Friedrich-Schiller-Universitiat Jena
Chemisch-Geowissenschaftliche Fakultat

Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie

Analytische Untersuchung von

Verteidigungsmetaboliten bei Mikroalgen

Bachelorarbeit

zur Erlangung des akademischen Grades eines

Bachelor of Science im Studiengang Chemie

vorgelegt von
Hannah Busch

aus Stadtlohn

Jena, im August 2020



Gutachter
1. Dr. Thomas Wichard

2. Prof. Dr. Georg Pohnert



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
(1 Einleitung| 1
(1.1 Phytoplankton| . . . . . ... . ... .. ... ... 1
[L1.1  Diatomeenl. . . . . . . .. . 1
(1.1.2  Dinoflagellaten . . . . . . ... ... ... ... ... ..., 1
(1.1.3  Algenbliiten| . . . . . . . . . ... 2
[[.2 Parasitismusl . . . . . . . . . . . 3
(1.2.1 Infektionskreislaufl . . . . . . ... .. ... .. oL 3
[[.2.2 Co-Evolution und Virulenz . . . . . ... ... ... ... ... ... 5
(1.3 Verteidigungsstrategien und Resistenz{. . . . . . . . . ... ... ... ... 5
[1.3.1 Morphologische Verteidigung|. . . . . . . ... .. ... ... .... 6
[1.3.2  Verhaltensbestimmte Verteidigung. . . . . . . . ... ... ... .. 7
[1.3.3 Chemische Verteidigungl . . . . . ... ... ... ... ....... 7
[1.3.4 Indirekte Verteidungung| . . . . . . . . . ... ... ... ... ... 8
(.4 Metabolom|l . . . .. ... .. 8
(.41 Metabolomikl . . . .. ... ... .. 9
(42 Arbeitsweisel . . . . . . . . . 10
(1.5  Zielsetzung| . . . . . . . .. 11
2__Material und Methodenl 13
1 Materiall . . . .. .. 13
[2.2  Verwendete Organismen und Wachstumsbedingungen| . . . . . . . . . . .. 13
[2.3  Bestimmung der Zelldichte| . . . . . . . . ... o000 14
[2.4  Untersuchung auf die Empfindlichkeit gegeniiber dem Parasitoiden und aut
| Anderungen im Metabolom unterschiedlicher Diatomeen-Arten| . . . . . . . 15
[2.4.1 = Experimentelles Design|. . . . . . . ... ... ... 15
[2.4.2  Extraktion und Probenvorbereitung/. . . . . . . ... ... ... .. 15
[2.4.3  Wirkung des Exometaboloms . . . . .. ... ... .. ... ..., 17
[2.5  Co-Kultivierungsexperiment zur Bestimmung der Empfindlichkeit und Ver-
[ teidigungsinduktion bei Ceratium sp.| . . . . . . . . .. ... ... 18
[2.5.1 Experimentelles Design|. . . . . . . ... ... ... ... .. 18
[2.5.2  Extraktion und Probenvorbereitung/. . . . . . . .. ... ... ... 18
2.6 UHPLC-HR-MS-Analyse der Endometabolom-Proben|. . . . . . . . . . .. 19
[2.7  Messung von fliichtigen Exometabolom-Komponenten mittels SPME-GC-MS| 20
[2.7.1  Experimentelles Design|. . . . . . . .. ... .. ... ... ... 20
[2.7.2  Extraktion und GC-M5-Analyse]. . . . . ... ... ... ... ... 20
[2.8  Datenauswertungl . . . . . . . . ... 21
[2.8.1 = Vergleich von Zelldichten und Wachstumsraten|. . . . . . . . .. .. 21




INHALTSVERZEICHNIS

[2.8.2 Compound Discoverer . . . . . . . . ... . 21
[2.8.3 MetaboAnalyst . . . . . .. .. 21
I3 Ergebnisse | 23
I3.1 Labortests zur Bestimmung der Emp ndlichkeit oder Resistenz verschiede- |
| ner Diatomeen-Mikroalgen gegen den Parasitoiden . . . . . . ... .. ... 23
[3.1.1 Emp ndlichkeit von Diatomeen-Spezies gegehagenisma coscinodis¢i23
13.1.2  Emp ndlichkeit von Dino agellat-Spezies gegenParvilucifera rostrata| 24
13.1.3 Vergleichende Bewertung der Emp ndlichkeit aller untersuchter Algen24
3.2 Co-Kultivierung zur Untersuchung aut einen Resistenztransfer von einer |
resistenten Mikroalgen auf eine emp ndliche verwandte Art durch das Exudaf9
3.3 Untersuchung auf endometabolomische M@nderungen in den Diatomee-
Mikroalgen durch Behandlung mit dem Parasitoiden. . . . . . ... .. .. 31
3.3.1 Verwendete Featureanzahl und Normalisierungsfaktoremif die Kul-
turen . . . .o e 31
3.3.2 Keine signi kante Veranderung im Metabolom vonLithodesmium
undulatum (Helg52) . . . . . . . . . .. ... 32
3.3.3 Wenige heraufregulierte Features irCoscinodiscus granii(Cos37
und Cos20) bei der Infektion mit dem Parasitoiden . . . .. .. .. 33
3.3.4 Kaum metabolomischeAnderungen in Gegenwart des Parasitoiden
bei der resistenten ArtCoscinodiscus wailesi{Cos5) . . . ... .. 38
3.3.5 Signi kante metabolomische Veanderungen in den behandelten
Proben der resistenten Diatomeen-ArCoscinodiscus radiatugCos43) 39
3.3.6 Uberprafung der Metabolom-Daten auf die Anwesenheit von Phyto-
hormone in Diatomeen-Mikroalgen . . . . ... ... ... ..... 43
3.4 Untersuchung der wchtigen Metabolite aus dem Exometabolom von Diatomeen-
Spezies . . . . . e e 45
3.5 Co-Kultivierung zur Preufung auf Verteidigungsinduktion beiCeratium sp.
durch eine benachbarte in zierte Kultur . . . . . ... ... ... ... .. 48
3.5.1 Zustand und Wachstum vorCeratium sp.in der Co-Kultivierung . 48
3.5.2 Untersuchung auf Vemnderungen im Endometabolom vorCeratium
sp. durch Infektion oder Induktion . . . ... ... ... ...... 50
3.5.3 Phytohormone inCeratiumsp. . .. ... ... .. ... ...... 51
4 Diskussion 52
4.1 Methoden-Diskussion . . . . . . . . . ... 52
4.1.1 Extraktionmethode, analytisches Prinzip, Datenaufbereitung und
(statistische) Auswertung der LC-MS-Analyse . . . .. .. ... .. 52
4.1.2 Bestimmung der Zelldichte . . . . .. ... ... .. ......... 56

4.1.3 SPME-GC-MS-Analyse als vielversprechende Methode . . .. . .. 57



INHALTSVERZEICHNIS

4.2 Megliche Ursachen der Resistenz voBdontella sinensis Lithodesmium
undulatum und Coscinodiscus wailesigegen den Parasitoidehagenisma

COSCINOAISCI . . . . . . o e 59

4.2.1 Selektivimt der Zoosporen dér Wirtszellen . . . . . ... ... ... 59
4.2.2 Morphologischer Resistenz oder Gemif-Gen-Resistenz aus der Co-

Evolution von Wirt und Parasitoid . . . ... ... ... ...... 60

4.3 Bedeutung der signi kant veanderten Features beiCoscinodiscus radiatus 61

4.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Isolate v@oscinodiscus granii . 64

4.5 Semi-Resistenz und induziertes Priming vo@eratium sp.. . . . . . . . .. 65

4.6 Bedeutung der Phytohormone bei der Verteidigungreaktion von Mikroalgen 67
5 Zusammenfassung und Ausblick 69
Literaturverzeichnis i
A Bildanhang v
B Tabellenanhang iX

C Eigenst andigkeitserkl arung Xiii



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Phytoplankton

In den Meeren dieser Welt wimmelt es nur so von lebenden Organismen, die oft viel zu
klein sind, um sie mit blo em Auge sehen zu énnen. Diese Mikroorganismen werden
als Phytoplankton bezeichnet und stellen bedeutende Premproduzenten der Meere dar.
Durch Photosynthese erzeugen die Organismen des Phytoplankton aus anorganischen
Ausgangssto en wie zum Beispiel Kohlensto dioxid CQ organische Produkte, die sie
fur verschiedene Bestandteile ihrer Zellen betigen. Als Primarproduzent wird das Phy-
toplankton von Lebewesen auseéheren Trophieebenen gefressen und bildet damit den
Beginn der marinen Nahrungskette.

Die photosynthetische Rhigkeit des Phytoplanktons hat auch gro e Bedeutungeir das
Leben au erhalb des Wassers, da ein gro er Teil der weltweiten Sauersto -Produktion
durch die Kleinstlebewesen in den Meeren und Gessern geleistet wirldl und auch bei der
Fixierung und Umsetzung von CQ tragen marine Organismen einen erheblichen Anteil.
Zu den am hau gsten vorkommenden Organismen des Phytolpanktonshlen Mikroalgen
aus der Klasse der Dino agellaten und aus der Klasse der Diatomeen (Kieselalgéh).

1.1.1 Diatomeen

Bei den photosynthetischen Diatomeen handelt es sich um eine diverse Gruppe einzelliger
Mikroalgen, deren Zellvande aus Silikat bestehen. Die verschiedenen Diatomeen-Arten
variieren stark in ihrer Gre e und wahrend die Zellen mancher Arten als einzelne Zellen
vorliegen, bilden andere Arten Ketten aus den einzelnen Diatomeen-Zellen (Abbildung 1.1).
Diatomeen p anzen sich in der Regel durch asexuelle Zellteilung fort. Aufgrund der starren
Zellwand aus Silikat wird die Zellwand der Tochterzelle innerhalb der Elternzelle aufgebaut,
weshalb eine Tochterzelle kleiner sein wird als die Elternzelle. Diese Form der Zellteilung
hat zur Folge, dass die Go e der Algenzellen mit der Zeit abnimmt und wenn schlie lich
eine kritische Gm® e unterschritten wird, kommt es zur sexuellen Fortp anzung[2]. Im
Allgemeinen sind Diatomeen wenigerf die Produktion von Toxinen bekannt, jedoch
kennen Mikroalgen aus der GattungPseudo-nitzschiaDomoinsaure produzieren! Wenn
die Mikroalge in sehr hoher Konzentration vorliegt, kann sich Domoiesire in der Nah-
rungskette im Meer anreichern und bei Menschen, die mit dem Toxin kontaminierte Fische
und Meeresfechte verzehren, kommt es zu einer amnetischen Form der Muschelvergiftung
(Amnesic Shell sh Poisoning.F!

1.1.2 Dino agellaten

Auch die Dino agellaten bilden eine gro e und heterogene Gruppe von photosynthetischen
Mikroalgen, die sich durch das Aufweisen sogenannter Gei eln (Flagellen) auszeichnen, mit
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