Ekonupotst M

waaieng
viwozbpgLikcps
NWME|LLorcpunuad

Schriftenreihe

Nicolas Briggemann

Untersuchungen zur Regulation der Isoprenbildung bei Eichen

Herausgeber: Prof. Dr. Wolfgang Seiler
Fraunhofer-Institut Atmospharische Umweltforschung
Kreuzeckbahnstr. 19, 82467 Garmisch-Partenkirchen
Garmisch-Partenkirchen, 2002



Die Deutsche Bibliothek - CIP-Einheitsaufnahme

Briiggemann, Nicolas:

Untersuchungen zur Regulation der Isoprenbildung bei Eichen/

Nicolas Briiggemann. Aachen: Shaker, 2002
(Schriftenreihe des Fraunhofer-Instituts Atmospharische Umweltforschung;;
Bd.2002,70)
Zugl.: Freiburg, Univ., Diss., 2001

ISBN 3-8265-9848-2

Copyright Shaker Verlag 2002

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

PrintedinGermany.
ISBN 3-8265-9848-2
ISSN 1436-1094
Shaker Verlag GmbH « Postfach 1290 « 52013 Aachen

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




Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Biogene fliichtige organische Verbindungen (BVOC) .........cccccooeriiieiienenen. 1
1.2 Bedeutung der BVOC fir die Chemie der Atmosphare ...........ccccevvceeirieen e 2
1.3 Quellen und Senken flir BVOC ..........cooooiiiiiii e e 4
1.4 Wichtigste Komponente der BVOC: Isopren und seine Bedeutung............... 6

1.5 Biosynthese des Isoprens .............

1.6 Regulation der Isoprenemission

1.6.1 Substratabhangigkeit der Isoprenemission ....

1.6.2 ATP-Abhé&ngigkeit der Isoprenemission ..........coccceeeeiiiiiiiiieeiieciiieeen.
1.6.3 Temperaturabhangigkeit der Isoprenemission ...........ccccoceevviereiineenn. 17
1.6.4 Abhangigkeit der Isoprenemission vom Isoprensynthasegehalt ........ 18
1.6.5 Weitere Umweltfaktoren ... 19
1.7 Moglichkeiten der Vorhersage der Isoprenemission ...........cccceceeiienienee. 20
1.8 Ziele der ArDeit ........ooooiee e e 21
2 Material und Methoden 24
2.1 Pflanzenmaterial und Anzuchtmethoden ...........cccocviiriiiinininicceeee 24
2.1.1  Stieleiche (QUEercus roburL.).........ccccociiviiiiiiiiiiieiiie e 24
2111 KIONMAIEHAl ..o 24
2.1.1.2  Generatives Material ..........cccoviriiiiiiiiiie e 26
2.1.2 Flaumeiche (Quercus pubescens Willd.)...........cccoeveeniiriiinieeiieeneenne 27

2.1.2.1  Generatives Material fir die Bodentrockenheits-

EXPEriMENte....cooiiiiee e 27
2.1.2.2 Baum am Naturstandort (bei Montpellier, Frankreich).................. 27
2.1.3  Pilzkultur (Laccaria 1aCCata)............cccouuvueiirieiiiiiiie e 28

2.2 Synthese von Isopentenyldiphosphat (IDP) und Dimethylallyldiphosphat
(DIMADP) ..ttt ettt et ettt et e st e bt et e bt e e be e e e eneenneennea

2.3 Standardmethode zur Herstellung von Blattextrakten

2.4 Spektralphotometrische ANalySeN ........cccooeeciviviiiee i
2.4.1  Bestimmung der Proteinkonzentration..............ccccoeciiiiiniiiiiniiennnne 32
2.4.2 Bestimmung der Chlorophyll- und Carotinoidgehalte ...............cccocec... 33

2.5 Gaschromatographische Analytik des Isopren...........cccoceveeiciciccieccenn. 34
2.5.1 Identifizierung und Quantifizierung des Isoprens ..........cccocoeeveeereennen. 35

2.6 Bestimmung von DMADP in BIAttern ... 37
2.6.1 Extraktion und Nachweis des DMADP ..........cooioiiiiiiiiiceeccee e, 37



Inhaltsverzeichnis

2.6.2 Berechnung der DMADP-Konzentrationen in Blattern......................... 38
2.7 Standardtest zur Bestimmung der IDP-Isomerase-Aktivitat ...........c.cccoceeee. 40
2.7.1  Berechnung der IDP-lsomerase-AktiVitat .........cccccovviviniiennieeniieenne 40
2.8 Standardtest zur Bestimmung der Isoprensynthase-Aktivitat ..................... 41
2.8.1  Berechnung der Isoprensynthase-Aktivitat .............cccocoeviiniiiniinine 42

2.9 Messungen des photosynthetischen Gaswechsels

UNd der ISOPIrENEMISSION......ccoiiriiiiieeeeciee e

2.9.1 Aufbau der Messanlage

2.9.2 Aufbau der Blattklvetten..........ccocveiieiiiiieiiieee e 46
2.9.3 Beleuchtungsaufsatz............c.cccociiiiiiiiiiiiiiii e 49
2.9.4 Bestimmung des photosynthetischen Gaswechsels mittels eines
Infrarotabsorptionsdifferenz-Analysators (Differenz-BINOS)................ 50
2.9.4.1  MESSPIINZIP....eviiriiiiiiiiitie ettt e 50
2.9.4.2  Kalibration.......cccooiieriiee e 50
2.9.4.3 Durchflihrung der MesSUNGeN...........cocueiiiiereeicne e 51
2.9.4.4 Berechnung der GaswechselgroBen.........cccccvveeerriieeineeeennenenne 52
2.9.5 Bestimmung der Isoprenemission mittels eines schnellen
Isoprenanalysators (FIS)..........ccceuiririiiieneiieese e 54
2.9.5.1  Messprinzip des FIS........oo oo 54
2.9.5.2  Kalibration........ccooioeieiiiee e 56
2.9.5.3 Durchfihrung der Messungen...........ccccevuieiieniiiiiesincee s 57
2.9.5.4 Berechnung der Emissionsraten..........cccocuveiiiiiiiiiieene e, 57

2.9.6 Kalibration der Gbrigen Komponenten der Gaswechselmessanlage....59
2.9.6.1  ADSOIUE-BINOS........ooii e
2.9.6.2 Taupunktspiegel...

2.9.6.3 Gasflussregler......
2.9.6.4 Thermoelemente...........

2.9.6.5 Quanten-Sensoren

2.9.7  Datenerfassung.........cccoceeiiiiiiiiiiei e 61
2.9.8 Durchfihrung der MeSSUNGEN.........cccuiriiiiiienie ittt 62
2.10 SolardomeXPErMENTE. ......cciiiiiiieieeitie ettt ene s 64
2.10.1 Aufbau der Kammern..........cueoiiiiiiiiieeee e 66
2.10.2 Versuchsbegleitende Erfassung von Strahlungs- und Klimadaten...... 68



Inhaltsverzeichnis

2.10.3 Bestimmung des Wasserpotenzials vor der D&mmerung
(pre-dawn water potential)............ccccueiceeieieieenieeee e 69
2.10.4 Versuchsdurchflhrung.........cccovoeeeiiiiienie e 70
2.10.4.1 Messung von Tagesverlaufen des Gaswechsels und der
Isoprenemission bei der Stieleiche..........ccccocceiiiiiiiiiinienccee. 70
2.10.4.2 Messung des Gaswechsels und der Isoprenemission in
Abhéangigkeit von Bodentrockenheit bei der Flaumeiche.............. 71

2.10.4.3 Messung des Gaswechsels und der Isoprenemission in

Abhéangigkeit von Bodentrockenheit bei der Stieleiche................. 72
2.11 Einfluss von Mehltaubefall auf die Isoprenbiosynthese bei der Stieleiche... 73
2.11.1 Versuchsdurchflhrung.........cccoooeeiiiiieni e 73
2.11.2 Versuchsbegleitende Erfassung von Strahlungs- und Klimadaten...... 74
2.12 Freilandexperiment mit der Flaumeiche am Naturstandort.......................... 74
2.13 Datenverarbeitung und Statistik.........c.cccveeriiiiniie e 76
2.14 Chemikalien und Verbrauchsmaterial.............cccceririiiiiiinennieeee e 77
Ergebnisse 78
3.1 Entwicklung eines nicht-radioaktiven Enzymtests zur Bestimmung
von in vitro-Aktivitdten der IDP-Isomerase..........cccccceviieiinieecnciiee s 78
3.1.1  pH-Abhangigkeit der DMADP-Hydrolyse...........cccoeceeiiiiieriieinnceeees 78
3.1.2 Konzentrationsabhangigkeit der DMADP-Hydrolyse............cc.ccooeienie 79
3.1.3 Temperaturabhangigkeit der DMADP-Hydrolyse............cccccoeiviiiennns 82
3.1.4 Zeitabhéngigkeit der DMADP-Hydrolyse..........ccocviiiieriieeiineecieeene 83
3.2 Charakterisierung der IDP-Isomerase in Blattern der Stieleiche ................. 83

3.2.1  pH-Abh&ngigkeit...........cccoiiiiiii e
3.2.2 Substratabhangigkeit
3.2.3 Temperaturabhangigkeit (Ea nach Arrhenius)
3.2.4 Zeit- und Proteinabhangigkeit............ccccoeveeenns

3.2.5 Reproduzierbarkeit des IDP-Isomerase-Tests .......cccccoeeveeceeerneeeennen. 20
3.3 Nachweis von DMADP in Blattextrakten Uber head space-Analyse............. 91
3.4 Regulation der Isoprenbildung bei der Stieleiche .............ccocoiiiiiiiiiinnne 94

3.4.1  Enzymaktivitdten der IDP-Isomerase und der

Isoprensynthase im Tagesverlauf ............cccocoiiiiiiiiiniies 95

3.4.2 DMADP-Blattkonzentrationen im Tagesverlauf...........ccccoeeceveecieeennnnn. 97



Inhaltsverzeichnis

3.4.3 Tagesgéange des photosynthetischen Gaswechsels und der

[SOPrENEMISSION. .....ciiiiiiiiiiir e s 99
3.4.4 Korrelation der DMADP-Blattgehalte mit der Netto-Assimilation
und mit der ISOPrenemMISSION ........cc.eeiiiiiiiiiieee e 108

3.4.5 Korrelation der Enzymaktivitaten der IDP-Isomerase und der

Isoprensynthase mit der Isoprenemission ........cccccoeeccvveeeeeenn.

3.5 Einfluss von Umweltfaktoren auf die Isoprenbildung und -emission

3.5.1 Effekt von Mehltaubefall auf die Isoprenbildung bei der Stieleiche....111

3.5.1.1  Chlorophyligehalte und photosynthetischer Gaswechsel .......... 112
3.5.1.2 IDP-Isomerase- und Isoprensynthase-Aktivitéaten

SOWIE [SOPreNEmMISSION .....cceviiiieiiiiie e 113

3.5.1.3 Korrelation der Isoprenemission mit dem Chlorophyligehalt......114
3.5.2 Einfluss von Bodentrockenheit auf die Isoprenbildung

bei der Stieleiche und der Flaumeiche...........cccoceoveiriiiiciicenece, 115

3.5.2.1  SHEleiChe. ..o e 116

3.5.2.1.1 Photosynthetischer Gaswechsel..........cccccccveviiiiiieenneenn. 116
3.5.2.1.2 IDP-Isomerase- und Isoprensynthase-Aktivitaten

SOWie [SOPrenemisSioN.........cccocieveieiiiniie i 118

3.5.2.2  FlaumeiChe ......cccoiiiiii e 119

3.5.2.2.1 Photosynthetischer Gaswechsel............c..ccoccooiiiiinnnnne 119

3.56.2.2.2 IDP-Isomerase- und Isoprensynthase-Aktivitaten
SOWIE ISOPrENEMISSION. .....cviieieiiiiiiiieeee et 121

3.5.3 Verteilung der IDP-Isomerase- und Isoprensynthase-Aktivitaten

im Kronenraum einer Flaumeiche im Freiland .............ccccociniiinnies 124
4 Diskussion 129
4.1 Neue Methode zur Bestimmung von DMADP-Gehalten in Blattern........... 130
4.2 Neue Methode zur Bestimmung von IDP-Isomerase-Aktivitaten
TN BIALIEIN ... 132
4.3 Charakteristika der IDP-Isomerase in Blattern der Stieleiche..................... 133
4.4 Bedeutung der IDP-Isomerase fur die Isoprenoidbiosynthese................... 137
4.5 Regulation der Isoprenbildung bei der Stieleiche im Tagesverlauf............ 139
4.6 Einfluss von Umweltfaktoren auf die Isoprenbiosynthese ........................ 146
4.6.1 Mehltaubefall bei der Stieleiche...........ccccovceriiiniiiiiieeeee 146
4.6.2 Bodentrockenheit bei der Stieleiche und bei der Flaumeiche ........... 148



Inhaltsverzeichnis

4.6.3 Position der Blatter innerhalb der Baumkrone bei der Flaumeiche .. 151

4.7 AUSDIICK ..o e 153
Zusammenfassung 155
Literatur 158
Anhang 173

7.1 KlimMadaten ........ccoiiieeeee e .. 173

711 Standort Wank ........cooeeiiiiieeee e .. 173
7.1.1.1  Solardomexperiment 1998.. ....173
7.1.1.2 Solardomexperiment und Bodentrockenheitsexperiment 1999.175
7.1.1.3  Bodentrockenheitsexperiment 2000 .............cccocviiiiniiiiiieninens 176

7.1.2 Standort IFU: Mehltauversuche 1998 und 1999 ..........ccccovviriiennnnne 178

7.2 Charakteristik der Klvetten zur Bestimmung des

photosynthetischen Gaswechsels und der Isoprenemission..................... 180
7.3 Charakteristik der Messanlage zur Bestimmung des

photosynthetischen Gaswechsels und der Isoprenemission..................... 181

7.4 Kalibration der Messanlage zur Bestimmung des

photosynthetischen Gaswechsels............ccccvvieeeiiiiieniine e 183
7.41  BINOS-Kalibration.........ccocceiiiiieinireiienieeee st 183
7.4.2 Kalibration der Thermoelemente .........c.cccoveeiiiiniiiiinnee e 187
7.4.3 Kalibration der QUanten-SeNSOreN ..........ccceerueeiirriiienee e 188

7.5 Bestimmung der Licht- und Temperaturabhangigkeit des
photosynthetischen Gaswechsels und der Isoprenemission bei
Quercus robur fur die Korrektur der Messdaten ...........ccccceveerieeniieneenne 189
7.6 Auswertedateien (Syntax-Files) fur die Berechnung des photo-
synthetischen Gaswechsels und der Isoprenemission sowie der
in vitro-Aktivitaten der IDP-Isomerase und der Isoprensynthase
7.6.1  Photosynthetischer Gaswechsel und Isoprenemission...........
7.6.2  IDP-ISOMEIASE .....coueieiiieiieiic ettt

7.6.3  1SOPrensynthase .........cccocoveiriiiiiiisiin st

Danksagung




Abklrzungen

Abkirzungen

ATP Adenosintriphosphat

C Kohlenstoff

CHES 2-(N-Cyclohexylamino)-
ethansulfonséure

d Tag

DMAA Dimethylallylalkohol

DMADP Dimethylallyldiphosphat

DMVC Dimethylvinylcarbinol

DTT Dithiothreitol

FG Frischgewicht

fmol Femtomol (107"° mol)

g Erdbeschleunigung

HPLC High-Performance Liquid
Chromatography

IDP Isopentenyldiphosphat

KAS Kaltaufgabesystem
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