkription kann die sie behindernden
Sekundarstrukturen in der mRNA eindammen. Daher wurden verschiedene Enzyme, die
sich in ihren Temperaturoptima unterschieden, in den im Folgenden aufgeflihrten unter-

schiedlichen Reaktionsansatzen (I-lll) genutzt.

Ansatz | 0,2 ug
2 ul
1l
H.O
5 min 65°C
5ul
1l
1l
1l
60 min 60°C
5 min 85 °C
1l
20 min 37°C

Ansatz Il 1 Hg
1l
H.O
5 min 70°C
6 ul
4 ul
2 ul
1l
2 min 55°C
1l
60 min 55°C
15 min 70°C

Ansatz Il 1 Hg
1l
H.O

5 min 70°C

5ul

1l

1l
2 min 42°C

60 min 42°C
10 min 70°C

RNA nach DNase-Verdau
dNTPs (jeweils 10 mM)
antisense Primer (10 pmol/pl)
ad 17 pl

5x Thermoscript lll-Puffer

0,1 MDTT

RNase OUT (Invitrogen)

Thermoscript I1I-RT (200 U, Invitrogen)

RNaseT

RNA nach DNase-Verdau
antisense Primer (10 pmol/ul)
ad 17 pl

5x Superscript IlI-Puffer
dNTPs (jeweils 10 mM)
0,1 MDTT

RNase Out (Invitrogen)

Superscript 11l (200 U, Invitrogen)

RNA nach DNase-Verdau
antisense Primer (10 pmol/ul)
ad 17 pl

5x M-MLV-Puffer
dNTPs (jeweils 10 mM)
RNase OUT (Invitrogen)

M-MLV-RT (200 U, Invitrogen)
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PCR

Zur Amplifikation der in der RT generierten cDNAs wurden unterschiedliche DNA-Polyme-
rasen in verschiedenen Reaktionsansatzen genutzt. Die gewahlte Annealingtemperatur
(Ta) war abhangig von der eingesetzten Primerkombination. Routinemafig wurde der Taq
PCR Master Mix (Qiagen) in dem folgenden Pipettierschema eingesetzt:

Pipettierschema Temperaturprogramm
5-10 yI RT-Reaktionsansatz 2 min 94°C
2yl sense Primer (10 pmol/ul) 30 sec 94°C
2yl antisense Primer (10 pmol/ul) 1 min Ta j 35x
25yl Taq PCR Master Mix (Qiagen) 1 min 72°C
H,0 ad 50 pl 10 min 72°C

Zur Erhéhung der Stringenz wurde der PCR in einigen Fallen eine Zweitstrangsynthese
vorangestellt (s. 2.3.3.C). Bei Amplifikationsproblemen wurde die Tag-Polymerase
(Invitrogen) verwendet.

Pipettierschema Temperaturprogramm
5-10 yI RT-Reaktionsansatz 2 min 94°C
2yl sense Primer (10 pmol/ul) 30 sec 94°C
2 ul antisense Primer (10 pmol/ul) 1 min Ta j35x
1yl dNTPs (jeweils 10 mM) 1 min 74°C
5ul 10x PCR Puffer 10 min 74°C

1,5yl 50 mM MgCl,
0,5yl Tag-Polymerase (5 U)
H,0 ad 50 pl

B) Inverse RT-PCR

Zunachst wurde die cDNA an ihrem 5 -Ende mit dem zur Ligation nétigen Phosphatrest
versehen. Dazu konnte entweder i) ein phosphorylierter Primer zur Herstellung der cDNA
in der RT eingesetzt werden (Eyal et al. 1999), ii) die mit einem Standardprimer tber Re-
verse Transkription erzeugte cDNA nachtraglich phosphoryliert werden oder iii) ein phos-
phorylierter Primer an eine mit einem Standardprimer erzeugte cDNA ligiert werden
(Tessier et al. 1986; Troutt et al. 1992; Edwards et al. 1991).

Fir den Versuchsansatz i) wurde die RT-PCR mit der Superscript IlI-RT (s. Ansatz Il, Ab-
schnitt Reverse Transkription) und 5 yl des Primers MIR-rev-P (blockiert, 10 pmol/ul, s.
2.3.5.) durchgefiihrt. Die eingesetzte RNA wurde anschliefend durch saure Hydrolyse
zerstort (2 pl 6 N NaOH). Der pH-Wert der Ansatze wurde neutralisiert (2 ul 6 N Essig-
saure) und die sscDNA abschlieRend mit dem Extract II-Kit (MACHEREY-NAGEL) gerei-
nigt. Alternativ konnte die RNA durch den Einsatz von RNase H (Invitrogen) abgebaut und
die sscDNA aufgereinigt werden.

Fir den Versuchsansatz ii) wurde die cDNA wurde nach folgendem Schema
phosphoryliert.
3yl cDNA (1/10 der RT-Ansatze)
1l 10x Kinasepuffer
3ul 10 mM ATP
1yl PEG 4000 (50%)
2yl T4-Polynucleotide Kinase (20 U, New England Biolabs
(NEB))
10 min 37°C
10 min 70°C
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In Versuchsansatz iii) wurde ein phosphorylierter Primer an die cDNA ligiert.

Pipettierschema 5ul  cDNA (1/6 der RT-Ansatze)
2yl PEG 4000 (50%)
1l 10x T4-RNA-Ligasepuffer
0,5ul  T4-RNA-Ligase (10 U, NEB)
1yl MIR-rev-P (blockiert, 10 pmol)
U.N. 37°C

Die so vorbereiteten cDNAs wurden anschlieRend zirkularisiert und anschlieltend mit dem

Extract II-Kit (MACHEREY-NAGEL) aufgereinigt.

Pipettierschema 8 ul sscDNA
3yl 10x T4-RNA-Ligasepuffer
1ul T4-RNA-Ligase (20 U, NEB)
H,O ad 30 ul

U.N. 37 °C
15 min 65°C

Die zirkularen cDNAs wurden anschlieRend als Templates flr die inverse PCR eingesetzt,
durch die bekannte Sequenzen verldngert werden kénnen. Die in den bekannten Se-
quenzabschnitten hybridisierenden Primer umschlossen den unbekannten Sequenzab-
schnitt und ermdéglichten so die Amplifikation der unbekannten Bereiche.

Pipettierschema Temperaturprogramm
1l zirkulare sscDNA 2min  94°C
2yl sense Primer (10 pmol/ul) 30sec 94°C
2yl antisense Primer (10 pmol/ul) 30-60 sec Ta jZS-SOx
1yl dNTPs (jeweils 10 mM) 90sec 72°C
5pul  10xPCR Puffer 10 min  72°C

1,5yl 50 mM MgCl,
0,5yl Tag-Polymerase (5 U, Invitrogen)
H,0 ad 50 pl

Die Zyklenzahl war variabel und wurde fir jede Amplifikation angepasst.

C) 5’RACE

Anhangen des Poly-A-Schwanzes
Zur Vervollstandigung einer bekannten Sequenz in Richtung 5°-Terminus wurde die cDNA
durch eine Terminale Transferase mit einem Poly-A-Schwanz versehen.
Pipettierschema:
0,5-4 puyl  cDNA (mit Primer MIR-rev generiert)
4yl TdT-Puffer
25u 10 mM ATP
1l Terminale Transferase (TdT,15 U, Invitrogen)
2h 37°C
0,5ul  TdT (7,5U)
U.N. 37°C
10 min 70°C

PCR

Die mit dem Poly-A-Schwanz versehene cDNA wurde anschlieRend in einer PCR mit ei-
nem Oligo-dT(N) Primer und einem fir die bekannte Sequenz spezifischen Primer ampli-
fiziert.
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Pipettierschema Temperaturprogramm
5yl  TdT-Reaktionsansatz 2min  94°C
5yl Oligo-dT(N) (10 pmol/pl) 30sec 94°C
5ul MIR-rev (10 pmol/ul) 1 min Ta j 30x
25yl Taq PCR Master Mix (Qiagen) 1min 72°C
H,O ad 50 pl 10 min  72°C

Zur Steigerung der Stringenz wurde die PCR in einigen Fallen etwas abgewandelt. Zu-
nachst wurde die cDNA in einer sogenannten Zweitstrangsynthese mit dem sense Primer
in einem PCR-Zyklus amplifiziert. Ein Aliquot des Ansatzes diente anschlieRend in einem
Standard-PCR-Ansatz als Template.

Zweitstrangsynthese:

Pipettierschema Temperaturprogramm
1,5yl cDNA-Ansatz 2min  94°C
1yl sense Primer (10 pmol/ul) 30sec 94°C
12,5yl  Taq PCR Master Mix (Qiagen) 1 min Ta
1min 72°C
PCR:
Pipettierschema Temperaturprogramm
5 yl  Reaktionsansatz Zweitstrangsynthese 2min  94°C
2yl sense Primer (10 pmol/ul) 30sec 94°C
2 ul antisense Primer (10 pmol/ul) 1 min Ta 35x
25yl Taq PCR Master Mix (Qiagen) 1min 72°C
H.0 ad 50 pl 10 min  72°C
D) 3'RACE

Zur Vervollstandigung einer bekannten Sequenz in Richtung ihres 3’-Terminus wurde die
cDNA durch die Verwendung eines Oligo-dT(N) Primers, der eine Ankersequenz
beinhaltete, durch Reverse Transkription (s. Abschnitt 2.3.3.) hergestellt. AnschlieRend
wurde die cDNA mit einem ankerspezifischen und einem transkriptspezifischen Primer in
einer PCR amplifiziert.

E) PCR auf genomischer DNA

Inverse PCR

Zur Amplifikation unbekannter DNA-Abschnitte, die in unmittelbarer Nahe zu bekannten
Sequenzabschnitten liegen, wurde die Inverse PCR eingesetzt. 2 pg genomische DNA
wurden mit den Restriktionsendonukleasen ECO RV oder Pvu Il nach Herstellerprotokoll
gespalten (10 U, 0.N., 37°C) und das Ergebnis der Reaktion anschlieffiend durch Agarose-
gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.3.1.) bewertet. Nach erfolgreichem Verdau wurde der
Ansatz mit dem NucleoSpin Extract [I-Kit (MACHEREY-NAGEL) gereinigt. Die
entstandenen DNA-Fragmente wurden anschliel3end einer Religation unterzogen.

Pipettierschema
0,1-0,5ug DNA
5ul  10x- Ligationspuffer
5yl PEG 4000 (50%)
5ul  T4-DNA-Ligase (5 U, Fermentas)

H,O ad 50 pl
1 h Raumtemperatur
4. N. 4°C
10 min 65°C
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Die bekannten Sequenzabschnitte umschlossen nun die unbekannten Bereiche. Die fir
die PCR genutzten Primer, die an den bekannten Regionen hybridisieren konnten, er-
moglichten die Amplifikation der unbekannten Sequenzbereiche durch die in Abschnitt
2.3.3.A beschriebene PCR mit dem Taq Master Mix Kit (Qiagen). Wenn durch das Auf-
treten unspezifischer Amplifikate die Erhéhung der Stringenz erforderlich war, wurde ent-
weder eine Hotstart-PCR oder eine Nested-PCR durchgefuhrt.

Bei der Hotstart-PCR wurde die Polymerase erst nach den zum Aufschmelzen der DNA
notwendigen Hochtemperaturschritten mit den Reaktionsansatzen vermischt. Dadurch
sollte eine unspezifische” Amplifikation durch Vermeidung von Fehlhybridisierungen er-
reicht werden. Alternativ wurde eine spezielle HotStart Polymerase (Phire; Finnzymes
Reagents, Espoo, Finnland) eingesetzt, die durch die hohen Temperaturen aktiviert wurde.

Pipettierschema Temperaturprogramm
10 yl  5x Phire reaction buffer 1min 98°C
1yl dNTPs (10 mM) 10sec 98°C
4 ul  religierte DNA 10 sec Ta j 35x
4yl sense Primer (10 jeweils pmol/pl) 30sec 72°C
4 ul antisense Primer (10 pmol/ul) 1min 72°C
1yl Phire Hot Start (Finnzymes Rea-
gents)
H,O ad 50 pl

In der Nested-PCR wurden in einer PCR amplifizierte Fragmente als Template fiir eine
zweite Amplifikation eingesetzt, fir die Primer verwendet wurden, die innerhalb des spezi-
fischen Zielfragmentes hybridisierten.

Kolonie-PCR

Diese Methode diente dem molekularbiologischen Nachweis des in die Vektoren ligierten
PCR-Fragmentes. Alle Untersuchungen wurden mit vektorspezifischen Primern durchge-
fuhrt, die den flankierenden 5” bzw. 3" Vektorbereichen des PCR-Fragmentes entsprachen
(Tab. 17, Anhang). Die zu Uberprifenden Kolonien wurden zuerst mit einer Pipettenspitze
gepickt, auf eine Masterplatte Ubertragen und die Spitze anschlieffend in 50 pl HyOgest
gespult. Die so erhaltene Zellsuspension wurde anschlieRend erhitzt (5 min, 95°C) und als
Template fur die PCR genutzt.

Pipettierschema Temperaturprogramm

2yl sense Primer (10 pmol/ul) 2min  94°C
2 ul antisense Primer (10 pmol/ul) 30sec 94°C

2,5yl 10x MgCl,- Puffer (Fermentas) 1 min Ta j 35x

0,5 pI dNTPs (jeweils 10 mM) 1min 72°C
5ul E. coli-Suspension 10 min 72°C
1yl Tag-Polymerase

H,O ad 25 pl

Die Annealingtemperatur betrug 53 °C fir pGEM®-T- und 60°C fir pJet-basierte Plasmide.

2.3.4. Klonierung von PCR-Fragmenten

Zur Klonierung der in der PCR amplifizierten Fragmente wurden zum einen der blunt end-
Vektor pJET mit dem Gene Jet ™ PCR-Kloning Kit (Fermentas) nach Herstellerangaben
eingesetzt. Zum anderen wurde ein pGEM®-T Vektor mit T-Uberhang genutzt. Vektor und
Fragment wurden dazu in einem Verhaltnis von 1:3 in einem 20 pl-Ansatz vermischt. Die-
ser enthielt neben 4 pl 5x Puffer 1 pl Ligase (1 U; Invitrogen). Die Ansatze wurden nach
einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur tGber Nacht bei 4°C gelagert.
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2.3.5. Blockieren von Primern

Phosphorylierte Primer, die zur Ligation an (c)DNA genutzt wurden, mussten an ihrer
3'OH-Gruppe blockiert werden, um eine Ligation der Primer untereinander auszu-
schlief3en.

Pipettierschema 10 ug Primer
1,4yl ddATP (10 mM)
14 yl  TdT-Puffer
1yl Terminale Transferase (15 U, Invitrogen)
H,O ad 70 pl
60 min 37°C

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 Volumen 16 mM EDTA gestoppt und die Primer
durch NaCl- sowie Ethanolprazipitation gereinigt.

2.3.6. DNA-Sequenzierung

Die Sequenz der aufgereinigten Plasmid-DNA wurde auf verschiedenen Wegen ermittelt.
Einerseits wurde ein externer Dienstleister (GATC-Biotech AG) in Anspruch genommen.
Zum anderen wurde die DNA nach Herstellerangaben mit dem SequiTherm EXCEL™I]I
DNA Sequencing Kit (Biozym Diagnostik GmbH) mit IRD-800 markierten
vektorspezifischen Primern (MWG) amplifiziert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte
durch vertikale Elektrophorese im LI-COR System (MWG). Die anschlieiende Auswertung
der Gele wurde mit der ImageAnalysis-Software (BaselmaglR, MWG) durchgefuhrt.
Alternativ bestand die Moéglichkeit der Sequenzierung durch Lukas Krebes (AG Bastrop,
Biowissenschaften an der Universitat Rostock) unter Verwendung eines Kapillarsequen-
zierers (CEQ 8000, Beckman Coulter, Inc.).

2.3.7. Sequenzvergleich

Die ermittelten Sequenzen wurden durch BLASTsearch (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
mit den in der GenBank Datenbank hinterlegten Sequenzen abgeglichen. Alle Alignments
wurden mit Hilfe von ClustalW (ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) durchgefiihrt.

2.4. Histochemische Untersuchungen in planta

2.4.1. Herstellung von Semidiinnschnitten

A) Semidiinnschnitte unter Verwendung von frischem Material

Die Pflanzenteile wurden nach der Ernte in 2,5% Agarose eingebettet und kuhl gelagert.
AnschlieRend wurden sie mit einem Vibratom (Vibratome) in knapp 100 ym dicke Scheib-
chen geschnitten, die in Wasser aufgenommen und dabei von der Agarose getrennt wur-
den.

B) Semidiinnschnitte unter Verwendung von fixiertem Material (nach Rohrbeck et al.
2006)

Pro Erntezeitpunkt wurden zwei Bluten geerntet, zerteilt und die petaloiden Segmente in
Fixierer Uber Nacht gelagert. Die Blltenteile wurden anschlieRend in PBS gewaschen (3 x
10 min), bevor ihnen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tab. 4) das Wasser entzogen
wurde. Die entwasserten Gewebeproben wurden flir eine optimale Infiltration mit dem
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Polymer nacheinander in den in Tab. 5 aufgeflihrten PEG-Ethanol-Verdiinnungen bei
55°C inkubiert.

Dauer (min) Ethanol (%) | Inkubation

30 10 Raumtemperatur
60 50 Raumtemperatur
0. N. 70 Kihlschrank

60 90 Raumtemperatur
60 100 Raumtemperatur

Tab. 4: Aufsteigende Alkoholreihe zum Wasserentzug aus den zur Einbettung in PEG
bestimmten Geweben

Verdiinnun
(PEG: Ethanol (absolu) viv) | P2Ue" ()
1:4 1
1:2 1
4:1 2
Tab. 5: Verdiinnungsreihe zur Infiltration des Gewebes mit dem Polymer PEG.

Die so vorbereiteten Proben wurden anschliefend in ein erwdrmtes Gemisch aus PEG
1500 und PEG 4000 (2:1) eingebettet. Dazu war die Temperierung aller Gerate und Mate-
rialien auf 55°C erforderlich. Mit einer Pasteurpipette wurde ein Tropfen des PEG-
Gemisches in die Einbettungsférmchen aus Silikon (PLANO Elektronenmikroskopie) ge-
geben und die Gewebeproben leicht eingedriickt. Die Aushartung des Polymers erfolgte
bei Raumtemperatur. Von den eingebetteten Proben wurden mittels eines Rotationsmikro-
toms (Jung AG) Semidiinnschnitte aus mehreren Bereichen der petaloiden Segmente
hergestellt. Die PEG-Bléckchen wurden dazu auf einem Holzstlickchen fixiert, in das
Mikrotom eingespannt und geschnitten (Winkel 14°, Schnittstarke 4 pym). Die Schnitte
wurden mittels einer in 50% PEG 6000 (in PBS) getauchten Ose auf beschichtete Objekt-
trager (Adhasionsobjekttrager Polysine™, Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH
& Co. KG) transferiert und ihre Qualitat mikroskopisch Uberprift (Axioplan I, Zeiss). Die
Objekttrager mit unversehrten Schnitten wurden zur Entfernung des Polymers an-
schlielend in 1x PBS gewaschen.

4x PBS (pH 7- 7,5): 0,54 M NaCl, 12 mM KCI, 6 mM KH,PQO4, 32 mM Na,HPO,

Fixierer: 4% (w/v) Paraformaldehyd, 0,1% (v/v) Triton X'®, 1x PBS ad 100%. Lagerung bei
-20°C.

2.4.2. Untersuchungen des Terpengehaltes in pflanzlichen Geweben

A) Terpennachweis mit NADI-Reagenz (hach David und Carde 1964)

Terpennachweis anhand von Standardsubstanzen

Zur Kontrolle der zu erwartenden Farbreaktion wurden 50 ul der Standardsubstanzen, die
1:1000 in Dichlormethan verdiinnt waren, mit 900 ul Puffer und jeweils 10 yl NA- und DI-
Losung vermischt. Nach 30minutiger Inkubation unter Lichtabschluss wurden die Farb-
reaktionen fotografiert (IXUS 60, Canon). Die untersuchten Standardsubstanzen (Z)- und
(E)-B-Ocimen hatten GC-Qualitat und wurden von der Symrise AG zur Verfigung gestellt.
Als Negativkontrollen dienten Ansatze, in denen nur das Lésungsmittel bzw. ausschliellich
der Puffer mit der NA- und DI-Lésung inkubiert wurden.

NA-Stocklésung: 1% 1-Naphthol in 40% Ethanol (frisch ansetzen).
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DI-Stocklésung: 1% N,N-Dimethyl-p-Phenylendiamindihydrochlorid in Wasser (frisch an-
setzen)

50 mM Phosphatpuffer (pH 7.2)

NADI-Reagenz: 4,9 ml Phosphatpuffer, 50 pyl NA-L6sung, 50 ul DI-Lésung (frisch anset-
zen).

Terpennachweis in Semidiinnschnitten

Diese Untersuchungen wurden mit den Semidiinnschnitten von frischem Material durch-
gefuhrt. Sie wurden in frisch angesetztem NADI-Reagenz oder Wasser bzw. Phosphat-
puffer frei schwimmend unter Lichtabschluss fur unterschiedlich lange Zeitperioden inku-
biert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnitte in dunkler Umgebung mehrmals
in Phosphatpuffer gespllt und auf Objekttrager gebracht, die ebenfalls dunkel gelagert
wurden. Die Schnitte wurden innerhalb von einer Stunde lichtmikroskopisch (Axioplan I,
Zeiss, Coolpix 995, Nikon) untersucht, da das Ergebnis der Farbung nicht dauerhaft war.

B) Terpenextraktion

Die Terpenextraktion wurde in Anlehnung an eine Methode von Bowman et al. durchge-
fuhrt (1997). Pro Erntezeitpunkt wurden 2 Proben mit jeweils 6 Bliten geerntet. Sie wurden
in petaloide Segmente und sternférmiges Petalenzentrum geteilt, ihre Frischmasse
bestimmt und getrennt extrahiert. Dazu wurden die Blltenteile in einem Glaskolben mit 2
ml Hexan geschuttelt (15 min, Raumtemperatur). Das Losungsmittel enthielt Nonylacetat
(0,4 pl/ml) als internen Standard. Das Ldsungsmittel wurde anschlieRend restlos abge-
nommen und jeweils zwei 170 pl Aliquots mit je 2 ul a-Pinen (200 ng/ul) als zweitem
internem Standard gemischt. 1 pyl dieser Aliquots wurde gaschromatographisch
vermessen. Als externen Standard wurden 2 pl a-Terpineol in 170 yl Hexan analysiert. Zur
Kontrolle wurden jeweils das Ldsungsmittel inklusive der internen und des externen
Standards sowie der externe Standard allein vermessen. Zur Quantifizierung wurde der
interne Standard a-Pinen herangezogen.

2.4.3. Untersuchungen des floralen Stdrkegehaltes

A) Mikroskopische Analysen

Die auf den Objekttragern fixierten Semidinnschnitte wurden 10 min in 2,5%iger
Lugol’scher Lésung inkubiert und die Reaktion durch Spilen mit H,Oqest abgestoppt. Nach
der Versiegelung mit Nitrocellulose konnten die Praparate lichtmikroskopisch (Axioplan I,
Zeiss) untersucht und dokumentiert werden. Die Aufnahmen der Schnitte wurden an-
schlielRend mit Hilfe der Software Datinf ® Measure (Datinf GmbH) ausgewertet. Hierzu
wurde die Flache der lugolpositiven, d.h. blauviolett gefarbten, Starkekérner bezogen auf
die Gesamtflache des Gewebeschnittes berechnet.

Pro Erntezeitpunkt wurden 2 Bluten untersucht, von denen jeweils 10—-20 Schnitte her-
gestellt wurden. Von diesen Schnitten wurden jeweils mindestens 3 mikroskopische Bilder
aufgenommen, so dass pro Erntezeitpunkt 60-180 Aufnahmen untersucht werden
konnten. Pro Schnitt wurde ein Mittelwert berechnet. Die so errechneten 10-20 Mittelwerte
eines Erntezeitpunktes flossen in die Berechnung des Starkegehaltes ein.

B) Starkeextraktion nach Lebon et al. (2004)

Zu jedem Erntezeitpunkt wurden zwei Proben geerntet, die aus drei Blliten bestanden. Die
Bliten jeder Probe wurden in petaloide Segmente und sternférmiges Petalenzentrum
geteilt, ihre Frischmasse bestimmt und lyophyllisiert. Anschlielend wurde das Pflanzen-
material mit 1 ml heiRem (80°C) Ethanol und einer Spatelspitze Sand im Mdrser zerkleinert
und in ein Gefall Uberfihrt. Die Proben schittelten bei 84 °C (15 min, 250 rpm) und
wurden anschlieRend auf 2 ml mit H,Oqest aufgeflllt. Der bei der folgenden Zentrifugation
(11000 x g, 10 min, 4°C, 3K30, SIGMA) entstandene Uberstand wurde verworfen und das
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Pellet in 750 yl DMSO/HCI resuspendiert. Die Proben inkubierten 30 min bei 60°C (250
rom), wurden abgekiihlt und danach zentrifugiert (13000 x g, 10 min, 20 °C). Der Uber-
stand wurde abgenommen und das Pellet erneut extrahiert. Die kombinierten Uberstande
wurden fur den Starkeassay genutzt. Dazu wurden 100 ul des Starkeextraktes mit 100 pl
Lugol’scher Lésung vermischt und nach 15mindtiger Inkubation die Absorption gegen das
Extraktionsmittel bei 600 nm bestimmt. Die Absorption wurde zur Berechnung des Star-
kegehaltes unter Einbeziehung einer Eichreihe von 0,05-5 pg Starke eingesetzt. Pro
Probe wurden 4 Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

DMSO/8N HCI (8:2)

Lugol’sche Lésung: 0,03% (w/v) Io, 0,06% (w/v) Kl in 0,05 N HCI

2.5. Headspace-Analysen

Die Beprobung und Akkumulation der VOCs von Mirabilis jalapa wurde mit einem “open
loop”-System nach Effmert et al. (2008) durchgefuhrt. Drei Knospen wurden am Tag der
Anthese in drei Glaskugeln platziert (Durchmesser 8 cm), die mit gereinigter Watte locker
verschlossen wurden. Durch eine der Knospenzufiihrung gegeniiberliegende Offnung
wurde mit Holzkohle gereinigte Luft eingeleitet (5,6 I/min, Kompressor, Schneider Werk-
statt- und Maschinenfabrik GmbH). Die mit den Volatilen angereicherte Luft wurde mit 2,8
ml/min durch eine Glasréhre, die 100 mg SuperQ als Absorptionsfalle (Alltech Associates)
enthielt, gezogen (Vakuumpumpe, KNF Neuberger). Die restliche Luft entwich durch die
Knospenzufiihrung. Alle Glaskugeln und die VOC-Falle wurden durch Teflonschlauche
und Isoversinic-Anschlisse (Kleinfeldt Labortechnik) miteinander verbunden. Eine Bepro-
bung umfasste 12 Sammelintervalle & 2 Stunden Uber eine Bluhperiode (24 Stunden).
Nach der Zugabe von Nonylacetat als internem Standard (1,5 ug) wurden die adsorbierten
VOCs mit 200 und 100 pl Dichlormethan eluiert und anschlieRend mittels GC-MS
analysiert (s. 2.2.3)

2.6. Statistische Berechnungen

Alle Experimente wurden in mindestens zwei unabhangigen Versuchen in drei Parallelen
durchgefuhrt und deren Mittelwerte in die Auswertung einbezogen. Die Varianzen wurden
als Balken in den Diagrammen dargestellt. Ndhere Angaben bzw. Abweichungen sind den
entsprechenden Abbildungslegenden zu entnehmen.

Die Berechnungen zur Signifikanz der Mittelwerte wurden mit zwei unterschiedlichen sta-
tistischen Tests in Abhangigkeit von der Homogenitdt der Varianzen (Fischer-Test)
durchgeflhrt. Bei homogenen Varianzen wurde der T-Test und bei heterogenen Varianzen
der Welch-Test angewendet. Das Signifikanzniveau a lag bei 0,05. Es wurden stets
zweiseitige Auswertungen der Fragestellung einbezogen, d.h. die Veranderung des
Mittelwertes nach oben bzw. unten im Vergleich zum Bezugswert betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der (E)-B-Ocimensynthase in vivo

Die im Folgenden beschriebenen Analysen dienten der Untersuchung der (E)-B-OS-Akti-
vitat hinsichtlich ihrer Gewebespezifitdt sowie ihrer Korrelation mit einem charakteristi-
schen floralen Entwicklungsstadium.

3.1.1. (E)-B-OS-Aktivitéit in verschiedenen Geweben von Mirabilis jalapa

Die Untersuchungen zur Gewebespezifitdt der (E)-B-OS zeigten, dass das Enzym in in
vitro-Assays nur in Rohextrakten aus floralem Gewebe, und dort nahezu ausschlief3lich im
petaloiden Anteil, nachweisbar war (Abb. 6). In den Rohextrakten der Styli bzw. der
Antheren konnte keine (E)-B-OS-Aktivitat ermittelt werden.
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Abb. 6: Spezifische Aktivitat der (E)-B-OS in verschiedenen Geweben von Mirabilis

Jjalapa.

Die Aktivitat wurde in in vitro-Tests mit Rohextrakten der verschiedenen Pflanzenteile (Ernte: 16—
18 Uhr) mit 55 yM GPP bestimmt. MW+SD aus n=4. 100%=Gesamtblite (Versuch 1: 60 fkat/mg;
2: 10 fkat/mg, 3: 18 fkat/mg, 4: 11 fkat/mg).

Zur Herstellung der Proteinrohextrakte wurde in den folgenden Versuchen ausschliefilich

das petaloide Gewebe verwendet.

3.1.2. Die Aktivitét der (E)-B-OS in Abhédngigkeit vom Entwicklungsstadium
der Bliite

Die spezifische Aktivitat der (E)-B-OS in den petaloiden Segmenten wurde in Knospen
bzw. Bliten Uber eine Bluhperiode mit Beginn der Lichtphase untersucht (Abb. 7). Bereits

vor dem Beginn der Anthese war eine moderate (E)-B-OS-Aktivitat nachweisbar, die mit

Beginn der Anthese im Stadium 1 und 2 stark anstieg. Das Maximum seiner Aktivitat er-
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reichte das Enzym in den trichterformig geodffneten Bluten um 16 Uhr (Stadium 4, 53
fkat/mg). Uber den gesamten Zeitraum der vollstandig gedffneten Bliite blieb die Enzym-
aktivitat stabil (Stadien 4-6, 50—40 fkat/mg) und sank mit dem Beginn der Seneszenz
(Stadium 7) in die Nahe der Nachweisgrenze. Trotz der teilweise hohen Varianz waren
alle Werte der (E)-B-OS-Aktivitat signifikant kleiner als der Maximalwert (16 Uhr).
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Abb. 7: Spezifische Aktivitat der (E)-B-OS im Verlauf der Bliihperiode von Mirabilis jalapa.

Zur Aktivitatsbestimmung wurden Rohextrakte aus dem petaloiden Gewebe zu den angegebenen
Erntezeitpunkten in in vitro-Assays mit 55 yM GPP untersucht. MW + SD aus n=2, auller 22 Uhr
(n=3) und 10, 14, 16 und 18 Uhr (n=4). * signifikant nach Welch-Test; a=0,05; Bezugswert 16 Uhr,

1 — lange Knospe, 2 — entspiralisierte Knospe, 3 — réhrenférmig gedffnete Blite, 4 — trichterférmig
geoffnete Blite, 5 — vollstandig gedffnete Blite, 6 — Stigmafall, 7 — Seneszenz, gefaltete Bliite, grau
hinterlegt — Dunkelphase

Der zur Anreinigung der (E)-B-OS geeignete Erntezeitraum des Blitenmaterials lag zwi-
schen 16 und 18 Uhr, dem Zeitraum der vollstandigen Blitentffnung und der héchsten

Enzymaktivitat.

3.2. Charakterisierung der (E)-B-Ocimensynthase in vitro

Mit den in diesem Abschnitt beschriebenen Untersuchungen sollte die einerseits ein in
vitro-Assay zum Nachweis der Enzymaktivitat etabliert und andererseits die Eignung der
(E)-B-OS fur die Aufreinigung aus dem Rohextrakt ermittelt werden. Alle Versuche wurden
bei einer Substratkonzentration von 55 yM GPP durchgeflihrt. Bei einer Assaydauer von
40 min lag das Substrat dabei im Uberschuss vor. GPP-Konzentrationen von > 130 uyM

fuhrten zu keiner signifikanten Erhéhung der Enzymaktivitat.
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3.2.1. Einfluss der Konzentration des Cofaktors auf die spezifische Aktivitat
der (E)-B-OS
Die in der Literatur im Zusammenhang mit Terpensynthasen als Cofaktoren beschrieben

lonen Mg?* bzw. Mn?* wurden anhand der Substanzen MgCl, und MnCl, hinsichtlich ihrer
optimalen Konzentrationen untersucht (Abb. 8). Das MgCl, hatte in Konzentrationen zwi-
schen 25 und 55 mM eine stabilisierende Wirkung auf die spezifische Aktivitat der (E)-B-
OS (Abb. 8A). Die Erhéhung der Konzentration auf 85 mM flhrte zu einer signifikant ge-

ringeren spezifischen Aktivitat.
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Abb. 8: Effekt der Cofaktoren auf die spezifische Aktivitat der (E)-B-OS.

Die spezifische Aktivitdt wurde in in vitro-Assays mit Rohextrakten, die aus den petaloiden
Segmenten (Ernte: 16—18 Uhr) gewonnen wurden, unter Zusatz von 55 yM GPP bestimmt.

A) MgCl,. MW+SD aus n=3, 100%=Maximale spezifische Aktivitdt im Einzelversuch: Versuch 1
(Maximum bei 50 mM): 24 fkat/mg, Versuch 2 (Maximum bei 10 mM): 31 fkat/mg, Versuch 3
(Maximum bei 20 mM): 11 fkat/mg (* signifikant nach T-Test; a=0,05, Bezugswert 25 mM).

B) MnCl,. MW+SD aus n=2, 100%= Maximale spezifische Aktivitat im Einzelversuch. Versuch 1
(Maximum bei 0 mM): 3 fkat/mg, Versuch 2 (Maximum bei 2 mM): 10 fkat/mg * signifikant nach
Welch-Test; a= 0,05, Bezugswert 0 mM).

Der Zusatz von MnCl, resultierte grundsatzlich in einer sinkenden spezifischen Aktivitat
der (E)-B-OS (Abb. 8B). In geringen Konzentrationen (bis 5 mM) war dieser Effekt minimal.

Eine Steigerung auf 15-30 mM MnClI; hatte einen signifikanten Aktivitatsverlust zur Folge.
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3.2.2. Einfluss der Reaktionstemperatur auf die spezifische Aktivitat der (E)-
B-0S

Diese Analysen hinsichtlich dieses Parameters zeigten, dass die (E)-p-OS in einem brei-

ten Temperaturbereich aktiv war (Abb. 9). Das Maximum der spezifischen Aktivitat des

Enzyms lag bei 25°C. Reaktionstemperaturen von 4 bis 15 sowie 35 bis 40°C flihrten zu

einer signifikanten Aktivitatsabnahme.
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Abb. 9: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die spezifische Aktivitat der (E)-B-OS.

Zur Bestimmung der Aktivitdt wurden Rohextrakte aus petaloiden Segmenten (Ernte: 16—18 Uhr) in
in vitro-Assays (55 uM GPP) bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. MW+SD aus n=4,
100%=Maximale spezifische Aktivitat im Einzelversuch, Versuch 1 und 2 (Maximum bei 25°C): 30
fkat/mg, Versuch 3 (Maximum bei 30°C): 49 fkat/mg, Versuch 4 (Maximum bei 20°C): 41 fkat/mg (*
signifikant nach T-Test; a=0,05, Bezugsgrofie: 25°C).

3.2.3. Ermittelung der molekularen Masse der (E)-B-OS

Durch die GréRenausschluss-Chromatographie (GA) wurden Proteine nach ihrer Moleklil-
groflie (Stokes-Radius) getrennt. Obwohl dieser Wert nicht mit der molekularen Masse der
Proteine gleichzusetzen ist, kann eine Korrelation zwischen beiden Parametern vorliegen.
Die Kalibrierung der GA-Saule erlaubte die Zuordnung des Elutionsvolumens des Enzyms
zu dessen molekularer Masse (Abb. 10). Der durchschnittliche Elutionsbereich der maxi-
malen spezifischen (E)-p-OS-Aktivitdt von 90-96 ml ist rot markiert. Das Enzym wurde

demnach wie ein Protein mit einer Molekularmasse von 78—93 kDa eluiert.
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Abb. 10: Molekularmassenbestimmung der (E)-8-OS mittels Chromatographie an einer
kalibrierten GréBenausschlusssaule.

(Stationare Phase: Sephacryl S-200, mobile Phase 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9), Flussrate 2
ml/min). Schwarz: Elutionsvolumina der Standardproteine, n=1 (Molekulare Massen (von links):
Ferritin 440 kDa; Katalase 232 kDa; Albumin 67 kDa; Ovalbumin 43 kDa; Chymotrypsinogen 25
kDa; Ribonuclease A 14 kDa). Rot: Elutionsvolumen der (E)-B-0S. n=30.

3.2.4. Stabilitédt der (E)-B-OS in Abhédngigkeit von den Lagerungs-
bedingungen

Fir den geplanten Reinigungsprozess war die hinreichende Stabilitdit des Enzyms bei

verschiedenen Lagerungstemperaturen eine wichtige Voraussetzung. Zunachst wurde der

Einfluss des Gefrierens auf die (E)-B-OS untersucht (Abb. 42, Anhang). Weder das

einmalige Gefrieren bei -20°C noch sechsmalige Gefrier-Auftau-Zyklen hatten einen

signifikanten Effekt auf die spezifische Aktivitdt des Enzyms.
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Abb. 11: Einfluss der Lagerung des Rohextraktes bei 4°C auf die spezifische Aktivitit der
(E)-B-OS.

Frisch hergestellte Rohextrakte von petaloiden Segmenten (Ernte: 16-18 Uhr) wurden bei
verschiedenen Temperaturen gelagert. In definierten Zeitabstanden wurde ein Aliquot entnommen
und im in vitro-Assay (55 yM GPP) analysiert. Bezugswert: spezifische Aktivitat im frischen
Rohextrakt. MW+SD aus n=3, 100%=3,1 *0,3fkat/mg (* signifikant nach gepaartem T-Test;
a=0,05).
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Weiterhin wurden Untersuchungen zur Stabilitat der (E)-B-OS nach der Lagerung auf Eis,
bei 4°C und bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Als Bezugsgrofien dienten jeweils die
frisch hergestellten Proteinextrakte. Abb. 11 zeigt exemplarisch den Einfluss der Lage-
rungsdauer des Rohextraktes bei 4°C auf die spezifische Aktivitdt des Enzyms. Mit stei-
gender Dauer der Lagerung des Rohextraktes sank die spezifische Aktivitat der (E)-B-OS
erwartungsgeman signifikant. Nach 5stlndiger Inkubation auf Eis, 24stiindiger Lagerung
bei 4°C bzw. einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur waren nur noch 50 % der

spezifischen Ausgangsaktivitat nachweisbar.

3.2.5. Stabilitdt der (E)-B-OS in Abhédngigkeit von den Pufferbedingungen

Die in diesen Versuchen analysierten Pufferbedingungen beziiglich der lonenstarke und
des pH-Wertes wurden im Hinblick auf die Aufreinigung des Zielenzymes mittels lonen-
austausch-Chromatographie gewahlt. Zum einen flhrte die Inkubation der (E)-B-OS in 0,1
M MES (pH 5,5) zu einem vollstandigen Funktionsverlust. Zum anderen blieb die spezifi-
sche Aktivitdat des Enzyms nach der Inkubation in 0,05 M bzw. 0,1 M TRIS-Puffer (pH 8,0)
im Vergleich zum Croteaupuffer stabil (Abb. 12). Die durch die Inkubation in 0,1 M TRIS-
Puffer (pH 8,0) hervorgerufene Verdoppelung der spezifischen Aktivitat war nicht

signifikant.

relative spezifische Aktivitat

MES pH 5,5 0,05 M TRIS pH 8,0 0,fM TRIS pH 8,0
Puffer

Abb. 12: Einfluss der Pufferbedingungen auf die spezifische Aktivitat der (E)--OS.

Aus petaloiden Segmenten hergestellte Rohextrakte (Ernte: 16—18 Uhr) wurden durch Ultrafiltration
auf die verschiedenen Pufferbedingungen eingestellt. Zum Aktivitatsassay erfolgte nach Abschluss
der 3stiindigen Inkubation eine zweite Ultrafiltration in 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9). Als Kontrolle
dienten 3stlindig in 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9) ultrafiltrierte Rohextrakte. MW+SD aus n=3 bzw.
n=4 (0,1 M TRIS-Puffer). 100%=spezifische Aktivitdt der Kontrolle fir MES-Puffer: 2,9+2,2 fkat/mg;
0,05 M TRIS-Puffer: 11,04+6,9 fkat/mg, 0,1 M TRIS-Puffer: 1,9+1,4 fkat/mg. (ungepaarter T-Test;
a=0,05; Bezugswert=Kontrolle).
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3.2.6. Etablierung eines (E)-B-OS-Standard-Assays

Durch die in vivo- und in vitro-Charakterisierung der (E)-B-OS konnten fir die Aufreinigung
der (E)-B-OS wichtige Erkenntnisse gewonnen werden (Tab. 6). Zum einen wurde das zur
Isolation optimale Gewebe identifiziert und die molekulare Masse des Enzyms eingegrenzt.
Zum anderen konnten in den Untersuchungen sowohl Puffer- als auch Lage-
rungsbedingungen bestimmt werden, unter denen die (E)-B-OS hinreichende Stabilitat

zeigte. DarUber hinaus wurden geeignete Reaktionsbedingungen fiir den Enzymtest be-

legt.

Parameter Optimum
Gewebe: Petaloide Segmente

Enzymquelle . vollstandige Blitensffnung (Stadium 4, 16-18
Erntezeitraum:

Uhr)

Molekulare Masse 78-93 kDa

MgCly: 25-55 mM

Cofaktoren
MnC|2: -

Reaktionstemperatur | 25 °C

Puffersvste: 01 M Croteaupuffer, pH 6,9,
Stabilitat YSIM: 0,05 bzw. 0,1 M Tris-Puffer, pH 6,9

Lagerung: 4°C, 24 Stunden

Tab. 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der in vivo- sowie in vitro-Charakterisierung
der (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa.

Darauf aufbauend wurde ein Standardassay etabliert, der fir das Monitoring der spezifi-
schen Aktivitat des Zielenzyms wahrend der Aufreinigung genutzt wurde. Die (E)-B-OS
wurde in 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9) mit 55 yM GPP und 30 mM MgCiI, inkubiert (40 min,
30°C). Als Kontrollen wurde bei allen Versuchen jeweils ein Ansatz ohne Substratzugabe
bzw. mit hitzeinaktiviertem Enzym durchgefuhrt, in denen keine (E)-B-OS-Aktivitat
nachweisbar war. Abb. 13 zeigt exemplarisch ein Chromatogramm des Standardassays im

Vergleich mit denen der Kontrollansatze.
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Abb. 13: Identifikation des Produktes der in vitro-Assays durch GC-MS-Analyse.

Die Produkte der Assays (mit und ohne 55 yM GPP) mit Rohextrakten der petaloiden Segmente
(Ernte: 16—18 Uhr) wurden nach ihrer Extraktion mit Hexan durch die Auftrennung von 0,5% (1 pl)
des eingesetzten Extraktionsmittels analysiert. A) Vergleich der Chromatogramme in der
Gesamtansicht. Interner Standard: Nonylacetat. B) Detailansicht des (E)-B-Ocimenpeaks.
Schwarzer Graph: Standardassay mit 55 yM GPP, roter Graph: Kontrollansatz ohne GPP, blauer
Graph: Standardansatz mit 55 yM GPP und hitzeinaktiviertem Rohextrakt.

3.3. Aufreinigung der (E)-B-Ocimensynthase aus Mirabilis jalapa-
Bliiten

Die (E)-B-OS eignete sich aus mehreren Grinden zur klassischen Aufreinigung. Zum
einen konnte ihre Expression in der Blite zeitlich und gewebespezifisch eingegrenzt wer-
den. Zum anderen war sie im Rohextrakt temperaturtolerant. Des Weiteren konnte ein
reproduzierbarer und schneller Assay etabliert werden, der zum Monitoring der (E)-B-OS-
Aktivitat wahrend der Aufreinigung unerlasslich war. In Vorversuchen sollte der Einfluss
von verschiedenen Prinzipien der Aufreinigung auf die spezifische Aktivitat des Enzyms
geklart werden. An einen Pilotversuch, in dem der Trennungsgang getestet wurde,

schlossen sich die eigentlichen Versuche zur Reinigung an.

3.3.1. Vorversuche

Fallung mit Ammoniumsulfat ((NH4),SO,)
Am Beginn einer Aufreinigung steht haufig die Konzentrierung der Zielproteine durch die

Fallung mittels antichaotropen Salzen, z.B. dem Ammoniumsulfat. Aufgrund der hohen
Aktivitatsverluste war diese Methode jedoch nicht zur Anreinigung der (E)-B-OS aus dem

Rohextrakt geeignet.
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GroRenausschluss-Chromatographie (GA)
Das Trennprinzip dieser Chromatographiemethode wurde in Abschnitt 3.2.3. erlautert. In

vorausgehenden Versuchen war die (E)-B-OS ab einem Elutionsvolumen von 75 ml
detektierbar (nicht gezeigt). Abb. 14 zeigt beispielhaft die Elution der (E)-B-OS nach der
Auftrennung von Rohextrakt mit dieser Methode. Das Enzym konnte in den Fraktionen 14

und 15 sechsfach angereichert werden.
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Abb. 14: Spezifische Enzymaktivitat der (E)-B-OS enthaltenden Fraktionen nach GréBenaus-
schluss-Chromatographie.

Aufgetrennt wurden 2 ml Rohextrakt aus petaloiden Segmenten (Ernte: 16—18 Uhr). (Stationare
Phase: Sephacryl S-200, mobile Phase: 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9), Flussrate 2 mil/min,
FraktionsgroRRe: 6 ml). MW+SD aus n=5. Rot: Spezifische Aktivitdt. 100%=spezifische Aktivitat im
Rohextrakt im Einzelversuch. Versuch 1 und 2: 1,9 fkat/mg, Versuch 3 und 4: 4,6 fkat/mg, Versuch
5. 3,7 fkat/mg (* signifikant nach Welch-Test, a=0,05, BezugsgroRe Fraktion 4). Schwarz:
Proteingehalt (Bestimmung nach Bradford). 100%=applizierte Proteinmenge im Einzelversuch,
Versuch 1 und 2: 3,9 mg, Versuch 3 und 4: 4,7 mg, Versuch 5: 5,4 mg (** signifikant nach gepaar-
tem T-Test, BezugsgréRe: vorhergehende Fraktion).

Der Proteingehalt der analysierten Fraktionen betrug 2—7% der applizierten Proteinmenge
und nahm mit steigendem Elutionsvolumen ab. In den Fraktionen 15 und 16" war die Ab-

nahme signifikant.

lonenaustausch-Chromatographie
In der lonenaustausch-Chromatographie wurden die Ladungsunterschiede der Proteine zu

ihrer Trennung genutzt.

Die Tests in verschiedenen Puffersystemen haben gezeigt, dass nur der fir die
Anionenaustausch-Chromatographie einzusetzende TRIS-Puffer (pH 8,0) die Stabilitat des
Enzyms gewabhrleistete. Da ausschliefdlich in Verbindung mit 0,05 M Tris (pH 8,0) eine
Adsorption des Enzyms an die Matrix moglich war, wurden die Versuche mit dem
Anionenaustauscher in diesem Puffer durchgefiihrt (Abb. 15). Zur Elution der (E)-p-OS
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wurde ein NaCl-Stufengradient eingesetzt, dessen Intervalle auf den Ergebnissen
vorangegangener Versuche mit linearen Gardienten basierten (Daten nicht gezeigt).

In der NaCl-freien Waschfraktion war eine geringe spezifische Aktivitat der (E)-B-OS
nachweisbar, was auf eine unvollstdndige Bindung an die Matrix hindeutete. In den
Elutionsfraktionen des Stufengradienten war ausschlielich in der 0,15 M-Fraktion spezifi-
sche Aktivitat der (E)-p-OS detektierbar. Sie war nicht signifikant verschieden von der ein-
gesetzten Aktivitat (90%). Leider erwies sich das Enzym aufierdem nach der Auftrennung
als instabil. Sowohl die Lagerung der Fraktionen bei -20°C als auch auf Eis resultierte in

einem vollstandigen Aktivitatsverlust.
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Abb. 15: Aktivitit der (E)-8-OS nach der Anionenaustauschchromatographie.

Aus petaloiden Segmenten hergestellte Rohextrakte (Ernte: 16-18 Uhr) wurden in 0,05 M TRIS-
Puffer (pH 8,0) umgepuffert, appliziert und mit einem NaCl-Stufengradienten (0-1 M) eluiert
(Stationare Phase: BioScale Q, mobile Phase: 0,05 M TRIS-Puffer (pH 8,0), Flussrate 2 ml/min).
Die Aktivitatsbestimmung fand nach erneuter Umpufferung in 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9) im in
vitro-Assay (55 uM GPP) statt. MW+SD aus n=4. Rot: Spezifische Aktivitit. 100%=spezifische
Aktivitat im Rohextrakt (Einzelversuch). Versuch 1 und 2: 8 fkat/mg, Versuch 3: 31 tkat/mg, Versuch
4: 13 fkat/mg (Welch-Test; a=0,05, Bezugsgrolie: Spezifische Aktivitdt im Rohextrakt). Schwarz:
Proteingehalt (Bestimmung nach Bradford). 100%=applizierte Proteinmenge im Einzelversuch.
Versuch 1: 10 mg, Versuch 2 und 3: 20 mg, Versuch 4: 52 mg (** signifikant nach Welch-Test;
a=0,05, BezugsgroRe: vorhergehende Fraktion)

Knapp ein Viertel der applizierten Proteinmenge band nicht an die Matrix. Durch die erste
Stufe des Gradienten wurden 30% der applizierten Proteinmenge eluiert. Die steigende
NaCl-Konzentration resultierte in der Elution geringer Proteinmengen.

Fir eine Anreinigung der (E)-B-OS aus dem Rohextrakt war die lonenaustausch-

chromatographie keine geeignete Methode.
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Chromatographie an Hydroxyapatit (HA)
Bei dieser Methode wurden Proteine nach ihren sauren oder basischen Eigenschaften

getrennt. Wegen seiner besseren Laufeigenschaften wurde 0,1 M Kaliumphosphat-
Croteaupuffer (pH 6,9) statt gewdhnlichem, auf Natriumphosphat basierendem, Croteau-
puffer als mobile Phase und in Form eines Stufengradienten (0,1-0,8 M) zur Fraktio-
nierung eingesetzt. Dies beeinflusste die spezifische Aktivitat der (E)-B-OS nicht. In Kon-
zentrationen >0,5 M neigte das im Puffer enthaltene Kaliumphosphat zur Kristallbildung,
die zur Zerstorung der Saule fuhrte. Zur Schonung der Matrix wurde daher ein wenigstufi-
ger Gradient eingesetzt.

Abb. 16 zeigt die spezifische Aktivitdt und die Proteingehalte der Fraktionen nach der
Auftrennung des Rohextraktes an HA. Die Enzymaktivitat war Uber alle Stufen des Gra-

dienten nachweisbar, wobei die Steigerung der lonenstarke zur gesteigerten Elution der
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Abb. 16: Einfluss der Chromatographie an Hydroxyapatit auf die spezifische Aktivitat der (E)-
B-0OS.

Aus petaloiden Segmenten hergestellte Rohextrakte (Ernte: 16—18 Uhr) wurden appliziert (Statio-
nare Phase: Hydroxyapatit, mobile Phase: 0,1 M K-Croteaupuffer (pH 6,9), Flussrate 1 ml/min) und
mit einem K-Croteau-Stufengradienten (0,1—0,8 M) eluiert. Die Aktivitatsbestimmung fand nach der
Umpufferung in 0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9) im in vitro-Assay (55 yM GPP) statt. MW+SD aus
n=3. Rot. Spezifische Aktivitit. 100%=spezifische Aktivitdt im Rohextraktes (Einzelversuch).
Versuch 1: 5 fkat/mg, Versuch 2: 2 fkat/mg, Versuch 3: 9 fkat/mg (* signifikant nach Welch-Test;
a=0,05, Bezugsgrole 0,8 M-Fraktion). Schwarz: Proteingehalt (Bestimmung nach Bradford).
100%=applizierte Proteinmenge im Einzelversuch. Versuch 1: 17 mg, Versuch 2: 25 mg, Versuch 3:
14 mg (** signifikant nach gepaartem T-Test, 0=0,05, Bezugsgrofie: jeweils vorhergehende
Fraktion).

(E)-B-OS fuhrte. Das Maximum der spezifischen Aktivitat lag bei ca. 1200% des Aus-
gangswertes (0,5 und 0,8 M). Aufgrund der hohen Varianz waren nur die Werte fir 0,2 und
0,3 M K-Croteau signifikant verschieden vom Bezugswert (0,8 M).

Knapp 60% der applizierten Proteinmenge wurden bei geringen lonenstarken (bis 0,2 M)
eluiert. Der Proteingehalt der darauf folgenden 0,3 M Fraktion war signifikant geringer. In

den 0,4-0,8 M Fraktionen war nur ein Bruchteil der eingesetzten Proteinmenge enthalten,
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die (E)-B-OS lag demzufolge hoch angereichert vor. Diese Ergebnisse zeigten, dass die
Trennung an HA eine potente Methode zur Aufreinigung der (E)-B-OS ist. Nachteilig war
die zunehmende Verschlechterung der Flussraten bei steigenden Sdulenvolumina, die ein

,Up-Scaling“ der Auftrennung von Rohextrakt verhinderte.

3.3.2. Pilotversuch zum Trennungsgang

Basierend auf den Erkenntnissen der Vorversuche wurde die in Abb. 17 gezeigte Strategie

zur Anreinigung des Enzyms genutzt.

A
& I Rohextrakt
GrofRenausschluss-
Chromatographie
0,1M Croteaupuffer
(pH 6,9)
B

Poolen der
Fraktionen der GA

Chromatographie an Hydroxyapatit
Stufengradient 0,1 M- 0,5 M
K-Croteau (pH 6,9)

/ \ Fraktionen fir SDS-PAGE >/ \4

Abb. 17: Schema der Aufreinigung der (E)-B-OS aus dem Rohextrakt.

A) Mehrere Aliquots des Rohextraktes wurden mit der GréRenausschluss-Chromatographie (GA)
aufgetrennt und die Fraktionen mit der hochsten (rot) bzw. zweithdchsten (griin) spezifischen
Aktivitat der (E)-B-OS gepoolt. B) Auftrennung der Fraktionen an Hydroxyapatit. C) Auftrennung der
Hydroxyapatit-Fraktionen durch SDS-PAGE.
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Aufgrund des geringen Proteingehaltes (max. 0,5 mg Gesamtprotein) wurden die GA-
Fraktionen zu zwei Pools zusammengefasst. In Pool 1 wurden jeweils die Fraktionen mit
maximaler sowie in Pool 2 diejenigen mit zweithOchster spezifischer Aktivitat vereinigt

(Abb. 17). Die Pools wurden anschlieRend jeweils einzeln an Hydroxyapatit getrennt.

Die Kenndaten der Pilotaufreinigung sind in Tab. 7 zusammengefasst. Nach der Chroma-
tographie beider Pools an Hydroxyapatit wurde jeweils nur die Fraktion mit der hdchsten
spezifischen Aktivitat berlcksichtigt. Die Auftrennung von Pool 1 flihrte zu einer knapp
400fachen Anreicherung der spezifischen Aktivitat bezogen auf den Wert des Rohextrak-
tes. 0,3% der eingesetzten Gesamtaktivitat waren in dieser Fraktion enthalten. Die Tren-
nung von Pool 2 flhrte zu einer geringeren Anreicherung des Enzyms. Etwa 3% der
urspringlich im Rohextrakt enthaltenen Gesamtaktivitat waren in dieser Fraktion enthalten.
Verglichen mit den Ergebnissen der Vorversuche war die Anreicherung nach der GA im
Bereich der Erwartung (4—18fach) und nach der HA deutlich héher (bis zu 18fach im
Vorversuch). Die in den Fraktionen mit dem hochsten Anreicherungsgrad enthaltenen
Proteine lagen in ihrer Konzentration nach der Separierung im zweidimensionalen
Polyacrylamidgel unterhalb der Nachweisgrenze der zur Visualisierung eingesetzten

Methoden. Auf die Darstellung wurde daher verzichtet.

spezifische

Probe Gesamtaktivitat | Gesamtprotein Aktivitat Anreicherung | Ausbeute

(fkat) (mg) (fkat/mg) (%)
RE 98 14,3424 7 1 100
GA 22 0,9048 24 4 23
16 0,5975 26 4 16
HA 0,3 0,0001 2674 392 0,3
3,3 0,0014 2456 360 3,4

Tab. 7: Kenndaten der Pilotaufreinigung der (E)-$-OS.

Rohextrakte aus petaloiden Segmenten (Ernte 16—18 Uhr) wurden durch nacheinander geschaltete
GroRenausschluss- (GA) und Hydroxyapatit-Chromatographie (HA) aufgetrennt. Zur Bestimmung
der spezifischen Aktivitat der (E)-B-OS wurden in vitro-Assays (55 yM GPP) durchgefiihrt. Rot: Pool
1, Fraktionen mit der héchsten spezifischen Aktivitat nach der GA, griin: Pool 2, Fraktionen mit der
zweithdchsten spezifischen Aktivitat nach der GA.

3.3.3. Trennungsgang

Durch die Erhdhung der zur Aufreinigung eingesetzten Proteinmenge sollte die Konzentra-
tion des Zielenzyms in den stark angereicherten Fraktionen gesteigert werden. Zu diesem
Zweck wurden zwei weitere Trennungsgange unternommen, von denen einer im
Folgenden exemplarisch dargestellt wird. Die Kenndaten der Trennung sind in Tab. 8
zusammengefasst. Mittels GA wurden 14 Aliquots a 2 ml getrennt. Die applizierte Ge-
samtproteinmenge betrug 84 mg, was der Proteinmenge des Rohextraktes von 300 Bliten

entsprach.
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Abb. 18: Proteinmuster des Rohextraktes aus petaloiden Segmenten (Ernte: 16—18 Uhr) und
der Fraktionen nach der GroBenausschluss-Chromatographie.

Reprasentatives Polyacrylamidgel nach Coomassiefarbung. 10 ug Protein wurden pro Spur auf-
getrennt. RE — Rohextrakt, M — Premixed Protein Molecular Weight Marker (ROCHE), 12—16:
Fraktionen der Groflenausschluss-Chromatographie). Fraktionen mit nachgewiesener spezifischer
Aktivitat der (E)-B-OS (héchste — niedrigste Aktivitat): 14, 15, 13, 12. Rahmen — Charakteristische
molekulare Masse der Monoterpensynthasen (5075 kDa), Pfeil — Angereicherte Proteinbande

Abb. 18 zeigt die Proteinzusammensetzung in den einzelnen GA-Fraktionen am Beispiel
einer Trennung nach deren Elektrophorese im Polyacrylamidgel. Mit steigendem
Elutionsvolumen sank die molekulare Masse der nachweisbaren Proteine, wobei vor allem
die Proteine von sehr hoher (>100 kDa) und sehr niedriger (<20 kDa) molekularer Masse
in den Fraktionen mit (E)-B-OS-Aktivitat (12—15) nicht vorhanden waren. Mit den Pfeilen
wurden Proteinbanden bei ca. 75 kDa markiert. Sie waren nur in Fraktion 14 und 15
(sechs- bzw. zweifach hohere Aktivitat als im Rohextrakt) in dieser Region der fur die (E)-

B-OS bestimmten molekularen Masse erkennbar. Im Rohextrakt war keine distinkte Bande

an dieser Stelle sichtbar.

aktivste (0,3 M) 40 0,02 1659 190
zweitaktivste (0,4 M) 23 0,03 756 87
aktivste (0,3 M) 37 0,07 559 64
Tab. 8: Kenndaten des Trennungsganges zur Anreinigung der (E)-8-OS.
Rohextrakte aus petaloiden Segmenten (16-18 Uhr) wurden durch nacheinander geschaltete
Grolenausschluss- (GA) und Hydroxyapatit-Chromatographie (HA) aufgetrennt. Zur Bestimmung
der spezifischen Aktivitat der (E)-B-OS wurden in vitro-Assays (55 yM GPP) durchgefiihrt. Rot: Pool
1, Fraktionen mit der hochsten spezifischen Aktivitat nach GA, griin: Pool 2, Fraktionen mit der
zweithdchsten spezifischen Aktivitdt nach GA.

ajlw oo
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Im ersten Reinigungsschritt (GA) wurde die (E)-B-OS in Pool 1 vierzehnfach und in Pool 2
funffach angereichert. Die Ausbeute betrug 36% bzw. 6% der eingesetzten Gesamtakti-
vitat im Rohextrakt. Bei der Chromatographie an HA wurde in beiden Pools die hochste
spezifische Aktivitdt des Enzyms in der 0,3 M K-Croteau-Fraktion nachgewiesen und das
Zielenzym in Pool 1 um das knapp 200fache und in Pool 2 um das ca. 70fache ange-
reichert. Die Ausbeute betrug in beiden Fallen 5%. Verglichen mit dem Pilotversuch wurde
im Trennungsgang eine deutlich geringere Anreicherung erzielt.

Im Anschluss an die chromatographische Anreinigung wurden die HA-Fraktionen mit der
héchsten bzw. zweithéchsten spezifischen Aktivitat (Pool 1: 0,3 M und 0,4 M sowie Pool 2:
0,3 M, vgl. Tab. 8) in der eindimensionalen SDS-PAGE aufgetrennt. Zur optimalen

Trennung der Proteine wurde ein Gradientengel von 4-12% Acrylamid genutzt (Abb. 19).

188

98

62 2

49 ! | 1 | '
38 l | |
28

17
14 -

kDa M A B C

Abb. 19: Proteinzusammensetzung der Fraktionen nach der Anreinigung der (E)-B-OS aus
dem Rohextrakt petaloider Segmente im Trennungsgang 2.

Auftrennung von Fraktionen der nacheinander geschalteten GréRenausschluss- und Hydroxyapatit
-Chromatographie. Acrylamid-Gradientengel (Stationare Phase: NuUPAGE Bis-TRIS 4-12% Acryl-
amid, mobile Phase: MES, reduzierend, Invitrogen) nach colloidaler Coomassiefarbung. Spur A —
14 ug Protein, 0,3 M-Fraktion von Pool 1, 190fache Anreicherung. B — 17 ug Protein, 0,4 M-Fraktion
von Pool 1, 87fache Anreicherung, C — 18 ug Protein, 0,3 M-Fraktion von Pool 2 64fache Anrei-
cherung, M — Marker SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen). Rot — Bereich des fir die
(E)-B-OS charakteristischen Molekulargewichtes. 7—4 — Banden, die zur weiteren Analyse einge-
setzt wurden.
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In allen angereinigten Fraktionen konnten mehrere Proteine nachgewiesen werden. Der
rot umrahmte Bereich umfasst groR3ziigig den fur die (E)-B-OS bestimmten charakteristi-
schen Molekularmassenbereich. In ihm kamen in allen Fraktionen drei Banden vor, die in
der Fraktion mit der hochsten spezifischen Aktivitat der (E)-B-OS (Spur A) eine ahnliche
Intensitat hatten. In den Fraktionen mit geringerem Anreicherungsgrad des Enzyms (Spur
B und C) war die Intensitat einzelner Banden in diesem Bereich schwacher. Sie sind in der
Abb. mit 1, 2 und 4 (rot) beziffert. Da das Enzym in diesen Fraktionen in geringerer
Konzentration enthalten war, kamen diese Proteinbanden als (E)-f-OS-Kandidaten in
Frage. Die oberhalb der Banden 1 und 2 befindliche Bande zeigte keine Anderungen ihrer
Intensitat in den verschiedenen Fraktionen und wurde daher nicht als Kandidat des
gesuchten Enzyms angesehen. Au’erdem war in Spur B eine zusatzliche Bande vertreten
(3). Diese insgesamt vier in der Abbildung rot bezifferten Banden (1-4) wurden zur

weiteren Analyse massenspektrometrisch untersucht.

3.4. Massenspektrometrische Analyse der (E)-B-OS-Kandidaten

In den analysierten Proteinbanden konnten durch ESI-MS (electron spray ionisation—mass
spectrometry) insgesamt 12 Peptidmassen detektiert werden (Tab. 9), die in einem Fehler-
toleranten Vergleich mit homologen Sequenzen bekannter Terpensynthasen zugeordnet
werden konnten. Die nachgewiesenen Massen der Peptide aus Mirabilis jalapa wichen mit
einer Ausnahme® von den Massen der in der Datenbank vertretenen
Monoterpensynthasepeptide (Tab. 16, Anhang) ab. Allerdings war ein hoher Grad der
Homologie zu verzeichnen, da die Peptidsequenzen aus Mirabilis jalapa sich jeweils nur in
einer Aminosaure von der in der Datenbank enthaltenen Aminosauresequenz
unterschieden.

Bei der Analyse des Peptidextraktes der Bande 1 wurden 643 MS/MS-Spektren aufge-
nommen. Nach Vergleich der Daten mit der SwissProt-Datenbank 56.1 wurden neben
kontaminierenden Keratinen und dem proteolytischen Enzym Trypsin diverse Hitze-
schockproteine identifiziert. Unter den Precursormassen, die keiner Sequenz der Swiss-
Prot-DB zugeordnet wurden, konnten bei einer Error-toleranten Suche in einer die Ter-
pensynthasen enthaltenden Datenbank die beiden in Tab. 9 aufgeflhrten Peptide 1-1 und
1-2 identifiziert werden, die sich in der Geraniolsynthase aus Ocimum basilicum wieder
fanden.

Bei der Analyse des Peptidextraktes der Bande 2 wurden 3027 MS/MS-Spektren aufge-
nommen. Im Vergleich der Daten mit der SwissProt-Datenbank wurden neben den bereits
oben genannten Kontaminationen die Proteine Glyoxysomal fatty acid beta-oxidation
multifunctional protein (Cucumis sativus) und diverse pflanzliche Hitzeschockproteine

identifiziert. Unter den Precursormassen, die keiner Sequenz der SwissProt-DB zugeord-
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net wurden, konnten bei einer Error-toleranten Suche der Terpensynthasen-Datenbank die
Peptide 2-1 bis 2-6 identifiziert werden: Jeweils zwei Peptide mit hoher Ahnlichkeit zur
Cineolsynthase aus Citrus unshiu (Peptide 2-1 und 2-2) konnten bestimmt werden. Aul3er-
dem wurden vier Peptide (2-3 bis 2-6) identifiziert, die zu jeweils einer Sequenz der
folgenden Enzyme &hnlich waren: Linaloolsynthase (Perilla citriodora), Myrcensynthase
(Antirrhinum majus), Limonencyclase (Arabidopsis thaliana) und S-Linaloolsynthase
(Clarkia breweri). Mit Ausnahme des letztgenannten lag in jedem Peptid aus Mirabilis
jalapa ein Aminosaureaustausch im Vergleich zu den bereits bekannten Sequenzen vor.
Bei der Untersuchung des Peptidextraktes der Bande 3 wurden 2758 MS/MS-Spektren
aufgenommen. Durch den Abgleich der Daten mit der SwissProt-Datenbank konnten ne-
ben kontaminierenden Proteinen diverse Hitzeschockproteine pflanzlichen Ursprungs so-
wie 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase (Mesembryanthe-
mum crystallinum) identifiziert werden: Der anschlieliende Vergleich der in dieser Daten-
bank nicht zugeordneten Precursormassen mit der Terpensynthasen-Datenbank flihrte zur
Identifikation von den in Tab. 9 genannten Peptiden 3-1 und 3-2, die eine hohe Homologie
zu Wound-inducible putative chloroplast terpene synthase 3 (Medicago trunculata) und
Myrcensynthase (Antirrhinum majus) aufwiesen.

2664 MS/MS-Spektren wurden bei der Analyse des Peptidextraktes der Bande 4
gescannt. Durch den Abgleich der Daten mit der SwissProt-Datenbank konnten neben
kontaminierenden Proteinen diverse pflanzliche Hitzeschockproteine sowie luminal-binding
protein (Spinacia oleracea) identifiziert werden. Der anschlieBende Vergleich der in
SwissProt nicht zuordnungsfahigen Precursormassen mit der Terpensynthasen-
Datenbank flhrte zur Identifikation von den Peptiden 4-1 bis 4-5. Zwei der identifizierten
Peptide aus Bande 1 konnten ebenso in Bande 4 ermittelt werden (Peptide 4-1 und 4-2),
die in der Geraniolsynthase (Ocimum basilicum) enthalten waren. In beiden Banden wurde
jeweils der gleiche Aminosaureaustausch detektiert. Zusatzlich konnte noch eine dritte
Peptidsequenz (4-3) aus diesem Enzym nachgewiesen werden. Aullerdem wurden zwei
Peptide (4-4 und 4-5) identifiziert, die hohe Ahnlichkeit zu einem als monoterpen-
synthaseahnlich bezeichneten Protein aus Pinus taeda hatten. In ihnen lagen keine
Sequenzmodifikationen vor.

Die zu den belegten Peptiden einer Bande gehdérenden Aminosauresequenzen wurden
miteinander verglichen (Abb. 43—45, Anhang). Das Alignment der zu Bande 2 gehérenden
Aminosauresequenzen (Abb. 43) verdeutlichte, dass im Uberwiegenden MaRe die
Sequenzunterschiede sehr hoch waren. Die nachgewiesenen Peptide lagen hauptsachlich
im N-terminalen Bereich. Einzig das zur S-Linaloolsynthase aus Clarkia breweri homologe
Peptid befand sich C-terminal.

Der Vergleich der zu Bande 3 zugeordneten Sequenzen zeigte in einigen Bereichen des
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Tab. 9: Mittels massenspektrometrischer Analysen identifizierte Peptide der Proteinbanden
aus Trennungsgang 2.

Die Banden wurden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten (vgl. Abb. 19) und mit Trypsin verdaut. Die
Aminosauresequenzen der so gewonnenen Peptide wurden mittels nano-LC-ESI-
Massenspektrometrie bestimmt. Dabei gewonnene MS/MS-Spektren, die in ihrem Mascot-Abgleich
mit der Monoterpendatenbank einen Score von >30 hatten, galten als signifikant identifiziert und
wurden in einer Fehler-toleranten Analyse auf Aminosaureaustausche untersucht.
Zugangsnummern GenBank: Ocimum basilicum AY362553, Citrus unshiu AB110638, Arabidopsis
thaliana AK118969, Clarkia breweri U58314, Antirrhinum majus AY195609, Perilla citriodora
AY917193, Medicago trunculata AY766249, Pinus taeda AF543531, fett/kursiv — in Peptiden aus
Mirabilis jalapa abweichende Aminosaure
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C-Terminus und des DDXXD-Motivs Ubereinstimmungen der insgesamt zu 35% &hnlichen
Sequenzen (Abb. 44). Die Peptide lagen in den variableren N-terminalen Regionen. Das
zur Myrcensynthase passende Peptid 3-2 entsprach dem in Bande 2 identifizierten (Peptid
2-7%).

Das Alignment der Bande 4 zugeordneten Sequenzen (Abb. 45) zeigte eine geringe
Identitat (26%). Die Peptide waren Gber den gesamten Sequenzbereich verteilt.

Das Schema in Abb. 20 zeigt die Lage der Peptide auf einem Alignment aller einbezoge-
nen Terpensynthasesequenzen. Direkt Ubereinander liegende Felder symbolisieren, dass

einzelne Peptide in nicht nur einer Bande identifiziert wurden.

Abb. 20: Schematische Darstellung der aus Mirabilis jalapa identifizierten Peptide.
Ihre Lage bezieht sich auf das Alignment aller zu den Peptiden Ahnlichkeiten aufweisenden Ter-
pensynthasen. Gelb - Bande 1; rot — Bande 2; blau — Bande 3; griin — Bande 4.

Verschiebungen signalisieren im Gegensatz dazu die raumliche Nahe von unter-
schiedlichen Peptiden im Alignment. Die Peptide waren lber den gesamten Sequenzbe-
reich verteilt. Im Bereich des DDXXD-Motivs war eine Gruppierung auffallig, in der Ver-
treter aus allen Banden nahe zusammen lagen. Die Lage der Peptide war neben ihrer

Sequenz eine wichtige Information, die bei der Ableitung der Primer berlcksichtigt wurde.

3.5. Molekularbiologische Untersuchungen zur Isolation der (E)-£3-
Ocimensynthase

Aufbauend auf die durch die Anreinigung des Zielenzymes aus dem Rohextrakt und der
massenspektrometrischen Analyse gewonnenen Sequenzinformationen sollte die (E)-B-

OS anschlieRend molekularbiologisch isoliert werden.

3.5.1. Untersuchungen mit peptidabgeleiteten Primern

In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) wurde deutlich, dass nur die kombinierte GTC-
CTAB-Methode von Camacho-Villasana (2002) fiir die Praparation von intakter RNA aus
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Mirabilis jalapa Bluten in fir die cDNA-Analyse hinreichender Qualitat einsetzbar war (Abb.
21).
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Abb. 21: Qualitat der aus den petaloiden Segmenten der Mirabilis jalapa isolierten RNA.

A) Gelelektrophorese. Isolation mit der kombinierten GTC-CTAB-Methode (Camacho-Villasana,
2002) aus jeweils 200 mg Blitengewebe. Gelelektrophoretische Auftrennung von 5 ug RNA (Sta-
tionare Phase: 1% Agarosegel, mobile Phase1x RNA-Laufpuffer, 45 min, 70 V).

1-28 SrRNA, 2—-18 SrRNA

B) cDNA-Synthese. Reprasentatives Gel der elektrophoretischen Auftrennung von 5 ul RT-PCR-
Ansatz (Stationare Phase 1% Agarosegel, mobile Phase: 1x TAE, 45 min, 65V)

1 — Positivkontrolle (Primerkombination Mir rev/ fw 1, erwartetes Fragment 350 bp), 2 — reprasen-
tativer Versuchsansatz, M — Fast Ruler ™ Middle Range DNA Ladder (Fermentas)

Alle 12 identifizierten Peptide wurden zur Primerableitung herangezogen. Die belegten
Peptide der Banden 1, 2 und 4 dienten zur Ableitung von Primen, deren Sequenzen in
Tab. 17 (Anhang) zusammengefasst sind. Dabei wurden entweder die Mirabilis jalapa
spezifischen codon usage vernachlassigt (Primerset 1) oder bericksichtigt (Primerset 2).
Von den in Bande 3 identifizierten Peptiden konnte kein fir die PCR geeignetes
Primerpaar abgeleitet werden, da mehrere wobble-Tripletts seine Spezifitat reduzierten.
Die Lage der einzelnen Primer auf dem Alignment der zugeordneten Terpensynthasen ist
im Anhang dargestellt (Abb. 46).

Der Einsatz des Primersets 1 fihrte nach der RT-PCR in beiden Kombinationen zu keinen

Amplifikationen von DNA-Fragmenten (s. Tab. 10).

Primerkombination FragmentgréRe (bp)
antisense sense erwartet generiert
Tps 1a Tps 1a 0,8 -
Tps 1b 0,8 -
Tps 1b Tps 1c 0,8 0,7
Tps 1d 0,9 3,5;1,8
Tps 2¢c Tps 2d 0,2 0,6
Tps 2d Tps 2d 0,5 0,5;1,0
Tps 4a Tps 4a 0,6 1,4; 2,5, >3,0
Tps 4f 1,7 -

Tab. 10: Ergebnisse der RT-PCR Untersuchungen mit den Primersets 1 und 2.
Fett - Primerset 2. Die Grofenangaben basieren auf der in Abb. 46 im Anhang gezeigten schema-
tischen Lage der Primer.
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Fir die RT-PCR-Experimente mit dem Primerset 2 standen insgesamt vier antisense und
sechs sense Primer zur Verfigung (Tab. 10). Im Falle der Untersuchungen mit dem anti-
sense-Primer Tps 1b konnten mit den sense Primern drei DNA-Fragmente amplifiziert
werden, deren Lange der annahernd erwarteten Fragmentlange von 0,8 bis 0,9 kb ent-
sprach oder dariber hinausging. Sie konnten erfolgreich kloniert werden. Die Experimente
mit dem Primerpaaren Tps 2c-Tps 2d und Tps 2d-Tps 2d ergaben ein bzw. zwei
Amplifikat(e) im gesuchten Grofdenbereich, welche leider nicht kloniert werden konnten.
Die Kombination Tps 4a antisense -Tps 4a sense fihrte zu drei DNA-Fragmenten
oberhalb der erwarteten GroRRe, die ebenfalls nicht kloniert werden konnten. In Verbindung
mit dem sense Primer Tps 4f wurden keine Fragmente generiert. Alle erhaltenen
Fragmente sind im Anhang (Abb. 47) dokumentiert. Die Sequenzierung aller Amplifikate

ergab keine Ubereinstimmung mit Terpensynthasegenen.

3.5.2. Analyse des Fragmentes FS-35 aus Mirabilis jalapa

Weitere molekularbiologische Untersuchungen konzentrierten sich auf das Fragment FS-
35, dessen Sequenz (AY589702) als terpensynthaseahnliche Sequenz aus Mirabilis jalapa
in der NCBI-Datenbank hinterlegt wurde (Meir et al. 2006). FS-35 wurde aus einer cDNA-
Bank isoliert, die aus dem Gewebe der Abbruchzone der Petiolen einer Pflanze nach der
Entfernung ihrer Blatter hergestellt wurde. Durch diese Manipulation wurde die Expression
gesteigert. Bei dem Fragment handelt es sich um eine 455 bp lange DNA-Sequenz, die
auf Nukleotidebene zu 66 % und auf Ebene der Aminosauresequenz zu 57 % zum C-
terminalen Bereich der putativen 1,8-Cineolsynthase aus Ricinus communis identisch war
(NCBI: XP_002518583). Ein Alignment beider Aminosduresequenzen ist im Anhang
hinterlegt (Abb. 48). Zunachst sollte untersucht werden, ob diese cDNA in Bluten
nachgewiesen werden konnte. Im positiven Falle sollte anschlieBend eine Charakterisie-
rung dieser floralen terpensynthaseahnlichen Sequenz aus Mirabilis jalapa erfolgen. Dies
setzte die 5'-terminale Vervollstandigung der Sequenz voraus. Zu diesem Zweck wurden

Primer in verschiedenen Orientierungen von der Sequenz abgeleitet (Abb. 22, Tab. 17,

Anhang).
rev4 rev 2 rev3 Mir rev
<+ <« <4+ <
fwl fw 2 fw 4 S1
—> —> —> —>
4 100 143 171 252 320 391 414 bp

Abb. 22: Schematische Lage und Orientierung der Primer auf der FS-35 Sequenz.
Die Startposition des Primers ist jeweils mit der korrespondierenden Nukleotidnummer der DNA-
Sequenz versehen.
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Nachweis der FS-35 Sequenz in Bliiten von Mirabilis jalapa
Fir diese Untersuchungen wurden einerseits RT-PCR- und andererseits PCR-Experi-

mente durchgefiihrt. Die eingesetzte Gesamt-RNA bzw. genomische DNA wurde von 3
Erntezeitpunkten im Verlauf der Anthese (14, 16 bzw. 18 Uhr) gepoolt. Fir alle Amplifika-
tionen wurden der antisense Primer Mir rev und die sense Primer fw 1 bzw. fw 2 genutzt.
Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigt Tab. 11. Durch RT-PCR konnte die Expression
des Fragmentes FS-35 in den Bluten nachgewiesen werden. Im Einzelnen flhrten die RT-
PCR-Experimente mit der RNA aus dem sternférmigen Petalenzentrum zu einem 0,3 kb
groRen Amplifikat. Durch die Sequenzierung und den Abgleich mit den in der NCBI-Daten-
bank hinterlegten Sequenzen (BLASTsearch-Analyse) wurde bestatigt, dass es sich um
das bekannte Fragment FS-35 handelte. Die RT-PCR-Untersuchungen der RNA der
petaloiden Segmente ergaben die Amplifikation von zwei Fragmenten von 0,3 bzw. 0,5 kb
Lange. Die Sequenzierungen und BLASTsearch-Analysen zeigten, dass nur das kirzere
DNA-Fragment der bereits bekannten Sequenz FS-35 entsprach. Das langere Amplifikat
wies weder eine Ahnlichkeit zu FS-35 noch zu anderen Terpensynthasen auf (Abb. 49A
und 50, Anhang).

imer- DNAF k
Template Prlme_r . Blitenteil ragment ( b ) Homologie
kombination erwartet | generiert
sternférmiges
mRNA Mi /w2 Petalenzentrum 0.3 03 FS 35
(RT-PCR) irrev/iw petaloide 03 0,3 FS 35
Segmente ’ 0,5 keine Ahnlichkeit
Genomische Mir rev / fw2 Spetalmde 20,3 0,6 FS 35 + Intron?
egmente
DNA
(PCR) Mirrev/fw1 |~ Betaloide >0,4 0.8 FS 35 + Intron?
egmente

Tab. 11: Nachweis des FS-35-Fragmentes in verschiedenen Teilen von Mirabilis jalapa-
Bliiten.
Die Homologie wurde durch BLASTsearch ermittelt.

Bei den Untersuchungen der genomischen DNA konnte das FS-35-Fragment ebenfalls
nachgewiesen werden. Mit beiden verwendeten Primerkombinationen wurden grof3ere
Fragmente amplifiziert, deren Sequenzen in Teilen vom FS-35-Fragment verschieden
waren. So war im 0,8 kb-Amplifikat (rev/fw1) das C-terminale Ende identisch zur FS-35-
Sequenz ab Position 191. N-terminal wies das Amplifikat keine Ahnlichkeit zur Vergleichs-
sequenz auf. Im Falle des 0,6 kb-DNA-Fragmentes (rev/fw2) war bei Position 190/FS-35
ein 450 bp langer und nicht zur Vergleichssequenz homologer Abschnitt eingeschoben.
Obwohl die zusatzlichen Sequenzabschnitte beider Fragmente nicht vollstandig zueinan-
der homolog waren, wiesen die Ergebnisse auf ein Intron in der Region um 190 bp auf FS-
35 hin (Abb. 49B und 51, Anhang).
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Versuche zur Amplifikation des 5 -Endes des FS-35-Fragmentes

Verschiedene Strategien wurden zur Vervollstandigung der cDNA-Sequenz FS-35 einge-
setzt. Zum einen sollte durch cDNA-basierte Experimente eine Verlangerung erzielt wer-
den (Eyal et al. 1999; Tessier et al. 1986; Troutt et al. 1992; Edwards et al. 1991). Dazu
wurde Gesamt-mRNA durch Reverse Transkription mit FS-35-spezifischen oder Oligo-dT-
Primern in cDNA umgeschrieben, die anschlieend in drei methodischen Ansatzen unter-
sucht wurde. Erstens wurde sie direkt als Template in einer PCR zur Amplifikation ver-
wendet. Zweitens wurde versucht, die entstandene DNA unter Zuhilfenahme von phospho-
rylierten Primern zu ligieren und in einer inversen PCR zu vervielfaltigen. Im dritten Ansatz
sollte sie mit einem Poly-A-Schwanz versehen (5'RACE) und anschlielend in einer PCR
vervielfaltigt werden.

Zum anderen sollte Uber die Verwendung von genomischer DNA eine Verlangerung der
bekannten FS-35-Sequenz erzielt werden. Dazu wurde die DNA nach der Restriktion mit
anschlielRender Religation in einer inversen PCR amplifiziert.

In der vorliegenden Arbeit konnten nur durch auf genomischer DNA basierende Methoden
Amplifikate hergestellt werden. Bei der Verwendung der cDNA-basierten Ansatze wurden
keine DNA-Fragmente von ausreichender Grof3e generiert. Die inverse PCR wurde in zwei
Ansatzen durchgefuhrt, die durch den Einsatz verschiedener Restriktionsendonukleasen,
die die DNA nicht innerhalb der bekannten Sequenz spalteten, gekennzeichnet waren. Die
gewahlten Primer (Tab. 12) hybridisierten auf3erhalb des vermuteten Introns, sodass nach
erfolgreicher Religation in beiden Versuchen die Amplifikation von DNA-Fragmenten

moglich war. Die PCR mit EcoRV-geschnittener (Ansatz 1) bzw. Pvull-

Primer- DNA-Fragment (kb) Ubereinstimmung mit
2 kombination FS-35
ihati erwartet generiert :
1 rev2/fwd 50,2 0 28’_06 16’_2); 3
I Keine Ahnlichkeit
5 rev2/fw 4 >0,2 0,5;0,4
S1/rev2 >0,3 0,6;0,3

Tab. 12: Inverse PCR auf genomischer DNA.

Ansatz 1 — Restriktion mit Eco RV, Ansatz 2 —: Restriktion mit Pvu Il. Beide Restriktionsenzyme ha-
ben keine Schnittstelle auf dem bekannten Fragment. Die Homologie wurde durch BLASTsearch
ermittelt.

geschnittener DNA (Ansatz 2) fihrte zur Vervielfaltigung mehrerer Fragmente (Abb. 52,
Anhang). Alle Amplifikate konnten sequenziert werden. Sie wiesen jedoch keine
Ahnlichkeit zu einer Terpensynthase oder zu FS-35 auf. Durch die gewahlten Methoden

konnte keine Uber die bekannte Sequenz hinausgehende Amplifikation erzielt werden.
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AbschlieBend kann festgehalten werden, dass weder die Verwendung der von den
Peptiden noch der vom Fragment FS-35 abgeleiteten Primer zur Isolation der (E)-B-OS
fuhrten.

3.6. Histologische und biochemische Analysen des (E)-B-Ocimens in
Mirabilis jalapa

Erganzend zur angestrebten Isolation des (E)-B-Ocimen produzierenden Enzyms sollte
dessen Emissionsmuster sowie die Prozesse der Post-(E)-B-Ocimensynthese auf zellula-

rer Ebene in planta untersucht werden.

3.6.1. Untersuchungen der floralen (E)-B-Ocimenemission

Die Headspace-Analysen bestatigten den von Effmert et al. 2005 gezeigten Verlauf der
(E)-B-Ocimenemission (Abb. 23). Das Volatil konnte mit Beginn der Anthese (Stadium 2)
nachgewiesen werden. Seine Emission erreichte zum Zeitpunkt der vollstandigen Bliten-
offnung (Stadium 4) im Intervall von 16—18 Uhr das Maximum und nahm in den folgenden
Stunden signifikant ab. Die seneszenten Bluten (Stadien 6/7) emittierten kein (E)-B-

Ocimen.
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Abb. 23: Florale (E)-B-Ocimenemission der Mirabilis jalapa im Verlauf einer Bliihperiode.

Das in den Headspace einer Einzelblite emittierte (E)-B-Ocimen wurde in Intervallen von 2 Stunden
mittels SuperQ gesammelt, mit Dichlormethan eluiert und mittels GC-MS analysiert. MW+SD aus
n=6." signifikant nach zweiseitigem T-Test, Bezugswert 18 Uhr.

1 — lange Knospe, 2 — entspiralisierte Knospe, 3 — rohrenférmig gedffnete Bliite, 4 — trichterformig
gedffnete Blite, 5 — vollstadndig gedffnete Blite, tellerformig, 6 — Stigmafall, 7 — Seneszenz, gefal-
tete Blute, grau hinterlegt — Dunkelphase
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3.6.2. Quantifizierung des (E)-B-Ocimengehaltes der petaloiden Segmente

In diesen Versuchen wurde das in den petaloiden Segmenten enthaltene (E)-B-Ocimen in
Intervallen von einer Stunde Uber eine Blihperiode nach der Extraktion mit Hexan
gaschromatographisch quantifiziert (Abb. 24). Der Ocimengehalt korrelierte eng mit der
Emission, war jedoch ca. 16fach vermindert. Der hoéchste (E)-B-Ocimengehalt der
petaloiden Segmente korrelierte mit dem Maximum der floralen VOC-Emission in
vollstandig gedffneten Petalen. Zu Beginn der Anthese (Stadium 2, 14 Uhr) konnte kein
(E)-B-Ocimen nachgewiesen werden. Im Verlauf der Blitendffnung (Stadien 3 und 4) war
es in den petaloiden Segmenten in steigenden Konzentrationen messbar und erreichte
sein Maximum in den vollstandig geéffneten Bliiten (Ubergang Stadium 4/5, 18 Uhr). Mit

fortschreitender Blihdauer nahm der (E)-B-Ocimengehalt kontinuierlich ab.

Erntezeitpunkt (Uhr)
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 1 2 3 4
18 } } Il Il Il L L L L L L L L 0’6
2| 3 4 | 4; | 6 7

Extraktion /ng/mg FM)
Emission /ng/img FM)

12:00- 14:00- 16:00- 18:00- 20:00- 22:00- 24:00- 2:00-
14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 24:00 2:00 4:00
Erntezeitpunkt (Uhr)

Abb. 24: Vergleich der (E)-B-Ocimenemission mit dem —gehalt der petaloiden Segmente.
Grau: (E)-B-Ocimenemission. Das in den Headspace einer Einzelbllte emittierte (E)-p-Ocimen
wurde in Intervallen von 2 Stunden mittels SuperQ gesammelt, mit Dichlormethan eluiert und mittels
GC-MS analysiert. Rot: (E)-B-Ocimengehalt. Die VOCs wurden mit Hexan extrahiert und mittels
GC-MS analysiert. Stiindliche Beprobung”

1 — lange Knospe, 2 — entspiralisierte Knospe, 3 — réhrenférmig gedffnete Blite, 4 — trichterférmig
geoffnete Blite, 5 — vollstandig gedffnete Blite, tellerformig, 6 — Stigmafall, 7 — Seneszenz, gefal-
tete Bllte, grau hinterlegt — Dunkelphase

Der Vergleich der Daten zum (E)-B-Ocimengehalt und der spezifischen Aktivitat der (E)-p-
OS in den petaloiden Segmenten zeigt eine Korrelation beider Parameter (Abb. 25). Vor
bzw. zu Beginn der Anthese (Stadien 1 und 2) war allerdings trotz nachweisbarer Enzym-

aktivitat im Rohextrakt kein Produkt im floralen Gewebe messbar. Mit fortschreitender
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Anthese nahm sowohl die Aktivitat als auch der (E)-B-Ocimengehalt stark zu. Jedoch lag
die maximale (E)-B-OS-Aktivitat (Ubergang Stadien 3 und 4) zeitversetzt vor dem Maxi-
mum des nachweisbaren Produktes (0,5 ng/mg, Ubergang Stadien 4 und 5). Wahrend der
(E)-B-Ocimengehalt mit steigendem Blutenalter kontinuierlich abnahm, blieb die Enzym-
aktivitat bis zur einsetzenden Seneszenz nahezu unverandert. Am Ende der Blihperiode
war keine (E)-B-Ocimenproduktion in planta nachweisbar, obwohl eine geringe Aktivitat

des synthetisierenden Enzyms im Rohextrakt vorlag.
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Abb. 25: Vergleich des (E)-B-Ocimengehaltes mit der spezifischen Aktivitat der (E)-B-Ocimen-
synthase der petaloiden Segmente im Verlauf einer Bliihperiode.

Rot: (E)-B-Ocimengehalt. MW+ Differenz zu MW aus n=2. Die VOCs von 2x6 Bliten wurden mit
Hexan extrahiert und mittels GC-MS analysiert (interner Standard 1: Nonylacetat, interner Standard
2 (Quantifizierung): a-Pinen)

Grau: Spezifische Aktivitdt der (E)-B-OS. Zur Aktivitdtsbestimmung wurden Rohextrakte aus dem
petaloiden Gewebe zu den angegebenen Erntezeitpunkten in in vitro-Assays mit 55 yM GPP
untersucht. MW aus n=2, auRer 22 Uhr (n=3) und 10, 14, 16 und 18 Uhr (n=4)*

1 — lange Knospe, 2 — entspiralisierte Knospe, 3 — rohrenférmig gedffnete Bliite, 4 — trichterférmig
gedffnete Blite, 5 — vollstandig gedffnete Blite, tellerformig, 6 — Stigmafall, 7 — Seneszenz, gefal-
tete Bllte, grau hinterlegt — Dunkelphase

Die Quantifizierung des in die Umgebung emittierten bzw. im floralen Gewebe enthaltenen
(E)-B-Ocimens zeigte, dass beide Parameter in ihrer Rhythmik synchron vorlagen. Aller-
dings war die emittierte VOC-Menge etwa 16fach hoher als die im Gewebe nachweisbare.
Die Enzymaktivtat im Rohextrakt korrelierte in geringerem Umfang mit der Menge des

nachweisbaren Produktes.
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3.6.3. Lokalisation von (E)-B-Ocimen im Bliitengewebe

Das in den petaloiden Segmenten von Mirabilis jalapa produzierte (E)-B-Ocimen sollte
durch die nachstehend beschriebenen Experimenten auf zelluldrer Ebene visualisiert
werden. Von diesen Untersuchungen wurden Hinweise auf eine mdgliche Speicherung

des Volatiles erwartet.

Etablierung der Methode
Terpene lassen sich durch eine Farbreaktion mit NADI-Reagenz in pflanzlichen Geweben

nachweisen. Da bekannt war, dass das Reagenz zu unterschiedlichen Farbreaktionen
fihren konnte, wurden zunachst in vitro-Versuche unternommen, in denen die in MeCl,
verdunnten Standardsubstanzen (Z)-8-Ocimen und (E)-B-Ocimen mit NADI-Reagenz in-
kubiert wurden. Eine leichte Farbung der Proben setzte nach 5mindtiger Inkubation ein

und steigerte sich mit der Zeit. Nach ca. 30 min blieb der Farbton unverandert (Abb. 26).
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Abb. 26: In vitro-Terpennachweis mit NADI-Reagenz.

50 pl einer 1:1000 Verdinnung der Standardsubstanz in MeCl, wurden 30 min mit 950 pl NADI-
Reagenz unter Lichtabschluss inkubiert. A) (Z)-B-Ocimen. Die unterschiedliche Farbintensitat
wurde durch die Verteilung der organischen Phase verursacht. B) (E)-B-Ocimen. C) Lésungs-
mittel MeCl,. Pfeil — Standardsubstanz in organischer Phase.

Beide Monoterpene wurden violett gefarbt, wobei das cis-lsomer etwas dunkler erschien
(A). Bei der Loésungsmittelprobe war Uber den gesamten Versuchszeitraum keine
Farbveranderung zu ermitteln (C). Durch die Verlangerung der Inkubationsdauer auf 60

min wurde dieses Ergebnis bestatigt.

in planta-Terpennachweis in Vergleichsproben
Zur Etablierung der in planta-Farbemethode wurden zunachst Tests mit Laubblattern von

Salvia officinalis unternommen, deren Driisenzellen reich an Monoterpenen sind. Die In-
kubation nativer Semidinnschnitte der Blattspreiten resultierte bereits nach 5 min in einer
Violettfarbung des Inhaltes der Driisenzellen (Abb. 27, Pfeil).
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Abb. 27: NADI-Farbung in nativen Semidiinnschnitten von Salvia officinalis Blattern.

Von in Agarose eingebetteten Blattern wurden Semidiinnschnitte im Bereich der mittleren Blatt-
spreite angefertigt, Uber unterschiedliche Zeitraume in NADI-Reagenz unter Lichtabschluss
inkubiert und anschliefend mikroskopisch untersucht (Axioplan Il, Zeiss, reprasentative Aufnahmen
in 100facher VergréRRerung, Details digital doppelt vergroRert. Balken 20 ym).

Abaxiale Epidermis, Inkubation in NADI-Reagenz: A) O min; B) 5 min.

Pfeil — Kugelchen im Inneren des Driusenharchens

Zur Applikation der NADI-Farbung in Blitengewebe wurde Nicotiana alata ausgewahlt, die
sich durch einen hohen Monoterpengehalt, z.B. an Myrcen und Linalool, auszeichnete
(Ganz 2005). Auch die lichtmikroskopische Untersuchung der NADI-Farbung von
Terpenen in Nicotiana alata-Bliten setzte die Herstellung von nativen Semidiinnschnitten
voraus, die sowohl Aufsichten der adaxialen und abaxialen Epidermen als auch Einblicke
in die Gewebeschichten (Querschnitte) ermdglichten. Die Inkubation der Schnitte in Puffer
(Abb. 28A) oder Wasser (Abb. 28B) rief in den Geweben keine sichtbaren Unterschiede
hervor. Beide Abbildungen zeigen Aufsichten der abaxialen Epidermis, in denen z.B.
Plastiden und Stomata zu erkennen waren. In den SchlieRzellen der Stomata waren neben
den Plastiden kleinere farblose Kugelchen von ca. 1-5 ym Durchmesser erkennbar (Pfeil).

In allen Bildern war eine leichte violette Farbung einiger Zellen auffallig.

Abb. 28: Ungefarbte native Semidiinnschnitte von Nicotiana alata Bliiten.

Von in Agarose eingebetteten Bliten (Ernte 16 Uhr, 2. Tag Postanthese) wurden Semidinnschnitte
im Bereich der Petalenspitzen angefertigt und mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, reprasentative Aufnahmen in 63facher VergroRerung, Details digital doppelt
vergroflert. Balken 50 um). Ansichten der abaxialen Epidermis. A) Lagerung in Phosphatpuffer.
B) Lagerung in Wasser.

Pfeil — farblose Kugelchen in Schliel3zellen der Stomata, p — Plastiden, s — Schlie3zellen der Sto-
mata
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Die Inkubation von Nicotiana alata-Bluten in NADI-Reagenz fuhrte zu sichtbaren Veran-
derungen, deren Intensitat mit der Dauer der Inkubation korrelierte (Abb. 29). Der schnell-
ste nachweisbare Effekt betraf die SchlieRzellen der Stomata. Dort war nach 5Smindtiger
Inkubation eine leichte Violettfarbung von zwei 1-5 um grof3en Kigelchen sichtbar, von
denen sich jeweils eins in jeder SchlieRzelle befand (A). Bei diesen Strukturen handelte es
sich um die in den ungefarbten Schnitten aufgefallenen farblosen Kigelchen. Nach

langerer Inkubation in NADI-Reagenz verstarkte sich die Violettfarbung (Abb. 29B und C,

Abb. 29: NADI-Farbung in nativen Semidiinnschnitten von Nicotiana alata Bliiten.

Von in Agarose eingebetteten Bliten (Ernte 16 Uhr, 2. Tag Postanthese) wurden Semidinnschnitte
im Bereich der Petalenspitzen angefertigt, Gber unterschiedlich lange Zeit in NADI-Reagenz unter
Lichtabschluss inkubiert und anschlieRend mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Zeiss, reprasen-
tative Aufnahmen in 63facher VergroRRerung, Details digital doppelt vergroRert. Balken 50 um).
A-C) Abaxiale Epidermis, Inkubation in NADI-Reagenz. A) 5 min; B) 10 min; C) 30 min. a—c)
Mesophyll, Inkubation in NADI-Reagenz. a) 5 min; b) 10 min; ¢) 30 min.

Pfeil — violettgefarbte Kugelchen, * — turkisgefarbte Kigelchen, p — Plastiden, s — SchlielRzellen der
Stomata
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10 und 30 min, Pfeile). Eine weitere Verlangerung der Inkubation fuhrte zu keiner Veran-
derung der Violettfarbung. Nach 10minutiger Inkubation waren in nahezu allen Zellen
aullerst kleine (um 1 pm) violette Trépfchen sichtbar (Abb. B—c). Die schon in den
ungefarbten Schnitten nachweisbaren tlrkis gefarbten Kigelchen waren ebenfalls
vorhanden und sind in den Abbildungen a bis ¢ sowie B und C mit einem Stern
gekennzeichnet. Sowohl ihre Farbung als auch ihre GréRe blieb nach der Inkubation mit
dem Reagenz unverandert. In den Bildern auftretende blaugefarbte Bereiche sind als
Artefakte zu betrachten.

Die violette Farbung von Tropfchen bzw. Kigelchen innerhalb der Schnitte nach der Inku-
bation mit dem NADI-Reagenz wies auf das Vorhandensein von Terpenen im Gewebe hin.
Die Kugelchen in den Schliezellen der Stomata zeigten nach kurzer Inkubation eine
terpenpositive Farbung. In den Ubrigen Zellen wurden die deutlich kleineren Tropfchen

nach 10minutiger Inkubation zweifelsfrei sichtbar.

Terpennachweis in Mirabilis jalapa
Nach der Detektion von Terpenen in Nicotiana alata wurden verschiedene Gewebe von

Mirabilis jalapa eingehend untersucht.

Vor dem Hintergrund der durch die Extraktion nachgewiesenen Unterschiede im (E)-B-
Ocimengehalt der Bluten verschiedener Entwicklungsstufen wurden diese Untersuchun-
gen an Bliten aller Offnungsstadien durchgefiihrt. Die Ergebnisse dreier charakteristischer
Stufen 3 (Trichterstadium, vor VOC-Emission), 5 (gedffnete Blite, Hohepunkt der VOC-
Emission) und 7 (Seneszenz, nach VOC-Emission) werden exemplarisch erlautert.

Das Blitengewebe des Stadiums 3 war vor der Inkubation in NADI-Reagenz vollstandig
farblos (Abb. 30A). Die Inkubation mit NADI-Reagenz fuhrte stets zu einer Blaufarbung
des Gewebes. Diese Farbung wurde durch eine Vielzahl kleiner blauer Trépfchen (<1 pym
Durchmesser) hervorgerufen. Die Intensitdt der Blaufarbung stieg mit der Inku-
bationsdauer. Die opaken Plastiden wurden durch das Reagenz nicht gefarbt (Pfeil, A und
B). Teilweise von ovaler Form waren die violetten Partikel, die nach der Inkubation von
mindestens 40 Min. in einigen Zellen auftraten (F*; oval umrahmt in der Detailansicht). lhre
GroRe variierte von unter 1 bis 2 ym. Sie kamen in den am langsten inkubierten Schnitten
(Uber Nacht) am haufigsten vor. Dennoch korrelierte das Auftreten dieser terpenpositiven
Strukturen nicht mit der Inkubationsdauer.

Den Terpennachweis in vollstandig gedffneten Mirabilis jalapa Bliten wahrend der maxi-
malen Emission des (E)-B-Ocimens (Stadium 5) zeigt die Abbildung 31 beispielhaft. Alle in
NADI-Reagenz inkubierten Schnitte hatten die durch kleine Trépfchen hervorgerufene

Blaufarbung, die teilweise nur einzelne Zellen betraf, wahrend benachbarte Zellen fast
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Abb. 30: NADI-Farbung in nativen Semidiinnschnitten von Mirabilis jalapa Bliuten des
Stadiums 3.

Von in Agarose eingebetteten Bliten (Ernte 14.30 Uhr) wurden Semidinnschnitte im oberen Be-
reich der petaloiden Segmente angefertigt, Giber unterschiedlich lange Zeit in NADI-Reagenz unter
Lichtabschluss inkubiert und anschlieRend mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Zeiss, reprasen-
tative Aufnahmen in 63—-100facher Vergrof3erung, Details nochmals digital vergroert. Balken 20
bzw. 50 pm).

Inkubation in NADI-Reagenz. A) 0 min, Ansicht der adaxialen Epidermis, Balken 50 pm; B) 5 min,
Querschnitt, Balken 20 ym; C) 10 min, Ansicht der adaxialen Epidermis, Balken 20 ym; D) 40 min,
Querschnitt, Balken 20 pm.

p — Plastiden, tr — Tracheen, Pfeil — Plastiden, ovaler Rahmen — terpenpositiv gefarbte Struktur

Abb. 31: NADI-Farbung in nativen Semidiinnschnitten von Mirabilis jalapa Bliiten des
Stadiums 5.

Von in Agarose eingebetteten Bliten (Ernte 18 Uhr) wurden Semidiinnschnitte im oberen Bereich
der petaloiden Segmente angefertigt, Uber unterschiedlich lange Zeit in NADI-Reagenz unter Licht-
abschluss inkubiert und anschlieBend mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Zeiss, reprasentative
Aufnahmen in 100facher VergréRerung, Details digital doppelt vergroRert, Balken 20 um).

Ansicht der adaxialen Epidermis nach der Inkubation in NADI-Reagenz. A) 0 min; B) 5 min; C)
10 min; D) 40 min.

p, Pfeil — Plastiden, ovaler Rahmen — terpenpositive Struktur
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farblos erschienen (C). Insgesamt korrelierte die Intensitat der Blaufarbung jedoch mit der
Inkubationsdauer. Auflerdem flhrte die Inkubation in allen Fallen zur violetten,
terpenpositiven Farbung von Partikeln mit einem Durchmesser von <1 ym (besonders B
und C; ovaler Rahmen in Detailansicht).

In seneszenten Bliten (Stadium 7, Ernte 7.30 Uhr) waren nach der Inkubation mit NADI-
Reagenz unabhangig von der Inkubationsdauer kleine blaue Tropfchen sichtbar, die den
Zellen eine blaue Farbung verliehen (Abb. 32). Neben diesen waren violette, terpenposi-
tive Strukturen (ovaler Rahmen in den Detailansichten) erkennbar. Die GréRRe der beiden
gefarbten Zellbestandteile schwankte um 1 um. Sie waren vergleichbar mit den in den
Untersuchungen der Blitenstadien 3 und 5 aufgetretenen, kleinsten blauen und violetten
Klgelchen. Groliere violett- oder blaugefarbte Partikel traten vereinzelt in allen Schnitten

auf (s. Details).
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Abb. 32: Terpennachweis in nativen Semidiinnschnitten von Mirabilis jalapa Bliten des
Stadiums 7.

Von in Agarose eingebetteten Bliten (Ernte 7.30 Uhr) wurden Semidiinnschnitte im oberen Bereich
der petaloiden Segmente angefertigt, Gber unterschiedlich lange Zeit in NADI-Reagenz unter Licht-
abschluss inkubiert und anschliefend mikroskopisch untersucht (Axioplan Il, Zeiss, reprasentative
Aufnahmen in 100facher VergréRerung, Details digital doppelt vergroRert, Balken 20 pym).
Querschnitte nach der Inkubation in NADI-Reagenz. A) 5 min; B) 10 min; C) 40 min.

tr — Tracheen, ovaler Rahmen — terpenpositive Struktur

Durch den Einsatz der NADI-Farbung wurden in den Blluten von Mirabilis jalapa unabhan-
gig von ihrem Entwicklungsstadium Strukturen mit terpenpositiver Farbung nachgewiesen.
Mit den Untersuchungen der vegetativen Gewebe sollte ein ubiquitares Anfarben von

Terpenen in Mirabilis jalapa Uberprift werden.
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In ungefarbten Schnitten der Laubblatter waren keine auffallig gefarbten Regionen oder
Strukturen zu erkennen (Abb. 33A). Die Inkubation in NADI-Reagenz erzeugte violett-
gefarbte, terpenpositive Partikel von <1 ym GrofR3e, die mit zunehmender Inkubationsdauer
zahlreicher nachweisbar waren (Abb. 33B, in Detailansicht oval umrahmt). Sie traten nach

10mindtiger Inkubation sporadisch und nach 30minutiger Inkubation gehauft auf.

Abb. 33: NADI-Farbung in nativen Semidiinnschnitten von Laubblattern der Mirabilis jalapa.
Von in Agarose eingebetteten Blattern (Ernte 16 Uhr) wurden Semidiinnschnitte im mittleren Be-
reich der Blattspreite angefertigt, Gber unterschiedlich lange Zeit in NADI-Reagenz unter Lichtab-
schluss inkubiert und anschlieend mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Zeiss, A und B: repra-
sentative Aufnahmen in 100facher VergréfRerung, Details digital doppelt vergrofiert. Balken 20 um
C: 2,5 fache VergréRRerung, Detail digital doppelt vergréRert. Balken 1000 um).

Querschnitte nach der Inkubation in NADI-Reagenz. A) 0 min; B) 30 min; C) 20 min.

ab — abaxiale Epidermis, cp — Chloroplasten, ad — adaxiale Epidermis, Ib — Leitblndel, ovaler
Rahmen — terpenpositive Struktur

Die Partikel gruppierten sich scheinbar um die Chloroplasten, die ihrerseits frei von Ver-
anderungen waren. Die langere Inkubationszeit flihrte zusatzlich zu einer starken
Blaufarbung der gesamten Epidermiszellen (B). Dieser Effekt wurde in der Gesamtansicht
der Schnitte sehr deutlich, in der sowohl die adaxiale bzw. abaxiale Epidermis als auch die
Leitgewebe blau gefarbt waren (C).

Die Ergebnisse der Untersuchungen des Sprosses (Abb. 34) glichen denen der Laub-
blatter. In ungefarbten Schnitten waren keine auffallig gefarbten Organellen oder Zellen
erkennbar (A). Nach einstiindiger Inkubation in NADI-Reagenz waren deutliche Effekte
sichtbar (B). Auf der Oberflache jedes im Sprossmesophyll vorhandenen Chloroplasten
befanden sich mehrere violette Kiigelchen von <1 ym Durchmesser (ovaler Rahmen in der

Detailansicht), wohingegen andere keine Verbindung zu Organellen hatten. Ebenfalls
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gefarbt wurden die Epidermen und die Leitgewebe im Spross (Abb. 34C). Die Detailan-

sicht zeigt die blau gefarbten Zellen der Leitblindel im Sprosszentrum.
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Abb. 34: NADI-Farbung in nativen Semidiinnschnitten von Sprossen der Mirabilis jalapa.

Von in Agarose eingebetteten Sprossen (Ernte 16 Uhr) wurden Semidiinnschnitte angefertigt, tiber
unterschiedlich lange Zeit in NADI-Reagenz unter Lichtabschluss inkubiert und anschliefend
mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Zeiss, A und B: reprasentative Aufnahmen des Mesophylis in
100facher VergroRerung, Details digital doppelt vergrofert. Balken 20 um, C reprasentative Auf-
nahme in 2,5 facher Vergroflierung, Detail digital doppelt vergréRRert. Balken 1000 um).
Querschnitte nach der Inkubation in NADI-Reagenz. A) 0 min, B und C) 60 min.

cp — Chloroplasten, ph — Phloem, x — Xylem, ovaler Rahmen — terpenpositiv gefarbte Struktur

In den Bliten von Mirabilis jalapa wurden Kiigelchen violett angefarbt, die auf das Vor-
handensein von Terpenen hinwiesen. Da diese terpenpositiven Signale unabhangig vom
Blutenentwicklungsstadium vorkamen und ebenfalls in Blattern und im Spross zu finden
waren, sprachen sie nicht fir eine spezifische Terpenakkumulation in den petaloiden
Segmenten der Bliite (Abb. 35).

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu Post-Synthese-Prozessen des (E)-3-Ocimens in
Mirabilis jalapa zeigten, dass der Gehalt des Volatiles in den petaloiden Segmenten mit
dessen Emission aus diesen korreliert. Obwohl beide Parameter ein im Vergleich zur Ak-
tivitat des Enzyms verzdgertes Maximum haben, zeigte die Inkubation in NADI-Reagenz

keine Speicherung floralen (E)-B-Ocimens.
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Abb. 35: Terpenpositive Strukturen nach der Inkubation in NADI-Reagenz in floralen und
vegetativen Geweben der Mirabilis jalapa.

Reprasentative Details der Abb. 31-34 (200fache Vergrélerung).

Querschnitte nach 5minutiger Inkubation in NADI-Reagenz. A) Blite, Stadium 3 (Ernte 14.30
Uhr, Trichterstadium, vor VOC-Emission); B) Bliite, Ubergang Stadium 4 und 5 (Ernte 18 Uhr, voll-
standig geodffnete Blite, VOC-Emission); C) Blite, Stadium 6 (Ernte 7.30, Seneszenz, keine VOC-
Emission); D) Laubblatt; E) Spross.

ovaler Rahmen — terpenpositiv gefarbte Struktur

3.6.4. Nachweis und Quantifizierung von Stérke in Bliitengeweben von
Mirabilis jalapa

Zur Untersuchung des Zusammenhangs von Speicherstoffen und VOC-Produktion wurden
histologische und biochemische Verfahren angewendet. Bei mikroskopischen Unter-
suchungen von Semidinnschnitten der Bliten waren die opaken Strukturen der Plastiden
vor und wahrend der Anthese zu erkennen. Aus unterschiedlichen Studien war bekannt,
dass Blitenknospen Starke enthalten (van Doorn und van Meeteren 2003, Sood et al.
2006). Daher konnte es sich bei den in Mirabilis jalapa nachgewiesenen Plastiden um
Amyloplasten handeln. Die im Folgenden beschriebenen Methoden dienten dem mor-
phologischen Nachweis von Amyloplasten und der Quantifizierung der in den Bluten

enthaltenen Starke wahrend einer Blihperiode.

Starkenachweis durch Lugol’sche Losung
Mit Lugol’scher Lésung angefarbte Semidiinnschnitte wurden mikroskopisch ausgewertet.

Dabei galt eine blauviolette Farbung der Plastiden als Indikator fir Starke in den Orga-
nellen. Die Untersuchungen zeigten, dass angefarbte Strukturen nur bei in Lugol’scher
Lésung inkubierten Schnitten nachweisbar waren (Abb. 36A, C und E). In den ungefarbten
Schnitten waren die Plastiden opak (B, D und F). Demzufolge konnte die Vermutung
bestatigt werden, dass es sich bei diesen Organellen um Amyloplasten handelt. Aulerdem
war in allen Schnitten deutlich sichtbar, dass diese speziellen Plastiden meist mit
mehreren kleineren globularen Gebilden, den Starkekoérnern, gefillt waren.

Die Abbildung beinhaltet Schnitte einer vollstdndigen Bluh- und (E)-B-
Ocimenemissionsperiode. In den Proben der geschlossenen Knospe (Stadium 1) lagen die
Starkekorner in den grofden runden Amyloplasten kompakt zusammen (A und B). Im
Gewebe der beendeten Anthese (Stadium 5) waren die Amyloplasten ebenfalls vorhanden
(C und D), d.h. die einzelnen Starkekorner formten allerdings keine kompakte Einheit

mehr. Dieser Trend setzte sich in den seneszenten Bliten (Stadium 7) fort, in
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Abb. 36: Stiarkenachweis in fixierten Semidiinnschnitten der petaloiden Segmente der
Mirabilis jalapa.

Von den in Polyethylenglycol eingebetteten Segmenten (unterschiedliche Erntezeitpunkte) wurden
Semidlnnschnitte angefertigt, fir 10 min in 2,5%iger Lugol'scher Lésung bzw. Phosphatpuffer
inkubiert und anschlieBend mikroskopisch untersucht (Axioplan I, Zeiss, reprasentative Aufnahmen
in 63facher Vergroferung, Details digital doppelt vergrof3ert. Balken 50 pm).

Querschnitte A, C, E: Inkubation in Lugol’scher Losung. A) Ernte 12 Uhr, Stadium 1; C) Ernte
18 Uhr, Stadium 4; E) Ernte 8 Uhr, Stadium 7.

Querschnitte B, D, F: Inkubation in Phosphatpuffer. B) Ernte 12 Uhr, Stadium 1; D) Ernte 18
Uhr, Stadium 4; F) Ernte 8 Uhr, Stadium 7; Balken 20 pm.

ap — Amyloplasten
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denen selten mehrere Starkekorner zusammen liegend sichtbar waren (E und F). In der
Mehrheit bestanden diese Amyloplasten nur noch aus einzelnen kleinen Starkekdrnern.

Offensichtlich wurde die Starke im Verlauf der Anthese und Blite metabolisiert.

Quantifizierung des Starkegehaltes im Tagesgang

Die Abnahme des Starkegehaltes der petaloiden Segmente liel3 sich in unterschiedliche
Abschnitte einteilen (Abb. 37). Der erste Abschnitt umfasste den Zeitraum vor und der
einsetzenden Anthese (Stadium 1-2, A und B), in dem eine hohe Anzahl von dichten und
grollen Amyloplasten nachweisbar und das Blitengewebe kompakt aufgebaut war. Die
maximale Amyloplastenzahl wurde dabei im Stadium 1 (A) erreicht, in dem sie sich in den
Epidermis- und Mesophylizellen befanden. Ab dem Stadium 2 (B) wurde eine Konzentra-
tion der Amyloplasten in beiden Epidermen erkennbar. Im zweiten Abschnitt schritt die
Anthese fort (Stadien 3 und 4, C und D), was in den mikroskopischen Aufnahmen durch
eine geringere Anzahl der Amyloplasten und gréfiere Licken im Mesophyll gekennzeich-
net war. Die maximale Blutendffnung (Stadium 5, E und F) kennzeichnete den dritten Ab-
schnitt. In diesem Zeitraum waren weniger Amyloplasten nachweisbar, deren Anzahl und
Grofle dartber hinaus mit fortschreitender Blihperiode abnahm. Au3erdem war das Me-
sophyll in diesen Schnitten nahezu aufgeldst. Der letzte Abschnitt markierte das Ende der
(E)-B-Ocimenemission und die Seneszenz der Blite (Stadien 6 und 7, G-J). Dieser Zeit-
raum war durch das vereinzelte Auftreten kleiner Amyloplasten gekennzeichnet. Das un-
tersuchte Gewebe war durch die aufgeblahten Epidermiszellen sehr instabil.

Die quantitative Auswertung aller Aufnahmen zeigte (Abb. 38, schwarzer Graph), dass der
Starkegehalt im ersten Abschnitt (Stadien 1-3; 12—15 Uhr) mit rund 8% am hochsten war,
d.h. in diesem Zeitraum nahmen die Starkekdrner 8% der untersuchten Schnittfliche ein.
Der Starkegehalt war in dieser Phase signifikant héher als in den folgenden Abschnitten
der Anthese und (E)-p-Ocimenemission (ab Stadium 3, 16 Uhr). Diese waren von einem

kontinuierlichen Absinken des Starkegehaltes von 6 auf 0,5% charakterisiert.
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Abb. 37: Starkenachweis in fixierten Semidiinnschnitten der petaloiden Segmente der
Mirabilis jalapa im Verlauf Bliihperiode.

Von in Polyethylenglycol eingebetteten petaloiden Segmenten (unterschiedliche Erntezeitpunkte)
wurden Semidlnnschnitte angefertigt, fir 10 min in 2,5%iger Lugol'scher Lésung inkubiert und
anschlieBend mikroskopisch untersucht (Axioplan Il, Zeiss, reprasentative Aufnahmen in 63facher
Vergrofierung, Details nochmals doppelt vergroRert. Balken 50 um).

Erntezeitpunkte A) 12 Uhr; B) 14 Uhr; C) 15 Uhr; D) 16 Uhr; E 18 Uhr; F) 20 Uhr; G) 22 Uhr; H) 24
Uhr; 1) 2 Uhr; J) 8 Uhr.
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Mit einer weiteren Methode wurde der Starkegehalt der petaloiden Segmente durch die
Extraktion und photometrische Messung der Starke bestimmt (Abb. 38, roter Graph). Der
Starkegehalt des Gewebes lield sich in zwei Phasen einteilen, von denen die erste die
geschlossene bis rohrenférmig gedffnete Blite (Stadien 1-3; 12—16 Uhr) reprasentierte. In
diesem Zeitraum lag der nachweisbare Starkegehalt zwischen 0,5-0,7 mg/g FM. Wahrend
der vollstandigen Anthese (Stadium 4; 16-18 Uhr) sank der Starkegehalt der petaloiden
Segmente signifikant. Dieser Abschnitt markierte den Ubergang in die zweite Phase, die

die Stadien 5-7 umfasste. Darin sank der Starkegehalt stetig auf 0,1 mg/g FM.
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Abb. 38: Starkegehalt der Bliiten im Verlauf der Bliihperiode.

Schwarz: Mikroskopische Bestimmung. Von in Polyethylenglycol eingebetteten petaloiden
Segmenten (unterschiedliche Erntezeitpunkte) wurden Semidlinnschnitte in der oberen Region der
petaloiden Segmente angefertigt und nach Inkubation in 2,5%iger Lugol'scher Lésung (10 min)
mikroskopisch untersucht (Axioplan Il, Zeiss, 60-100fache VergréRerung). Mittels der Software
Datinf® Measure wurde der prozentuale Anteil der Flache der Amyloplasten an der Quer-
schnittsflache berechnet. n=2 mit je 20-40 MW+SD). (* signifikant nach Welch-Test; a= 0,001 Be-
zugsgrofe: 14 Uhr).

Rot: Bestimmung durch Extraktion. Pro Erntezeitpunkt wurde die in den petaloiden Segmenten
von 3 Bliiten enthaltene Starke mittels Ethanol-DMSO/HCI extrahiert. Aliquots der Extrakte wurden
im Verhaltnis 1:1 mit Lugol’scher Lésung vermischt und die Absorption bei 600 nm bestimmt. n=2
mit 8 MW+SD. (** signifikant nach Welch-Test; a= 0,001 bezogen auf den Maximalwert bei 14 Uhr:
0,7 £ 0,05 mg/g FM),

1 — lange Knospe, 2 — entspiralisierte Knospe, 3 — réhrenférmig gedffnete Blite, 4 — trichterférmig
geodffnete Bllte, 5 — vollstandig geoffnete Bllte, tellerférmig, 6 — Stigmafall, 7 — Seneszenz, gefal-
tete Bllte, grau hinterlegt — Dunkelphase

Durch das Anfarben der Schnitte sowie die Extraktion der Starke konnte gezeigt werden,
dass dieser Speicherstoff in den petaloiden Segmenten von Mirabilis jalapa eingelagert
wurde. Innerhalb der Blihperiode waren zwei Phasen des Starkegehaltes charakteristisch,
die sich jedoch in Abhangigkeit von der Quantifizierungsmethode unterschieden. Die
mikroskopische Bestimmung zeigte, dass der Gehalt in Knospen bzw. Blliten mit geringem

Offnungsgrad signifikant héher (Phase 1) als der in den vollstdndig geéffneten Bliiten
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(Phase 2) war. Die Ergebnisse der Extraktion zeigten abweichend davon, dass dieser

Phasenwechsel im Starkegehalt erst in den vollstandig gedffneten Bllten auftrat.
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4. Diskussion

4.1. Die (E)-B-Ocimensynthase aus Mirabilis jalapa hat typische
biochemische Eigenschaften einer Monoterpensynthase.

Durch die Untersuchungen zur in vitro- bzw. in vivo-Charakterisierung der (E)-B-OS wurde
die Grundlage flr die geplante Aufreinigung geschaffen. Die Enzymaktivitat konnte in den
petaloiden Segmenten vom Knospenstadium bis zur beginnenden Seneszenz in einer fir
den Enyzmtest hinreichend hohen Konzentration nachgewiesen werden. Dies kdénnte
einerseits fir eine hohe Stabilitt des Proteins, beispielsweise durch eine niedrige
Turnover-Rate, oder andererseits flir eine stetige Expression der (E)-B-OS sprechen.
Insbesondere im ersten Fall Iasst sich davon eine positive Eigenschaft fir die biochemi-
sche Isolation vermuten.

Die biochemischen Eigenschaften der bislang charakterisierten Monoterpensynthasen sind
weitgehend Ubereinstimmend. Jedoch wurde die Mehrzahl der Charakterisierungen an
gereinigten bzw. Uberexpremierten Enzymen vorgenommen, so dass die in dieser Arbeit
gezogenen Vergleiche vor diesem Hintergrund zu betrachten sind.

Die Mehrheit der Monoterpensynthasen wurde in 10-100 mM MOPS-, TRIS- bzw.
HEPES-Puffern (pH 6-8) getestet. Der fur die (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa eingesetzte
0,1 M Croteaupuffer (pH 6,9) wurde nur im Zusammenhang mit den Myrcen- und Ocimen-
synthasen haufiger genutzt und zeichnet sich durch eine spezifische Kombination stabili-
sierender bzw. antioxydativ wirkender Substanzen aus. In nahezu allen Assaypuffern
werden Glycerol (10%) zur Erhéhung der Temperaturstabilitat (Croteau et al. 1994) und
das Reduktionsmittel DTT (1-5 mM) als Oxydationsschutz, das z.B. essentiell fir die En-
zymstabilitdt der Linaloolsynthase aus Clarkia breweri ist (LIS, Pichersky et al. 1995),
eingesetzt. Daraus lasst sich eine Beeinflussung der Monoterpensynthase durch Redox-
Prozesse vermuten. Dariber hinaus enthalt der Croteaupuffer die Antioxydantien Ascor-
binsdure und Natriummetabisulfit. Als weitere Vorteile dieses Puffers sind seine vielseiti-
gen Nutzungsmdglichkeiten sowohl als Extraktions- als auch Assaypuffer sowie mobile
Phase bei Chromatographien zu nennen.

Die (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa bendtigte wie das Gros der charakterisierten Enzyme
zwischen 50 und 70 uM GPP fir ihre optimale Aktivitat. Fir die Funktion aller pflanzlichen
Monoterpensynthasen sind dartber hinaus divalente Metallionen essentiell. Chelatisie-
rungsexperimente belegten die reversible Inhibition dieser Enzyme in Rohextrakten oder
Puffern ohne Mg?*-lonen (Chen et al. 2004, Jia et al. 1999, Wise et al. 2002). Sowohl der
Konzentrationsbereich als auch das Optimum, in dem MgCIl, die spezifische Aktivitat der
(E)-B-OS aus Mirabilis jalapa unterstutzte, war wesentlich breiter als in den bekannten
Monoterpensynthasen aus Angiospermen (15-55 mM vs. 10-20 mM). AulRer der mdgli-

cherweise stabilisierenden Wirkung im Assay ist die biologische Relevanz dieses Phano-
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mens derzeit unklar, da die Vergleichswerte zu intrazellularen Mg?*-lonenkonzentration in
Chloroplasten  deutlich  geringer sind (3-5 mM). Fdar stromagebundene
Chloroplastenproteine wurde eine Toleranz gegeniiber Mg?*-lonen beschrieben, die im
Zusammenhang mit der lichtabhéngigen Steigerung des pH-Wertes und der Mg®'-
lonenkonzentration im Stroma gesehen wird (Taiz und Zeiger, 2008). Da sich florale
Plastiden von den im Knospenstadium in der Blite vorhandenen Chloroplasten ableiten,
ist ein erhdhtes Mg?*-Optimum der plastidar vorkommenden Monoterpensynthasen zu
erwarten.

Neben den Mg*- waren Mn*-lonen haufig genutzte Cofaktoren von Monoterpensyn-
thasen, die Ublicherweise in Konzentrationen zwischen 1-10 mM entweder einzeln oder in
Kombination mit MgCl, eingesetzt wurden. Fir die (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa konnte
der Einfluss des MnCl, nur in Kombination mit dem zur Extraktion genutzten und 5 mM
MgCl, enthaltenen Croteaupuffer untersucht werden. Die Enzymaktivitat nahm bereits bei
vergleichsweise geringen MnCl,-Konzentrationen ab. Eine durch die verschiedenen
Cofaktoren hervorgerufene Veranderung des Produktspekirums wie bei der Pinensynthase
aus Salvia officinalis oder der Myrcensynthase aus Picea abies wurde nicht beobachtet
(Gambliel und Croteau 1982, Fischbach et al. 2000).

Die fur Myrcen- bzw. Ocimensynthase-Assays typische Inkubationstemperatur lag mit 30—
40 °C im Rahmen der fur Monoterpensynthaseassays angegebenen Werte. Fir die
Aktivitatstests der (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa wurde jedoch aus rein praktischen Erwa-
gungen mit 30°C eine leicht suboptimale Inkubationstemperatur genutzt. Der Vergleich mit
Literaturwerten war aufgrund oft fehlender Charakterisierung hinsichtlich des
Temperaturoptimums schwer. Die (E)-B-OS war bei niedrigen (4°C) bzw. hohen (60 °C,
Einzelversuch, nicht gezeigt) Temperaturen aktiv. Die Stabilitdt gegenuber hohen
Temperaturen war vor dem Hintergrund der in den Assays genutzten
Inkubationstemperatur nicht Uberraschend. Allerdings wurde die Aktivitat bei
vergleichbaren Temperaturen bisher nur fir die bis 50 bzw. 55°C aktive LIS aus Nicotiana
alata bzw. Myrcensynthase aus Quercus ilex beschrieben (Ganz 2005, Fischbach et al.
2001). Monoterpensynthasen, die bei einer Inkubationstemperatur von 4°C Monoterpene
synthetisieren, sind bislang unbekannt. Wahrend die biologische Funktion der Aktivitat bei
hohen Temperaturen hinsichtlich der natirlichen Verbreitungsgebiete der Pflanzen
plausibel erscheint, bleibt sie fiir die niedrigen Temperaturen unklar.

Aussagen Uber die Stabilitat von Monoterpensynthasen gegeniber verschiedenen Lage-
rungsbedingungen wurden bislang selten getroffen. Die (E)-B-OS war daher neben der
aus dem Rohextrakt isolierten Geraniolsynthase (GES) aus Ocimum basilicum, die einzige
Monoterpensynthase, deren spezifische Aktivitdt nach dem Einfrieren und Auftauen
erhalten blieb (lijima et al. 2004). Zu den Enzymen mit hoher Temperaturstabilitdt gehoren

weiterhin die aus dem Rohextrakt angereinigte Limonensynthase aus Mentha x piperita
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(Rajaonarivony et al. 1992), deren Aktivitat nach einwochiger Lagerung bei 4°C im Assay-
puffer vollstandig blieb. Die Aktivitat der Uberexpremierten 1,8-Cineolsynthase (CIN,
Roeder et al. 2007) aus Nicotiana suaveolens blieb nach deren vier- bzw. zweistundiger
Lagerung auf Eis bzw. bei Raumtemperatur zu 80% erhalten.

Monoterpensynthasen werden abhangig von ihrem Produktspektrum in single- oder multi
product-Enzyme eingeteilt, wobei die Ubergange zwischen beiden Kategorien flieRend
sind. Enzyme, deren Hauptprodukt 90% ihres Spektrums ausmachen, wurden wiederholt
als single product-Enzyme beschrieben (u.a. Dudareva 2003). Nach dieser Bewertung
gehort jeweils die Halfte aller Monoterpensynthasen zu einer Kategorie. Wahrend das
Produktspektrum von Myrcensynthasen oft mehrere Monoterpene in hohen Anteilen um-
fasst (Bohlmann et al. 2000, Fischbach et al. 2000, Hosoi et al. 2004), zeigte die (E)-p-OS
aus Mirabilis jalapa das fir die bislang isolierten (E)-B-Ocimensynthasen typische single
product-Profil (Faldt et al. 2003, Dudareva et al. 2003, Arimura et al. 2004 und 2008,
Shimada et al. 2005, Navia-Giné et al. 2009a). Das im Emissionsspektrum der Bliten in
Spuren nachgewiesene Myrcen wurde in den Assays mit Rohextrakten selten detektiert
und fehlte in den angereinigten Fraktionen vollstandig. Dies konnte ein Indiz fiir eine spe-
zifische Myrcensynthase im Rohextrakt sein, die bei der Anreinigung abgetrennt wurde. Da
Ocimen- und Myrcensynthasen aus einem Organismus aufgrund ihrer hohen Sequenz-
ahnlichkeit gleichartige Proteineigenschaften haben sollten, war die Abtrennung eines
Enzyms wahrend der Aufreinigung allerdings unwahrscheinlich. Die geringen Myrcen-
mengen im Emissionsspektrum wiesen auf eine andere Erklarung hin. Da die
stereochemischen Bedingungen bei der Synthese des Ocimens und seines Isomeres
Myrcen gleich sind, kdnnte das Myrcen als Nebenprodukt der (E)-B-OS gelten, das nur
unter den im Rohextrakt bzw. in vivo herrschenden Bedingungen synthetisiert wurde
(Croteau und Satterwhite, 1989).

Die mit der GroRRenausschluss-Chromatographie ermittelte Molekularmasse der (E)-B-OS
sollte als Richtwert betrachtet werden, da die Saule nur einmalig kalibriert werden konnte.
In Verbindung mit den Ergebnissen der SDS-PAGE, in denen eine distinkte Bande in allen
Fraktionen mit hoch angereicherter (E)-B-OS bei rund 75 kDa nachweisbar war, entsprach
ihre Grole der bislang beschriebenen Monoterpensynthasen von 50-75 kDa. Der nicht
abschlielRend gefiihrte Nachweis der (E)-B-OS in den Banden der SDS-PAGE schloss
eine konkretere GroRenbestimmung aus. Das flr die y-Terpinensynthase aus Thymus
vulgaris, die GES aus Ocimum basilicum oder die Bornyldiphosphatsynthase aus Salvia
officinalis beschriebene Auftreten von Dimeren wurde durch die Ergebnisse der GA und
SDS-PAGE fiur das Zielenzym aus Mirabilis jalapa ausgeschlossen (Alonso et al. 1991,
lijima et al. 2004, Wise et al. 1998).

Unter Bericksichtigung aller Ergebnisse zeigte die (E)-3-OS aus Mirabilis jalapa im Roh-

extrakt die charakteristischen biochemischen Merkmale der Monoterpensynthasen.
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Herausragend waren ihre Aktivitdt Uber einen breiten Temperaturbereich, ihre Stabilitat

gegenuber mehreren Einfrier-Auftau-Zyklen sowie das héhere MgCl,-Optimum.

4.2. Aus dem Rohextrakt von Mirabilis jalapa konnte eine
Monoterpensynthase angereinigt und mittels
Massenspektrometrie analysiert werden.

Vorangegangene molekularbiologische Untersuchungen fiihrten nicht zur Isolation der (E)-
B-OS aus Mirabilis jalapa (Grofle 2002). AulRerdem wurden bislang keine Monoter-
pensynthasen aus mit Mirabilis jalapa eng verwandten Pflanzen, z.B. den Caryophyila-
ceae, isoliert bzw. publiziert. Dies ware jedoch die Voraussetzung flr die Anwendung
homologiebasierter Techniken der Genisolation. Daher wurde der klassische Weg Uber die
Reinigung des Proteins und die Bestimmung seiner Aminosauresequenz zur Isolation der
DNA-Sequenz gewahlt, obwohl mit zunehmender Verbesserung der mole-
kularbiologischen Techniken in den letzten Jahren weniger Monoterpensynthasen auf
diesem Wege direkt aus Geweben isoliert wurden. Insbesondere blitenspezifische En-
zyme waren in diesem Zusammenhang unterreprasentiert. Die (E)-B-OS aus Mirabilis
jalapa ist neben der LIS aus Clarkia breweri (Pichersky et al. 1995) und der Neroli-
dol/Linaloolsynthase aus A. majus (Nagegowda et al. 2008) eines von bislang auf diese

Art isolierten drei blitenspezifischen Enzymen.

: Spezifische
Enzym Spezies . Autor
Aktivitat
(E)-B-Ocimensynthase Mirabilis jalapa 20 fkat/mg Grolde 2010
Limonensynthase Mentha x piperita 8 ukat/mg Alonso et al. 1992
Geraniolsynthase Ocimum basilicum | 160 pkat/mg lijima et al. 2004
Linaloolsynthase Clarkia breweri 15 pkat/mg Pichersky et al. 1995

Tab. 13: Spezifische Aktivitat ausgewahlter Monoterpensynthasen im Rohextrakt

Die Tab. 13 zeigt die im Vergleich mit den wenigen verfligbaren Literaturwerten geringe
spezifische Aktivitat der (E)-B-OS im Rohextrakt (ca. 20 fkat/mg).

Die in den einzelnen Chargen des Rohextraktes nachgewiesene spezifische Aktivitat der
(E)-B-OS unterlag teilweise deutlichen Schwankungen. Dies ist einerseits durch die Ver-
wendung von biologischem Material und den damit verbundenen Unterschieden im En-
zymgehalt erklarbar, die offensichtlich nicht durch das Einbeziehen mehrerer Individuen in
die Probennahme ausgeglichen werden konnten. Andererseits konnen minimale
Abweichungen im Extraktionsprotokoll zur unterschiedlichen Enzymaktivitat im Rohextrakt
fuhren, indem z.B. fir die Stabilitat des Enzyms kritische Proteinkonzentrationen Uber-

oder unterschritten wurden.
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Einige charakteristische Eigenschaften der (E)-3-OS erforderten die Anpassung der klas-
sischen Abfolge der Reinigungsschritte. Die haufig an erster Stelle stehende Fallung mit
Ammoniumsulfat zur Konzentration des Zielproteins konnte nicht angewandt werden, da
das Enzym dabei irreversibel deaktiviert wurde. Ein derartig negativer Effekt des Salzes
auf Monoterpensynthasen wurde bislang nicht publiziert, es wurde im Gegenteil zur Auf-
reinigung einiger Enzyme eingesetzt (Croteau und Karp 1977, Alonso und Croteau 1991,
Alonso et al. 1992, Croteau et al. 1994). Die alternative Fallung mit PEG 5000 flhrte zu
einer nur ungenugenden Anreicherung (Einzelversuch, Daten nicht gezeigt).

Der klassischen Aufreinigung folgend, wirden dann im zweiten Schritt Chromatographien
an lonenaustauschern durchgeflihrt. Dabei werden die hohen Bindungskapazitaten der
Matrices und die selektive Elution von unterschiedlich geladenen Proteinen Uber Ande-
rungen der lonenstarke und/oder des pH-Wertes verbunden. Die Verwendung unter-
schiedlicher Matrices wurde durch die einzusetzenden Puffer stark eingeschrankt. Wie im
Hinblick auf die pH-Optima der Monoterpensynthasen zu erwarten war, wurde die (E)-B-
OS unter den Bedingungen des Kationenaustauschers (pH 5,5) irreversibel inaktiviert. Die
Anionenaustauschchromatographie konnte ebenfalls nicht zur Anreinigung genutzt
werden, obwohl das Enzym an die Matrix gebunden und eluiert werden konnte. Es kam
jedoch zu keiner Anreicherung in der entsprechenden Fraktion. Dieses Phadnomen kénnte
einerseits mit einer unvollstandigen Elution des Zielproteins oder, aufgrund der hohen
Proteinkonzentration der betreffenden Fraktion wahrscheinlicher, der Coelution desselben
mit einer hohen Zahl von Fremdproteinen erklart werden. Die fur die Bindung der (E)-B-OS
an die Matrix notwendige geringere lonenstarke des TRIS-Puffers hatte dartber hinaus
einen negativen Einfluss auf die Stabilitdt des Enzyms (Daten nicht gezeigt). Andererseits
kénnte der konformationsstabilisierende Einfluss des DTTs durch die Chromatographie
verloren gegangen sein, was trotz der nachfolgenden Umpufferung in Croteaupuffer zu
einer irreversiblen Inaktivierung und damit zu einem fehlenden Nachweis im Assay gefihrt
haben koénnte. Ebenso denkbar ware die Abtrennung bisher unbekannter stabilisierend
wirkender Molekile.

Die Proteinaufreinigung wirde anschlielend durch die GréRenausschluss-
Chromatographie (GA) im dritten Schritt beendet. Dabei liegen die durch die ersten
Schritte stark vorgereinigten Proteinfraktionen in kleinen Volumina vor und die
Molekularmassen der unterschiedlichen Proteine unterscheiden sich im Idealfall stark. Fur
diese Methode konnten bei der Trennung von Rohextrakt recht hohe Anreicherungen (6—
8fach) der (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa erzielt werden.

Zu den seltener genutzten Trennungsmethoden (s. Tab. 14) zahlt die Chromatographie an
Hydroxyapatit (HA), die sich bei der Aufreinigung einiger Monoterpensynthasen entweder
als gute oder ungeeignete Methode erwiesen hatte (Croteau und Karp 1977, Alonso und
Croteau 1991, Pichersky et al. 1995, Crowell et al. 2002). Trotz der problematischen
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Handhabung der instabilen Matrix und des in hohen lonenstarken kristallbildenden Lauf-
puffers konnten durch diese Trennungsmethode hohe Anreicherungen der (E)-B-OS erzielt
werden. Allerdings wurde das Enzym nicht in einer, sondern in mehreren Stufen des
Gradienten eluiert. Der extrem geringe Proteingehalt der Fraktionen mit héchster (E)-B-
OS-Aktivitat 1asst vermuten, dass das Zielprotein bereits hoch aufgereinigt vorlag. Dies
konnte aufgrund der Verwendung des gesamten Proteins flr den notwendigen Enyzmtest
nicht im SDS-Gel Uberprift werden. Ein ,Up-Scaling“ der Auftrennung von Rohextrakt an
HA war wegen der begrenzten Bindekapazitat der Matrix und der daraus resultierenden
notwendigen VolumenvergrélRerung, die zu einer Verschlechterung der Laufeigenschaften
fuhrte, nicht moglich. AuRerdem war die Matrix nach einem Chromatographielauf
unbrauchbar, so dass die stets neu herzustellenden Saulen jeweils individuelle
Trennungsergebnisse lieferten. Aus diesen Griinden war eine Kombination der hochauf-
gereinigten Fraktionen mehrerer Trennungen fir anschlieBende Analyseschritte nicht
aussichtsreich.

Weitere, bei der Aufreinigung von Monoterpensynthasen Erfolg versprechende, Chroma-
tographiemethoden wie z.B. die HIC (hydrophobic interaction chromatography) isoelekiri-
sche Fokussierung oder die dye ligand chromatography konnten aufgrund der negativen
Einflisse von Ammoniumsulfat, geringen lonenstarken u.a. die Stabilitat des Enzyms nicht

sicherstellen.

Eine weit verbreitete Anreinigungsstrategie von Monoterpensynthasen st die
lonenaustauschchromatographie, GA und HIC bzw. HA in unterschiedlichen
Kombinationen (Tab. 14). Die fur (E)-B-OS genutzte alternative Strategie von mehreren
GA und der anschlieBenden HA-Chromatographie, gefolgt von der Auftrennung im SDS-
Gel, resultierte zunachst aus der guten Anreicherung ohne Pufferwechsel durch die GA im
ersten Schritt. Da in den einzelnen Fraktionen eines Laufes erhebliche Unterschiede im
Anreicherungsgrad bestanden, sollten sie anschlieRend getrennt weiterbehandelt werden.
Dies war wegen der geringen Proteingehalte der Fraktionen nicht méglich. Daher wurden
mehrere Aliquots des Rohextraktes durch GA getrennt, die Fraktionen mit dem relativen
héchsten bzw. zweithéchsten Anreicherungsgrad der (E)-B-OS gepoolt und anschlielsend
mit der HA-Chromatographie weiter aufgetrennt. Die Untersuchungen zeigten, dass sich
die spezifische Aktivitdt beider Pools nach der GA nicht stark voneinander unterschied.
Begrindet war dies in der teilweise erheblich verschiedenen Anreicherung der einzelnen
Fraktionen in den verschiedenen GA-Laufen (Pilotversuch: Pool 1 Vereinigung von
Fraktionen mit vier- bis sechsfacher Anreicherung; Pool 2 Vereinigung von Fraktionen mit
zwei- bis funffacher Anreicherung). Das unterschiedliche Elutionsverhalten der beiden
Pools an der HA-Matrix zeigte aber deren unterschiedliche Proteinzusammensetzung und

rechtfertigte letztlich die gewahlte Vorgehensweise. Alternativ ware die Vereinigung der
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GA-Fraktionen nach ihrem absoluten Anreicherungsgrad denkbar gewesen. Die zu
erwartende Anreicherungssteigerung hatte allerdings in keinem vertretbaren Verhaltnis
zum Arbeitsaufwand durch die notwendige Vielzahl von GA-Laufen gestanden. Gegen die
Chromatographie an HA als erstem Schritt sprach das dafir nétige ,Up-Scaling® der
Trennung sowie die zeitaufwandige Umpufferung der Proben vor und nach der
Auftrennung. Somit konnte diese Trennung nur fir die bereits vorgereinigten GA-

Fraktionen verwendet werden.

Enzym Spezies Gewebe Reinigungsschritte | Anreicherung | Autor
(E)-B- L .
Ocimen- M/rabllls Petaloide GA-HA 190-400 fach GrolRe
Jjalapa Segmente 2010
synthase
Geraniol- | Ocimum Drisenzellen 38fach lijima et
synthase | basilicum der Trichome AT A, ATB, GA al. 2004
v- Alonso
Terpinen- Thqus Blatt DL, IF, AT B, HIC, 500fach und
svnthase vulgaris GA Croteau
y 1991
. . Alonso
Limonen- I\/{entlja X Trichomzell- DL, AT B, HIC 400fach of al.
synthase | piperita Cluster 1992

Tab. 14: Beispiele fiir die biochemische Aufreinigung von Monoterpensynthasen.

AT A — Anionenaustauscher Whatman DE-53, AT B — Anionenaustauscher MonoQ, GA — Grofen-
ausschluss-Chromatographie, DL — dye ligand chromatography, /F — isoelektrische Fokussierung,
HIC - hydrophobic interaction chromatography

Die abschlieBende Elektrophorese der HA-Fraktionen zeigte einerseits deren geringen
Proteingehalt, der die flr die nachfolgende Sequenzierung optimal geeignete 2D-SDS-
PAGE unmdglich machte und fir eine deutliche Reinigungswirkung der Chromatographie
spricht. Andererseits konnte die (E)-B-OS nach eindimensionaler SDS-PAGE trotz ver-
gleichbarer Anreicherung mit anderen Monoterpensynthasen nicht zur Homogenitat auf-
gereinigt werden (Tab. 14). So genlgte beispielsweise eine 38fache Anreicherung der
GES aus Ocimum basilicum zum Nachweis des Enzyms als nahezu einzige Bande im
SDS-Gel (lijima et al. 2004). Ein Grund fir diese hohe Reinheit war die Extraktion des
Enzyms aus Drisengewebe, in dem es in hoher Konzentration vorlag. Fir die Anreinigung
der (E)-B-OS ware aus diesem Grund die vorangehende lIsolation der Plastiden eine
Option gewesen, da z.B. die Nerolidol/Linaloolsynthase aus Antirrhinum majus exklusiv in
den floralen Leukoplasten vorkommt und diese Organellen u.a. als Ort der
Monoterpensynthese in Citrus-Spezies beschrieben wurden (Nagegowda et al. 2008,
Pauly et al. 1986). Ein Isolationsversuch von Plastiden der Mirabilis jalapa-Bliiten zeigte
jedoch, dass einerseits die Ausbeute sehr gering und damit die Verfligbarkeit von

ausreichend Ausgangsmaterial limitierend war. Darlber hinaus war der notwendige
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Aufschluss der Plastidenmembranen mit der Beeintrachtigung der Enzymfunktion

verbunden (Einzelversuch, Daten nicht gezeigt).

Die erzielte Anreicherung war im Pilotversuch (ca. 400fache Anreicherung) am héchsten
und in den anderen Trennungsgangen deutlich geringer. Dies kann nur ungenigend mit
der Verwendung unterschiedlicher Rohextrakte und damit verbundenen verschiedenen
Wechselwirkungen von Proteinen erklart werden. Im Pilotversuch wurde insgesamt eine
geringere Proteinmenge flr die Chromatographie eingesetzt, was eventuell flir eine bes-
sere Auflésung der nachfolgenden Trennung an HA sorgte. Die fiir jede Chromatographie
an HA notwendige Erneuerung der Saule, sowie das Alter der flr alle Versuche genutzten

GA-Saule kénnte ebenfalls einen negativen Effekt gehabt haben.

In den SDS-Gelen der Fraktionen mit hohem Anreicherungsgrad der (E)-B-OS war stets
eine Bande bei ca. 75 kDa vorhanden, die zur Sequenzierung herangezogen werden
sollte. Eine optimale Analyse hatte jedoch die Untersuchung des gesamten MW-Bereiches
der Monoterpensynthasen umfasst. Dies war wegen der eingeschrankten Analyse-
kapazitat nicht méglich, so dass 4 Banden selektiert wurden. Die Ergebnisse der mas-
senspektrometrischen Analyse der Proteinbanden zeigten erstens, dass im analysierten
Molekularmassenbereich mindestens eine Monoterpensynthase vorhanden war. Jedoch
waren im ersten Abgleich mit der SwissProt-Datenbank in allen Banden vorwiegend Hit-
zeschockproteine nachweisbar. Dies ist einerseits in deren Eigenschaft als proteinprotek-
tive Substanzen begriindet. Hitzeschockproteine kénnen daher im Aufreinigungsprozess
schwer von anderen Proteinen zu trennende Komplexe bilden. AufRerdem war eine
Detektion von Monoterpensynthasen mit dieser Datenbank unwahrscheinlich, da
ausschlief3lich Proteine mit nachgewiesener biologischer Funktion in ihr annotiert sind. Fur
die Mehrzahl der bekannten Monoterpensynthasen ist dies nicht der Fall. Diese
Enzymsequenzen konnten daher nur in einem zweiten Abgleich, der nur die mit SwissProt
nicht identifizierbaren Precursormassen umfasste, gegen die selbst erstellte
Monoterpensynthasen-Datenbank mit in die Suche einbezogen werden. In dieser waren in
der Trembl-Datenbank verzeichnete Enzyme vertreten, die bekannte Proteine/Transkripte
darstellen, deren Annotation nicht verifiziert wurde.

Zweitens waren mit wenigen Ausnahmen alle detektierten Peptide aus Mirabilis jalapa in
einer Aminosaure abweichend. Dieses Resultat bestatigte ein allgemeingiiltiges Charakte-
ristikum der Monoterpensynthasen, dass zwischen Enzymen mit gleichem Produkt-
spektrum aus verschiedenen Spezies starke Sequenzunterschiede bestehen (Kampranis
et al. 2007). Die Unterschiede nehmen bei geringer werdendem Verwandtschaftsgrad der
Spezies zu. So waren beispielsweise die Sequenzen der aus der Ordnung der Fabales

(Lotus japonicus, Phaseolus lunatus und Medicago trunculata) isolierten Ocimensynthasen
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zu rund 70% zueinander ahnlich, aber zur systematisch weiter entfernt stehenden
Ordnung der Lamiales (Antirrhinum majus) nur zu 27%. Aus der in der Systematik isoliert
stehenden Ordnung Caryophyllales, der die Nyctaginaceae derzeit zugeordnet werden,
wurden bisher keine Terpensynthasen isoliert. Daher sollten die erhaltenen Sequenzen zur
Ableitung von spezifischen Primern flr Mirabilis jalapa genutzt werden.

In den Banden 1 und 4 war dasselbe Protein enthalten. Die dort identifizierten
Monoterpensynthase-Peptide in Kombination mit der mit dem Anreicherungsgrad
korrelierenden Bandenintensitat deuten auf die (E)-p-OS in diesen Banden hin.

Aufgrund der geringen identifizierten Peptidanzahl in Bande 3 blieb unklar, ob die Banden
2 und 3 ein oder zwei Proteine reprasentieren. Insbesondere zwischen beiden Banden
koénnte ein Bereich mit suboptimaler Proteinauftrennung existiert haben, was zum Nach-
weis von Peptiden in Bande 3 geflihrt haben konnte, die letztlich der Bande 2 zuzuordnen
waren. Aufgrund ihrer Peptidzusammensetzung kénnte diese Bande ebenfalls eine Mono-
terpensynthase darstellen. Da in den Assays nur (E)-p-Ocimen detektiert wurde, sollte die
(E)-B-OS allerdings die einzige im floralen Rohextrakt vorhandene Monoterpensynthase
sein. Obwohl eine exakte Zuordnung einer Bande zur (E)-$-OS nicht méglich war, kann
die Bande 2 aufgrund ihrer geringen Intensitat in der Spur mit dem hdchsten Anreiche-
rungsgrad als Kandidatin ausgeschlossen werden. Die Expression von Di- bzw. Sesqui-
terpensynthasen in Mirabilis jalapa-Bliten zum untersuchten Erntezeitpunkt war vor dem
Hintergrund ihrer Bedeutung fur den primaren Stoffwechsel zu erwarten. In der Tat weisen
diese Enzyme Sequenzahnlichkeiten mit Monoterpensynthasen auf, die auf Peptidebene
zur Detektion in der monoterpensynthasespezifischen Datenbank gefiihrt haben kénnten.
Die Substrate GGPP und FPP wurden in den Assays mit Rohextrakten jedoch nicht zu
detektierbaren Produkten umgesetzt (Einzelversuche, nicht gezeigt). Wegen begrenzter
Verfugbarkeit wurden die Anreinigungsfraktionen nicht mit den alternativen Substraten
getestet. Die Existenz einer Di- oder Sesquiterpensynthase in Bande 2 bleibt daher

ungeklart.

4.3. Die (E)-B-Ocimensynthase aus Mirabilis jalapa konnte mit RT-PCR
nicht isoliert werden.

Mit den von den Peptiden einer Terpensynthase aus Mirabilis jalapa abgeleiteten Primern
wurden keine terpensynthasedhnlichen Sequenzen isoliert. Die Grinde fur dieses Ergeb-
nis sind weniger in der klassischen Anreinigung und Proteinsequenzierung, die ebenfalls in
aktuellen Untersuchungen zur Identifikation von Monoterpensynthasen eingesetzt wurden
(Nagegowda et al. 2008), sondern in der molekularbiologischen Analyse zu suchen.

Da die RNA-Qualitat entscheidenden Einfluss auf den Erfolg der Amplifikation haben kann,
wurde die Eignung der auf der Verwendung von CTAB, GTC oder SDS basierenden
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verschiedenen Methoden der RNA-Isolation untersucht (Andrew Hudson, Cheng und
Seeman 1998, Chang et al. 1993, Daten nicht gezeigt). Dabei wurde deutlich, dass nur die
in der vorliegenden Arbeit angewendete kombinierte GTC-CTAB-Methode von Camacho-
Villasana (2002) fiur die optimale Amplifikation von Fragmenten mittels RT-PCR bei
Mirabilis jalapa einsetzbar war.

Eine zu geringe mRNA- bzw. cDNA-Konzentration gilt als haufiger Grund fur das Scheitern
von RT-PCRs. Dieses Problem sollte durch Reverse Translation mit Oligo(dT)-Primern
umgangen werden und flhrte dennoch zu keiner Amplifikation der (E)-B-OS. Eine Erh6-
hung der eingesetzten Gesamt-RNA-Menge kénnte dieses Problem in weiteren Experi-
menten l6sen. Da die Isolation von mRNA aus Kapazitatsgriinden nicht durchgefihrt wer-
den konnte, sollte sie ebenfalls fiir zukiinftige Untersuchungen in Betracht gezogen wer-
den. Weiterhin kdnnen Sekundarstrukturen der mRNA zur Behinderung der Reversen
Transkription fihren (Wang et al. 2001). Der fur Mirabilis jalapa angegebene GC-Gehalt
lag mit 43% im Rahmen des fir Pflanzen allgemein beschriebenen (vgl.

www.kazusa.or.jp). Dies schliel3t das Auftreten von Sekundarstrukturen der (E)-B-OS-

mMmRNA jedoch nicht aus, so dass die Amplifikation trotz der Verwendung von
unterschiedlichen Enzymen mit hohen Reaktionstemperaturen nicht erfolgreich war.

Andererseits konnte die mMRNA im Erntezeitraum von 14 bis 18 Uhr nicht oder in zu gerin-
ger Konzentration expremiert worden sein, da in diesem Zeitfenster bereits aktives Enzym
im in vitro-Assay mit Rohextrakt nachgewiesen wurde. Die wenigen publizierten in vivo
Expressions- und Emissionsdaten von nicht herbivorinduzierten Monoterpensynthasen
rechtfertigten dennoch diese Eingrenzung des Untersuchungszeitraumes. Es wurde ge-
zeigt, dass die mRNA vom Knospenstadium bzw. der eben gedffneten Blute bis weit in die
BlUh- und Emissionsperiode hinein nachgewiesen werden konnte, d.h. mRNA und Enzym
coexistierten parallel (LIS aus Nicotiana alata und C. breweri, Ocimensynthase Antirrhinum
majus, CIN aus Nicotiana suaveolens; Ganz 2005, Pichersky et al. 1995, Dudareva et al.
2003, Roeder et al. 2007). Dariber hinaus war vor dem Hintergrund des auf 12 Stunden
komprimierten Aktivitdtsfensters des Enzyms bzw. des Emissionszeitraumes des (E)-p-
Ocimens in Mirabilis jalapa die Expression im Bereich des gewahlten Erntezeitraumes zu
erwarten. Allerdings kann eine exklusive Expression in den jingeren Knospenstadien nicht
ausgeschlossen werden. Zur Abklarung dieser Frage sollten sich weiterfiihrende

molekularbiologische Untersuchungen dennoch mit diesen Geweben beschaftigen.

Die Analysen des Fragmentes FS-35 zeigten, dass diese terpensynthaseahnliche Se-
quenz neben den Petiolen (Blattstielen) auch in Blaten im Verlauf der Anthese expremiert
wurde. Die Verlangerung der Sequenz aus Bliten war nicht mdglich, da mit den cDNA-
basierten Methoden keine Amplifikation gelang. Dieses Ergebnis stand eventuell mit der

eingangs vermuteten geringen mRNA-Konzentration in Verbindung. Daruber hinaus ist der
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Abbruch der Transkription durch Sekundarstrukturen oder Stoppcodons denkbar. Diese
Vermutung wurde durch die PCR auf genomischer DNA gestutzt. Dabei wurden zwar
Hinweise auf ein Intron im FS-35-Fragment gefunden, aber keine Verlangerung der
bekannten Sequenz erzielt.

Die fehlende Verlangerung des Fragmentes FS-35 kdnnte theoretisch auch durch die
Unvollstandigkeit der mRNA bedingt sein. FS-35 koénnte daher das Produkt eines
(Monoterpensynthase-)Pseudogens sein, dessen Sequenz sich zu stark von der seines
Originals unterscheidet, um dieses mit den spezifischen Primern zu amplifizieren
(Thibaud-Nissen et al. 2009). Pseudogene wurden oft mit der Regulation der Expression
ihrer Originale oder anderer Gene in Verbindung gebracht (Hirotsune et al. 2003). Dieser
Zusammenhang ist interessant, da FS-35 als in der Expression hochreguliert beschrieben
und auch in Blattern nur der C-terminale Sequenzabschnitt als cDNA detektiert wurde
(Meir et al. 2006, Xu et al. 2007). Daruber hinaus wurde die Existenz von Pseudogenen
von Terpensynthasen in Arabidopsis thaliana, Magnolia spec. und Vitis spec. bestatigt
(Aubourg et al. 2002, Lee und Chappell 2008, Adam-Blondon 2007).

Wegen der fehlenden Verlangerung konnte nicht geklart werden, ob es sich bei dem Frag-
ment FS-35 um einen Teil der (E)-B-OS aus Bluten handelt. Einerseits waren die identifi-
zierten Peptide des angereinigten Enzyms nicht Bestandteil der Fragmentsequenz. Ande-
rerseits ist FS-35 ein viel versprechender Kandidat fir die florale (E)-B-OS aus Mirabilis
jalapa, da in der BLASTsearch-Analyse Ahnlichkeiten zu den in den Banden 1-4
identifizierten Enzymen GES (Ocimum basilicum) und Myrcensynthase (Antirrhinum
majus) und anderen, teilweise erst nach Abschluss der Versuche publizierten, Monoter-
pensynthasen gefunden wurden. Bei einer phylogenetischen Analyse (Abb. 39) dieser
ahnlichen Sequenzen zeigte sich die isolierte Stellung von FS-35, die auf Grund der
ebenfalls separaten systematischen Einordnung von Mirabilis jalapa zu erwarten war.
Obwohl der Sequenzvergleich ausschlielllich auf C-terminalen Sequenzabschnitten be-
ruht, kann daraus abgeleitet werden, dass eine homologiebasierte Genisolation nicht viel-

versprechend ist.
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Ocimum basilicum LIS
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Mirabilis jalapa MTS-like

Medicago truncatula TPS 2

Abb. 39: Phylogenetische Beziehung der FS-35 zu Monoterpensynthasen.

Verglichen wurden nach BLASTsearch ahnlichste Sequenzen zu FS-35. Ungewurzelter Parasi-
mony-Baum (Konsensus aus 4 berechneten Baumen, Ahnlichkeiten <50% unberiicksichtigt) basie-
rend auf Ahnlichkeiten der Aminosauresequenz. Zur Erstellung wurde PAUP (Version 4.0b10) und
zur Visualisierung TreeView genutzt. Gaps im Alignment (ClustalW) wurden vor der Analyse ent-
fernt. Verwendete Pflanzenspezies und Accession Numbers: Actinidia polygama LIS ADD81295,
Antirrhinum majus MYR_1 AY195608, Antirrhinum majus MYR_2 AY195609, Antirrhinum majus
OCl AY195607 Antirrhinum majus NER/LIS_ 1 ABR24418, Antirrhinum majus NER/LIS 2
ABR?24417, Arabidopsis thaliana LIS AF497485, Medicago trunculata TPS 1 ABB01626, Medicago
trunculata TPS 2 AAV36466, Mirabilis jalapa MTS_like AAT07457, Nicotiana alata LIS -, Nicotiana
suaveolens CIN EF175166, Ocimum basilicum GER AY362553, Ocimum basilicum LIS
AY693647, Phaseolus lunatus OCl ABY65110, Quercus ilex PIN AM283099, Ricinus communis
CIN EEF43970, Ricinus communis LIM EEF29029, Rosmarinus officinalis CIN DQ839411,
Rosmarinus officinalis LIM DQ421800, Salvia fruticosa CIN ABHO7667, Salvia stenophylla CAR
AF527416, Vitis vinifera TER AAS79351

CAR Carensynthase, CIN Cineolsynthase, GER Geraniolsynthase, LIM Limonensynthase, LIS
Linaloolsynthase, MTS Monoterpensynthase, MYR Myrcensynthase, OCI Ocimensynthase, PIN
Pinensynthase, TER Terpinensynthase, TPS Terpensynthase, fett — Peptide in Mirabilis jalapa
durch massenspektrometrische Analyse nachgewiesen
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Die Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen sowohl der Vorarbeiten mit
dem homologiebasierten Ansatz (GroRe 2002), der Arbeiten mit den spezifischen pep-
tidabgeleiteten Primern als auch des Fragmentes FS-35 lassen sich wie folgt einschatzen:
Zur Identifikation der (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa-Bluten ist nur die Analyse aller expre-
mierten Gene in einer cDNA-Bank vielversprechend. Diese gegenwartig immer haufiger
verwendete Methode verbindet die Generation und Sequenzierung von kurzen cDNA-Be-
reichen (EST) und deren in silicio-Abgleich mit Sequenzen bekannter Monoterpen-
synthasen (Shelton et al. 2004, lijima et al. 2004, Kampranis et al. 2007, Nagegowda et al.
2008). Weiterfiihrende Arbeiten sollten einerseits die Anzahl der verfligbaren spezifischen
Primer durch eine erneute Anreinigung und intensivere Analyse der Proteinbanden z.B.
durch verschiedene massenspektrometrische Verfahren erhéhen. In Verbindung mit einer
EST-Bank, beispielsweise aus verschiedenen Knospen- bzw. Bllitenstadien, bergen diese
Primer sowie die Sequenzinformation des Fragmentes FS-35 ein hohes Potential zur
Identifikation der (E)-B-OS aus Mirabilis jalapa. Darauf aufbauend koénnen die
molekularbiologischen Untersuchungen zur Regulation der Expression durchgefiihrt

werden.

4.4. (E)-B-Ocimen wird in den Bliiten der Mirabilis jalapa simultan
synthetisiert und emittiert.

Aufgrund einiger Untersuchungen konnen Pflanzen oder Gewebe entsprechend ihres
Monoterpengehaltes klassifiziert werden. Zu den monoterpenreichen Pflanzenteilen zahlen
beispielsweise die Petalen duftender Rosen sowie die zur Bestauberanlockung VOCs
emittierenden Blatter von Chamaerops humilis (Bergougnoux et al. 2007, Caissard et al.
2004b). In die Gruppe mit geringem Monoterpengehalt werden Petalen nichtduftender
Rosen sowie Antirrhinum majus eingeordnet (Bergougnoux et al. 2007, Dudareva et al.
2003). Mirabilis jalapa ist aufgrund ihres (E)-B-Ocimengehaltes in die zweite Gruppe ein-
zuordnen, da der maximale Monoterpengehalt petaloiden Segmente ca. 500— bzw.
100fach geringer als in den Petalen einer duftenden Rose oder den Blattern von
Chamaerops humilis war. Mit 0,5 pg (E)-B-Ocimen pro Blite lag der maximale Gehalt in
Mirabilis jalapa im Bereich nichtduftender Rosen und war vergleichbar mit dem
Ocimenanteil, den A. majus pro Stunde aus den Petalen emittiert.

Es konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an und die Emission des (E)-B-Ocimens im
Verlauf der Bliihphase synchron verlaufen. Im Zeitraum der maximalen Emission (Uber-
gang der Stadien 4 und 5) war der Gehalt an (E)-p-Ocimen im Gewebe ebenfalls am
héchsten. Beide Parameter waren im Zeitraum der fortschreitenden Anthese bis zum
Stigmafall erhéht. Eine Begrindung hierflr kénnte die nur in der Phase der Reprodukti-

onsfahigkeit der Blite notwendige Bestauberanlockung oder eine Antagonistenabwehr
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sein (Junker und Blithgen, 2010). Da zumindest fur die aul3erhalb des natirlichen Habi-
tats existierenden Mirabilis jalapa keine Bestduber bekannt sind und die Reproduktion
Uber Selbstbestdubung sichergestellt wird, ist die letztere Funktion des (E)-B-Ocimens
wahrscheinlicher. Die im Vergleich zum Gehalt ca. 16fach hdhere nachweisbar emittierte
Ocimenmenge koénnte im Versuchsaufbau begriindet sein. Die emittierte (E)-B-
Ocimenmenge entspricht der akkumulierten Substanz im Intervall von 2 Stunden
wohingegen durch die Extraktion nur die zu diesem Zeitpunkt im Gewebe befindliche
Substanz als Momentaufnahme ermittelt werden konnte.

Die vereinzelt in den Messungen von 17-19 Uhr nachgewiesen geringen (E)-B-
Ocimenmengen in den Hexanextrakten aus dem sternférmigen Petalenzentrum konnten
mit dem Erfassen der Randbereiche der petaloiden Segmente beim Zerteilen der Bliite
erklaren werden, da der Nachweis in den Zeitraum des hochsten VOC-Gehaltes der
petaloiden Segmenten fiel. Effmert et al. beschrieben, dass aus dem sternférmigen
Petalenzentrum eine geringe Ocimenemission nachweisbar war, die Ungenauigkeiten bei
der Blutenzerteilung zugerechnet wurde (2005). Es ist daher davon auszugehen, dass (E)-
B-Ocimen nur von petaloiden Segmenten emittiert wurde und die Daten zur Emission der

VOC mit ihrem Gehalt vergleichbar waren.

Zur Klarung des Verbleibs der VOCs nach ihrer Synthese ist die Visualisierung dieser
Molekile im Gewebe und ihre subzelluldre Detektion unerlasslich. Terpene wurden in
mehreren Pflanzenarten in vivo unter Verwendung von NADI-Reagenz (David und Carde
1964) nachgewiesen (Tab. 15). Obwohl dieser Nachweis als relativ unspezifisch galt,
konnten Machado et al. (2006) ihn in Verbindung mit Dunnschichtchromatographie
spezifisch fir Monoterpene (z. B. Myrcen) einsetzen. Caissard et al. (2004b) wiesen in
nach NADI-Inkubation terpenpositiven Geweben (Laubblatter) u.a. (E)-B-Ocimen durch
Gaschromatographie nach. Mit einer Ausnahme wurden Terpene durch eine violette
Farbung Uberwiegend in Blatt-Trichomen detektiert. Seltener wurden Terpene in
Mesophyll- bzw. Epidermiszellen angefarbt. So konnten Bergougnoux et al. (2007) bei-
spielsweise durch Anfarbung mit NADI-Reagenz zeigen, dass in den petaloiden
Epidermen von Rosen Terpene vorhanden sind, die im mikroskopischen Bild als violett
gefarbte Tropfchen nachweisbar waren.

Die Funktionsfahigkeit der Nachweismethode wurde in dieser Arbeit einerseits in planta in
den Schild-Trichomen von Salvia officinalis gezeigt, die Terpene enthalten (Corsi und
Bottega 1999). Die Inkubation von Blattern mit NADI-Reagenz flihrte zur Violettfarbung
von Kiuigelchen in den Trichomen. Die anschlieRende Applikation der Methode auf
Blutengewebe wurde an 2 Tage alten Nicotiana alata Bliten durchgefihrt, fur die
nocturnale Emission der Monoterpene B-Myrcen, Limonen, 1,8-Cineol, B-Linalool und a-

Terpineol von Nicotiana alata-Bliten bekannt ist (Ganz 2005). In den SchlieRzellen der
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Nachweis mit NADI-Farbung Zus
Spezies Organ . Tropfchen- ) Autor
Farbung Analyse
durchmesser

Trichome,
Plectranthus Sekrete (sub- violett 3-17 um ) Ascensao et
ornatus cuticularer H al. 1999

Raum) )
Houttuvnia Drusenhaar Ubergang:

y Blatt, Olzelle blau-grin- 60-80 pm - Ni et al. 2007

cordata

Blatt gelb

Schildférmige
Zeyheria Trichome . Machado et
montana (Ovarium), blauviolett KA. e al. 2006

Sekrete
Salvia . . Bisio et al.
blepharophylla Trichome Blatt blauviolett k.A. GC-MS 1999
Cucurbita , . Kolb und
pEpO Trichome Blatt blauviolett k.A. - Miiller 2004
Rosa x Mesophylizellen | . ) ) Bergougnoux
hybrida Bliite violett 4-7pm et al. 2007
Chamaerops Epidermis- und Caissard et
humilis Mesophylizellen | violett 6-10 um GC-MS al. 2004b

Blatt
Salvia . . Corsi und
officinalis Trichome Blatt violett k.A. - Bottega 1999
Stachys recta | Trichome Blatt blau-violett k.A. GC-MS S(')%léam etal

Tab. 15 : In planta-Nachweis von Terpenen.
k.A. — keine Angabe, TLC — thin layer chromatography (Dunnschichtchromatographie), GC-MS —mit
Massenspektrometrie gekoppelte Gaschromatographie

Stomata konnten durch NADI-Farbung ebenfalls Terpene durch violettgefarbte Kugelchen
von bis zu 5 ym Durchmesser nachgewiesen wurden. Die blau gefarbten Trépfchen waren
Artefakte (Bergougnoux et al. 2007). Da die Reinsubstanzen (E)- sowie (Z2)-B-Ocimen in
vitro ebenfalls violett gefarbt wurden, konnte vom Einsatz von mit dem Nachweis von
Terpenen in Verbindung gebrachten Methoden (z.B. Nil Blue A) abgesehen werden (Cain
1947).

Durch die Verwendung der NADI-Farbung konnten in allen untersuchten Pflanzenteilen
(Blatter, Spross und Bliten) der Mirabilis jalapa kleine (maximal 2 uym Durchmesser)
violette Partikel nachgewiesen werden, die in den vegetativen Geweben (berwiegend
chloroplastenassoziiert waren. In den Bliten lagen die Partikel entweder scheinbar frei im
Cytosol oder traten in Verbindung mit Plastiden auf. Obwohl die Plastiden als Orte der
Mono- und Diterpensynthese gelten, wurde dieses an Organellen gekoppelte Vorkommen
von Terpenpartikeln in anderen Untersuchungen nicht beschrieben. Allerdings kamen die
Partikel in Mirabilis jalapa redundant unabhangig vom Blutenentwicklungsstadium vor.
Obgleich durch die NADI-Farbung allein keine qualitativen Aussagen uber die Art der Ter-
pene moglich sind, ist davon auszugehen, dass die Partikel nicht an der Speicherung von
(E)-B-Ocimen beteiligt sind, sondern ein oder mehrere ubiquitér in der Pflanze vorkom-
in den

mende Terpene aus dem Primarstoffwechsel Da sie
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Hexanextrakten nicht detektierbar waren, lag ihre Konzentration vermutlich unterhalb der

Nachweisgrenze.

Die Diskrepanz zwischen durch Extraktion nachgewiesenem (E)-B-Ocimengehalt der
Bluten bei fehlendem Uberzeugenden histologischem Nachweis kdnnte mehrere Szenarien
widerspiegeln. Einerseits kdnnte der Nachweis durch das Entweichen eventuell vor-
handenen (E)-B-Ocimens aus den Zellen fehlgeschlagen sein. Dies ist jedoch durch die
Untersuchung von Semidlinnschnitten, die aus intakten Zellschichten bestanden, nahezu
ausgeschlossen. Eine schllssige Erklarung ware die fehlende Speicherung des (E)-B-
Ocimens. Bislang wurden nur Terpentropfchen in Trichomen als Speicherform fir VOCs
oder atherische Ole beschrieben und durch NADI-Farbung nachgewiesen (Tab. 15). Diese
terpenpositiven Strukturen besafllen einen deutlich groReren Durchmesser als die in
Mirabilis jalapa nachgewiesenen Tropfchen. Die Groflenunterschiede konnten durch die
deutlich héhere Terpenkonzentration in den Trichomen bedingt sein. Hinsichtlich der in
pflanzlichen Geweben nachgewiesenen, kleineren Tropfchen wurde bislang Uber ihre
Speicher- oder Transportfunktion spekuliert. Bergougnaux et al. wiesen aber darauf hin,
dass es bislang keine Information Uber die Speicherung von VOC-Molekilen in Bluten gibt,
da das Schicksal dieser Metabolite in Petalen ganzlich unbekannt ist (2007). Neben dem
fehlenden Nachweis der Speicherung konnten bisher weder der intrazellulédre Transport
noch die Passage der Zellwande und Cuticulae beschrieben werden (Jetter 2006).
Allerdings steht aulRer Frage, dass VOCs sekretiert werden, wie die elektronenmik-
roskopischen Aufnahmen der Petalenoberflache duftender und nichtduftender Rosen zei-
gen (Abb. 40 sowie Bergougnaux et al. 2007). Auf der adaxialen Epidermis duftender Ro-
sen waren Ansammlungen flissigen Sekrets nachweisbar. Da diese Tropfen auf der Epi-
dermis nichtduftender Rosenblitenblatter fehlten, handelt es sich dabei vermutlich um
Metabolite, die in flissiger Form sekretiert werden und anschlieRend auf der Peta-
lenoberflache evaporieren.

In Cucurbita pepo konnte die Verlagerung der terpenpositiv gefarbten Trépfchen von der
Trichombasis bis zur Spitze verfolgt und damit erste Hinweise auf Transportprozesse ge-
liefert werden (Kolb und Muller 2004). Weitere Anzeichen fiir verschiedene Sekretionsme-
chanismen sind die Verschmelzung von Vesikeln mit der Plasmamembran oder die Diffu-
sion bzw. aktive Transport der VOCs (Caissard et al. 2004a). Darlber hinaus wurde der
Transport floraler Metabolite der Nelke (Dianthus caryophyllus ) beschrieben, die Gber den
Lipoxygenaseweg aus membranabgeleiteten Fettsauren synthetisiert werden (green leaf
volatiles). Als Transporter dienen im Cytosol vorkommende, membranbasierte Lipid-
Protein-Partikel (Hudak und Thompson 1997). Wie die fehlende NADI-Farbung des
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Abb. 40: Mikroskopischer Nachweis von floralen epidermalen Sekreten in Rosa x hybrida.
Aufsicht auf die adaxiale Epidermis. Die Petalen wurden mit Wachs auf einem gekihlten Trager
fixiert und mit einem Environmental Scanning Electron Microscope (XL30 ESEM, Phillips)
untersucht. Balken 20 ym. Aufnahmen von Dr. Fred Ehrig, Bundesanstalt flr Zuchtungsforschung
an Kulturpflanzen (BAZ), Institut fur Resistenzforschung und Pathogendiagnostik, Aschersleben.

A) Nicht duftende Bliite, B) Duftende Bliite. Pfeile — Tropfenférmige Ansammlungen von flissi-
gem Sekret

Volatils zeigt, war mit den in dieser Arbeit durchgefuhrten lichtmikroskopischen
Experimenten keine Aussage Uber den Transport- bzw. Sekretionsmechanismus des (E)-
B-Ocimens in Mirabilis jalapa moglich, da diese Prozesse vermutlich auf subzellularer
Ebene ablaufen. Die daflr notwendigen Techniken befinden sich in der Entwicklung. So
berichten Harada et al. (2009) von der Untersuchung eines Monoterpens in Schnitten des
Ingwerrhizoms mit einem an ein Mikroskop gekoppeltes Massenspektrometer. Dartiber
hinaus koénnten Untersuchungen der Ultrastruktur der fur einige VOC-sekretierende
Gewebe als charakteristisch beschriebenen Merkmale (Leukoplasten, Plastoglobuli, kleine
Vakuolen) Abhilfe schaffen (Caissard et al. 2004a). Diese Untersuchungen kdnnten
ebenfalls klaren, ob (E)-B-Ocimen durch aktive Transportprozesse (eccrin) oder durch
Vesikelfusion mit der Plasmamembran (granulocrin) die Zellen verlasst. Ultrastrukturelle
Untersuchungen kénnten auRerdem zeigen, dass z.B. azyklische Monoterpene nach ihrer
plastidiaren Synthese Uber derzeit ungeklarte Prozesse in das ER aufgenommen werden
konnen. Dieser Transfer von Terpenen zwischen Kompartimenten wurde nach
zytologischen Studien an reifen Petalen von Rosa x hybrida skizziert, in denen osmiophile
Globuli zwischen Plastiden und Periplasmatischem Retikulum Uber teilweise
kontinuierliche Membrannetzwerke mobil waren (Caissard et al. 2004b). Aullerdem
existieren Hinweise fur den aktiven Transport von VOCs. Jasski et al. (2001) identifizierten
einen ABC-Transporter in der Plasmamembran von Tabak-Zellen, der an der Sekretion
von antifungal wirkenden Terpenen beteiligt ist. Da Bliten im Allgemeinen aus wenigen
Zellschichten bestehen, ware in diesem Falle nur der subzellulare sowie der cuticulare
Transport zu bertcksichtigen. Einige Arbeitsgruppen (Kolosova et al. 2001, Rohrbeck et al.
2006) konnten zeigen, dass an der Synthese von Komponenten des Blutenduftes be-

teiligte Enzyme in den Epidermen der Petalen exprimiert werden.
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Niinemets et al. beschrieben, dass VOCs in Blattern von Pflanzen ohne spezielle zellulare
Speicherungskompartimente gespeichert werden kénnen (2002a). Loreto et al. berichteten
1998, dass lipophile Komponenten, wie das nichtoxygenierte (E)-B-Ocimen, in signifi-
kanten Mengen in der Lipidphase der Blatter unspezifisch gespeichert werden kénnen.
Diese VOCs kénnen 10-15 min nach der de novo-Synthese emittiert werden. Konkretere
Untersuchungen der histologischen Zusammenhange wurden nicht durchgefuhrt. Es ist
denkbar, dass das (E)-B-Ocimen ebenfalls in der noch genauer zu definierenden Lipid-
phase der Petalen nach der Synthese (zwischen)gespeichert wird. Damit ware sowohl die
Extraktion von im Gewebe vorhandenem (E)-B-Ocimen als auch die negative NADI-Far-
bung erklarbar.

Eine simultane Produktion und Freisetzung des Monoterpens in Mirabilis jalapa wirde
bedeuten, dass die emittierte und die in den petaloiden Segmenten enthaltene Menge
ahnlich sind. Bergougnaux et al. wiesen beispielsweise flir Rosa x hybrida nach, dass die
Emission von z.B. Geraniol grob der Grofe seines internen Pools entspricht (2007).
Dieses Muster ist im Pflanzenreich weit verbreitet und wurde fir im System weit
voneinander entfernte Familien, beispielsweise der Rutaceae, Asteraceae und Sola-
naceae, beschrieben (MacTavish und Menary, 1997, Flamini et al. 2003 und Oyama-
Okubo et al. 2005). Dieser Punkt kann durch die bisherigen Untersuchungen weder be-
statigt noch widerlegt werden und bedarf weiterer Experimente. Durch die Verkirzung der
Messintervalle der VOC-Emission von 120 auf 10 min kénnte die freigesetzte (E)-B-

Ocimenmenge ermittelt und mit den Extraktionsdaten verglichen werden.

Die fehlende Detektion des (E)-B-Ocimens durch NADI kann ferner mit seinem Aggregat-
zustand in Verbindung stehen. Bisher ist nicht bekannt, ob VOCs in gasférmigem Zustand
in den Pflanzen vorkommen. Fir Pinaceae wurde jedoch die vegetative Mo-
noterpenemission durch Stomata beschrieben (Kesselmeier und Staudt 1999, Niinemets
et al. 2002a und b). Demgegeniber steht die generelle Verneinung der stomatdsen
Kontrolle der VOCs (Sharkey et al. 1991). Diese Prozesse konnten in Bllten von Mirabilis
jalapa auferdem nur eine untergeordnete Rolle spielen, da der Offnungszustand der
Stomata nicht mit der (E)-B-Ocimenemission korrelierte (GroRe 2002). Aullerdem ist ihr
Vorkommen in dieser Spezies auf die abaxialen Epidermen beschrankt, die z.B. in Rosen
zwar als VOC-Reservoir aber nicht als Emissionsort fungieren (Bergougnoux et al. 2007).
Der Nachweis von Terpenen in den Schlief3zellen der Stomata von Nicotiana alata in der
vorliegenden Arbeit zeigt allerdings, dass dieses Thema weitergehender Untersuchung
bedarf.

Der fehlende Uberzeugende Nachweis von Monoterpenen in planta durch NADI-Farbung

bei durch Extraktion nachgewiesenem (E)-B-Ocimengehalt der Bluten ist nach der Be-
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trachtung der in Frage kommenden Szenarien als Hinweis auf eine simultane Synthese

und Emission des Volatils aus den petaloiden Segmenten von Mirabilis jalapa zu sehen.

Die Frage der Regulation der (E)-B-Ocimensynthese konnte in dieser Arbeit wegen der
fehlenden molekularbiologischen Isolation nicht untersucht werden. Die Daten zur Emis-
sion bzw. Speicherung in den petaloiden Segmenten legen allerdings die Vermutung nahe,
dass das Enzym in planta Uber die Verfiigbarkeit seines Substrates reguliert ist und
ausschliefdlich die Zugabe von GPP in den Enzymtests mit Rohextrakten fiir den breiten
Aktivitatszeitraum verantwortlich war. Es ist bekannt, dass z.B. die Monoterpensynthese in
Antirrhinum majus oder Clarkia breweri durch die Regulation der GPP-Verflugbarkeit tber
die Expression der kleinen Untereinheit der GPP-Synthase reguliert wird (Tholl et al.
2004). In vivo-Supplementexperimente mit markiertem GPP kdnnten diese Vermutung
untermauern.

In der vorliegenden Arbeit waren die wasserloslichen glycosylierten Monoterpene nicht in
der unpolaren Hexanfraktion enthalten. Obwohl das (E)-B-Ocimen bisher nicht in dieser
modifizierten Form beschrieben wurde, ware die Analyse der polaren Inhaltsstoffe der
petaloiden Fragmente dennoch sinnvoll, um die eventuelle Regulation der Emission durch

Vorlaufer oder Speichermolekile abschlielend zu untersuchen.

4.5. In den Bliiten der Mirabilis jalapa eingelagerte Stiarke kénnte als
Ausgangsstoff fiir die (E)-B-Ocimensynthese genutzt werden

In den petaloiden Segmenten konnte Starke durch beide Analysemethoden eindeutig
nachgewiesen werden. Die Extraktion der Starke war als aussagekraftiger einzustufen, da
dabei die Gesamtheit der petaloiden Segmente einbezogen werden konnte. Nachweisbar
war eine signifikante Abnahme des Starkegehaltes im Gewebe im Zeitraum der vollstan-
digen Anthese (Stadium 4). Dies konnte mit dem der Blutendffnung zugrunde liegenden
Zellwachstum in Zusammenhang stehen, das mit der Starkehydrolyse verbunden sein soll
(Evans und Reid 1988). Die dabei freigesetzten Monosaccharide filhren Uber die Veran-
derung der osmotischen Bedingungen zu einem Wassereinstrom in die Zellen, der Zell-
elongation bewirkt. Dadurch war kurz vor der Blutenéffnung ein drastischer Abfall im Star-
kegehalt von Petalen nachweisbar (van Doorn und van Meeteren 2003). Dieses Phano-
men ist zwar mit den Daten von Mirabilis jalapa vergleichbar. Jedoch kdnnte ebenfalls ein
Zusammenhang zwischen abnehmender Starkekonzentration und VOC-Produktion
bestehen (Abb. 41), da der (E)-B-Ocimengehalt der petaloiden Segmente im Zeitraum der
abgeschlossenen Blitenéffnung maximal war. Sood et al. berichteten, dass Starke in
Petalen fir die Kohlenstoff- und Energieverfigbarkeit wichtig sei (2006). Auflierdem

wurden Knospen vor der Anthese durch Markierungsexperimente mit "“CO, oder '*C-
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Sucrose als starke Verbrauchsgewebe (sinks) identifiziert. Diese Eigenschaft andert sich
nach der Anthese dramatisch, d.h. die photosynthetisch produzierten Metabolite werden
nicht konstant in die Blute eingelagert (Effmert et al. 2008). Der Stoffwechsel der
geoffneten Blite wird allein durch gespeicherte Komponenten gespeist. Dieses Phanomen
wird im Zusammenhang mit der floralen Autonomie nach der Anthese gesehen, da
beispielsweise die florale VOC-Produktion und -Emission in Nicotiana suaveolens nach
dem Befall mit Herbivoren unverandert bleibt (Effmert et al. 2008). Vogel postulierte 1962
ebenfalls, dass die in den Osmophoren der Orchideceae gespeicherte Starke fir die
Duftbiosynthese genutzt wird. Allerdings waren die Bllitengewebe nach ihrer Funktion in
das starkereiche Produktionsgewebe und das starkefreie Emissionsgewebe getrennt. Fur
Mirabilis jalapa wurde diese Trennung und daher das Vorliegen eines Osmophors nicht
bestatigt (GroRe 2002).
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Abb. 41: Vergleich des Starke- und (E)-B-Ocimengehaltes der petaloiden Segmente.

Schwarz: Starkegehalt (Extraktion), rot: (E)-B-Ocimengehalt.

1 — lange Knospe, 2 — entspiralisierte Knospe, 3 — trichterformige Blite, 4 — vollstandig gedffnete
Blite, 5 — Stigmafall, 6 — Seneszenz, grau hinterlegt — Dunkelphase.

Andererseits konnte bislang keine klare Korrelation zwischen Starke und VOCs nachge-
wiesen werden (Bergougnoux et al. 2007), obwohl beispielsweise der Starkegehalt in jun-
gen Petalen von Rosa x hybrida héher als in alteren war. Darlber hinaus zeigten Ver-
suche mit nichtduftenden Rosensorten, in denen ebenfalls Amyloplasten vorkamen, keinen
Zusammenhang zwischen dem Starkegehalt der jungen Stadien und der Duftproduktions-
kapazitat in spaten Stadien. Starke war daher nicht der limitierende Faktor der VOC-
Produktion in Rosen.

Im Verlauf der Blihphase von Mirabilis jalapa nahmen die Kompaktheit einerseits des

Gewebes der petaloiden Segmente und andererseits der Amyloplasten ab. Diese
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Ergebnisse stimmen mit denen von Bergougnoux et al. fir Rosa x hybrida gemachten
Aussagen uberein. Allerdings waren die Amyloplasten dort im gesamten Petalengewebe
verteilt und konzentrierten sich nicht wie im Falle von Mirabilis jalapa im Verlauf der
Anthese auf die Epidermen. Diese Verteilungsunterschiede deuten auf eine
epidermisspezifische VOC-Synthese hin. Morphologisch ahnelten die Amyloplasten in
Bliten von Mirabilis jalapa denen in den Blattern von Chamaerops humilis
nachgewiesenen, die ebenfalls in allen Geweben vorkamen (Caissard et al. 2004b). Auf
der Ebene der Ultrastruktur wurden Unterschiede im Plastidenbau bei Rosen sichtbar: In
jungen, nicht duftendenden Knospen waren die Plastiden starkereich (Amyloplasten) und
in alteren, VOC-emittierenden Petalen enthielten sie viele Lipoproteinpartikel
(Plastoglobuli), die in Verbindung mit der Tocopherolbiosynthese stehen sollen
(Bergougnoux et al. 2006, Kessler und Vidi 2007). Diese Umwandlung kénnte ebenso ein
Grund fir die in Mirabilis jalapa stattfindenden Veranderungen im floral nachweisbaren
Starkegehalt wahrend der Anthese sein.

Der Zusammenhang zwischen in den Petalen gespeicherter Starke und der VOC-Produk-
tion konnte einerseits durch Versuche mit markiertem Kohlenstoff fir Mirabilis jalapa ge-
klart werden. Erganzend koénnten Untersuchungen an zukinftigen (E)-B-OS Knockout-
Mutanten zeigen, ob der Starkeabbau geringer ist oder ausfallt. Durch Untersuchungen
der Ultrastruktur waren andererseits auch auf diesem Gebiet grundlegende Erkenntnisse

Zu erwarten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Abnahme des Starkegehaltes in
den petaloiden Segmenten wahrend der Anthese einerseits mit dem damit zusammen-
hangenden Zellwachstum in Verbindung zu setzen ist. Andererseits ist die Verwendung
der Starke als Ressource zur VOC-Biosynthese nicht ausgeschlossen, da der sinkende
Starkegehalt zeitlich mit dem héchsten (E)-B-Ocimengehalt und -emission korreliert. Daher
ist nach dem derzeitigen Kenntnisstand keine eindeutige Zuordnung des sinkenden

Starkegehaltes nur zu einem Prozess vertretbar.
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5. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den Bluten der Mirabilis jalapa eine (E)-B-
Ocimensynthase vorhanden ist, deren biochemische Eigenschaften im Rohextrakt denen
der bereits beschriebenen Monoterpensynthasen gleichen. Obwohl das Enzym nicht bis
zur Homogenitat aufgereinigt werden konnte, erméglichten die durch ESI-MS ermittelten
Peptidsequenzen die Ableitung von flur Mirabilis jalapa spezifischen (E)-B-OS-Primern. Die
angestrebte Isolation des fir die (E)-B-OS codierenden Gens mittels dieser Primer in der
RT-PCR wurde jedoch nicht erreicht. Allerdings konnte mit dem Fragment FS-35 ein
Kandidat dieses Gens in Bluten identifiziert werden.

Zusatzlich zu den histologischen Untersuchungen konnte durch Hexanextraktion gezeigt
werden, dass (E)-B-Ocimen in den petaloiden Segmenten enthalten war. Dennoch konnte
keine entwicklungsabhangige Terpenakkumulation in den Bliten durch NADI-Farbung
nachgewiesen werden. Wenngleich die subzelluldre Ebene in die histologische Betrach-
tung noch nicht eingeschlossen werde konnte, deuten die Analysen auf eine simultane
Synthese und Emission des (E)-B-Ocimens hin.

Die Ergebnisse des Starkenachweises fugen sich in die kontroverse Diskussion Uber die
Rolle dieses Speicherstoffes in Bliten ein. Einerseits zeigt die Abnahme des Starkege-
haltes im Verlauf der Anthese auf die Bedeutung der Starke als Reservestoff fiir die
Synthese von Zellwandbestandteilen und als osmotisch wirksame Substanz im Zusam-
menhang mit dem Langenwachstum. Andererseits kann aufgrund des dhnlichen zeitlichen
Verlaufes der (E)-B-Ocimenproduktion auf der einen und der Anthese sowie der Abnahme
des floralen Starkegehaltes auf der anderen Seite eine direkte Korrelation von

Starkeabbau und VOC-Produktion nicht ausgeschlossen werden.
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7. Anhang
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Abb. 42: Einfluss von mehreren Auftauzyklen auf die spezifische Aktivitat der (E)-B-OS.

Frisch hergestellte Rohextrakte von petaloiden Segmenten (Ernte: 16—18 Uhr) wurden nach der
Entnahme eines zur Analyse im in vitro-Assay (55 uM GPP) genutzten Aliquots bei -20°C gefroren,
anschlieBend im Eisbad aufgetaut und erneut gefroren. SD+MW aus n=4, 100%=frischer
Rohextrakt (11,0 + 5,2 fkat/mg). (Welch-Test; a=0,05, Bezugsgrofe: Aktivitat im frischen

Rohextrakt).

Nummer (Swiss-Prot)

Name

Spezies

Q940E7_AGARU

D-Limonensynthase

Agastache rugosa

Q84NC9_ANTMA

Myrcensynthase 120

Antirrhinum majus

Q84NDO_ANTMA

Myrcensynthase Oc15

Antirrhinum majus

Q84NC8_ANTMA

(E)-B-Ocimensynthase

Antirrhinum majus

Q84UV0_ARATH Linaloolsynthase Arabidopsis thaliana
023516_ARATH Limonencyclase Arabidopsis thaliana
Q84UV1 ARATH Monoterpensynthase Arabidopsis thaliana
Q9LRZ6_ARATH Limonencyclase 1,8-Cineol- synthase | Arabidopsis thaliana
QI9LDF1_ARATH Limonencyclase Arabidopsis thaliana
Q84NE5_ARATH (E)-B-Ocimensynthase (Fragment) Arabidopsis thaliana

QYFVI8_ARATH

Myrcen/Ocimensynthase (Fragment)

Arabidopsis thaliana

Q94G53_ARTAN

(-)-B-Pinensynthase

Artemisia annua

Q9SPN1_ARTAN

(3R)-Linaloolsynthase

Artemisia annua

Q8GUE4_9MAGN

Geraniolsynthase

Cinnamomum tenuipile

Q8L5K4 CITLI y-Terpinensynthase Citrus limon
Q8L5K2_CITLI (-)-B-Pinensynthase Citrus limon
Q8L5K1_CITLI (+)-Limonensynthase 2 Citrus limon
RLC1_CITLI (R)-Limonensynthase 1 Citrus limon

Q6F5H3_CITUN

D-Limonensynthase

Citrus unshiu

Q5CD81_CITUN

(E)-B-Ocimensynthase

Citrus unshiu

Q6F5H0_CITUN

y-Terpinensynthase

Citrus unshiu

Q6F5G9_CITUN

B-Pinensynthase

Citrus unshiu

Q5CD82_CITUN

Monoterpensynthase

Citrus unshiu

Q96376|LIS_CLABR

S-Linaloolsynthase

Clarkia breweri

Q9ZPN5_CLACO

Linaloolsynthase

Clarkia concinna

QOPCI4_EUCGL

Monoterpensynthase

Eucalyptus globulus

QOPCI3_EUCGL

Monoterpensynthase

Eucalyptus globulus

Q2XSC4_LAVAN

(E)-o-Bergamotensynthase

Lavandula angustifolia

Q2XSC5_LAVAN

Linaloolsynthase

Lavandula angustifolia

Q2XSC6_LAVAN

Limonenesynthase

Lavandula angustifolia

AOEREZ2_9LAMI

Linaloolsynthase

Lavandula latifolia

Q672F7_LOTJA

(E)-B-Ocimensynthase
1,8-Cineolsynthase

Lotus japonicus.
Lotus corniculatus var.
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Japonicus

AORZI3_MEDTR

Terpensynthase

Medicago truncatula

Q5UB06_MEDTR

Wundinduzierbare putative
Chloroplasten Terpensynthase 3

Medicago truncatula

AORZI3_MEDTR

Terpensynthase

Medicago truncatula

Q5UB07_MEDTR

Wundinduzierbare putative
Chloroplasten Terpensynthase 4

Medicago truncatula

Q7Y1V1_9MYRT

Putative Monoterpensynthase

Melaleuca alternifolia

Q8H2B4_MENAQ

Linaloolsynthase

Mentha aquatica

Q40322_MENSP

4S-Limonensynthase

Mentha spicata

Q9SW76_MENLO

Limonensynthase

Mentha longifolia

Linaloolsynthase

Nicotiana alata

A5Y5L5_9SOLA

1,8-Cineolsynthase

Nicotiana suaveolens

Q6USK1_OCIBA

Geraniolsynthase

Ocimum basilicum

Q5SBP3_OCIBA

R-Linaloolsynthase

Ocimum basilicum

Q5SBPO_OCIBA

Terpinolensynthase

Ocimum basilicum

Q5SBP2_OCIBA

Fencholsynthase

Ocimum basilicum

Q5SBP1_OCIBA

B-Myrcensynthase

Ocimum basilicum

Q8W1J9_PERFR

Linaloolsynthase

Perilla frutescens var. crispa

QO09HUS_PERFR

Geraniolsynthase

Perilla frutescens var. crispa

004806_PERFR

Limonencyclase

Perilla frutescens var. acuta

Q9AXM7_PERFR

Limonensynthase

Perilla frutescens var.
Frutescens

QY9FV73_PERFR

Limonensynthase

Perilla frutescens

Q9FV72_PERFR

Limonensynthase

Perilla frutescens

Q7GDN8_PERFR

1-Limonensynthase

Perilla frutescens

QI9LKM5_PERFR

Myrcensynthase

Perilla frutescens

Q308NO_PERFR

Geraniolsynthase

Perilla frutescens

Q4JHG3_9LAMI

Geraniolsynthase

Perilla citriodora

QY9FV75_9LAMI

Limonensynthase

Perilla citriodora

Q9M5A4_9LAMI

Limonensynthase

Perilla citriodora

Q5D1Y7_9LAMI

Linaloolsynthase

Perilla citriodora

A1JH12_QUEIL

Pinensynthase

Quercus ilex

Q93X23_QUEIL

Putative Chloroplasten Terpen-
synthase

Quercus ilex

AOSNS9_ROSOF

Cinenolsynthase

Rosmarinus officinalis

SCS SALOF - 1,8-Cineolsynthase Salvia officinalis
SSS SALOF (+) Sabinensynthase Salvia officinalis
BPPS SALOF (+)-Bornyldiphosphatsynthase, Salvia officinalis

Q8L5J7_9LAMI

3-Carensynthase

Salvia stenophylla

Q9FUWS_9LAMI

(+)-4R-Limonensynthase

Schizonepeta tenuifolia

Q1XBU5_SOLLC

Monoterpensynthase 1

Solanum lycopersicum

Q1XBU4_SOLLC

Monoterpensynthase 2

Solanum lycopersicum

Q6PWU2_VITVI

Terpenoidsynthase

Vitis vinifera

Q6PWU1_VITVI

Terpenoidsynthase

Vitis vinifera

Tab. 16: In der Terpensynthasen-Datenbank beriicksichtigte Monoterpensynthasen
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AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
ALl61544
AY1956009

U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609

U58314

AB110638
AY917193
ALl61544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

AB110638
AY917193
AL161544
AY195609
U58314

PVDQTIIRR-SADYGPTIW-SVDYIQSLDS-EYKEKSYARQLOKLKEQVSAMLQQDNKVV
PADEILTARRSGNYQPSLW-DENYLQSLNTTHYKEERHLKREAELIEQVKMLLDEE----
CORNERNQRRHGESPSQPE-RLISLIDKNVRNRLTTMSGGGVLKYKDGMRKEVETAEK- -
TSRWNIPGDVGSTPPPSKL-HQALCLNEHSLSCMAELPMDYEGKIKETRHLLHLKGEN- -
QNRDDILTREEVDEKKQYSPLLLFLEALPAQSYDNDVLKQIIDKNLSNDGSLLQSPSATA

———————————————————————————————— DLDPLHQLELIDNLHRLGVSYHFEDEIK
————————————————————————————————— MEAVQKLDLVDDLKNLGLSYFFEDQIK
———————————————————————————————— AILFKEELEMIDSLQRLGISYHYKHEIH
—————————————————————————————————— DPIESLIFVDATLRLGVNHHFQKEIE

RAYMITGNTRCLSYLHSLTNSCSNGGVPSFYPVDDDLHDLVMVNQLTRSGLTEHLIPEID

LR A HN
RTLDRIHNKN-=--=--=-=-—-=-— TNKSLYARALKFRILRQYGYNTPVKETFSRFMDEKGS -
QILTFIYNEHECFRS---NVEAKERDLYFTALGFRLLRQHGFQVS-QEVFDCFKNEEGS -
DILRKIHDQHG------- EIERETQDLHATSLEFILLRQHGFDVS-QDAFDVFISETG- -
EILRKSYATMKS------ PIICEYHTLHEVSLFFRLMRQHGRYVS-ADVFNNFKGESG--

HLLLKVQKNYKYKKASPKSLYSIAAELYRDSLAFWLLRVNNHWVS-PSIFCWFLDDDEIR
* * HE . .. .o *
—~-FKLSSHSDDCKGMLALYEAAYLLVEEESSIFRDAIRFTTAYLKEWVVK---HDIDKNDD
~-DFKASLGDDTKGLLQLYEASFLLREGED-TLELARQYATKFLQKKVDH---ELID--DD
—~—EFRKTLHSDIKGLLSLYEASYFSMDSEF-KLKETRIYANKRLSEFVAES-SKTICREDE
~RFKEELKRDTRGLVELYEAAQLSFEGER-ILDEAENFSRQILHGNLAG-----—--—- ME

DHIETNYEEFAAVLLNVYRATDLMFSGEV-QLVEARSFATKNLEKILATGNIHKTNADIS

HE R .F : : HE *
EYLCTLVKHALELPLHWRMRRLEARWFIDVYESGPDMN--—--—-—-—-—-——-—--— PILLDLAKL
SNLLSWIRHSLEIPLHWRIQRLEARWFLDAYATRHDVN-----—-—-—-—=—-—-—— PIILELAKL
TYILEMVKRALETPYHWSIRRLEARWYINVYEKKHEMN-------------PLLLEFAATI
DNLRRSVGNKLRYPFHTSIARFTGRNYDDDLGGMYEWG---—--—-—-—-——-—-—— KTLRELALM

SSLHKMIEHELRVPWTARMDHVENRIWIEEIASSALWFGKSSYLRLSCFHKMSLQQLAVK
Lo HEEA *oro HE A
DFNIVQAVHQEDIKYASRWWKKIGLGERLNFARDRIMENFFWTVGVIFEPN-FGYCRRMS
DFENITIRATQQEELKDLSRWWNSTCLAEKLPFVRDRLVESYFWAIALFEPHQ-YGYHRKIA
DEFNMLQANHQEELKLIS----STGLMKQLDFVRDRITESYFWTIGIFYEPE-FKYCRKIL
DLOQVERSVYQEELLQVSKWWNELGLYKKLNLARNRPFEFYTWSMVILADYINLSEQRVEL
NYTLRQLVYRDELAEVERWSKERGLCDMGFCREKTGYCYYAFAASTCLPWS--SDVRLVL

. PP * I *

TMVNALITTIDDVYDVYGTLDELELFTDAVERWDATTIEQLPDYMKLCFHALHNSINEMA
AKIITLITSLDDVYDIYGTLDELQLFTDAIQRWDTESISRLPYYMQLFYMVLYNFVSELA
TKIFMLIVIMDDIYDIYGTLEELELFTNVVEKWDVNHVERLPNYMRMCFLFLYNEINQIG
TKSVAFIYLIDDIFDVYGTLDELIIFTEAVNKWDYSATDTLPENMKMCCMTLLDTINGTS
TKAAVVITVADDFFDVEGSMVDLEKLTDAVRRWDAEGLG---SHSKTIFEALDDLVNEVR

* Kok ek koae sk sk s kK . *

FDALRDQGVGMVISYLKKAWADICKTYLVEAKWYN-NGYIPTLQEYMENAWISISAPVIL
YDGLKEK--GFIIPYLQRSWADLVVAYLKEAKWFY-NGYTPSMEEYLNNAYISIGATPVI
YDVLRDKG-LNVIPYLKQVWTDLFKTFLTESKWYK-TGHKPSFEEYMQNGVISSSVPTIL
QKIYEKHG-YNPIDSLKTTWKSLCSAFLVEAKWSA-SGSLPSANEYLENEKVSSGVYVVL
LKCFQONG-QDIKNNLQQLWYETFHSWLMEAKWGKGLTSKPSVDVYLGNAMTSIAAHTMV
. L o o HER R o R *
VHAYTYTANPITKEGLEFVKDYPNIIRWSSIILRLADDLGTSSDELKRGDVHKSIQCYMH
SQVFFTLATSIDKPVIESLYEYHRILRLSGMLVRLPDDLGTSSFEMKRGDVPKTIELYMK
LHLFSVLSDHISDQTLTDDSKNHSVVRSCATILRLANDLATSTEEMARGDSPKSVQCYMY
VHLFCLMGLGGTSRGSIELNDTQELMSSTIAIIFRLWNDLGSAKNEHQNGKDGSYLNCYKK
LTASCLLGPGFPVHQLWSQRRHQDITSLLMVLTRLLNDIQSYLKEEDEGKIN-YVWMYMI
*k ks . * L : *
EAG-VSEREAREHIHDLIAQTWMKMNRDR-FGNPHFVSDVFVGIAMNLARMSQCMYQFG-
ERN-ATEIEAQEHVRFLIREAWKEMNTAT-AAADCPFTDDLVAAAANLGRAAQFMYLDG-
ETR-ASEEEARRHMQSMISDSWDIINSDLKTAHTSSLPRGFLAAAANLNRVVQCIYRHG-
EHINLTAAQAHEHALELVAIEWKRLNKES-FNLNHDSVSSFKQAALNLARMVPLMYSYD-

ENNQASIDDSVRHVQTIINVKKQEFIQRVLSDQHCNLPKSFKQLHFSCLKVEFNMFFNSSN

* . .. * .

105
108
102
97

240

133
135
130
123
300

180
190
180
174

359

236
243
237
223
418

283
290
284
270
478

342
349
339
330
536

402
409
399
390
593

461
466
457
448
652

521
526
517
508
711

578
583
575
566
771



Anhang

Abb. 43: ClustalW-Alignment der zu den in Bande 2 identifizierten Peptiden gehdrenden
Aminosauresequenzen.

AB110638 — Cineolsynthase Citrus unshiu, AK118969 — Limonencyclase Arabidopsis thaliana,
U58314 — S-Linaloolsynthase Clarkia breweri, AY195609 — Myrcensynthase Antirrhinum majus
und AY197193 — Linaloolsynthase Perilla citriodora; Rot — Peptide; Linie — DDXXD-Motiv.

AY766249 @ ——m———————— MAFSLS--—-—-—--- FATSTKHSTFSSNKTSNILEYNKTNLTSVENQIHIP 42
AY195609 MAFCISYLGAVLPFSLSPRTKFAIFHNTSKHAAYKTCRWNIPRDVGSTPPPSKLHQALCL 60
L KHEK *oorrkroooooro S
AY766249 —--KSGKCKDDLHIRHAKALDEVKQVFVRNIRKNTDECLSMVDSIQRLGMEYNFEEEIEAT 100
AY195609 NAHSTSCMAELPMDYEGKIQGTRHLLHLKDENDPIESLIFVDATQRLGVNHHFQKEIEEI 120
HE S HERE HE S A S
AY766249 LERKHTMLRFONFQRNEYQGLSQAAFQFRMLRQEGYYISPDIFDKFCDNKGKLKYTFSED 160
AY195609 LRKSYATMKSPSICK——YHTLHDVSLFFCLMRQHGRYVSADVFNNFKGESGRFKEELKRD 178
ool O S I o S
AY766249 INGMIALFEASQLSIEGEDCLDNVGQFCGQYLNDWSSTFHGHPQAKFVAHTLMYPTHKTL 220
AY195609 TRGLVELYEAAQLSFEGERILDEAENFSRQILHGNLASMEDN LRRSVGNKLRYPFHKSI 237
.*:: **:***:*** *k*k:' :*' * ’k PO S H 'k‘: * k% **
AY766249 SRETPTIMQSON---ATWTNSIQQFSKIDTQOMVSSSHLKEIFAVSKWWKDLGLPKDLEFA 277
AY195609 ARFTGINYDDDLGGMYEWGKTLRELALMDLQVERSVYQEELLQVSKWWNELGLYKKLTLA 297
*** T . * R :* *: * H :*:: ***** *** * * :*
AY766249 RDEPTIKWYSWSMACLPDPQ-FSEERIELTKPLSLIYIIDDIFDFYGNIDELTLFTDAVKR 336
AY195609 RNRPFEFYMWSMVILTDYINLSEQRVELTKSVAFIYLIDDIFDVYGTLDELIIFTEAVNK 357
*:.*:::* ***‘ *'* :**:*:*’k**_:::*’k:******'**':*** :**:**::
AY766249 WDLSAIEQLPDCMKVCFKALYDITNEFALRTYIKHGWNPLTSLIKSWVRLLNAFLQEAKW 396
AY195609 WDYSATDTLPDNMKMCYMTLLDTINGTSQKIYEKYGHNPIDSLKTTWKSLCSAFLVEAKW 417
Kk kK H * k x **:*: :* * * H H * *:* **: * * .:* * '*** * ok k x
AY766249 FASGNVPKSEEYLKNAIVSTGVHVILVHAFFCMGQGITEKTVSLMDDFPTITISTTAKILR 456
AY195609 SASGSLPSANEYLENEKVSSGVYVVLIHLFFLMGLGGTNRGSIELNDTRELMSSIAIIVR 477
***':*.::***:* **:**:*:*:’k **x *kk *x *:: ::* ::*: * *:'k
AY766249 LCDDLEGDKDVNCEGNDGSYSKCYMKDNPGVSIGLTKEHMSEQISDAWKQLNKECLNTN- 515
AY195609 TWNDLGCAKNEHQNGKDGSYLDCYKKEHINLTAAQVHEHALELVATIEWKRLNKESFNLNH 537
** *: H * * Kk kK ** * H R . . ** * e ** **** * *
AY766249 PLPSSFTKLCLNAARMVPIMYNYDGN-TPSKLEEYVKSLLNDGGYLQSIHSPTSEHSTV 573
AY195609 DSVSSFKQAALNFARMVPLMYSYDNNRRGPVLEEYVKFMLSD--———=————=—=—————— 579

*KkKk . KKk kkkkkekk Kk Kk KkhkkkkKk ok Kk

Abb. 44: ClustalW-Alignment der zu in Bande 3 identifizierten Peptiden gehérenden
Aminosauresequenzen.

AY766249 — Wound-inducible putative chloroplast terpene synthase 3 Medicago trunculata,
AY 195609 — Myrcensynthase Antirrhinum majus. Rot — Peptide, Linie — DDXXD-Motiv).
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AY362553 MSCARITVTLPYRSAKTSIQRGITHYPALIRPRFSACTPLASAMPLSSTPLINGDNSQRK 60
AF543531 ~RRSLFSSPYELKSIDKTIPNLVMCRKRMSGRPSIRVSSTASVSNDDGVRRRVGDYRYNH 59
HE H R S : R . X A
AY362553 NTRQHMEESSS—-=-=-—-——--— KRREYLLEETTRKLOQRNDTES-==-=-===——— VEKLKLIDNI 102
AF543531 WDEDLIDSLATSYEAPSYLKRADTLVEATKDRENSMGVDDGQRMSPLTDLYQRLWMVDSV 119
HE HH FrRop o Kox ok ora: cet. HER O
AY362553 QQLGIGYYFEDAINAVLRSPFSTGEE-——-—-——————— DLFTAALRFRLLRHNGIEISPE 150
AF543531 ERLGIDRHFQNEIKSALDYVFSYWKEKGIGRGRQSAVTDLNSTALGLRTLRLHGYPVSSD 179
::*‘k*‘ :*:: *::.* * % :* * % ::** :* * % :* :*.:
AY362553 IFLKFKDERGKFDES————-— DTLGLLSLYEASNLGVAGEEILEEAMEFAEARLRRSLSE 204
AF543531 VLENFKDHNGQFTCSGIQTEGEIRGVLNLFRASLIAFPGEKVMQEAEIFSTMYLKHALQK 239
Hid R R HE R I I S S R Frioto
AY362553 PAAP-LHGEVAQALDVPRHLRMARLEARRFIEQYGKQSDHDGDLLELAILDYNQVQAQHQ 263
AF543531 IAVSSLSQEIEYLLEYGWHTNPPRLEARMYMEVEFPQDTIYEQKLVELAKVEFNIFHSLQK 299
I *: Koo ERFIKOR sk porrro o JRokkk ok nroo
AY362553 SELTEI IRWWKELGLVDKLSFGRDRPLECFLWTVGLLPEPKYSSVRIELAKAISILLVID 323
AF543531 RELQSLCRWWKHYGFP-QLSFTRHIHVEYYTFASCIATDPKQSAFRLGFAKMSYFVTVLD 358
* % . ‘k**‘k. ‘k: :**‘k *' :‘k : 3 . .:** ‘k:.*: :‘k* B *:*
AY362553 DIFDTYGEMDDLILFTDAIRRWDLEAMEGLPEYMKICYMALYNTTNEVCYKVLRDTGRIV 383
AF543531 DIYDTYGTMEELELFTAAIKRWDPSVVDCLPEYMKGVYMAVYDTVNEMAKEAEKVQGRDT 418
**:**** *::* * % % **:*** et * Kk k k Kk x ***:*:*.**:‘ T . . * %
AY362553 LLNLKSTWIDMIEGFMEEAKWENGGSAPKLEEYIENGVSTAGAYMAFAHIFFLIGEGVTH 443
AF543531 LNYVRQAWELYIDAYMPEAKWISSGYLPTFQEYLDSSKISFGTRITILQPILTLGEPLSH 478
*oorrL* Kook KRRk X ok rakxrr HE A S
AY362553 QONSQLFTQKPYPKVFSAAGRILRLWDDLGTAKEEQERGDLASCVQLFMKEKS-LTEEEAR 502
AF543531 EILQEIDFS--AKFNDLISVILRLKGGQGSVVQE-—-—-— ASSVSCYMKDNAGLTEEDAI 530
* . . "k. . . * Kk Kk x .. *:‘ :‘k *‘k.*‘ :*‘k::: **‘k‘k:*
AY362553 SRILEEIKGLWRDLNGELVYN-KNLPLSIIKVALNMARASQVVYKHDQDT--YFSSVDNY 559
AF543531 HCINDMVNNLLKELNWELLKPDSNVPISCRKAAFDICRIFHHGYKYRDGYGDATIEVKNL 590
Xororu R opokk Rk JRokox ok kpar kxR KX
AY362553 VDALFFTQ--- 567
AF543531 VKRTVLEPVPL 601

*.

Abb. 45: ClustalW-Alignment der zu den in Bande 4 identifizierten Peptiden gehdérenden
Aminosauresequenzen.

AY362553 — Geraniolsynthase Ocimum basilicum; AF543531 — monoterpensynthaseahnliches
Protein Pinus taeda. Rot — identifizierte Peptide, Linie — DDXXD-Motiv.
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M13 forward d(GTTTTCCCAGTCACGAC) Klonierungsvektoren
M13 reverse d(CAGGAAACAGCTATGAC) Klonierungsvektoren
pJET1.2 d(CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC) Klonierungsvektoren
forward

pJet1.2 reverse

d(AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG)

Klonierungsvektoren

Tps 1a sense GAR YTN GCN GAR ATH ATH MGN peptidabgeleitet
TGG
Tps 1b sense YTN GGN GGN AAR YTN AAY TTY GC peptidabgeleitet
Tps 1c sense TNG CTG AAATTA TTM GDT GG peptidabgeleitet
Tps 1d sense GGW GGW AAM YTN AAY TTY GC peptidabgeleitet
Tps 1b anti AGC HCK AGC CAT RAANAR AGC peptidabgeleitet
Tps 2d sense TCA AYT NGA AAA RYT NCA AG peptidabgeleitet
Tps 2b anti YTGICKYTG IAR YTC IAR IGT RTC peptidabgeleitet
YTC CICC
Tps 2c anti AAC YTT HCK NAR AAT TTC AGC peptidabgeleitet
Tps 2d anti ART TCN ARW GTATCT TCW CC peptidabgeleitet
Tps 4a sense ATT YTN YTN TTY ACW GAT GC peptidabgeleitet
Tps 4f sense ATT CCW ATY YTN GTT ATG TG peptidabgeleitet
Tps 4a anti TTC YTT NAR NAR RAT RAT AACC peptidabgeleitet
Mir rev ATC ATA GCT ATA CAT CAA CGG GAC | FS-35- abgeleitet
Fw 1 CAA GTA GTG AGG AAT ATT TGA AG FS- 35 abgeleitet
S1 GTC CCG TTG ATG TAT AGC TAT GAT | FS-35- abgeleitet
Rev 2 CCA AAG ACG AAG AAT AGT GGC FS- 35 abgeleitet
Fw 2 CAT CCACGG CCACTATTICTT FS-35- abgeleitet
Rev 3 TTC AGG CACTTC CATGCATTC G FS-35- abgeleitet
Rev 4 CAT TTC TTC CAT GTC CAAGT FS- 35 abgeleitet
Fw4 AAG GAA GCT CTATTG AAAGT FS-35- abgeleitet

Tab. 17: Sequenzen der verwendeten Primer

Spezifikationen: peptidabgeleitet — von den identifizierten Peptiden abgeleitete Primer.
Normalschrift: Primerset 1, ohne Mirabilis jalapa codon usage abgeleitet; Fett: Primerset 2, Mirabilis
Jalapa codon usage

rev — (reverse) antisense Primer, fw — (forward) sense Primer

1a
1a 1b +—
—_ —>
I I I
328 342 608
A
2c 2d 4a 1b
— «— «— —
4f 2d 1c 1d 4a
—_—> —> — ——p ——p
I I I I I I I I I
35 98 156 30 328 342 400 582 608
B 7

Abb. 46: Lage der von den Peptiden abgeleiteten Primer auf dem Alignment der beteiligten
Aminosauresequenzen.

Der Primerbeginn ist jeweils mit der Nummer der Aminosaure beziffert. A) Primerset 1; B)
Primerset 2; Schwarz — sense-Primer; Rot — antisense-Primer
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kop M 1 2 M  kbp | kbp M 1

Abb. 47: In der RT-PCR mit peptidabgeleiteten Primern generierte DNA-Fragmente.

Die cDNAs wurden aus 1 ug Gesamt-RNA aus petaloiden Segmenten (Ernte (14, 16 und 18 Uhr)
nach DNase-Behandlung mittels M-MLV-RT (Invitrogen) und dem antisense Primer generiert. Ein
Drittel dieser Reaktionsansatze wurden fir die PCR mit der Tag-Polymerase (Invitrogen)
eingesetzt. Jeweils ein Flnftel der PCR-Ansatze wurde gelelektrophoretisch getrennt (Stationare
Phase: 1,5% Agarosegel, mobile Phase: 1x TAE, 45 min, 65 V) und die amplifizierten DNA-

Fragmente im Anschlufd mittels Ethidiumbromidfarbung visualisiert.

A) 1 — Tps 1b antilTps 1c sense, 2 — Tps 1b antilTps 1d sense, M — Marker O Gene Ruler
(Fermentas). B) 1 — Tps 2c antilTps 2d sense, 2 — Tps 2d antilTps 2d sense, M — Marker

GeneRuler™ (Fermentas) C). 1 — Tps 4a anti/Tps 4a sense, M — Marker O'Gene Ruler

(Fermentas). Rahmen — zur weiteren Analyse verwendete Bande

AY589702
XP 002518538

AY589702
XP 002518538

AY589702
XP 002518538

AY589702
XP_002518538

AY589702
XP_002518538

Abb. 48: ClustalW-Alignment der Aminosauresequenzen von FS-35 aus Mirabilis jalapa und

ATLSDPSLSQQRIDLTKPISFIYIIDDIFDVQGSLDELTLFTEIVKRWDVEAVEQLPGYM

———————————————————————————————————————————————————— LPSSEEYL

RACFKALDSVTNEIGYKVYKQHGWNPVHSLRETWASLCKAFLVEARWFASGHLPAAEEYL
K,k e e Kok ok Kk

KNGIISSSLLVVSTLLFYLLGHGRNDNNIIGLNKYLDMATSTATILRLWDDLGCAKDENQ

QNGIVSSGVHVVLVHIFYLLGHGVTREGVDFIGNRPAIITSTATILRLWDDLGISKDENQ
ckkkekk . kk | akkkkkKkk | o e s cokkkkk Ak AkkKk AR kKKK

DGNDWSFIECYLKEHEGSSIESARETMNMLISNAWKCLNEKCLSHHHFSQHLIEACLNLA
DGHDGSYVECYVKEHKGSLVEIATKKVTVMI SDAWKQLNQECLHPNPFSPNFTKSCLNLA

kkek Kkeokkkekkhkkokk ok Kk . . . ** * Kk k ** ** e kk e e ek kR k Kk

RMVPLMYSYDDDHRLLDLERLIQV-——-————— 152
RMVPLMYSYDDNHRLPVLEYYTKSLLFESVSI 572

kkkkhkkhkkhkkhkkkkk kkhkkk kK

der putativen 1,8-Cineolsynthase aus Ricinus communis.

AY586702 — FS-35 Mirabilis jalapa, XP_002518538 - putative 1,8-Cineolsynthase Ricinus

communis. Linie — DDXXD-Motiv

XV
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540
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Kiop i i 2z Kop M i 2

Abb. 49: In der PCR mit FS-35 spezifischen Primern amplifizierte DNA-Fragmente.

Jeweils 1/5 der PCR-Ansdtze wurde gelelektrophoretisch getrennt (Stationdre Phase: 1%
Agarosegel, mobile Phase: 1x TAE, 45 Minuten, 65 V) und die amplifizierten DNA-Fragmente im
Anschluss mittels Ethidiumbromidfarbung visualisiert.

A) RT-PCR auf Gesamt-RNA: Jeweils 1 ug RNA (Erntezeitpunkt: 14 Uhr) wurde mit dem Primer
Mir-rev und der M-MLV-RT revers translatiert. Die Halfte der Reaktionsansatze wurde als Template
fur die PCR mit den Primern Mir-rev und fw 2 eingesetzt (Taq PCR Master Mix, Qiagen). M —
Marker, Pstl-geschnittene Lambda-DNA, 71 — sternformiges Petalenzentrum, 2 — petaloide
Segmente

B) PCR auf genomischer DNA der petaloiden Segmente: Pro Reaktionsansatz wurden 0,1 ug
DNA (Erntezeitpunkte 14, 16 und 18 Uhr) nach der Restriktion mit Pst/ mit den spezifischen Primern
und dem Taq PCR Master Mix (Qiagen) amplifiziert.

M - Marker, O’Gene Ruler (Fermentas), 1 — Amplifikation mit rev1/fw1, 2 — Amplifikation mit rev1/fw
2

Pfeile — zur weiteren Analyse verwendete Banden

XVi



Stern 0 e TATCATAGCTATACATCAAC 20
petSegmente = = —-mmmm oo oo TATCATAGCTATACATCAAC 20
FS35 ACTTGAATGAGTCGTTCAAGATCTAGAAGTCGATGGTCGTCATCATAGCTATACATCAAC 60
Kok k ok ok kk ok ok ok oAk Kk okk ok ok kK
Stern GGGACCATTCTAGCAAGATTAAGACAAGCTTCTATTAAATGTTGTGAAAAATGGTGGTGA 80
petSegmente GGGACCATTCTAGCAAGATTAAGACAAGCTTCTATTARAATGTTGTGAARAAATGGTGGTGA 80
FS35 GGGACCATTCTAGCAAGATTAAGACAAGCTTCTATTAAATGTTGTGAAAAATGGTGGTGA 120
Kok kok ok ok ok ke k ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok kR ok ok ok ok ok ko ok ok ko ok Rk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kk
Stern GATAAACACTTTTCATTCAGGCACTTCCATGCATTCGAAATCAACATATTCATAGTTTCT 140
petSegmente GATAAACACTTTTCATTCAGGCACTTCCATGCATTCGAAATCAACATATTCATAGTTTCT 140
Fs35 GATAAACACTTTTCATTCAGGCACTTCCATGCATTCGAAATCAACATATTCATAGTTTCT 180
KA KA KA KKK KA A AR KA KR AKX A AR A KA I AR A A I A I AR A A I A I AR A AT A XAF R A AR A AKx kK, kK
Stern CGTGCACTTTCAATAGAGCTTCCTTCATGTTCTTTCAAATAGCATTCTATGAATGACCAA 200
petSegmente CGTGCACTTTCAATAGAGCTTCCTTCATGTTCTTTCAAATAGCATTCTATGAATGACCAA 200
Fs35 CGTGCACTTTCAATAGAGCTTCCTTCATGTTCTTTCAAATAGCATTCTATGAATGACCAA 240
R R R R I S R R I R R R I R R R I R I R R R
Stern TCATTTCCATCTTGATTTTCATCCTTGGCGCAACCAAGATCATCCCAAAGACGAAGAATA 260
petSegmente TCATTTCCATCTTGATTTTCATCCTTGGCGCAACCAAGATCATCCCAAAGACGAAGAATA 260
Fs35 TCATTTCCATCTTGATTTTCATCCTTGGCGCAACCAAGATCATCCCAAAGACGAAGAATA 300
KAk hhkhkhhkhk A hAXkdAhkhk Ak Ar A dkhk Ak Arhhkhkkhhk A hkhkhkhkhh ko hhkhkkhh ko hk kkhkkhkkkkk
Stern GTGGCCGTGGATGA-—— =~ ————————— - m - - — - 274
petSegmente GTGGCCGTGGATGA-——————————— —— -~ — - - 274
FS35 GTGGCCGTGGATGTTGCCATGTCTAGATACTTGTTCAAGCCAATTATATTGTTGTCATTT 360
Kk ok kk ok ok okk ok ok kK ok
Stern =000 ST ST T T T oo -
petSegmente = —- s oo oo oo oo oo —
FS35 CTTCCATGTCCAAGTAGATAAAAGAGGAGAGTTGAAACAACAAGAAGGCTAGAACTAATA 420
Stern 0 —o ST oo mm oo T o oo oo —— oo
petSegmente @ = ---7-------------——-———————————————
Fs35 ATCCCATTCTTCAAATATTCCTCACTACTTGGTAA 455

Abb. 50: ClustalW-Aligment der zu FS-35 homologen Sequenzen der Mirabilis jalapa Bliite.
Stern — Durch RT-PCR auf Gesamt-RNA aus dem sternférmigen Petalenzentrum generierte
Sequenz. petSegmente — Durch RT-PCR auf Gesamt-RNA aus den petaloiden Segmenten
generierte Sequenz. FS35 — AY589702, terpensynthaseahnliche Sequenz
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Anhang

FS35 0 mmmmmmmmmmm— TTACCAAGTAGT--GAGGAATATTTGAAGAATGGG 33
revlfwl CCGACAGGTGGGGTTCAGCTTACCTTTTCCTTTTACTTCAATTCACGTTTCAAGGCTGGG 480
ok A *x K * Kk kkk kkk kK
FS35 ATTATTAGTTC-TAGCCTTCTTGTTGTTTCAACTCTCCTCTTTTATCTACTTGGACATG- 91
revlfwl GCTAATGATGGGCGGACTAATTCTCACCCCTTTTTAAAACGATCAAATAATTAAGTAAAC 540
*k Kk * * ok k *k ok * * * * ok * Kk kx *
FS35 —~GAAGAAATGAC--AACAATATAATTGGCTTGAACAAGTATCTAGACATGGCAACATCCA 148
revlfwl TAAATAAATAATTAAATTCTTTAATAAACTTTTANTATGAATTCAATTTAAAAACTTATT 600
*k kkkk K * * * kK kk * x Kk * * * * * * *kk Kk
FS35 CGGCCACTATTCTTCGTCTTTGGGATGATCT--TGGTTGCGCCAA—————====-~ GGAT 195
revlfwl TATTTAAGGTTGGTC-TCCTCATAATAATTTATTATTATTGTCAACTTATAATGTAGGAT 659
* Kk kK Kk *k kk kK x kkk Hkk ke
FS35 GAAAAT-CAAGATGGAAATGATTGGTCATTCATAGAATGCTATTTGAAAGAACATGAAGG 254
revlfwl GAAAATTCAAGATGGAAATGATTGGTCATTCATAGAATGCTATTTGARAGAACATGAAGG 719
Kk kKK Kk kK Kk kKR Kk ok o ko ok o K K Kk o ko o ko kX
FS35 AAGCTCTATTGAAAGTGCACGAGAAACTATGAATATGTTGATTTCGAATGCATGGAAGTG 314
revlfwl AAGCTCTATTGAAAGTGCACGAGACACTATGAATATGTTGATTTCGAATGCATGGAAGTG 779
hhkkkhkkhkkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkk *kkkhkkkkhkhkkhkkkkhkkhkhkkkkkkkkkhkkkxkkk
FS35 CCT-GAATGAAAAGTGTTTATCTCACCACCATTTTTCACAACATTTAATAGAAGCTTGTIC 373
revlfwl CCTCGAATGAAAAGTGTTTATCTCACCACCATTTTTCACAACATTTAATAGTAAGCTGTC 839
hhkk hkkhkkAkhhkhhhhkhkhkhdk Ak hhhkhhkhkhhkhhkhhkkhkhkkhhkhkkkkkkx * * kKK
FS35 TTAATCT-TGCTAGAATGGTCCCGTTGATGTATAGCTATGATGACGACCATCGACTTCTA 432
revlfwl TTAATCTGCAATGAAGTA: 857
Xk kKK Kk * x K
FS35 GATCTTGAACGACTCATTCAAGT 455
revlfwl =0 @—--mmmmmmm————————————o
FS35 TCAACTCTCCTCTTTTATCTACTTGGACATGGAAGAARATGACAACAATATAATTGGCTTG 120
revlfw2nterm = = —------—mmm oo
FS35 AACAAGTATCTAGACATGGCAACATCCACGGCCACTATTCTTCGTCTTTGGGATGATCTT 180
revlfw2nterm = ------———-—————————— CCCATCCACGTCCACTATTATTAGTCTTCGTGATGATCTT 40
Kok okkkkk KkkkkkKK Kk kkkkk Kk KkkkXXXAKX
FS35 GGTTGCGCCAAGGATGAAAATCAAGATGGAAATGATTGGTCATTCATAGAATGCTATTTG 240
revlfw2nterm GGTCGCGCCAAGG— == === == === === oo 53
KAK F kKKK
FS35 AAAGAACATGAAGGAAGCTCTATTGAAAGTGCACGAGAAACTATGAATATGTTGATTTCG 300
revlfw2nterm = = —--mmmmmmmmmm e
FS35 AACAAGTATCTAGACATGGCAACATCCACGGCCACTATTCTTCGTCTTTGGGATGATCTT 180
revlfw2cterm =  ---------m-mmmmmm
FS35 GGTTGCGCCAAGGATGAAA-ATCAAGATGGAA-ATGATTGGTCA-TTCATAGA-ATGCT- 235
revlfw2cterm = = ----——---- AGGATGAAACATCAAGATGGAACATGATTGGTCAATTCATAGACATGCTC 50
kK Kk kK K xkkk kAR kkkk Kk kkkkk Xk kk KAX KKK Kk KA KKK
FS35 ATTTGAAAGAA--CATGAAGGAAGCTCTATTGAAAGTGC-ACGAGA--AACTATGAA--T 288
revlfw2cterm ATTTGAAAGACACCATGAAGGARAGCTCTATTGAAAGTGCCACGAGACCACTCATGACATC 110
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok hhkkhkhkkkkkkkhkkhkhkhkkhkhkhkkkkhkkkx *kxkkk * * Kk ok
FS35 ATGTTG-ATTTCGA-ATGC-ATGGAAGTGCCTGAA--TGAAAAGTGTTT-ATCTC-ACCA 341
revlfw2cterm ATGTTGCATTTCGACATGCCATGGAAGTGCCTCGACATGAAAAGTGTTTCATCTCCACCA 170
khkkkhkk hhkkkhkkk hhkhkk KAk hkkkkkkkkx * Khkkkkkkhkkkkk Khhkkkk *kkkx
FS35 CCATTTTTCACAACATTTAATAGAAGCTTGTCTTAATCTTGCTAGAATGGTCCCGTTGAT 401
revlfw2cterm CCATTTTT-ACACCAACCAT TT-————————————————————————————————————— 191
Kk A KK kXK Kk * %
FS35 GTATAGCTATGATGACGACCATCGACTTCTAGATCTTGAACGACTCATTCAAGT 455
revlfw2cterm = = —---mmmmmmmm—mm—— e -

Abb. 51: ClustalW-Aligment Vergleich der mittels PCR auf genomischer DNA generierter
Sequenzen mit FS-35.

A) Vergleich FS-35 vs. mit Mir rev/ fw 1 generiertes 0,8 kb Fragment. B) Vergleich FS-35 vs. mit
Mir rev/ fw 2 generiertes 0,6 kb Fragment, N-terminal. C) Vergleich FS-35 vs. mit Mir rev/ fw 2
generiertes 0,6 kb Fragment, C-terminal.



A B c
— 1 1

—l"‘ — 0‘5 0.5

—t -

A

. +—02
,‘# e 0.2
1 M kbp 1 M kbp
1 2 M kbp

Abb. 52: In der PCR mit FS-35 spezifischen Primern amplifizierte DNA-Fragmente.

Jeweils 1/5 der PCR-Ansatze wurde gelelektrophoretisch getrennt (Stationdre Phase: 1,5%
Agarosegel, mobile Phase: 1x TAE, 45 min, 65 V) und die amplifizierten DNA-Fragmente im
Anschluss mittels Ethidiumbromidfarbung visualisiert.

A) PCR auf Genomischer DNA: 1,5 pg DNA (petaloide Segmente, gepoolt aus den
Erntezeitpunkten: 14, 16 und 18 Uhr) wurde mit EcoRV gespalten und jeweils 1/10 der DNA mit der
T4-Ligase religiert. 1/5 der Ligationsansatze wurden mit der Tag-Polymerase (Invitrogen) und den
Primern rev 2/fw4 amplifiziert. 1 — Ligation mit HCC, 2 — Ligation ohne HCC, Pfeile — zur weiteren
Analyse verwendete DNA-Fragmente.

B) PCR auf Genomischer DNA: 1,5 ug DNA (petaloide Segmente, gepoolt aus den
Erntezeitpunkten: 14, 16 und 18 Uhr) wurde mit Pvull gespalten und jeweils 1/10 der DNA mit der
T4-Ligase religiert. 1/5 der Ligationsansatze wurden mit dem Taqg PCR Master Mix (Qiagen) und
den Primern rev2/fw4 amplifiziert. Pfeile — zur weiteren Analyse verwendete DNA-Fragmente.

C) PCR auf Genomischer DNA: 1,5 pg DNA (petaloide Segmente, gepoolt aus den
Erntezeitpunkten: 14, 16 und 18 Uhr Tag) wurde mit Pvull gespalten und jeweils 1/10 der DNA mit
der T4-Ligase unter Zusatz von HCC religiert. 1/5 der Ligationsansatze wurden mit dem Taqg PCR
Master Mix (Qiagen) und den Primern rev2/S1 amplifiziert. Pfeile — zur weiteren Analyse
verwendete DNA-Fragmente.
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Bezeichnung der primaren y-Achse: spezifische Aktivitat (E)-B-OS (tkat/mg)
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