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1 Einleitung

1.1 Naturstoffe und ihre Rolle im Primar- und Sekundarmetabolismus

Naturstoffe sind Verbindungen, welche von Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen
produziert werden. Es gibt eine grolle strukturelle Vielfalt an niedermolekularen
Naturstoffen, welche sich in Primar- und Sekundarmetabolite unterteilen.
Primarmetabolite sind flir den Organismus essenziell fir das Wachstum, die
Entwicklung und die Reproduktion (Furstenberg-Hagg et al., 2013).

Hingegen sind Sekundarmetabolite flir den Organismus nicht lebensnotwendig, aber
geben ihm mit unter einen Selektionsvorteil, welcher das langzeitige Uberleben einer
Spezies sichert. Sekundarmetabolite werden auch als spezialisierte bioaktive
Verbindungen bezeichnet und dienen der Pflanze als Schutz gegen Herbivore und
mikrobielle Pathogeninfektionen, der Pollen- und Saatgutverbreitung und der
Anlockung von Niutzlingen (Hartmann, 2007).

Die Bildung von bestimmten Sekundarmetaboliten ist meist in taxonomischen
Gruppen begrenzt und wird als Individualstoffwechsel bezeichnet (Mithéfer und
Boland, 2012; Flrstenberg-Hagg et al., 2013). Zum Beispiel sind phenolische
Glykoside (PG) spezifische Verteidigungsstoffe gegen Fralifeinde und Pathogene der
Weidengewachse (Bockler et al., 2011) und Kreuzblitler (Halkier und Gershenzon,
2006). Da Mutationen im Biosyntheseweg sekundarer Stoffe nicht letal fir den
Organismus sind, gibt es eine groRe strukturelle Diversitat dieser Verbindungen.
Primarmetabolite dienen als Vorlauferverbindungen fir die Synthese von
Sekundarmetaboliten. Dadurch kénnen Pflanzen effizient Energie und bestehende
Verbindungen nutzen, um diese zeitlich und raumlich reguliert in Abwehrkomponente

umzuwandeln (Mithéfer und Boland, 2012).

1.2 Pflanzenabwehr von Herbivoren

Pflanzen und Insekten koexistieren seit mehreren Millionen Jahren nebeneinander.
Durch den Prozess der gegenseitigen Adaption Uber Populationen und Spezies
(Ehrlich und Raven, 1964 ) hinweg, entwickelten die Pflanzen eine Flle an komplexen
Abwehrmechanismen und sekundare Abwehrstoffe gegen unterschiedliche
Herbivore (Mithéfer und Boland, 2012; Firstenberg-Hagg et al., 2013). Im Gegenzug
entwickelten  Herbivore  Verteidigungsstrategien gegen die  genannten
Abwehrverbindungen (Ding et al., 1998). Dieser Zustand fiihrt in einem Okosystem

zu einer Balance zwischen Herbivoren und Pflanzen, in der beide tberleben kdnnen.



Die Produktion von Abwehrverbindungen in der Pflanze fihrt oft zu einer
Verminderung des Wachstums sowie der Wettbewerbsfahigkeit (Baldwin, 1998). Nur
unter Herbivorie profitiert die Pflanze von den Einschrankungen der Produktion dieser
Abwehrstoffe (Coley et al., 1985; Baldwin und Hamilton, 2000). Ob die Abwehrstoffe
nun ubiquitér in der Pflanze vorkommen oder erst durch FralRschaden induziert
gebildet werden, hangt somit stark von den Kosten der Synthese und dem
resultierenden Nutzen ab.

Die pflanzliche Abwehr lasst sich in zwei gro3e Bereiche unterteilen, die direkte und
die indirekte Abwehr. Die direkte Abwehr richtet sich unmittelbar gegen den
Frallfeind, wohingegen die indirekte Abwehr zum Beispiel durch das Anlocken von
Pradatoren mit Duftstoffen, extrafloralen Nektar (EFN), protein- und nahrstoffreichen
Futterkdrpern, sowie der Bereitstellung von Nistplatzen die Pflanzenfresser indirekt
reduziert (Dicke und Sabelis, 1988). Auch kdnnen Pflanzen indirekt den FralRschaden
reduzieren, in dem sie wie zum Beispiel der Pappel-Hybrid Populus deltoides x
Populus nigra bei Fralischaden mit Lymantria dispar (Frost et al., 2007) Uber flichtige
organische Verbindungen (VOCs) miteinander kommunizieren und somit die
Produktion von weiteren Abwehrverbindungen in Nachbarpflanzen vermitteln.
Verteidigungsmechanismen der direkten Abwehr sind morphologische Barrieren oder
chemischen Verbindungen mit repellenten oder toxischen Eigenschaften. Zu den
morphologischen Komponenten gehéren unter anderem Wachsschichten, Trichome
oder eine gesteigerte Blatter- und Wurzelwiderstandsfahigkeit (Flrstenberg-Hagg et
al., 2013).

Die direkten chemischen Verteidigungskomponenten umfassen alle Klassen an
Sekundarmetaboliten, unter anderem nicht-proteinogene Aminosauren, Terpene und
aromatische Verbindungen. Ein Beispiel fir Letzteres sind die von der Benzoesaure
abgeleiteten Salicinoide in verschiedenen Salix spp., die in hohen Konzentrationen
einen effizienten Schutz gegen den Fral3 der generalistischen Motte Operohtera

brumate darstellen (Ruuhola et al., 2001).

1.3 Aromatische Verbindungen

Eine groRe Gruppe an verbreiteten sekundaren Abwehrstoffen stellen die
aromatischen Verbindungen dar. Zu dieser Gruppe zahlen zum Beispiel die einfachen
Phenole, ausgehend von Benzoesaure-Derivaten und Benzoesaure-Konjugaten
(Vogt, 2010; Widhalm und Dudareva, 2015). Benzoesaureverbindungen sind Cg-C;+
aromatische Carbonsauren und Vorstufe fir zahlreiche Verbindungen, darunter

Pflanzenhormone, Cofaktoren, Verteidigungsmittel und Lockstoffe flir Bestauber.



Durch die vielen méglichen Modifikationen (Methylierung, Glykosylierung,
Aminosaure-Konjugation und Aktivierung mit Coenzym A) der Benzoesaure entsteht
die grolde Diversitat dieser Verbindungen (Wildermuth, 2006).

Benzoesaure und seine Derivate beinhalten auch Verbindungen mit grofler
pharmakologischer Aktivitat, wie das Anti-Krebs Medikament Taxol (Walker und
Croteau, 2000), das lokale Analgetikum Kokain (Bjorklund und Leete, 1992) und
Salicin, der Grundstoff von Medikamenten auf Basis von Acetylsalicylsaure (ASS)
(Jack, 1997) (vgl. Abb. 1).
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Auch nicht flichtige Abwehrverbindungen wie Benzoyloxyglucosinolate (vgl. Abb. 1)
in Kreuzblitlern beinhalten eine von Benzoesaureverbindungen abgeleitete
Benzoylgruppe (Graser et al., 2001; Kliebenstein et al., 2007). Das weitverbreitete
Pflanzenhormon Salicylsaure (SA) (vgl. Abb. 1) ist ebenfalls ein Derivat der
Benzoesaure (Sharma et al., 1996). Es spielt unter anderem eine wichtige Rolle in
der Vermittlung von systemischen Resistenzen in pathogen-infizierten Pflanzen
(Jarvis et al., 2000).

Auch wurde der Einbau von Benzoesaure-Derivaten in die
Hauptabwehrverbindungen der Salicaceae, den Salicinoiden, postuliert (Zenk, 1967;
Babst et al., 2010; Chedgy et al., 2015). Trotz der grol3en Verbreitung und Relevanz
von pflanzlichen Benzoesaureverbindungen ist ihre Synthese noch nicht im Detail

aufgeklart.



1.4 Benzoesaure-Biosynthese

Die Biosynthese von einfachen Phenolen erfolgt in Pflanzen meist Gber den
Shikimisaureweg (Tzin und Galili, 2010; Vogt, 2010; Maeda und Dudareva, 2012).
Dieser dient in Pflanzen allgemein dem Aufbau der aromatischen Aminosauren L-
Tryptophan, L-Tyrosin und L-Phenylalanin und ist somit ein wesentlicher Teil des
Primarmetabolismus (vgl. Abb. 2).

Die Intermediate aus der
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des g

Shikimisaureweges zur Entstehung von aromatischen |ntermediat konnen (ber
Aminoséauren in Pflanzen.

verschiedene enzymatische
Reaktionen die drei aromatischen Aminosauren in der Pflanze gebildet werden
(Maeda und Dudareva, 2012).
Benzoesaureverbindungen (BAs) kénnen direkt von Chorismat (Wildermuth et al.,
2001) oder alternativ Gber ein Netzwerk ausgehend von L-Phenylalanin (L-Phe) Gber
trans-Zimtsaure synthetisiert werden. Viele Studien unterstiitzen die Synthese von
Benzosaureverbindungen ausgehend von L-Phe (Wildermuth, 2006), daher wird in
dieser Arbeit nur auf die Synthese von BAs ausgehend von L-Phe eingegangen.
Der erste Schritt im Sekundarstoffwechsel erfolgt durch die Deaminierung von L-Phe
zu trans-Zimtsaure (t-CA), katalysiert durch die Phenylalanin-Ammonium-Lyase
(PAL) (Abd EI-Mawla et al, 2001; Hertweck et al., 2001). Die weitere
Benzoesaurebiosynthese ausgehend von t-CA beinhaltet die Verkirzung der Cs;-
Propionylseitenkette und kann Uber drei potentielle Stoffwechselwege erfolgen (Long
et al., 2009).
Diese umfassen den CoA-abhangigen R-oxidativen Weg (Abb. 3, grine Pfeile) mit
einem CoA-Ester als Intermediat (Jarvis et al., 2000), den CoA-unabhangigen nicht-
oxidativen Weg (Abb. 3, blaue Pfeile) mit Benzaldehyd als Intermediat (Boatright et
al., 2004) oder eine Kombination aus beiden Wegen (Abb. 3, braune Pfeile) (Abd EI-
Mawla und Beerhues, 2002).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der potentiellen Stoffwechselwege zur Verkiirzung der
Propionylseitenkette der trans-Zimtsaure.

Umrandet sind die beiden putativen Enzyme (PtTE, PtBALDH), welche im Rahmen dieser Arbeit im
Genom von Populus trichocarpa identifiziert werden sollten. Gestrichelte Pfeile zeigen hypothetische
Stoffwechselwege an, durchgezogene Pfeile kennzeichnen schon nachgewiesene pflanzliche
Reaktionen. Der CoA-abhangige R-oxidative Weg und CoA-unabhangige nicht-oxidative Weg wurden
enzymatisch schon in Petunia hybrida aufgeklart (Boatright et al., 2004). Der CoA-abhangige nicht-
oxidativer Weg wurde bis jetzt nur in Zellkulturen von Hypericum androsaemum nachgewiesen (Abd EI-
Mawla und Beerhues, 2002). Die verwendeten Abklrzungen stehen fir CNL = Zimtsaure-CoA-Ligase,
CHD = Cinnamoyl-CoA-Hydratase/Dehydrogenase und KAT = 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase.

Der CoA-abhangige R-oxidative Weg ist dhnlich zur 3-Oxidation der Fettsauren im
Peroxisom lokalisiert (Hertweck et al., 2001). Vermittelt von der Zimtsdure-CoA-
Ligase (CNL) wird t-CA aktiviert zu Cinnamoyl-CoA (Klempien et al., 2012).
Ausgehend von Cinnamoyl-CoA erfolgt Uber ein bifunktionales Enzym, die
Cinnamoyl-CoA-Hydratase/Dehydrogenase (CHD), die Hydration der
Propylseitenkette und anschlieend die Oxidation der entstandenen Hydroxylgruppe
zu dem Keton 3-oxo-3-phenylpropionyl-CoA (Qualley et al., 2012). Durch eine
umgekehrte Claisen-Kondensation, katalysiert durch eine 3-Ketoacyl-CoA Thiolase
(KAT), erfolgt die Abspaltung eines Acetyl-CoAs und Benzoyl-CoA entsteht (Van
Moerkercke et al., 2009).

Erste Belege fir diesen Stoffwechselweg kamen von zellfreien Extrakten von
Quercus pedunculata (Alibert G und Ranjeva R, 1971). Spatere Studien belegen
diesen Stoffwechselweg auch in Cucumis sativus und Nicotiana attenuata (Jarvis et
al., 2000) sowie in Petunia hybrida (Boatright et al., 2004). Die weiterfihrenden
Schritte zur Entstehung von Benzoesaure, sowie in welcher Form die Intermediate in
und aus dem Peroxisom gelangen, konnten noch nicht abschlielend geklart werden
(Qualley et al., 2012). Vorhergegangene Untersuchungen identifizierten die drei
beschriebenen Enzyme (CNL, CHD und KAT) in P. trichocarpa, welche dem CoA-
abhangigen R-oxidativen Weg zugeordnet werden konnten (Nathalie Lackus,
Masterarbeit MPI-CE).



Die Identifikation pflanzlicher Thioesterasen (AtDHNAT1/AtDHNATZ2) in Arabidopsis
thaliana kénnten ein Indiz fur die Mdglichkeit der weiteren Acetyl-CoA Abspaltung von
Benzoyl-CoA und der Entstehung von Benzoesaure im Peroxisom sein (Widhalm et
al., 2012). Diese Thioesterasen gehdren zu der Familie der 4-Hydroxybenzoyl-CoA
Thioesterasen (4HBT), welche zu der Klasse der ,Hotdog-Domanen“-Proteinen
zahlen (Dillon und Bateman, 2004).

Der CoA-unabhangige nicht-oxidative Weg (vgl. Abb. 3, blaue Pfeile) beinhaltet die
Hydration von {CA zu 3-Hydroxy-3-phenylpropionsaure, eine Seitenketten-
verklrzung Uber eine umgekehrte Aldol-Reaktion zum Benzaldehyd und eine
anschlieBende Oxidation des Aldehyd-Intermediates zur Benzoesaure. Erste
Hinweise auf diesen Stoffwechselweg erfolgten in drei unabhangigen Studien mit
Zellkulturen von Daucus carota (Schnitzler et al., 1992), in Kartoffelknollen (French et
al., 1976) und in zellfreien Extrakten von Lithospermum erythrorizum (Yazaki et al.,
1991). Vor einigen Jahren erfolgte die Identifikation dieses Stoffwechselweges in
Petunia hybrida (Boatright et al., 2004). Ebenso wurde kirzlich ein pflanzliches
Enzym (AmBALDH), welches NAD"-abhangig die Oxidation von Benzaldehyd zu
Benzoesaure katalysierte, in Antirrhinum majus identifiziert (Long et al., 2009).
AmBALDH gehért zur ALDH2-Familie in Pflanzen und besitzt eine breite
Substratspezifitat. Strukturell ist es ein homotetrameres Enzym mit mitochondrialer
Lokalisation.

Der CoA-abhangige nicht-oxidative Weg beinhaltet drei enzymatische Reaktionen
(Abd ElI-Mawla und Beerhues, 2002) (vgl. Abb. 3, brauner Pfeil). Ahnlich wie bei dem
CoA-abhangigen R-oxidativen Weg erfolgt die Aktivierung der t-CA zu Cinnamoyl-
CoA Uber CNL. Potentiell erfolgt dann die anschlieRende Hydration und Abspaltung
von Acetyl-CoA mit Hilfe der bifunktionalen Zimtsaure-CoA-Hydratase/Lyase zum
Benzaldehyd. Hiernach entspricht der Stoffwechselweg wieder dem CoA-
unabhangigen nicht-oxidativen Weg und das Aldehyd-Intermediat wird mit einer
Aldehyddehydrogenase zur Benzoesaure oxidiert. Erste Belege fir diesen
Stoffwechselweg wurden in Hypericum androsaemum-Zellkulturen gefunden (Abd EI-
Mawla und Beerhues, 2002).

Bisher  deuten alle Ergebnisse bezlglich der Entstehung von
Benzoesaureverbindungen darauf hin, dass es in verschiedenen Pflanzen oder sogar
in der selben Pflanze in Abhangigkeit von den physiologischen Bedingungen mehrere

Mdoglichkeiten der Propionylseitenkettenverklrzung von t-CA geben kénnte.



1.5 Zielsetzung

Die Foérderung und Nutzung von fossilen Brennstoffen hat unsere Industrie im
vergangenen Jahrhundert dominiert. Die Verbrennung dieser nicht erneuerbaren
Energiequellen fiihrte zu einer stark erhéhten CO,-Akkumulation in der Atmosphéare
und trug wahrscheinlich mafigeblich zur globalen Erwarmung bei (Vitousek et al.,
1997). Da dieser Zustand andauert, ist eine Abkehr der Verwendung von fossilen
Brennstoffen hin zu erneuerbaren und klimaneutraleren Energieressourcen
unabdingbar.

Ein Ausweg koénnte die Verwendung schnellwlichsiger Baume als Quelle
nachwachsender Rohstoffe sein. Hierbei kann aber sowohl Uberirdische als auch
unterirdische Herbivorie zu groRen Ertragsverlusten flihren. Deshalb sind
Untersuchungen der natlrlichen Abwehr- und Resistenzmechanismen fir eine
bessere wirtschaftliche Nutzbarkeit unentbehrlich.

Als Modellorganismus fiir diese Untersuchungen eignet sich die Westliche
Balsampappel Populus trichocarpa durch ihr relativ kleines Genom, gute klonale
Vermehrung Uber Steckholzer (Tuskan et al., 2004), schnelles Wachstum und somit
eine rasche Zunahme an Biomasse, sowie kurze Generationsdauer. Durch die
Aufklarung von Abwehrmechanismen besteht die Moglichkeit der Herstellung von
modifizierten Pappel-Hybriden mit gesteigerter Resistenz gegenlber Herbivoren
(Rubin, 2008), welche die Effizienz der Verwendung als nachwachsenden Rohstoff
steigern kénnte (Chiang, 2002).

Benzoesaure-Derivate und -Konjugate stellen dabei einen Grofdteil der
Abwehrverbindungen von P. trichocarpa dar. Trotz ihrer groRen wirtschaftlichen und
auch pharmakologischen Rolle sind ihre Stoffwechselwege noch nicht vollstandig
aufgeklart.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ausgehend von der Masterarbeit von Frau Nathalie
Lackus (2016) der weitere Stoffwechselweg zur Entstehung von Benzoesaure
untersucht werden. Vorhergegangene Arbeiten identifizierten zwei Thioesterasen
(Widhalm et al., 2012) und eine Benzaldehyddehydrogenase (Long et al., 2009),
welche in anderen Pflanzen an der Biosynthese von Benzoesaure beteiligt sind. Mit
Hilfe des vollstandig sequenzierten P. frichocarpa Genoms (Tuskan et al., 2006)
sollten diese zwei putative Enzyme in P. trichocarpa identifiziert und anschliel’end
biochemisch charakterisiert werden. Zusammengenommen kénnten diese
Ergebnisse einen besseren Einblick Gber mégliche Stoffwechselwege zur Entstehung

von Benzoesaure in P. trichocarpa liefern.



2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Der Hauptanteil der verwendeten Chemikalien wurde von den Firmen Carl Roth
GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma Aldrich® (St. Louis, USA)
bezogen. Ein detaillierter Uberblick (iber die Bezugsquellen der Chemikalien befindet
sich im Anhang (Tabelle 15).

Das benétigte Verbrauchsmaterial stammte von den Firmen Sarstedt AG & Co
(NUmbrecht, Deutschland), Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) und VWR
International GmbH (Darmstadt, Deutschland).

Das fiir die Versuche eingesetzte Reinstwasser (ddH,0) wurde durch das Milli-Q®
Advantage A10 Wasseraufbereitungssystem (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

bereitgestellt.

2.2 Pflanzenmaterial

Steckhoélzer von Baumen der Westlichen Balsampappel (Populus trichocarpa,
Kultivar Muhle Larsen) wurden im Gewachshaus unter Sommerbedingungen (24 °C,
60 % Luftfeuchtigkeit, Tag-/Nachtrhythmus 16 h/ 8 h) in einem Sand-Granulat
Gemisch (Klasmann Deilmann GmbH, Geeste, Deutschland) kultiviert.

Mit 10 biologischen Replikaten je Versuchsreihe wurden Fra3experimente an den
Blattern durchgeflhrt. Hierbei wurde der Fraschaden mit Hilfe der
Schwammspinnerraupen (Lymantria dispar) im vierten Larvenstadium (L4)
hervorgerufen. Flr die Gewinnung von Blattmaterial wurden P. trichocarpa-Baume in
einem Doppel-Topf-System bis zu einer Héhe von ca. 70 bis 100 cm Kkultiviert
(Nathalie Lackus, Max-Planck-Institut fiir chemische Okologie (MPI-CE), pers.
Mitteilung). Fir die Herbivorie-Behandlung wurden je 12 L. dispar-Raupen (L4) auf
einem Baum eingetltet. Am folgenden Tag erfolgte die Ernte des Pflanzenmaterials.
Dazu wurden jeweils nach dem vierten Blatt von oben die darauffolgenden sieben
Blatter geerntet und sofort in Stickstoff eingefroren.

Im Gegensatz dazu wurden die FralRexperimente an den Wurzeln mit nur 8
biologischen Replikaten je Versuchsreihe durchgeflihrt. Der Fraschaden an der
Wurzel wurde hierbei mit Hilfe von Maikaferlarven (Melolontha melolontha) im zweiten
beziehungsweise dritten Larvenstadium (L2/L3) hervorgerufen. Die Steckhélzer zur
Gewinnung des Wurzelmaterials wurden in 9 x 9 Tépfen mit reinem Sand (Kérnung:
0,7 — 1,2 mm, Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Deutschland) gepflanzt und bis
zu einer Hohe von ca. 35 bis 70 cm kultiviert. Der Fralschaden wurde durch jeweils

zwei Maikaferlarven (L3) Uber 72 h induziert. Anschlielend wurden die Wurzeln



ausgegraben, gewaschen, abgetrocknet und in flissigen Stickstoff eingefroren. Im
weiteren Verlauf wurden die gewonnen Blatt- und Wurzelproben mit Hilfe der
Vibrations-Siebmaschine (ANALYSETTE 3 PRO, FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein,
Deutschland) unter kontinuierlicher Kihlung durch Stickstoff gemérsert. Hierbei
wurde bei der Aufbereitung der Wurzelproben eine Amplitude von 1,5 mit einer
Intervallzeit von 10 s Uber einen Zeitraum von 7 min gewabhlt, die Blattproben wurden
jedoch nur Uber einen Zeitraum von 3 min zerkleinert.

Das gewonnene Blatt- bzw. Wurzelpuder wurde in ein Plastikreaktionsgefal} Uberfihrt
und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Fir die vorliegende Arbeit
wurden jeweils zwei biologische Replikate der Herbivorie-induzierten Blatter- bzw.
Wurzelproben aus der Versuchsreihe von Frau Nathalie Lackus (Lackus, 2016,

Masterarbeit; Doktorand, Abteilung Biochemie, MPI-CE) verwendet.



3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA Extraktion

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des ,InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kits*
(STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland) aus ca. 100 mg Herbivorie-
geschadigtem P. trichocarpa Wurzel- bzw. Blattmaterial (vgl. Kapitel 2.2) aufgereinigt.
Die Isolation der RNA erfolgte nach den Angaben des Herstellers, abgeandert wurde
nur die Aufnahme der extrahierten RNA in ein Volumen von 40 ul in den Puffer R.
Aus dem Kit wurde der Puffer RP flr die Aufbereitung des Wurzel- bzw. Blattpuders
verwendet. Die Konzentration der RNA wurde mit einem NanoDrop 2000c UV-Vis
Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) bestimmt (vgl.
Kapitel 3.1.2).

Fur die Entfernung von genomischer DNA aus der extrahierten RNA wurde diese mit
DNAse | (1 U/ ul, Thermo Fisher Scientific Inc.) verdaut. Hierzu wurden zu 1 uyg RNA
1 ul DNAse |, sowie 1 ul 10-fach Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCI, 25 mM MgCl,,
5 mM CaCl,, pH 7,6 bei 25 °C, Thermo Fisher Scientific Inc.) hinzugegeben. Mit
RNAse-freiem Wasser wurde das Reaktionsgemisch auf ein Volumen von 10 pl
erganzt. Anschlielend erfolgte die Inkubation des Gemisches bei 37°C fir 30 min
(peqSTAR 2X Gradient Thermocycler, VWR International GmbH). Zur Inaktivierung
der DNAse | wurde anschlieBend 1 ul 50 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific Inc.)
zu dem Gemisch hinzugefiigt und dieses flir 10 min bei 65 °C (peqSTAR 2X Gradient

Thermocycler) erhitzt.

3.1.2 DNA /RNA —-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA (vgl. Kapitel 3.1.1) und
Plasmide (vgl. Kapitel 3.1.10) erfolgte mit dem ,NanoDrop 2000c UV-Vis*-
Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.). Hierbei wurde die Absorption von
1 ul der jeweiligen Lésung bei 260 nm gemessen. Mit Hilfe dieser Messung konnte
darUber hinaus auch der Reinheitsgrad der isolierten Nukleinsduren mit Hilfe des
Absorptionsverhaltnisses von 260 nm zu 280 nm, sowie von 260 nm zu 230 nm
ermittelt werden. Haufige Kontaminationen waren z.B. Rickstdande an Proteinen,

organischen Lésungsmitteln oder Polysachariden.
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3.1.3 cDNA-Synthese

Die Synthese der einzelstrangigen cDNA aus RNA (vgl. Kapitel 3.1.1) erfolgte mit
Hilfe der reversen Transkriptase. Hierzu wurde ein in Tabelle 1 gezeigter erster
Reaktionsansatz fiir 5 min bei 65 °C (peqSTAR 2X Gradient Thermocycler) inkubiert.

Tabelle 1: Reaktionsansatz fiir den ersten Teil der cDNA-Synthese.

Komponente Volumen
RNA (aus DNAse |-Verdau) 11 pl
dNTPs (50 mM) 1l
oligo(dT12.1g)-Primer (50 pM) 1 ul

Anschliellend wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Komponenten zu dem ersten
Reaktionsansatz hinzugefiigt und es erfolgte hiernach die Synthese der

einzelstrangigen cDNA (peqSTAR 2X Gradient Thermocycler, vgl. Tabelle 3).

Tabelle 2: Komponenten fiir die Erganzung des ersten Reaktionsansatztes.

Komponente Volumen
DTT (0,1 M) 1l
5 x first strand buffer 4 ul
RNAseOUT™ (40 U/pl) 1l
Superscript® 11 (200 U/ul) 1 ul

Tabelle 3: Thermocycler-Programm fiir die cDNA-Synthese.

Reaktionsschritt Dauer Temperatur
Aktivierung der Komponenten 5 min 25°C
cDNA-Synthese 60 min 50 °C
Inaktivierung der Komponenten 15 min 70 °C

Diese wurde bei -20 °C gelagert. Alle verwendeten Materialien fur die Synthese

wurden von Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) bezogen.

3.1.4 Phusion-PCR

Mit Hilfe der Phusion-Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte die Amplifikation des
offenen Leserahmens (ORF) der putativen Benzaldehyddehydrogenasen (BALDHSs)
sowie Thioesterasen (TEs) aus der einzelstrangigen cDNA (vgl. Kapitel 3.1.3). Die
hierfir verwendeten Oligonukleotide sind in den Tabellen 16 und 17 im Anhang
aufgefiihrt. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich®
synthetisiert und in ddH,O resuspendiert. Die erhaltenen Stammlésungen mit einer
Konzentration von 100 yM wurden 1:10 verdinnt in der PCR eingesetzt.

Die verwendete ,Phusion® High-Fidelity DNA"-Polymerase und der ,5x Phusion HF*

Puffer wurden von Thermo Fisher Scientific Inc. bezogen.
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Der Reaktionsansatz wurde mit je 100 ng/ul cDNA angesetzt (vgl. Tabelle 4) und die
Synthese der gewinschten DNA-Abschnitte erfolgte mit dem Thermocycler-
Programm (peqSTAR 2X Gradient Thermocycler), welches in Tabelle 5 dargestellt
ist. Die Annealing-Temperatur betrug flur alle DNA-Abschnitte 54°C.

Tabelle 4: Beispielhafter Reaktionsansatz einer Phusion-PCR.

Komponente Volumen
5x Phusion HF Buffer 10 i
dNTPs (je 10 mM) 1ul
Phusion® High Fidelity DNA Polymerase 0,5 ul
ddH,O 30,5 pl
cDNA Template (100 ng/ul) 3 ul
Oligonukleotid forward (10 uM) 2,5 ul
Oligonukleotid reverse (10 uM) 2,5 ul

Tabelle 5: Thermocycler-Programm fiir die Amplifikation der Zielgene mit Hilfe der Phusion-PCR.

Reaktionsschritt Dauer Temperatur

initiale Denaturierung der DNA 30s 98 °C

Denaturierung 10s 98 °C

Annealing 30s 54 °C 35 Zyklen
Elongation 60s 72 °C

finale Elongation 5 min 72 °C

3.1.5 Agarosegelelektrophorese

Fur die relative GroRenbestimmung der DNA-Fragmente (vgl. Kapitel 3.1.4), die
Auftrennung der amplifizierten PCR-Produkte von Nebenprodukten (Oligonukleotide)
und zur spateren Uberpriifung der erfolgreichen PCR-Produkt-Aufreinigung (vgl.
Kapitel 3.1.6) wurde die Agarosegelelektrophorese eingesetzt.

Die DNA-L6sung wurde vor der Auftragung mit Ladepuffer (6x DNA Loading Dye,
Thermo Fisher Scientific Inc.) versetzt. Als GroRenstandard wurde der, 1 kb Plus DNA
Ladder® (Thermo Fisher Scientific Inc.) verwendet.

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte in einem 1,5 % Agarosegel
(Broad Range Roti®garose, BioScience-Grade, Carl Roth GmbH & Co. KG). Zur
Herstellung des Geles wurden 100 ml 0,5% TAE (Tris-Acetat-EDTA) -Puffer mit 2,5 pl
.Midori Green Advance DNA Stain“ (Nippon Genetics Europe, Diiren, Deutschland)
und 1,5 g Agarose ,Broad Range Roti®garose* versetzt. AnschlieRend erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung in der Gelelektrophoreseapparatur ,Mupid® One*
(Advance, Tokio, Japan) mit 0,5x TAE - Laufpuffer (0,5 mM EDTA, 20 mM Tris, 10 mM
Eisessig) Uber 18 min bei einer angelegten Spannung von 135 V. Durch die
Interkalation des ,Midori-Green Advance“-Farbstoffes mit der DNA konnte das DNA-
Bandenmuster unter UV-Licht (254 nm) im Geldokumentationssystem ,,Gene Genius®
(SYNGENE, Cambridge, UK) sichtbar gemacht und dokumentiert werden.
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3.1.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um die gewiinschten DNA-Fragmente der Phusion-PCR (vgl. Kapitel 3.1.4) aus dem
Gel zu isolieren, wurde das ,,QlAquick PCR Gel Extraction Kit* (Qiagen N.V., Venlo,
Niederlande) verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. Lediglich
das empfohlene Elutionsvolumen von 50 ul wurde auf 30 pl reduziert, um die
Konzentration der DNA zu erhéhen.

Eine anschlieRende Konzentrationsbestimmung des PCR-Produktes erfolgte wie in

Kapitel 3.1.2 beschrieben.

3.1.7 TOPO®-Klonierung

Die Insertion der aufgereinigten DNA-Fragmente (vgl. Kapitel 3.1.6) der putativen
Enzyme erfolgte mit Hilfe der TOPO®-Klonierung in ein Vektorsystem. Hierdurch
wurde die Grundlange fiir eine spatere heterologe Genexpression gegeben.

Hierfir wurde vom Hersteller Thermo Scientific Inc. das ,Champion™ pET100
Directional TOPO® Expression Kit“ verwendet.

Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers, jedoch mit halbiertem
Reaktionsvolumen (vgl. Tabelle 6) angesetzt. Vor der Ligation wurde die DNA auf
eine Konzentration von 10 ng/ul verdinnt. Der gesamte Reaktionsansatz inkubierte

bei Raumtemperatur Gber Nacht.
Tabelle 6: Reaktionsansatz fiir die Ligation der PCR-Produkte in den Vektor pET100 / D- TOPO®.

Komponente Volumen
DNA (10 ng) 1l
Salz 0,5 ul
ddH,O 1l
TOPO®Vektor (pET100) 0,5 pl

3.1.8 Transformation von chemisch kompetenten E. coli — Zellen

Die Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen (NEB® 10-beta
Competent Escherichia coli, New England BioLabs® Inc., Ipswich, USA) mit den
erzeugten pET100-Vektorkonstrukten erfolgte Gber eine Hitzeschock-Behandlung.

Die verwendeten ,NEB® 10-beta“-Zellen wurden auf Eis langsam aufgetaut und in je
20 ul Aliquots fraktioniert. Anschliel’end erfolgte die Zugabe von 3 pl Ligationsansatz
(vgl. Kapitel: 3.1.7) und eine Inkubation von 30 min auf Eis. Nachfolgend wurden die
Zellen fiir 45 s bei 42°C (Eppendorf ThermoMixer® C) erwarmt und sofort fiir eine
weitere Minute auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden 150 uyl S.0.C.-Medium (Thermo

Fisher Scientific Inc.) zu dem Zellansatz hinzugefiigt. Fir die Sicherstellung einer
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ausreichenden Menge an exprimierten Resistenzgen (AmpR) wurden die Zellen fir
45 min bei 37°C und 220rpm (Eppendorf ThermoMixer® C) geschiittelt.

Nachfolgend wurde das gesamte Zellvolumen auf LB Agarplatten, versetzt mit
100 pg/ml Ampicillin, ausplattiert. Flr ein ausreichendes Koloniewachstum wurden
die Agarplatten Gber Nacht in einem 37°C Brutschrank (Brutschrank B6120 Kendro
Heraeus, Thermo Electron Coorporation, Waltham, USA) inkubiert. Flr weitere
Versuche wurden die E. coli Platten bei 4°C aufbewahrt.

Fur eine spatere heterologe Genexpression wurden positiv selektierte Plasmide (vgl.
Kapitel 3.1.10) mit korrekt sequenzierter Sequenz des Genproduktes (vgl. Kapitel
3.1.11)in ,One Shot® BL21 Star™ (DE3) E. coli“-Zellen (Thermo Fisher Scientific Inc.)
transformiert. Dies erfolgte fast identisch wie die Transformation der ,NEB® 10-beta“-
Zellen. Das Anfangsvolumen der ,One Shot® BL21 Star™* betrug hierbei nur 12 i
und wurde mit 1 pl des jeweiligen Plasmides (vgl. Kapitel 3.1.10) versetzt. Am Ende
der Transformation erfolgte das Ausplattieren von 40 pl des gesamten Zellvolumens

auf LB-Agarplatten (100 ug/ml Ampicillin).

3.1.9 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR dient der Identifikation von positiven Klonen der transformierten
,NEB® 10-beta“ Zellen (vgl. Kapitel 3.1.8). Hierbei wurden die Klone auf das
Vorhandensein des ligierten PCR-Produktes (Insert) im Vektor untersucht.

Die Amplifikation des gesuchten Inserts erfolgte mit zwei vektorspezifischen
Oligonukleotiden, welche stromaufwarts bzw. stromabwarts vom Insert auf dem
Vektor binden (siehe Tabelle 18, Anhang). Es wurden zwischen 10 bis 15 Klone je
Gen von der Agarplatte gepickt. AnschlieRend wurden die gepickten Klone mit sterilen
Spitzen in ein Reaktionsgefal® Uberflhrt und mit 25 pl Kolonie-PCR Reaktionsansatz

(siehe Tabelle 7) versetzt.

Tabelle 7: Beispielhafter Reaktionsansatz einer Kolonie-PCR.

Komponente Volumen
ddH,O 18,375 pl
GoTaq® DNA Polymerase (5 U/pl) 0,125 pl
pET100 forward 1 (10 uM) 0,5 ul
pET100 reverse 1 (10 uM) 0,5 ul
dNTPs (je 10 mM) 0,5 ul
5x Green GoTag® Reaction Buffer 5,0 ul

Die verwendete GoTaq® DNA Polymerase und das zugehdrige Puffersystem
stammte von der Firma Promega (Mannheim, Deutschland). Die Amplifikation der

Insertfragmente erfolgte mit dem in Tabelle 8 angegebenen PCR-Programm im
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peqSTAR 2X Gradient Thermocycler. Zur Identifikation von positiven Klonen wurde

eine Agarosegelelektrophorese (vgl. Kapitel 3.1.5) durchgefinhrt.

Tabelle 8: Thermocycler-Programm fiir die Amplifikation der pET100-Vektorinserts.

Reaktionsschritt Dauer Temperatur

initiale Denaturierung der DNA 10 min 94 °C

Denaturierung 30 sec 94 °C

Annealing 30 sec 55°C 35 Zyklen
Elongation 1,5 min 72 °C

finale Elongation 5 min 72 °C

3.1.10 Plasmidaufreinigung

Fur die nachfolgende Sequenzierung und fir anschlieBende Transformations-
experimente wurde je ein positiv vorselektierter Klon (vgl. Kapitel 3.1.9) der ,NEB®
10-beta Competent E. coli“-Zellen (vgl. Kapitel 3.1.8) in 5 ml flissig LB-Medium mit
100 ug/ml Ampicillin angeimpft. Im Anschluss wurde diese Flussigkultur bei 37 °C
220 rpm (Certomat® BS-1 Inkubations-Schiittelschrank, B. Braun Biotech
International GmbH, Melsungen, Deutschland) Gber Nacht inkubiert.

Die darauffolgende Plasmidaufreinigung erfolgte mit Hilfe des ,NucleoSpin® Plasmid
DNA  Purification  Kit®* (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) nach
Herstellerangaben. Dabei wurden alle optionalen Waschschritte durchgefiihrt und die
Plasmide in einem Volumen von 30 pl eluiert. Die Bestimmung der
Plasmidkonzentration wurde mit dem ,NanoDrop 2000c UV-Vis“-Spektrophotometer
(vgl. Kapitel 3.1.2) durchgefihrt.

3.1.11 Sequenzierung

Zur Verifizierung der Sequenzen der amplifizierten und klonierten Gene und zur
Kontrolle ihres korrekten Einbaus in die Expressionsvektoren wurde eine DNA-

Sequenzierung durchgefihrt.

Tabelle 9: Reaktionsansatz der Sequenzierung.

Komponente Volumen
Plasmid-DNA (100-150 ng) X ul
BigDye® Terminator 5x Sequencing Buffer 2 ul
BD-Mix 2yl
Primer (10 uM) 1l
ddH,O 5-x pl

Der Ansatz von linearen Sequenzier-PCR-Reaktionen erfolgte mit dem ,BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing® Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). Die
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verwendeten Oligonukleotide flr die Sequenzierung sind in Tabelle 18 im Anhang
dargestellt.

Der Reaktionsansatz (Tabelle 9) wurde im Gegensatz zu den vorherigen PCR-
Reaktionen mit nur einem Oligonukleotid je Reaktionsansatz durchgeflihrt. Die
Vervielfaltigung des linearen Produktes erfolgte mit dem peqSTAR 2X Gradient
Thermocycler (Tabelle 10).

Tabelle 10: Thermocycler-Programm der Sequenzierung.

Reaktionsschritt Dauer Temperatur

initiale Denaturierung der DNA 10 min 95 °C

Denaturierung 10 sec 95 °C

Annealing 20 sec 50 °C 35 Zyklen
Elongation 4 min 60 °C

Das entstandene Sequenzierungsprodukt wurde mit dem ,DyeEx® Spin Column* Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die
eigentliche Sequenzierung erfolgte mit dem ABI Prism®-Gen-Analysator 3100
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.) und die anschlieRende
computerbasierte Auswertung der Daten mit dem Programm SeqMan Pro 13
(DNASTAR® Lasergene, Madison, USA).

3.2 Heterologe Expression und Proteinbiochemie

3.2.1 Heterologe Expression von Proteinen

Fur die heterologe Proteinexpression der verschiedenen putativen BALDHs und TEs
aus P. trichocarpa wurden jeweils 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin als
Vorkultur mit E. coli ,OneShot® BL21Star* (vgl. Kapitel 3.1.8) angeimpft. Die Vorkultur
wurde Uber Nacht bei 37°C und 220 rpm (Certomat® BS-1 Inkubations-
Schittelschrank) inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Inokulation der Hauptkultur
(100 ml, 100 pug/ml Ampicillin) durch Zugabe der Vorkultur.

Die Hauptkultur wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Vorkultur angezogen
und bis zum Erreichen eines ODgp-Wertes zwischen 0,6 bis 0,8 inkubiert. Die
Messung des OD-Wertes erfolgte durch ein Spektrophotometer (GENESYS™ 20
Visible Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.). Anschlielend wurde die
Genexpression durch die Hinzugabe von 1 mM IPTG induziert.

Vor der Induktion wurde 1 ml der Bakteriensuspension fiir spatere SDS-PAGE-
Analysen (vgl. Kapitel 3.2.3) abgenommen, bei 11000 rpm flr 5 min zentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge 5415R, Eppendorf AG) und als Zellpellet bei -20 °C gelagert
(,-IPTG-Fraktion®). Die induzierte Kultur wurde bei 18 °C und 220 rpm

(Inkubationsschittler Innova™ 4230, New Brunswick Scientific Co., Edison, USA)
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Uber Nacht inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde, wie fir die ,—IPTG-Fraktion®
bereits oben beschrieben, 1 ml Bakteriensuspension abgenommen, zentrifugiert und
eingefroren (,+ IPTG-Fraktion®). Anschlieend wurde die gesamte Hauptkultur in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt und bei 4 °C und 5000 g fiir 10 min (Avanti™ J-25
Centrifuge, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) zentrifugiert. Das gewonnene
Pellet wurde bei 4 °C gelagert, wohingegen der Uberstand verworfen wurde. Alle

anschlieBenden Proteinaufreinigungsschritte erfolgten bei 4°C.

3.2.2 Proteinaufreinigung BALDH und TE

Die gewonnenen Zellpellets von BALDH- und TE-Uberexprimierenden E. coli-
Kulturen wurden in jeweils 4 ml Extraktionspuffer resuspendiert. Hierbei wurde der
Extraktionspuffer (50 mM Tis-HCI (pH 7,5), 500 mM NacCl, 20 mM Imidazol (pH 8,0),
1 % Tween20, 10 % Glycerol) fur die Aufreinigung der BALDHs noch zusatzlich frisch
mit 40 pl Proteaseinhibitor Mix HP (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland), 0,4 pl Benzonase® Nuclease (1 U) und 2 mg Lysozym (0,5 mg/ml)
versetzt. Der Extraktionspuffer (50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl, 10 %
Glycerol, 10 mM Imidazol) fur die Aufreinigung der TE nach Wildhalm et al. (2012)
blieb ohne weitere Zusatze.

Der Zellaufschluss bei der Aufreinigung der BALDHs erfolgte Uber 6-malige
Gefrierung der Pelletsuspension in flissigem Stickstoff und anschlielRendes
langsames Auftauen in einem 25 °C Wasserbad (Typ 1002, GFL® Gesellschaft fiir
Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland). Der Zellaufschluss fir die Aufreinigung
der TE erfolgte tber Ultraschalleinwirkung (4 x 20 s, 60 % Leistung, Sonoplus HD
2070, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland).

Die Abtrennung der festen Zellbestandteile der aufgeschlossenen Proben erfolgte
durch 30-minutige Zentrifugation bei 4 °C und 13200 rpm (Eppendorf Centrifuge
5415R). Der so erhaltene Proteinrohextrakt wurde in ein neues Gefal} Uberfihrt und
das zurickgebliebene Pellet wurde fir weitere Analysen bei — 20 °C (,Pellet-
Fraktion®) gelagert.

Nach Herstellerangaben erfolgte die Aufreinigung der rekombinanten Proteine durch
Affinitatschromatographie (Ni-NTA Spin Kit, Qiagen N.V.). Fir die Aquilibrierung der
Ni-NTA-Saulen und anschlieBende Waschschritte wurde der jeweilige
Extraktionspuffer der BALDHs bzw. TEs verwendet. Die Elution der Proteine von der
Ni-NTA-Saule erfolgte ebenfalls durch Zugabe des jeweiligen Extraktionspuffers, der
allerdings hierfir mit 250 mM Imidazol versetzt wurde. Flr die Elution der
Enzymfraktion der BALDHS wurde der Extraktionspuffer ohne 1 % Tween20

eingesetzt. Die Umpufferung von 500 ul der aufgereinigten Enzyme erfolgte mit Hilfe
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von lllustra™ NAP™-5“Saulen (GE Healthcare Europe GmbH, Buckinhamshire,
GroRbritannien) nach Angaben des Herstellers. Hierbei wurden die BALDH-
Enzymfraktionen in 1 ml Tris-Puffer (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM NaCl, 10 %
Glycerol) aufgenommen, wahrend fir die TE-Enzymfraktionen je 1 ml eines
Kaliumdihydrogenphosphatpuffers (100 mM KH,PO, (pH 7,0), 10 % Glycerol)
verwendet wurde. Flr die spateren Enzymassays (vgl. Kapitel 3.2.4) wurde immer die

umgepufferte Fraktion der aufgereinigten Proteine verwendet.

3.2.3 SDS-PAGE

Zur Kontrolle und Visualisierung der heterologen Proteinexpression wurde eine
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) unter denaturierenden Bedingungen mit
Natriumdodecylsulfat (SDS) durchgefiihrt. Die bei -20°C gelagerten Pellet-Fraktionen
(val. Kapitel 3.2.1) wurden mit 1 ml Harnstoff-Puffer (6 M Urea, 20 mM Tris, 5 % SDS,
2 % PBS) fiir 5 min bei 95 °C 600 rpm (Eppendorf ThermoMixer® C) aufgekocht.
Anschliellend erfolgte die Probenaufbereitung wie mit allen anderen 16slichen
Fraktionen.

Hierbei wurden 20 pl Probenfraktion mit 4 ul Probenpuffer (50 mM Natriumphosphat
(pH 6,8),5 % SDS,40 MM DTT, 5 mM EDTA, 20 % Glycerol, 0,01 % Bromphenolblau)
versetzt und fir 5 min bei 95 °C (peqSTAR 2X Gradient Thermocycler) zur
Proteindenaturierung aufgekocht. Danach wurden 10 ul Probe bzw. 5 pl
GroRenstandard (PageRuler® Prestained Protein Ladder (10-170 kDa, Thermo Fisher
Scientific Inc.)) je Tasche auf das Gel (Mini Protean® TGX™ Precast Gels (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Hercules, USA)) aufgetragen und 1 h bei 120 V in der ,Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical* (Bio-Rad) Gelkammer aufgetrennt. Als Laufpuffer diente
ein Puffer aus 0,25 M Tris, 2 M Glycin und 1 % (w/v) SDS.

3.2.4 Enzymassay

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat der isolierten Proteine (vgl. Kapitel 3.2.2) wurden
fur die BALDHs und die TE verschiedene Assays mit unterschiedlichen Substraten
angesetzt. Der Enzymassay (vgl. Tabelle 11) der BALDHs wurde direkt in die ,Clear
Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well“-Platten (Thermo Fisher Scientific Inc.)
vorgelegt und unter leichtem Schitteln (Thermo Mixer C, Eppendorf) Uber eine

Stunde, sowie weiterfihrend ruhend fir 18 Stunden, inkubiert.
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Tabelle 11: Beispielhafte Zusammensetzung eines Enzymassays mit einem finalen
Reaktionsvolumen von 200 ul.

Als Substrate wurden Propionaldehyd, Salicylaldehyd, Zimtaldehyd, 3-OH Benzaldehyd, 4-OH
Benzaldehyd und Benzaldehyd verwendet. Der Puffer setzte sich aus 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 500
mM NacCl, 10 % Glycerol zusammen.

Komponente Volumen Endkonzentration
Enzymfraktion 50 pl /
1 mM Substrat 5ul 20 uM
50 mM NAD" 4 ul 1 mM
Puffer 137 i /
200 mM MgCl, 5ul 5 mM

Hingegen wurde der Enzymassay der TE (vgl. Tabelle 12) im Schittler (Thermo Mixer
C, Eppendorf) bei 25 °C fur nur eine Stunde inkubiert und anschlieRend sofort

analysiert.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Enzymassays mit einem finalen Reaktionsvolumen von 200 pl
der TE1.
Der Puffer bestand aus 100 mM KH2PO4 pH 7,0.

Volumen
Enzymfraktion 50 pl
90 uM Benzoyl-CoA 18 i
10 mM MgCl, 10 pl
Puffer 117 i

3.3 Proteinnachweisverfahren

3.3.1 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung der Proteine im SDS-Gel erfolgte mit dem ansetzten der
Farbelésung aus dem ,Roti-Blue® 5x-Konzentrat (Carl Roth GmbH & Co. KG) nach
Herstellerangaben. Zum Farben wurde das SDS-Gel (vgl. Kapitel 3.2.3) unter
Schiitteln (Wippschdttler 3011, GFL® Gesellschaft fiir Labortechnik mbH) in 30 ml der
Farbe-Lésung Uber Nacht inkubiert.

Am nachfolgenden Tag wurde das Gel mehrmals in destilliertem Wasser gewaschen,
bis der gewiinschte Grad der Entfarbung erreicht war. Die Dokumentation erfolgte
durch Scannen des Geles (GS-900™ Calibrated Densitometer, Bio-Rad) mit Hilfe der
Software ImagelLab™ 5.1 Software (Bio-Rad).

3.3.2 Western Blot und Chemolumineszenz

Angelehnt an das Protokoll von Mruk et al. (2015) erfolgte die spezifische
Proteindetektion der N-terminalen 6x-His-getaggten BALDHs und TEs durch Bindung

von monoklonalen anti-His-Antikérpern an den jeweiligen His-Tag des rekombinanten
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Proteins. Eine anschliefende Meerrettichperoxidase (HRP)-vermittelte
Chemolumineszenzreaktion diente der Visualisierung.

Als erstes erfolgte die Aktivierung einer ,Immun-Blot® PVDF* Membran (Bio-Rad) fiir
2 min in 100 % Methanol. Darauffolgend wurde die Membran, das SDS-Gel (vgl.
Kapitel 3.2.3) und ,Extra Thick Blot“-Filterpapier (Bio-Rad) getrennt flir 10 min in STB-
Puffer (192 mM Glycin, 256 mM Tris-HCI, 20 % Methanol) unter Schitteln
(Kreisschittler IKA® KS 260 basic) inkubiert.

Der Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf die PVDF-Membran erfolgte Gber ,semi-
dry Blotting“. Hierflir wurde das Gel zwischen die elektronischen Platten der , Trans-
Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell* (Bio-Rad) gelegt und bei 12 V (iber
25 min transferiert (vgl. Abb. 4). Hierdurch wanderte der negativ geladene SDS-
Protein-Komplex vom Gel zur positiven Elektrode und gelangte so in die PVDF-

Membran.

- Proteinwanderung
Filterpapier ]

PVDF-Membran a
\

/

e

Filterpapier

NS

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Anordnung der Komponenten beim Transfer von
Proteinen durch ,,semi-dry Blotting“.

Nach dem Blotten inkubierte die Membran unter schiitteln (Kreisschiittler IKA® KS
260 basic) in einem Blocking-Puffer (1x TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 %
Tween20, pH 7,4) mit 5 % (w/v) Milchpulver) fir eine Stunde. Anschlief3end erfolgte
fiir 10 min das Waschen der Membran unter Schiitteln (Kreisschiittler IKA® KS 260
basic) in einem TBST-Puffer. Danach inkubierte die Membran Gber Nacht bei 4 °C in
einem ,Blocking-Puffer* versetzt mit 1:2000 (v/v) His Tag® Antibody HRP Conjugate
(Novagen®, San Diego, USA).

Am nachsten Tag wurde die Membran zweimal fir 10 min in TBST-Puffer gewaschen
und anschlieend fir 10 min in einem TBS-Puffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4)
geschwenkt. Im Anschluss wurden 5 ml 100 mM Tris-HCI, pH 8,5 mit 22 ul p-
Cumarsaure (90 mM in DMSO) und 50 pl Luminol (250 mM in DMSO) (Puffer A) und
weitere 5 ml 100 mM Tris-HCI, pH 8,5 mit 4 pl H,O, 30 % (w/w) (Puffer B) versetzt.
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Fur die eigentliche Proteindetektion inkubierte die Membran in einer Mischung aus
Puffer A und Puffer B abgedunkelt fir 5 min. In einem nachsten Schritt wurde die
Membran zwischen zwei saubere Transparentfolien in die Amersham™
Hypercassette™ (GE Healthcare) gelegt und nachfolgend ein Amersham™
Hyperfilm™ fir 5 min (GE Healthcare) auf diese Membran gelegt.

Nach der Entwicklung in ,Carestream® Kodak® autoradiography GBX“
Entwicklerldsung und dem Fixieren (Fixierldsung, Sigma-Aldrich®) wurde der X-Ray
Film getrocknet. Die Dokumentation des Filmes erfolgte wie in Kapitel 3.3.1

beschrieben.

3.4 Analytik

3.41 UV-Vis-Spektroskopie

Da aromatische Aldehyde zur Autooxidation neigen, konnte die Bildung der Sauren
durch die BALDHSs nicht direkt gemessen werden. Daher wurde zur Bestimmung der
Enzymaktivitat die Reduktion des Cosubstrates NAD* zu NADH detektiert. Das
Messverfahren zur Bestimmung des Gehaltes an NADH in den jeweiligen
Enzymassays der BALDHs (vgl. Kapitel 3.2.4) wurde nach Gopalan et al. (2009)
abgeleitet.

Die Endpunktmessung bei 360 nm erfolgte mit einem Molecular Devices Spectramax
250 Microplate Reader (Marshall Scientific, Hampton, USA) nach 1 bzw. 18 Stunden.
Die Kalibrierung einer Standardkurve erfolgte durch die Auftragung von zehn
definierten Konzentrationen [ug/ml] an NADH. Darlber hinaus wurde jede

Probe/Standard in Duplikaten aufgetragen, um Messungenauigkeiten zu verringern.

3.4.2 Flussigchromatographie

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt der TE erfolgte Uber die Detektion des
Benzoesauregehaltes durch ein Agilent 1260 Infinity LC Systems (Agilent
Technologies), gekoppelt an ein APl 5000 Tandem Massenspektrometer (Applied
Biosystems, Waltham, USA) mit Turbospray-lonisierungsquelle und Triple-
Quadrupol. Nach der Inkubation des Enzymassays (vgl. Kapitel 3.2.4) wurden jeweils
5 pl des Assays injiziert und analysiert. Als stationare Phase diente die Agilent XDB
C18 Séule (Agilent Technologies), die mobile Laufmittelphase setzte sich aus 0,05 %
Ameisensaure (A) in ddH,O und Acetonitril (B) zusammen. Mit einer Flussrate von

1,1 ml/min erfolgte die chromatographische Trennung (vgl. Tabelle 13).
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Tabelle 13: LC-Pumpen Gradient zur Analyse der Benzoesaure aus dem Enzymassay.
Mobile Phase A: 0,05% Ameisensaure in ddH20 und B: Acetonitril, Flussrate 1,1 ml/min.

Zeit (min) Laufmittel A Laufmittel B
0,00 - 0,50 90 10

0,50 — 4,00 90-10 10-90

4,00 - 4,02 10-0 90 - 100
4,02 -4,50 0 100

4,50 - 4,51 0-90 100 - 10
4,51 -7,00 90 10

Wahrend dieser Auftrennung lag eine Gastemperatur von 700 °C und eine
lonisierungsspannung von -4500 eV vor. Das Kollisionsgas wurde auf 9 psi, das
Heizgas auf 60 psi, das Zerstaubergas auf 60 psi und das Schutzgas auf 30 psi
festgelegt. Die nachfolgende Massenanalyse erfolgte im negativen Modus (Tabelle
14) mittels multipler Reaktionsiberwachung (MRM). Danach erfolgte die

Datenanalyse und Verarbeitung mit der Analyst 1.6 Software (Applied Biosystems).

Tabelle 14: Parameter der Multiplen Reaktionsiiberwachung (MRM) zur Untersuchung der
Entstehung von Benzoesaure im Enzymassay.

Q1[m/izZ] Q3[m/z] DPI[V] EP [V] CE[V] CXP[V]

Benzoesaure 121 121 -65 -8 -16 -9

3.5 Phylogenie und Proteinsequenzanalyse

Die Identifikation von BALDH- und TE-Kandidatengenen im Genom von
P. trichocarpa erfolgte mit Hilfe der BLASTP-Analyse (www.phytozome.net, Version
12.1). Hierfir wurde die Aminosaure-Sequenz der AtDHNAT1 aus Arabidopsis
thaliana (Widhalm et al., 2012), sowie die Aminosaure-Sequenz von AmBALDH1 aus
Antirrhinum majus (Long et al., 2009) als Vergleichssequenz verwendet.

Das Aminosaure-Sequenzalignment wurde mit MEGA6 (Tamura et al., 2013),
-Muscle (Codon)“-Algorithmus (Llckenerweiterung: 0, Lickendéffnung: -2,9, maximale
Iteration: 8) durchgeflihrt. Weiterfihrend erfolgte die Darstellung des Alignments
durch das Programm Bioedit (Hall, 1999).

Die phylogenetische Analyse erfolgte ebenfalls mit MEGAG6 (Tamura et al., 2013).
Hierbei wurde der ,maximum likehood" Algorithmus mit einem ,bootstrap“-Wert von
1000 durchgefuhrt. Weitere Parameter des Testes waren das Aminosaure (LG) —
Modell und der ,Nearest-Neighbor-Interchange” (NNI). Im Falle fehlender Daten oder

Licken in der Aminosauresequenz fand eine komplette Deletion statt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung putativer Benzaldehyddehydrogenasen in Populus
trichocarpa

4.1.1 Identifikation und Sequenzanalyse

Klrzlich konnte eine Benzaldehyddehydrogenase (AmBALDH) mit mitochondrialer
Lokalisierung in Antirrhinum majus identifiziert und charakterisiert werden (Long et
al., 2009). Diese Benzaldehyddehydrogenase setzt Benzaldehyd oxidativ zu
Benzoesaure um und besitzt eine hohe Substratspezifitat. Die Aminosauresequenz
von AmBALDH wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um potentielle
Kandidatengene fir BALDHSs in P. trichocarpa zu identifizieren.

Mit Hilfe von BLASTP-Analysen (www.phytozome.net) wurden vier potentielle
Pappelgene im Genom von P. trichocarpa identifiziert, welche eine hohe Ahnlichkeit
zu AmBALDH aufwiesen. Weiterfihrend wurden diese als PtBALDH1-4 bezeichnet.
Eine phylogenetische Analyse von PtBALDH1-4, AmBALDH und weiteren putativen
Aldehyddehydrogenasegenen von P. trichocarpa (Tian et al., 2015) bestatigte die
BLASTP-Daten und zeigte, dass auch im Vergleich mit allen Pappel-
Aldehyhddehydrogenasen die ausgewahlten Kandidatengene P!{BALDH1-4 am
ahnlichsten zu der schon beschriebenen AmBALDH waren (Abb. 5). AmBALDH und
PtBALDH1-4 bildeten ein Gencluster, wobei eine sehr hohe Ahnlichkeit zwischen den
PtBALDH?2 und PtBALDH3, sowie AmBALDH und PtBALDH1 zu erkennen war
(Abb.5, grauer Kasten).
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Abbildung 5: Phylogenetische Analyse aller putativen Aldehyddehydrogenasen in Populus
trichocarpa (Pt) (Tian et al. 2015) in Bezug auf die Verwandtschaft zu der beschriebenen
Benzaldehyddehydrogenase (AmBALDH) aus Antirrhinum majus (Am) (Long et al., 2009).

Die Erstellung der phylogenetischen Analyse erfolgte mit Hilfe des Programmes MEGAG6 (Tamura et
al., 2013) mit dem ,Maximum likelihood® Algorithmus (bootstrap = 1000). Die errechneten bootstrap-
Werte befinden sich jeweils neben der Verzweigung und geben den Grad der Verwandtschaft an. Grau
hinterlegt sind die nahverwandten PtBALDHs von P. trichocarpa, welche in dieser Arbeit genauer
untersucht wurden.

Ein Aminosauresequenzvergleich (Abb. 6) ergab, dass PtBALDH1 und AmBALDH
eine Sequenzibereinstimmung von 69,8 % aufwiesen, wahrend PtBALDH3 mit
69,3 % und PtBALDH2 mit 66,2 % eine leicht geringere Ubereinstimmung mit
AmBALDH besaflen. Die geringste Ubereinstimmung mit 46,4 % zeigte PtBALDH4
auf, welche auch eine sichtbar verklrzte Aminosauresequenz im Gegensatz zu allen
anderen PtBALDHs aufwies (Abb. 6). Aus der Literatur ist bekannt, dass AmBALDH

ein  N-terminales mitochondriales Signalpeptid besitzt, welches die ersten
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vierunddreil’ig Aminosauren umfasst (Long et al, 2009). Eine Signalpeptid-
vorhersage mit dem Programm CloroP (www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP) ergab fir
PtBALDH1-3 ebenfalls ein N-terminales Signalpeptid, wahrend PtBALDH4 auf Grund
dieser Analyse kein Signalpeptid enthielt.

PtBALDH1 MAARNT SERYLS R SRR ‘PPCFFSRVRGGGGQS LIS Y-NTTL TEQ WLING
PtBALDH2 MAARRI SSLLSRSIIEEEEES S‘SZ—\SF NPS SIY F——ITAAEVE I QIS T B ING
PtBALDH3 MA"RISSLLSRSLSAPSAPS‘STPL NPG ———————————————————— CSYTEHImNE
PtBALDHA4
AmBALDH

PtBALDH1
PtBALDH2
PtBALDH3
PtBALDH4
AmBALDH

PtBALDH1
PtBALDH2 SGKPYEQSAKEEMPEFARLFRY YAGWADK IHGLTVPADENHEVOTLHEPIGVAGQI I P
PtBALDH3 SGKPYEQSAKEEMPEFARLFRY YAGWADK IHGLTVPADGNHHVOTLHEPIGVAGQI I P
PtBALDH4 RcK| ARLERY YAGEADK I HGENNon e T 1 B= P I GVEGRI 1P
AmBALDH SGKPYEQ@AOWE I PUFJRLFRY Y AGWADK I HGLTHPADGEHHVQTLHEPIGVAGQI I P

PtBALDH1 WN E PIUAR SWKVGPALAFGNT IKWAEQTPLSANMAAKLEFERIEAGLPIRGVLNVVSGEGPTAGAALASHMD
PtBALDH2 SAEQTPIMATLBAAKLFGEAGLPIEGVLNVVSGYGPBAGAALASHMY
PtBALDH3 SAEQTPLEALYAAKLFQEAGLPPGVLNVVSGYGPEAGAALAEHMD
PtBALDH4 EAEQTPLSALINEE L NE A G PG VENVIBGY GPTAGAAMAS HMD
AmBALDH BWAEQTPLSALIMSIKLFEEAGLPRGVLNIVSGGPTAGAALGINHMD)

PtBALDH1
PtBALDH2
PtBALDH3 [VDKIMAFTGSTETGKIILELAAKSNLK
PtBALDH4 VDP\&FTL)DTEEL).I

AmBALDH [VDKLAFTGSTETGKI LELSAKSNLKPVTLELGGF PFIV(EDADVDBAVELAHFALFFNQGQCCCAG‘P

PtBALDH1
PtBALDH2
PtBALDH3
PtBALDH4
AmBALDH

PtBALDH1
PtBALDH2
PtBALDH3
PtBALDH4
AmBALDH

PtBALDH1 VGTVWINCMDVFDAAIPFGGYKMSGNGREKGIYSTLIYNY LOVKAVVTELKNPAWL
PtBALDH2

PtBALDH3 VGEVQENCFDVFDAAIPFGG KMSGIGREKGIYSLEINYLQVKAVVTPLKNPAWL
PtBALDH4 AG T TN CRgRAF DNIYSRR G G Y KM S G G REM G L 685 .0 VKV v T PRENERRWL
AmBALDH AGTVWINCFDWEFDAAIPFGGYKMSGIGREKGIY STIMNY LOVKAVVTIRLKNPAWL

Abbildung 6: Aminosauresequenzvergleich der vier untersuchten putativen Benzaldehyd-
dehydrogenasen aus Populus trichocarpa (PtBALDH) und der AmBALDH aus Antirrhinum majus
(Long et al. 2009).

Das Alignment wurde mit dem ,Muscle Codon® Algorithmus und dem Programm MEGA®6 (Tamura et al.,
2013) durchgefihrt. Die graphische Aufbereitung erfolgte mit dem Programm Bioedit (Hall, 1999).

4.1.2 Transkriptomanalyse der PtBALDH1-4

Eine in der Arbeitsgruppe ,Biosynthesis and Function of Volatiles in Woody Plants
and Grasses“ durchgefihrte Transkriptomanalyse (RNAseq) wurde von Frau Nathalie
Lackus (MPI-CE) aufbereitet und fur diese Arbeit zur Verfligung gestellt (Abb. 7). Die

Genexpression der potentiellen Kandidatengene wurde im Vergleich zwischen
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unbeschadigten (Ctr) und durch Lymantria dispar Raupen (Abb. 7A) oder Melolontha
melolontha-Larven (Abb. 7B) beschadigten Populus trichocarpa-Wurzeln bzw.
Blattern (Herb) bestimmt.

Alle identifizierten Kandidatengene sind sowohl in der Wurzel (Abb. 7B) als auch in
den Blattern (Abb. 7A) exprimiert. Die geringste Expression wies hierbei PtBALDH?2
sowohl im Wurzel- als auch im Blattmaterial auf. Im Gegensatz dazu zeigte
PtBALDH4 eine zehnfach so hohe Expression im Wurzelmaterial. Ein deutlicher
Unterschied der Expression zwischen dem unbeschadigten und beschadigten
Blattmaterial war bei PtBALDH3 zu erkennen. Im Gegensatz zum beschadigten

Blattmaterial kam es zu einer fast doppelt so hohen Expression im unbeschadigten
Material.
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Abbildung 7: Relative Genexpression potentieller Pappel-Benzaldehyddehydrogenasen in
unbeschédigten (Ctr) und in durch Lymantria dispar -Raupen (A) und von Melolontha melolontha-
Larven (B) beschadigten Populus trichocarpa-Wurzeln bzw. Blattern (Herb).

FPKM: fragments per kilobase of exon per million fragments mapped, false discovery rate < 0,05 %. Die
Datenaufbereitung erfolgte durch Frau Nathalie Lackus (MPI-CE).

Bei allen anderen identifizierten Kandidatengenen war die Expression der
beschadigten und der unbeschadigten Blatter bzw. Wurzeln annahernd gleich. Auf
Grund der Ergebnisse der Transkriptomdaten diente die Blatt-cDNA der Amplifikation
von PtBALDH3, wahrend PtBALDH1, PtBALDH?2 und PtBALDH4 aus Wurzel-cDNA

amplifiziert wurden. Die verwendete cDNA stammte in allen Fallen aus beschadigtem

Pflanzenmaterial.
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4.1.3 Klonierung und heterologe Expression von PtBALDH1-4

Da Signalpeptide potentiell die heterologe Expression sowie die Aktivitdt von
Enzymen stéren kénnen, wurden alle Kandidatengene ohne die mitochondriale
Signalsequenz amplifiziert und in den pET100-Vektor ligiert. Die heterologe
Expression der N-terminalen His-Fusionsproteine erfolgte in E. coli und die

nachfolgende Proteinaufreinigung wurde Uber eine Nickelaffinitatschromatographie

durchgefihrt. Die Uberprifung der heterologen Expression der PtBALDH1-4 erfolgte
durch SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie-Farbung (Abb. 8 und Abb. 9).

35kDa (O
X

PtBALDHH1

Abbildung 8: Proteindetektion der Pappel-Benzaldehyddehydrogenasen (PtBALDH) mit
Coomassie-Farbung der SDS-PAGE nach heterologer Expression in E. coli und Aufreinigung.
Die GroRe der putativen Populus trichocarpa PtBALDH1 lag bei 60 kDa, wahrend die der PtBALDH4 bei
45 kDa lag. Die isolierten Fraktionen wahrend der Proteinaufreinigung (vgl. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2)
wurden zusammen auf ein SDS-Gel aufgetragen. -IPTG/+IPTG = Pellet vor/bzw. nach IPTG-Induktion,
Pellet = Proteinpellet nach erster Zentrifugation wahrend der Proteinaufreinigung, U = Rohextrakt, F1/F3
= Aufgefangene Waschfraktionen wahrend der His-tag Aufreinigung, P = Eluiertes Protein. Als
GroéRenstandard wurde der PageRuIer® Prestained Protein Ladder (M) verwendet.

Die erwarteten Groélken der Proteinbanden von PtBALDH1-3 lagen bei 60 kDa und
die der PtBALDH4 bei ca. 45 kDa. Die Expression und Proteinaufreinigung resultierte
in unterschiedlichen Konzentrationen der Fusionskandidatenproteine. Am Beispiel
der aufgetragenen Fraktionen der Proteinaufreinigung von PtBALDH4 (Abb. 8) lie3
sich eine erfolgreiche heterologe Proteinexpression am besten nachverfolgen.

Die Proteinexpression war erst nach der Induktion von IPTG detektierbar, sichtbar in
dem Unterschied zwischen der —IPTG und +IPTG Probe im Gel. Der Rohextrakt (U)
und die Waschfraktionen der His-Tag-Aufreinigung (F1 und F3) zeigten viele
Proteinverunreinigungen. Die Elution am Ende der Aufreinigung (P) erbrachte eine
Probe mit deutlich geringeren Verunreinigungen, aber auch mit einer niedrigen
Konzentration an PtBALDH4. Die Expression von PtBALDH3 ergab ebenso eine
sichtbare Menge an Protein (Abb. 9), wohingegen die Proteinexpression von
PtBALDH1 und PtBALDH2 kein detektierbares Protein im SDS-Gel zeigte (Abb. 8 und
Abb. 9).
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Abbildung 9: Proteindetektion der Benzaldehyddehydrogenasen (PtBALDH) mit Coomassie-
Farbung der SDS-PAGE nach heterologer Expression in E. coli und Aufreinigung.

Die Grofie der putativen Populus trichocarpa PtBALDH2 und PtBALDH3 lag bei 60 kDa. Die isolierten
Fraktionen wahrend der Proteinaufreinigung (vgl. Kapitel 3.2.1 und 3.2.2) wurden zusammen auf ein
SDS-Gel aufgetragen. -IPTG/+IPTG = Pellet vor/bzw. nach IPTG-Induktion, Pellet = Proteinpellet nach
erster Zentrifugation wahrend der Proteinaufreinigung, P = Eluiertes Protein. Als GroRenstandard
wurde der PageRuIer Prestained Protein Ladder (M) verwendet.

4.1.4 Untersuchung zur Aktivitdt und Substratspezifitat von PtBALDH1-4

In ersten Experimenten sollte die enzymatische Aktivitat der PtBALDH-Enzyme Uber
die Messung der gebildeten Sauren bestimmt werden. LC-MS/MS-Untersuchungen
ergaben jedoch, dass insbesondere die eingesetzten aromatischen Aldehyde bereits
gewisse Mengen der entsprechenden Sauren enthielten, sodass eine verlassliche

Quantifizierung der Enzymprodukte mit dieser Methode nicht méglich war (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Standardgerade der Konzentration [pg/ml] an NADH zur Kalibrierung der
Berechnung der entstandenen Konzentration des Coproduktes in den jeweiligen Enzymassays.
Die Messdaten wurden je Konzentrationsfraktion in zweifach Replikaten aufgetragen. Die
Endpunktmessung erfolgte bei 360 nm mit einem UV-Vis Spektrometer.

Die enzymatische Aktivitat der isolierten PtBALDH1-4 wurde daher indirekt tber die
Konzentrationszunahme des Coproduktes NADH ermittelt. Hierbei wurde die

entstandene Konzentration an NADH in den einzelnen Enzymassays mit Hilfe der

28



erstellten Standardkurve (Abb. 10) berechnet. Fir diese Standardkurve wurden 10
verschiedene Konzentrationen an NADH (jeweils in Duplikaten) mit ihrer Absorption
bei 360 nm mit dem UV-Vis Spektrometer bestimmt. Die lineare Regression zeigte
eine hohe Ubereinstimmung mit den Messwerten (R? = 0,99873). Die Enzyme wurden
mit finf verschiedenen aromatischen Aldehyden (Salicylaldehyd (SAld), Benzaldehyd
(BALD), Zimtaldehyd (CAld), 3-Hydroxy- Benzaldehyd (3OHBALD) und 4-Hydroxy-
Benzaldehyd (40OHBALD)) sowie mit Propionaldehyd (Prop)) als Substrat in

Gegenwart von NAD" getestet.
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Abbildung 11: Charakterisierung der Enzymaktivitat von PtBALDH1-4.

Es wurden sechs verschiedene Substrate getestet und die Aktivitdt anhand der Zunahme des
Coproduktes NADH in [ug/ml] nach einstindiger sowie 18-stliindiger Inkubation bestimmt. Gezeigt
werden nur die Substrate BALDH = Benzaldehyd und 30HBALD = 3-Hydroxy-Benzaldehyd. Die
Datenermittlung erfolgte durch Endpunktmessung bei 360 nm mit einem UV-Vis Spektrometer. Die
Umwandlung der Absorptionswerte erfolgte durch die Geradengleichung der Kalibrierungskurve (vgl.
Abbildung 10). Dargestellt ist der Datensatz abzuglich der Negativkontrolle.

Anschlielend erfolgte die Analyse der Messdaten des UV-Vis Spektrometers nach
einer einstlindigen bzw. 18-stlindigen Inkubation (Abb. 11).

Der gezeigte Datensatz wird abzlglich der Negativkontrolle dargestellt um eine
bessere Ubersicht der Ergebnisse zu erhalten. PtBALDH1, PtBALDH3 und
PtBALDH4 zeigten Aldehyddehydrogenaseaktivitdit und wandelten die Substrate
BALD und 30OHBALD in die entsprechenden Sauren um (Abb. 11A, 11C und 11D).
Fur die anderen getesteten Substrate konnte jedoch keine eindeutige Enzymaktivitat
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). In Assays mit PtBALDH2 wurde kein
Anstieg der NADH-Konzentration beobachtet (Abb. 11B). Bei PtBALDH1, PtBALDH3
und PtBALDH4 kam es zu einem Anstieg der Konzentration an gemessene NADH

nach einer 18-stiindigen Inkubation im Vergleich zur einstliindigen Inkubation.
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Besonders deutlich war dieser Anstieg bei PtBALDH3 (Abb. 11C). Hier kam es zu
einer Vervierfachung der Konzentration an NADH bei der Umsetztung von BALD und
30HBALD.

Ein Vergleich zwischen den Enzymaktivitaten der PtBALDHs untereinander kann
anhand dieser Messreihe nicht getroffen werden, da die eingesetzten
Proteinkonzentrationen nicht im vorhinein bestimmt werden konnten. Alle
durchgefiihrten Negativkontrollen, bei denen Protein oder NAD" nicht im Enzymassay

vorhanden waren, zeigten erwartungsgemal keine Aktivitat.

4.2 Untersuchung putativer Thioesterasen in Populus trichocarpa

4.2.1 Identifikation und Sequenzanalyse

In Arabidopsis thaliana sind zwei Thioesterasen (AtDHNAT1 und AtDHNAT2)
bekannt, welche die Umsetzung von Benzoyl-CoA zu Benzoesaure katalysieren
(Wildhalm et al. 2012). Die Aminosauresequenzen dieser Thioesterasen wurden in
der vorliegenden Arbeit genutzt, um potentielle Kandidatengene in P. trichocarpa zu
identifizieren. Mit Hilfe von BLASTP-Analysen (www.phytozome.net) wurden zwei
potentielle Pappelgene im Genom von P. frichocarpa lokalisiert, welche eine hohe
Ahnlichkeit zu AtDHNAT1 und AtDHNAT2 aufwiesen. Weiterflihrend wurden diese
als PtTE1 und PtTE2 bezeichnet. Die phylogenetische Analyse ergab, dass beide
PtTEs ein Gencluster bildeten, ebenso wie die schon charakterisierten At{DHNAT1
und AtDHNAT2 (Abb. 12).

00 Potri.010G003600 (PtTE1)
L Potri.010G003800 (P{TE2)
ADHNAT1
— ADHNAT2
—
0.05

Abbildung 12: Phylogenetische Analyse der untersuchten zwei Thioesterasen (PtTE) in Populus
trichocarpa in Bezug auf die Verwandtschaft zu den beschriebenen Thioesterasen (AtDHNAT)
aus Arabidopsis thaliana (Wildhalm et al., 2012).

Die Erstellung der phylogenetischen Analyse erfolgte mit Hilfe des Programmes MEGAG6 (Tamura et al.,
2013) mit dem ,Maximum likelihood“ Algorithmus (bootstrap = 1000). Der errechnete bootstrap-Wert
befindet sich neben der Verzweigung und gibt den Grad der Verwandtschaft an.

Ein Aminosauresequenzvergleich zeigte, dass PtTE2 und AtDHNAT eine
Sequenzibereinstimmung von 58,7 % aufwiesen, wahrend PtTE1 mit 53,5 % eine
leicht geringere Ubereinstimmung besaR. Alle Aminosauresequenzen wiesen eine

peroxisomale Signalsequenz am C-Terminus auf (Abb. 13, roter Kasten).
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Abbildung 13: Aminosaduresequenzvergleich der zwei untersuchten putativen Thioesterasen
(PtTE) aus Populus trichocarpa und den Thioesterasen (AtDHNAT) aus Arabidopsis thaliana
(Wildhalm et al., 2012).

Das Alignment wurde mit dem ,Muscle Codon® Algorithmus und dem Programm MEGAG6 (Tamura et al.,
2013) durchgeflhrt. Die graphische Aufbereitung erfolgte mit dem Programm Bioedit (Hall, 1999). Rot
umrandet ist die C-terminale peroxisomale Signalsequenz.

4.2.2 Transkriptomanalyse der PtTE1 und PtTE2

Die Transkriptomdatenanalyse wurde wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben fir diese Arbeit

zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 14: Relative Genexpression potentieller Pappel-Thioesterasen in unbeschadigten
(Ctr) und in durch Lymantria dispar Raupen (A) und von Melolontha melolontha-Larven (B)
beschadigten Populus trichocarpa-Wurzeln bzw. Blattern (Herb).
FPKM: fragments per kilobase of exon per million fragments mapped, false discovery rate < 0,05 %.
Die Datenaufbereitung erfolgte durch Frau Nathalie Lackus (MPI-CE).
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Beide identifizierten Kandidatengene waren sowohl in den Blattern (Abb. 14A), als
auch in den Wurzeln (Abb. 14B) exprimiert. Die Expression von PtTE1 und PtTE2 war
im Wurzelmaterial fast identisch. Im Blattmaterial wies PtTE2 eine doppelt so hohe
Expression im Vergleich zu PtTE1 auf. Einen groRen Unterschied der Expression war
bei PtTE2 zwischen dem beschadigten und dem unbeschadigten Blattmaterial zu
erkennen. Im beschadigten Blattmaterial war die Expression von P{TEZ2 fast dreifach
so hoch wie im unbeschadigten Material. Ausgehend von der
Transkriptomdatenanalyse diente die Blatt-cDNA der Amplifikation von PtTE2 und die
Wurzel-cDNA der Amplifikation von PtTE1. Die eingesetzte cDNA stammte in beiden

Fallen aus beschadigtem Blatt- bzw. Wurzelmaterial.

4.2.3 Klonierung und heterologe Expression von P{TE1 und PtTE2

Eine Amplifikation der PtTEs war nur flr PtTE1 erfolgreich. Auch nach mehrmaliger
Oligonukleotid-Modifikation, sowie der Optimierung der Phusion-PCR war eine
Amplifikation von PtTE2 weder aus Wurzel-cDNA noch Blatt-cDNA méglich.

PtTE1 wurde amplifiziert und in den pET100-Vektor ligiert. Die heterologe Expression
des N-terminalen-Fusionsproteins erfolgte in E. coli und die anschlielende

Proteinaufreinigung wurde Uber eine Nickelaffinitdtschromatographie durchgefihrt.
| 4G, o

Abbildung 15: Proteindetektion der PtTE1 iiber Western Blot und Chemolumineszenz nach
heterologer Expression in E. coli und Aufreinigung.

Die GroRe der putativen P{TE1 lag bei 18 kDa. Die isolierten Fraktionen wahrend der
Proteinaufreinigung (vgl. Kapitel: 3.2.1 und 3.2.2) wurden zusammen auf ein Gel aufgetragen. Pellet
= Proteinpellet nach erster Zentrifugation wahrend der Proteinaufreinigung, U = Rohextrakt, F1 =
Aufgefangene Waschfraktion wahrend der His-tag Aufreinigung, P = Eluiertes Protein. Als
Positivontrolle (K) diente PtCHD1 mit einer Grofde von 80 kDa (wurde von der Betreuerin Nathalie
Lackus (MPI-CE) bereitgestellt). Als GréRenstandard wurde der PageRuIer® Prestained Protein

I adder (M) verwendet
Der Nachwei® der heterologen Expression von PtTE1 geschah mit anti-His-
Antikdrpern im Western Blot (Abb. 15). Als Positivkontrolle diente PtCHD1 (K),
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bereitgestellt von Frau Nathalie Lackus (MPI-CE). In jeder Aufreinigungsfraktion von
PtTE1 waren Proteinbanden in der erwarteten Gré3e von 18 kDa vorhanden. Eine
deutlich abgegrenzte Proteinbande war nur im Rohextrakt (U) und dem eluierten
Protein (P) sichtbar. Das Auftreten von Proteinbanden in allen Fraktionen verdeutlicht
die starke Proteinexpression der PtTE1, zeigte aber auch, dass durch Optimierung
der Proteinaufreinigung der Verlust an Protein in den einzelnen Abschnitten des

Aufreinigungsprozesses verringert werden kdnnte.

4.2.4 Untersuchung der Aktivitat von PtTE1

Im Enzymassay mit dem Substrat Benzoyl-CoA sollte die enzymatische Aktivitat des
rekombinanten Proteins bestimmt werden. Die Analyse der potentiellen
Enzymprodukte erfolgte mittels LC-MS/MS. Hypothetisch sollte die isolierte PtTE1
das Substrat Benzoyl-CoA zu Benzoesaure umsetzen.

Die Detektion der Benzoesaure erfolgte durch die multiple Reaktionsiberwachung

(MRM), wobei zwei spezifische Massen zur Analyse festgelegt wurden (Abb. 16).
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Abbildung 16: Beispielhaftes Chromatogramm (LC-MS/MS) des Enzymassays der Thioesterase

mit extrahiertem Benzoesaure-Peak bei einer Retentionszeit von 3,23 min.
Die multiple Reaktionstiberwaschung (MRM) erfolgte mit Q1 und Q3 von 121 [m/z] (vgl. Tabelle 14).

Bei diesem Enzymassay wurde neben dem Protein PtTE1 auch eine Leervektor-
Kontrolle (pET100 ohne Insert) eingesetzt. Dieser Leervektor wurde wie fur PtTE1
beschrieben in E. coli exprimiert und einer His-Reinigung unterzogen. In den
Fraktionen mit denaturiertem Protein und ohne Substrat konnte erwartungsgemaf
keine Enzymproduktbildung nachgewiesen werden (Abb. 17). Hingegen kam es zur
Produktbildung sowohl bei PtTE1 und der Leervektor-Kontrolle nach der Hinzugabe
des Substrates Benzoyl-CoA. Da auch die Leervektorkontrolle Benzoesaure enthielt,
kann die enzymatische Aktivitat nicht eindeutig auf PtTE1 zurlickgefihrt werden. Es

kénnte sich hierbei um eine mitaufgereinigte bakterielle Aktivitat handeln.
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Abbildung 17: Bestimmung des Benzoesauregehaltes (Intensitat) mit Hilfe der LC-MS/MS nach
der Substratumsetzung der PtTE1 und der Kontrolle (Leervektor) nach einstiindiger Inkubation.
Als Substrat wurde Benzoyl-CoA (BA-CoA) verwendet. Fraktionen: mit Substrat = Enzymassay mit BA-
CoA, Denaturiert = BA-CoA mit Hitze inaktivierten Enzymen, ohne Substrat = Enzymassay ohne Zusatz
von BA-CoA. Die Analyse der LC-MS/MS Daten erfolgte mit dem Programm Analyst 1.6.

Aufgrund der hohen Bezugskosten sowie der Instabilitdt der Substanzen konnten
aulRer Benzoyl-CoA keine weiteren potentiellen Substrate im Enzymassay getestet
werden. Zusammenfassend war somit keine Darstellung der spezifischen P{TE1-

Aktivitat innerhalb dieses Enzymassays moglich.
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5 Diskussion

5.1 Identifizierung und Charakterisierung der Thioesterasen (PtTE)

Viele verschiedene Biosynthesewege ausgehend von L-Phenylalanin (L-Phe) Uber
trans-Zimtsaure (t-CA) wurden hypothetisch zur Entstehung von Benzoesaure
postuliert (Jarvis et al., 2000; Abd El-Mawla und Beerhues, 2002; Boatright et al.,
2004). Ausgehend von diesen Hypothesen wurden bis jetzt jedoch nur wenige
pflanzliche Enzyme dieser Stoffwechselwege isoliert und charakterisiert (Qualley und
Dudareva, 2008; Van Moerkercke et al., 2009; Klempien et al., 2012). In ihrer
Masterarbeit identifizierte Frau Nathalie Lackus (2016) klrzlich drei Enzyme in
Populus trichocarpa (PtCNL, PtCHD und PtKAT), welche dem CoA-abhangigen RB-
oxidativen Weg zur Entstehung von Benzoesaure zugeordnet werden konnten. Die
Umsetzung von Benzoyl-CoA zur Benzoesaure innerhalb dieses Biosyntheseweges
konnte schlussendlich noch nicht aufgeklart werden. In Arabidopsis thaliana wurden
kurzlich zwei Thioesterasen (AtDHNAT1/2) nachgewiesen, welche einen
substratspezifischen Umsatz von aromatischen Acetyl-CoA Verbindungen
katalysierten (Widhalm et al., 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Genom von P. frichocarpa zwei
Thioesterasegene (PfTE1 und PtTE2) mit hoher Sequenzahnlichkeit zu den
identifizierten AtDHNAT1/2-Genen gefunden (vgl. Abb. 13). Hierbei konnte aber nur
PtTE1 isoliert und charakterisiert werden (vgl. Abb. 15 und 17). Trotz mehrfacher
Modifikation der Synthese (PCR) blieb eine Amplifikation von P{TE2 sowohl aus
Wurzel-cDNA als auch aus Blatt-cDNA erfolglos. Durch eventuelle Verunreinigung
der cDNA mit Uberschissigen Primern, Nukleotiden und Salzen kénnte der
Reaktionsansatz aulterhalb des optimalen Amplifikationsbereiches gelegen haben.
Eine weitere Reinigung der cDNA mit Gelchromatographie kdnnte zu einer
Verbesserung der Ausbeute fiihren.

Da viele Thioesterasen ein breites Substratspektrum besitzen, kdnnen auch
bakterielle Thioesterasen aus zum Beispiel Escherichia coli Benzoyl-CoA zu
Benzoesaure umwandeln (Van Moerkercke et al., 2009). Aufgrund der starken
bakteriellen Verunreinigung in der Reinigungsfraktion von PtTE1 war eine eindeutige
Aussage Uber die enzymatische Aktivitat der isolierten PtTE1 nicht méglich (vgl. Abb.
17). Eine vorhergehende Zeolit-Chromatographie kénnte diese bakterielle
Hintergrundaktivitat minimieren (Chiku et al., 2003). Zeolit ist ein Mineral mit Poren
und Kanalen in der Groe von 0,3 — 3 nm bestehend aus AlOs;-und SiO4
Tetrahedrons. Die Struktur ist negativ geladen und dazugehérige Kationen wie Na*
und K" liegen zusammen mit Wasser in den Poren des Minerals. Proteine binden tiber

hydrophobe  Wechselwirkungen, Coulomb-Krafte und dem Ersatz von
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Wassermolekllen durch Aminogruppen des Proteins an die Al-Atome des Zeolits
(Chiku et al., 2003). Am isoelektrischen Punkt binden Proteine besonders gut an das
Mineral. Durch eine anschlieBende Fallung mit Polyethylenglykol (PEG) in einem
Puffer am isoelektrischen Punkt des Proteins kann dadurch eine spezifische Fallung
erfolgen.

Zusammenfassend konnte innerhalb dieser Arbeit nicht eindeutig geklart werden, ob
die identifizierten Thioesterasen in P. trichocarpa an der Biosynthese von
Benzoesaure Uber den CoA-abhangigen R3-oxidativen Weg beteiligt sind. Ein Hinweis
auf die mogliche Beteiligung ist die Lokalisierung dieser Thioesterasen im Peroxisom
und die Erhéhung der Genexpression von PtTE bei Herbivorie (vgl. Abb. 14A). Dies
legt allgemein die Beteiligung dieser Enzyme an Stoffwechselwegen zur Synthese

von Abwehrkomponenten nahe.

5.2 Identifizierung und Charakterisierung der Benzaldehyd-
dehydrogenasen (PtBALDH)

In vivo Untersuchungen mit Hilfe von stabiler Isotopen-Markierung und metabolischer
Fluxanalyse in Petunia hybrida-Bliten zeigten, dass sowohl der CoA-abhangige -
oxidative Weg als auch der CoA-unabhangige nicht-oxidative Weg in der Pflanze zur
Entstehung von Benzoesaure beitragen (Boatright et al., 2004; Orlova et al., 2006).
Als Schlusselintermediat fir den CoA-unabhangigen/-abhangigen nicht-oxidativen
Weg gilt Benzaldehyd (Abd EI-Mawla und Beerhues, 2002; Boatright et al., 2004). In
Antirrhinum majus wurde kirzlich eine Benzaldehyddehydrogenase (AmBALDH)
identifiziert und charakterisiert, welche Benzaldehyd zu Benzoesaure umsetzt (Long
etal., 2009). Ausgehend von ihrer Substratspezifitat kdnnte sie eine wesentliche Rolle
bei der Synthese von Benzoesaure-Derivaten und Benzoesaure-Konjugaten Utber
beide nicht-oxidative Wege in der Pflanze spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten vier putative Benzaldehyddehydrogenase-Gene im
Genom von P. trichocarpa identifiziert  werden, die eine hohe
Sequenzibereinstimmung mit AmBALDH aus A. majus (vgl. Abb. 6) aufwiesen. Eine
erfolgreiche heterologe Expression in E. coli konnte mit Hilfe einer Coomassie-
Farbung nur fir PtBALDH3 und PtBALDH4 (vgl. Abb. 8 und 9) gezeigt werden. Da
die Coomassie-Gelfarbung mit einer Nachweisgrenze von 200-400 ng Protein pro
Bande relativ wenig sensitiv ist, kdbnnte versucht werden, eventuelle kleinere Mengen
von PtBALDH1 und PtBALDH2 durch eine sehr viel sensitivere Silberfarbung (bis zu
5 ng Protein pro Bande) im Gel zu detektieren (Moreno et al., 1985; Blum et al., 1987).
Auch sollte eine Aufkonzentrierung des Proteins flr das Nachweisverfahren sowie

den anschlieliendem Enzymassay zu einer Verbesserung der Ergebnisse fihren.
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Hierfir musste eine native Fallung der Proteine mit Ammoniumsulfat,
Polyethylenglykol (PEG) oder einem organischen Ldsungsmittel (Aceton, Ethanol
oder Methanol) bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt werden (Englard und Seifter,
1990).

Anhand der nicht vorhandenen enzymatischen Aktivitdt von PtBALDH2 (vgl.
Abb. 11B) mit den Substraten Benzaldehyd (BALD) und 3-Hydroxy-Benzaldehyd
(30OHBALD) ist aber davon auszugehen, dass die heterologe Expression bei
PtBALDH2 nicht erfolgreich war.

Fur eine deutlichere und vergleichbarere Aussagekraft Uber die enzymatische
Aktivitat aller PtBALDHs solite die jeweilige Proteinkonzentration vor dem
Enzymassay zum Beispiel mit dem Bradford-Test (Bradford, 1976) bestimmt werden.
Die sichtbare Konzentrationszunahme des Coproduktes NADH nach einer 18-
stindigen Inkubation (vgl. Abb. 11) deutet auf einen langsamen Substratumsatz hin.
Dieser verzbgerte Substratumsatz koénnte durch eine Erhéhung der Assay-
Temperatur und/oder der Substratkonzentration umgangen werden (Abd El-Mawla
und Beerhues, 2002). Durch diese Modifikationen des Enzymassays sollte die
Moglichkeit  bestehen, genauere  Substrat-Spezifititen zu  beobachten,
aussagekraftigere Ergebnisse flr weitere Substrate zu erhalten und quantifizierende,
kinetische Parameter (K, und ke fur die Enzym-Substrat Kombinationen zu
bestimmen.

Zusammenfassend wurden innerhalb dieser Arbeit vier Benzaldehyddehydrogenasen
in P. trichocarpa identifiziert, von denen drei (PtBALDH1, PtBALDH3 und PtBALDH4)
eine Substratspezifitat fir BALD und 30OHBALD aufwiesen und das Substrat NAD"-
abhangig zu der korrespondierenden aromatischen Carbonsaure umsetzten. Dies
stellt potentiell einen Beleg flir den CoA-unabhangigen (Boatright et al., 2004) oder
den CoA-abhangigen nicht-oxidativen Weg (Abd ElI-Mawla und Beerhues, 2002) in
P. trichocarpa dar, bei dem jeweils eine Benzaldehyddehydrogenase beteiligt ist,

welche das Intermediat Benzaldehyd zur Benzoesaure umsetzt.
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5.3 Potentielle Biosynthesewege zur Entstehung von Benzoesaure in
Populus trichocarpa

5.3.1 Der CoA-abhéngige nicht-oxidative Weg

Die ldentifikation der Enzyme PtCNL (Nathalie Lackus, Masterarbeit 2006) und
PtBALDH weisen potentiell auf das Vorhandensein eines CoA-abhangigen nicht-
oxidativen Weges zur Entstehung von Benzoesaure in P. trichocarpa hin (vgl.
Abb. 18).

o

o o 0
©/\)1\0H PtCNL @/\)&SCM Cinnamoyl-CoA Hydratase/Lyase ? ©)J\H PtBALDH ©)J\0H
_— [ T 7 S hemcmmccmcemmemcm——aa > R

trans-Zimtsaure Cinnamoyl-CoA Benzaldehyd Benzoesaure
(+-CA) (CA-CoA) Cytosol (BALD) (BA)

Abbildung 18: Hypothetischer CoA-abhidngiger nicht-oxidativer Weg zur Entstehung von
Benzoesaure in Populus trichocarpa.

Durchgezogene Pfeile kennzeichnen schon identifizierte Enzyme in P. trichocarpa, der gestrichelte Pfeil
gibt ein potentielles Enzym fir eine nicht identifizierte Reaktion an. Die verwendeten Abkirzungen
stehen fir Pt = Populus ftrichocarpa, CNL = Zimtsaure-CoA-Ligase und BALDH =
Benzaldehyddehydrogenase.

Vorherige Untersuchungen in Zellkulturen von Hypericum androsaemum
identifizierten alle Enzyme dieses Biosyntheseweges (Abd El-Mawla und Beerhues,
2002), darunter auch Analoge zu den nun identifizierten Enzymen PtCNL und
PtBALDH in P. trichocarpa. Die getesteten Substratspezifititen von PtBALDH1,
PtBALDH3 und PtBALDH4 (vgl. Abb.11A, 11C und 11D) korrelierten mit denen der
identifizierten Benzaldehyddehydrogenase aus H. androsaemum (Abd EI-Mawla und
Beerhues, 2002). Diese isolierte Benzaldehyddehydrogenase setzt vorzugsweise
BALD und 30OHBALD um, andere Substrate wurden mit einer vierfach verminderten
Aktivitat umgesetzt (Abd EI-Mawla und Beerhues, 2002). Dieses Ergebnis stimmt mit
den bisherigen biochemischen Untersuchungen der PtBALDHs in P. frichocarpa
Uberein (vgl. Kapitel 4.1.4).

Ungeklart bleibt bei diesem Biosyntheseweg der Benzoesaure in P. trichocarpa die
Umsetzung von Cinnamoyl-CoA zu Benzaldehyd. In Zellkulturen von
H. androsaemum wurde ein bifunktionales Enzym (Cinnamoyl-CoA Hydratase/Lyase)
identifiziert, welches die Addition von Wasser an die Doppelbindung des Cinnamoyl-
CoAs und die anschlieRende Abspaltung des Acetyl-CoAs katalysierte (Abd EI-Mawla
und Beerhues, 2002). Das bifunktionale Enzym besal} eine hohe Substratspezifitat
zu Cinnamoyl-CoA. Innerhalb des Enzymassays konnte jedoch kein putatives
Intermediat, wie zum Beispiel 3-Hydroxy-3-phenylpropionyl-CoA, detektiert werden
(Abd EI-Mawla und Beerhues, 2002). Dies spricht erst einmal gegen die Mdglichkeit,
dass Cinnamoyl-CoA Uber zwei enzymatische Reaktionen zu Benzaldehyd

umgesetzt wird.
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Ausblickend kdnnte das fehlende Enzym Cinnamoyl-CoA Hydratase/Lyase dieses
Stoffwechselweges lUber Datenbankscreening in P. trichocarpa in weiteren Arbeiten

identifiziert und charakterisiert werden.

5.3.2 Der CoA-unabhéangige nicht-oxidative Weg

Auch ein zweiter Biosyntheseweg zur Entstehung von Benzoesaure in P. frichocarpa
ergibt sich durch die Identifikation der PtBALDHs (vgl. Abb. 19). Die Beteiligung des
CoA-unabhangigen nicht-oxidativen Weges zur Entstehung von Benzoesaure wurde
schon in Petunia hybrida nachgewiesen (Boatright et al., 2004). Innerhalb dieses

Syntheseweges bleibt die Umsetzung von t-CA zum Benzaldehyd weiterhin

unbekannt.
Cytosol
o o [0}
Q/\)kori Hydroxybenzaldehyd-Synthase? H PtBALDH OH
_____________________ - —_—
trans-Zimtsaure Benzaldehyd Benzoesaure
(CA) (BALD) (BA)

Abbildung 19: Hypothetischer CoA-unabhéngiger nicht-oxidativer Weg zur Entstehung von
Benzoesaure in Populus trichocarpa.

Durchgezogene Pfeile kennzeichnen schon identifizierte Enzyme in P. trichocarpa, der gestrichelte Pfeil
gibt ein potentielles Enzym fir eine nicht identifizierte Reaktion an. Durchsichtig hinterlegt wurde das
potentielle 3H3PP-Intermediat der enzymatischen Reaktion. Die verwendeten Abkirzungen stehen fur
Pt = Populus trichocarpa und BALDH = Benzaldehyddehydrogenase.

Die Umwandlung einer aromatischen Saure zu einem aromatischen Aldehyd wurde
aber in der Synthese von Vanillesaure und Salicylsaure in der Literatur schon
beschrieben (Podstolski et al., 2002; Malinowski et al., 2007). In der Synthese von
Vanillesaure katalysierte eine 4-Hydroxybenzaldehyd-Synthase (4HBS) die
Umsetzung von 4-Hydroxy-Cumarsaure zu 4-Hydroxybenzaldehyd in Anwesenheit
eines Reduktions-Reagenzes, aber ohne Beteiligung von Cofaktoren (Podstolski et
al., 2002). Im durchgeflhrten Assay wurde DTT als Reduktions-Reagenz verwendet.
Das unter physiologischen Bedingungen vorkommende Reagenz Glutathion flhrte zu
einer deutlich geringeren enzymatischen Aktivitat. Weiterhin bleibt somit ungeklart,
welches Reduktions-Reagenz in planta in diese Reaktion eingebunden ist. Uber einen
Aminosauresequenzvergleich ist in weiteren Arbeiten zu klaren, ob es ein zu 4HBS
ahnliches putatives Enzym im Genom von P. trichocarpa gibt.

In der Natur reagieren Aldehyde spontan mit Nukleophilen wie zum Beispiel Proteinen
und Nukleinsauren (Linster et al., 2013). Diese Reaktionen waren fir die pflanzliche
Zelle toxisch. Weiterfihrende Untersuchungen missen zeigen, wie die Pflanze mit

dem potentiell toxischen Effekt des Intermediates Benzaldehyd umgeht.
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5.3.3 Der CoA-abhédngige R-oxidative Weg

Der CoA-abhangige R-oxidative Weg wurde fast vollstandig durch die Identifikation
der Enzyme PtCNL, PtCHD und PtKAT in P. trichocarpa in der Masterarbeit (2016)
von Frau Nathalie Lackus aufgeklart. Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte durch
die fehlende eindeutige biochemische Charakterisierung (vgl. Kapitel 5.1) nicht
abschlieBend geklart werden, ob Benzoyl-CoA (ber die Identifizierte PtTE1 zu
Benzoesaure im Peroxisom umgesetzt wird. Potentiell gibt es neben dieser Reaktion
noch verschiedene andere Wege zur Entstehung von Benzoesaure ausgehend von

Benzoyl-CoA (vgl. Abb. 20).

Peroxisom

9
PtCNL ©/\)1\ PtCHD QM Q/L (j)k CoA-Ligase? @J\scu

trans-Zimtsaure Cinnamoyl-CoA 3-Oxo0-3-phenylpropanoyl-CoA  Benzoyl-CoA Benzoeséure Benzoyl-CoA
(t-CA) (CA-CoA) (303PP-CoA) (BA-CoA) BA) (BA-CoA)
?

ABC- Transporter? Cytosol

|
1 o
1

v
OH Benzoesaure-Derivate
..... >
Benzoeséure-Konjugate

Benzoeséure
(BA)

————

Abbildung 20: Hypothetischer CoA-abhiangiger R-oxidativer Weg zur Entstehung von
Benzoesaure in Populus trichocarpa.

Diese Abbildung wurde angelehnt an die Abbildung von Qualley et al. 2012. Durchgezogene Pfeile
kennzeichnen schon identifizierte Enzyme in P. trichocarpa, gestrichelte Pfeile geben potentielle Enzyme
fur nicht identifizierte Reaktionen an. Die verwendeten Abklrzungen stehen fur Pt = Populus trichocarpa,
CNL = Zimtsaure-CoA-Ligase, CHD = Cinnamoyl-CoA-Hydratase/Dehydrogenase, KAT = 3-Ketoacyl-
CoA Thiolase und TE = Thioesterase.

Durch die Polaritat der CoA-Verbindung ist eine freie Diffusion durch die Zellmembran
des Peroxisoms auszuschlieen. Analog zur [3-Oxidation von Fettsduren kdnnten
CoA-aktivierte Verbindungen wie Benzoyl-CoA Uber ABC-Transporter Uber die
peroxisomale Membran transportiert werden (Footitt et al., 2002).

Die kurzlich entdeckte peroxisomale Thioesterase in Arabidopsis thaliana (Widhalm
et al., 2012) legt aber nahe, dass Benzoyl-CoA vor dem Transport im Peroxisom in
Benzoesaure umgewandelt wird. Durch die Identifikation der Thioesterasegene
PtTE1 und PtTE2 im Genom von P. trichocarpa ist auch hier dieser Biosyntheseweg
am wahrscheinlichsten (vgl. Kapitel 5.1). Potentiell kénnte PtTE im Peroxisom
Benzoyl-CoA zu Benzoesaure hydrolysieren. Benzoesaure selbst kann dann durch
freie Diffusion oder durch Transporter in das Cytosol gelangen und dort durch
enzymatische Modifikationen den Grundstein fir die Fille an Benzoesaure-Derivaten
und Benzoesaure-Konjugaten legen.

Ebenso besteht die Mdoglichkeit, dass Benzoesaure Uber eine unbekannte
membranassoziierte Ligase wahrend des Exportes aus dem Peroxisom wieder zu
Benzoyl-CoA umgewandelt wird. Dieses Modell wurde schon fiir den Transport von

freien Fettsauren Uber die Plasmamembran in Cyanobakterien beobachtet (von
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Berlepsch et al., 2012). Dies ware ein Indiz fir verschiedene Benzoesaure- und
Benzoyl-CoA-Pools in der Zelle (Van Moerkercke et al., 2009).

Neben der schlussendlichen Reaktion zur Entstehung von Benzoesaure misste in
weiteren Arbeiten auch untersucht werden, wie der Transport von t-CA in das

Peroxisom erfolgt.

5.4 Beispiele fiir die Benzoesaurebiosynthese in verschiedenen
Spezies und Geweben

In Petunia hybrida konnte in der Nacht ein zweifach héherer metabolischer Flux tber
den CoA-unabhangigen nicht-oxidativen Weg im Vergleich zum CoA-abhangigen B-
oxidativen Weg zur Entstehung von Benzoesaure nachgewiesen werden (Boatright
et al., 2004). Dies steht auch in einem engen Zusammenhang mit der hauptsachlich
nachtlichen Emission von Benzoylverbindungen in P. hybrida. Hingegen schlief3t
Jarvis et al. 2000 eine Beteiligung der nicht-oxidativen Wege zur Entstehung von
Benzoesaure in Cucumis sativus und Nicotiana attenuata durch den fehlenden
Nachweis des SchlUsselintermediates Benzaldehyd aus. Zusammenfassend scheint
die Biosynthese von Benzoesaure in verschieden Spezies Uber unterschiedliche
Stoffwechselwege zu erfolgen.

Auch die genaue Lokalisierung der verschiedenen enzymatischen Reaktionen muss
in weiteren Arbeiten geklart werden. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass {-CA in
zwei verschiedenen zellularen Kompartimenten, im endoplasmatischen Retikulum
(ER) und dem Cytosol, ausgehend von verschieden lokalisierten PAL-Isoformen
gebildet wird (Achnine et al., 2004). Inwieweit die gebildete -CA im ER zur
Entstehung von Benzoesaure in der Pflanze beitragt, ist unbekannt. Die innerhalb
dieser Arbeit identifizierten PtBALDHs wiesen ebenso wie AmBALDH eine
mitochondriale Lokalisierung auf. Ob die Oxidation der aromatischen Aldehyde im

Mitochondrium stattfindet, muss ebenfalls weiterfihrend untersucht werden.

5.5 Weiterfihrende Versuche zur Untersuchung der Biosynthese von
Benzoesaure in Populus trichocarpa

Eine genaue Lokalisierung der beteiligten Enzyme bei der Biosynthese von
Benzoesaure kénnte durch ein erzeugtes GFP-Fusionsprotein (GFP-Pt{TE, GFP-
PtBALDH) und eine nachfolgende Expression in planta durch eine Agrobacterium-
vermittelte transiente Transformation erfolgen (Nelson et al., 2007; Shang et al.,
2007). Uber ein anschlieBendes ,Live Cell Imaging“ mit einem konfokalen Laser
Scanning Mikroskop kdnnte die enzymatische Lokalisierung in vivo in der Zelle sowie

in unterschiedlichen Gewebetypen untersucht werden (Van Moerkercke et al., 2009).
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Eine weitere Herangehensweise zur Untersuchung der verschiedenen
Biosynthesewege von Benzoesaure in P. trichocarpa ware die Konstruktion von
knock-down-Pappeln. Mit Hilfe eines RNAi-vermittelten knock-down von P{CNL
kdénnte hypothetisch der CoA-unabhangige nicht-oxidative Weg weiterfiihrend
untersucht werden. Uber Fiitterungsversuche mit gelabelten -CA kénnten weitere
potentielle Intermediate dieses Weges identifiziert oder die postulierte enzymatische
Reaktion Uber ein bifunktionales Enzym bestatigt werden (vgl. Kapitel 5.3.2) Ein
RNAi-vermittelter knock-down von PtBALDH und anschlieBende Fltterungsversuche
mit gelabelter {-CA wirden Aufschluss dariber geben, inwieweit PtBALDH an der

Bildung von Benzoesaure beteiligt ist.
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6 Zusammenfassung

Fur die Verwendung von Populus trichocarpa als nachwachsende Rohstoffquelle ist
es von groRer Bedeutung, modifizierte Pappel-Hybride mit gesteigerter Resistenz
gegeniber Herbivoren zu entwickeln. Einen Groldteil der Abwehrverbindungen stellen
Benzoesaure-Derivate und Konjugate in P. trichocarpa dar. Trotz der grof3en
Verbreitung und Relevanz von pflanzlichen Benzoesaureverbindungen ist ihre
Biosynthese noch nicht im Detail aufgeklart.

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation weiterer Enzyme, die zur Bildung von
Benzoesaure in P. trichocarpa beitragen. Hierbei wurde der Fokus auf zwei kirzlich
beschriebene Enzyme gelegt, eine Thioesterase und eine
Benzaldehyddehydrogenase (Long et al., 2009; Widhalm et al., 2012) die potentiell
an verschiedenen Biosynthesewegen zur Entstehung von Benzoesaure beteiligt sein
koénnten.

Gene flr beide putativen Enzyme konnten im Genom von P. trichocarpa identifiziert
werden. Eine nachweillbare enzymatische Aktivitdt konnte jedoch nur fir die
Benzaldehyddehydrogenase im Rahmen dieser Arbeit erfolgen. Anhand dieser
Ergebnisse besteht die Mdglichkeit, dass sowohl der CoA-abhangige als auch der
CoA-unabhangige nicht-oxidative Weg zur Entstehung von Benzoesaure in
P. trichocarpa unter Beteiligung der identifizierten Benzaldehyddehydrogenase
beitragen. Die Identifikation einer peroxisomalen Thioesterase (PtTE) gibt erste
Hinweise auf die potentielle Moglichkeit der Substratumwandlung von Benzoyl-CoA
zu Benzoesaure im Peroxisom. Unbekannt bleibt, in welcher Weise die Intermediate
aus dem Peroxisom hinausgelangen.

Weiterflihrende RNAi-vermittelte knock-down Experimente, ,Live cell Imaging“ und
die mdgliche ldentifikation einer Cinnamoyl-CoA Hydratase/Lyase sowie einer
Hydroxybenzaldehyd-Synthase kdnnten weiteren Aufschluss Gber die Synthese von
Benzoesaure in P. trichocarpa liefern.

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass verschiedene Biosynthesewege der

Benzoesaure in Populus trichocarpa koexistieren.
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Anhang

Tabelle 15: Ubersicht der verwendeten Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller und Vertriebssitz

3-OH-Benzaldehyd
4-OH-Benzaldehyd
Acetonitril
Ameisensaure
Benzaldehyd

Benzonase® Nuclease
Benzoyl-CoA

Bromphenolblau

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigsaure

Ethanol

Formaldehyd

Glycerol

Glycin

Imidazol

Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid
Kaliumhydrogenphosphat
Lysozym

Magnesiumchlorid

Methanol

Milchpulver

NAD"
(Nicotinamidadenindinukleotid)
NADH
(Nicotinamidadenindinukleotid)
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumphosphat
Natriumthiosulfat

Propionaldehyd

Protease-Inhibitor-Mix HP

Thermofisher Acros Organics, Geel, Belgien
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

TransMIT Gesellschaft fir Technologietransfer mbH,
GiefRen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka/Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Sigma-AIdrich®, St. Louis, USA

Sigma-AIdrich®, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland
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Chemikalie

Hersteller und Vertriebssitz

Salicylaldehyd

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Silbernitrat

Tris

Tris-HCI

Tween20
Wasserstoffperoxid 30 %
Zimtaldehyd

Sigma-AIdrich®, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Fluka/Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Tabelle 16: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide zur Amplifizierung der kompletten ORFs.
Hervorgehoben ist fettgedruckt der 5-Uberhang fiir den Einbau des Fragmentes in den TOPO®-Vektor,
Tm bezeichnet die Schmelztemperatur.

Name Sequenz (5°-3’) Gen/ Vektor Tm (°C)
BALDH 1 fwd  CACCATGGCTGCCAAGAAGATATCAA BALDH 1 72,1
BALDH 1 rev CTATAGCCAGGCTGGATTCTTG BALDH 1 63,7
BALDH 2 fwd  CACCATGGCAGCTCGCAGGATATCTTCC BALDH 2 77,9
BALDH 2 reva ACCATAATCATCTTGGAAGGATTT BALDH 2 63,4
BALDH 2 revb GATTTCAGACGATCCCTACATAG BALDH 2 60,4
BALDH 3 fwd CACCATGGCAGCTCGCAGGATATCTTCG BALDH 3 78,7
BALDH 3 rev TGCCAGAATCATAATGGAAGGATTA BALDH 3 66,0
BALDH 4 fwd  CACCATGATGAAATACGCAGACTTAAT BALDH 4 66,5
BALDH 4 rev TCATAGCCAAGGGGAGTTGTATATG BALDH 4 65,6
TE 1 fwd CACCATGTCACCTCAAAGGGTAACTGGC TE 1 74,7
TE 1 rev TTACACAGGCTATGGGTCGCA TE 1 67,5
TE 2 fwd CACCATGGAGCAATCATCATCTTC TE 2 68,5
TE 2 fwd short CACCATGTCCCCCTCAAAAGGTCACTGGT TE2 76,1
TE 2 rev GTCGTGGTGGTAGGCAGGCAAT TE 2 71,2

Tabelle 17: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide zur Amplifizierung der N-terminal

trunkierten ORFs.

Hervorgehoben ist fettgedruckt der 5’-Uberhang fiir den Einbau des Fragmentes in den TOPO®-Vektor,
die verwendeten Reverse-Primer entsprechen den Primern aus Tabelle Il, T bezeichnet die

Schmelztemperatur.

Name Sequenz (5°-3’) Gen/ Vektor Tm (°C)
BALDH 1 fwd short CACCAGATTAATCTCTAGATATAATAC  BALDH 1 54,6
BALDH 2 fwd short CACCTACAGGTTTATCACTGCAAAG BALDH 2 64,5
BALDH 3 fwd short2 CACCGGCAGAGGAAGGGGGGTCTGC BALDH 3 81,3
BALDH 4 fwd short CACCATCCCGAATGTAGCAC BALDH 4 65,3

XV



Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir die Sequenzierung.
Tm bezeichnet die Schmelztemperatur.

Name Sequenz (5°-3’) Gen/ Vektor Tm (°C)
BALDH 1 fwd seq GTTTCTGGTTTCGGTCCAACC BALDH 1 66,5
BALDH 1 rev seq CAGCATTAGCATGTGGCAACA BALDH 1 67,0
BALDH 2 fwd seq TGTCGTTTCTGGCTATGGTCC BALDH 2 66,1
BALDH 2 revseqlong TTGCGAGGATGCTGATGTTGA BALDH 2 69,0
BALDH 3 fwd seq AGAGCTGGGAGGGAAATCAC BALDH 3 64,4
BALDH 3 rev seq GGACCTGCATTAGCTTGTGGT BALDH 3 65,2
BALDH 4 fwd seq CCACAGGTTGATAAGCAGCAG BALDH 4 64,6
pET100 fwd 1 TCCGGCGTAGAGGATCGAGATCT pET100 71,0
pET100 rev 1 AATGCGCTCATCGTCATCCTCG pET100 72,4

Potri.002G189900 (PtBALDH1)

ATGGCTGCCAAGAAGATATCAACTGTGCTCTCTCGCTCTTTCTCTTCTGCTGCTGCTCCTCC
ATGTTTCTTTTCGAGAGTGAGGGGTGGTGGTGGTCAGAGCAGATTAATCTCTAGATATAATA
CTACTTTGGCTGCTGTTGAGGACCCGATTACTCCCCCTGTCTCTGTCAAATACAATCAACTC
TTAATTAATGGACAATTCGTGGATGCAGCATCAGGAAAGACGTTTCCAACATTGGATCCGAG
GACAGGGGAAGTGATTGCTCATGTTGCTGAAGGTGATGTTGAAGATGTAAACAGAGCGGTCT
CTGCTGCCCGCAAGGCTTTTGATGAAGGACCATGGCCACGGATGACAGCTTATGAAAGGTCA
AGGATCATTTGGCGTTTTGCTGATTTGCTTGAAAAGCATACTGATGAAATTGCAGCTCTTGA
AACGTGGGATAATGGCAAACCATATGAGCAATCTGCTAAAATTGAAATACCAATGACTGTGC
GTATATTTAGATACTATGCTGGTTGGGCAGATAAAATCCATGGCCTCACAGTTCCTGCTGAT
GGGCCATATCATGTACAAACCTTGCATGAACCAATTGGTGTAGCAGGTCAGATTATTCCATG
GAATTTTCCAATGCTCATGTTTTCTTGGAAGGTTGGGCCAGCATTAGCATGTGGCAACACCG
TTGTTATAAAGACAGCAGAGCAGACCCCATTGTCTGCTGTATATGCAGCCAAGCTATTTCAT
GAGGCTGGACTTCCAGATGGTGTTCTGAATGTGGTTTCTGGTTTCGGTCCAACCGCTGGTGC
TGCTCTTGCTAGCCATATGGATGTGGATAAGCTTGCATTCACAGGATCAACTGATACCGGGA
AAATAGTACTTGAGTTGGCATCAAAAAGCAATCTTAAACCAGTAACTTTGGAGCTTGGAGGG
AAATCACCTTTCATTGTCTGTGAGGATGCTGATGTTGATCAGGCTGTAGAGCTTTCTCACTC
TGCTGTATTCTTTAATCAGGGCCAATGCTGCTGTGCTGGTTCTCGTACATTTGTGCACGAGC
GTGTGTACGATGAGTTTGTGGAGAAAGCAAAGGCACGTGCCAACCAGCGTGCTGTTGGTGAT
CCATTCAAAGAGGGAATTGAGCAAGGCCCTCAGGTTGATTCAGACCAATTTGAGAAGATTTT
GAGGATCATAAGATCTGGTGTTGAGAGTGGAGCGAACCTTAAAGCTGGAGGCGACAGATTTG
GCACAACTGGATATTATATCCAGCCCACTGTTTTCTCAGATGTTCAGGATGACATGCTGATA
GCAAAGGAGGAGATATTTGGGCCAGTTCAGTCCATCTTTAAATTCAAGGACCTGGATGAAGT
CATACAAAGGTCCAACAACAGTCGCTACGGACTTGCTGCAGGGATTTTCACACATAACTTAG
ACACCGCCAACACCCTTTCACGTGCATTGAAGGTTGGAACAGTATGGATAAATTGCTATGAT
GTCTTCGATGCTGCCATTCCTTTTGGTGGATACAAGATGAGTGGAAATGGTAGAGAAAAGGG
AATTTACAGTCTTAACAACTACTTGCAAGTGAAGGCTGTCGTTACCTCACTCAAGAATCCAG
CCTGGCTATAG

Potri.012G078700 (PtBALDH?2)

ATGGCAGCTCGCAGGATATCTTCCTTGCTCTCTCGTTCTCTTTCTGCTTCTGCTTCGTTTCT
TTTGTCTCGAGGAAAAAATCCTAGCAGGGGAAGGAGCATCTACAGGTTTATCACTGCAAAGG
CACTTGAGGAACCAATCACTCCACCTGTTCAAATTAGCTACACTCAGCATTTCATCAATGGG
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AAATTCGTTGATGCAGCATCTGGCAAAACCTTTCCGGCATACGATCCTCGTACAGGAGAAGT
GATTGCTCACGTGGCTGAAGGTGATAATGAAGATGTCAACCGTGCAGTAGCTGCTGCTCGTA
AAGCGTTTGATGAGGGACCATGGCCAAAAATGAGTGCTTATGAAAGGTCACTGATAATGTTG
CGGTTCGCTGATTTGGTTGATAAACATAGAGATGAGCTTGCAGCTTTAGAGTCATGGAATAG
TGGGAAGCCTTATGAACAGTCTGCTAAATCCGAGTTGCCAAGTTTCGCACGTTTATTTCGGT
ATTATGCTGGTTGGGCAGACAAAATCCATGGACTAACAGTTCCTGCTGACAGTAATCACTAT
GTTCAAACATTGCATGAACCCATTGGTGTTGCTGGACAGATAATTCCATGGAACTTTCCTCT
TATCATGCTTGCTTGGAAAGTTGGGCCTGCATTAGCATGTGGTAATACAATTGTTCTAAAAT
CAGCAGAACAAACACCTTTGACTGCTCTCCATGCAGCAAAGCTCTTCCAAGAGGCTGGTCTT
CCTCCAGGTGTTCTGAATGTCGTTTCTGGCTATGGTCCAAGTGCTGGTGCAGCTCTTGCTAG
CCACATGAATGTGGACAAGCTTGCTTTCACTGGATCAACTGAAACTGGTAAAATTATACTTG
AACTTGCTGCAAAAAGCAACCTTAAATCAGTTACGTTAGAGCTGGGAGGGAAATCACCTTTC
ATTGTTTGCGAGGATGCTGATGTTGATAAGGCTGTGGAGCTTGCACACCATGCTCTGTTCTT
TAATCAGGGACAATGTTGTTGTGCTGGTTCTCGTACATATGTACATGAACGTGTGTACGATG
AGTTCATAGAGAAAGCAAAGGCACGTGCTCTTAGACGCGTTGTTGGCGATCCCTTCAAGAAG
GGTGTTGAACAAGGTCCTCAGATAGACTCCGATCAATTTGAGAAGGTCCTCAGGTATATAAG
ATCTGGTGTTGAAAGCAACGCTACCCTTGAATGTGGAGGTCAAAGATTTGGCTCCAAAGGCT
ACTTTATCCAGCCTACTGTTTTCTCAAATGTTGAGGATGATATGTTGATAGCTCAGGATGAG
ATCTTTGGCCCTGTGCAGTCCATCTTGAAGTTCAAGAATGTTGATGAAGTAATACGAAGATC
AAATAGCACTCGCTACGGTCTTGCTGCCGGAATTTTCACCAAGAATGTGGACACTGCCAACA
CCTTGTCACGAGCACTGAGAGTTGGAACTGTATGGGTCAATTGCTTCGATGTCTTTGACGCC
GCAATTCCATTCGGTGGCTATAAAATGAGTGGAATAGGCAGGGAAAAGGGTATCTACAGCCT
CAATAACTACTTGCAAGTGAAAGCAGTTGTCACTCCATTAAAGAATCCAGCATGGTTGTAA

Potri.015G074100 (PtBALDHJ3)

ATGGCAGCTCGCAGGATATCTTCGTTGCTTTCTCGTTCTCTCTCTGCTCCCTCTGCTCCCTC
TGCTTCTACTCCTCTTCTTTTGTCTCGAGGAAAAAATCCTGGCAGAGGAAGGGGGGTCTGCA
GCTACACTCAGCATTTAATCAATGGCCAATTCGTCGATGCAGCATCTGGCAAAACCTTTCCA
ACACATGATCCTCGTACTGGAGAAGTGATTGCTCATGTGGCTGAAGGTGATGCTGAAGATGT
CAACCGTGCAGTAGCTGCTGCTCGTAAAGCATTTGATGAGGGACCATGGCCGAAGATGAGTG
CTTATGAAAGGTCACTGATAATGTTGCGTTTTGCTGATTTGGTTGATAAACATAGAGGGGAG
CTTGCAGCATTAGAGTCATGGAATAGTGGGAAGCCTTATGAACAGTCTGCTAAATCCGAGTT
GCCAAGTTTTGCACGTTTATTTCGTTACTATGCTGGTTGGGCAGACAAAATTCATGGACTAA
CAGTTCCAGCGGATGGTAATCACCATGTTCAAACATTGCATGAACCCATTGGTGTTGCCGGA
CAGATAATCCCTTGGAACTTTCCTCTTATCATGTTTGCTTGGAAAGTTGGACCTGCATTAGC
TTGTGGTAATACAATTGTTCTAAAATCAGCAGAACAAACACCACTGACTGCTCTCTATGCAG
CAAAGCTTTTCCAAGAGGCTGGCCTTCCTCCAGGTGTTCTGAATGTAGTTTCTGGCTATGGT
CCAAGCGCTGGTGCAGCTCTTGCTTGTCACATGGATGTGGACAAGATTGCTTTCACTGGATC
AACTGAAACTGGTAAGATTATACTTGAACTTGCTGCAAAAAGTAACCTAAAAGCAGTTACAT
TAGAGCTGGGAGGGAAATCACCTTTCATTGTATGTGAGGATGCTGATGTTGACAAGGCTGTG
GAGCTTGCACACTTTGCTTTGTTCTTTAATCAGGGACAATGTTGCTGTGCTGGTTCTCGTAC
ATATGTACATGAACGTGTGTACGATGAGTTCGTAGAAAAAGCCAAGGCACGTGCTCTAAGAC
GTGTTGTTGGTGATCCCTTCAAGAAGGGCGTTGAACAAGGTCCTCAGATCGACTCCGAGCAG
TTTGAGAAGATCCTCAGGTACATAAAATCTGGTGTTGAAAGCAATGCTACCCTTGAATGTGG
AGGTCAAAGATTTGGCTCCAAGGGCTACTTTATCCAGCCTACTGTTTTCTCAAATGTACAGG
ATGATATGTTGATAGCAAAGGATGAGATCTTTGGCCCTGTGCAATCCATCTTGAAGTTCAAG
AATATCGATGAAGTAATACAGAGGGCAAACACCACTCGTTACGGTCTCGCAGCAGGAATTTT
CACCAAGAATGTGGACACTGCCAACACCTTGTCACGAGCATTGAGGGTGGGGAGTGTATGGG
TCAATTGCTTCGATGTCTTTGATGCGGCAATTCCATTTGGTGGCTATAAAATGAGTGGAATA

XX



GGCAGGGAAAAGGGCATCTACAGCCTCCACAACTACTTGCAAGTGAAAGCTGTTGTTACTCC
ATTGAAGAACCCAGCATGGTTGTAA

Potri.018G075000 (PtBALDH4)

ATGATGAAATACGCAGACTTAATTGATGAGCATATAGAAGAGTTAGCTGCGCTGGACGCTAT
TGATGCTGGGAAGTTGTTTAGCGGGGGCAAAGCTGTGGACATCCCGAATGTAGCACGTCTAC
TACGTTATTATGCAGGTGCAGCTGATAAAATTCATGGGGAAGTATTGAAAATGTCACGCGAG
CTTCATGGATACACGCTGCGTGAACCCATTGGTGTTTCAGGGCATATCATTCCCTGGAACTT
CCCTAGCTCCATGTTCTTCATGATGTCAGCCCCAGCCTTAGCTGCCGGGTGCACCATGATTG
TAAAACCAGCCGAGCAAACACCTCTTTCGGCTCTATTTTATGGTCATCTAGCCAAGCAGGCA
GGAATGCCTGATGGAGTGATCAATGTAATAACGGGATATGGACCAACGGCTGGTGCTGCCAT
TGCATCTCATATGGACGTTGACAAGGTATGTTTTACAGGGTCTACCGAAGTTGGACGGAAAA
TAATGCAGGCTGCAGCAACAAGCAACTTGAAACAAGTTTCACTTGAATTAGGAGGCAAATCA
CCTCTCCTAATTTTTGATGATGCTGATGTAGATAAAGCTGCAGATCTTGCTCTCCTTGGCAT
CCTGTATAACAAGGGAGAAATTTGCGTCGCGAGTTCCCGTGTTTTTGTTCAGGAAGGGATTT
ATGATGAATTTGTAAAGAAGTTGAAGGAGAAGGCAAAAGATTGGGTAGTTGGGGATCCTTTT
GATCCAAGGTCTCGCCTAGGTCCACAGGTTGATAAGCAGCAGTTTGATAAAATTCTTTCGTA
CATCGAGCATGGAAAACGAGAAGGGGCCTCTTTGTTAACAGGTGGTAAACCTGTAGGCAAGA
AGGGATATTTCATTGAGCCTACAGTTTTCACAGATGTTAAGGAGGACATGATGATAGCAACA
GATGAGATTTTTGGACCGGTAATGTCACTCATGAAGTTCAAGACAATTGACGAGGCAATTAA
GAAGGCAAACAACACAAAATATGGCCTTGCAGCTGGTATTGTTACCAAGAACTTGGATGTAG
CTAATACTGTGTCGAGATCCATCCGCGCAGGCACCATTTGGATCAACTGCTACTTCGCGTTT
GATAACGACTGCTCGTATGGAGGATACAAGATGAGTGGATTTGGAAGGCATCTTGGAATGGA
AGCCCTTCATAAGTTCCTTCAGGTCAAGTCTGTTGTTACCCCCATATACAACTCCCCTTGGC
TATGA

Potri.010G003600 (PtTE1)

ATGTCACCTCAAAGGGTAACTGGCCGCCTTCTTGTGAACCCCATGTCCGTTCAGCCGTTCAA
GGTCTTACACGGTGGAATATCGGCGCTGATTTCGGAATCGATGGCTAGCCTGGGAGCTCACT
TGGCATCGGGGCTGCAAAGAGTGGCCGGGATTCAGCTGAGCATCAATCATGTGAAAAGCGCC
CACGTTGGAGACCTCATCGTCGCCGAGGCCACTCCCTCCAGTATTGGAAAAACCATTCAGGT
GTGGGATGTGCGAATCTGGAAATTATCGGATCCTTCAAACACAGAGTCCTCCAAATCATTGG
TGTCATCGTCAAGGGTTACTCTCATATGCAACTTGCCTGTGCCTGACCATGCTAAAGAAGCC
GTGGAAAATCTCAGAAGCCAGGCAAAATTATGA

Potri.010G003800 (PtTE2)

ATGGAGCAATCATCATCTTCCTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCAAAAAAGAAAGTCTTGACGT
TCCCCTGCATTCCTTTGGGTTCCAAATTGAAGAATTGTCCCCTCAAAAGGTCACTGGTCGCC
TGCTTGTTACTCCCAAGTGCGTTCAGCCGTTCAAGGTATTGCACGGCGGAGTATCGGCGTTG
ATTTCGGAAGCGATGGCTAGCATGGGGGCCCACATGGCATCGGGATTGCAAAGAGTGGCTGG
GATTCACCTGAGCATCAATCATGTGAAAAGCGCCCGCCTTGGAGACCTTGTCCTCGCCGAAG
CCACTCCCTTCAGTATAGGCAAAACCATTCAGGTGTGGGAGGTGCGAATCTGGAAATTAGCG
GATCCTTCAAACACAGAGTCCTCCAAATCATTGGTATCATCGTCAAGGGTTACTCTCATGTG
CAACTTGCCTGTGCCTGACCATGCTAAAGAAGCCACTGAAAATCTCAGAAGCCATGCTAAAT
TATGA
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Selbststandigkeitserklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig verfasst und

keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.

Jena, den 26.09.2017

(Jennifer Morawetz)
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