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1 Einleitung

Die Verhinderung von Ertragsverlusten, welche durch uberirdischen und unterirdischen
Pathogenbefall erzeugt werden konnen, ist ein hochst relevantes Thema der
Pflanzenforschung. Die Relevanz ergibt sich einerseits aus der Bedeutung von Kultur-, Zier-
und Geholzpflanzen fir diverse Okosysteme und ihre Verwendung in der Wirtschaft zur
Herstellung zahlreicher Produkte. Andererseits existieren resistente Pathogene, deren
Bekampfung einen stetig héheren Einsatz von Fungiziden und Pestiziden verlangt und damit
zu einer steigenden Umweltbelastung beitragt (Jeffers et al., 2004; Mei et al., 2014). In diesem
Themenkomplex ist insbesondere die Analyse der nattrlichen Wurzelabwehr von Pflanzen
bedeutsam. Die Ergebnisse einer solchen Untersuchung konnten zu einer besseren
wirtschaftlichen und 6kologischen Nutzbarkeit beitragen und die Entwicklung
krankheitsresistenter Pflanzenkultivare erleichtern. In der vorliegenden Arbeit wird die
Pflanzen-Pathogen-Interaktion mit Schwerpunkt auf die Wurzelabwehr untersucht. Am
Beispiel von Populus trichocarpa werden die pathogen-induzierten Abwehrverbindungen in
den Wurzeln nach dem Befall mit dem Oomyzeten Phytophthora cactorum identifiziert und

analysiert.

1.1 Die pflanzliche Pathogenabwehr

Ein lebenswichtiges Grundorgan der Pflanze stellen die Wurzeln fir die Aufnahme von
Wasser, Mineralstoffen und der Speicherung von Reservestoffen dar. Wurzeln stehen in der
Rhizosphare im standigen Kontakt mit Pathogenen, wie zum Beispiel Pilzen, Bakterien, Viren
und Oomyzeten. Je nach Art der Interaktion mit der Wirtspflanze werden Pathogene in
biotrophe, hemibiotrophe oder nekrotrophe unterschieden. Biotrophe Pathogene beziehen ihre
Nahrstoffe aus lebenden Zellen, wohingegen nekrotrophe Pathogene ihre Wirtszelle abtoten,
um Energie aus Zellresten zu gewinnen (Oliver und Ipcho, 2004). Hemibiotrophe Pathogene,
wie zum Beispiel Vertreter der Gattung Phytophthora, besitzen eine anfangliche biotrophe
Lebensphase, welche im spateren Verlauf der Wurzelinfektion zu Nekrotrophie wechselt
(ORwald et al., 2014). Bei Nutzpflanzen fuhren hemibiotrophe oder nekrotrophe
Wurzelpathogene zu erheblichen Ertragseinbuf3en in der Agrarwirtschaft (Scott et al., 2013).
Da Pflanzen ortsgebunden sind, kénnen sie diesen Pathogenen nicht wie andere bewegliche
Organismen raumlich entkommen. Pflanzen haben hingegen andere differenzierte
Verteidigungsstrategien entwickelt, um Schadlingsbefall entgegenzuwirken.

Die Pflanzenabwehr umfasst konstitutive und induzierte Abwehrreaktionen, die mehrere
Schutzschichten gegen das Eindringen von Pathogenen bietet (Anderson et al., 2010). Zu der
konstitutiven Abwehr z&hlen unter anderem morphologische Komponenten wie

Wachsschichten, Trichome oder eine gesteigerte Blatter- und Wurzelwiderstandsfahigkeit



(Furstenberg-Hagg et al., 2013). Im Kontrast zu Tieren besitzen Pflanzen keine mobilen
Immunzellen und kein somatisches, adaptives Immunsystem. Somit muss jede Pflanzenzelle
selbst auf eine Pathogeninfektion reagieren. Durch evolutiondaren Druck innerhalb der
Pflanzen-Pathogen-Interaktion hat sich ein System mit zwei unterscheidbaren Phasen der
Immunantwort entwickelt (Jones und Dangl, 2006). Diese Immunantwort innerhalb der
induzierten Abwehr besteht aus der PAMP-ausgelosten Immunitat (PAMP, pathogen-
associated molecular pattern; PTIl, PAMP-triggered immunity) und Effektor-ausgeldsten
Immunitat (ETI, Effector-triggered immunity) (Jones und Dangl, 2006; Doughari, 2015, vgl.
Abbildung 1).

Pathogen

PRR
AV
A .
Effektoren Co-Evolution
(o o]
WRKY

N
PTI ETI

\‘ Abwehrreaktion ‘/

Transkriptionelle Modulation Hypersensible Reaktion (HR)
Programmierter Zelltod
Phytohormone

|

Spezialisierte Metabolite, PR-Proteine

Abbildung 1: Ubersicht iiber die zwei-stufige pflanzlichen Immunitit nach dem ,ZickZack“ Modell von
Jones und Dangl, 2006.

Nach Pathogenbefall werden pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPS) von Mustererkennungsrezeptoren
(PPR) erkannt und aktivieren nachgeschaltete Signalkaskaden, hauptséachlich Uber WRKY-Transkriptionsfaktoren,
welches zu einer PAMP-ausgeldste Immunitat (PTI) fuhrt. Virulente Pathogene kénnen ber Effektoren die PTI
unterdriicken, welches zu einer Effektor-ausgelésten Suszeptibilitat (ETS) fiihrt. Als Folge dessen haben Pflanzen
Resistenzproteine (R-Proteine) gebildet, welche die Effektoren erkennen und eine Effektor-ausgeldste Immunitét
(ETI) induzieren. Unter Selektionsdruck verandern Pathogene ihre Effektoren um eine ETI zu vermeiden und
erlangen eine neue ETS. Als Konsequenz daraus, kdnnen uber evolutiondre Prozesse neue R-Proteine (codiert
von R-Genen) entstehen und eine neue ETI etablieren (Co-Evolution). Sowohl PTI als auch ETI fihren
nachgeschaltet zu Abwehrreaktionen, welche je nach Pathogen moduliert werden.

Die Pflanze erkennt dabei hochkonservierte pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP)
Uber membranassoziierte Mustererkennungsrezeptoren (PRR, Pattern Recognition
Receptors). Bekannte PAMPs sind beispielsweise bakterielles Flagellin  und
Lipopolysaccharide oder pilzliches Chitin (Jones und Dangl, 2006; Monaghan und Zipfel,
2012). Die Bindung von PAMPs durch PRRs fihrt zu einer basalen Immunitét der Pflanze, die
PTI. Als Folge kommt es zu einer Induktion einer Vielzahl von nachgelagerten Signalkaskaden,

hauptséachlich reguliert Gber WRKY-Transkriptionsfaktoren (TFs). Diese TFs besitzen eine
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hochkonservierte DNA-Binderegion mit der Peptidsequenz WRKYGQK und einem Zink-Finger
Motiv, welche an die W-Box (cis-regulatorisches Element) der DNA binden (Pandey und
Somssich, 2009). Die hierdurch ausgeldsten Transkriptom-Remodellierungen haben
nachgelagerte Effekte auf die Biosynthese von Phytohormonen, die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die Expression von PR (Pathogenesis-related)-Proteinen und der
Akkumulation von antimikrobiellen Verbindungen (Phytoalexine) bzw. spezialisierten
Metaboliten (Averyanov, 2009; Andolfo und Ercolano, 2015; Wink, 2018; Nakkeeran et al.,
2020). Besonders die freigesetzten spezialisierten Metabolite besitzen vielfaltige Funktionen
in der Pathogenabwehr und der Kommunikation zwischen Pflanzen. Sie werden meist als
flichtige organische Verbindungen (VOC) (Unsicker et al., 2009) von geschadigtem Gewebe
emittiert.

Im Verlauf der Evolution konnten einzelne erfolgreiche phytopathogene Arten diese basale
pflanzliche Immunitatsbarriere durch den Erwerb von Virulenzfaktoren bzw. Effektorproteinen
uberwinden. Ein Beispiel hierfir sind Vertreter der Gattung Phytophthora, welche die PTI durch
ihre segregierten Effektoren unterdriicken konnen, was zu einer Effektor-ausgeldsten
Suszeptibilitéat (ETS, (Effector-triggered-susceptibility) der Pflanze fiihrt und damit die basale
Immunitat der Pflanze umgangen wird (Fabro et al., 2011; Jiang und Tyler, 2011). Als Reaktion
darauf entwickelte sich auf Pflanzenseite ein ,zweites immunologisches Schutzschild®,
welches diese Virulenzfaktoren bzw. Effektorproteine Uber R-(Resistenz)-Genkodierte
NB-LRR-Proteine erkennt und damit eine ETI aktiviert (Jones und Dangl, 2006). NB-LRR-
Proteine sind benannt nach ihrer in Doméanen eingeteilten Struktur, welche eine zentrale
Nukleotid-Binderegion (NB, ,nucleotide-binding“) und C-terminale Leucin-reiche
Wiederholungsdoméane (LRR- Leucine-rich repeat) enthalt (Collier und Moffett, 2009). Die ETI
fuhrt hauptséchlich zu unspezifischen Reaktionen, wie dem programmierten Zelltod
(,programmed cell death) oder der hypersensiblen Reaktion (HR, hypersensitive response)
(ORwald et al., 2014), welche schnell die Ausbreitung des Pathogens verhindern (Jones und
Dangl, 2006; Naveed und Ali, 2018). Damit kann die ETI nur bei (hemi)biotrophen Pathogenen
als Resistenzmechanismus wirken, da nekrotrophe Pathogene vom Absterben des
Wirtsgewebes profitieren (Glazebrook, 2005). Die ETI kann jedoch ebenfalls von Pathogenen
uberwunden werden. Diese Co-Evolution mit gegenseitigem Selektionsdruck auf Pathogene
und Pflanzen mit Effektoren oder R-Proteinen (Anderson et al., 2010) und die daraus
entstehende Resistenz/Suszeptibilitat Iasst sich mit dem ,Zick-Zack-Modell“ nach Jones und
Dangl, 2006 beschreiben (vgl. Abbildung 1).



1.2 Phytohormone

Die Interaktion zwischen Pflanzen und Pathogenen fiihrt zu einer Veranderung des Gehalts
an verschiedenen Phytohormonen, welche nachgeschaltet Signaltransduktionswege
aktivieren und die Transkription von Abwehrgenen induzieren und entscheidend die PTI- und
ETI-Immunantwort der Pflanze modulieren (Bari und Jones, 2009; Andolfo und Ercolano,
2015). Ebenfalls spielen Phytohormone eine wichtige Rolle bei verschiedenen Wachstums-
und Entwicklungsprozessen und verschiedenen abiotischen Stressreaktionen in Pflanzen
(Wani et al., 2016).

Es wird gemeinhin angenommen, dass die pflanzliche Abwehrreaktion gegen biotrophe und
hemibiotrophe Pathogene durch Salicylsdure (SA)-Signale (vgl. Abbildung 2) vermittelt wird,
die zu einer HR (Lamb und Dixon, 1997), gefolgt von der Etablierung einer systemisch
erworbenen Resistenz (SAR), fuhrt (Chen et al.,, 1995; Grant und Lamb, 2006). Das
glykosylierte Phytohormon Salicylsdure-2-O-D-Glykosid (SA-Glc) spielt als lokaler
SA-Speicher an infizierten Stellen ebenfalls eine entscheidende Rolle (Chen et al., 1995).
Ahnlich zu anderen Verteidigungsglycosiden kann bei Beschadigung des Gewebes SA-Glc in
den Extrazellularraum freigesetzt und dort hydrolysiert werden (Hennig et al., 1993). Auf diese
Weise werden bei einer wiederholten Infektion schnell hohe SA-Konzentrationen generiert,
welche zu einer schnelleren und effektiveren Pathogenabwehr fihren (Hennig et al., 1993).
Die Uber den Oktadekanoidweg synthetisierte Jasmonsaure (JA) (vgl. Abbildung 2) ist

weitgehend an der Abwehr nekrotropher Krankheitserreger und Insekten beteiligt.

. /
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Salicylsaure Jasmonsaure

Abbildung 2: Beispiel fur Phytohormone.

Nachgeschaltet fuhrt diese Aktivierung zu einer Akkumulation von Sekundarmetaboliten
(Aromaten, Terpene, Fettsduren und Salicinoiden) und PR (Pathogenesis-related-protein)-
Proteinen (Glazebrook, 2005). Dem JA-Grundgerist kénnen auch mehrere funktionelle
Gruppen hinzugefugt werden, darunter Isoleucin-, Hydroxyl-, Carboxyl-, Methyl-, Glycosyl- und
Sulfatesterreste, die fur die Aktivierung, Deaktivierung oder den Transport von
Jasmonatsignalen wichtig sein kénnen (Wasternack und Hause, 2013). Zum Beispiel kann
eine Feinregulierung des Jasmonsauresignalweges lUber das sulfatierte Zwischenprodukt
12-Hydroxyjasmonsaure-Sulfat (12-JA-Sulfat) erfolgen (Miersch et al., 2008).

Diese pathogen-induzierte Verdnderung des Pflanzenhormonspiegels tber die PTI und ETI

fuhrt nachgeschaltet zu Verdnderungen in der Expression pflanzenabwehrbezogener Gene
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und zur Aktivierung von Abwehrreaktionen und zur Akkumulation von spezialisierten
Metaboliten (Bari und Jones, 2009). In den weiteren Kapiteln wird auf die verschiedenen
spezialisierten Metabolite eingegangen, welche bei einer Abwehrreaktion der Pflanze gegen

Pathogene im pflanzlichen Gewebe potentiell akkumulieren kénnen.

1.3 Aromaten

Eine grol3e Gruppe an weitverbreiteten spezialisierten Abwehrstoffen in Pflanzen stellen die
aromatischen Verbindungen dar. Aromaten bilden einen charakteristischen Bestandteil
pflanzlicher VOC-Bouquets (Unsicker et al., 2009). Auch Verbindungen mit groR3er
pharmakologischer Bedeutung zadhlen in diese Klasse wie zum Beispiel das lokale
Analgetikum Kokain (Bjorklund und Leete, 1992), die schmerzstillende Acetylsalicylsaure

(Jack, 1997) und das entziindungshemmende Resveratrol (Ramirez-Garza et al., 2018) (vgl.

Abbildung 3).
0 HO
. U
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AN [

Acetylsalicylsaure Resveratrol
Abbildung 3: Beispiel fur Aromaten.

Die gemeinsame Struktur aller Aromaten ist das Vorhandensein eines Phenolrings. Die
Aromaten werden in Phenylpropanoide (Ce-Cs) (z. B. Flavonoide, Stilbene, phenolische
Glykoside (PG) und Cumarine) und einfache Phenole (Cs-C1) unterteilt (Vogt, 2010; Widhalm
und Dudareva, 2015). Die Biosynthese ihres Grundgerustes erfolgt iber den Shikimisaureweg
(Widhalm und Dudareva, 2015). Erhohte Level an Aromaten in infizierten Pflanzengeweben
sind haufig mit einer Resistenzentwicklung gegeniber Pathogenen bei Angiospermen
verbunden (Ockels et al., 2007). Zum Beispiel emittiert bei P. trichocarpa nach Herbivorie unter
anderem 2-Phenylethanol in Folge der pflanzlichen Abwehrreaktion (Glnther et al., 2019). Bei
Weidengewachsen sind phenolische Glykoside (PGs) die wichtigste Klasse fiir die Bildung von
spezialisierten Abwehrverbindungen (Boeckler et al., 2011; Philippe und Bohlmann, 2011). Im
Pflanzentrockengewicht kdnnen Konzentrationen von bis zu 30 % an PGs erreicht werden
(Donaldson et al., 2006).



1.4 Salicinoide

Phenolische Glykoside (PG) spielen eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen
Weidengewdachsen (Salicaceae) und Schadlingen und dienen innerhalb dieser Interaktion
unter anderem als Abwehrverbindungen oder Fral3repellenzien (Chen et al., 2009; Boeckler
etal., 2011). Um eine bestimmte Art von PG zu beschreiben, wurde der Terminus ,Salicinoide*
eingefuhrt (Boeckler et al., 2011). Salicinoide kommen ausschliel3lich in Weidengewachsen
(Populus spp. und Salix spp.) und einigen anderen verwandten Arten vor. Es wurden dort
bisher mehr als 20 verschiedene Salicinoide beschrieben (Boeckler et al., 2011). Wie andere
spezialisierte Metabolite werden Salicinoide durch ihre chemische Struktur definiert (Boeckler
et al, 2011). Das Grundstrukturelement ist Salicin (2-Hydroxymethyl-phenyl-3-D-
glucopyranosid) (vgl. Abbildung 4), welches aus Salicylalkohol mit einer Etherbindung an das
anomere C-Atom der B-D-Glucopyranose gebunden ist. Derivate dieser Kernstruktur werden
als komplexe Salicinoide bezeichnet. Hierbei erfolgen Modifikationen haufig an den priméaren
Alkoholgruppen des Salicylalkohols oder an der 2° und/oder 6° Hydroxygruppe der Glukose.
Die neben Salicin haufigsten komplexeren Verbindungen sind Salicortin und Tremulacin (vgl.
Abbildung 4) (Boeckler et al., 2011).

Salicin Salicortin Tremulacin
OH

S S
0 0 5L

Der Gehalt an Salicinoiden ist in den Weidengewachsen beeinflusst durch Tages- und

OH

Abbildung 4: Beispiel fur Salicinoide.

Jahreszeiten, den Gewebetypen (Palo, 1984; Boeckler et al.,, 2011) und dem jeweiligen
Genotyp der Pflanze (Osier und Lindroth, 2006; Boeckler et al., 2011). Als
Abwehrverbindungen stellen Salicinoide eine inaktive Speicherform dar, deren Bildung tber
den Shikimatweg postuliert ist (Zenk, 1967; Babst et al., 2010) und die erst durch die
Abspaltung ihrer Glucoseeinheit ihre toxische Wirkung entfalten (Boeckler et al., 2016). Neben
ihrer Aufgabe als Abwehrverbindungen kdnnen modifizierte Salicinoide wie zum Beispiel
Salicin-7-Sulfat bzw. Salirepin-7-sulfat auch zur Speicherung von Mineralstoffen hier im

speziellen als Schwefelspeicher dienen (Lackus et al., 2020).



1.5 Fettsauren

Fettsauren (FA) sind allgemein organische Sauren mit einer Carboxylgruppe (-COOH), einer
in der Lange variierender Alkylgruppe (-(CH3),) und verschiedenen Sattigungsgraden der
Kohlenstoffbindungen. Gesattigte Fettsauren verfiigen nur tber Einfachbindungen innerhalb
der Alkylgruppe (Ci:0), wahrend ungesattigte Fettsduren auch Doppelbindungen (X) in der
Alkylkette haben (Cn:X). Natlrlich vorkommende Fettsdureketten bestehen aus
4-28 Kohlenstoffen innerhalb der Alkylgruppe. Palmitinsdure (C16:0), Stearinsaure (C18:0),
Olsaure (C18:1), Linolsaure (C18:2) und Linolensauren (C18:3) sind die haufige FAs in
Pflanzenlipiden (Fatiha, 2019). Sie sind involviert in der Energiespeicherung, den
Membranstrukturen (Phospholipid-Doppelschicht) und verschiedenen Signalwegen. Die
Fettsaurebiosynthese in Pflanzen erfolgt in den Chloroplasten und in den Plastiden von nicht-
photosynthetisch aktiven Geweben. In Pflanzen findet die de-novo-Fettsduresynthese
hauptsachlich im Plastiden aus Acetyl-CoA unter Beteiligung der zwei Hauptenzyme
Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) und Fettsdure-Synthase (FAS) statt (Thelen und Ohlrogge,
2002). Freie Fettsauren tragen durch ihre Interkalation in die Pilzmembran und einer dadurch
bedingten Erhéhung deren Fluiditat zu einer Reduktion des Pilzwachstums bei (Pohl et al.,
2011). Palmitinsaure, Stearinsaure, Linolsaure nahmen in der Pappel nach Co-Kultivierung
mit Pilzen zu und kénnten somit eine potentielle Abwehrverbindung darstellen (Timothy et al.,
2014). Besonders die FAs Myristinsdure (C14:0) und Pentadecansaure (C15:0) (vgl.
Abbildung 5) werden in der Literatur oft wegen ihrer antibakteriellen und antimykotischen

Wirkung hervorgehoben (Agoramoorthy et al., 2007; Pohl et al., 2011).
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Abbildung 5: Beispiel fur Fettsauren.

1.6 Terpene

Zu der grofdten und vielfaltigsten Gruppe an spezialisierten Pflanzeninhaltsstoffen zéhlen die
Terpene (Gershenzon und Kreis, 2018). Terpene besitzen wichtige Funktionen im primaren
Metabolismus zum Beispiel als Wachstumsregulatoren wie Gibberellin und Cytokinen, sowie
Abscisinsaure (ABA) (Pichersky und Raguso, 2018). Daneben spielen sie hauptsachlich eine
spezialisierte Rolle in der Pflanzen-Umweltinteraktion bzw. Pflanzen-Pflanzen Interaktion
(Singh und Sharma, 2015; Tholl, 2015). Terpene bilden neben Aromaten charakteristische
Bestandteile pflanzlicher VOC-Bouquets (Unsicker et al., 2009). Gegenwartig sind ca. 40.000



Terpen-Verbindungen bekannt (Abbas et al., 2017). Das gemeinsame Merkmal aller Terpene
ist ihre Biosynthese aus Isoprenoid-Einheiten und die daraus resultierende strukturelle
Zusammensetzung aus Cs-Einheiten (McGarvey und Croteau, 1995). Terpene werden
basierend auf der Anzahl ihrer Cs-Einheiten in Hemiterpene (Cs), Monoterpene (Cio),
Sesquiterpene (Cis), Diterpene (Cz0) oder Polyterpene (Cs,) unterteilt. In mehreren Studien
wurde eine Akkumulation von Terpenen als direkte oder indirekte pflanzliche Abwehrreaktion
beschrieben (Portero et al., 2012; Sherif et al., 2016; Ding et al., 2017; Jiang et al., 2018). Das
Sesquiterpen (E)-B-Caryophyllen spielt in Arabidopsis thaliana als Abwehr gegen Pathogene
des Blutengewebes sowie bei der Anlockung von Bestaubern eine grofRe Rolle (Huang et al.,
2012). In den Wurzeln von Zea mays lockt (E)-B-Caryophyllen entomopathogen Nematoden
(Heterorhabditis megidis) an, welche die Larven des Wurzelschadlings Diabrotica virgifera
virgifera befallen (Rasmann et al., 2005). Yadav et al., 2019 konnte eine Akkumlation von
Sesquiterpenen bzw. Sesquiterpenalkoholen im Wurzelgewebe von Klee (Medicago
truncatula) nach einer Infektion mit dem Oomyzeten Aphanomyces euteiches zeigen. Ein
Beispiel fur einen Sesquiterpenalkohol ist in Abbildung 6 angefihrt. Auch in Erdbeeren
(Fragaria vesca) konnte in der Studie von Toljamo et al., 2016 eine Erh6hung der Expression
von an der Biosynthese von Sesquiterpen beteiligten Genen nach einer Wurzelinfektion von
Phytophthora cactorum beobachtet werden. Ebenfalls wird in Lackus et al., 2018 die Emission
von Monoterpenen, unter anderem 1,8-Cineol (vgl. Abbildung 6), in Herbivorie-geschadigten
Pappelwurzeln beschrieben. In dieser Studie wurde dariiber hinaus in einem Bioassay-
Versuch der inhibitorische Effekt auf das Myzelwachstum des Oomyzeten P. cactorum

dargestellt.

1,8-Cineol Elemol

Abbildung 6: Beispiel fir Mono- (1,8-Cineol) und Sesquiterpenalkohol (Elemol).

1.7 Terpen-Biosynthese

Der Grundbaustein fur die Biosynthese von Terpenen sind aktivierte Cs Einheiten IPP
(Isopentenyldiphospaht) und DMAPP (Dimethylallyldiphosphat) (McGarvey und Croteau,
1995), welche uUber zwei verschiedene Synthesewege aus den Metaboliten des
Priméarstoffwechsels gebildet werden. Auf der einen Seite kann es zu einer cytosolischen
Bildung von aktivierten Cs-Einheiten Uber den Acetat-Mevalonat-(MVA)-Weg kommen oder es

erfolgt die Bildung der Cs-Einheiten Uber den in Plastiden lokalisierten 2-Methylerythritol-4-



Phosphat (MEP)-Weg (Hsieh et al., 2008; Pulido et al., 2012; Vranova et al., 2013, vgl.
Abbildung 7).

Cytosolischer MVA-Weg Plastid MEP-Weg

Acetyl-CoA Pyruvat + G3P

v
IPP _—» DMAPP
Cs Cs
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IPP _» DMAPP
Cs Cs

2x IPP 1x IPP
CH;, CHg CHs CHs
HoG™ 5 - 0PP HiC N-"opp
FPP Cys GPP C,
lTPS lTPS
Sesquiterpene Monoterpene

Abbildung 7: Vereinfachte Ubersicht der Biosynthese von Mono- und Sesquiterpenen.

Erzeugung von aktivierten Isopreneinheiten (IPP und DMAPP, blau) aus Intermediaten des Priméarstoffwechsels
Uber den MVA oder MEP-Weg. Kondensation zu verschiedenen Prenyldiphosphaten (FPP und GPP, orange),
Terpensynthasen (TPS) zur Bildung des Terpengrundgerustes, MVA: Acetat-Mevalonat,
MEP: 2-C-Methylerythritol-4-phosphat, =~ G3P:  Glycerinaldehyd-3-phosphat IPP:  Isopentenyldiphosphat,
DMAPP: Dimethylallyldiphosphat, FPP: Farnesyldiphosphat, GPP: Geranyldiphosphat, TPS: Terpensynthase.

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass der metabolische Flux von primaren Metaboliten in
diesen beiden Stoffwechselwegen auf transkriptioneller, post-transkriptioneller und
Translationsebene sowie durch Feedback-Loops reguliert wird (Vranova et al., 2013). Der
pflanzliche MVA-Weg flihrt ausgehend von dem primaren Metabolit Acetyl-CoA Uber sechs
enzymatische Schritte zur Bildung von IPP (Isopentenyldiphosphat); der MEP-Weg,
ausgehend vom dem primaren Metaboliten Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat, Uber
sieben enzymatische Reaktionen zur Bildung von IPP und dessen Isomer DMAPP
(Dimethylallyldiphosphat). Im letzten Schritt des MEP-Weges wandelt die 4-Hydroxy-
3methylbut-2enyldiphosphat-Reduktase (HDR) HMB-PP (1-Hydroxy-2-Methyl-2-(E)-butenyl-
4-diphospaht) in IPP und dessen Isomer DMAPP in einem stdchiometrischen Verhaltnis von
5:1 um (Tholl, 2015; Abbas et al., 2017).

Die auf dem MVA-Weg gebildeten Cs-Einheiten bilden die Grundstruktur fur die Synthese von
Sesquiterpenen. Cs-Einheiten, die Uber den MEP-Stoffwechselweg gebildet werden, sind der
Grundstein fur die Synthese von Monoterpenen (Vranova et al., 2013). Die Kondensation
dieser aktivierten Cs-Einheiten IPP bzw. DMAPP wird durch Prenyltransferasen katalysiert.
Allgemein kondensieren Prenyltransferasen jeweils ein Molekil DMAPP mit einem Molekl
IPP in einer Kopf-Schwanz-Kondensation zu Prenyldiphosphaten (Muhlemann et al., 2014).

Die so entstehenden kondensierten Verbindungen Geranyldiphosphat (GPP, Cig) und



Farnesyldiphosphat (FPP, Cis) werden von dem Schlissel-Enzym des Biosynthese-Weges:
der Terpensynthase (TPS), in ihre eigentlichen Terpen-Grundgeriste umgesetzt (Tholl, 2015;
Pazouki und Niinemets, 2016). Die beteiligten Terpensynthasen werden nach der Lange ihrer

jeweiligen Reaktionsprodukte benannt (Pazouki und Niinemets, 2016).

1.8 Terpensynthase

Die Terpensynthase (TPS) ist das Schliisselenzym der Biosynthese von Terpenen (Chen et
al.,, 2011). TPS Kkatalysieren den ersten irreversiblen Schritt bei der Entstehung von
komplexeren  Terpenen und setzt die acyclischen Prenyldiphosphate  mit
5-20 Kohlenstoffatome in die verschiedenen Klassen von Terpenen um. Allgemein bilden
TPS-Gene eine mittelgrof3e Familie von 30-100 funktionellen Mitgliedern im Genom fast aller
bisher sequenzierten Pflanzenarten (Dudareva et al., 2004; Chen et al., 2011; Karunanithi und
Zerbe, 2019).

Aus phylogenetischer Sicht lassen sich die Terpensynthasen in sieben Klassen unterteilen
TPS-a-d, g, e/f, h. TPS-a, TPS-b, TPS-g und TPS-d sind hierbei Mono- und
Sesquiterpensynthasen der Angiospermen (TPS-a/b/g) bzw. Gymnospermen (TPS-d) (Chen
et al., 2011). Die Genfamilie der TPS in P. trichocarpa umfasst 38 TPS, welche in sechs von
sieben beschriebenen Klassen der Terpensynthasen phylogenetisch eingeordnet werden
konnen (Irmisch et al., 2014). Die modulare Struktur der TPS, die auf einem konservierten
a-helikalen Faltungsmuster basiert, in dem drei gemeinsame Domanen (y, B und a) variabel
angeordnet sind, bestimmt die strukturelle Vielfalt der Terpene (Cao et al., 2010). Aufgrund
des Vorhandenseins von einem oder zwei aktiven Zentren und der damit verbundenen
katalytischen Motive werden TPS als monofunktionelle bzw. bifunktionelle Enzyme bezeichnet
und in die Klassen I, Il oder | / 1l eingeteilt (Chen et al., 2011; Tholl, 2015; Karunanithi und
Zerbe, 2019).

In der Klasse-I-TPSs befinden sich alle Mono- und Sesquiterpensynthasen. Der elektrophile
Reaktionsmechanismus findet hier in der C-terminalen a-Domane statt, in der die lonisierung
des Substrates GPP bzw. FPP unter Bildung eines allylischen Carbokations als
Zwischenprodukt durch ein zweiwertiges Kation (Mg?*) vermittelt wird, wodurch die Neigung
des enzymatischen Substrats zur Zyklisierung und zur molekularen Umstrukturierung
begunstigt wird (Tholl, 2015). Die a-Domane von Klasse-I-TPS enthélt zwei charakteristische
Metallbindungsmotive, das hochkonservierte "DDxxD"-Motiv und das weniger konservierte
"NSE/DTE" -Motiv. Die Motive befinden sich auf gegentuberliegenden Helices nahe dem
Eingang des aktiven Zentrums befindet. Diese beiden Motive helfen bei der Positionierung des
Prenyldiphosphat-Substrats und der anschlieRenden Metallionen-abh&ngigen lonisation unter
Entstehung eines allylischen Carbokations (Cao et al., 2010). Durch unterschiedliche

Umlagerungen und Zyklisierungen des reaktiven Carbokations erfolgt die Bildung
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verschiedener Terpengrundgeriiste, bis die Reaktion durch Deprotonierung oder
Hydratisierung beendet wird (Degenhardt et al., 2009; Chen et al., 2011; Karunanithi und
Zerbe, 2019).

Durch die Entstehung eines reaktiven Carbokations, kénnen bei der Umsetzung von einem
Substrat multiple Terpenprodukte erzeugt werden (Degenhardt et al., 2009). Ein Beispiel flr
solche Multiproduktenzyme ist die MtTPS10 aus der Wurzel von Klee (Medicago truncatula)
(Yadav et al., 2019), welche als Produkt viele Sesquiterpene und Sesquiterpenalkohole
akkumuliert.

Durch diese heterogene Aktivitdt ermdglichen TPS-Enzyme die Anpassung des
Terpenstoffwechsels an sich verdndernde Umweltbedingungen bzw. Pathogen-Pflanzen-
Interkationen. Durch geringflgige strukturelle Veradnderungen konnen die TPS neue
katalytische Eigenschaften erlangen, auf deren Basis neue Terpengrundgeruste entstehen
kénnen (Pazouki und Niinemets, 2016). Auch weiterfilhrende Modifikationen von Terpenen,
wie zum Beispiel Methylierung, Acetylierung, Glykosylierung oder Hydroxylierung fihren zur
Bildung von hochtoxischen Terpenoiden und erhthen ebenfalls die strukturelle Vielfalt der
Terpene (Tholl, 2015). Daher ist es von groRem Interesse diese Enzymklasse weiter zu
untersuchen und neue Einblicke in die Entstehung des diversen Terpengrundgeristes zu

erlangen.

1.9 Die Modellorganismen

1.9.1 Populus trichocarpa

Im Kontext der vorliegenden Arbeit ist die Pappel (Populus), aus der Familie der
Weidengewachse (Salicaceae), ein sehr geeigneter Modellorganismus. Aus funktionaler Sicht
ist die Gattung Populus, welche in sechs Sektionen unterteilt ist (Abaso, Aigeiros, Leucoides,
Populus, Tacamahaca und Turanga) und 30 Arten umfasst (Eckenwalder, 1996), geeignet, da
sie eine der am schnellsten wachsenden Baumarten der borealen und gemaligten
Klimazonen darstellt (Dickmann, 2001). Durch ihre schnelle Zunahme an Biomasse werden
Pappeln haufig fur den Anbau in Plantagen verwendet und haben dadurch in den letzten
Jahren eine grofRe Bedeutung als nachwachsender Rohstoff erhalten (Polle et al., 2013).
Neben der wirtschaftlichen Verwendung von Pappelholz in der Zellstoff- und Papierindustrie,
sowie der Mdbel- und Sperrholzproduktion, werden Pappeln zur Wiederherstellung
degradierten Landes von Waldlandschaften und zur Eindammung des Klimawandels
verwendet (Demidova et al., 2016). Aus empirischer Sicht bietet sich die Westliche Balsam-
Pappel (Populus trichocarpa) als Modelorganismus an, da sie eine kurze Generationsdauer
besitzt, genetische Transformation mdglich ist und sie die erste Baumart ist, deren Genom

vollstandig sequenziert vorliegt (Tuskan et al., 2004; Tuskan et al., 2006).
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1.9.2 Phytophthora cactorum

Oomyzeten sind neben Pilzen eine der beiden wichtigsten Gruppen von eukaryotischen
Pflanzenpathogenen (Erwin und Ribeiro, 1996; Latijnhouwers et al., 2003). Die bekannteste
Gattung der Oomyzeten ist Phytophthora. Derzeit sind etwa 60 Arten der Gattung
Phytophthora bekannt, von denen viele Arten verheerende Krankheiten an Kulturpflanzen,
Zierpflanzen und Gehdolzpflanzen hervorrufen (Hansen et al., 2012; Martin et al., 2012; Majid
et al., 2016; Sena et al., 2018; Green et al., 2020).

Die meisten Phytophthora Arten sind hemibiotrophe Pathogene und besitzen einen sexuellen
und asexuellen Lebenszyklus (ORwald et al., 2014). Durch die sexuelle Reproduktion wird die
genetische Variabilitat erhtht, die Anpassungsfahigkeit an verschiedene Wirtspflanzen
gesteigert und die Uberwindung der Wirtsresistenz begiinstigt (Haas et al., 2009; Bertier et al.,
2013). Daruber hinaus erschweren die sexuell gebildeten Oosporen die Pathogenbekampfung
in der Landwirtschaft erheblich, da diese tber Jahre im Boden Uberdauern konnen. Die
hauptsachliche Infektion der Pflanze erfolgt bei bodenbirtigen Pathogenen uber die
biflagellaten, motilen Zoosporen, welche aus den asexuell gebildeten Sporangien entlassen
werden. Uber Chemotaxis finden die Zoosporen das Feinwurzelsystem der Pflanze und fiihren
zu einer beginnenden Infektion (Hardham, 2001; Tyler, 2002). Nach der Wurzelinfektion
wachst der Oomyzet inter- und intrazellular im Pflanzengewebe des Wirts und ruft hierdurch
verschiedene strukturelle Anderungen hervor, welche unter anderem die Hemmnis der
Wasseraufnahme hervorrufen kann (Portz et al., 2011).

Die Unterart P. cactorum wurde zuerst 1870 von Leber und Cohn an Kakteen identifiziert
(Erwin und Ribeiro, 1996). Diese Art besitzt keinen spezifischen Wirt und kann uber
200 Pflanzenspezies aus 160 Gattungen infizieren. Darin enthalten sind wichtige
Kulturpflanzen, Zierpflanzen und Gehdlzpflanzen, womit P. cactorum zu den wirtschaftlich
bedeutsamsten Schaderregern zahlt (Nienhaus, 1960; Darmono et al., 1991; Hantula et al.,
2000; Hansen et al., 2012; Toljamo et al., 2016). Die Hauptsymptome einer Infektion sind
Wurzelfaulnis, begleitend von einer spateren Stiel-, Blatt- und Fruchtfaulnis (Erwin und Ribeiro,
1996). In den letzten Jahrzehnten hat P. cactorum allmahlich eine Toleranz gegentber vielen
Fungiziden entwickelt (Jeffers et al., 2004; Mei et al., 2014). Hierdurch ist P. cactorum ein guter
Modellorganismus, um die Pflanzen-Pathogen-interaktion naher zu untersuchen und im
Idealfall neue pathogen-induzierte Abwehrverbindungen zu charakterisieren, welche eine

Einddmmung des Pathogens als wirtschaftlich relevanten Schaderreger beginstigt.
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1.10 Zielsetzung

Uber die multiplen unterirdischen Wechselwirkungen von Gehdlzpflanzen und Phytophthora
Spezies in der Rhizosphare ist bislang trotz erheblicher wissenschaftlicher Fortschritte in den
letzten Jahren nur wenig bekannt. Insbesondere herrscht noch Unklarheit Gber potentielle
pflanzliche Abwehrmechanismen gegeniber dem pathogenen Befall durch Phytophthora
Spezies (Hansen et al.,, 2012; ORwald et al., 2014), welche eine Eindammung dieses
Schaderregers begunstigen kénnten.

Ziel dieser Arbeit ist es, potentielle Abwehrverbindungen von P. trichocarpa gegentber dem
Wurzelpathogen P. cactorum zu charakterisieren. Konkret sollen die Analyse von polaren
(Salicinoiden) und apolaren (Aromaten, Fettsauren und Terpenen) Verbindungen der Wurzeln
einen Aufschluss dartiber geben, ob es nach Pathogenbefall zu einer Anderung im Gehalt von
potentiellen Abwehrverbindungen kommt. Um dariber hinaus einen Hinweis auf die
Regulationsmechanismen der Wurzelabwehr zu erhalten, soll ebenfalls eine Analyse der
Phytohormone und des Transkriptoms erfolgen. AnschlieBend sollen mit Hilfe einer
Verifizierung des Transkriptomdatensatzes durch eine gRT-PCR madgliche involvierte Gene in
der Bildung abundanter, potentiell wichtiger Abwehrverbindungen identifiziert werden und tber
eine heterologe Expression die Aktivitat der putativen Enzyme néher bestimmt werden.
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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. Das
bendtigte Verbrauchsmaterial stammte von den Firmen Sarstedt AG & Co (Niumbrecht,
Deutschland), Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) und VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland). Das fir die Versuche eingesetzte Reinstwasser (ddH.0) wurde
durch das Milli-Q® Advantage A10 Wasseraufbereitungssystem (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) bereitgestellt.

2.2 Pflanzenmaterial

Steckholzer 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 Erde (Klasmann Deilmann GmbH,
Geeste, Deutschland) bis zu einer Wuchshdhe von 50 cm bzw. in Hydrokultur (5 Liter
enthalten: 7,05 g NaNOs, 1,36 g MgSO4, 3,059 Ferty B1 (Planta Dingemittel GmbH,
Regenstauf, Deutschland), 12,75 ml Fe-DTPA (2,78 g FeS04/7 H,O + 3,93 g Titriplex geldst
in 1 Liter)) bis zu einer Wuchshohe von 15 cm kultiviert.

Insgesamt wurden drei unabh&ngige Versuchsreihen zur Bestimmung von pathogen-
induzierten Abwehrstoffen in P. trichocarpa Wurzeln durchgefuhrt. Bei zwei Experimenten
erfolgte die Kultivierung der Pappeln in Hydrokultur. Fir die Verminderung der artifiziellen
Versuchsbedingung erfolgte die letzte Durchfihrung des Experiments mit Pappeln, welche
in Erde kultiviert wurden. Je Versuchsreihe wurden fir die Kontrollen sowie fur die
pathogen-infizierten Wurzeln zwischen sieben bis neun biologische Replikate verwendet.
Nach Beendigung der Experimente wurden die Wurzeln geerntet, gewaschen,
abgetrocknet und in fluissigem Stickstoff schockgefroren. Die Wurzelproben aus den
Hydrokultur-Experimenten wurden per Hand mit Pistelle und Mérser unter kontinuierlicher
Stickstoffklihlung zerkleinert. Die gewonnen Wurzelproben aus dem Erdexperiment wurden
mit Hilfe der Vibrations-Siebmaschine (ANALYSETTE 3 PRO, FRITSCH GmbH, Idar-
Oberstein, Deutschland) unter kontinuierlicher Kiihlung durch Stickstoff gemaorsert. Hierbei
wurde bei der Aufbereitung der Wurzelproben eine Amplitude von 1,8 mit einer Intervallzeit

von 10 s Uber einen Zeitraum von 5 min gewahlt.
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2.3 Kultivierung von Phytophthora cactorum

Der Oomyzet Phytophthora cactorum (DSM No: 62643, Isoliert von: Fragaria, Deutschland)
wurde vom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Deutschland) bezogen. Die Kultivierung von
P. cactorum erfolgte aus einer Myzel-Inokulierung auf Tomatensaftagar (1,5 L enthalten:
300 ml BioBio Tomatensaft (Netto Marken-Discount AG & Co. KG), 4,5 g CaCOs, 11,25¢g
Agar-Agar aufgefllt mit ddH-O) in Petrischalen. Fir den jeweiligen Versuch wurde frisches
Myzel vom Rand der Petrischalen in Blocken auf 25 neue Petrischalen mit Tomatensaftagar
tberfiihrt und in einem 25 °C Brutschrank Uber sieben Tage im Dunklen kultiviert (Lackus
et al., 2018). Fur die Entlassung der infektiosen, motilen Zoosporen aus den gebildeten
Sporangien des Oomyzetens wurden anschlieRend die Tomatensaftagar-Platten mit jeweils
5ml ddH,O gespuilt und mit einem Skalpell das Myzel abgeschabt. Die gewonnene
Suspension aus Myzel und Sporangien wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberflhrt. For
die Reproduzierbarkeit der Versuchsbedingungen wurde die Sporangien-Konzentration mit
Hilfe einer OD-Messung bei 595 nm bzw. der Neubauerzahlkammer (L-Felder) bestimmit.
AnschlieRend erfolgte die Entlassung der Zoosporen aus den Sporangien mit einer Kalte-
Induktion von 4 °C Uber einen Zeitraum von 30 min. Die P. cactorum Suspension wurde
anschlieBend einheitlich auf eine OD (595 nm) von 0,13 bzw. 3,78E% Sporangien
(Neubauerzahlkammer) in 50 ml Volumen mit Hydrokultur-Lésung verdinnt und fir die
Co-Kultivierung mit P. trichocarpa Wurzeln verwendet. Ebenfalls wurde die gleiche
Suspension in einem Kontrollexperiment verwendet, wo alleinig P. cactorum in einem
abgedunkelten 50 ml Gefal? in Hydrokultur kultiviert wurde. Fur die Analyse der apolaren
Verbindungen des Myzels erfolgte eine Zentrifugation bei 4.000 rpm, 4 °C und 5 min und
das gesammelte Myzel wurde in Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei

-20 °C gelagert.

2.4 Induktion von Abwehrverbindungen in P. trichocarpa Wurzeln

Die Induktion von potentiellen Abwehrverbindungen der Wurzeln von P. trichocarpa sollte
durch Co-Kultivierung mit dem Wurzelpathogen P. cactorum hervorgerufen werden. Vor
jeder Versuchsreihe wurden die in Hydrokultur oder Erde gewachsenen Pappeln tber zwei
Tage an die veranderten Umweltbedingungen unter dem Laborabzug gewodhnt. Die
Kultivierungsbedingungen beziiglich Temperatur und Licht verblieben analog zu denen im
Gewéchshaus (siehe Kapitel 2.2). Fir die Hydrokulturexperimente wurden die
Pappelwurzeln der Gruppe ,Infektion® in 50 ml Sporen-Suspension (siehe Kapitel 2.3) bzw.
die der Kontrollen in 50 ml Hydrokultur-Losung Uberfihrt und fir finf Tage unter dem Abzug
kultiviert. Die Pappelwurzeln befanden sich hierbei in einem 50 ml Falcon-Tube, welches

mittels Alufolie abgedunkelt wurde. Innerhalb des Erdexperimentes wurden die Pappeln in
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9x9 Topfen kultiviert und befanden sich unter dem Abzug auf Pflanzschalen der
entsprechenden GréfR3e. Fur das Erdexperiment wurden die Pappelwurzeln der Gruppe
.Infektion“ einmalig mit 50 ml Sporen-Suspension bzw. die der Kontrollen mit 50 ml
Hydrokultur-Lésung von oben gewassert. Im weiteren Verlauf der Untersuchung wurden die
Pappeln der Versuchsreihen taglich Gber finf Tage hinweg zweimal (um 8 Uhr bzw. 16 Uhr)

von oben mit Hydrokultur-Lésung nachgewassert.
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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 65 mg Pathogen-infizierten P. trichocarpa
Wurzelmaterial bzw. den jeweiligen Kontrollwurzeln (vgl. Kapitel 2.2, 2.4) aufgereinigt. Die
Isolation der RNA erfolgte weitgehend nach den Angaben des Herstellers. Anderungen
umfassten einerseits Schritt 6 des Hersteller-Manuals, sodass die Entfernung von
genomischer DNA ,,On Column® mit dem Kit ,RNase-Free DNase® Set (Quiagen, Hilden,
Deutschland) erfolgte. Mit einem verminderten Volumen des Puffers R1 (350 pl) wurde
zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Hinzugabe von 10 pl DNase | und 70 ul RDD Puffer
auf die Saule, gefolgt von einer Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur. Hiernach
wurde nochmal mit einem Volumen von 350 pl Puffer R1 zentrifugiert und nach den
Angaben des Herstellers die RNA-Isolation fortgesetzt. Fir die RNA-Extraktion wurde aus
dem Kit der Puffer RP fur die Aufbereitung des Wurzelpuders verwendet. Die RNA
Lagerung erfolgte bei -80 °C. Analog zu der Extraktion der Gesamt-RNA aus P. trichocarpa

Wurzelmaterial erfolgte die Extraktion der RNA aus 50 mg P. cactorum Myzel.

3.1.2 DNA/RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA (vgl. Kapitel 3.1.1) und Plasmide
(vgl. Kapitel 3.1.11) erfolgte mit dem ,NanoDrop 2000c UV-Vis“-Spektrophotometer
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Hierbei wurde die Absorption von 1 pl der jeweiligen Losung
bei 230, 260 und 280 nm gemessen. Die extrahierten Nukleinsauren haben ihr
Absorptionsmaximum bei 260 nm (A260). Durch die Messung der Absorption bei 230
(A230) und 280 (A280) nm konnte dartiber hinaus auch der Reinheitsgrad der isolierten
Nukleinsduren mit Hilfe der Ermittlung des Quotienten A260/280 und A260/230 ermittelt

werden.
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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 dargestellter erster Reaktionsansatz
fur 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 I-Verdau), 1000 ng 11l
dNTPs (50 mM) 1l
oligo(dT12-18)-Primer (50 puM) 1l

AnschlieRend wurden die in Tabelle 2 aufgefihrten Komponenten zu dem ersten
Reaktionsansatz hinzugefiigt und es erfolgte hiernach die Synthese der einzelstréngigen
cDNA (pegSTAR 2X Gradient Thermocycler, vgl. Tabelle 3).

Tabelle 2: Komponenten fur die Erganzung des ersten Reaktionsansatzes.

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

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

Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert. Alle verwendeten Materialien fur die Synthese wurden

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

3.1.4 QRT-PCR

Mit Hilfe von gRT-PCR wurde die Genexpression der Terpensynthase PtTPS5 in den
Gewebeproben von P. trichocarpa untersucht. Des Weiteren sollte die Wurzelinfektion von
P. cactorum mit Phytophthora-genus spezifischen Primern (Yptl) analysiert werden
(Schena et al., 2008). Dazu wurden die cDNA-Proben von Kontrollwurzeln bzw. Pathogen-
induzierten Wurzeln aus dem ersten Hydrokulturexperiment und Wurzelproben aus dem
Erdexperiment verwendet und im Verhaltnis 1:10 mit ddH>O verdiunnt.

Die Amplifikation von PtTPS5 und Yptl erfolgte unter Verwendung von Brilliant Il Ultra-Fast
SYBR® Green QPCR-Master-Mix (Agilent, Santa Clara, CA, USA) (vgl. Tabelle 4) mit den
folgenden PCR-Bedingungen: Anfangliche Inkubation bei 95 °C fir 3 min, gefolgt von
40 Amplifikationszyklen (95 °C fur 5 s, 60 °C fur 10 s). Alle Proben wurden auf demselben
Bio-Rad CFX Connect™Echtzeit-PCR-Detektionssystem (Bio-Rad Laboratory, Hercules,
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CA, USA) in einer 96-Well-Platte gemessen. Acht biologische Replikate wurden mit jeweils
drei technischen Replikaten analysiert. Die Spezifitat der Phytophthora-genus spezifischen
Primer wurde durch Agarosegelelektrophorese und durch Sequenzierung von klonierten
PCR-Amplikons bestatigt. HIS (Histone superfamily protein 3) wurde als Referenzgen
(Wang et al., 2014) verwendet. Als Positivkontrolle diente synthetisierte cDNA aus dem
Myzel von P. cactorum. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle

19 im Anhang aufgefuhrt

Tabelle 4: Reaktionsansatz einer qRT-PCR.

Komponente Volumen
SYBR-Mastermix (Agilent) 10
ddH:20 7
Oligonukleotid forward (10 pM) 1l
Oligonukleotid reverse (10 uM) 1l
cDNA Template (1:10 verdinnt) 1l

3.1.5 Phusion-PCR

Mithilfe der Phusion-Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte die Amplifikation des offenen
Leserahmens (ORF) der Terpensynthase PtTPS5 aus der einzelstrangigen cDNA (vgl.
Kapitel 3.1.3) der pathogen-infizierten Wurzelprobe. Die hierfir verwendeten
Oligonukleotide sind in Tabelle 19 im Anhang aufgeftuihrt. Alle verwendeten Oligonukleotide
wurden von Sigma-Aldrich® synthetisiert und in ddH.O resuspendiert. Die erhaltenen
Stammldsungen mit einer Konzentration von 100 uM wurden 1:10 verdiinnt in der PCR
eingesetzt.

Die verwendete ,Phusion® High-Fidelity DNA"-Polymerase und der ,5x Phusion HF“-Puffer
wurden von Thermo Fisher Scientific Inc. bezogen. Der Reaktionsansatz wurde mit je
100 ng/pl cDNA angesetzt (vgl. Tabelle 5) und die Synthese der gewilinschten
DNA-Abschnitte erfolgte mit dem Thermocycler-Programm (peqSTAR 2X Gradient
Thermocycler), welches in Tabelle 6 dargestellt ist.

Tabelle 5: Reaktionsansatz der Phusion-PCR.

Komponente Volumen
5x Phusion HF Buffer 10 pl
dNTPs (je 10 mM) 1l
Phusion® High Fidelity DNA Polymerase 0,5 pl
ddH:20 30,5 ul
cDNA Template (100 ng/pl) 3l
Oligonukleotid forward (10 pM) 25ul
Oligonukleotid reverse (10 pM) 25ul
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Tabelle 6: Thermocycler-Programm fir die Amplifikation von PtTPS5 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 60 s 72 °C

finale Elongation 5 min 72 °C

3.1.6 Agarosegelelektrophorese

Fir die relative GrofRenbestimmung des DNA-Fragmente der PtTPS5 der Phusion-PCR
(vgl. Kapitel 3.1.5) und zur Uberprufung der Spezifitat der gRT-PCR Primer (Kapitel, 3.1.4)
wurde die Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Die DNA-LOsung wurde vor dem
Auftragen 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 0,5x TAE (Tris-Acetat-EDTA) -Puffer mit 2,5 pl
.Midori Green Advance DNA Stain“ (Nippon Genetics Europe, Diren, Deutschland) und
1,59 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 135V. Im
Geldokumentationssystem ,Gene Genius“ (SYNGENE, Cambridge, UK) wurden das

DNA-Bandenmuster sichtbar gemacht und dokumentiert.

3.1.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um das gewiinschte DNA-Fragment der PtTPS5 der Phusion-PCR (vgl. Kapitel 3.1.5) aus
dem Gel zu isolieren, wurde das ,QIAquick PCR Gel Extraction Kit* (Qiagen N.V., Venlo,
Niederlande) verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. Fir die
Aufreinigung der gRT-PCR Produkte Yptl (vgl. Kapitel 3.1.4) wurde das ,QIAquick PCR
Purification Kit* (Qiagen N.V., Venlo, Niederlande) verwendet. Je Amplikon wurden zwei
gRT-PCR Produkte aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben.
Lediglich das empfohlene Elutionsvolumen von 50 pl wurde in den beiden Aufreinigung-Kits
auf 25-30 ul reduziert, um die Konzentration der DNA zu erhdhen. Eine anschlieRende

Konzentrationsbestimmung der PCR-Produkte erfolgte wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben.
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3.1.8 TOPO®-Klonierung

Die Insertion des aufgereinigten PCR-Produkts PtTPS5 (vgl. Kapitel 3.1.7) erfolgte mit Hilfe
der TOPO®-Klonierung in ein Vektorsystem. Hierfiir wurde vom Hersteller Thermo Scientific
Inc. das ,Champion™ pET100 Directional TOPO® Expression Kit* verwendet. Die Ligation
des aufgereinigten qRT-PCR-Produkte (Yptl) (vgl. Kapitel 3.1.7) in den Vektor
PCR®4-TOPO (Thermo Fisher Scientific) erfolgte analog dazu.

Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers, jedoch mit halbiertem
Reaktionsvolumen (vgl. Tabelle 7), angesetzt. Vor der Ligation wurde die DNA auf eine
Konzentration von 10 ng/ul verdinnt. Der gesamte Reaktionsansatz inkubierte bei

Raumtemperatur Gber Nacht.

Tabelle 7: Reaktionsansatz fiir die Ligation der PCR-Produkte.

Komponente Volumen
DNA (10 ng) 1
Salz 0,5ul
ddH:0 1
TOPO®Vektor (pET100, pCR4) 0,5 ul

3.1.9 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
pPpCR®4 Vektorkonstrukten (vgl. Kapitel 3.1.8) bzw. mit dem synthetisch hergestellten
Expressionsvektor pET100_PtTPS5 (Thermo Fisher Scientific Inc.) (vgl. Kapitel 3.1.10)
erfolgte Uber eine Hitzeschock-Behandlung. Die verwendeten ,NEB® 10-beta“-Zellen
wurden auf Eis aufgetaut und in je 20 pl Aliquots fraktioniert. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von 3 pl Ligationsansatz bzw. 1 ul pET100_PtTPS5 und eine Inkubation von 30 min
auf Eis. Nachfolgend wurden die Zellen fir 45 s bei 42°C (Eppendorf ThermoMixer® C)
erwarmt und sofort fur eine weitere Minute auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden 150 pl
S.0.C.-Medium (Thermo Fisher Scientific Inc.) zu dem Zellansatz hinzugeflgt. Fiur die
Sicherstellung einer ausreichenden Menge an exprimierten Resistenzgen (AmpR) wurden
die Zellen fir 45 min bei 37 °C und 220 rpm (Eppendorf ThermoMixer® C) geschiittelt.
Nachfolgend wurde das gesamte Zellvolumen auf LB-Agarplatten, versetzt mit 100 pg/mli
Ampicillin, ausplattiert. Fir ein ausreichendes Koloniewachstum wurden die Agarplatten
Uber Nacht in einem 37 °C Brutschrank (Brutschrank B6120 Kendro Heraeus, Thermo
Electron Coorporation, Waltham, USA) inkubiert. Fir weitere Versuche wurden die E. coli
Platten bei 4°C aufbewabhrt.

Fur eine spatere heterologe Expression von PtTPS5 wurden in ,One Shot® BL21 Star™
(DE3) E. coli“-Zellen (Thermo Fisher Scientific Inc.) mit dem pET100_PtTPS5 Vektor

transformiert. Dies erfolgte fast identisch wie die Transformation der ,NEB® 10-beta“-Zellen.
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Das Anfangsvolumen der ,One Shot® BL21 Star™* betrug hierbei nur 12 pl und wurde mit
1 pl des Plasmides versetzt. Am Ende der Transformation erfolgte das Ausplattieren von

40 ul des gesamten Zellvolumens auf LB-Agarplatten (100 pg/ml Ampicillin).

3.1.10 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR dient der Identifikation von positiven Klonen der transformierten ,NEB®
10-beta“ Zellen (vgl. Kapitel 3.1.9). Hierbei wurden die Klone auf das Vorhandensein des
ligierten PCR-Produktes (PtTPS5) im Vektor untersucht. Ebenfalls wurde eine Kolonie-PCR
fur die positiven Klone des ligierten gRT-PCR Fragmente (Yptl) durchgefuhrt (vgl. Kapitel
3.1.8 und 3.1.9).

Die Amplifikation des gesuchten Inserts der PtTPS5 erfolgte mit zwei vektorspezifischen
Oligonukleotiden, welche stromaufwarts bzw. stromabwarts vom Insert auf dem Vektor
binden bzw. die Amplifikation von Yptl erfolgt mit einem vektorspezifischen Oligonukleotid
stromaufwarts, da das PCR-Fragment nur 220 bp betrug (vgl. Tabelle 19, Anhang). Es
wurden zwei Klone des qRT-PCR Amplicon bzw. 10 Klone des ligierten PCR-Produktes
PtTPS5 von der Agarplatte gepickt. AnschlieBend wurden die gepickten Klone mit Spitzen
in ein Reaktionsgefal tberfihrt und mit 25 pl Kolonie-PCR Reaktionsansatz (siehe Tabelle

8) versetzt.

Tabelle 8: Beispielhafter Reaktionsansatz einer Kolonie-PCR.

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

Die verwendete GoTaq® DNA Polymerase und das zugehorige Puffersystem stammte von
der Firma Promega (Mannheim, Deutschland). Die Amplifikation der Insertfragmente
erfolgte mit dem in Tabelle 9 angegebenen PCR-Programm im pegSTAR 2X Gradient
Thermocycler. Zur Identifikation von positiven Klonen wurde eine

Agarosegelelektrophorese (vgl. Kapitel 3.1.6) durchgefihrt.

Tabelle 9: Thermocycler-Programm fiir die Amplifikation der 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
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Da die Ligation in den pET100-Vektor (vgl. Kapitel 3.1.8) jedoch auch nach mehrmaliger
Optimierung der Ligations-Bedingungen keine positiven Klone erzielte, wurde eine
synthetische Herstellung des Expressionsvektors pET100 PtTPS5 bei Thermo Fisher

Scientific Inc. in Auftrag gegeben.

3.1.11 Plasmidaufreinigung

Um fir das Transformations-Experiment geniigend pET100_TPS5 Vektorkonstrukt zu
Verfigung zu haben, wurde ein Klon der ,NEB® 10-beta Competent E. coli“-Zellen (vgl.
Kapitel 3.1.9) in 5ml flissigem LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin angeimpft. Im
Anschluss wurde diese Flussigkultur bei 37 °C und 220 rpm (Certomat® BS-1 Inkubations-
Schiittelschrank, B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Deutschland) Uber
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 durchgeftihrt 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)
durchgefuhrt.

3.1.12 Sequenzierung

Zur Verifizierung der Primer-Spezifitdt der gRT-PCR wurde eine DNA-Sequenzierung aus
der Kolonie-PCR durchgefihrt (vgl. Kapitel 3.1.10).

Tabelle 10: Reaktionsansatz der Sequenzierung.

Komponente Volumen
PCR-Produkt (Kolonie-PCR) 1p
BigDye® Terminator 5x Sequencing Buffer 1p
BD-Mix 1l
Primer (10 pM) 1
ddH20 14yl

Der Ansatz von linearen Sequenzier-PCR-Reaktionen erfolgte mit dem ,BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing® Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.), (vgl. Tabelle 10). Die
verwendeten Oligonukleotide fir die Sequenzierung sind in Tabelle 19 im Anhang
dargestellt. Die Vervielfaltigung des linearen Produktes erfolgte mit dem peqSTAR 2X
Gradient Thermocycler (vgl. Tabelle 11).
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Tabelle 11: 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). Die

Referenzsequenzen fir die Analyse von PtTPS5 und Yptl sind dem Anhang zu entnehmen.

3.1.13 Transkriptomdaten

Aus 65 mg Wurzelpuder von vier Kontrollen bzw. vier pathogen-infizierten Proben aus dem
Hydrokulturexperiment (vgl. Kapitel 2.4) wurde die Gesamt-RNA extrahiert (vgl. Kapitel
3.1.1). Die Sequenzierung des Transkriptoms wurde im Genome-Center der Max-Planck-
Gesellschaft (MP-GC) in Kéln durchgefuhrt. Die Sequenzierung erfolgte mit einem HiSeq
2500 lllumina Sequencer und wurde mit 400.000.000 Sequenzen (150 bp lang, ,unpaired®)
in Auftrag gegeben. Der Datensatz wurde anschlieBend mit der Software CLC Genomics
Workbench 10.1.1 analysiert. Das Mapping wurde mit dem Populus trichocarpa primar
Transkript (www.phytozome.net, Version 12.1) durchgefiihrt. Das Trimmen wurde mit
folgenden Parametern vorgenommen: Limit: 0,05, Nukleotide: 2, Lange: 50. Die
Normalisierung erfolgte auf 1 kb Genlange und die Annotierung der Gene wurde ebenfalls

von Phytozome v. 12.1 geladen.

3.2 Heterologe Expression der Terpensynthase

3.2.1 Expression und Aufreinigung von PtTPS5

Fur die heterologe Proteinexpression von PtTPS5 aus P. trichocarpa wurden jeweils 5 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin als Vorkultur mit E. coli ,OneShot® BL21Star" (vgl.
Kapitel 3.1.9) angeimpft. Die Vorkultur wurde tiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm (Certomat®
BS-1 Inkubations-Schuttelschrank) inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Inokulation der
Hauptkultur (100 ml, 100 pg/ml Ampicillin) durch Zugabe der Vorkultur. Die Hauptkultur
wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Vorkultur angezogen und bis zum Erreichen
eines ODggo-Wertes zwischen 0,6 bis 0,8 inkubiert. Die Messung des OD-Wertes erfolgte
durch ein Spektrophotometer (GENESYS™ 20 Visible Spectrophotometer, Thermo Fisher
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Scientific Inc.). AnschlieRend wurde die Genexpression durch die Hinzugabe von 1 mM
IPTG induziert. Die induzierte Kultur wurde bei 18 °C und 220 rpm (Inkubationsschiittler
Innova™ 4230, New Brunswick Scientific Co., Edison, USA) Uber Nacht inkubiert.
AnschlieRend wurde die gesamte Hauptkultur in ein Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und bei
4 °C und 5.000 g fur 10 min (Avanti™ J-25 Centrifuge, Beckman Coulter Inc., Fullerton,
USA) zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wurde in 4 ml Extraktionspuffer (10 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 1 mM Dithiothreitol, 10 % (v/v) Glycerol) resuspendiert. Der Zellaufschluss
erfolgte Uber Ultraschalleinwirkung (4 x 20s, 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 15.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415R). Der so erhaltene Proteinrohextrakt
wurde in ein neues Gefal3 tberfuhrt. Die Umpufferung von 500 pl des Proteinrohextraktes
erfolgte mit Hilfe von ,lllustra™ NAP™-5“-Saulen (GE Healthcare Europe GmbH,
Buckinhamshire, Grof3britannien) nach Angaben des Herstellers. Hierbei wurden die
TPS-Enzymfraktionen in 1 ml Extraktionspuffer aufgenommen und fiur den folgenden

Enzymassay verwendet.

3.2.2 Enzymassay

Fiur die Untersuchung der Enzymaktivitat der aufgereinigten PtTPS5 (vgl. Kapitel 3.2.1)
wurden 50 pl Rohextrakt in einem Assay, wie in Tabelle 12 angegeben, angesetzt. Negativ-
Kontrollen wurden analog durchgefiihrt, entweder ohne Substrat FPP oder mit einem bei
95 °C uber 10 min hitze-denaturiertem Protein. Der Assay wurde vorsichtig mit 100 pl
n-Hexan Uberschichtet und bei 30 °C fiir 60 min (Eppendorf ThermoMixer® C) inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Proteininaktivierung tiber mehrfaches invertieren des Assays. Die
Proben wurden schrdg in flissigen Stickstoff eingefroren, um anschlie@end den
n-Hexan-Uberstand abziehen zu konnen. Die Analyse der Aktivitat erfolgte mittels GC-MS
(vgl. Kapitel 3.3.2).

Tabelle 12: Beispielhafte Zusammensetzung eines Enzymassays mit einem finalen Reaktionsvolumen

von 100 pl.
Der Puffer setzte sich aus 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1mM Dithiothreitol, 10 % (v/v) Glycerol) zusammen.

Komponente Volumen Endkonzentration
Rohextrakt 50 pl /
Substrat (FPP) 2ul 50 uM
Puffer 43 ul /
400 mM MgCl2 5ul 20 mM
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3.3 Analytik

3.3.1 n-Hexan-Extrakte fiir die Analyse apolarer Verbindungen

Fur die Analyse von apolaren Verbindungen wurden n-Hexan-Extrakte aus den
gewonnenen Waurzelproben (vgl. Kapitel 2.4) hergestellt. Pro Probe wurden 100 mg
Wurzelpuder im gefrorenen Zustand abgewogen und mit 400 ul n-Hexan mit 10 ng/ul
Nonylacetat (Interner Standard (IS)) Uberschichtet. Die Proben wurden anschlieend eine
Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt (Eppendorf ThermoMixer® C) und lber Nacht
inkubiert. Hiernach wurden die Proben mit 5.000 g fur 10 min zentrifugiert (Heraeus™
Labofuge™ 200 Centrifuge, Thermo Scientific, Wilmington, USA) und der n-Hexan-
Uberstand in ein neues Reaktionsgefal? uberfiihrt. Analog erfolgte die Gewinnung von
apolaren Verbindungen aus dem Myzel von P. cactorum. Die Analyse der apolaren
Verbindungen (Aromaten, Fettsduren und Terpen) erfolgte mittels GC-MS (vgl. Kapitel
3.3.2).

3.3.2 Gaschromatographie

Fur die qualitative und quantitative Analyse von apolaren Verbindungen der n-Hexan-
Extrakte aus den Wurzelproben (vgl. Kapitel 3.3.1) bzw. der Terpensynthase-Assays (vgl.
Kapitel 3.2.2) wurden diese mit Hilfe einer Gaschromatographie (Agilent 6890, Agilent
Technologies, Boblingen Deutschland) mit gekoppeltem Quadrupol-Massenspektrometer
(5973 Serie, Hewlett-Packard, Agilent Technologies, Boblingen Deutschland, GC-MS)
analysiert, und mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors (9200 Hydrogen Detektor,
Packard, Agilent Technologies, Boblingen Deutschland, GC-FID) bei 300 °C quantifiziert.
Die Parameter der GC-MS waren folgende: Schnittstellentemperatur: 270 °C,
Quadrupoltemperatur: 150 °C, Temperatur der lonenquelle: 230 °C, Elektronenenergie:
70 eV, Massenbereich: m/z 33-350.

Die Komponenten der Proben wurden mit Hilfe einer ZB5-Saule (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland, 0,25 mm x 30 m x0,25 pum) und Helium (MS) oder Wasserstoff
(FID) als Tragergas mit einer Flussrate von 2 ml/min aufgetrennt. Die Proben wurden ohne
Split mit einem Injektionsvolumen von 1 pl bei einer initialen Ofentemperatur von 45 °C
injiziert. Die Ofentemperatur wurde 2 min konstant gehalten, anschlieBend mit einem
Gradienten von 6 °C min* auf 280 °C erhoht und weiter mit einem Gradienten von 60 °C
mint auf 300 °C erwarmt und fir 2 min konstant gehalten. Die Analyse dauerte somit
insgesamt 43,5 min. Die apolaren Verbindungen wurden durch den Vergleich von
Retentionszeiten und Massenspektren von authentischen Standards bzw. durch den
Vergleich mit Referenzspektren von Wiley und NIST (National Institute of Standards and
Technology Libraries) identifiziert. Als authentische Standards wurden die Terpene:

a-Terpineol, 1,8-Cineol und Limonen und die Fettsduren Myristinsaure, Pentadecanséure,
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Palmitinsaure, Stearinsaure, Olséure in n-Hexan mit einer Konzentration von 5 ng/pl bzw.
10 ng/pl geldst (vgl. Anhang Abbildung 24, 25 und 26).

3.3.3 Methanol-Extrakte fiir die Analyse von polaren Verbindungen

Fur die Analyse von polaren Verbindungen wurden Methanol-Extrakte aus den gewonnen
Wurzelproben (vgl. Kapitel 2.4) hergestellt. Pro Probe wurden 40 mg Wurzelpuder im
gefrorenen Zustand abgewogen und mit 1 ml Methanol mit internen Standards (0,8 mg/ml
Phenyl-B-D-Glucopyranosid (Aldrich Chemistry, Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland),
Phytohormonstandard (40 ng/ml Ds-SA, Ds-JA Ds-ABA, 8 ng/ml De-JA-lle), 10 ng/ml
Trifluoromethyl-Zimtsaure (Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland) und 10 ng/ml Syringasaure
(Sigma Life Science, Sigma Aldrich)) versetzt. Die Proben wurden anschlie3end 30 min bei
Raumtemperatur geschuttelt (Eppendorf ThermoMixer® C). Hiernach wurden die Proben
mit 10.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415R) und der Methanol-
Uberstand in zwei neue ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Die Analyse der polaren Verbindungen
(Phytohormone, Salicinoide, Phenolsauren) erfolgte anschlieRend mittels LC-MS/MS bzw.
HPLC-DAD (vgl. Kapitel 3.3.4 und Kapitel 3.3.5).

3.3.4 HPLC-DAD

Die Analyse der Salicinoide Salicin, Salicortin, Homalosid D und Tremulacin erfolgte mit
HPLC-DAD (HPLC: Agilent 110 Series, Agilent Technologies + Diodenarray-Detektor
(DAD)). Vor der Analyse wurde ein aquivalentes Volumen an ddH>O zu den Proben
hinzugefugt. Fur die Auftrennung der Stoffe wurde als stationare Phase eine
NUCLEODUR ® Sphinx RP-Saule mit 5um PartikelgoRe (Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland) und als mobile Phase Wasser (A) und 100 % Acetonitril (B) mit einer Flussrate
von 1,0 ml/min verwendet. Das Elutionsprofil ist Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 13: Elutionsprofil der HPLC-DAD fur die Analyse von Salicinoiden.
Mobile Phase: Wasser (A) und 100 % Acetonitril (B); Flussrate 1,1 ml /min.

Zeit min Laufmittel A [%] Laufmittel B [%0]
0 86 14
22 42 58
22,1 0 100
25 0 100
251 86 14
30 86 14

Die Absorption der Analyten wurde bei verschiedenen Wellenldngen (200 nm, 260 nm,
270 nm, 285 nm und 330 nm) gemessen und fir die Quantifizierung die Peakflachen bei
200 nm ausgewertet. Die bekannten Retentionszeiten (Nathalie Lackus, pers. Mitteilung)

fur die Identifizierung der Stoffe, sowie die RRF-Werte (relative response factor) fur die
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Quantifizierung der einzelnen Verbindungen sind Tabelle 14 zu entnehmen. Die
Quantifizierung der Verbindungen wurde durch die Verrechnung der Peakflache bei 200 nm
mit der Konzentration des IS (0,8 mg/ml Phenyl-B-D-Glucopyranosid) sowie der RRF-Werte
durchgefihrt.

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Retentionszeiten und RRF-Werte der Salicinoide (Nathalie Lackus, pers.
Mitteilung).

Verbindung Retentionszeit RRF-Wert
Salicin 5,35 min 0,448501
Phenyl-B-D-Glucopyranosid (IS) 6,80 min /
Salicortin 10,54 min 0,871069
Homalosid D 15,42 min 0,647018
Tremulacin 18,12 min 0,441760

3.3.5 Flussigchromatographie

Die Methanol-Extrakte der Wurzeln (vgl. Kapitel 3.3.3) wurden mit Hilfe des Agilent 1260
LC Systems (Agilent Technologies, Foster City, USA) auf deren Gehalt an Phytohormonen,
Salicinoiden und phenolische Verbindungen hin analysiert. Als stationare Phase diente eine
Zorbax Eclipse XDB-C18-Saule (50 x 4,6 mm, 1,8 um, Agilent Technologies), als Laufmittel
wurden (A) ddH-O mit 0,05 % Ameisensaure (v/v) und (B) Acetonitril verwendet. Bei einer
Flussrate von 1,1 ml/min erfolgte die chromatographische Trennung der Phytohormone
bzw. die Trennung der Salicinoide und phenolischen Verbindungen durch das in den
Tabellen 15 und 16 dargestellte Elutionsprofil.

Tabelle 15: Elutionsprofil fir die Analyse von Phytohormonen.
Mobile Phase: 0,05 % Ameisenséure in ddH20 (A) und 100 % Acetonitril (B); 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

Tabelle 16: Elutionsprofil fur die Analyse von Salicinoiden, glykosylierten Phytohormonen und
phenolischen Verbindungen.
Mobile Phase: 0,05 % Ameisenséure in ddH20 (A) und 100 % Acetonitril (B); Flussrate 1,1 ml /min.

Zeit min Laufmittel A [%] Laufmittel B [%]
0,00 — 0,50 95 5

0,50 — 6,00 95 -62,6 5-37,4

6,00 — 6,02 62,6 — 20 37,4-80

6,02 — 7,50 20-0 80 — 100

7,50 - 9,50 0 100

9,50 —9,52 0-95 100-5

9,52 -12,00 95 5
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Das LC-System war an das QTRAP 6500 Tandem-Massenspektrometer (Applied
Biosystems, MDS Sciex, Darmstadt, Deutschland) mit Turbospray-lonisierungsquelle und
Triple-Quadrupol gekoppelt. Die lonisierungsspannung lag bei 4500 eV, die Gastemperatur
bei der Analyse der Phytohormone bei 650 °C bzw. bei der Analyse der Salicinoide und
phenolischen Verbindungen bei 700 °C. Die weiteren Parameter waren bei beiden Analysen
die folgenden: Zerstaubergas: 60 psi, Heizgas: 60 psi, Schutzgas: 40 psi und Kollisionsgas:

Medium.

Tabelle 17: Parameter der Multiplen Reaktionsiberwachung (MRM) zur Untersuchung von
Phytohormonen.

Salicylsaure (SA), Abscisinsaure (ABA), Jasmonséure (JA), cis-Oxophytodienséure (cis-OPDA), JA-Konjugate
(JA-lle, OH-JA, COOH-JA-lle), 12-Hydroxyjasmonséure-Sulfat (12-JA-Sulfat), lle: Isoleucin, Q1: Quadrupol 1,
Q3: Quadrupol 3, RT: Retentionszeit, DP: Fragmentierungspotential, EP: Eingangspotential, CE:
Kollisionsenergie, CXP: Kollisionszellenaustrittspotential.

Verbindungen Q1 [m/z] Q3[m/z] RT[min] DP[V] EP[V] CE[V] CXP[V]

12-JA-Sulfat 305 97 2,4 -20 -10 -60 -10
OH-JA 2251 59 2,6 -20 -9 -24 -2
COOH-JA-lle 352,1 130,1 3 -50 -4,5 -30 -4
OH-JA-lle 338,1 130,1 3 -50 -4,5 -30 -4
SA 136,93 93 3,3 -20 -8 -24 -7
ABA 263 153,2 3,4 -20 -12 -22 -2
JA 209,07 59 3,6 -20 -9 -24 -2
JA-lle 322,19 130,1 3.9 -50 -4,5 -30 -4
cis-OPDA 290,9 165,1 4,6 -20 -12 -24 -2

Die Analyse fand im negativen lonisierungsmodus mit Multipler Reaktionsiiberwachung
(MRM) statt. Die Parameter der MRM fir die Phytohormone sind in Tabelle 17, die
Parameter der MRM flr die Salicinoide bzw. phenolischen Verbindungen in Tabelle 18
dargestellt. Im Anhang sind die Parameter der MRM fir die internen Standards (IS)
dargestellt (vgl. Tabelle 20, Anhang). Die Quantifizierung erfolgte durch die Verrechnung
der Signalstarke mit den IS bzw. durch Abgleich mit den Verdiinnungsreihen externer
Standards.

Tabelle 18: Parameter der Multiplen Reaktionstuberwachung (MRM) zur Untersuchung von Salicinoiden,
glykosylierten Phytohormonen und phenolischen Verbindungen.
Salicylsaure-2-O-D-Glycosid (SA-Glc), Q1: Quadrupol 1, Q3: Quadrupol 3, RT: Retentionszeit, DP:

Fragmentierungspotential, EP: Eingangspotential, CE: Kollisionsenergie, CXP:

Kollisionszellenaustrittspotential.
Verbindungen Q1[m/z] Q3[m/z] RT [min] DP[V] EP[V] CE[V] CXP|[V]
Arbutin 271 108 0,8 -30 -10 -32 -3
Salirepin-7-sulfat 381 97 0,9 -30 -5 -55 -2
Salirepin 301 139 0,9 -30 -11 -18 -2
Salicin-7-sulfat 365 97 2,7 -30 -5 -25 -2
SA-Glc 299,1 136,9 3,3 -30 -10 -18 -2
Kaffeesaure 179 134,9 4 -30 -8 -22 -5
Ferulasaure 193,1 133,9 5 -30 -8 -22 -5
p-Cumarséaure 163 118,9 4,7 -30 -8 -20 -21
Salireposid 405 121 54 -30 -8 -18 -2
Trichocarpin 405 242 5,6 -30 -8 -18 -5




3.4 Auswertung

Die Analyse der Sequenzierung wurde mit dem Programm DNASTAR Navigator (Version
13.0.0.357; DNASTAR, Madison, Wisconsin, Vereinigte Staaten) erstellt. Zur Durchflihrung
und Auswertung der gRT-PCR wurde das Programm CFX Manager (Version 3.1; BioRad)
nach Pfaffl et al., 2004 genutzt. Die Analyse der LC-MS/MS Daten erfolgte mit der Software
Analyst ®. Fir die Auswertung der HPLC-DAD bzw. GC-FID Daten wurde das Programm
Data Trans verwendet.

Die Berechnungen auf Basis der erhaltenen Datensatze wurde mit Hilfe von Microsoft Excel
2010 durchgefihrt. Dargestellt werden Mittelwerte = Standardfehler. Die statistische
Auswertung fand mit dem Programm SigmaPlot 11.0 fur Windows (Systat Software Inc.)
statt. Als statistische Tests wurde der Student T-Test bzw. der Wilcoxon Rangsummen-Test
mit SigmaPlot durchgefiihrt. Bei Bedarf wurden die Daten logarithmiert um die statistische

Modellvoraussetzung (Normalverteilung und Varianzhomogenitat) zu erfullen.

30



4 Ergebnisse

4.1 Analyse polarer Pathogen-induzierter Abwehrverbindungen in Populus
trichocarpa Wurzeln

Die Anzucht und Versuchskultivierung der Pappel-Stecklinge (Populus trichocarpa) erfolgte in
Hydrokultur. Um die Bildung von potentiellen Abwehrverbindungen zu induzieren, wurden die
Pappeln mit dem Oomyzeten Phytophthora cactorum in einem Zeitraum von 5 Tagen
co-kultiviert. Die Pathogen-infizierten Wurzeln bzw. die entsprechenden Wurzeln von
unbehandelten Kontrollpflanzen wurden geerntet und die enthaltenen polaren Verbindungen
mit Methanol extrahiert. Die Analyse der Extrakte erfolgte mittels HPLC-DAD bzw. LC-MS/MS.
Hierbei wurde der Einfluss des Pathogens auf den Phytohormon- sowie Salicinoidgehalt im
Frischgewicht (FG) der Wurzeln untersucht.
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Infektion
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20 7 - = *
I I | "

'Ll e 0 _

X \'ef \gl \¢ N W \gl N
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Abbildung 8: Phytohormongehalt in nicht infizierten (Kontrolle) und durch Phytophthora cactorum
infizierten (Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln.

Die Extraktion der Phytohormone Salicylsdure (SA), Abscisinsaure (ABA), Jasmonsaure (JA),
cis-Oxophytodienséaure (cis-OPDA) und JA-Konjugaten erfolgte in Methanol aus Frischgewicht (FG). Dargestellt ist
der durchschnittliche Gehalt [ng/g] FG + Standardfehler. Student T-Test bzw. Wilcoxon Rangsummen-Test: * =
p < 0,05 %; ** = p < 0,01 %; n = 7-8; lle: Isoleucin.

Im Detail wurde der Gehalt von Salicylsaure (SA), Abscisinsaure (ABA), Jasmonsaure (JA),
verschiedenen Jasmonsaure-Konjugaten und der biosynthetischen Vorstufe von JA,
cis-Oxophytodiensaure (cis-OPDA) (vgl. Abbildung 8), sowie der glykosylierten und
sulfatierten  Phytohormone  Salicylsdure-2-O-D  Glykosid  (SA-Glc)  bzw.  12-
Hydroxyjasmonsaure-Sulfat (vgl. Abbildung 9) mittels LC-MS/MS bestimmt. Die Analyse der
Phytohormone ergab, dass JA und SA-Glc nach Pathogenbefall eine signifikant erhéhte
Akkumulation im Vergleich zu den Kontrollwurzeln aufwiesen (vgl. Abbildung 8 und 9). Fir JA
konnte dabei mit einer 3-fachen Erhéhung des Gehaltes die starkste Induktion beobachtet

werden.
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Die SA-Konzentration sowie die Konzentration der verschiedenen JA-Konjugate und des
12-Hydroxyjasmonsaure-Sulfats (12-JA-Sulfat) blieben dagegen unverandert. Sowohl fir die
Kontrollwurzeln als auch fur die Pathogen-infizierten Wurzeln wiesen die Phytohormone
SA-Glc, 12-JA-Sulfat und SA (10,99 pg/g FG; 2,12 pg/g FG bzw. 150,29 ng/g FG nach
Infektion) die hochste Abundanz auf. Der genaue Gehalt und die statistischen Parameter der

Analyse sind dem Anhang Tabelle 21 zu entnehmen.
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Abbildung 9: Gehalt an glykosylierten bzw. sulfatierten Phytohormonen in nicht infizierten (Kontrolle) und
durch Phytophthora cactorum infizierten (Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln.

Die Extraktion der Phytohormone Salicylsdure-2-O-D-Glycosid (SA-Glc) und 12-Hydroxyjasmonsaure-Sulfat
(12-JA-Sulfat) erfolgte in Methanol aus Frischgewicht (FG). Dargestellt ist der durchschnittliche Gehalt [ug/g]
FG * Standardfehler. Student T-Test: * = p < 0,05 %; ** = p < 0,01 %; n = 7-8.

Im Weiteren wurde untersucht, ob der Pathogenbefall zu signifikanten Anderungen im
Salicinoidgehalt der Pappelwurzeln fihrte. Es wurde dabei der Gehalt von Salicin, Salicortin,
Homalosid D und Tremulacin mithilfe von HPLC-DAD analysiert. Die Quantifizierung der
verschiedenen Salicinoide erfolgte auf Basis der resultierenden Peakflache bei einer
Absorption von 200 nm. Die weiteren Salicinoide, Salicin-7-Sulfat, Salirepin, Salirepin-7-Sulfat
und Salireposid, wurden mithilfe von LC-MS/MS analysiert.

Sowohl fur die Kontrolle als auch fur die Pathogen-infizierten Pappelwurzeln waren erhebliche
Schwankungen zwischen den biologischen Replikaten messbar. Ausnahmen waren die
Verbindungen Salirepin, Salirepin-7-Sulfat und Salicin-7-Sulfat (vgl. Abbildung 10). Nur
Salicin-7-Sulfat wies eine signifikante, um 30 % erhohte Akkumulation im Vergleich zu den
Kontrollwurzeln auf. Die Konzentration der anderen Salicinoide wurde dagegen nicht durch
den Pathogenbefall beeinflusst und blieb konstant. Der genaue Gehalt der einzelnen
Salicinoide sowie die dazu gehérigen statistischen Parameter sind dem Anhang in Tabelle 22
zu entnehmen.

Zusatzlich wurden auch andere phenolische Verbindungen untersucht. Hierzu zahlten u. a.
Phenolsauren, Arbutin und Trichocarpin (vgl. Tabelle 23, Anhang). Nur Ferulasdure zeigte
eine Reduktion der Akkumulation um 25 % im Vergleich zu den Kontrollwurzeln. Die
Konzentration der anderen phenolischen Verbindungen blieb auch bei Pathogenbefall

konstant.
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Abbildung 10: Gehalt an Salicinoiden in nicht infizierten (Kontrolle) und durch Phytophthora cactorum
infizierten (Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln.

Die Extraktion der Salicinoide erfolgte in Methanol aus Frischgewicht (FG). Dargestellt ist der durchschnittliche
Gehalt [pug/g] FG + Standardfehler bzw. der relative Gehalt [Peakflache/mg] FG. Student T-Test: * = p < 0,05 %;
**=p<0,01%;n=7-8.
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4.2 Analyse apolarer Pathogen-induzierter Abwehrverbindungen in Populus
trichocarpa Wurzeln

Die n-Hexan-Extrakte von Kontrollwurzeln bzw. Pathogen-infizierten Pappelwurzeln bildeten
die Grundlage fir die Analyse von apolaren Abwehrverbindungen mittels GC-MS bzw. der
anschlieBenden Quantifizierung mittels GC-FID. Fiur die eindeutige Zuordnung
pappelspezifischer Verbindungen wurden auch n-Hexan-Extrakte aus dem Myzel von
P. cactorum erstellt, welche unter den gleichen Versuchsbedingungen Uber 5 Tage in
Hydrokulturlésung co-kultiviert wurden. Als ,pappelspezifisch® werden im weiteren Verlauf
somit Verbindungen bezeichnet, welche in den n-Hexan-Extrakten der Pappelwurzeln
detektierbar waren, nicht aber in dem Myzel von P. cactorum. Die Analyse des Effekts des
Pathogens auf den Aromaten-, Fettsdure- und Terpengehalt bildete den Fokus der

nachfolgenden Untersuchung, welche drei getrennte Versuchsdurchlaufe umfasste.

4.2.1 Hydrokulturexperiment 1 Identifikation potentieller apolarer
Abwehrverbindungen nach Pathogenbefall

Neben den Methanol-Extrakten wurden aus dem gleichen geernteten Wurzelmaterial (vgl.
Kapitel 4.1) n-Hexan-Extrakte fur die Analyse von apolaren Verbindungen hergestellt. Die
detektierten Verbindungen wurden in drei groRe Stoffgruppen zusammengefasst und farblich
im Totalionenstrom-Chromatogramm (TIC) hervorgehoben (vgl. Abbildung 11). In Grin
wurden als erste Gruppe die Aromaten mit Benzaldehyd, Benzylalkohol, Salicylaldehyd,
2-Phenylethylalkohol und Benzylsalicylat hervorgehoben. In Lila wurden als zweite Gruppe die
Fettsauren Myristinsaure, Pentadecansdure, Palmitinsaure, Olsaure, Stearinsaure und
Fettsdure-Vorstufen Myristaldehyd markiert. In Orange wurden als letzte Gruppe die Terpene
mit Limonen, 1,8-Cineol, a-Terpineol, Elemol und einem unbekannten Sesquiterpen
gekennzeichnet. Neben diesen drei groRen Verbindungsgruppen wurden nicht genauer
identifizierbare, unbekannte Verbindungen (Ul bis U10) detektiert und aufgrund
charakteristischer Fragmente im Massenspekirum (vgl. Abbildung 22 und 23, Anhang)
einheitlich allen Wurzelproben in den drei Versuchsreihen zugeordnet. Die statistische
Analyse der unbekannten Verbindungen Ul bis U10 sind dem Anhang in Tabelle 27 zu

entnehmen und werden innerhalb dieser Arbeit nicht weiter behandelt.
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Abbildung 11: GC-MS-Chromatogramme von Extrakten nicht infizierter (Kontrolle), durch Phytophthora
cactorum infizierter (Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln und dem Myzel von P. cactorum.

Die Extraktion der apolaren Verbindungen erfolgte in n-Hexan aus Frischgewicht (FG) und die Extrakte wurden mit
einer ZB 5-Kapillarsdule aufgetrennt und mithilfe eines Quadrupol-Massenspektrometers analysiert.
Gekennzeichnet wurden im Chromatogramm der Peak des internen Standards Nonylacetat (IS) bzw. farblich
hervorgehoben die drei Hauptklassen an apolaren Verbindungen: Aromaten (griin), Fettsauren (lila) und Terpene
(orange). 1: U1; 2: U2; 3: Benzaldehyd; 4: U3; 5: U4, 6: Limonen; 7: 1,8-Cineol; 8: Benzylalkohol; 9: Salicylaldehyd;
10: 2-Phenylethylalkohol; 11: a-Terpineol 12: US5; 13: U6; 14: Elemol; 15: unbekanntes Sesquiterpen;
16: Myristaldehyd; 17: Myristinsdure; 18: U7; 19: Pentadecanséure; 20: Benzylsalicylat; 21: U8; 22: U9; 23: U10;
24: Palmitinsaure; 25: Olséure; 26: Stearinsaure. Es sind die TIC-Chromatogramme vergleichend dargestellt;
TIC: Total lon Count, U: unbekannte Verbindung.

In der Stoffgruppe der Aromaten konnten als pappelspezifische Verbindungen Benzylalkohol,
Salicylaldehyd und 2-Phenylethylalkohol identifiziert werden (vgl. Abbildung 11, Abbildung
12B). Benzaldehyd hingegen war auch in den n-Hexan-Extrakten des Myzels von P. cactorum
detektierbar (vgl. Abbildung 11, Abbildung 12A). Der Gehalt an Benzaldehyd war im Vergleich
von Kontrollen und Pathogen-induzierten Wurzelproben aber nicht signifikant erhoht.

Benzylalkohol und 2-Phenylethylalkohol wiesen eine signifikant erhdhte Akkumulation nach
Pathogenbefall im Vergleich zu den Kontrollwurzeln auf. Mit einer 7-fachen Erhéhung des
Gehaltes konnte fiir 2-Phenylethylalkohol die starkste Induktion beobachtet werden.
Salicylaldehyd zeigte innerhalb der Stoffklasse der Aromaten die hodchste Konzentration,

wobei diese nach Pathogenbefall unverandert blieb (4,93 pg/g £ 1,79 FG nach Infektion).
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Abbildung 12: Aromatengehalt in nicht infizierten (Kontrolle) und durch Phytophthora cactorum infizierten
(Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln unterteilt nach dem Vorkommen der Verbindungen (A: in

P. trichocarpa Wurzelextrakten und P. cactorum Myzel vorhanden, B: nur in P. trichocarpa Wurzelextrakten
vorhanden).

Die Extraktion der Aromaten erfolgte in n-Hexan aus Frischgewicht (FG). Die Quantifizierung erfolgte mittels
GC-FID. Dargestellt ist der durchschnittliche Gehalt [ug/g] FG * Standardfehler. Student T-Test bzw. Wilcoxon
Rangsummen-Test: * = p < 0,05 %; * = p < 0,01 %; ** = p < 0,001 %; n = 7-8; BnOH: Benzylalkohol;
SALD: Salicylaldehyd; 2-PhenyletOH: 2-Phenylethylalkohol.

Eine Quantifizierung von Benzylsalicylat war mit den vorhandenen Wurzelproben nicht
mdoglich, da es bei der Retentionszeit von 26 min zu einer erhéhten Akkumulation von multiplen
Verbindungs-Peaks innerhalb der GC-FID Analyse kam. Der genaue Gehalt der einzelnen
Aromaten, sowie die dazu gehoérigen statistischen Parameter, sind dem Anhang in Tabelle 24
zu entnehmen.

Innerhalb der Stoffgruppe der Fettsduren und ihrer Vorstufe waren die einzigen
pappelspezifischen Verbindungen Pentadecanséaure und Myristaldehyd (vgl. Abbildung 11,
Abbildung 13 B). Die Fettsauren Myristinsaure, Palmitinsaure, Olsaure und Stearinsaure (vgl.
Abbildung 11, Abbildung 13 A) konnten sowohl in Kontroll-Wurzeln, den Pathogen-induzierten
Wurzelproben und dem Myzel von P. cactorum nachgewiesen werden.

A B
dekede _
80 - I M Kontrolle 12 M Kontrolle
8 Infektion 8 Infektion *%
O O
o) o)
= 40 - = 6 Fekk
= © -
) []
o R kK (O] -
=L - =
q | R B |

Myristinsdure Palmitinsdure  Olséure Stearinsaure Pentadecansédure Mpyristaldehyd

Abbildung 13: Fettsauregehalt in nicht infizierten (Kontrolle) und durch Phytophthora cactorum infizierten
(Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln unterteilt nach dem Vorkommen der Verbindungen (A: in

P. trichocarpa Wurzelextrakten und P. cactorum Myzel vorhanden, B: nur in P. trichocarpa Wurzelextrakten
vorhanden).

Die Extraktion der Fettsauren und Fettsdure-Vorstufen (Myristaldehyd) erfolgte in n-Hexan aus Frischgewicht (FG).
Die Quantifizierung erfolgte mittels GC-FID. Dargestellt ist der durchschnittliche Gehalt [ug/g] FG + Standardfehler.
Student T-Test bzw. Wilcoxon Rangsummen-Test: * = p < 0,05 %; ** = p < 0,01 %; *** = p < 0,001 %; n = 7-8.

Um eine eindeutige Identifikation der gefunden Fettsauren gewéhrleisten zu kénnen, wurden
die Massenspektren der Fettsduren aus der Versuchsprobe mit authentischen Standards
verglichen (vgl. Abbildung 24 und 25, Anhang). Fir die Fettsduren Myristinsaure,
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Palmitinsdure und Stearinsdure wurde eine erhdhte Akkumulation in den Wurzelproben nach
Pathogenbefall im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. Hierbei kam es zu einer 15-fach erhéhten
Akkumulation von Myristinsaure und zu einer fast 3-fach erhéhten Akkumulation von
Palmitinsaure und Stearinsaure. Die hochste Akkumulation wies hierbei die Palmitinséure
nach der Pathogen-Infektion auf (Gehalt von 72 ug/g = 6,13 FG nach Infektion).

Bei der pappelspezifischen Fettsdure Pentadecansaure bzw. der Vorstufe Myristaldehyd
wurde eine signifikant erhdéhte Akkumulation nach Pathogenbefall festgestellt. Der Gehalt von
Pentadecansaure erhohte sich hierbei um das 3-fache, der von der Fettsaure-Vorstufe
Myristaldehyd um das 2,7-fache. Den genauen Gehalt der einzelnen Fettsauren und alle
statistischen Parameter sind dem Anhang in Tabelle 25 zu entnehmen.

Als einzige der drei Stoffklassen konnten die Terpene nur in Wurzelproben von P. trichocarpa
detektiert bzw. quantifiziert werden, nicht aber in den Myzel-Proben von P. cactorum.
Insgesamt konnten drei Monoterpene (Limonen, 1,8-Cineol und a-Terpineol) und zwei
Sesquiterpene (Elemol und ein unbekanntes Sesquiterpen) eindeutig nachgewiesen werden
(vgl. Abbildung 11, Abbildung 14).

Abbildung 14: Terpengehalt in nicht infizierten (Kontrolle) und durch Phytophthora cactorum infizierten
(Infektion) Populus trichocarpa Wurzeln.

Die Extraktion der Monoterpene (Limonen, 1,8-Cineol, a-Terpineol) und Sesquiterpene (Elemol und unbekanntes
Sesquiterpen) erfolgte in n-Hexan aus Frischgewicht (FG). Die Quantifizierung erfolgte mittels GC-FID. Dargestellt
ist der durchschnittliche Gehalt [ug/g] FG = Standardfehler. Student T-Test bzw. Wilcoxon Rangsummen-Test:
*=p<0,05%; **=p<0,01 %; **=p<0,001%; n="7-8.

Die drei Monoterpene wurden mithilfe von authentischen Standards eindeutig verifiziert (vgl.
Abbildung 26, Anhang). Die genaue Quantifizierung ergab, dass a-Terpineol, Elemol und das
unbekannte Sesquiterpen eine signifikant erhdhte Akkumulation nach Pathogenbefall im
Vergleich zur Kontrollwurzel aufwiesen (a-Terpineol 4,4-fach; Elemol 27-fach und das
unbekannte Sesquiterpen 108-fach). Der Gehalt von Limonen und 1,8-Cineol wurde dagegen
nicht durch den Pathogenbefall beeinflusst und blieb konstant. Den genauen Gehalt der
einzelnen Terpene und die statistischen Parameter sind dem Anhang in Tabelle 26 zu
entnehmen.

Das Massenspekitrum des unbekannten Sesquiterpenes stimmt mit einem Produkt der
Terpensynthase PtTPS5 (Potri.005G095500) aus Irmisch et al., 2014 Uberein. Mit einer

Konzentration von 4,31 pg/g FG nach Infektion liegt im Vergleich zu anderen Sesquiterpenen
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