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1. EINLEITUNG

Die Gesunderhaltung der Pflanzen ist eine der wichtigsten Aufgaben im praktischen
Pflanzenbau. Die Suche nach resistenten Genotypen sowie die Entwicklung
umweltvertraglicher PflanzenschutzmaBnahmen ist deshalb von groBer Bedeutung. Bei
Weinreben und Erdbeeren verursacht das Auftreten von Grauschimmel (Botrytis cinerea)
dramatische Ertrags- und Wertverluste des Ernteguts. Im Gegensatz zu den reifen
Frichten wurde bei jungen, unreifen Frichten beider Kulturen eine Resistenz gegen
Botrytis cinerea beobachtet. In der Literatur werden zahlreiche Faktoren diskutiert, die fir
diese temporale Resistenz verantwortlich sein kénnten (HUTH et al. 1980, HILL et al.
1981, SCHERER et al. 1982, BAVARESCO et al. 1997, DI VENERE et al. 1988, JERSCH et al.
1989, JEANDET et al. 2002, PEZET et al. 2003a, GABLER et al. 2004). Dabei werden fir
beide Kulturen phenolische Stoffe als Resistenzfaktoren beschrieben.

Bei der Erdbeere ist die Botrytis-Resistenzziichtung mit inter- und intraspezifischen
Hybridisierungen aufgrund ihres unterschiedlichen Chromosomensatzes (diploid bzw.
oktoploid) beschrankt (HANcock 1999). Dagegen sind inter- und intraspezifische
Kreuzungen innerhalb der Gattung Vitis unbegrenzt mdglich. Trotzdem muss der Vinifera-
Anteil im Genom einer zugelassenen Sorte laut Sortengesetzgebung mindestens 90
Prozent betragen (EIBACH 1999, KNOTT et al. 1999). Auf diese Weise entstand die
Botrytis-resistente Sorte ,Regent’, die bereits fir die Qualitatsweinproduktion zugelassen
wurde. Dennoch méchten viele Winzer und Konsumenten nicht véllig auf traditionelle
Sorten verzichten.

Die gentechnischen Ansatze zur Resistenzsteigerung bei der Erdbeere und Weinrebe
befinden sich noch in einem sehr frihen Entwicklungsstadium. Neben der klassischen
Resistenzzlichtung sowie molekularen Ansatzen mit transgenen Pflanzen wird die
Resistenzinduktion als weitere Methode zur Steigerung der Resistenz in der Pflanze
gesehen. In diesem Zusammenhang fielen phenolische Stoffe als von auBen
modifizierbare pflanzliche Abwehrstoffe, welche an der Resistenz der Pflanze beteiligt
sind (TREUTTER 2005), besonders ins Auge. Flr eine gezielte Resistenzinduktion durch
phenolische Stoffe als neue Strategie im Pflanzenschutz gegen Botrytis cinerea, ist es
notwendig, detaillierte Kenntnisse Uber den Phenylpropanoidmetabolismus der Weinrebe
und der Erdbeere zu gewinnen.

Heutige biochemische und molekularbiologische Methoden bieten viele Méglichkeiten, um
die Funktionen der ausgewdhlten Substanzen aufzuklaren. So ist es durch verschiedene
gentechnische Methoden mdglich geworden, einzelne Gene zu regulieren oder gar véllig
auszuschalten. Dadurch entstehen Veranderungen im Pflanzenmetabolismus, die neue




1. Einleitung 2

Kenntnisse Uber Struktur und Funktion der Gene erbringen kdnnten. Aufgrund sozio-
6konomischer Griinde ist eine Alternative zur Gentechnik sowohl flr die Forschung als
auch fur die Praxis vorteilhaft.

Aufgrund seiner Struktur wirkt Prohexadion-Ca als Inhibitor Ketoglutarat abhangiger
Dioxygenasen (RADEMACHER 2000), was bei verschiedenen Pflanzarten zu
Veranderungen im Phenylpropanoidmetabolismus fihren kann (ROMMELT et al. 1999Db,
ROMMELT et al. 2003a, ROMMELT et al. 2003b, GOSCH et al. 2003). In dieser Arbeit wurde
versucht, mit Hilfe von Prohexadion-Ca, eine Alternative zu gentechnischen Methoden zu
finden, und zwar durch Modifizierung der Phenylpropanoidmuster wéahrend der
Entwicklung der Reproduktionsorgane der Weinrebe und Erdbeere. Es wurde untersucht,
in wie weit es mdglich ist, den Phenolstoffwechsel, als méglichen Grund der bestehenden
Resistenz in der grinen Frucht, von auBBen zu steuern und far die reifen Frichte nutzbar
zu machen. AuBerdem sollten mit diesen Modifikationen die bisherigen Kenntnisse tUber
der Phenolstoffwechsel der Weinrebe und auch der Erdbeere erweitert werden. Durch
analytische Methoden wurden die aufgetretenen Modifikationen quantitativ und qualitativ
erfasst und mit bisherigen molekularbiologischen und enzymologischen Ergebnissen
verglichen.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Taxonomische Einordnung der Weinrebe und der Erdbeere

Abteilung: Spermatophyta Abteilung: Spermatophyta
Unterabteilung: Angiospermae | Unterabteilung: Angiospermae
Klasse: Dicotyledone Klasse: Dicotyledone
Ordnung: Rhamnales Ordnung: Rosales

Familie: Vitaceae Familie: Rosaceae

Gattung: Vitis (x=19) Gattung: Fragaria (x=7)

Art: Vitis vinifera L. Art: Fragaria x ananassa Duch.

Tab.1:Taxonomie der Weinrebe und der Erdbeere

Taxonimisch gesehen gehdrt die Weinrebe zur Familie der Vitaceae (Rebengewéchse).
Planchon (1877) teilte die Gattung Vitis in zwei Untergattungen: Euvitis (x=19) und Mus-
cadinia (x=20). Art Vitis vinifera L. gehort zur Untergattung Euvitis die weiter in zwei Un-
terarten geteilt ist: Vitis vinifera L. ssp. sativa (die sortenreichen européischen Kulturre-
ben) und Vitis vinifera L. ssp. silvestris (Europdische Wildrebe). Die Kulturrebe ist diploid
und stark heterozygot (MIROSEVIC 1993).

Die Erdbeere gehért zur Familie der Rosengewéachse (Rosaceae), Gattung Fragaria
(x=7).

Der einfache Chromosomensatz besteht bei allen Erdbeerarten aus 7 Chromosomen. Die
verschiedenen Arten bzw. Hybriden weisen einen doppelten (diploid) bis zehnfachen (de-
kaploid) Chromosomensatz auf. Die am haufigsten vorkommende Wildform ist F. vesca,
die in Europa heimische Walderdbeere. Sie besitzt 14 Chromosomen und z&hlt zu den
diploiden Arten. Die Gartenerdbeere (Fragaria x ananassa Duch.) weist einen oktoploiden
(achtfachen) Chromosomensatz auf. Sie entstand als Zufallshybride aus den oktoploiden
Arten Fragaria chiloensis L. und Fragaria virginiana Duch. (HANNOCK 1999).

2.2. Biosynthese phenolischer Stoffe (hach Forkmann und Heller 1999)

2.2.1 PAL (Phenylalaninammoniumlyase)

Im Shikimisdureweg werden einfache Kohlenhydrat-Vorstufen aus der Glycolyse
(Phosphoenolpyruvat) und dem Pentosephosphatweg (Erythrose-4-phosphat) in aromati-
sche Aminosaure Phenylalanin umgewandelt. Durch die PAL wird aus Phenylalanin durch
Abspaltung von NHj; trans-Zimtsaure gebildet und damit steht Phenylalanin nicht mehr fur
die Proteinbiosynthese zur Verfugung. PAL bendtigt keine Kofaktoren und katalysiert den
ersten Schritt des Phenylpropananoid-Biosynthesewegs. Das Enzym befindet sich an
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einem Scheideweg zwischen Primar- und Sekundarstoffwechsel. Die PAL, zeigt unter
Einwirkung abiotischer wie biotischer Stressoren n vielen Pflanzen eine erhéhte Aktivitat
(TREUTTER 2005). Im weiteren Verlauf der Phenylpropanoidbiosynthese wird die trans-
Zimtsaure durch die Zimtsdure 4-Hydroxylase (C4H), welche als membrangebundene,
Cytochrom-P450-abhéangige Monooxygenase charakterisiert ist, zur p-Cumarsaure umge-
setzt. Die p-Cumarsdure wird durch 4-Cumarat: CoA Ligase in einer Mg?*/ATP abhéngi-
gen Reaktion aktiviert. Dabei entsteht p-Cumaroyl-CoA.

2.2.2 CHS/CHI (Chalkonsynthase/Chalkonisomerase)
Der C¢C3Ce-Grundkérper der Flavonoide entsteht durch sukzessive Kondensation von

einem Molekll p-Cumaroyl-CoA mit drei Molekilen Malonyl-CoA zum Naringenin-Chalkon
(4,2’,4’,6’-Tetrahydroxychalkon) unter Abspaltung von drei Molekilen CO, und 4 Moleku-
len Coenzym-A (CoA). Katalysiert wird diese Reaktion durch das Enzym Chalkonsynthase
(CHS), das Schlisselenzym der Flavonoid-Biosynthese. Neben dem bevorzugten Sub-
strat p-Cumaroyl-CoA kénnen auch weitere Hydroxyzimtsdure-CoA-Ester, Kaffeoyl-CoA
und Feruloyl-CoA, als Substrate der Chalkonsynthase dienen. Durch die anschlieBende
Zyklisierung der Chalkone durch Chalkonisomerase (CHI) entstehen Flavanone, in erster
Linie Naringenin. Chalkonisomerase bendtigt keine Cofaktoren.

2.2.3 STS (Stilbensynthase)
In planta konkurriert die STS mit der CHS um die gemeinsamen Substrate. Die beiden

Enzyme sind mit einer etwa 70%-igen Identitat der Sequenzen auf Proteinebene eng ver-
wandt. Héchstwahrscheinlich entwickelte sich die heutige STS mehrfach unabhéngig in
verschiedenen Pflanzenfamilien aus der CHS (SCHRODER et al.1988).

Die Reaktionen sind bis zu dem Tetraketid-Intermediat nach den drei Kondensations-
Reaktionen mit Malonyl-CoA identisch. Erst danach unterscheiden sie sich in der Faltung
zu einem neuen aromatischen Ringsystem. Bei der Ringbildung zum Stilben Resveratrol
wird die endstandige Carboxyl-Gruppe als Kohlendioxid (CO,) abgespalten; dies findet bei
der Reaktion mittels CHS nicht statt (AUSTIN et al. 2004). Die Expression einer STS konn-
te bisher in Arachis hypogaea, (SCHOPPNER UND KINDL 1984) Pinus sylvestris (SCHANZ et
al. 1992) und in Arten der Vitaceae nachgewiesen werden (SPARVOLI et al. 1994, JEAN-
DET et al. 2002).

2.2.4 F 3’H (Flavonoid 3’-hydroxylase) und F 3’5’H (Flavonoid 3’'5’-hydroxylase)
Modifikationen durch Substituierung des B-Rings werden in Anwesenheit von Flavonoid

3’-hydroxylase (F3’H) bzw. 3'5’-Hydroxylase, beide Cytochrom P450-abhédngige Moonoo-
xygenasen, durchgefuhrt. Diese kdnnen den B-Ring von Flavanonen, Dihydroflavanolen,
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Flavonolen hydroxylieren. Die Hydroxylierung des B-Rings bestimmt Farbe, Stabilitat und
Antioxidative Wirkung von Flavonoiden.

2.2.5 FHT (Flavanon 3-Hydroxylase)
Eine 3B-Hydroxylierung der Flavanone durch die 2-Oxoglutaratabhangigen Dioxygenase

Flavanon 3B-Hydroxylase (FHT) flhrt zu den korrespondierenden Dihydroflavonolen. Die
FHT ist eine Dioxygenase, die drei Co-Faktoren benétigt: 2-Oxoglutarat, Fe** und Ascor-
bat. Abklrzung FHT leitet sich von Flavanone Hydroxylase Three ab, im englischen
Sprachraum findet man auch die Abkirzung F3H.

2.2.6 FLS (Flavonolsynthase)
Bei der FLS handelt es sich wie bei der FHT um eine 2-Oxoglutarat, Fe**, Ascorbat ab-

hangige Dioxygenase. Sie katalysiert die Einfihrung einer Doppelbindung zwischen dem
C.- und dem Cs-Atom. Dabei wird am C,-Atom zunéachst eine Hydroxylgruppe eingefihrt
und anschlieBend Wasser abgespalten und somit Dihydroflavanole in Flavonole konver-

tiert werden.

2.2.7 DFR (Dihydroflavonol 4-reduktase)
Die DFR katalysiert die Reduktion der Ketogruppe am C4-Atom des Heterozyklus der Di-

hydroflavonole, wodurch die Flavan-3,4-diole gebildet werden, die aufgrund ihrer Farblo-
sigkeit auch als Leucoanthocyanidine (leuco = weiB) bezeichnet werden.
Bei dem Enzym handelt es sich um eine NADP*/NADPH abhangige Oxidoreduktase.

2.2.8 LAR (Leucoanthocyanidinreduktase) und ANR (Anthocyanidinreduktase)
LAR und ANR sind beide NADP*/NADPH abhangige Oxidoreduktasen. LAR katalysiert in
Anwesenheit von NADPH die Reduktion von Leucoanthocyanidine (Flavan-3,4-diole) zu

Flavan 3-olen. Ausgehend von den Anthocyanidinen wird durch die Anthocyanidinreduk-
tase das Flavan 3-ol Epicatechin gebildet (XIE UND DIXON 2005).

2.2.9 ANS (Anthocyanidinsynthase)
Bei der ANS handelt sich wie bei der FHT und FLS um eine a-Ketoglutarat, Fe**, Ascorbat
abhangige Dioxygenase. Sie transformiert Leucoanthocyanidinen in Anthocyanidine.

Nach neusten Erkenntnissen von WELLMANN et al. (2006) kann die ANS auch Catechin
oxidieren und zur Synthese von Cyanidin oder einem neuartigen Catechin-Dimer fihren.
Dieses Enzym wird auch Leukoanthocyanidindioxygenase (LDOX) genannt (ABRAHAMS
et al. 2003).
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2.2.10 UFGT (UDP-Glucose: Flavonoid-3-O-glucosyltransferase und OMT (O-
Methyltransferase)

Die Glykosylierung der Flavonoide ist ein wichtiger Modifikationsschritt. Dadurch kommt
es einerseits zu einer Erhéhung der Léslichkeit des Molekils in Wasser, andererseits ist
die Glykosylierung die Grundvoraussetzung fiir die nachfolgende Acylierung des Zucker-
rests mit organischen S&uren. Bei den Anthocyanen ist die Glykosylierung ein essentieller
Bestandteil der Biosynthese, da die gebildeten Anthocyanidine chemisch instabil sind.
Erst durch Ubertragung eines Zuckerrests auf die Hydroxylgruppe der Position 3 kommt
es zur Bildung der unter physiologischen Bedingungen stabilen Anthocyane.
O-Methyltransferasen (OMT) katalysieren die Methylgruppen-Ubertragung. Die Methylie-
rung von Hydroxylgruppen verschiebt das Absorptionsmaximum in Richtung kirzerer Wel-
lenlangen und ergibt eine Farbvertiefung im roten Bereich.

Leucoanthocyanidinreduktase (LAR), Anthocyanidinreduktase (ANR) (TANNER et al. 2003,
BoGs et al. 2005, PFEIFFER et al. 2006) und Anthocyanidinsynthase (ANS) (WELLMANN et
al. 2006) sind an der Bildung der monomeren Flavan 3-ole beteiligt. Der Mechanismus

ihrer Polymerisierung ist noch immer ungeklart.
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2.3 Phenolische Verbindungen in der Weinrebe

Hydroxyzimtsaduren der Weinbeeren sind weitgehend im Saft gelést. Freie Phenolkar-
bonsduren lassen sich sehr selten nachweisen (RITTER 1994). Sie sind in der Regel oft
verestert und lange Zeit wurde angenommen, dass Ester der Kaffeesdure mit Chinasaure,
die in den meisten anderen Friichten dominieren, auch in den Trauben vorhanden wéren.
RIBEREAU-GAYON nahm (1965) anhand seiner papierchromatographischen Trennungen
an, dass in Weinbeeren eine Veresterung der Hydroxyzimtsdure mit Weinsaure stattfindet
(zitiert WURDIG UND WOLLER 1989). (1978) trennten und isolierten SINGLETON erstmals
Caftarsaure (Ester der Kaffeesaure mit Weinsaure) und Coutarsadure (Ester der Cumar-
sdure mit Weinsaure) (zitiert WURDIG UND WOLLER 1989). BARANOWSKI UND NAGEL
(1981) beschrieben erstmals die Fertarsaure (Ester der Ferulasdure mit Weinsaure) in
,Rieslingstrauben’ und wiesen darauf hin, dass Hydroxyzimtsaureglucoside in Trauben,
die von manchen Autoren beschrieben wurden, nicht vorhanden sind.

Der Gehalt an Hydroxyzimtsduren in Wein ist vor allem von der Rebsorte und der Verar-
beitungstechnologie abhangig (VRHOVSEK 1998).

Das Caftar-/Coutarsdure-Verhéltnis kann zur taxonomischen Einteilung der Rebsorten
herangezogen werden (RITTER et al.1994). Die Untersuchungen von POUR NIKFARDJAM
(2001) haben gezeigt, dass eine taxonomische Einteilung der Rebsorten anhand ihres
Caftar-/Coutarsaure-Verhaltnis eher ungulnstig ist, weil das Verhéltnis zwischen diesen
beiden Substanzen in den Trauben durch die verschiedenen Verarbeitungsschritte signifi-
kant veréandert werden kann.

Unter den Hydroxybenzoesauren erféhrt Salicylsdure (2-Hydroxybenzoes&ure) immer
gréBeres Interesse als Induktor von sogenannter systemisch erworbenen Resistenz
(SAR) (POUR NIKFARDJAM et al. 1999). Es wurde auch nachgewiesen, dass Salicylsaure
die Expression der PAL induzieren kann (WEN et al. 2005). Gallussaure, Protocatechu-
saure, p-Hydroxybenzoeséaure, Vanillinsdure und Syringasaure wurden als weitere Hydro-
xybenzoeséauren in Vitis vinifera beschrieben (FERNANDEZ DE SIMON et al. 1992).

Die Anthocyanzusammensetzung in Trauben wurde auch zur taxonomischen Einteilung
der Rebsorten herangezogen. Die Sorten der ,Burgunder-Gruppe’ unterscheiden sich in
ihrer Anthocyanzusammensetzung grundsatzlich von allen anderen Rebsorten, weil sie
keine acylierten Anthocyane besitzen (WENZEL et al. 1987). WENZEL et al. (1987) und
BALDI et al. (1995) identifizierten in verschiedenen Vitis-vinifera-Sorten 3-Glucoside, 3-
Acetylglucoside und 3-p-Cumaroylglucoside von Delphinidin, Cyanidin, Petunidin, Paoni-
din und Malvidin. BALDI et al. (1995) fanden in Vitis-Sorten auch 3,5-Diglucoside von
Delphinidin und Malvidin.
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Flavonole kommen in der Weintraube (OSzMmIANSKI et al. 1990, GOTZ et al. 1999, PENA
NEIRA et al. 2004) und im Wein (OSzMIANSKI et al. 1988, GOLDBERG et al. 1996, BRAN-
DES et al. 2001, POUR NIKFARDJAM 2001) am haufigsten als Quercetinglykoside vor. In
Blattern fanden WEBER et al. (1995) Quercetinglucuronide als zellwandgebundene Flavo-
nole. PENA-NEIRA et al. (2004) identifizierten Kampferol-Derivate in der Beerenhaut und
OszMIANSKI et al. (1988) Myricetin. Kdmpferol Derivate wurden nur in den Bliten identifi-
ziert (DOWNEY et al. 2003a). In Samen und Pulpe fehlen Flavonole wahrend diese in
Knospen, Ranken, Infloreszenzen, Antheren, Blattern und der Beerenhaut wichtige Funk-
tionen als UV-Schutz, Copigmente, Radikalfanger und beim Pollenschlauchwachstum
ausltben (DOWNEY et al. 2003a).

Die Monomeren (+)-Catechin und (-)-Epicatechin stellen als Diastereomere die wichtigs-
ten Vertreter der Flavanole dar. Die Proanthocyanidine sind die Oligomeren oder Polyme-
ren von Flavan-3-olen (XIE UND DIXON 2005). Soweit sich die Polymeren ausschlieBlich
aus (+)-Catechin- und (-)-Epicatechin-Einheiten zusammensetzen, spricht man von Pro-
cyanidinen. Im Wein wurden die Monomeren (+)-Catechin und (-)-Epicatechin (Oszmi-
ANSKI et al. 1988, CARANDO et al. 1999, REVILLA UND RYAN, DELGADO et al. 2004), die
Procyanidin-Dimere B, B, (OSzMIANSK et al. 1988, CARANDO et al. 1999) B; und B, und
die -Trimere C; und T, (CARANDO et al. 1999) identifiziert. In Traubenkernen wurden die
Monomere Catechin und Epicatechin (PENA-NEIRA et al. 2004, SOUQUET et al. 1996, de
FREITAS et al. 1999), Epicatechingallat (SOUQUET et al. 1996, de FREITAS et al. 1999),
Epigallocatechingallat (SOUQUET et al. 1996), die Dimeren B,, B,, B, (de FREITAS et al.
1999, PENA-NEIRA et al. 2004), und Bs-Bg (de FREITAS et al. 1999) und das Trimer C, (de
FREITAS et al. 1999) nachgewiesen.

FULEKI und DA SILVA (1997) konnten das Procyanidin B; als Hauptkomponente der Stiele
und Schalen und Procyanidin B, als Hauptkomponente der Kerne nachweisen. de FREI-
TAS et al. (1999) beschrieben B; auch als Hauptdimer der Beerenhaut.

Glycoside von Flavanolen wurden bisher nicht beschrieben, Gallatester kénnen jedoch
auftreten (POUR NIKFRADJAM 2001, WATERHOUSE 2002).

Dihydroflavonole Astilbin (Dihydroquercetin  3-rhamnosid) und Engeletin (Dihydro-
kampferol 3-rhamnosid) (TROUSDALE & SINGELTON 1983) wurden als konstitutive Verbin-

dungen der Trauben beschrieben.

2.4 Phenolische Verbindungen in der Erdbeere

Die Untersuchungen von HAKKINEN UND TORRONEN (2000) zeigten das Benzoesaurede-
rivat Ellagsaure als phenolische Hauptkomponente in den Friichten der Gattung Fragaria.
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Sie kommt in freier Form vor, haufiger kommt sie jedoch in Form von Ellagitanninen vor
(TORRONEN et al. 2002, WILINER et al. 2003). Der gesamte Gehalt an Ellagsadure anderte
sich wahrend des Wachstums und der Reife der Erdbeeren. lhr Anteil am Gesamtphenol-
gehalt war in den griinen Frichten am héchsten (WILINER et al. 2003, KOSAR et al. 2004).
KOSAR et al. (2004) unterscheiden wahrend der Entwicklung der Erdbeerfriichte vier Sta-
dien: grines Stadium, rosa Stadium, weiBes und reifes Stadium. Im griinen Stadium war
der Gehalt an Ellagsaure in Frichten 0,45 - 2,20 mg/100 mg, im rosa Stadium 0,12 - 2,08
mg/100 mg und im reifen Stadium 0,22 - 0,19 mg/100 mg. Die groBen Schwankungen im
Ellagsduregehalt (0,16 - 2,07 mg/g TS) (WILINER et al. 2003) wurden auch durch unter-
schiedliche Extraktionsmethoden hervorgerufen (DANIEL et al. 1989). Gallussdure wurde
als weitere Benzoesaure beschrieben. Sie kommt in freier Form (BREITFELLNER et al.
2002) und als Gallatester (MAATTA-RIIHINEN et al. 2004) in Erdbeerenfriichten vor.

Auch der Gehalt an anderen phenolischen Verbindungen andert sich wahrend der physio-
logischen Entwicklung der Erdbeeren. Die Konzentration des Flavanols Catechin (ISHI-
MARU et al. 1995, TORRONEN et al. 2002, BREITFELLNER et al. 2002, BREITFELLNER et al.
2003, AUGER et al. 2004, MAATTA-RIHINEN et al. 2004, SEERAM et al. 2006, ALMEIDA et
al. 2007) reduziert sich wahrend der Reife (DI VENERE et al.1998). Epicatechin wurde nur
selten nachgewiesen (BREITFELLNER et al. 2002, BREITFELLNER et al. 2003, FOSSEN et al.
2004). Anthocyane werden erst im weiBen und rosa Stadium identifiziert (DI VENERE et
al. 1998, KosAR et al. 2004). Das Hauptanthocyan in Erdbeeren ist Pelargonidin-3-
glucosid (VERSARI et al.1997, DI VENERE et al. 1998, GARCIA-VIQUERA et al. 1998, KOSAR
et al. 2004, MAATTA-RIIHINEN et al. 2004), als weitere Anthocyane wurden Pelargonidin-3-
galactosid, Cyanidin-3-glucosid (VERSARI et al. 1997, DI VENERE et al. 1998, GARCIA-
VIQUERA et al.1998, KOSAR et al. 2004) und Pelargonidin-3-rutinosid (D1 VENERE et al.
1998) identifiziert. Auch dimere Anthocyane, die an Flavanole gebunden sind, wurden in
Erdbeeren nachgewiesen (FOSSEN et al. 2004). Die Erdbeeren besitzen keine Aktivitat
einer F3'5 -Hydroxylase und kénnen deswegen keine Delphinidin-Derivate bilden (ELO-
MAO et al. 1994 zitiert in DENG et al. 2001). Die Anthocyane sind die dominanten pheno-
lischen Verbindungen in reifen Friichten (TORRONEN et al. 2002, KOSAR et al. 2004).

Der Gehalt der Hydroxyzimtsaure p-Cumarsaure steigt zusammen mit dem Gehalt an
Anthocyanen ab dem rosa Stadium bis zur Reife deutlich an (KOSAR et al. 2004). Als De-
rivate  wurden p-Cumaroylglucose (MAATTA-RIHINEN et al. 2004) und p-
Cumarsaureglucosid (SEERAM et al. 2006) identifiziert. MengenmaBig dominiert in Erd-
beerenfriichten p- Cumaroylglucose-Ester, wahrend das 4-Glucosid nur in Spuren vor-
handen ist (HERMANN 1989). Eine neue Untersuchung zeigte, dass auch Zimtsaure- und
Sinapinsaureglucose-Ester in Erdbeerfriichten vorliegen und die Konzentration der Gluco-
se-Ester von Zimtsaure, p-Cumarsaure und Kaffeesdure wahrend der Fruchtreife ansteigt
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(LUNKENBEIN et al. 2006). BREITFELLNER et al. (2003) beschrieben Kaffeesaure als kon-
stitutive Verbindung der Erdbeerfriichte.

11% am Gesamtgehalt an phenolischen Verbindungen in Erdbeeren nehmen die Flavo-
nole ein (HAKKINEN UND TORRONEN 2000). Als Flavonole in Frichten wurden Quercetin-
und Kampferol-Derivate (HAKKINEN UND TORRONEN 2000, BREITFELLNER et al. 2002,
TORRONEN et al. 2002, BREITFELLNER et al. 2003, KOSAR et al. 2004, MAATTA-RIIHINEN et
al. 2004, CORDENUNSI et al. 2005, SEERAM et al. 2006) identifiziert. In héheren Konzent-
rationen kommen Quercetin-Derivate (Quercetin 3-glucosid und Quercetin 3-galactosid)
vor und nur in Spuren Kadmpferol-Derivate (MAATTA-RIIHINEN et al. 2004, CORDENUNSI et
al. 2005). KOsAR et al. (2004) stellten wahrend der Reife konstante Flavonolgehalte fest,
dagegen beobachteten DI VENERE et al. (1994) abnehmende Gehalte wahrend der Reife.
Procyanidine treten in der Erdbeere als Catechin-Dimere B; und Bg auf (ISHIMARI et al.
1995).

In reifen Erdbeerfriichten wurde das Dihydrochalkon Phloridzin in einer Konzentration
von 1,9 -4,6 mg/100 g TS nachgewiesen (HILT et al. 2003).

2.5 Die Infektion von Bliten und Frichte durch Botrytis cinerea, dem Erreger
des Grauschimmels

Die Bluten von Weinreben (Vitis vinifera L.) und Erdbeeren (Fragaria x ananassa Duch.)
spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Grauschimmel (Botrytis cinerea) (Mc-
CLELLAN et al. 1973, SCHERER et al. 1982, HiLL et al. 1981, JERSCH et al. 1989, BOFF et
al. 2003, KELLER et al. 2003).

Verschiedene Blitenteile wie Pistille, Petalen, Sepalen und Stamina kénnen infiziert wer-
den und damit Quellen fir direkte Fruchtinfektionen (BRISTOW et al. 1986, BOFF et al.
2003, KELLER et al. 2003) oder latente Bliteninfektionen darstellen (MCCLELLAN et al.
1973, JERSCH et al. 1989, KELLER et al. 2003, PEZET et al. 2003a). Eine direkte Infektion
der Frichte durch die Epidermis ist sehr selten, weil der Pilz nicht in der Lage ist, die in-
takte Epidermis zu durchdringen (HILL et al. 1981). Deshalb sind die Bliten das bevor-
zugte Organ fir den Befall durch Botrytis cinerea bei der Erdbeere (SCHERER et al. 1982,
BRisTOW et al. 1986, JERSCH et al. 1989, BOFF et al. 2003) und der Weinrebe (MCCLEL-
LAN et al. 1973, KELLER et al. 2003, PEZET et al. 2003a).

GABLER et al. (2004) zeigten, dass die Eigenschaft der Epidermis eine wichtige Rolle bei
der Botrytis-Resistenz spielen kann. BOFF et al. (2003) haben untersucht, inwieweit die
Entfernung von Petalen in verschiedenen Entwicklungsstadien der Erdbeere den Botrytis-
Befall beeinflussen kann. Dabei wurde festgestellt, dass die Entfernung von Petalen den
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Botrytis-Befall reduziert. Die zum Zeitpunkt des Entwicklungsstadiums an der griinen
Frucht durchgefiihrte Entfernung der Petalen war nach BOFF et al. (2003) am effektivsten.
Auch die Entfernung von Sepalen und Stamina, nach der Befruchtung reduzierte den
Botrytis-Befall von reifen Erdbeerfrichten (BRISTOW et al. 1986).

Bei feuchtwarmer Witterung (BULGER et al. 1987) durchwéachst der Pilz die befallenen
Blltenteile und dringt vom Stielende aus in den Blitenboden ein, wo er lange Zeit latent
bleibt. Eine weitere Pilzentwicklung ist erst mit beginnendem Reifeprozess mdglich
(SCHERER et al. 1982, JERSCH et al. 1989, PEZET et al. 2003a). SCHERER et al. (1982)
bezeichnen dieses Phdnomen als Stadienresistenz, die in jungen grinen Frichten am
starksten ausgepragt ist und mit zunehmender Entwicklung bis zur vélligen Reife bei Wein
(HILL et al. 1981, PEZET et al. 2003a) und Erdbeere kontinuierlich abnimmt (SCHERER et
al. 1982, JERSCH et al. 1989). HILL et al. (1981) schlieBen allerdings aus, dass die Eigen-
schaften von Kutikula und Epidermis in verschiedenen Entwicklungsstadien der Weinrebe
fir diese Resistenz ausschlaggebend sind. Resistenzfaktoren gelangen nach HILL et al.
(1981) erst zur Wirkung, nachdem der Pilz in die Epidermis eingedrungen ist. Als mogli-
che Resistenzfaktoren werden konstitutive Substanzen (Phytoanticipine) oder postinfekti-
onell elicitierte, de novo synthetisierte Substanzen (Phytoalexine) betrachtet.

2.6. Stilbene (Phytoalexine) als Resistenzfaktoren

Eine Bildung von Phytoalexinen wurde in Erdbeerfriichten bisher noch nicht nachgewie-
sen (SCHERER et al. 1982, JERSCH et al. 1989, FILIPPONE et al. 1999). In der Weinrebe
kommen Stilbene als induzierbare phenolische Verbindungen vor (JEANDET et al. 2002).
Diese kdnnen durch verschiedene abiotische Stressoren wie UV-Licht (JEANDET et al.
1991, DOUILLET-BREUIL et al. 1999, ADRIAN et al. 2000, BAIS et al. 2000, PEZET et al.
2003a) und Aluminiumchlorid (ADRIAN et al. 1996) sowie biotische Stressoren wie Befall
durch Botrytis cinerea (LANGCAKE UND PRYCE 1976, BLAICH UND BACHMANN 1980, JEAN-
DET et al. 1991, JEANDET et al. 1995, BAVARESCO et al. 1997, CICHEWICZ et al. 2000,
ROLDAN et al. 2003, KELLER et al. 2003) und Plasmopara viticola (LANGCAKE UND PRYCE
1976, PEZET et al. 2004) induziert werden.

Das erste identifizierte Stilben in der Weinrebe war Resveratrol (3,5,4-Trihydroxystilben)
(LANGCAKE UND PRYCE 1976), das auch als Vorstufe flr andere Stilbene fungiert: Pte-
rostilben (3,5-Dimethylresveratrol) (LANGCAKE et al. 1979), Piceid (Resveratrol-
Glucosid) (WATERHOUSE et al. 1994) und die Viniferine, die Dehydrodimeren des Resve-
ratrols (PRYCE et al. 1977, LANGCAKE 1981). Die Biosynthese von Stilbenen (JEANDET et
al. 1991, BAVARESCO et al. 1997) wie auch die Genexpression der STS (BAIs et al. 2002)
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sind bei Vitis-vinifera-Sorten weniger ausgepragt als bei anderen Vitis-Arten. Da Stilbene
antimikrobielle Eigenschaften besitzen (LANGCAKE UND PRYCE et al. 1976, STEIN UND
BLAICH 1985, HOOS UND BLAICH 1988, ADRIAN et al. 1997), kann dies ein Grund fUr die
erhbhte Krankheitsanfalligkeit von Vitis-vinifera-Sorten sein. Es wurde beobachtet, dass
das in Weinreben in geringer Konzentration vorkommende Pterostilben eine héhere anti-
mikrobielle Aktivitat als andere Stilbene aufweist (ADRIAN et al. 1997). Eine mégliche Ur-
sache daflrr kann die Methylierung des Phenolrings sein (SCHULTZ et al. 1990).

Die Biosynthese von Stilbenen nimmt wie auch die Botrytis-Resistenz der Trauben wah-
rend des Wachstums und der Reife kontinuierlich ab (JEANDET et al. 1991, BAVARESCO et
al. 1997, JEANDET et al. 1995, BAIS et al. 2002, PEZET et al. 2003a, ROLDAN et al. 2003).
Diese Tatsache weist darauf hin, dass Stilbene eine wichtige Funktion beim Abwehrme-
chanismus der Weinrebe gegen Botrytis cinerea haben kénnen (BAVARESCO et al. 1997,
JEANDET et al. 2002, PEZET et al. 2003a). KELLER et al. (2003) untersuchten die Rolle der
Stilbene in Bliten von Weinreben in Bezug auf eine Botrytis cinerea Infektion. Es wurde
nachgewiesen, dass die Blliten selbst fahig sind, Stilbene zu bilden. Die Bildung von Res-
veratrol wurde dabei erst nach einer Infektion mit Botrytis cinerea festgestellt, wobei nur
die trans-Form gefunden wurde. Die Akkumulation von Resveratrol konnte allerdings den
Befall mit Botrytis cinerea nicht reduzieren. Das Resverartrolglucosid Piceid konnte als
konstitutiv vorkommende Substanz identifiziert werden. GABLER et al. (2004) fanden eine
Induktion der Stilbene nach einer Inokulation mit Botrytis cinerea nur in Beeren von anfal-
ligen und mittelm&Big resistenten Rebsorten. In hochgradig resistenten Sorten konnten
keine Stilbene induziert werden (GABLER et al. 2004).

Die Aktivitat lytischer Enzyme wie Laccase und anderer Polyphenoloxidasen von Botrytis
cinerea ist essentiell fir seine Pathogenitat, weil diese Enzyme in der Lage sind, die Phy-
toalexine zu detoxifizieren und zu inaktivieren (VANETTEN et al. 1989, SBAGHI et al. 1996).
So wurde in Botrytis cinerea eine Stilbene oxidierende Laccase identifiziert (MARBACH et
al. 1984, Hoos UND BLAICH 1988, ADRIAN et al. 1998, BREUIL et al. 1998, PEZET et al.
1998, BREUIL et al. 1999, CICHEWICZ et al. 2000). PEZET et al. (2003b) identifizierten als
Oxidationsprodukt von Resveratrol mittels Laccase das ¢-Viniferin, wohingegen BREUIL et
al. (1998) ein Resveratrol-trans-Dehydrodimer fanden. Eine erhéhte Infektion mit Botrytis
cinerea kann zu einer Abnahme der Resveratrolkonzentration in den Weintrauben flhren,
wenn die Aktivitat der Stilben-Oxidase von Botrytis so hoch ist, dass die Neubildung durch
die Stilbensynthase kompensiert wird (JEANDET et al. 1995). Bei geringer ausgepragtem
Befall ist die Biosynthese von Resveratrol in der Haut infizierter Beeren gréBer als der
Abbau durch Botrytis, wodurch es zu einer Akkumulation des Stilbens kommt (ROLDAN et
al. 2003). Daraus schlieBen ROLDAN et al. (2003), dass der Resveratrolgehalt als Maf fir
den Befall durch Botrytis cinerea dienen kann.
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Der Rickgang des Stilbengehalts mit beginnender Traubenverfarbung kann nach JEAN-
DET et al. (1995) auf die Konkurrenz der Enzyme Stilben- und Chalkonsynthase um das
gemeinsame Ausgangsprodukt p-Coumaroyl-CoA zurlickgeflihrt werden. Es wird ange-
nommen, dass die Bildung der Stilbene durch Induktion mit biotischen und abiotischen
Stressoren hervorgerufen wird. In nicht induzierten Blattern kénnen keine Stilbene nach-
gewiesen werden (BLAICH UND BACHMANN 1980, LISWIDOWATI et al. 1991). PEZET et al.
(2003a) untersuchten die Stilben-Produktion in Trauben nach UV-Licht-Behandlung und
schlossen aus dem Induktionspotential flr die Biosynthese von Resveratrol auf die Pro-
duktion von Abwehrstoffen in der Weinbeere. Dabei zeigte sich, dass die resistente Sorte
,Gamay’ mehr Stilbene produzieren konnte als die anfallige Sorte ,Gamaret’. ROLDAN et
al. (2003) und ADRIAN et al. (2000) fanden Stilbene auch in nicht befallenen Trauben,
wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese nicht durch eine latent vorhandene

Infektion mit Botrytis cinerea induziert wurden.

2.7 Konstitutive phenolische Stoffe (Phytoanticipine) als Resistenzfaktoren

HuTH (1980) benannte die Proanthocyanidine (PA) als unspezifische Enzym-Inhibitoren,
die in der Lage sind, hydrolytische Enzyme des eingedrungenen Erregers zu hemmen
und damit seine weitere Entwicklung zu unterbinden. Proanthocyanidine kénnen die Poly-
galacturonase (HILL et al. 1981, SCHERER et al. 1982, JERSCH et al. 1989, DI VENERE et
al. 1998) und die Stilben-Oxidase von Botrytis cinerea (PEZET et al. 1988, GOTz et al.
1999) hemmen. Deswegen wurde auch untersucht, ob Proanthocyanidine flr den latenten
Zustand von Botrytis cinerea in Bliten von Erdbeere und Weinrebe von Bedeutung sein
kénnen.

SCHERER et al. (1982) und DI VENERE et al. (1998) postulieren, dass die Stadienresistenz
von Erdbeerfriichten gegenliber Botrytis cinerea Uberwiegend von der Menge der vorhan-
denen Proanthocyanidine bestimmt wird, die mit zunehmender Entwicklung der Friichte
kontinuierlich abnimmt. JERSCH et al. (1989) zeigten mit histologischen Untersuchungen
eine ungleichméBige Verteilung der Proanthocyanidine in den Erdbeerfriichten. Uber dem
Fruchtboden, um den Blitenboden und in der Epidermis wurden hohe Konzentrationen
detektiert, wahrend das Ubrige Gewebe einen sehr geringen Proanthocyanidingehalt auf-
wies. Die hohe Konzentration von Proanthocyanidinen in den Blitenboden inaktiviert die
Hydrolase von Botrytis cinerea, so dass sich der Pilz nicht weiter entwickeln kann und
latent bleibt. Erst wenn die Proanthocyanidine mit zunehmender Reife polymerisieren und
damit unwirksam werden, kann sich der Pilz weiter entwickeln (JERSCH et al. 1989). Der
Gesamtgehalt an Proanthocyanidinen in jungen griinen Friichten ist laut Untersuchungen
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von SCHERER et al. (1982) vergleichbar mit dem in reifen Friichten, aber die Hemmung
der Polygalacturonase von Botrytis cinerea nimmt mit zunehmender Entwicklung der
Fruchte deutlich ab. Deswegen sehen JERSCH et al. (1989) nur die ,aktiven“ Proanthocy-
anidine als Ursache der flr die Unterbindung der Entwicklung von Botrytis cinerea. Ein
zunehmender Polymerisationsgrad im Verlauf der Reife fihrt zum Verlust ihrer biologi-
schen Aktivitat (HUTH 1980).

HiLL et al. (1981) wiesen in der Beerenhaut von jungen unreifen Weinbeeren Substanzen
nach, die mazerierende Enzyme von Botrytis cinerea hemmen kdnnen und ebenfalls als
Proanthocyanidine identifiziert wurden. Mit weiterer Beerenentwicklung nimmt die Anfal-
ligkeit fir Botrytis cinerea stetig zu, wahrend der Gehalt an Proanthocyanidinen kontinu-
ierlich abnimmt. Auf Grund dieser negativen Korrelation zwischen dem Gehalt an Pro-
anthocyanidinen und der Anfalligkeit werden die Proanthocyanidine als praformierte Re-
sistenzfaktoren der Weinrebe gegen Botrytis cinerea betrachtet.

PEZET et al. (2003a) untersuchten die Proanthocyanidine als konstitutive fungistatische
Verbindungen von Weinbeeren. Deren Gehalt nahm mit zunehmender Reife ab und die
niedrigste Konzentration wurde beim Farbumschlag erreicht. Der Gehalt an Proanthocya-
nidinen war auBerdem in einer untersuchten resistenten Sorte (,Gamaret’) hdher als in
einer anfélligen Sorte (,Gamay’), zudem zeigten die Proanthocyanidine der resistenten
Sorte eine starker ausgepragte Hemmung der Enzymaktivitidten von Botrytis cinerea.
Deswegen sehen PEZET et al. (2003a) die Proanthocyanidine als wichtige Faktoren flr
die Botrytis-Resistenz der Weinrebe.

Nicht nur die Stilbene und die Proanthocyanidine, sondern auch andere phenolische Stof-
fe kdnnen die Entwicklung von Botrytis cinerea beeinflussen.

KELLER et al. (2003) wiesen darauf hin, dass bei der Traube der Blitenboden das bevor-
zugte Organ flr eine Botrytis cinerea Infektion ist, weil diese Bereiche einen sehr geringen
Gehalt an phenolischen Verbindungen wie Hydroxyzimtsaure-Derivaten und Flavonol-
Glykosiden aufweisen, die ebenso in der Lage sind, die Stilbenoxidase von Botrytis cine-
rea zu hemmen (GOTZ et al. 1999). VIRET (2004) zeigte in einer histologischen Studie,
dass Blitenbdden die primaren Penetrationsstellen flr Botrytis sind.

Catechin als konstitutive phenolische Verbindung wurde aufgrund seiner antimikrobiellen
Eigenschaften sehr oft als Resistenzfaktor beschrieben (SCALBERT 1991, HAKULINEN et
al. 1999, YAMAMOTO et al. 2000, del RIO et al. 2003). GABLER et al. (2004) konnten aller-
dings keinen Zusammenhang zwischen dem Catechingehalt und der Resistenz der Rebe
gegen Grauschimmel finden.
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2.8 Phenolstoffwechselmodifikatoren

Prohexadion-Ca (als Regalis® vermarkt) wurde als Wachstumsregulator von der BASF
zur Hemmung des vegetativen Wachstums beim Reis entwickelt. Seit dem 10.04.2002 ist
der Einsatz von Regalis in Deutschland zur Bekampfung sekundarer Infektionen durch
Feuerbrand (Erwinia amylovora) in Apfel genehmigt. Wirkstoff von Regalis ist das Acyl-
cyclohexadion Prohexadion-Ca, das strukturell dem 2-Oxoglutarat &hnlich ist und somit 2-
Oxoglutarat abhangige Dioxygenasen kompetitiv hemmen kann (RADEMACHER 2000). In
verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Applikation von Rega-
lis die Feuerbrandanfalligkeit (Erwinia amylovora) beim Apfel (Malus domestica) (ROM-
MELT et al. 1999b, YODER et al. 1999) und bei der Birne (Pyrus communis) (COSTA et al.
2001, ROMMELT et al. 2003a) reduziert. Eine direkte Wirkung auf den Erreger Erwinia a-
mylovora konnte nicht festgestellt werden (RADEMACHER 2000). Als Ursache dieses resis-
tenzinduzierenden Effekts von Regalis werden die Veradnderungen der Flavonoid-
Biosynthese diskutiert (ROMMELT et al. 1999b, ROMMELT et al. 2003a, ROMMELT et al.
2003b). Es wurde ein modifiziertes Flavonoidmuster beobachtet, welches auf der Hem-
mung 2-oxoglutaratabhangiger Dioxygenasen im Flavonoidbiosyntheseweg beruht. Als
neu akkumulierende Flavonoide wurden im Apfel die 3-Deoxyflavanole Luteoliflavan und
Luteoliflavan 5-glucosid sowie die Flavanone Eriodictyol 7-glucosid und 6*“-O-trans-p-
Cumaroyleriodictyol 3'-glucosid identifiziert, der Gehalt an konstitutiven Flavonoiden wie
Flavan 3-olen und Flavonolen wurde reduziert (ROMMELT 2002). Als 3- Deoxyflavonoide
kommen 3-Deoxyanthocyanidine in Gesneriaceen vor (FORKMANN UND HELLER 1999), in
Sorghum wurden sie von SNYDER UND NICHOLSON (1990) als Phytoalexine beschrieben.
Der Mechanismus wurde aufgeklart: 3-Deoxycatechine entstehen nach Hemmung der
FHT, die unter normalen Umstanden Flavanone umsetzt, durch FNR Aktivitat aus Eriodic-
tyol (HALBWIRTH et al. 2002). FISCHER et al. (2003) konnten nachweisen, dass in Malus
und Pyrus die DFR eine FNR-AKktivitat ausibt. Als instabiles Zwischenprodukt wird Luteo-
forol gebildet, das starke antimikrobielle Eigenschaften besitzt (SPINELLI et al. 2005), je-
doch wird dieses in einer durch LAR katalysierten Reaktion (PFEIFFER et al. 2006) schnell
zu Luteoliflavan metabolisiert, welches allerdings selbst keine antibakterielle Wirkung
zeigt (ROMMELT 2002).

Es wurde demonstriert, dass Milsana die Produktion phenolischer Verbindungen in glyko-
sylierter Form stimuliert (DAAYF et al. 1995, DAAYF et al. 1997). Die Akkumulation dieser
Stoffe wurde mit der Resistenz von Gurken gegen den Mehltauerreger Sphaerotheca fuli-
ginea in Verbindung gebracht. FOFANA et al. (2002) zeigten dass die induzierte Resistenz
von Gurken gegen Mehltau mit erhdhten mRNA-Werten und Enzymaktivitaten der Chal-
konsynthase (CHS) und Chalkonisomerase (CHI) korrelierte sowie mit der Akkumulation
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verschiedener Flavonoidverbindungen in behandelten Pflanzen. Auch Myco-Sin ist in der
Lage, den Phenolstoffwechsel zu beeinflussen (ROMMELT et al.1999a, STRISSEL 2004).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 BBCH Skalierung

Probenahmen und Behandlungs- Termine wurden in der Regel nach BBCH Phasen (Bio-
logische Bundesanstalt fur Land- und Forstwirtschaft, Bundessortenamt und CHemische
Industrie) (MEIER et al.1994).

3.1.1 BBCH-Codierung der phéanologischen Entwicklungsstadien der Erdbeere nach
MEIER et al. (1994)

Makrostadium 5: Entwicklung der Bliitenanlagen

55 Erste Blutenanlagen werden am Rosettengrund sichtbar
56 Achse des Bliitenstandes beginnt sich zu strecken

57 Erste, noch geschlossene Blitenknospen sichtbar

58 Fruhes Ballonstadium: Erste Bliten im Ballonstadium
59 Ballonstadium: Mehrzahl der Bliten im Ballonstadium

Makrostadium 6: Bliite

60 Erste Bluten (Priméar- oder A-Blite) offen

61 Beginn der Bllte: etwa 10% der Bliten gedffnet

65 Vollblite: B- und C-Bliten gedffnet; erste Blltenblatter fallen ab
67 Abgehende Blite: Mehrzahl der Blutenblatter abgefallen

Makrostadium 7: Fruchtentwicklung

71 Blutenboden deutlich aufgewdlbt

73 Samen deutlich auf dem Fruchtgewebe erkennbar
(NUsschenstadium)

Makrostadium 8: Fruchtreife

81 Beginn der Fruchtreife: Mehrzahl der Frichte «weiB3» gefarbt
85 Frichte beginnen sich sortentypisch auszufarben

87 Hauptpfllicke: Mehrzahl der Friichte sortentypisch ausgefarbt
89 2. Pflicke: Weitere Friichte sortentypisch ausgefarbt
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3.2 Beschreibung der verwendeten Behandlungsmittel

3.2.1 Milsana fliissig® (Schaette)
Bei Milsana handelt es sich um ein Pflanzenstarkungsmittel aus dem Sachalin-

Staudenknéterich (Reynoutria sachalinensis). Hersteller ist die Dr. Schaette AG,
Stahlstrasse 5, 88339 Bad Waldsee, Deutschland.

3.2.2 Myco-Sin® (Schaette)
Bei dem Pflanzenstérkungsmittel Myco-Sin (BBA Nr. LS 4997-0) handelt es sich um eine

Mischung aus Tonerde, Schachtelhalmextrakt, Silikaten und Hefezellwandbestandteilen.
Auch Myco-Sin wurde von der Dr. Schaette AG entwickelt.

3.2.3 Regalis® (BASF)
Regalis wurde als Wachstumsregulator von der BASF zur Hemmung des vegetativen

Wachstums beim Reis entwickelt. Seit dem 10.04.2002 ist der Einsatz von Regalis in
Deutschland zur Bekdmpfung sekundéarer Infektionen durch Feuerbrand (Erwinia amylo-
vora) in Apfel genehmigt. Wirkstoff von Regalis ist das Acylcyclohexadion Prohexadion-
Ca, das strukturell dem 2-Oxoglutarat &hnlich ist (Abb.2) (RADEMACHER 2000).

0
(0] HO 0 0
¢
HO HO
N\ \
0 0
2-oxoglutarséure Prohexadion-Ca

Abb.2: Strukturénlichkeit von 2-oxoglutarsaure und Prohexadion-Ca

3.3. Sorten Beschreibung

Weinsorten

3.3.1 ,.Regent’
Diese Rotweinsorte gilt als pilztolerante Neuziichtung. Sie entstammt einer Kreuzung aus

,Diana’ (,Silvaner’ x ,Miller-Thurgau’) und der franzésischen Hybride ,Chambourcin’, de-
ren’ Zusammensetzung unklar ist, die aber wohl Erbanteile der amerikanischen Wildarten
Vitis riparia und V. rupestris tragt. Somit ist ,Regent’ aus botanischer Sicht als Hybridsorte
zu bezeichnen, da sie aber keine phanologischen Unterschiede zu traditionellen Sorten
zeigt, ist sie vom Bundessortenamt 1996 als V.-vinifera-Sorte zugelassen.
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In seiner Botrytisfestigkeit ist ,Regent’ als mittel bis hoch einzustufen, wobei zu berlck-
sichtigen ist, dass diese zum Teil auch durch die raschere Reife bedingt ist (EIBACH 1999,
KNOTT et al. 1999).

3.3.2 ;Miiller-Thurgau’
Nach neueren Erkenntnissen ist ,Mller-Thurgau’ eine Kreuzung aus ,Riesling’ und ,Kénig-

liche Madchentraube’. In ihren Resistenzeigenschaften gilt sie als hoch empfindlich ge-
genlber Botrytis cinerea (SCHWAB UND KNOTT 2005).

3.3.3 ,Grauburgunder’

Auch als ,Rulander’, oder ,Pinot Gris/Grigio’ bekannt, geht diese Sorte aus der Kombinati-
on, Traminer’ x ,Schwarzriesling’ (,Mullerrebe’) hervor. lhre grau- bis blauroten Beeren
enthalten nur sehr wenig Anthocyan, weshalb sie als WeiBweinsorte gilt. Sie weist geringe
Krankheitsanfélligkeit auf, ihre Anfélligkeit gegenlber Botrytis cinerea ist aber hoch, was
auf den dichten Beerenstand zurlckzufiihren ist (SCHWAB UND KNOTT 2005).

Erdbeersorten

3.3.4 ,Elsanta’

Die Sorte ,Elsanta’ wurde von L. M. Wassenaar in Wageningen aus ,Gorella" x ,Holiday'
gezlchtet, besitzt seit 1982 Sortenschutz. Sie ist eine sehr ertragreiche, mittelspatreifen-
de Sorte. Sie besitzt eine hohe Anfélligkeit gegen Botrytis cinerea (NAUMANN UND SEIPP
1989).

3.3.5 ,Mara des Bois’
Diese remontierende Sorte wurde von Jacques Marionnet in Frankreich aus ,Genta' x ,Os-

tara' gezlchtet und besitzt seit 1994 Sortenschutz. Die Sorte ist anfallig gegen Botrytis
cinerea (MASNY et al. 2005).

3.3.6 Klone ,11/29’ und ,91/13/3’
Die beiden Klone sind Weihenstephaner Selektionen des Zichters Hermann Schim-

melpfeng, mittelspét reifend und zeigen sehr geringe Anfalligkeit gegen Botrytis cinerea.
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3.4. Versuche mit Erdbeeren

3.4.1 Versuch Diirnast und BlumenstraBe

In den beiden Versuchsanlagen Durnast des Lehrstuhls flr Zierpflanzenbau und
BlumenstraBe des Fachgebiets Obstbau wurde zwischen Mai und August 2004 der erste
Erdbeerversuch durchgefihrt. Am Standort BlumenstraBe sollte eine Grauschimmelinfek-
tion (Botrytis cinerea) bewusst erzielt werden. Deshalb wurde hier kein Pflanzenschutz
betrieben und eine Uberkopfbewasserung gewahlt. Fiir den Versuchsansatz in der Ver-
suchsanlage in Dirnast sollte hingegen eine Infektion mit Grauschimmel vermieden wer-
den. Deshalb wurden wéchentlich PflanzenschutzmaBnahmen (Rovral®1,0 %., Euparen®
2,5 %o) durchgefthrt. Um einer Grauschimmelinfektion vorzubeugen, wurde auBerdem
eine Tropfchenbewésserung installiert, um die Frichte mdglichst vor Grauschimmel-
fordernder Feuchtigkeit zu schitzen. Fir den Versuch wurden die beiden Sorten ,Mara
des Bois‘ und ,Elsanta’ und die beiden Klone ,91/13/3’ und ,Il/29’ des Fachgebiets Obst-
bau verwendet.

Bei den Klonen ,91/13/3’ und ,11/29’ sowie der Sorte ,Mara des Bois‘ wurden zwei Behand-
lungen gewahlt: Kontrolle (Wasser) und Prohexadion-Ca (0,2 %). Bei der Sorte ,Elsanta’
wurde zusatzlich eine Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca (0,2 %) und Milsana
(1,2 %) durchgefihrt. Im Vorfeld des Versuches wurden verschiedene phanologische Blu-
ten- bzw. Fruchtentwicklungsstadien nach der BBCH-Codierung festgelegt, bei deren Er-
reichen der Mehrzahl der Bluten beziehungsweise der Friichte die Behandlungen durch-
gefihrt wurden. Dies war im Einzelnen Makrostadium 6 ,Blite“ (BBCH 65), im Makrosta-
dium 7 ,Fruchtentwicklung® (BBCH 71 und 73) und im Makrostadium 8 ,Fruchtrei-
fe*(BBCH 81, 89). Es wurden zwei Prohexadion-Ca-Behandlungen, mit je einem Tag War-
tezeit zwischen den Applikationen, ausgefuhrt. Zwei nach der letzten Behandlung erfolgte
die Probenahme. Genauso wurde bei der Kontrollvariante mit der Wasserbehandlung
verfahren. ,Mara des Bois’ wurde zusétzlich vor der Blite (BBCH 59) mit Prohexadion-Ca
behandelt.

Bei der Kombinationsbehandlung wurde am Tag nach der zweiten Prohexadion-Ca-
Behandlung Milsana appliziert. Die Probenahme erfolgte auch in diesem Fall zwei Tage
nach derletzten Behandlung. Bei den verschiedenen Probenahmeterminen wurden die
einzelnen Bluten und Fruchte den jeweiligen Entwicklungsstadien zugeordnet und gleiche
Stadien als Mischprobe analysiert.

Das geerntete Material wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gela-
gert.
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3.4.2 Einfluss des Zeitpunkts der Prohexadion-Ca Behandlung vor bzw. wahrend
der Bliite auf den Phenolstoffwechsel der Erdbeer-Sorte 'Elsanta’ (Versuch 2005)

Im Jahr 2005 wurde ein Versuch durchgefiihrt, der kléren sollte, wie weit der Zeitpunkt der
Behandlung mit Prohexadion-Ca vor der Blite bzw. wahrend der Blite die Wirkung von
Prohexadion-Ca auf die Catechin-Biosynthese beeinflusst.

Die Erdbeer-Sorte ,Elsanta’ wurden mit 0,2 % Prohexadion-Ca behandelt. 15 Pflanzen
wurden vor der Blute (BBCH 59) und wahrend der Bliite (BBCH 65) behandelt. Nach der
Behandlung wurden die Stadien (BBCH 65, BBCH 71 und BBCH 73 gesammelt und un-
tersucht.

3.5. Versuche mit der Weinrebe

3.5.1 Kombinationsbehandlungen Prohexadion-Ca (Regalis), Myco-Sin und Milsana

Im Juni 2004 wurde ein Versuch mit Kombinations-Behandlungen von Prohexadion-Ca
und den Pflanzenstarkungsmitteln Myco-Sin und Milsana durchgefuhrt. 3 Sorten und
(,Grauburgunder’, ,Muller Thurgau® und ,Regent’) wurden getestet. Pro Variante (Tab.2)
wurden 3 Triebe markiert. In frlheren Versuchen (unveréffentlicht) wurde festgestellt,
dass die in Myco-Sin enthaltenen Tonminerale bei gleichzeitiger Ausbringung mit Prohe-
xadion-Ca dieses binden und inaktivieren. Daher wurden die Pflanzen zunachst mit Pro-
hexadion-Ca (0,2%) behandelt und erst am darauf folgenden Tag die Behandlungen mit
Wasser, Myco-Sin und Milsana (0,5%) durchgefihrt. Drei Tage nach Versuchsbeginn
wurden die Blatter der behandelten Pflanzen geerntet. Dabei wurden die gleichen Blattal-
tersstufen von drei Trieben zu einer Mischprobe vereinigt.

Variante Behandlung
Kontrolle Wasser
Prohexadion-Ca Prohexadion-Ca (0,2 %)
ProCa + Myco-Sin Prohexadion-Ca (0,2 %)/ Myco-Sin (1 %)
ProCa + Milsana Prohexadion-Ca (0,2 %)/ Milsana (0,5 %)

Tab.2 : Durchflihrung des Kombinationsversuchs Prohexadion-Ca, Myco-Sin und Milsana

3.6 Analytik der phenolischen Inhaltsstoffe
3.6.1 Extraktion

Die Zerkleinerung der Bléatter, grinen Erdbeeren und grine Trauben erfolgte in der
Schwingmdihle, 5 Minuten lang bei 20 Hz. 100 mg Trockensubstanz wurden in 500 pl Me-
thanol, das mit 0,1 mg / ml 6-Methoxyflavon als internem Standard versetzt war, 30 Minu-
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ten im eisgekihlten Ultraschallbad extrahiert. Danach wurden die Proben 10 Minuten bei -
10 °C, 10000 U/ min zentrifugiert und der Uberstand wurde fiir die HPLC-Analyse ver-
wendet.

Reife Erdbeeren und Trauben hatten einen hohen Zuckergehalt, der einen nicht zu ver-
nachlassigenden Stérfaktor bei der Gefriertrocknung, der Probenaufbereitung und der
Extraktion darstellt. Die Zerkleinerung der Schwingmihle war nicht in méglich. Deshalb
wurden diese Proben in Methanol, das mit 0,05 mg / ml Flavon als Standard versetzt war,
mit dem Ultra-Turrax homogenisiert (1 g Probe / 10 ml Methanol). 500 pl des Uberstands
wurden zur Trockne eingeengt und in 100 pl Methanol wieder aufgenommen und fir die
HPLC-Analyse verwendet.

3.6.2 HPLC-Ausriistung

Die Trennung und quantitative Bestimmung der phenolischen Verbindungen erfolgte mit
einer Kombination aus HPLC mit UV-Detektion (280 nm) und einer Nachsaulenderivatisie-
rung (CRD) mit dem Reagens p-Dimethylaminozimtaldehyd (TREUTTER et al. 1994). Die
HPLC in Verbindung mit DAD und CRD erlaubt einen besseren Einblick in die Substanz-
gruppe der Phenolen. Die Bestimmung der Flavanole ist wegen ihrer relativ geringen mo-
laren Extinktion bei einer UV-Detektion bei 280 nm stark eingeschréankt.

Gradient programm HPLC Bedingungen

Zeit(min) %B

0 0 FlieBmittel A:Ameisensaiire

5 2,5 FlieBmittel B:Methanol

15 2,5 FlieBmittel C:DMAZA

30 5 Pumpe A: 422 Master Kontron Instruments

40 5 Pumpe B: 422 Master Kontron Instruments

65 10 Pumpe C: GP40 Dionex

105 20 Detektor 280 nm: Detektor432 Kontron Instruments

150 30 Detektor 640 nm: Detektor 432 Kontron Instruments

165 40 DAD:Hewlett Packard 1040A/M

180 50 Séule: Phenomex, Hyperclone 3 ul 150 x 4,6 mm ODSC C18
195 90 Injektionsvolumen: 10 pl

215 90 Reaktor: gestrickire PTFE-Kapillare Lange Innedurchmesser
230 0 Fluss: 0,6 ml/min

255 Ende

Tab.3: HPLC-Bedingungen und Gradient Programm von System 1, die fir Analytik der Erdbeer-Proben be-
nutzt wurden (Versuch BlumenstraBe und Versuch Dirnast).
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Gradient programm:

HPLC Bedingungen

Zeit(min) %B

0 0 FlieBmittel A: Ameisensaire

5 2,5 FlieBmittel B: Methanol

15 2,5 FlieBmittel C: DMAZA

30 5 Pumpe A: 422 Master Kontron Instruments

40 5 Pumpe B: 422 Master Kontron Instruments

65 10 Pumpe C: GP40 Dionex

105 20 Detektor 280 nm: Detektor432 Kontron Instruments

150 30 Detektor 640 nm: Detektor 432 Kontron Instruments

165 40 DAD:Hewlett Packard 1040A/M

180 50 Séule: Phenomex, Hyperclone 3 pl 150 x 4,6 mm ODSC C18
195 90 Injektionsvolumen: 10 pl

215 90 Reaktor: gestrickire PTFE-Kapillare Lange Innedurchmesser
230 0 Fluss: 0,6 ml/min

255 Ende

Tab.4: HPLC-Bedingungen und Gradient Programm

2005) benutzt wurden.

von System 2, die fir Analytik der Erdbeeren (Versuch
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Gradient programm: HPLC Bedingungen

Zeit(min) %B

0 0 FlieBmittel A: Ameisenséure

5 5 FlieBmittel B: Methanol

10 10 FlieBmittel C: DMAZA

15 10 Pumpe A: 422 Master Kontron Instruments

35 15 Pumpe B: 422 Master Kontron Instruments

55 15 Pumpe C: Gynkotek Modell 300C

70 20 Detektoren: Diodenarry-Detektor, Bio Tek Kontrom 540+,
A=200-600 nm

80 20 Detektor 640nm: Detektor 432 Kontron Instruments

95 25 Séaule: Phenomex, Hyperclone 3ul 150 x 4,6mm ODSC C18

125 30 250 mm x 4,0 mm; Nucleosil 120-3 C18

145 50 Injektionsvolumen: 10ul

160 90 Reaktor: gestrickire PTFE-Kapillare Lange Innedurchmesser

175 90 Fluss: 0,5ml/min

195 Ende

Tab.5: HPLC-Bedingungen und Gradient Programm von System 2, die fir Analytik der Weinrebe Proben

benutzt wurden.

3.6.3 Identifizierung der phenolischen Verbindungen

Zur Ildentifizierung wurden Retentionszeiten (RT) und UV/Vis-Absorptionsspekiren (sowie
Ri-Werte (DUnnschichtchromatographie) mit den Eigenschaften von authentischen Stan-
dards verglichen. Waren keine Vergleichssubstanzen verfigbar, wurden die Peaks an-
hand der Spektren und der Farbreaktionen mit diagnostischen Reagenzien zugeordnet.

3.6.3.1 Dunnschichtchromatographie

Als stationare Phasen wurden Kieselgel oder Zellulose (Macherey-Nagel) verwendet. Als
Laufmittel fur die Kieselgel-Platten diente Toluol : Aceton : Ameisensaure (3:6:1) und
fir die Zellulose-Platten Butanol : Essigsaure: Wasser (BAW, 4:1:2,2). Auf eine 20 x
10 cm IgroBe Platte wurden in einem Abstand von 1 cm vom Rand der Langsseite in ei-
nem gleichmaBigen Abstand von 1 cm die Proben mit 5, 10 oder 20 pl Mikropipetten auf-
getragen. Die aufgetragenen Proben waren methanolische Gesamtextrakte oder einzelne
Fraktionen des Gesamtextraktes, die mittels HPLC in 2 Minuten-Intervallen aufgetrennt
wurden. Diese aufgefangenen Fraktionen wurden in der Vakuumzentrifuge eingeengt, in

Methanol aufgenommen und anschlieBend auf die DC-Platten aufgetragen.
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3.6.3.2 Reagenzien
- DMAZA Reagenz fiir die Nachsaulenderivatisierung: 1% DMAZA Ldsung in einem Ge-

misch aus Methanol und Schwefelsdure (11 : 1,v:v)

- DMAZA fur DC: 1% DMAZA Lésung in Gemisch von Ethanol und 6N HCI (1 : 1,v:v)

- Naturstoffreagenz fur DC: 1 g Naturstoffreagenz und 5 g Polyethylenglycol in 100 ml
Methanol

3.6.3.3 Hydrolyse
Verschiedene enzymatische Hydrolysen mit Tannase, B-Glucosidase, Driselase bzw. Ga-

lactosidase wurden durchgefihrt und die entstehenden Aglyka mit den oben beschriebe-
nen Methoden naher charakterisiert.

Die Proben wurden dazu zur Trockne eingeengt und jeweils 0,1 mg in 300 pl Na-
Acetatpuffer (0,1M, pH 4,6) aufgenommen. AnschlieBend wurden 1 mg Enzym zugege-
ben. Die Hydrolyse wurde im Wasserbad bei 37°C, 17h durchgefihrt. Die hydrolysierten
Proben wurden mit Ethylacetat / Wasser ausgeschuttelt, um die freigesetzten Zucker von
den Aglyka zu trennen. Die getrennten Phasen wurden abermals zur Trockene eingeengt

und fir die Identifizierung in Methanol bzw. Wasser aufgenommen.

3.6.4 Kalibrierung
Zur Bestimmung der Responsefaktoren wurden Konzentrationsreihen von Standards in

der HPLC bestimmt. Anhand der Eichkurven wurde der lineare Wertebereich ermittelt.

3.6.5 Quantitative Auswertung der HPLC-Analysen

Zur Quantifizierung von phenolischen Verbindungen wurden Standardsubstanzen ver-
wendet. Waren keine Standardsubstanzen erhéltlich, wurde die Quantifizierung mit einer
chemisch und strukturell méglichst nahe verwandten Referenzsubstanz durchgeflhrt.

Mit Hilfe von Response-Faktoren (RF) kann aus der Peakflache mit folgender Formel
(Abb.7) die Konzentration einer bestimmten phenolischen Substanz direkt berechnet wer-
den. Die BezugsgrdBe stellt die Trockensubstanz dar:

c(i)= HFI)XA(I) x MF x ¢ (iS)
RF (iS)xA (iS)

Abb.3: Formel fir die quantitative Auswertung der HPLC-Analysen

Abkirzungen:

i: Einzelpeak

IS: interner Standard (6-Methoxyflavon bzw. Flavon)

c: Konzentration

A: Peakflache

RF: Responsfaktor = Konzentration / Peakflache

MF: Multiplikationsfaktor (bezieht die Konzentration auf 1 g TS)
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4. ERGEBNISSE ERDBEERE

4.1 ldentifizierungen der konstitutiven Phenylpropanoide und Flavonoide

4.1.1 Catechin und Procyanidin B;

Die Besonderheit der Catechine und Proanthocyanidine ist ihre spezifische Reaktion mit
DMAZA (p-Dimethylaminozimtaldehyd). Da Flavanole bei einer Wellenlange von 280 nm
nur geringe molare Extinktion zeigen und oftmals von anderen Substanzen Uberlagert
werden, erfolgte eine Nachsaulenderivatisierung mit DMAZA, um Flavanole durch das
entstandene Kondensationsprodukt selektiv bei 640 nm erfassen zu kénnen. Dabei wurde
Procyanidin B; friher (RT=27,4) als Catechin (RT=34,2) detektiert.

Auf DC Platten kénnen die nach dem Besprihen mit DMAZA entstehenden blauen Fle-
cken den Flavanolen zugeordnet werden. Catechin zeigte dabei einen héheren Ry Wert
(54,9) als Procyanidin B3 (26,7).

Die Form der UV-Spektren sowie das Absorptionsmaximum waren bei beiden Substanzen
identisch (Abb .4). Co-Chromatographie mit Vergleichssubstanzen bestatigen das Vorlie-
gen des monomeren Catechins und des Catechin-Dimers Procyanidin Bz (Abb.5).
Procyanidin B; wurde als Haupvertreter der Procyanidine in Erdbeeren beschrieben (ISHI-
MARU et al. 1995).

Uber Catechin als dominierendes Flavan-3-ol in Erdbeeren berichten verschiedenen Auto-
ren (ISHIMARU et al. 1995, DI VENERE et al. 1998, AUGER et al. 2000, BREITFELLNER et al.
2003, ALMEIDA et al. 2007).

150

mAbs

T T T
250 300 400
nm

Abb.4: UV-Spektrum von Flavanolen (Amax=274) Abb.5: Strukturformeln von Catechin (1) und Procyanidin Bs (2)
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4.1.2 Ellagitannine

Ellagitannine sind Ester von Hexahydroxydiphensaure und einem oder mehreren Polyo-
len, meistens D-Glucose (Abb.6).

Der Peak der als Ellagitannin identifiziert wurde, zeigte das Absorptionsmaximum bei 252
nm (Abb.6). Das Spektrum ist &hnlich wie das von MULLEN et al. (2002, 2003) beschrie-
bene Spektrum von Ellagitannin. Bei Betrachtung der DC-Cellulose Platten unter UV-Licht
zeigt die Substanz dieselbe Farbe wie Ellagsaure, weist jedoch einen niedrigeren R-Wert
auf, was auf eine oligomere Struktur hinweist.

Werden Ellagitannine mit Sdure oder Base hydrolisiert, wandelt sich die Hexahydroxy-
diphensaure in Ellagsdure um (CLIFFORD UND SCALBERT 2000).

Nach sauerer Hydrolyse des getesteten Peaks wurde die Ellagsdure identifiziert.

mAbs
100

90 +

60

30

0

250 300 360 nm

Abb.6: UV-Spektrum und Strukturformel eines Ellagitannins (Amax=252 nm)

4.1.3 Anthocyane

Anthocyane zeigen neben einem Maximum bei 265-275nm eine starke Absorptionsbande
im sichtbaren Wellenlangenbereich zwischen 465-560 nm (Abb.7). Nach enzymatischer
Hydrolyse mit Tannase wurden die Aglykone Pelargonidin und Cyanidin nachgewiesen
(Abb.8).
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Abb.7: UV-Spektrum von Pelargonidin

(Amax=272,500 nm) Abb. 8: Strukturformeln von Pelargonidin (1)
und Cyanidin (2)

4.1.4 Flavonole und Ellagséure

Aufgrund einer Uberlagerung von Ellagsaure- und Quercetin- Derivaten konnten die zwei
Substanzen nicht immer eindeutig bestimmt und quantifiziert werden. Beide Substanzen
zeigten zwei Maxima in den &hnlichen Bereichen (Abb. 9). MULLEN et al. (2003) berich-
ten Gber Schwierigkeiten der Identifikation von Ellagsaure und Quercetin-Derivaten mittels
HPLC. Die Quantifizierung von Flavonolen wurde nur in den Proben durchgefiihrt, die mit
Diodenarray-Detektion (System 2) analysiert wurden. Hier war die Detektion bei 320 nm
maoglich. Anhand ihrer UV-Spektren konnten diese als Quercetin bzw. Kdmpferol-Derivate
identifiziert werden (Abb.10).
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Abb.9: UV-Spektren von Quercetin-Derivaten (1) (Amax =256,352 nm), Ellagséure-Derivaten (2) (Amax
=253,365 nm) und Kampferol-Derivaten (Amax=264,346 nm) (3)

Abb.10: Strukturformeln von Kampferol (1), Ellagsaure (2) und Quercetin(3)

4.1.5 Hydroxyzimtsiuren

In den reifen Friichten wurde anhand des UV-Spektrums (Abb.11) eine Hydroxyzimtsaure
identifiziert (RT=39,9). Nach ihrer enzymatischer Hydrolyse mit Tannase konnte die p-
Cumarsaure durch Co-Chromatographie mittels HPLC identifiziert werden (RT=65,1). Die
Verschiebung der RT nach Hydrolyse wies darauf hin, dass die getestete Substanz eine
héhere Polaritat als das Aglycon p-Cumarséure aufweist. Die erhdhte Polaritat kdnnte
durch eine Glukose-Esterifikation verursacht werden. p-Cumaroylglucose wurde in den
Erdberenfriichten schon beschrieben (HERMANN 1989, MAATTA-RIIHINEN et al. 2004). Von
daher wurde vermutet, dass die getestete Substanz mit p-Cumaroylglucose (Abb.12) i-
dentisch ist.



4. Ergebnisse Erdbeere 31

ImAbs
500

HO
400 ||
300 HO

200

Abb.12: Strukturformel der p-Cumaroylglucose
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Abb.11: UV-Spektrum von p-Cumarsaure-Derivat
()\;max =324 nm)

4.2. Identifizierung der durch Prohexadion-Ca Behandlung induzierten Fla-

vonoide

4.2.1 Flavanone und 3-Deoxyflavane

Nach der Prohexadion-Ca Behandlung wurden zwei neue Verbindungen identifiziert: das
Flavanon Eriodictyol 7-Glucosid und das 3-Deoxyflavan Luteoliflavan (Abb.14). Eriodictyol
7-Glucosid wurde bei 280 nm detektiert und Luteoliflavan erst bei 640 nm nach der Deri-
vatisierung mit DMAZA. Die UV-Daten, Farbreaktionen und Ri-Werte stimmten mit der von
Vergleichssubstanzen Uberein. Eriodictyol 7-Glucosid erschien rosafarben nach dem Be-
sprihen der Cellulose-Platte mit dem Naturstoffreagenz, wahrend Luteoliflavan eine blaue
Farbung nach Besprihen der Kieselgel-Platte mit DMAZA vorweist. Die UV Spektren von
beiden Substanzen sind in Abb.13 dargestellt. Nach enzymatischer Hydrolyse des gesam-
ten Extrakts mit Tannase konnte sowohl mittels DC als auch HPLC die Aglycone Eriodic-
tyol und Luteoliflavan nachgewiesen werden. Diesmal wurde Luteoliflavan auch bei 280
nm detektiert. Die Detektion von Luteoliflavan bei 640 nm wurde nach enzymatischer Hyd-
rolyse deutlich induziert. In nicht hydrolysierten Proben wurde mittels DC Luteoliflavan 5-
Glucosid identifiziert. Er zeigte niedrigeren Ri-Wert als Luteoliflavan und die flavanoltypi-
sche blaue Féarbung nach Besprihen der Kieselplatte mit DMAZA. Bei der HPLC—Analyse
wurde Luteoliflavan 5-Glucosid sowohl bei 280 als auch bei 640 nm nicht detektiert.
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Abb.13: UV Spektren von Eriodictyol 7-Glucosid (1) (Amax =282 nm) und Luteoliflavan (2) (Amax =274

nm)
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Abb.14:Strukturformeln von Eriodictyol 7-Glucosid (1) und Luteoliflavan (2)
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4.3 Modifikation des Phenylpropanoid- und Flavonoidstoffwechsels von

Erdbeerfriichten durch Prohexadion-Ca und Milsana

Es wurde gezeigt, dass eine Applikation von Prohexadion-Ca die Feuerbrandanfalligkeit
(Erwinia amylovora) beim Apfel (Malus domestica) (YODER et al. 1999, ROMMELT et al.
1999b, ROMMELT et al. 2003a, ROMMELT et al. 2003b) und bei der Birne (Pyrus commu-
nis) (COSTA et al. 2001, ROMMELT et al. 2003a) reduziert. Eine direkte Wirkung auf den
Erreger Erwinia amylovora konnte nicht festgestellt werden (RADEMACHER 2000). Als Ur-
sache dieses resistenzinduzierenden Effekts von Prohexadion-Ca werden die Verande-
rungen in der Flavonoid Biosynthese diskutiert (ROMMELT et al. 1999b, ROMMELT et al.
2003a, ROMMELT et al. 2003b). Es wurde ein modifiziertes Flavonoidmuster beobachtet,
welches auf der Hemmung 2-oxoglutaratabhangiger Dioxygenasen im Flavonoidbio-
syntheseweg beruht (RADEMACHER 2000).

In verschiedenen Untersuchungen wurde dargestellt, dass Milsana als Resistenzinduktor
wirken kann und diese induzierte Resistenz korrelierte mit der Akkumulation von phenoli-
schen Stoffen (DAAYF et al. 1995, DAAYF et al. 1997, FOFANA et al. 2002).

Wahrend der Bluten- und Fruchtentwicklung der Erdbeeren wurden Behandlungen mit
Prohexadion-Ca allein bzw. in Kombination mit Milsana durchgefiihrt (sieche Material und
Methoden). Die bisher gewonnenen Ergebnisse mit Prohexadion-Ca (ROMMELT et al.
1999b, ROMMELT et al. 2003a, ROMMELT et al. 2003b) und Milsana (DAAYF et al. 1995,
DAAYF et al. 1997, FOFANA et al. 2002) erlaubten die Erwartung eines modifizierten Phe-
nylpropanoidstoffwechsels durch Prohexadion-Ca und Milsana wahrend Wachstum und
Reife der Erdbeere. Sowohl anhand dieser Anderungen als auch unter Beriicksichtigung
des temporaren Verlaufs wird untersucht, ob und in welcher Weise der Lebenszyklus von
Botrytis cinerea durch den Phenylpropanoidstoffwechsel beeinflusst wird. Besondere Be-
achtung gilt hierbei dem Catechin als Baustein der Procyanidine (XIE UND DIXON 2005),
die als bestimmender Faktor fir das Phanomen der Stadienresistenz postuliert wurden
(SCHERER et al. 1982).
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4.3.1 Beeinflussung des Phenylpropanoidstoffwechsels durch Prohexadion-Ca

wahrend der Blite und der Fruchtentwicklung von Botrytis-resistenten Erd-

beer-Klonen

Die verschiedenen Standorte (BlumenstraBe und Dirnast) und die beiden Klone (,11/29’
und ,91/13/3’) zeigten nach den Auswertungen keine deutlichen Unterschiede und des-
wegen wurden sie auch als Wiederholungen analysiert. Somit wurden alle dargestellten
Werte als Mittelwert von 4 Wiederholungen errechnet (Abb. 15,16).

Eine ahnliche Entwicklung des Gehaltes an Catechin und Procyanidin B; wurde wahrend
des Wachstums und der Reife der Erdbeer-Klone beobachtet (Abb.15). Die Gehalte er-
reichten das Maximum in BBCH Stadium 71 und danach nahmen sie ab. Eine starke Ab-
nahme von Catechin wurde in BBCH Stadium 81 festgestellt (Abb.15).

Gehalte an Catechin und Procyanidin B; zeigten durch die Prohexadion-Ca Behandlung
einen Anstieg in Stadien BBCH 71, 73 und 81, wahrend die Stadien BBCH 65 und BBCH
89 kaum beeinflusst wurden (Abb.15).

Uber den gesamten Versuchzeitraum betrachtet erfolgte in allen BBCH Stadien eine In-
duktion von Eriodictyol 7-Glucosid und Luteoliflavan, nachdem mit dem Wachstumregula-
tor Prohexadion-Ca behandelt wurde. Das Maximum der Entstehung von den beiden
Substanzen verzeichnete das Stadium BBCH 71 (Abb.15). Ein deutlicher Abfall der Ak-
kumulation wurde im BBCH Stadium 81 festgestellt (Abb.15).
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Abb.15: Entwicklung der Konzentrationen von Catechin, Procyanidin Bs, Eriodictyol 7-Glucosid, Luteolifla-
van, Ellagitannin und gesamte phenolische Verbindungen in den gegen Botrytis-resistenten Erdbeer-
Klonen wahrend ihrer phanologischen Entwicklung ohne (Kontrolle) und mit Prohexadion-Ca (P-Ca) Be-
handlung.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.

BBCH 65 Vollbliite, BBCH 71 Blitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Niisschenstadium, BBCH 81
weiBe Friichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt

Die Konzentrationen an Ellagitannin verhielten sich mit zunehmender Bliten- und Frucht-
entwicklung ricklaufig (Abb.15). Bereits in der Vollblite wurde das Maximum festgestellt.
Eine Abnahme wurde im Stadium BBCH 71 und ein drastischer Riickgang im Stadium
BBCH 73 beobachtet. Weiter sanken die Gehalte zur BBCH 81 gegen Null. Im Stadium
BBCH 89 konnte Ellagitannin nicht mehr nachgewiesen werden. Bei der Prohexadion-Ca
Variante traten keine wesentliche Unterscheide auf (Abb. 15).

Die Summe aller phenolischen Stoffe nahmen bis zum Stadium BBCH 81 ab (Abb. 15). Im
Ubergang von Stadium BBCH 81 zu Stadium BBCH 89 kam es zu keiner deutlichen Ab-
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nahme mehr. Nach der Prohexadion-Ca Behandlung war keine Stimulation des Gesamt-
phenolgehalts zu beobachten (Abb.15).

0O Kontrolle
mg/g TS B P-Ca
2,5 4

2,0
1,5
1,0 4
0,5 +

0,0 T

Anthocyane Cumaroylglucose
BBCH 89 i ve

Abb.16: Konzentrationen an Anthocyanen und p-Cumaroylglucose in sortentypisch ausgefarbten Friichten
(BBCH 89) bei den gegen Botrytis-resistenten Erdbeer-Klonen ohne (Kontrolle) und mit Prohexadion-Ca (P-
Ca) Behandlung.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums (BBCH 65 Vollbliite, BBCH 71
Blitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Nisschenstadium, BBCH 81 weiBe Frichte, BBCH 89 Frichte
sortentypisch ausgefarbt) durchgefihrt.

Die Anthocyane und p-Cumaroylglucose wurden erst im Stadium BBCH 89 identifiziert.

Der Gehalt der Anthocyane (Abb. 16) war durch die Anwendung des Bioregulators nicht
beeinflusst. Bei der Betrachtung des Gehalts an p-Cumaroylglucose féllt eine leichte Zu-
nahme bei der Prohexadion-Ca Variante auf (Abb. 16).
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4.3.2 Beeinflussung des Phenylpropanoidstoffwechsels durch Prohexadion-Ca

wahrend der Blite und der Fruchtentwicklung Sorte ,Mara des Bois’

,Mara des Bois’ wurde als Botrytis-anféllige Sorte beschrieben (MASNY et al. 2005). Hier
wurden die Versuche mit und ohne PflanzenschutzmaBnahme einzeln dargestellt
(Abb.17, 18, 19, 20, 21). Der Grund hierfir ist die visuelle Botrytis-Bonitur (siehe Kapitel
4.3.5), die bei dem Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme durchgefiihrt wurde. Somit
kdénnen die Daten tber den Befall mit Botrytis cinerea mit den Daten Uber die Entwicklung
des Phenylpropanoidstoffwechsels wahrend der phanologischen Entwicklung der Erdbee-

re verglichen werden.

mg/g TS Catechin 1 Kontrolle
4,5 - m P-Ca

BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH
65 71 73 81 89 65 71 73 81 89
ohne Pflanzenschutz mit Pflanzenschutz

mg/g TS Procyanidin B, O Kontrolle
4,5 4 mP-Ca
4,0
3,5 -
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5 [ [ D [ D .
0,0 -
BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH
65 71 73 81 89 65 71 73 81 89

ohne Pflanzenschutz mit Pflanzenschutz

Abb.17: Entwicklung der Konzentrationen von Catechin und Procyanidin B3 bei der Sorte ,Mara des Bois’
wahrend ihrer phanologischen Entwicklung ohne (Kontrolle) und mit Prohexadion-Ca Behandlung (P-Ca).
Die erste Behandlung wurde vor der Blite durchgefihrt (BBCH 59- Mehrzahl der Bliten im Ballonstadi-
um).

Weitere Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.

BBCH 65 Vollbliite, BBCH 71 Blitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Niisschenstadium, BBCH 81
weiBe Friichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt
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Der Rickgang des Catechin-Gehaltes nach der Prohexadion-Ca-Behandlung wurde in
beiden Versuchen ermittelt (Abb.17). Bei dem Versuch mit zuséatzlicher Pflanzenschutz-
maBnahme nahm der Gehalt im BBCH Stadium 73 zu. Ab diesem Zeitpunkt bis zum Ende
des Versuchs wurde eine Akkumulation bei Prohexadion-Ca Varianten festgestellt. Die
Akkumulation war am deutlichsten im BBCH Stadium 81 (Abb.17).

Die Reduktion des Catechin-Gehaltes bei dem Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme
zog sich auch wahrend des BBCH Stadium 73 weiter (Abb. 17). Danach trat eine leichte
Stimulation des Catechin-Gehaltes (BBCH 81) auf, die auch bei dem Stadium BBCH 89
nachweisbar war (Abb.17).

Der Catechin-Gehalt bei Kontrollpflanzen entwickelte sich in beiden Versuchen wéahrend
Reife und Wachstum der Erdbeere gleich: die Gehalte nach der Blite stiegen bis zum
Stadium BBCH 71 an und danach nahmen die Konzentrationen bis zum Ende des Versu-
ches kontinuierlich ab (Abb.17). Stadien, die zuséatzlich mit Fungiziden behandelt wurden,
zeigten bis zum BBCH Stadium 81etwas héhere Catechin Gehalt Werte (Abb.17).

Eine kontinuierliche Abnahme des Gehaltes an Procyanidin B3 bei beiden Varianten nach
der Blite (BBCH 65) wurde nicht beobachtet (Abb.17). Eine Akkumulation von Procyani-
din B; durch Prohexadion-Ca Behandlung fand nicht statt (BBCH 81, BBCH 89 im Ver-
such ohne PflanzenschutzmaBnahme bzw. BBCH 73, 81, 89 im Versuch mit Pflanzen-
schutzmaBnahme). Somit verhielt sich Procyanidin Bs nicht parallel zum Catechin nach
der Prohexadion-Ca Behandlung (Abb.17).

Die Prohexadion-Ca Wirkung wurde weiterhin durch Akkumulation von Luteoliflavan und
Eriodictyol 7-Glucosid sichtbar (Abb.18). MengenmaBig gab es keine dominante Akkumu-
lation, weil die beiden induzierten Substanzen Uber den gesamten Versuchzeitraum eine
ahnliche Konzentration zeigten (Abb.18). Ein proportionales Verhéltnis zwischen beiden
Akkumulationen ist zu erkennen. Bei dem Versuch mit PflanzenschutzmaBnahme, stiegen
die Konzentrationen von Luteoliflavan und Eriodictyol 7-Glucosid nach der Blite an und
erreichten das Maximum im BBCH Stadium 73. Danach nahmen die beiden Konzentratio-
nen ab. In dem Versuch, in dem die Botrytis-Bonitur durchgefthrt wurde (ohne Pflanzen-
schutzmaBnahme), wurde die Steigerung im BBCH 73 unterbrochen und das Maximum
wurde erst in BBCH Stadium 81 festgestellt (Abb.18).
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Abb. 18: Entstehung von Eriodictyol 7-Glucosid und Luteoliflavan bei der Sorte ,Mara des Bois’ wahrend
ihrer phanologischen Entwicklung ohne (Kontrolle) und mit Prohexadion-Ca Behandlung (P-Ca).
Die erste Behandlung wurde vor der Bliite durchgefiihrt (BBCH 59- Mehrzahl der Bliten im Ballonstadi-

um).

Weitere Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.
BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Blitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Nulsschenstadium, BBCH 81

weiBe Frichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt
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Abb. 19: Einfluss von Prohexadion-Ca auf die Konzentration von Ellagitannin bei der Sorte ,Mara des Bois
wahrend ihrer phanologischen Entwicklung ohne (Kontrolle) und mit Prohexadion-Ca Behandlung (P-Ca).

Ellagitannin
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Die erste Behandlung wurde vor der Blite durchgefiihrt (BBCH 59- Mehrzahl der Bliiten im Ballonstadi-

um).

Weitere Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgeflhrt.

BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Bliitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Niisschenstadium, BBCH 81

weiBe Friichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgeférbt
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Wahrend des Wachstums und der Reife der Erdbeere wurde eine deutliche Reduzierung
von Ellagitannin in beiden Versuchen im Nisschenstadium (BBCH 73) festgestellt
(Abb.19). Der Unterschiede im Konzentrationsverlauf zwischen den beiden Versuchen
wurden nach der Bliite festgestellt (Abb.19). So nahm der Ellagitannin-Gehalt im Standort
BlumenstraBe (Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme) im Stadium BBCH 71 zu, wah-
rend BBCH 71 am Standort Dirnast (Versuch mit PflanzenschutzmaBnahme) eine Redu-
zierung zeigte. Die Behandlung mit Prohexadion-Ca hat die Gehalte an Ellagitannin wah-
rend Wachstum und Reife nicht deutlich verandert. Im Stadium BBCH 89 wurde kein Ella-
gitannin nachgewiesen (Abb.19).

mg/g TS Gesamte phenolische Stoffe 0 Kontrolle
30 4 mP-Ca
25
20 -
15 -
10
5 i
0 41
BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH
65 71 73 81 89 65 71 73 81 89
ohne Pflanzenschutz mit Pflanzenschutz

Abb. 20: Entwicklung der Konzentration von gesamten phenolischen Stoffen bei der Sorte ,Mara des Bois’ wah-
rend ihrer phanologischen Entwicklung ohne (Kontrolle) und mit Prohexadion-Ca Behandlung (P-Ca).

Die erste Behandlung wurde vor der Blite durchgefihrt (BBCH 59- Mehrzahl der Bliten im Ballonstadium).
Weitere Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.

BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Blutenboden deutlich aufgewélbt, BBCH 73 Nusschenstadium, BBCH 81 weiB3e
Frichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt.

Die Konzentrationen an den gesamten phenolischen Stoffen verhielten sich ab Stadium
BBCH 71 mit zunehmender Fruchtentwicklung hinweg ricklaufig (Abb.20). Die Behand-
lung mit Prohexadion-Ca fuhrte im Stadium BBCH 73 zu einer nennenswerten Reduzie-
rung (Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme). Sonst ergaben sich keine gréBeren Un-
terschiede zwischen Kontrolle und Prohexadion-Ca Varianten (Abb.20).
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4.3.3 Beeinflussung des Phenylpropanoidstoffwechsels durch Prohexadion-Ca

und Prohexadion-Ca/Milsana Behandlung wéhrend der Bliite und der Frucht-

entwicklung Sorte ,Elsanta’

Bei der Botrytis anfallige Sorte ,Elsanta’ wurde eine Milsana Behandlung in Kombination

mit Prohexadion-Ca, durchgeflihrt. Durch Botrytis-Bonitur bei dem Versuch ohne Pflan-

zenschutzmaBnahmen wurde getestet ob diese Kombinationsbehandlung einen resistenz-

induzierenden Effekt zeigt (siehe Kapitell 4.3.5). Durch Phenolanalytik wurde beobachtet,

ob Milsana als Pflanzenstérkungsmittel die Prohexadion-Ca Wirkung beeinflussen kann.

mg/g TS Catechin O Kontrolle
14 - m P-Ca
12 | 01 P-Ca/Milsana

BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH
65 71 73 81 89 65 71 73 81 89
ohne Pflanzenshutz mit Pflanzenschutz
mg/g TS Procyanidin B, 0O Kontrolle
50 - W P-Ca
4,5 1 P-Ca/Milsana
4,0 4
3,5
3,0 4
2,5 4
2,0
1,5

1,0 4
0,5
0,0 -

Al

BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH
65 71 73 81 89 65 71 73 81 89
ohne Pflanzenshutz mit Pflanzenschutz

Abb. 22: Einfluss von Prohexadion-Ca (P-Ca) und Kombinationsbehandlung (P-Ca/Milsana) auf die Kon-
zentration von Catechin und Procyanidin Bz wéahrend der Bliite und der Fruchtentwicklung der Sorte ,E/-

santa’.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.
BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Blitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Nisschenstadium, BBCH 81
weiBe Frichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt

Ein deutlicher Rickgang des Catechingehaltes und des Gehaltes von Procyanidin B;
wurde im Ubergang von Stadium BBCH 73 zum Stadium BBCH 81 aufgezeigt (Abb.22).
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Der Verlauf von Procyanidin B; folgte dem Verlauf des Catechingehaltes. Eine Ausnahme
zeigte sich im Ubergang von Bliite (BBCH 65) zum Stadium Bliitenboden deutlich aufge-
wélbt (BBCH 71) bei dem Versuch mit PflanzenschutzmaBnahme. Hier stieg der Cate-
chingehalt nach der Bllte an, wahrend der Gehalt an Procyanidin Bz abnahm (Abb.22).
Die Prohexadion-Ca Behandlung bewirkte eine leichte Induktion der Catechin-
Biosynthese in den Stadien BBCH 71 und 73 (Abb.22). Die Induktion ist mehr ausgepragt
bei den Frichten, die zusatzlich mit Pflanzenschutzmittel behandelt wurden. Andere Sta-
dien zeigten keine deutlichen Veranderungen des Catechingehaltes nach der Prohexadi-
on-Ca Wirkung. Zur Beeinflussung der Procyanidin B; Konzentration durch Prohexadion-
Ca lasst sich keine allgemeingultige Aussage treffen. Wahrend die mit Prohexadion-Ca
behandelten Stadien BBCH 73 bei dem Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme eine
leichte Reduktion zeigten, behielten andere Frichten ihr Procyanidin B; Niveau nach der
Prohexadion-Ca Behandlung bei. Die Bliten (BBCH 65) im Versuch mit Pflanzenschutz-
maBnahme zeigten eine durch die Prohexadion-Ca Behandlung verursachte Reduktion
der Procyanidin B; Konzentration (Abb.22).

Die Kombinationsbehandlung mit Milsana verstérkte deutlich die Induktion der Catechin
Biosynthese in den Stadien BBCH 71 und 73 (Abb.22). Zusatzlich wurden hier auch die
Konzentrationen an Procyanidin B; durch Kombinationsbehandlung gesteigert. Die Induk-
tion von Procyanidin B; war in reifen Friichten (BBCH 89) nicht mehr ersichtlich, wéhrend
sich die Induktion von Catechin bis zum Ende des Versuches (BBCH 89) weiter zog
(Abb.22).

Bei der Kombinationsbehandlung konnten Catechin und Procyanidin B; zur Vollblite nicht
nachgewiesen werden (Abb.22).
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Abb. 23: Einfluss von Prohexadion-Ca (P-Ca) und Kombinationsbehandlung (P-Ca/Milsana) auf die Kon-
zentration von Eriodictyol 7-Glucosid und Luteoliflavan wahrend der Bliite und der Fruchtentwicklung Sorte
,Elsanta’.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.

BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Blitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Nisschenstadium, BBCH 81
weiBe Frichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt

In den grunen Friichten (BBCH 71, 73, 78) erfolgte eine verstarkte Akkumulation von Eri-
odictyol 7-Glucosid durch die Kombinationsbehandlung mit Milsana (Abb.23). Die am En-
de des Versuches verursachte Steigerung von Eriodictyol 7-Glucosid durch die Kombina-
tionsbehandlung wurde nicht mehr beobachtet (BBCH 89) (Abb.23).

Die Bildung von Luteoliflavan wurde am meisten in den Stadien BBCH 71 und 73 durch
Milsana unterstitzt. In BBCH Stadien 81 waren die Werte von Luteoliflavan sehr niedrig
und in den Stadien BBCH 89 wurden sie nicht mehr nachweisbar (Abb. 23).

Wahrend des gesamten Versuchzeitraums dominierte die Eriodictyol 7-Glucosid Bildung
Uber die Luteoliflavan Bildung (Abb. 23).

Bei der Kombinationsbehandlung waren Eriodictyol 7-Glucosid und Luteoliflavan in der
Blite (BBCH 65) nicht nachweisbar (Abb. 23).
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mg/g TS Blagitannin O Kontrolle
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0 P-Ca/Milsana
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Abb. 24: Einfluss von Prohexadion-Ca (P-Ca) und Kombinationsbehandlung (P-Ca/Milsana) auf die Kon-
zentration von Ellagitannin wahrend der Blite und der Fruchtentwicklung Sorte ,Elsanta’.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.

BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Bliitenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Niisschenstadium, BBCH 81
weiBe Friichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt

Nach der Blite (BBCH 65) kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme des Ellagitanninge-
haltes (Abb. 24). Im Stadium BBCH 89 wurde Ellagitannin nicht nachgewiesen. Prohexa-
dion-Ca und Milsana wirkten sich offenbar nicht auf die Ellagitannin-Gehalte aus (Abb.24).

mg/g TS Gesamte phenolische Stoffe O Kontrolle

60 - mP-Ca

50 | 0] P-Ca/Milsana

40
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BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH

65 71 73 81 89 65 71 73 81 89
ohne Pflanzenshutz mit Pflanzenschutz

Abb.25: Einfluss von Prohexadion-Ca (P-Ca) und Kombinationsbehandlung (P-Ca/Milsana) auf die Kon-
zentration von gesamten phenolischen Stoffen wahrend der Bllte und der Fruchtentwicklung Sorte.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefiihrt.

BBCH 65 Vollblite, BBCH 71 Bliutenboden deutlich aufgewdlbt, BBCH 73 Nisschenstadium, BBCH 81
weiBe Frichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt

Durch die Kombinationsbehandlung (P-Ca/Milsana) kam es zu einem Anstieg an den ge-
samten phenolischen Stoffen in den Stadien BBCH 71 und 73 (Abb.25). Dieser Effekt
konnte in spateren Stadien nicht mehr festgestellt werden. Ein deutlicher Rickgang am
Gesamtphenolgehalt wurde im Ubergang von BBCH 73 zu BBCH 81 aufgezeigt. Die Wir-
kung der Prohexadion-Ca/Milsana Behandlung lieB ebenfalls in diesem Ubergang nach.
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Die Prohexadion-Ca Behandlung bewirkte eine leichte Induktion an den gesamten pheno-
lischen Stoffen in allen Stadien in dem Versuch mit PflanzenschutzmaBnahme auBer in
den reifen Frichten (BBCH 89). In dem Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme wurden
die phenolischen Stoffe nach der Prohexadion-Ca Behandlung nicht deutlich beeinflusst
(Abb.25).

p-Cumaroylglucose

O Kontrolle Anthocyane 01 Kontrolle
mg/g TS
os mP-Ca mg/g TS mP-Ca
’ &1 P-Ca/Milsana 2,0 1 P-Ca/Milsana
1,5
0,1 1,0
0,5
0,0 0,0 4
BBCH 89 BBCH 89 BBCH 89 BBCH 89
ohne Pflanzenschutz mit Pflanzenschutz ohne Pflanzenschutz mit Pflanzenschutz

Abb.26: Einfluss von Prohexadion-Ca (P-Ca) und Kombinationsbehandlung (P-Ca/Milsana) auf die Kon-
zentrationen an Anthocyane und p-Cumaroylglucose in sortentypisch ausgeférbten Frichte (BBCH 89)
Sorte ,Elsanta’.

Die Behandlungen wurden zwei Tage vor der Probenahme jedes Stadiums durchgefihrt.

BBCH 65 Vollbliite, BBCH 71 Bliitenboden deutlich aufgewélbt, BBCH 73 Nisschenstadium, BBCH 81
weiBe Frichte, BBCH 89 Friichte sortentypisch ausgefarbt.

Die Anthocyane und p-Cumaroylglucose wurden erst im Stadium BBCH 89 identifiziert.

Die Prohexadion-Ca Behandlung und Kombinationsbehandlung von Prohexadion-Ca und
Milsana wirkten sich nicht deutlich auf die Gehalte an p-Cumaroylglucose und Anthocya-
nen aus (Abb.26). Bei dem Versuch ohne PflanzeschutzmaBnahme war der Gehalt an p-
Cumaroylglucose durch die Prohexadion-Ca Behandlung leicht erhéht (Abb.26). Dieser
Effekt wurde bei dem Versuch ohne PflanzenschutzmaBnahme nicht beobachtet.

4.3.4 Sorten- und Klonenunterschiede

Catechin kommt in allen Sorten und Stadien in deutlich héherer Konzentration als
Procyanidin B; vor (Abb. 15, 17, 22). Das Maximum von Catechin lag bei etwa 4mg/g TS.
Es wurden keine deutlichen Unterschiede zwischen Sorten und Klonen beobachtet. Der
minimale Catechingehalt wurde bei allen Sorten und Klonen im Stadium BBCH 89
festgestellt und lag bei etwa 0,4 mg/g TS, nur bei der Sorte ,Elsanta’ (die zusatzlich mit
Pflanzenschutzmitteln behandelt wurde), wurde eine héhere Konzentration von 0,89 mg/g
TS beobachtet (Abb.22).

Die héchsten Gehalte an Procyanidin B traten in der Sorte ,Mara des Bois’ auf (Abb 17.)
Die reifen Frichten von ,Mara des Bois’ (BBCH 89) besaBen 10-fach mehr Procyanidin Bs
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(0,2 mg/g TS) (Abb.17) als die Sorte ,Elsanta’ (Abb.22) und die Klone (Abb.15). Im
Gegensatz dazu waren die Werte an Ellagitannin wahrend der Blite (BBCH 65) 4-mal
niedriger (etwa 5mg/g TS) bei der Sorte ,Mara des Bois’ (Abb.19) als bei der Sorte
,Elsanta’ (Abb.24) und den Klonen ,11/29’ und ,91/13/3’ (Abb.15). Ellagitannin bildet die
Hauptkomponente der phenolischen Verbindungen der Erdbere bis zum Stadium BBCH
89 (Abb.15, 19 ,24). Ein Nachweis von Ellagitannin in den Stadien BBCH 89 wurde nicht
belegt (Abb.15, 19, 24).

p-Cumarsaure und Anthocyane wurden nur in den BBCH Stadien 89 nachgewiesen (Abb.
16, 21, 26). Vom Gesamtniveau her lieBen sich die Sorten und Klone miteinander verglei-
chen. Der Anthocyangehalt lag zwischen 1-1,5 mg/g TS (Abb.16, 21, 26). In den reifen
Erdbeeren waren Anthocyane vorherrschend. Der p-Cumarséuregehalt bewegte sich zwi-
schen 0,1 bis zum 0,35 mg/g TS (Abb. 16, 21 ,26).

Der Ruickgang der gesamten phenolischen Stoffe wahrend der phénologischen
Entwicklung der Erdbeere ist ab BBCH Stadium 73 zu beobachten (Abb.15, 20, 25). Beim
Vergleich des Gesamtphenolgehaltes wurden die niedrigsten Werte bei der Sorte ,Mara
des Bois’ gemessen (Abb.20).

4.3.5 Botrytis-Bonitur

Zur Feststellung, ob Prohexadion-Ca bzw. Milsana in der Lage sind, die Botrytis-
Anfélligkeit zu andern, wurde wéahrend des gesamten Versuchzeitraumes eine Botrytis-
Bonitur durchgefuhrt (bonitert wurden nur die Pflanzen, die nicht mit Pflanzenschutzmittel
behandelt wurden). Obwohl die Bonitur wahrend der gesamten Erdbeerentwicklung ermit-
telt wurde (VARGA 2005), wurden nur die Ergebnisse von Bliten (BBCH 65) und roten
Frichten (BBCH 89) dargestellt. In den Bliten (BBCH 65) findet die Infektion vom Botrytis
cinerea statt und die Krankheitssymptome werden erst in roten Friichten sichtbar (BBCH
89) (SCHERER et al. 1982, BRISTOW et al. 1986 JERSCH et al. 1989, BOFF et al. 2003).
Wahrend der Bonitur wurde sowohl in der behandelten als auch in der nicht behandelten
Variante das Vertrocknen von Bliten festgestellt (Bild 1). Bei Klon ,91/3/3’ war das Ver-
trocknen der BlUte sehr gering und es wurde kein Unterschied zwischen Kontrolle und
Prohexadion-Ca Variante erfasst (Abb.29). Etwas mehr vertrocknete Blite wurde bei Klon
[1/29 beobachtet (Abb.29). Das Vertrocknen war ausgepragter bei den mit Prohexadion-
Ca behandelten Bluten.

Das héchste Prozent von vertrockneten unbehandelten Bliten wurde bei der Sorte Mara
des Bois beobachtet (39%) (Abb.26). Nach der Prohexadion-Ca Behandlung war die Ver-
trocknung von Bliten um 64% erhéht. Die Zunahme von vertrockneten Bliten durch Pro-
hexadion-Ca wurde auch bei der Sorte ,Elsanta’ beobachtet (von 34 auf 46%), wahrend



4. Ergebnisse Erdbeere 47

bei der Kombinationsbehandlung mit Milsana eine Abnahme von vertrockneten Bllten
festgestellt wurde (Abb.26). Die vertrockneten Bliten (Bild 1) wurden gesammelt und der

Befall von Botrytis cinerea durch Inkubation nachgewiesen (Bild 2).

‘t{"\}

Bild 1: vertrocknete Blte Bild 2: Grauschimmel an vertrockneten

Bliiten nach der Inkubation

Bei den Klonen wurden sowohl in der behandelten als auch in der nichtbehandelten Vari-
ante bis zum Zeitpunkt einer marktrelevanten Erdbeerernte keine Grauschimmelsympto-
me an den Frichten festgestellt (Abb.28). Die Kontrollfrlichte bei der Sorte ,Mara des
Bois’ zeigten einen Befall von 6,6%, bei der Prohexadion-Ca Behandlung lag der Befall
bei 16,6% (Abb.28).

Bei der Bonitur der Sorte ,Elsanta’ waren die unbehandelten Friichte in der Kontrolle zu
34%, die mit Prohexadion-Ca behandelten zu 46% befallen. Die Kombinationsbehandlung
von Prohexadion-Ca und Milsana senkte den Befall im Vergleich zur Kontrolle auf 20%
(Abb.28).
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Vertrocknete Bliite
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Abb. 27: Prozent der vertrockneten Bllten bei den Klonen ,91/13/3’, ,11/29’ und Sorten ,Mara des Bois’ und

,Elsanta’ behandelt mit Wasser (Kontrolle), Prohexadion-Ca (Pro-Ca) und mit Prohexadion-Ca und Milsa-
na (P-Ca/Milsana).
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Abb. 28: Botrytis Befall bei der Klonen ,91/13/3’, ,11/29’ und Sorten ,Mara des Bois’und ,Elsanta’ behandelt
mit Wasser (Kontrole), Prohexadion-Ca (Pro-Ca) und mit Prohexadion-Ca und Milsana (P-Ca/Milsana).
BBCH Stadium 89 (Friichte sortentypisch ausgefarbt)
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4.3.6 Diskussion

Die Dominanz der Pelargonidin-Derivate gegeniber den Cyanidin-Derivaten in roten
Frichten (VERSARI et al.1997, DI VENERE et al. 1998, GARCIA-VIQUERA et al. 1998, Ko-
SAR et al. 2004, MAATTA-RIIHINEN et al. 2004), wie auch die des Catechins in griinen
Frichten (Abb.15, 17, 22) erlauben die Behauptung, dass die Biosynthese der Flavonoide
wahrend der Erdbeerentwicklung in zwei verschiedenen Richtungen ablauft (Abb. 29, 30).
Der in den Bliten und grinen Erdbeeren stattfindende Weg ist durch eine 3'4’-
Hydroxylierung des B-Rings charakterisiert. Da bis jetzt keine F3'H aus Erdbeeren kloniert
und charakterisiert wurde, sei es dahingestellt, ob diese Hydroxylierung auf der Ebene der
Zimtsduren oder durch F3'H Aktivitdt geschieht (Abb.30). Auffallend hohe
Konzentrationen an Catechin in den Bliten und griinen Friichten weisen darauf hin (Abb.
15, 17, 22) dass die Phenylpropanoidbiosynthese hier hauptsachlich zur Catechin-
Produktion dient. Der Verlauf seiner Konzentrationen wahrend der Entwicklung der
Erdbeere folgte bei allen Sorten einem &hnlichen Muster: Nach der Blite kam es zu
einem Anstieg des Catechingehaltes in BBCH Stadium 71 bzw. BBCH 73 (Abb. 15, 17,
22). Ab dem Ubergang von Stadium BBCH 73 zum Stadium BBCH 81 fand eine deutliche
Abnahme statt (Abb. 15, 17, 22). Der minimale Catechingehalt wurde bei allen Sorten und
Klonen im Stadium BBCH 89 festgestellt. Nach Ergebnissen zur Expression des LAR-
Gens (ALMEIDA et al. 2007), dessen korrespondierendes Enzym in Position 4 die
Reduktion von Leukoanthocyanidinen zu Catechinen katalysiert (TANNER et al. 2003),
zeigte die LAR ein zweiphasiges Muster mit einem hohen Expressionniveau in grinen
Frichten, einem Abfall im weiBem Fruchtstadium und einem erneuten Anstieg beim
Farbumschlag. Auch DEIML (2007) berichtete lber einen Anstieg der LAR-Aktivitat beim
Farbumschlag.

Das erste Maximum deckt sich mit dem hohen Catechingehalt nach der HPLC-Analyse,
wahrend das zweite Maximum den sinkenden Catechingehalt in reifenden
Erdbeerfriichten nicht widerspiegelt (Abb. 15, 17, 22). Das zweite Maximum der LAR-
Aktivitat tritt zum Zeitpunkt des Farbumschlag von wei3 nach rot auf und deswegen wird
vermutet, dass der spéatere Anstieg von LAR fir die Bildung von Cyanidin-Derivaten
zustandig ist. Bei dem Enzym LAR handelt es sich um eine Oxidoreduktase, die mit
NADPH als Cofaktor eine Reduktion, mit NADP* dagegen eine Oxidation katalysiert. Das
Gleichgewicht der Reaktion hangt dabei unter anderem vom pH-Wert ab (FORKMANN UND
HELLER 1999). Weil sich der pH-Wert bei der Reife durch S&ureabbau und Akkumulation
von Zucker wesentlich andert (GOTO-YAMAMOTO et al. 2002), wéare eine Rlckreaktion zu
Leucocyanidin in der reifen Frucht denkbar. Durch diese Rlckreaktion wirde die Funktion
von LAR wéahrend der Anthocyansynthese und deren zweiphasiges Genexpressionmuster
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wahrend der Erdbeerentwicklung erklart. Im Gegensatz zum Cyanidin kénnte die Entste-
hung von Pelargonidin-Derivaten als 4’-hydroxylierten Anthocyanen durch de novo Syn-
these von PAL bestimmt werden . Die PAL-Aktivitat (CHENG et al. 1991, HALBWIRTH et al.
2006) und PAL-Expression (ALMEIDA et al. 2007) zeigt einen erneuten Anstieg bei der
Fruchtreife. Akkumulationen von p-Cumarsdure in reifen Frichten (Abb.16, 21, 26)
verweisen darauf, dass die Akkumulation von Pelargonidin-Derivaten als 4’-hydroxylierte
Anthocyane durch de novo Synthese von PAL bestimmt wurden, wahrend Cyanidin-
Derivate als Produkte der ,alten” Catechinbiosynthese entstehen (Abb.31).

Quercetin und Kémpferol sind in der Regel die haufigsten Aglyca (HAKKINEN UND TORRO-
NEN, 2000) in der Erdbeere. Die Konzentration von Kampferol 3-Glucosid nimmt im Ge-
gensatz zu Quercetin 3-Glucosid reifekorreliert zu (GRIEBER 2007). Wie in Material und
Methoden erlautert, gab es Schwierigkeiten bei der Flavonol-Identifizierung und Quantifi-
zierung, weil diese oft mit Ellagsdure verunreinigt waren. Daher werden keine Aussagen
Uber Quercetin- und Kampferol-Derivate wahrend der Erdbeerentwicklung im vorliegen-
den Versuch getroffen.

Im Versuch 2005 wurde eine andere Saule zur Quantifizierung von Kampferol- und Quer-
cetin-Derivaten verwendet. Die Ergebnisse zeigten, dass Bliten und griine Friichte viel
mehr Quercetin als Kadmpferol akkumulieren (Abb.29). Deswegen wird vermutet, dass die
positive Korrelation von Kampferol mit der de novo Synthese von PAL wahrend der
Fruchtreife durch Pelargonidin-Synthese verursacht wurde, wahrend die Abnahme von
Quercetinglukosiden in Zusammenhang mit dem abnehmenden Catechin-Gehalt steht
(Abb.31). Hier stellt sich die Frage, ob in den reifen Friichten durch pH-Anderung Leuco-
cyanidin weiter durch Rickreaktion von DFR zu Dihydroquercetin oxidiert werden kann.
Die DFR-Genexpression (MOYANO et al. 1998, ALMEIDA et al. 2007) und DFR-
Enzymaktivitdt (HALBWIRTH et al. 2006) verhalten sich auch zweiphasig. Damit wirden
Cyanidin und Quercetin genau wie Pelargonidin und Kampferol parallel wéhrend der
Anthocyansynthese verlaufen, um eine korrespondierende Copigmentierung (WINKEL-
SHIRLEY 2001) zu kontrollieren. Unterschiedliche Flavonolmuster im Verlauf der Frucht-
entwicklung beobachteten auch JAAKOLA et al. (2002) bei Heidelbeeren. Uber die FLS-
Aktivitat in der Erdbeer-Bliite wurde nicht berichtet. DOWNEY et al. (2003a) beschrieben
zwei Anstiege der Flavonolsynthese in Weinreben. Der erste findet in der Blite, der zwei-
te wahrend der Reife statt. Weil die Blate sehr hohe Konzentrationen an Flavonolen zei-
gen (Abb.29), kann vermutet werden, dass rund um die Bllte der Erdbeere auch die erste
Hauptperiode der Flavonolsynthese stattfindet und dass von daher die FLS-Aktivitat in
diesen Stadien sehr hoch ist. Der Anstieg von Flavonolen rund um die Blite und Reife
deutet darauf hin, dass Flavonole eine Rolle bei der Befruchtung spielen (LODISH et al.
1995, zitiert in DOWNEY et al. 2003a).
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Abb. 29: Entwicklung der Catechin und Flavonol Gehalte nach Prohexadion-Ca Behandlung vor (P-Ca 1)
und wahrend der Blite (P-Ca 2)

Nach der Prohexadion-Ca Wirkung wurden die Gehalte an Flavonolen reduziert (Abb.29).
Zu der Abnahme der Flavonole kam es nach erfolgreicher Hemmung der FLS Aktivitat als
2-oxoglutaratabhangigem Enzym (FORKMANN UND HELLER 1999) durch Prohexadion-Ca
Behandlung.

WELLMANN et al. (2006) zeigten mit rekombinanter ANS aus Gerbera, dass diese auch
eine Oxidation von Catechin und dessen anschlieBende Dimerisierung katalysieren kann.
ALMEIDA et al. (2007) fanden hier ahnlich wie bei der LAR ein zweiphasiges
Genexpressionmuster mit einer ricklaufigen Transkription in grinen Friichten und einem
Anstieg zum Zeitpunkt des Farbumschlages von weif3 nach rot. Der spatere Anstieg dient
zur Bildung von Anthocyanen aus Leucocyanidin, wahrend die Rolle der ANS in griinen
Frichten unklar bleibt, da Epicatechin(-untereinheiten) und Anthocyane im vorliegenden
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Versuch nicht nachgewiesen wurden. Deswegen wird vermutet, dass die Aktivitat der
ANS in griinen Friichten zur Bildung von Procyanidin B; dient.

Weil Epicatechin als konstitutive Verbindung in Erdbeeren beschrieben wurde (BREIT-
FELLNER et al. 2002, BREITFELLNER et al. 2003, FOSSEN et al. 2004), ist es nicht
auszuschlieBen, dass ANS in griinen Frichten durch Cyanidinsynthese indirekt flr die
Epicatechin-Bildung zusténdig ist, da Epicatechin nach XIE UND DIXON (2005) aus Cyani-
din mittels ANR entsteht.

Der Procyanidin Bs-Verlauf ist &hnlich dem des Catechins nach der Prohexadion-Ca
Behandlung (Abb.15, 22) . Eine Ausnahme wurde bei der Sorte ,Mara des Bois’ (Abb.17)
festgestellt. Hier gab es keine spatere Induktion von Procyanidin B; obwohl der Catechin-
Gehalt induziert wurde.

Zur Catechinsynthese ist Enzym FHT ndtig, das wiederum 2-oxoglutaratabhangig ist
(FORKMANN UND HELLER 1999). Die Akkumulation von Eriodictyol 7-Glucosid (Abb.15, 18,
23) nach Prohexadion-Ca- Einwirkung weist darauf hin, dass FHT tatsachlich durch
Prohexadion-Ca gehemmt wurde.

Nimmt man an, dass die ANS fir die Procyanidin Bz-Dimerisation zustandig ist, kommt
eine regelmaBige Abnahme von Procyanidin Bs, die in einer kompetitiven Hemmung der
ANS als 2-oxoglutaratabhédngigem Enzym (RADEMACHER 2000) durch Prohexadion-Ca
begrindet ist, nicht in Betracht. Grund hierfir ist, dass der Biosyntheseweg bis zur
Catechin-Bildung empféanglicher fir die Wirkung von Prohexadion-Ca ist und damit alle
Anderungen in der Procyanidin Bs-Akkumulation nach der Prohexadion-Ca Behandlung
indirekt durch die Catechinsynthese hervorgerufen wurden. Die Procyanidin Bs;-
Biosynthese lauft so lange parallel zur Catechinsynthese, bis das Enzym, das fir die
Procyanidin-Dimerisation zustandig ist, nicht durch die Catechinbildung Ubersattigt ist.
Deswegen festgestellte Catechin Induktion nach der Prohexadion-Ca Behandlung bei der
Sorte ,Mare des Bois’ (Stadien BBCH 73 und BBCH 81) wurde nicht mit Procyanidin Bs;
Induktion verfolgt (Abb.17).

Die Akkumulation von Eriodicytol 7-Glucosid und Luteoliflavan in mit Prohexadion-Ca
behandelten Stadien kann direkt auf die Hemmung der FHT als 2-oxoglutaratabhéngigem
Enzym durch Prohexadion-Ca zuriickgefiihrt werden (Abb.15, 18, 23). Das konstitutiv
vorhandene Aglycon Eriodictyol kann nicht weiter zu Dihydroquercetin metabolisiert
werden. So wird es durch FNR-Aktivitat, mdglicherweise besitzt die DFR genau diese, wie
FISCHER et al. (2003) fir Apfel und Birne nachwiesen, in Luteoforol, und spéater durch
LAR-AKktivitat (DEIML 2007) in Luteoliflavan (3-Deoxycatechin) umgewandelt.

Die parallele Bildung von Eriodictyol und Luteoliflavan folgte der Catechin-Akkumulation
nach der Prohexadion-Ca-Behandlung wahrend der Erdbeerentwicklung (Abb 15, 23).
Eine Ausnahme wurde bei ,Mara des Bois’ festgestellt (Abb.18). Hier wurde in den
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Stadien BBCH 71 und BBCH 73 eine negative Korrelation zwischen Catechin-
Akkumulation und Entstehung von Luteoliflavan und Eriodictyol 7-Glucosid festgestellt.
Auch dominierte die Bildung von Eridictyol 7-Glucosid zuerst nicht tber die Luteoliflavan-
Bildung (Abb.18). Das weist darauf hin, dass die Eriodictyol-Bildung und damit die FHT-
Aktivitdt durch die Catechin-Biosynthese bestimmt wurde. Eine Reduzierung der LAR-
Aktivitdt ging einher mit der Verminderung anderer Enzymaktivititen, die am
Biosyntheseweg zum Catechin beteiligt sind, und damit also auch der FHT-Aktivitat. Im
gesamten Versuch lag der Luteoliflavangehalt nur geringfligig Uber dem Gehalt an
Eriodictyol 7-Glucosid (Abb.15, 18, 23). Die Abwesenheit von Luteoliflavan-Glucosid in
allen Proben ist kritisch zu sehen, weil die Glycolisylierung von Luteoliflavan in anderen
Arten (ROMMELT et al. 2003b, PETEREK 2004) beschrieben wurde. Nach enzymatischer
Hydrolyse mit Tannase nahm die Konzentration des Aglykons Luteoliflavan deutlich zu.
Daher und wegen des Problems bei der Flavonolglykosid-ldentifizierung und
Quantifizierung wurde angedacht, die Bestimmung und die Auswertungen von
Flavonoiden erst nach Hydrolyse durchzufiihren, um einen besseren Uberblick iiber die
Veranderungen im Phenolstoffwechsel durch Prohexadion-Ca-Behandlung zu bekommen.
Folglich wurden Aussagen Uber Glycosylierungen ausgeschlossen.

Uber Afzelechin- und Gallocatechinwerte in Erdbeeren wurde keine aktuelle Literaturstelle
gefunden. Auch die Tatsache, dass die Aglycone Naringenin und Pentahydroxyflavanon
in den behandelten Erdbeeren nicht nachgewiesen wurden, deutet noch einmal darauf
hin, dass die Biosynthese in Friichten hauptsachlich in Richtung Catechin flieBt. Daher
war auch die Abwesenheit von 3-Deoxygallocatechin und 3-Deoxyafzelechin nach
Hemmung der FHT nicht zu erwarten.

Milsana unterstltzte den Prohexadion-Ca-Effekt in einer verstarkten Catechin-Induktion
(Abb. 22), Eriodictyol 7-Glucosid- und Luteoliflavan-Akkumulation (Abb.23). Demzufolge
kam es zu einer Erhéhung der Summe aller phenolischer Stoffe (Abb.25) . Somit kann
spekuliert werden, dass Milsana in der Lage ist, die PAL-Aktivitat zu erhdéhen und damit
den ganzen Stoffwechsel zu verstarken. Durch die verstarkerte PAL-Aktivitdt wurden
andere Enzyme induziert und damit die Prohexadion-Ca-Wirkung innerhalb der
Flavonoidbiosynthese erhdht. Allerdings demonstrierten DAAYF et al. (1995), FOFANA et
al. (2002) und MICHALEK et al. (2005) einen induzierenden Effekt von Milsana auf den
Flavonoidstoffwechsel. Auch DEIML (2007) beobachtete eine verstarkte Induktion der ANR
bei der Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca.

Prohexadion-Ca allein bewirkte in Untersuchungen von PETEREK (2004) in Birne keine
Veranderungen in der PAL-Aktivitdt. Dies erklart, dass bei der Prohexadion-Ca-
Behandlung die Menge der neu synthetisierten Verbindungen die Veranderungen in den
konstitutiv vorhandenen phenolischen Substanzen kompensierte und sich so in der
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Summe in der Regel keine groBe Anderung ergab (Abb 15, 20, 25). Die Ausnahme bildet
Stadium BBCH 73 (Abb.20) bei ,Mara des Bois’, in dem eine Reduzierung in der Summe
der phenolischen Stoffe auftrat, die durch die Reduzierung von Catechin und verminderte
Eriodictyol 7-Glucosid Akkumulation verursacht wurde.

Ellagitannin wurde nicht durch Prohexadion-Ca und Milsana-Behandlung beeinflusst
(Abb.15, 19, 24). Dies impliziert, dass die Biosynthese von Ellagitannin auBerhalb des
Flavonoidstoffwechsels stattfindet. Auch wurde keine deutliche Reduzierung der
Anthocyane nach der Prohexadion-Ca-Behandlung festgestellt, obwohl die ANS als 2-
oxoglutaratabhé&ngige Dioxygenase ein Wirkort fir Prohexadion-Ca sein kann (Abb.16,
21, 26). Vor dem Farbumschlag stiegen die Expressionen (MOYANO et al. 1998, ALMEIDA
et al. 2007) und Aktivitaten (HALBWIRTH et al. 2006) der meisten Flavonoidgene bzw.
Enzyme an (Abb 31.).

Auch die PAL-Aktivitat (CHENG et al. 1991, HALBWIRTH et al. 2006) und PAL-Expression
(ALMEIDA et al. 2007) zeigte einen direkten Zusammenhang mit der Anthocyansynthese.
Obwohl der Phenylpropanoidstoffwechsel vor der Anthocyansynthese wieder in Gang
kommt, konnte die Wirkung von Prohexadion-Ca auf reife Flichte nicht gezeigt werden.
So konnte eine geringfligige Catechinakkumulation und eine sehr schwache Biosynthese
von Luteoliflavan und Eriodictyol 7-Glucosid gezeigt werden. Der Grund fiir die lediglich
geringen Unterschiede liegt wohl darin, dass die letzten Pro-Ca-Applikation, die Enzyme
zur Zeit des Farbumschlags der Erdbeeren, die neu exprimiert wurden, nicht getroffen hat.
Der eventuelle richtige Zeitpunkt und Konzentration der Applikation von Prohexadion-Ca
vor der Reife, sollte weiter untersucht werden. Es kann sein dass die zweite Flavonoid-
Phase sehr schnell passiert und damit ist die Anwendung von Prohexadion-Ca vor der
Reife beschrankt, weil von auBen nicht méglich ist festzustellen, wann die Genxpression
in planta stattfindet. Das kann der Grund sein, wieso Prohexadion-Ca allein die Botrytis-
Resistenz bei der anfalligen Sorte nicht induzieren kann (Abb. 28) und gleichzeitig der
Nachteil von Prohexadion-Ca als Werkzeug fir Botrytis-Resistenzforschung wahrend der
Erdbeerreife.

Die Ergebnisse der Botrytis-Bonitur zeigten, dass nur in der Reife Symptome von
Grauschimmel auftraten (Abb 28).

Obwohl an vertrockneten Bluten nach der Inkubation Grauschimmel vorhanden war,
kénnte es sein, dass dieser erst sekundar nach dem Absterben als Saprophyt auftrat
(Abb.27). Ein Grund fir das Vertrocken kénnte auch die Prohexadion-Ca-Behandlung
sein.

Grune Frichte zeigten keine Botrytis-Symptome und damit Resistenz, die SCHERER et al.
(1982) als Stadienresistenz bezeichneten. Ein resistenzinduzierter Effekt wurde nur bei
der Kombinationsbehandlung festgestellt, wahrend Prohexadion-Ca den Botrytis-Befall
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unterstitzte (Abb.28). Damit erflllt Milsana das Pflanzenstarkungsmittel—Kriterium, die
Widerstandsfahigkeit von Pflanzen gegen Schadorganismen zu erhdéhen. Ein
Wirkungsprinzip von Pflanzenstarkungsmitteln ist die Induktion von Stoffwechselwegen.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen eine Induktion der Catechinbiosynthese durch
Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca in den reifen Frichten (Abb. 22.) Diese
Induktion war am starksten ausgepragt in griinen Friichten, die allerdings ohnehin eine
Botrytis-Resistenz zeigten (Abb.28). Damit wurde die Beurteilung von Catechin als
Ursache fur induzierte Resistenz bei der Kombinationsbehandlung erschwert. Auch das in
reifen Frichten durch Kombinationsbehandlung induzierte Catechin erreichte nicht die
Werte von resistenten griinen Frichten. Deshalb ist die Verwendung von Prohexadion-Ca
in Kombination mit Milsana (mit Erstmalbehandlung wéahrend der Blite!) als transiente
Methode in der Botrytis-Resistenzforschung bedenklich. Eine Prohexadion-Ca-
Behandlung vor der Bliite bewirkte eine Reduzierung von Catechin in griinen Friichten bei
der Sorte ,Mara des Bois’ (Abb.17). Obwohl die Konzentrationen im Bereich der reifenden
Erdbeeren lagen, zeigten die grine Friichte keine Botrytis-Symptome. Deswegen lassen
die gemessenen Catechin-Konzentrationen keinen direkten Zusammenhang mit dem
Botrytis-Befall erkennen. Hier hatte Prohexadion-Ca als transiente Werkzeug fur Botrytis-
Resistenzforschung eine mégliche Anwendung.

—— Botrytis Verlauf
Erste Flavonoid Phase

—— Zweite Flavonoid Phase

—
[ [
Bliite Griine Friichte Rote

Abb. 30: Botrytis und Flavonoidstoffwechsel Verlauf wahrend Erdbeerentwicklung

Wie auch in anderen Frichten ist der Reifeprozess der Erdbeerfrucht charakterisiert durch
vielfaltige Parameter (Verminderungen des pH-wertes, Zucker-Akkumulation, Anstieg der
I6slichen Verbindungen in der Frucht, Veranderungen in Fruchtform und Textur) und des-
wegen ist die Beurteilung von Resistenzfaktoren nur auf Ebene des
Flavonoidstoffwechsels schwierig. Die Strategie, die Resistenz der Erdbeere gegen
Botrytis cinerea durch die Erhéhung der Catechin-Konzentrationen in reifen Frichten zu
erreichen, erscheint also wenig erfolgsversprechend. Es konnte festgestellt werden, dass
manche Bliten bei der Sorte ,Elsanta (Abb. 22) keine Flavonoide und damit auch keine
Prohexadion-Ca Wirkung aufweisen. Deshalb war davon auszugehen, dass die Flavo-
noidbiosynthese bzw. Catechinsynthese wahrend der Blite einsetzt. Die Inhaltsstoffana-
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lyse der Sorte ,Mara des Bois’ zeigte, dass die frihzeitige Prohexadion-Ca-Behandlung
die Catechinproduktion in den Bliten reduzieren kann (Abb. 17). Gleichzeitig wurde eine
verstarkte Vertrocknung der Blite durch Prohexadion-Ca Behandlung bei ,Mara des Bois’
beobachtet (Abb. 27). Wirde man annehmen, dass die Vertrocknung der Blite durch die
primare Infektion von Botrytis cinerea verursacht wurde, kénnte die Catechin Akkumulati-
on eine entscheidende Rolle bei der Infektion der Blute spielen. Bis zu dem Zeitpunkt, in
dem sich die Catechin Biosynthese nicht etabliert, erfolgte wohl die Botrytis-Infektion der
Bllte. Moglicherweise sind deshalb die Bliten die bevorzugten Organe flir die Botrytis-
Infektion. Ob sich Botrytis weiterentwickelt, hdngt vermutlich von der Catechindynamik in
der Blite an. Bevor Catechin ein bestimmtes Niveau in der Blite erreicht, ist offenbar die
Weiterentwicklung von Botrytis méglich. Diese Weiterentwicklung wurde durch die Ver-
trocknung der Blite manifestiert. Daher verursachte méglicherweise die Reduzierung des
Catechingehalts bei ,Mara des Bois’ eine Zunahme der Vertrocknung der Blite nach der
Prohexadion-Ca Behandlung. Aus den oben dargestellten Griinden ware eine induzierte
Flavonoid bzw Catechin Biosynthese vor der Bliite eine neue Strategie (durch die Ver-
meidung der Infektion), um die Resistenz der Erdbeere gegen Botyrtis cinerea zu errei-
chen.
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5. Ergebnisse Wein

5.1 Modifikationen des Phenylpropanoidstoffwechsel der Weinrebe (Vitis vi-
nifera L.) durch Prohexadion-Ca

Im Weinbau ist das Auftreten von Botrytis cinerea neben dem Echtem und dem Falschen
Mehltau eine der verheerendsten Krankheiten. Aus der Literatur geht davor, dass junge
Bliten und reifende Beeren traditioneller Vitis vinifera-Sorten anféllig gegentiber Botrytis
cinera sind, wahrend dazwischen eine Phase der Resistenz liegt (HILL et al. 1981, BAVA-
RESCO et al. 1997, DI VENERE et al. 1988, PEZET et al. 2003a, GABLER et al. 2004). Die-
ses Stadium der Latenz von Botrytis cinerea bzw. die Phase der Resistenz der griinen
Trauben wird analog zu JERSCH et al. (1989), die einen ahnlichen Sachverhalt bei der
Erdbeere beschrieben, als Quieszenz bezeichnet. Als Ursachen dieser temporaren Resis-
tenz werden oft phenolische Inhaltsstoffe angesehen (GOETz et al. 2003, PEZET et al.
2003a), vor allem Stilbene (STEIN UND BLEICH 1985, BAVARESCO et al. 1997, JEANDET et
al. 2002).

Wie bei den Erdbeeren, wurde versucht, durch Prohexadion-Ca den Flavonoidstoffwech-
sel zu modifizieren. Dabei diente Prohexadion-Ca als abiotischer Modifikator der Flavo-
noidbiosynthese und als Werkzeug zur Aufkldrung von Stoffwechselwegen. Es sollte auch
untersucht werden, ob durch die Beeinflussung der Biosynthese die Resistenz gegen
Botrytis cinerea induziert werden kann, abhangig vom Gewebetyp und von temporaren
Veranderungen des Flavonoidmetabolismus wahrend der Traubenentwicklung.

Durch Kombinationsbehandlungen mit Milsana und Myco-Sin bei den Weinblattern wurde
getestet, ob die Pflanzenstarkungsmittel in der Lage sind, die Prohexadion-Ca Wirkung zu
verbessern.

Weil keine Sortenunterschiede festgestellt wurden, wurden die Sorten als Wiederholun-
gen ausgewertet.




5. Ergebnisse Wein 59

5.1.1 Der Einfluss von Prohexadion-Ca auf den Flavonoidstoffwechsel von Bliiten,

Blattern und Trauben der Weinrebe (Vitis vinifera L.)

Eine ausfihrliche Beschreibung des Versuchs wurde bereits veroffentlicht (PuHL et al.
2008).
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Abstract

Prohexadione-Ca is a structural mimic of 2-oxoglutarate and according to this
property, it is able to inhibit dioxygenase enzymes, which require 2-oxoglutarate as a
co-substrate. Such enzymes are involved in flavonoid biosynthesis and, therefore,
prohexadione-Ca treatment leads to alterations in the flavonoid metabolism in
grapevine tissues. Due to the fact that phenolic compounds often are responsible for
enhanced plant resistance, modification of the phenylpropanoid metabolism using
elicitation can be considered as a new potential strategy in plant protection.

The phenolic compounds were analyzed by HPLC combined with chemical reaction
detection. Tissue treatment induced the accumulation of unusual flavonoids, which
were identified as derivatives of pentahydroxyflavanone, eriodictyol, and luteoliflavan.
Concentrations of constitutive flavonoids were also affected by the bioregulator
treatment. The alterations of the flavonoid profiles are discussed with respect to

substrate preferences of relevant enzymes.

Keywords

Dioxygenase, pentahydroxyflavanone, eriodictyol, flavanone, flavonol, luteoliflavan

INTRODUCTION

The bioregulator Regalis® (BASF Ludwigsburg, Germany) reduces fruit set and berry
weight of grapevine (1) by inhibition of the biosynthesis of hormonally active gibberel-
lin (2). Its active ingredient prohexadione-Ca is a structural mimic of 2-oxoglutarate
and according to this property it is able to inhibit dioxygenase enzymes which require
2-oxoglutarate as cosubstrate (2). Such enzymes are not only involved in gibberellin
but also in flavonoid biosynthesis (3) and, hence, prohexadione-Ca is able to alter fla-
vonoid metabolism. Thereby, novel flavonoids are formed which were previously iden-

tified as 3-deoxycatechins in young leaves of apple (4, 5), pear (6), and in grapevine
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leaves (7). The alteration of flavonoid composition is proposed to be related to en-
hanced resistance of several crop plants (5, 6, 7, 8, and 9). Prohexadione-Ca itself
does not posses any antimicrobial activity but its application leads to a reduction of
infection caused by the bacterium Erwinia amylovora in apples (4, 10) and pears (11).
Many studies suggest that phenolic compounds can be involved in plant resistance as
antimicrobial compounds (72, 13, 14, and 15) or as mechanical barriers (16, 17, 18,
and 19).

All these observations may animate to use prohexadione-Ca as an inducer of resis-
tance-related compounds in any plant. Due to the fact that several enzymes of the
flavonoid pathway may be inhibited by the bioregulator and considering that enzymes
may possess different substrate affinities (20), detailed knowledge on the qualitative
and quantitative changes in the composition of phenolic compounds in individual
plants is a prerequisite for the assessment of the bioregulator with respect to resis-
tance induction. In this paper we describe the alteration of flavonoid biosynthesis in

grapevine leaves, flowers and berries induced by the bioregulator prohexadione-Ca.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Young shoots from 6-year-old potted plants of cultivars ‘Muller Thurgau’, ‘Regent’ and
‘Pinot Gris’ showing about 10 unfolded leaves were sprayed with 500 ppm pro-
hexadione-Ca in water until dripping wet.

From each plant, 9 young leaves from three different shoots were harvested at day 1,
day 3, and day 6 after treatment. Three leaves were combined and analyzed as one
mixed sample (n=9 per harvest date).

In a further experiment, 3-year-old potted plants of the same cultivars were cultivated

in a greenhouse without controlled temperature and without supplementary light. The
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inflorescences were sprayed twice with 500 ppm prohexadione-Ca, before bloom and
at the end of flowering. At each sampling date, inflorescences or bunches (6 repli-
cates), respectively, per treatment were harvested according to growth stages from
bloom to 80 days after flowering. From already developed berries, the skins were se-
parated from the pulp using tweezers. For both experiments, an equal set of plants
was sprayed with water.

All samples to be tested were frozen in liquid nitrogen directly after sampling, stored at
-20°C and, finally, were lyophilized.

Extraction of phenolic compounds for analytical HPLC

For the extraction of phenolic compounds, lyophilized leaves, inflorescences, from
which the stems were removed, and berries were ground in a ball mill. Young flowers
and berries were used as a whole (0, 5, 22 and 48 days after flowering) and from 48,
50 and 80 days after flowering, the skins were analyzed. The fine powder (100 mg)
was extracted with 500 ul methanol (100 %) containing 6-methoxyflavone as an inter-
nal standard for 30 min in a cooled ultrasonic water bath. This sample was then centri-
fuged for 10 min x 10000 g at 4°C and the supernatant was directly used for analytical
HPLC. The recovery of the internal standard was 90 % +/- 12.

Analytical HPLC

Phenolic compounds were separated on a column (150 x 4 mm) prepacked with Hy-
perclone ODS, 3 um particle size, following a stepwise gradient, using mixtures of
solvent A (formic acid, 5 % in water) and solvent B (methanol) from 95:5 (A/B) to
10:90 (A/B) with a flow rate of 0.5 ml/min using the following gradient: 0-5 min, iso-
cratic, 5% B; 5-15 min, 5-10% B; 15-30 min, isocratic, 10% B; 30-50 min, 10-15% B;
50-70 min, isocratic, 15% ; 70-85 min, 15-20% B; 85-95 min, isocratic, 20% B; 95-
110 min, 20-25% ; 110-140 min, 25-30% B; 140-160 min, 30-40% B; 160-175 min, 40-
50% B; 175-190 min, 50-90% B. Hydroxycinnamic acids and flavonols (glycosides of

quercetin) were detected at 280 nm, whereas the flavanols (catechin and luteoliflavan)
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and proanthocyanidins were estimated at 640 nm after post-column derivatisation with
DMACA (4-dimethylaminocinnamic aldehyde) (27). Peak identification was conducted
by their UV absorbance spectra and by comparison with authentic standards: fla-
vonols isoquercitrin, rutin, quercitrin (Roth), flavanones eriodictyol, eriodictyol 7-
glucoside (Extrasynthése), procyanidins B, Bj, B4 (previously isolated, 22) hydroxy-
cinnamic acids caftaric and coutaric acid, flavanols catechin, luteoliflavan and luteo-
liflavan 5-glucoside (formerly isolated, 5). Pentahydroxyflavanone was kindly provided
by G. Forkmann.

Quantification was performed using response factors of standards. Catechin, luteo-
liflavan and luteoliflavan 5-glucoside were calculated as catechin, proanthocyanidins
as procyanidin B2, pentahydroxyflavanone as eriodictyol, and pentahydroxyflavanone
derivatives as eriodictyol 7-glucoside. Caftaric acid and coutaric acid were quantified
using the response factors of their corresponding hydroxycinnamic acids caffeic acid
and p-coumaric acid, respectively.

Preparative scale extraction

53 g of lyophilized and pulverised grapevine leaves treated with prohexadione-Ca we-
re extracted 3-times with 300 ml 80% MeOH. The combined extracts were evaporated
in vacuo to 300 ml and further extracted 6-times each with 300 ml petrol. The volume
of the MeOH phase (1200 ml) was reduced, diluted with water and 6-times extracted
each with 200 ml EtOAc. EtOAc extracts were evaporated to dryness, resuspended in
water, and lyophilized yielding a residue of 2.9 g.

Gel-chromatography on a column of Sephadex LH-20

The dry residue was dissolved in 15ml EtOAc and further purified by gel-
chromatography on a column of Sephadex LH-20 using ethanol as solvent. 120 frac-
tions were collected in portions of 10 ml and combined according to their photometric
extinction and properties on TLC. Fractions 13 to 17 were combined to fraction no. 4

and used for the identification of compounds 2, 3 and 4. Fractions 18 to 23 were com-
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bined to fraction no. 5 and used for the identification of flavanone 1. Combined frac-
tions were evaporated to dryness, resuspended in water and lyophilized. Fractions no.
4 (31 mg) and no. 5 (93 mg) were redissiolved in MeOH and further purified with ana-
lytical HPLC. During five HPLC runs from each fraction, postcolumn eluates were col-
lected within two minutes intervals. According to their retention times, HPLC fractions
were combined, concentrated to dryness and used for further identification using TLC
and hydrolysis.

Enzymatic hydrolysis

For enzymatic hydrolysis, the purified compounds were evaporated and redissolved in
NaOAc-buffer (pH 4.6, 0.1 M). The enzymes B-glucosidase (Sigma), driselase
(Sigma) or tannase (Sigma) were added, respectively, and the reaction mixtures were
kept at 37 °C for 17 h. The reaction was stopped with MeOH and extracted three
times with EtOAc. The combined EtOAc extracts were evaporated to dryness and
redissolved in MeOH for TLC and HPLC-analysis. The aqueous phases were used for
the analysis of the sugar moieties.

TLC

Flavanones were separated on cellulose plates developed with n-BuOH: HOAc: H.O
(4:1:2.2 v/v/v). The compounds were visualized under UV-light after spraying with a
methanolic solution (1 %) of Naturstoffreagenz A (Roth, Karlsruhe, Germany).
Catechins were separated on silica gel plates developed with toluene: Me,CO:
HCO.H; 3:6:1 (v/v/v) and were visualized by spraying with a solution of DMACA (1%
in 6M HCI: EtOH; 1:1 v/v)

Analysis of sugar moieties

HPLC-sugar analysis was performed on a DIONEX BioLC-System equipped with a
GP 40 gradient pump, an analytical column type Carbo Pac-100 (250 mm x 4 mm)
and with an electrochemical detector ED40 (pulsed amperometric). Sugars were elu-

ted with 10 mM NaOH (1 ml/min) within 20 Min.



5. Ergebnisse Wein 66

Statistical analysis

For statistical analysis, a pairwise comparison was performed by the non-parametrical
Mann-Whitney-test using “Minitab 14 — statistical software”. The P-values are listed in

tables 1 to 5.

RESULTS

Profiles of constitutive phenolic compounds in leaves and berries

Hydroxycinnamic acids (Figs. 1 and 2) are mainly represented by trans-caffeoyltartaric
and trans-p-coumaroyltartaric acid. Flavonols from the leaves were identified as the
quercetin derivatives isoquercitrin, rutin, and quercitrin (Fig. 1). Total amounts of fla-
vonols are much lower in flowers and berries (Fig. 2) than in leaves (Fig. 1) where
they represent the principal class of flavonoids. In flowers and berries, isoquercitrin
was the only constitutive flavonol found. In flowers and green berries, proanthocyanid-
ins are present at higher concentrations (Fig. 2) than in leaves (Fig. 1). A decline in
the quantity of proanthocyanidins was observed in the skins of ripening berries (Fig.
2).

Effect of Prohexadione-Ca treatment on constitutive phenylpropanoid composition of

grapevine leaves and berries

As shown in Figs. 1 and 2, the changes in hydroxycinnamic acids and flavonols after
prohexadione-Ca treatment show a similar behaviour, namely a reduction after three
days following application onto leaves and with beginning of berry development (22
days after flowering), respectively (Fig. 2). Herein, this effect lasted until the last stage
sampled, i.e. about 11 weeks after the last treatment. Catechin contents in leaves we-
re not affected by prohexadione-Ca (Fig. 1). During flower ageing and berry develop-
ment, they were slightly reduced (Fig. 2). Values strongly declined in skins of ripening
berries (Fig. 2). Proanthocyanidins tended to behave in a similar way as catechin

(Figs. 1 and 2).
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Identification of newly formed compounds

HPLC analyses of extracts from leaves, flowers and berries treated with pro-
hexadione-Ca revealed six additional compounds in total. Compounds 1, 2, 3, and 4
were stepwise purified by using Sephadex LH-20. Compounds 2, 3, and 4 were eluted
from Sephadex LH-20 in the fractions between 180 and 230 ml ethanol and com-
pound 1 with further 50 ml. The UV spectra of these compounds indicated the pres-
ence of flavanones. After enzymatic hydrolysis with tannase, driselase and B-
glucosidase, the aglycones from flavanone 1 and flavanone 2 were identified as pen-
tahydroxyflavanone, whereas the aglycones from flavanones 3 and 4 were identified
as eriodictyol in comparison with authentic standards by UV absorbance, TLC and
HPLC. Analyses of the sugar moieties from flavanone 1 and 3 revealed glucose
whereas analysis of the aqueous phase from flavanones 2 and 4 failed. Therefore,
flavanone 1 was identified as pentahydroxyflavanone glucoside. The position of the
sugar remains unclear. UV, HPLC, and TLC properties of flavanone 3 were related to
authentic standard eriodictyol 7-glucoside. Using analytical HPLC, flavanone 4 (eri-
odictyol derivate) was not detected in leaves and, therefore, it was quantified only in
flowers and berries. Compounds 5 and 6 were detected at 640 nm after post-column
chemical reaction with DMACA which classifies them as flavanols (27). Using TLC and
HPLC, these compounds were identified as the 3-deoxycatechin luteoliflavan and
luteoliflavan 5-glucoside (only in treated flowers and berries), respectively, in accor-
dance with authentic samples previously isolated from apple leaves and identified us-

ing NMR-spectroscopy (5).
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Induction of newly formed flavonoids after prohexadione-Ca treatment

In the prohexadione-Ca treated tissues, an accumulation of flavanones and 3-
deoxyflavanoids was obtained (Figs. 3 and 4). In the leaves, the time course showed
a progressive accumulation of flavanones and luteoliflavan until day 6 after treatment
(Fig. 3). The longer lasting study of the berries exhibited an increase of both
flavanones and 3-deoxyflavans (luteoliflavan and luteoliflavan 5-glucoside) until day

22 after treatment which declined afterwards (Fig. 4).

Hydroxycinnamic acids Flavonols

I
)
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30 +
20 -
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1 3 6 1 3 6
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nN
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Figure 1: Changes in constitutive phenolic profiles (mg/g dry weight) in grapevine leaves after pro-
hexadione-Ca treatment (pro-ca, 500 ppm) at day 1, 3, and 6 after treatment: hydroxycinnamic
(sum of caftaric and coutaric acid), flavonols (sum of rutin, quercitrin, isoquercitrin), catechin
and proanthocyanidins (sum of Bz, B3, B4)
The vertical lines represent the standard deviation from the mean of 9 replicates. Significant dif-
ferences and P-values are indicated in Tables 1 and 2.
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Days after treatment

1 3 6
Hydroxycinnamic acids 14.4 0.10* 5.57
Flavonols 42.99 0.04* 0.07*
Catechin 53.65 37.57 14.47
Proanthocyanidins 82.47 53.63 92.96

*significant at 95 % level

Table 1: P-values of non-parametric Mann-Whitney test for comparison of leaf control against leaf pro-

hexadione-Ca treatment

Hydroxycinnamic acids (controls)

Flavonols (controls)

Days after treatment

Days after treatment

1 3 1 3
89.46 9.32
6 12.21 0.62* 6 11.20 0.62*

Catechin (controls)

Proanthocyanidins (controls)

Days after treatment

Days after treatment

1 3 1 3
72.39 21.64
33.11 35.26 1.92* 25.10

*significant at 95 % level

Table 2: P-values of non-parametric Mann-Whitney test for comparison of phenol concentrations of untreated
leaves (controls) according to days after treatment
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Figure 2: Changes in concentrations of constitutive phenolic compounds (mg/ g dry weight) during

berry development from flowering to 80 days after flowering: hydroxycinnamic (sum of cafta-
ric and coutaric acid), flavonols (isoquercitrin), catechin and proanthocyanidins (Bz, Bs, B4)
Tissues were treated with prohexadione-Ca (500 ppm) before bloom and at flowering. The
vertical lines represent the standard deviation from the mean of 6 replicates. Significant dif-
ferences and P-values are indicated in Table 4 and 5.

Eriodictyol 7-glucoside Pentahydroxyflavanone Luteoliflavan
glycosides
Days after treatment Days after treatment Days after treatment
1 3 1 3 1 3
3 0.15* 3 217 3 85.92
6 0.08* 6.37 6 0.08* 1.04* 6 3.32* 2.67*

*significant at 95 % level

Table 3: P-values of non-parametric Mann-Whitney test for comparison of phenol concentrations of pro-
hexadione-Ca treated leaves according to days after treatment
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Figure 3: Changes in concentration (mg/g dry weight) in the grapevine leaves of the induced flavon-

oids eriodictyol 7-glucoside (flavanone 3) and pentahydroxyflavanones (PHF, sum of fla-

vanones 1 and 2) and 3-deoxyflavonoid luteoliflavan after prohexadione-Ca treatment (pro-
ca, 500 ppm) at day 1, 3, and 6 after treatment
The vertical lines represent the standard deviation from the mean of 9 replicates. Significant
differences and P-values are indicated in Table 3.

Flowers and berries Skin

Days after treatment

0 5 22 48 48 50 80
Hydroxycinnamic acids 50.00 18.31 2.64* 1.41* 4.66* 2.64* 4.66*
Flavonols 1498 18.31 1.41* 7.69 12.26 12.26 30.05
Catechin 25.93 12.26 2.64* 36.62 18.31 34.93 12.17
Proanthocyanidins 25.93 14.98 1.41* 2593 2.64* 4.66* 1.41*

*significant at 95 % level

Table 4: P-values of non-parametric Mann-Whitney test for comparison of flowers/berries control against flow-
ers/berries prohexadione-Ca treatment
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Figure 4: Changes in concentrations (mg/g dry weight) during berry development from flowering to 80

days after flowering of the induced flavonoids eriodictyol derivates (sum of flavanones 3 and 4),
pentahydroxyflavanone (PHF, sum of flavanones 1 and 2) and 3-deoxyflavonoids (sum of luteo-
liflavan and luteoliflavan 5-glucoside)

Tissues were treated with prohexadione-Ca (500 ppm) before bloom and at flowering. The ver-
tical lines represent the standard deviation of 6 replicates
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Flowers and berries

Skin

Hydroxycinnamic acids (controls)

Days after treatment

Days after treatment

0 5 22 48 50
5 57.52 50 2.02*
22 3.06* 4.53* 80 0.51* 2.02¢
48 9.27 3.06* 1.31*
Flavonols (controls)
Days after treatment Days after treatment
0 5 22 48 50
5 0.82* 50 17.35
22 0.51* 0.82* 80 0.51* 0.51*
48 0.51* 0.51* 0.51*
Catechin (controls)
Days after treatment Days after treatment
0 5 22 48 50
5 37.85 5 0.82*
22 81.02 9.27 22 0.51* 42.3
48 12.82 37.85 12.82
Proanthocyanidins (controls)
Days after treatment Days after treatment
0 5 22 48 50
5 100.00 5 4.53*
22 93.62 93.62 22 1.29* 100.00
48 6.56 12.82 12.82

*significant at 95 % level

Table 5: P-values of non-parametric Mann-Whitney test for comparison of phenol concentrations of untreated

flowers, berries and skin (controls) according to days after treatment
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DISCUSSION

The accumulation of flavanones (Figs. 3 and 4) and the decrease of flavonols (Figs. 1
and 2) in treated leaves, flowers, and green berries indicated that the enzymes FHT
and FLS, as 2-oxoglutarate dependent dioxygenases (3), are inhibited by pro-
hexadione-Ca (Fig. 5) This was formerly described for apple (5, 6, and 9) and pear
(23). Comparing the flavonoid profiles of tested tissues, differences in flavonol con-
tents are most conspicuous. High concentrations of flavonols in leaves (Fig. 1) and
their decrease in flowers after pollination (Fig. 2) are consistent with literature data
concerning analysis of phenolics as well as gene expression of FLS (24, 25, and 26).
The proposed inhibition of the FLS enzyme by prohexadione-Ca (Fig. 5) caused a
marked decrease of flavonol concentrations (Fig. 1). As catechin is yet synthesized to
a lesser extent in leaves (Fig. 1) than in flowers and berries (Fig. 2), we think that in
the presence of a strongly active FLS, the conversion of dihydroflavonols to flavonols
dominates over the DFR/LAR-route of the flavonoid pathway. This may also explain
why catechin as well as proanthocyanidin concentrations in leaves (Fig. 1), unlike in
berries (Fig. 2) are scarcely affected by the prohexadione-Ca treatment. Blocking FLS
(Fig. 5) may have directed metabolites towards the synthesis of flavan 3-ols and thus
may have compensated for the loss due to the partially inhibited FHT activity.

The formation of 3-deoxyflavonoids in treated grapevine tissues (Figs. 3 and 4) is a-
chieved by a postulated FNR enzyme which catalyzes the reduction of the flavanone
eriodictyol to the flavan-4-ol luteoforol, which is the unstable immediate precursor of
luteoliflavan (27) (Fig. 5). Recent work (7, 20) showed that the enzyme DFR which
normally catalyzes the reduction of dihydroflavonols to leucoanthocyanidins (28) (Fig.
5) of apple, pear, strawberry and grapevine possess FNR activity and, therefore, is
able to perform the key reaction in the formation of 3-deoxyflavonoids. Furthermore, it
is noteworthy that luteoliflavan was the only 3-deoxyflavanol aglycone found in pro-

hexadione-Ca treated tissues. This observation points at the substrate affinity of the
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FNR since the FHT inhibition also leads to the accumulation of pentahydroxyfla-
vanone (Figs. 3 and 4), which, however, was not reduced to the corresponding 3-
deoxyflavanol. Fischer et al. (20) demonstrated a substrate preference for the
DFR/FNR of apple and pear. Thus, a high substrate specificity can also be assumed
for the DFR/FNR of grapevine, reducing eriodictyol to 3-deoxyleucocyanidin (luteo-
forol) (Fig. 5) Further reduction to luteoliflavan is catalyzed by a proposed LAR. Pfeif-
fer et al. (29) showed that grape and apple LARs are able to convert luteoforol to lute-
oliflavan. Under natural conditions, grapevine LAR catalyzes the conversion of leuco-
cyanidin to catechin (30) (Fig.5).

The most recognizable accumulation of 3-deoxyflavonoids and flavanones (Fig. 4) and
decrease of catechin during grape berry development (Fig. 2) after prohexadione-Ca
treatment were observed at flowering and fruit set. Also, the expression of the genes
encoding for LAR and DFR were both described to be highest in the same period by
other authors (37, 32). Although the effect of prohexadione-Ca on flavanone accumu-
lation was still noticeable in the skins of growing berries, the content of luteoliflavan
decreased dramatically after the stage of bunch closure (Fig. 4).

The results obtained show that it is possible to induce an additional formation of spe-
cific phenylpropanoid compounds using the bioregulator prohexadione-Ca.

Even though for practical application in grape production the influence of
prohexadione-Ca on the hormonal balance of the plant must be considered which may
lead for instance to reduced berry size and cluster compactness, the bioregulator can
be applied as a tool to change the flavonoid composition of grapevine tissues. Due to
the fact that phenolic compounds often are responsible for enhanced plant resistance,
modification of the phenylpropanoid metabolism using elicitation can be considered as
a new potential strategy in plant protection. For the 3-deoxyleucocyanidin luteoforol,
antimicrobial properties were shown against, amongst others, Botrytis cinerea (33)

and thus, susceptibility might be reduced in grapevine by prohexadione-Ca treatment.
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Possible enzyme inhibition by prohexadione-Ca

Induced biosynthetic pathway by prohexadione-Ca

after 3 and 31.

PAL Phenyalanine ammonia-lyase, C4H Cinnamate 4-hydroxylase, 4CL 4-Cumarat:CoA-
Ligase, CHS Chalcone synthase, CHI Chalcone isomerase, FNR Flavanone 4-reductase, FHT
Flavanone 3-hydroxylase, DFR Dihydroflavonols 4-reductase, LAR Leucoanthocyanidin 4-
reductase, F3'H Flavonoid 3’-hydroxylase, F3'5’H Flavonoid 3'5’-hydroxylase, FLS Flavonol

synthase, ANS Anthocyanidin synthase, ANR Anthocyanidin reductase
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Simplified schematic overview of the major phenylpropanoid pathway in grapevine modified
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Abbreviations used:
FHT: Flavanone 3- hydroxylase, FLS: Flavonol synthase, DFR: Dihydroflavonol 4-
reductase, LAR: Leucoanthocyanidin 4-reductase, ANR: Anthocyanidin reductase, PAL:

Phenylalanine ammonia lyase.
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5.1.2 Der Einfluss von Prohexadion-Ca in Kombination mit den Pflanzenstiarkungs-

mitteln Milsana und Myco-Sin auf den Flavonoidstoffwechsel der Weinbléatter
(Vitis vinifera L.)
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Abb. 32: Einfluss von Prohexadion-Ca-Behandlung (Pro-Ca) und Kombinationsbehandlungen von Prohe-
xadion-Ca mit Milsana (Pro-Ca/Mil) und mit Mycosin (Pro-Ca/My) auf die Konzentrationen von Hydroxy-
zimtsauren (Kaftarsaure und Coutarséure)

Kaftarsaure stellt die Hauptkomponente der Hydroxyzimtsduren in den Blattern dar. Cou-
tarsaure kommt in deutlich geringerer Konzentration vor. In den Behandlungsvarianten
verhielten sich Kaftar- und Coutarsaure in ihren Schwankungen &hnlich. Nach der Prohe-
xadion-Ca-Behandlung und nach der Anwendung von Myco-Sin und Milsana in Kombina-
tion mit Prohexadion-Ca kam es zu einer Abnahme des Hydroxyzimtsaure-Gehaltes ge-
genuber der Kontrolle (Wasser). Die Abnahme des Hydroxyzimtsaure-Gehaltes wurde
durch die Kombinationsbehandlungen nicht verstarkt (Abb.32).

MengenmaBig stellten die Flavonole in Blattern die Hauptkomponente der phenolischen
Verbindungen dar (Abb.33). Eine auffallige Dominanz von Isoquercitrin Uber Quercitrin
und Rutin wurde beobachtet (Abb.33).

Die Prohexadion-Ca-Behandlungen (allein und in Kombination mit Milsana und Mycosin)
wirkten sich sehr ahnlich auf die Gehalte an Flavonolen aus. Dabei wurde ein Riickgang
der Flavonole beobachtet. Die Intensitat dieser Abnahme war durch Kombinationsbehand-
lungen nicht deutlich verandert (Abb.33).
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Abb. 33: Einfluss von Prohexadion-Ca-Behandlung (Pro-Ca) und Kombinationsbehandlungen von Prohe-
xadion-Ca mit Milsana (Pro-Ca/Mil) und mit Mycosin (Pro-Ca/My) auf die Konzentrationen von Flavonolen
(Isoquercitrin, Quercitrin und Rutin)

Ein konstanter Catechin-Gehalt in allen getesteten Varianten wurde beobachtet. Zum Ver-
lauf des Epicatechin-Gehalts lasst sich wegen der groBen Standardabweichung keine
gulltige Aussage treffen (Abb.34).
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Abb. 34: Einfluss von Prohexadion-Ca-Behandlung (Pro-Ca) und Kombinationsbehandlungen von Prohe-
xadion-Ca mit Milsana (Pro-Ca/Mil) und mit Mycosin (Pro-Ca/My) auf die Konzentrationen von Flavanolen
(Catechin und Epicatechin)
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Abb.35: Induktion von Flavanonen (Pentahydroxyflavanon-Derivate und Eriodictyol 7-Glucosid) und 3-
Deoxyflavan (Luteoliflavan) durch Prohexadion-Ca-Behandlungen (Pro-Ca) und durch Kombinationsbe-
handlungen von Prohexadion-Ca mit Milsana (Pro-Ca/Mil) und mit Mycosin (Pro-Ca/My)

In den Kontrollblattern wurden keine Flavanone (Eriodictyol und Pentahydroxyflavanon-

Derivate) und keine 3-Deoxyflavane (Luteoliflavan) nachgewiesen (Abb.35). Auf die An-

wendung von Prohexadion-Ca reagierten behandelte Weinblatter mit einer geringfligigen

Luteoliflavan-Produktion und einer deutlichen Flavanonsynthese. Wéahrend die Luteolifla-

van-Akkumulation in den Prohexadion-Ca-Varianten immer konstant war, wurde die Fla-

vanon-Akkumulation durch Kombinationbehandlung mit Myco-Sin verstarkt. Dieser Effekt

wurde bei der Kombinationsbehandlung mit Milsana nicht beobachtet (Abb.35).
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Abb.36: Einfluss von Prohexadion-Ca-Behandlung (Pro-Ca) und Kombinationsbehandlungen von Prohe-
xadion-Ca mit Milsana (Pro-Ca/Mil) und mit Mycosin (Pro-Ca/My) auf die Konzentrationen der Summe an
phenolischen Verbindungen

Durch die Prohexadion-Ca-Behandlungen wurde die Gesamtmenge an phenolischen

Stoffen verringert. Unterschiede zwischen den Prohexadion-Ca-Varianten wurden nicht
beobachtet (Abb.36).
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Diskussion:

In Blattern der Weinrebe (Vitis vinifera L.) bewirkt Prohexadion-Ca quantitative und quali-
tative Veranderungen im Metabolismus der phenolischen Verbindungen (Abb. 32, 33, 35,
36). Die Behandlung mit Milsana bewirkte weder quantitative noch qualitative Modifikatio-
nen der Prohexadion-Ca-Wirkung auf den Metabolismus der phenolischen Verbindungen
(Abb. 32, 33, 34, 35, 36).

PFEIFFER (2007) berichtete Uber keine deutlichen Effekte auf die Genexpression in Wein-
blattern durch alleinige Anwendung von Milsana. Das Fehlen von Modifikationen der Pro-
hexadion-Ca-Wirkung durch die zuséatzliche Milsana-Behandlung ist insofern auffallig, weil
Veranderungen durch Milsana im Phenylpropanoidmetabolismus oft beschrieben wurden
(DAAYF et al. 1995, DAAYF et al. 1997, FOFANA et al. 2002). Auch unterstitze Milsana
den Prohexadion-Ca-Effekt im Erdbeer-Versuch. Méglicherweise spielt der Zeitpunkt der
Probenahme (zwei Tage nach der Behandlung) dabei eine Rolle.

Induktionen im Phenylpropanoidmetabolismus durch Myco-Sin wurden von ROMMELT
(2002) in Kombination mit Feuerbrand gefunden. MICHALEK et al. (2005) zeigten fur My-
co-san, ein dem Myco-Sin ahnliches Praparat mit Schwefelzusatz, induktive Wirkungen
auf die PAL-Aktivitat von Apfel. Die Folge der gesteigerten PAL-Aktivitat war auch in der
hohen Konzentration der Chlorogensaure zu erkennen. Gleichzeitig wurden die Gehalte
an Catechin, Epicatechin und Procyanidinen nicht durch Myco-san beeinflusst. Die Myco-
Sin-Behandlung verstarkte teilweise die durch Prohexadion-Ca hervorgerufene Induktion
von neuartigen phenolischen Stoffen. Dabei wurde allerdings nur die Akkumulation von
Flavanonen verstarkt, wahrend die Akkumulation von Luteoliflavan unverandert blieb
(Abb.35). Die Anreicherung von Flavanonen kénnte durch PAL-Aktivitat reguliert werden.
Betrachtet man die Hydroxyzimtsauren-Gehalte als Indikator der PAL-AKktivitat, deutet die
festgestellte Abnahme des Hydroxyzimtsauren-Gehalts in behandelten Blattern auf keine
induzierte PAL-Aktivitat durch Myco-Sin in Kombination mit Prohexadion-Ca hin (Abb. 32)
Da die Hydroxyzimtsduren als Ausgangspunkt des Flavonoidstoffwechsels betrachtet
werden kénnen, kénnte die festgestellte Abnahme des Hydroxyzimtsduren-Gehalts in
behandelten Blattern jedoch auch auf einen aktiveren Flavonoid-Metabolismus hinweisen.
Somit kénnte eine Aktivitatssteigerung der PAL nicht durch Zunahme sondern durch Ab-
nahme des Hydroxyzimtsauren-Gehalt gekennzeichnet sein (Abb.32). Als Indikator eines
erhéhten Flavonoid-Metabolismus ware allerdings eine Zunahme der Summe der phenoli-
schen Verbindungen zu erwarten, was nicht der Fall ist (Abb.36) Von daher wird vermutet,
dass die verstarkte Induktion von Flavanonen nach der Prohexadion-Ca/ Myco-Sin Be-
handlung nicht durch PAL hervorgerufen wird.

Die Verluste in den konstitutiv vorhandenen phenolischen Substanzen (Hydroxyzimtsau-
ren und Flavonole) (Abb.32, 33) wurden nicht durch die Induktion der neu synthetisierten
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Verbindungen (Flavanone und Luteoliflavan) (Abb.35) kompensiert. Demzufolge kam es
insgesamt zu einer Abnahme der phenolischen Verbindungen nach der Prohexadion-Ca—
Behandlung (Abb.36).

Durch Myco-Sin und Prohexadion-Ca, einzeln oder in Kombination, wurde die FHT-
Expression etwas erhdht (PFEIFFER 2007). Deswegen wird die verstarkte Flavanon-
Akkumulation nach der Kombinationsbehandlung mit Prohexadion und Myco-Sin (Abb.35)
als die Folge einer erh6hten FHT-Expression betrachtet. Das Ausbleiben einer verstarkten
Luteoliflavan-Akkumulation durch Prohexadion-Ca/Myco-Sin- Behandlung wird auf eine
sehr schwache LAR-Expression in Weinblattern (BoGs et al. 2005) zuriickzuflihren sein.
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6. ZUSAMMENFASSENDE GESAMTDISKUSSION

Die vorliegenden Daten belegen, dass es durch Prohexadion-Ca-Behandlung méglich ist,
den Phenylpropanoid- und Flavonoidstoffwechsel der Weinrebe und der Erdbeere zu be-
einflussen. Fast alle behandelten Entwicklungsstadien der Weinrebe und Erdbeere rea-
gierten auf die Prohexadion-Ca-Behandlungen mit der Akkumulation von Luteoliflavan
und Eriodictyol 7-Glucosid. PHF (Pentahydroxyflavanon-Derivate) und eine glucosylierte
Form von Luteoliflavan (Luteoliflavan 5-Glucosid) wurden nach der Prohexadion-Ca-
Behandlung nur in Weinbeeren quantifiziert (PUHL et al. 2008).

Die Akkumulation von Eriodictyol 7-Glucosid und Luteoliflavan in beiden Kulturen erlaubt
den Schluss, dass die DFR sowohl der Weinrebe als auch der Erdbeere, wie schon bei
Apfel beschrieben wurde, eine zusatzliche FNR-Aktivitat besitzen (HALBWIRTH et al. 2002,
FISCHER et al. 2003). Durch die Strukturdhnlichkeit von Prohexadion-Ca und 2-
Oxoglutarat (RADEMACHER 2000) wurde die Aktivitdt der FHT als 2-Oxoglutarat-
abhéangiger Dioxygenase der Flavonoidbiosynthese (FORKMANN UND HELLER 1999) einge-
schrankt. Dadurch akkumulierte das Flavanon Eriodictyol, welches teilweise zum Eriodic-
tyol 7-Glucosid glykosyliert und teilweise durch die DFR/FNR-Aktivitat in das Flavan 4-ol
Luteoforol umgewandelt wurde. Luteoforol als instabiles Zwischenprodukt wird durch LAR
sowohl in Trauben (PFEIFFER et al. 2006) als auch bei der Erdbeere (DEIML 2007) weiter
zum Luteoliflavan metabolisiert.

Obwohl unter den Flavanonen das 3'- hydroxylierte Naringenin bei der Birne (PETEREK
2004) und das 3’5-hydroxylierte Pentahydroxyflavanon bei der Weinrebe nach der Prohe-
xadion-Ca Behandlung nachgewiesen wurde, konnte keine Akkumulation der entspre-
chenden 3-Deoxyflavanole (3-Deoxyafzelechin bzw. 3-Deoxygallocatechin) festgestellt
werden. Diese Substanzen wurden bisher auch nicht beschrieben. Aufgrund des Fehlens
von anderen 3-Deoxyflavonoiden auBer Luteoliflavan stellt sich die Frage, ob die Sub-
stratspezifitat der LAR nicht nur durch Konfiguration (Stereoisomerie) der OH-Gruppe an
Position 3 (XIE et al. 2005, WELLMANN et al. 2006), sondern auch durch die Hydroxylie-
rung des B-Ringes bedingt ist.

Das Fehlen von Pentahydroxyflavanon als 3'4’5’-hydroxyliertes Flavanon nach der Prohe-
xadion-Ca-Behandlung und das Auftreten vor allem 4’- und 3’4’-hydroxylierter Flavonole,
Anthocyane und Flavan 3-ole bei der Erdbeere (ISHIMARU et al. 1995, TORRONEN et al.
2002, BREITFELLNER et al. 2002, BREITFELLNER et al. 2003, AUGER et al. 2004, MAATTA-
RIHINEN et al. 2004, SEERAM et al. 2006, ALMEIDA et al. 2007) deuten auf keine bzw.
niedrige Flavonoid 3’5’-Hydroxylase-Aktivitat in Erdbeerfrichten hin. Im Gegensatz zur
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Weinrebe (JEONG et al. 2005, BoGs et al. 2006) konnte bisher keine Flavonoid 3’- oder
Flavonoid 3'5’-Hydroxylase aus der Erdbeere kloniert und charakterisiert werden. Die Ent-
stehung von Pentahydroxyflavanon-Derivaten bei der Weinrebe kdnnte als Indikator von
F3'5'H-Enzymexpression betrachtet werden. F3‘H ist den Bllten und jungen

Beeren der Weinrebe aktiver, im Ektokarp bzw. zum Farbumschlag wird der Einfluss der
F3‘5'H starker (JEONG et al. 2005).

Luteoforol wurde wegen seiner antimikrobiellen Eigenschaften (SPINELLI et al. 2005) als
Ursache der Resistenzinduktion durch Prohexadion-Ca angenommen (ROMMELT et. al
1999b, ROMMELT et al. 2003a, PETEREK 2004).

Weil Luteoforol bisher nicht in behandelten Geweben detektiert wurde, wird die Entste-
hung von Luteoliflavan, welches allerdings selbst keine antibakterielle Wirkung zeigt
(ROMMELT et al. 2003a), als Indiz fiir seine Synthese betrachtet.

Obwohl Flavanone als Resistenzfaktoren bei Citrus-Friichten (del Rio et al. 2004, ORTU-
NO et al. 2006) und als antifungale Flavonoide beschrieben (DANELUTTE et al. 2003) wur-
den, konnten ROMMELT et al. (2003a,b) aufgrund fehlender antibakterieller Eigenschaften
der Flavanone Eriodictyol 7-Glucosid und Naringenin 7-Glucosid gegen Erwinia amylovo-
ra keinen Zusammenhang zwischen akkumulierten Flavanonen und induzierter Resistenz
finden.

Die Instabilitat des Luteoforols in Pflanzen (PFEIFFER et al. 2006) und die fehlenden Daten
und Literaturangaben Uber die Wirkung von Flavanonen und 3-Deoxyflavanoiden gegen
Botrytis cinerea erschweren die Aussage, inwieweit diese neu induzierten Verbindungen
als Kandidaten flr induzierte Resistenz durch Prohexadion-Ca-Behandlung betrachtet
werden kénnen.

Wahrend die Bildung von Phytoalexinen in Erdbeerfriichten bisher noch nicht beschrieben
wurde (SCHERER et al. 1982, JERSCH et al. 1989, FILIPPONE et al. 1999), wurden die Ver-
bindungen der Stilbene als Phytoalexine bei der Weinrebe (LANGCAKE UND PRYCE 1976)
sehr oft als Resistenzfaktoren dargestellt.

In der Weinrebe kommen Stilbene als induzierbare phenolische Verbindungen vor.

Diese kénnen durch verschiedene abiotische Stressoren wie UV-Licht (JEANDET et al.
1991, DOUILLET-BREUIL et al. 1999, ADRIAN et al. 2000, BAIS et al. 2000, PEZET et al.
2003a) und Aluminiumchlorid (ADRIAN et al. 1996) sowie biotische Stressoren wie Befall
durch Botrytis cinerea (LANGCAKE UND PRYCE 1976, BLAICH UND BACHMANN 1980, JEAN-
DET et al. 1991, JEANDET et al. 1995, BAVARESCO et al. 1997, CICHEWICZ et al. 2000,
ROLDAN et al. 2003, KELLER et al. 2003) und Plasmopara viticola (LANGCAKE UND PRYCE
et al. 1976, PEZET et al. 2004) induziert werden.

Obwohl PFEIFFER (2007) durch Prohexadion-Ca-Behandlung eine Steigerung der STS-
Expression in Weinblattern fand, erbrachten die Ergebnisse der Phenolanalytik sowohl in
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den Kontrollblatter als auch in den behandelten Blattern keinen Nachweis von Stilben-
Akkumulationen. Die schnelle Oxidation (LANGCAKE UND PRYCE 1976) und die Isomerisie-
rung der Stilbene zur cis-Form durch UV-Licht (ADRIANet al. 2000) kénnen die Identifikati-
on und Quantifizierung der Stilben-Verbindungen beeintrachtigen.

Die Abwesenheit der Stilbene in Blattern wurde schon beschrieben (BLAICH UND BACH-
MANN, LISWIDOWATI et al. 1991). KORTEKAMP (2006) fand erst nach der Inokulation mit
Pathogenen (Plasmopara viticola und Pseudoperonospora cubensis) eine Expression von
STS in den Weinblattern. Deswegen ware mdglicherweise eine Vorinduktion der Stilben-
Synthese vor der Prohexadion-Ca Behandlung sinnvoll. Als Induktoren waren abiotische
Faktoren von Vorteil, weil Botrytis cinerea selbst Stilbene enzymatisch metabolisieren und
detoxifizieren kann (PEZET et al. 1991,SBAGHI et al. 1996). Die Kombinationsbehandlung
von Prohexadion-Ca mit Aluminiumchlorid (ADRIAN et al. 1996) bzw. vorherige zusatzliche
Bestrahlung mit UV-Licht (JEANDET et al. 1991, DOUILLET-BREUIL et al. 1999, ADRIAN et
al. 2000, BAIs et al. 2000, PEzET et al. 2003a) ware eine Moglichkeit flr weiterflhrende
Untersuchungen zur ndheren Aufklarung der Induktion der Stilbenbiosynthese sowohl bei
Blattern als auch bei Trauben.

Bei den Trauben sollte eine solche Behandlung wahrend der Blite durchgefiihrt werden,
weil die Induzierbarkeit der Stilbensynthase wéahrend der Fruchtreife sinkt (SCHOPPNER
UND KINDL), und weil Bliten die bevorzugten Organe flr eine Botrytis-Infektion sind (Mc-
CLELLAN et al. 1973, SCHERER et al. 1982, HILL et al. 1981, JERSCH et al. 1989, BOFF et
al. 2003, KELLER et al. 2003).

Der Einfluss von Prohexadion-Ca auf die Stilben-Biosynthese und dessen Verlauf wéh-
rend der Fruchtentwicklung der Weintrauben wurden als Teil einer im Rahmen dieser Ar-
beit betreuten Diplomarbeit untersucht (STADLER 2006). Dabei wurde gezeigt, dass die
Stilben-Gehalte, wie schon oft in der Literatur beschrieben wurde (JEANDET et al. 1991,
BAVARESCO et al. 1997, JEANDET et al. 1995, BAIS et al. 2002, PEZET et al. 2003a, RoL-
DAN et al. 2003), wahrend der Fruchtreife sinken und dass eine Prohexadion-Ca-
Anwendung nicht in der Lage ist, der Phenolstoffwechsel in Richtung der Stilbene umzu-
leiten.

Obwohl ein dynamisches Expressionsmuster der STS wahrend der Traubenentwicklung
festgestellt wurde, gelang dies bei der STS-Enzymaktivitat nicht (PFEIFFER 2007).

Der erneute Anstieg der STS-Expression bei der Fruchtreife (PFEIFFER 2007) stimmte
nicht mit den sinkenden Stilben-Gehalten wahrend der Fruchtreife tberein (JEANDET et al.
1991, BAVARESCO et al. 1997, JEANDET et al. 1995, BAIS et al. 2002, PEZET et al. 2003a,
ROLDAN et al. 2003, Stadler 2006). Der Riickgang des Stilbengehalts mit beginnender
Traubenfarbung kann nach JEANDET et al. (1995) auf die Konkurrenz der Enzyme
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Stilben- und Chalkonsynthase (CHS) zurlickgeflihrt werden. Die STS konkurriert mit der
CHS um die gemeinsamen Substrate (Malonyl-CoA und p- Comaroyl- CoA) (SCHRODER
et al.1988). Die Reaktionen sind bis zu dem Tetraketid-Intermediat nach den drei Kon-
densations-Reaktionen mit Malonyl-CoA identisch. Erst danach unterscheiden sie sich in
der Faltung zu einem neuen aromatischen Ringsystem. Bei der Ringbildung zum Stilben
Resveratrol wird die endsténdige Carboxyl-Gruppe als Kohlendioxid (CO,) abgespalten;
dies findet bei der Reaktion mittels CHS nicht statt (AUSTIN et al. 2004).

Zusétzlich zur Empfindlichkeit der Stilbene gegenlber UV-Licht und Sauerstoff-Einfluss,
die moglicherweise nach der Probenahme bzw. bei der Extraktion vorhanden waren,
kdnnte die Steuerung der Konkurrenz zwischen STS und CHS um die gleichen Substrate
in planta, die nicht in vitro vorhanden ist, noch ein Grund fur die widersprichlichen Ergeb-
nisse der Stilben-Analytik, -Genexpression und -Enzymaktivitat sein.

Obwohl heute die Kristallstruktur der Chalkonsynthase und zahlreiche Sequenzen von
Chalkon- und Stilbensynthasen vorliegen, ist die Entscheidung, ob es sich um eine Chal-
kon — oder Stilben-Synthase handelt, nicht anhand der Primérsequenz mdglich (FERRER
et al 1999).

Die Chalkon- und die Stilbensynthase in Arachis hypogaea (SCHRODER et al. 1988) sind
auf Proteinebene zu 75% identisch und unterscheiden sich nur durch 35 Aminosaureposi-
tionen voneinander. Wenn sich die unterschiedlichen Aminosaurepositionen im inaktiven
Bereich des Enzyms befinden sollten, wéare es denkbar, dass beide Enzyme in das jeweils
andere umwandelbar sind. Eine Umwandlung ware durch verschiedene abiotische und
biotische Faktoren mdglich. Diese Hypothese wird durch auftretende Kreuzreaktionen in
transformierten Escherichia coli (YAMAGUCHI et al. 1999) gestarkt, bei denen einge-
schleuste Chalkon- und Stilbensynthase-Gene auch in der Lage waren, das jeweils ande-
re Endprodukt zu synthetisieren.

Catechin als konstitutive phenolische Verbindung wurde aufgrund seiner antimikrobiellen
Eigenschaften sehr oft als Resistenzfaktor beschrieben (SCALBERT 1991, HAKULINEN et
al. 1999, YAMAMOTO et al. 2000, del Ri0O et al. 2003). Die Expressionsmuster von LAR bei
der Erdbeere (ALMEIDA et al. 2007, DEIML 2007) und Trauben (PFEIFFER 2007) sind sehr
ahnlich. Sie sind zweiphasig mit einem hohen Expressionsniveau in grinen Stadien und
einem erneuten Anstieg wahrende der Fruchtreife.

In Gegensatz zum ersten Maximum deckte sich das zweite Maximum nicht mit den niedri-
gen Gehalten des Catechins sowohl bei der reifenden Erdbeere als auch bei den reifen-
den Trauben. Die niedrigen Catechingehalte und die untergeordnete Cyanidin-Produktion
der reifenden Trauben (WENZEL et al. 1987, KOSIR et al. 2004, KALLITHRAKA et al. 2005,
JEONG et al. 2006) sowie die Expressionsmuster von LAR wahrend Wachstum und Reife
der Trauben (PFEIFFER 2007) erlauben die Behauptung, dass die bei der Erdbeere aufge-
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stellte Hypothese Uber Produktion der Cyanidin-Derivate als Produkte der ,alten“ Cate-
chinbiosynthese durch Rickreaktion der LAR (DEIML 2007) auch bei der Weinrebe in Fra-
gen kommen kann.

Zusammenfassend lasst sich behaupten, dass in den Reproduktionsorganen der Weinre-
be (Boss et al. 1996) und der Erdbeere (ALMEIDA et al. 2007) die Enzyme PAL, CHS,
CHI, FHT und ANS ihre maximale Expression zur Blitezeit bzw. griinen Friichten und ab
der Fruchtreife zeigen. Auch die DFR Expression sowohl bei der Erdbeere (MOYANO et al.
1998) als auch bei der Trauben (Boss et al. 1996) zeigte ein zweiphasiges Genexpressi-
onmuster.

Die erste Phase des Phenylpropanoidstoffwechsels in den griinen Frichten ist bei beiden
Kulturen durch entsprechende Expressionmuster wahrend der Blite charakterisiert. Dabei
wurde Catechin als Hauptflavonoid produziert. In friihen Stadien werden wahrscheinlich
die Reaktionsprodukte der ANS, die Anthocyanidine, durch die ANR-Aktivitat in Epicate-
chin umgewandelt (XIE et al. 2005, FUJITA et al. 2005). Bei der Edbeere kénnte die ANS
fr Catechin Dimerisierung zustandig sein (WELLMANN et al. 2006)

Die zweite Phase, in den reifen Frlchten, ist fir Anthocyanbildung verantwortlich. Die
Stabilisierung der Anthocyane ist durch UFGT Expression bei der Reife der Trauben (Ko-
BAYASHI et al. 2001) und der Erdbeere (GRIEBER 2007) reguliert.

Der deutlichste Effekt der Applikation von Prohexadion-Ca auf die Gehalte an Catechin
wurde in den grinen Frichten der beiden Reproduktionsorgane festgestellt (BBCH 71
und BBCH 73). Gleichzeitig wurde hier das erste Maximum der LAR festgestellt (ALMEIDA
et al. 2007, DEML 2007). Der zweite Anstieg der LAR-Expression spiegelte sich in der
Wirkung von Prohexadion-Ca nicht wider. Wird angenommen, dass der zweite Anstieg
der LAR nicht fur die Catechin-Synthese verantwortlich ist, dann l&sst sich behaupten,
dass die Entstehung von Luteoliflavan bzw. Luteoforol neben der putativen LAR-Aktivitat
auch von der Catechin-Synthese wahrend Wachstum und Reife der Erdbeeren und Trau-
ben abh&ngt. Obwohl bei den Weinblattern die Verfligbarkeit des Substrats Eriodictyol als
Ausgangspunkt fir die Luteoliflavan-Produktion durch die Kombinationsbehandlung mit
Myco-Sin induziert wurde, war die Luteoliflavan-Akkumulation unverandert.

Hier spielt, wie in Trauben und Erdbeeren, die Catechin—-Synthese eine entscheidende
Rolle. Weil in den Weinblattern die Catechin-Synthese in Relation zu der der Flavonole
untergeordnet ist, wurde die Luteoliflavan-Entstehung offenbar aufgrund der nicht ausrei-
chenden LAR-AKktivitat beschrankt.

Aufgrund der dargestellten Ergebnisse, lasst sich behaupten, dass die Catechin-Synthese
eine entscheidende Rolle bei der Prohexadion-Ca-Wirkung spielt.
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Der Einsatz von Prohexadion-Ca in der Praxis als Alternative zur direkten Bekampfung
von Krankheitserregern ist wegen der wenig spezifischen Wirkungsweise von Prohexadi-
on-Ca fraglich. Weil 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenasen am gesamten Pflanzenstoff-
wechsel beteiligt sind (RADEMACHER 2000), ist es nicht méglich, seine Wirkung nur auf
den Phenylpropanoidstoffwechsel zu beschranken. Weil der Phenylpropanoidstoffwechsel
pflanzenartspezifisch und durch Umweltfaktoren beeinflussbar ist (TREUTTER et al. 2006),
ist eine allgemeine gezielte Aktivierung des Phenylpropanoidstoffwechsels durch Prohe-
xadion-Ca zur Abwehr von Botrytis cinerea begrenzt. Trotzdem weisen die Versuche mit
Prohexadion-Ca darauf hin, dass bestimmte Modifikationen wahrend Wachstum und Reife
der Erdbeeren und Trauben méglich sind und zeigen, wie sich der Phenylpropanoidstof-
wechsel in Abhéngigkeit der Entwicklungsstadien effektiv von auBen steuern lasst. Die
deutlichsten Modifikationen wurden in beiden Kulturen in den grinen Frichten erreicht.
Weil griine Frlchte als Botrytis-resistent gelten, besteht in der Praxis jedoch wenig Bedarf
an metabolischem Pflanzenschutz. Reife Frichte, die gegentber Botrytis cinerea anfallig
sind, zeigten keine deutlichen Verédnderungen durch Prohexadion-Ca. Bei der Trauben
liegt der Grund fir die lediglich geringen Unterschiede wohl darin, dass seit der letzten
Pro-Ca-Applikation zehn Wochen vergangen sind. Trotz des Dauerbelastungsversuchs
bei der Erdbeere waren die Modifikationen in den reifen Friichten minimal.

Die Strategie, die Resistenz der Erdbeere und Weinrebe gegen Botrytis cinerea durch
Phenolstoffwechselmodifikationen in reifen Frichten zu erreichen, erscheint also nicht
ausreichend. Im Gegensatz dazu wurden deutliche Verdnderungen wahrend der Blite
durch Prohexadion-Ca bei beiden Kulturen festgestellt. Weil Bliten in inrem Phenylpropa-
noidmetabolismus modifizierbar sind und weil diese, auch wenn Symptome erst zur Reife
auftreten, die bevorzugten Infektionsorgane flir Botrytis cinerea darstellen, sollten die BIU-
ten und eine eventuelle Verhinderung der Infektion von Botrytis cinerea durch aufBere
Steuerung des Phenolstoffwechsel vor und wahrend der Blite, als Hauptaugenmerk der
Pflanzenresistenzinduktionsforschung bei der Erdbeere und der Weinrebe betrachtet wer-
den.

Die molekularbiologischen, enzymologischen und analytischen Untersuchungen von Pro-
hexadion-Ca-behandelten Pflanzen haben bis heute maBgebliche Beitrage zur
Erforschung der Flavonoidbiosynthese geleistet. Es wurde gezeigt, dass die DFR eine
zusatzliche FNR-AKktivitat besitzen kann (HALBWIRTH et al. 2002, FISCHER et al. 2003) und
dass die LAR-Spezifitat nicht durch Hydroxylierung des C-Rings bestimmt ist (PFEIFFER et
al. 2006, DEIML 2007). Zusatzlich wurden neue Stoffe identifiziert und isoliert (ROMMELT et
al. 2003 a, b, PuHL et al. 2008). Durch die Entstehung von Flavanonen und 3-
Deoxyflavonoiden bei der Weinrebe wurde vermutet, dass die LAR-Spezifitdt durch die B—
Ring Hydroxylierung charakterisiert ist.
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Wenngleich Prohexadion-Ca in der Praxis wohl kaum als Alternative zu Fungiziden zur
Anwendung kommen wird, sollten in dieser Hinsicht die bisherigen Erkenntnisse Uber den
Flavonoidstoffwechsel, die durch den Bioregulator Prohexadion-Ca gewonnen wurden, in
zukinftige Untersuchungen im Bereich der noch nicht genug erforschten induzierten

Pflanzenresistenz als neue Strategie des Pflanzenschutzes einbezogen werden.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Durch Behandlung mit dem Bioregulator Prohexadion-Ca ist es mdglich, den Phenylpro-
panoid- bzw. Flavonoidstoffwechsel der Weinrebe und der Erdbeere zu beeinflussen. Der
Effekt von Prohexadion-Ca auBerte sich bei beiden Kulturen in einer Akkumulation von
Luteoliflavan und Eriodictyol 7-glucosid. Pentahydroxyflavanon-Derivate wurden nach der
Prohexadion-Ca-Behandlung nur bei der Weinrebe identifiziert.

Neben der Biosynthese neuer Flavonoide bewirkte Prohexadion-Ca auch Verschiebungen
im Metabolismus konstitutiver phenolischer Verbindungen. Bei der Weinrebe kam es zur
Konzentrationsabnahme von Flavonolen und Hydroxyzimtsduren. Bei der Erdbeere wur-
de, abhéngig von dem Zeitpunkt der Behandlung, der Catechin-Gehalt modifiziert.

Durch die auffallend hohe Konzentration an Flavonolen in Weinblattern - im Gegensatz zu
Bliten und Trauben - wurde der Prohexadion-Ca-Effekt hier vor allem durch eine deutli-
che Abnahme der Flavonolgehalte erkennbar. Der Catechingehalt blieb dabei unveran-
dert.

In Weinbliten und Weinbeeren hingegen wurde eine Reduktion der Catechin-
Konzentrationen festgestellt. Die Dynamik des Phenylpropanoidstoffwechsels wahrend
der Blaten- und Fruchtentwicklung sowohl der Weinrebe als auch der Erdbeere ist der
entscheidende Faktor fir die Effektivitat einer Prohexadion-Ca-Behandlung. Alle Prohe-
xadion-Ca-bedingten Modifikationen manifestierten sich am stéarksten nach der Bliite wah-
rend der frihen Fruchtentwicklung (BBCH-Stadien 71 bzw. 73), wo gleichzeitig die jewei-
ligen Aktivitatsmaxima des Phenylpropanoidstoffwechsels beobachtet wurden. Danach
fand eine deutliche Abnahme der gesamten Phenylpropanoidbiosynthese statt, womit sich
auch die durch Prohexadion-Ca induzierten Verdnderungen abschwéchten. Dies
reflektiert sich bei beiden Kulturen auch im zeitlichen Verlauf der Catechin-
Konzentrationen. Folglich sind die erwiinschten Modifikationen im Catechingehalt der Bo-
tyrtis-anfalligen Stadien (beginnende Fruchtreife; BBCH 81) nicht durch die Anwendung
von Prohexadion-Ca zu erreichen.

Abhé&ngig von der Kultur sind die untersuchten Pflanzenstarkungsmittel Milsana und My-
co-Sin in der Lage, in Kombination mit Prohexadion-Ca zusatzliche Modifikationen zu in-
duzieren. Bei den Weinblattern flihrte Myco-Sin/Prohexadion-Ca zu einer im Vergleich zur
Prohexadion-Ca-Variante erhéhten Akkumulation von Flavanonen, wahrend die
Anreicherung von Luteoliflavan unverandert blieb. Die Behandlung mit Milsana bewirkte
weder quantitative noch qualitative Modifikationen der Prohexadion-Ca-Wirkung auf den
Metabolismus der phenolischen Stoffe der Weinblatter.

Bei der Erdbeere wurde durch Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca und Milsana
eine verstarkte Catechin-Akkumulation, eine erhéhte Induktion von Eriodictyol 7-glucosid
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und Luteoliflavan im Vergleich zur einzelnen Prohexadion-Ca Behandlung festgestellt.
Auch ein resistenzinduzierter Effekt gegen Botrytis-Befall bei den reifen Frichten (BBCH
89) wurde bei der Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca und Milsana beobachtet.
Bei beiden Kulturen wurde deutlich, dass die Bliten weniger Catechin als die gegen
Grauschimmel resistenten griinen Frichte (BBCH 71 und 73) bilden. Méglicherweise ist
die verminderte Catechinsynthese in den Bliten ein Grund, dass die Bliten die
bevorzugten Infektionsorte flr Botrytis darstellen. Damit bietet sich die Férderung der Ca-
techin-Biosynthese vor der Blite als neue Strategie an, um das Infektionsrisiko der Erd-
beere und Weinrebe mit Botrytis cinerea zu verringern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen als Beitrag zur Grundlagenforschung des Phe-
nylpropanoidstoffwechsels der Erdbeere und Weinrebe weitergehende Untersuchungen
im Bereich der Resistenzinduktion durch Modifikationen im pflanzlichen Sekundérstoffme-

tabolismus unterstitzen.
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8. SUMMARY

The application of the bioregulator prohexadione-Ca affects the phenylpropanoid and in
particular the flavonoid metabolism in grapevine and strawberry. In both crops, the effect
of prohexadione-Ca became manifest in the accumulation of derivatives of eriodictyol and
luteoliflavan. Pentahydroxyflavanone derivatives were exclusively identified upon
prohexadione-Ca treatment in grapevine tissues.

In addition to the synthesis of novel flavonoids, prohexadione-Ca also caused shifts in the
metabolism of constitutive phenylpropanoids. In treated grapevine tissues, the
concentrations of flavonols and hydroxycinnamic acids decreased. Subject to the point in
time of the treatment, the catechin content of strawberry fruits was altered.

As, unlike in flowers and berries, the concentrations of flavonols were remarkably high in
grapevine leaves, the effect of prohexadione-Ca herein was mainly expressed in a strong
reduction of flavonol contents. Catechin contents remained unchanged. In grapevine
flowers and berries however, a reduction of catechin contents was noticed. The dynamics
of the phenylpropanoid metabolism during flower and berry development in both
grapevine and strawberry are the key factors for the effectiveness of prohexadione-Ca
treatment. All modifications brought about by prohexadione-Ca most distinctively occurred
during the early stages of fruit development where the maximum activities of the
phenylpropanoid metabolism were observed. Afterwards, the total phenylpropanoid
biosynthesis strongly decreased. Thus, the alterations generated through prohexadione-
Ca attenuated in synchrony. For both crops, this is also reflected in the chronological
sequence of catechin concentrations. Consequently, the desired modifications of catechin
contents during stages susceptible to Botrytis cinerea (beginning of ripening) cannot be
achieved through the application of prohexadione-Ca.

Depending on the crop, the investigated plant resistance inductors Milsana and Myco-Sin
may, in combination with prohexadione-Ca, lead to additional modifications. In grapevine
leaves, Myco-Sin/prohexadione-Ca caused an enhanced accumulation of flavanones
compared to the prohexadione-Ca variant. However, luteoliflavan levels remained
unaltered. Milsana treatment neither quantitatively nor qualitatively affected the impact of
prohexadione-Ca on the metabolism of phenolic compounds in grapevine leaves. In
strawberry, Milsana intensified the prohexadione-Ca effect by an enhanced accumulation
of catechin and a further induction of eriodictyol 7-glucoside and luteoliflavan. A
resistance-inducing effect against Botrytis cinerea infestation was also observed with the
combined application of prohexadione-Ca and Milsana.

It was apparent in both crops that flowers produce less catechin than green fruits, which
are resistant to grey mould. Reduced catechin synthesis in flowers may be a reason why
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flowers are the favoured organs of Botrytis infection. Thus, enhancing the biosynthesis of
catechin before flowering seems to be an appropriate novel strategy to reduce the risk of
infection with Botrytis cinerea in grapevine and strawberry.

As a contribution to basic research on the phenylpropanoid metabolism of strawberry and
grapevine, the results of this thesis may support advanced research in the field of
resistance induction through the modification of plant secondary metabolism.
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Two-Phase Flavonoid Formation in Developing Strawberry
(Fragaria x ananassa) Fruit
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Flavonoids are important secondary metabolites in strawberry as they fulfill a wide variety of
physiological functions. In addition, they are beneficial for human health. Previous studies have shown
for selected enzymes from the flavonoid pathway that flavonoid biosynthesis shows two peaks during
fruit development. We provide optimized protocols for the determination of the activities of the key
flavonoid enzymes: phenylalanine ammonia lyase, chalcone synthase/chalcone isomerase, flavanone
3-hydroxylase, dihydroflavonol 4-reductase, flavonol synthase, flavonoid 3-O-glucosyltransferase, and
flavonoid 7-O-glucosyltransferase. Using these protocols we were able to demonstrate two distinct
activity peaks during fruit ripening at early and late developmental stages for all enzymes with the
exception of flavonol synthase. The first activity peak corresponds to the formation of flavanols, while
the second peak is clearly related to anthocyanin and flavonol accumulation. The results indicate
that flavonoid 3-O-glucosyltransferase activity is not essential for redirection from flavanol to
anthocyanin formation in strawberry.

KEYWORDS: Strawberry (Fragaria x ananassa); fruit ripening; fruit color; flavonoid concentrations;
flavonoid enzymes; anthocyanins; flavan 3-ols (catechin, epicatechin, and derived proanthocyanidins);

flavonols

INTRODUCTION

Strawberry is an important crop in temperate regions such
as Central Europe. The attractive fruits are favored for their
excellent taste and are health promoting due to their richness
in vitamins, minerass, and antioxidative compounds (1—3). Fruit
color is one of the most important quality characteristics for
strawberries with respect to human consumption. It is caused
by derivatives of the anthocyanidins pelargonidin (predominant
pigment, bright red colors, 4'-hydroxylation) and cyanidin
(minor pigment, dark red colors, 3',4'-hydroxylation) (4—8).
Additionally, flavonols are formed (Figure 1), which serve as
copigments for fruit coloration. In particular, quercetin (3',4'-
hydroxylation) and kaempferol (4'-hydroxylation) derivatives
are described in strawberry (8—13). Interestingly, strawberry
fruits produce another prevaent group of flavonoids during early
stages of fruit development. In unripe fruits, large amounts of
the 3',4'-hydroxylated flavan 3-ols catechin, epicatechin, and
derived proanthocyanidins are accumulated (Figure 1) (14, 15).
They are beneficial with respect to their antioxidative capacity
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Fax: +43-1-5880117399. E-mail: kstich@mail.zserv.tuwien.ac.at.

T Technische Universitat Wien.
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(16—18) and presumably contribute to the restriction of plant
pathogens such as gray mold (Botrytis cinerea), which infects
the strawberry flower but is quiescent until fruit ripening is
almost completed (19—22). However, the presence of pro-
anthocyanidins in fruits results in an astringent taste, and
catechin may cause undesirable browning due to an enzyme-
mediated reaction (16).

Previously it has been reported that the activity of phenyl-
alanine ammonia lyase (PAL) shows two peaks during straw-
berry fruit development (23). Similar observations were made
in dihydroflavonol 4-reductase (DFR) gene expression studies
during fruit ripening (24). It was assumed that this could be
related to the different functions of the different flavonoid classes
formed during early and late fruit development. PAL is a key
enzyme located at the interface between primary and secondary
metabolism. It catalyzes the conversion of the amino acid
phenylalanine into cinnamic acid, which is an important
intermediate in the biosynthesis of flavonoids (25). However,
derivatives of cinnamic acids are the precursors for a broad
variety of secondary metabolites (e.g. cinnamic acid derivatives,
flavonoids, lignin, coumarins, stilbenes), and the activity of PAL
alone therefore provides only limited information with respect
to flavonoid formation. To get a more comprehensive insight
into the changes occurring in flavonoid metabolism during

© 2006 American Chemical Society
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strawberry fruit development, we investigated six enzymes from
the flavonoid pathway for their activities during fruit ripening:
PAL, chalcone synthase/chalcone isomerase (CHS/CHI), fla-
vanone 3-hydroxylase (FHT), DFR, flavonol synthase (FLS),
flavonoid 7-O-glucosyltransferase (F7GT), and flavonoid 3-O-
glucosyltransferase (F3GT). In addition, the concentrations of
different flavonoid classes were determined. In this study we
were able to demonstrate that all enzymes with the exception
of FLS show two activity peaks during fruit development.

MATERIALS AND METHODS

General Procedure. TLC was performed on Merck precoated
cellulose plates (without fluorescence indicator, 1.0571.001, Darmstadt,
Germany); radiolabeled substances were detected with a Berthold LB
2842 TLC linear analyzer (Wildbad, Germany). HPLC analysis was
performed on a Kontron HPLC system equipped with a 205 gradient
former, two T-414 pumps, and a Uvikon UV detector (Eching,
Germany). For postcolumn derivatization, a 300 C Gynkothek pump
and a Gynkotek VIS detector (Germering, Germany) was used.

Plant Material. The studies were performed on Fragaria x
ananassa, cv. Elsanta. Pooled samples from six developmental stages
(25 fruits each) were collected: small-sized (0.7 cm) green fruits (S1),
middle-sized (1.5 cm) green fruits (S2), middle-sized (1.5 cm) white
fruits (S3), full-sized (2.5 cm) white fruits ($4), turning-stage fruits,
2.5 cm fruit size (S5), and full-ripe red fruits, 2.5 cm fruit size (S6).
Fruits were harvested in 2003 and 2004, shock-frozen in liquid nitrogen,
and stored at —80 °C. For flavonoid analysis, samples were freeze-
dried.

Chemicals. L-[U-*C]Phenylaanine (17 GBg/mmol), [2-*C]-malo-
nyl-coenzyme A (2 GBg/mmol), and uridine diphospho p-[U-*C]-
glucose (12.1 GBg/mmol) were obtained from Amersham International
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(Freiburg, Germany). [“C]-Naringenin (0.8 GBg/mmal), [*C]-dihy-
drokaempferol (0.8 GBg/mmol), and [**C]-dihydroquercetin (0.8 GBg/
mmol) were prepared as recently described (26). Quercetin (HPLC
grade) was purchased from Extrasynthesis (Genay, France); catechin
and epicatechin were purchased from Roth (Karlsruhe, Germany).

Phenylpropanoid Analysis. For extraction of phenolic compounds,
lyophilized fruits were ground in a ball mill.

HPLC Analysis. The fine powder was extracted with methanol
(100%), containing 6-methoxyflavone as an interna standard, for 30
min in a cooled water bath during sonication. After centrifugation the
supernatant was evaporated, and the residue was redissolved in small
quantities of methanol and injected for HPLC analysis. The phenolic
compounds were separated on a 250 x 4 mm i.d. 3 um Hypersil ODS
column (Shandon, U.SA.), following a stepwise gradient, using
mixtures of solvent A (formic acid, 5% in water) and solvent B
(methanol) from 95:5 (v/v) to 10:90 (v/ v) with a flow rate of 0.5 mL
per min (27). The gradient profile used was as follows. 0—5 min,
isocratically, 5% B; 5—15 min, 5—10% B; 15—30 min, isocratically,
10% B; 30—50 min, 10—15% B; 50—70 min, isocratically, 15% B;
70—85 min, 15—20% B; 85—95 min, isocratically, 20% B; 95—110
min, 20—25% B; 110—140 min, 25—30% B; 140—160 min, 30—40%
B; 160—175 min, 40—50% B; 175—190 min, 50—90% B. For the
quantification of flavan 3-als, a postcolumn derivatization method was
employed (27). Flavan 3-ols were identified according to their
chromatographic behavior on HPL C and thin-layer chromatography and
in comparison with previously isolated standards (28). Flavonols were
selectively detected at 360 nm and identified by their UV absorbance
spectra with a diode array detector. Quantification was performed as
follows: Catechin and epicatechin were available as standards, pro-
cyanidins were calculated as procyanidin B2, flavonols were calculated
as quercetin.

Determination of the Anthocyanin Content. A total of 5 g of the
fine powder was shaken with 5 mL of MeOH (containing 1% HCI) for
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Figure 2. pH-optima of selected enzymes from the flavonoid pathway in strawberry fruits.

30 min. After 5 min centrifugation at 13000g, 1 mL of the supernatant
was mixed with 1 mL of 4 N HCI and incubated for 60 min at 90 °C.
Insoluble residues were removed by centrifugation, the supernatant was
diluted 1:15, and absorption at 520 nm was measured. Anthocyanin
contents were calculated as mg pelargonidin/g dry weight.

Determination of the Polyphenol Content. Total phenolic content
was obtained as a sum of al compounds detected at 280 nm. Not-
identified compounds were calculated as gallic acid, flavonols as
guercetin, and anthocyanins as pelargonidin.

Determination of Sugar Content. HPLC—sugar anaysis was
performed on a Dionex BioLC system (ldstein, Germany) equipped
with a GP 40 gradient pump, an electrochemical detector ED 40, and
a250 mm x 4 mm analytical Carbo Pac-100 column (Dionex, ldstein,
Germany). The sugars were eluated with 1 mL/min 10 mM NaOH
within 20 min. For quantification, the sum of the peak areas was
calculated as glucose.

Buffers Used. The following buffers were used for the enzyme
assays. Buffer 1 (PAL assays): 0.1 M H3BO; + 0.4% Na-ascorbate,
pH 8.5. Buffer 2 (CHS assays): 0.1 M TrigHCI + 0.4% Na-ascorbate,
pH 8.25. Buffer 3 (FHT and FLS assays): 0.1 M TrigHCI + 0.4%
Na-ascorbate, pH 7.5. Buffer 4 (DFR assays): 0.1 M KP, + 0.4% Na-
ascorbate, pH 6.3. Buffer 5 (GT assays): 0.1 M KPR + 0.4%
Na-ascorbate, pH 7.5.

Enzyme Preparations. Shock-frozen fruits were ground in a mill.
A total of 0.5 g of the fine powder, 0.25 g of quartz sand, 0.25 g of
Polyclar AT, and 3 mL of 0.1 M TrigHCI (containing 0.4% Na
ascorbate, pH 7.25) were homogenized in a mortar. The homogenate
was centrifuged for 10 min at 4 °C and 10000g. To remove low
molecular compounds, 400 uL of the supernatant was passed through
agel chromatography column (Sephadex G25 medium). Protein content
was determined by a modified Lowry procedure (29) using crystalline
BSA as a standard. All data represent an average of at least three
independent experiments.

Enzyme Assays. In a final volume of 100 uL: the PAL assay
contained 40 uL of enzyme preparation (2.4—8.1 ug total protein), 5
ulL of [*C]-phenylalanine (0.063 nmol, 548 Bq), and 55 uL of buffer
1; the CHS/CHI assay contained 40 uL of enzyme preparation (2.4—
8.1 ug total protein), 5 uL of [**C]-malonyl-CoA (1.5 nmol, 1300 Bg),
5 uL of p-coumaroyl-CoA (1.0 nmol), and 50 uL of buffer 2; the FHT
assay contained 0.046 nmol of [**C]-naringenin (108 Bq), 30 uL of
enzyme preparation (2.1—6.6 ug total protein), 5 uL of 3.48 mM
2-oxoglutarate, 5 uL of 2.01 mM FeSO,-7 H,O, and 80 uL of buffer
3; and the FL S assay contained 0.046 nmol of [*4C]-dihydrokaempferol
(108 Bq), 40 uL of enzyme preparation (2.8—8.8 ug total protein), 5
uL of 3.48 mM 2-oxoglutarate, 5 uL of 2.01 mM FeSO,+7 H>O, and
50 uL of buffer 3.

In afinal volume of 50 uL: the DFR assay contained 0.046 nmol
of [*¥C]-dihydroquercetin (108 Bq), 15 uL of enzyme preparation (1—
3.6 ug total protein), 5 L of 5.21 mM NADPH, and 35 uL of buffer
4; and the GT assay contained 2.5 uL of [**C]-UDPG (0.206 nmol,
2300 Bq), 15 nmol of quercetin (dissolved in 2.5 uL of ethylene glycol
monomethyl ether), 25 uL of enzyme preparation (1.8—5.5 ug tota
protein), and 35 uL of buffer 5.

The assays were incubated for 30 min at 30 °C, with the exception
of DFR, which was incubated for 15 min at 30 °C. PAL and CHS/CHI
assays were stopped with 200 uL of ethyl acetate and 10 uL of acetic
acid, and the amounts of product formed were determined on a
scintillation counter. FHT, DFR, and FLS assays were terminated by
addition of 70 uL of ethyl acetate and 10 uL of acetic acid. To FLS
assays were also added 10 4L of 0.1 mM EDTA before the extraction.
The organic phases were transferred to a precoated cellulose plate
(Merck, Germany). After developing the TLC plates in chloroform/
acetic acid/H,0 (10:9:1, v/v/v), conversion rates were determined with
a TLC linear analyzer. GT assays were terminated by addition of 10
uL of acetic acid and 30 uL of methanol. The mixture was chromato-
graphed on Schleicher and Schiill 2043b paper using 30% acetic acid
as solvent system. The zones containing the labeled products were cut
out, and radioactivity was quantified on a scintillation counter. All
products were identified as described using authentic substances (26,
32).

RESULTS AND DISCUSSION

Only a few protocols are available in the literature for the
determination of flavonoid enzymes from strawberry fruits (23,
30, 31). Therefore, the assays previously described for apple
leaves (32) were adapted to the strawberry fruit tissues. The
pH-optima were determined for all enzymes of interest: PAL,
CHS/CHI, FHT, DFR, FLS, F3GT, and F7GT (Figure 2).
L eucoanthocyanidin reductase (LAR), anthocyanidin synthase
(ANS), and anthocyanidin reductase (ANR) were not included,
since the instability of their substrates hampers reliable com-
parative studies. All enzyme assays were optimized with respect
to temperature, incubation time, and protein concentration (data
not shown).

Highest specific activities for CHS/CHI were determined at
S1 (Figure 3). During fruit development, the activity strongly
decreased and reached aminimum at S3—S5. At S6, the activity
increased again, but showed rather low activities compared to
S1 and S2. In contrast, FLS activity could not be detected in
the early stages but reached a distinct maximum at Sb5. All other
enzymes investigated clearly showed two activity peaks at S2
and S6 (Figure 3). For DFR and F3GT, the peaks at S2 and S6
showed amost the same size, whereas PAL had a distinct
maximum a S2. The two activity peaks observed for most
enzymesindicate a two-phase flavonoid biosynthesis during fruit
development. The specific activities determined correspond to
the high phenolic contents present in the young fruits, in
particular to catechin, epicatechin, and proanthocyanidins. The
respective time courses are given in Figur e 4, where the contents
are expressed as mg/g dry weight, and Figure 5, where the total
amount per fruit was calculated, which is a result of fruit
growing, product formation, and product turnover. During fruit
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Figure 4. Changes of selected polyphenol and sugar concentrations (in mg/g dry weight) during fruit development.
ripening, the concentrations of flavan 3-ols expressed per mg/g reflected by comparison of the time courses in Figures 3 and
dry weight decreased continuously, while anthocyanins, fla- 5 rather than in Figures 3 and 4.
vonols, and sugar contentsincreased simultaneously. Thus, there The different polyphenol classes formed during early and late
is an obvious redirection of flavonoid biosynthesis from flavan fruit development seem to fulfill different important functions.
3-0l to anthocyanin formation during the complex developmental In unripe fruits, the presence of astringent flavan 3-ols (Figure
process of fruit ripening. Since the specific enzyme activities, 4) may contribute to herbivore deterrence along with green color,
which are based on the protein content, also consider theincrease high acid concentration, and tissue firmness (33—35). When
of the fruit weight during fruit development, the temporal seeds mature, attraction of harvesting speciesis attained by the

correlation of enzyme activities and product accumulation is accumulation of the red colored anthocyanins in combination
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Figure 5. Accumulation of selected polyphenols and sugar during fruit development.

with aroma volatiles, increasing sugar concentrations (Figure
4), and a progressive decrease in tissue firmness (33—35).
Formation of flavonols slightly precedes the accumulation of
anthocyanins (Figure 4), since the uncolored flavonols are
important copigments contributing much to fruit and flower
coloration by stabilizing the rather unstable anthocyanin chro-
mophore (33, 36).

Interestingly, unripe fruits of strawberry and grapevine do
not suffer from gray mold although they may aready harbor
the pathogen without any visible disease development (37—
39). The involvement of multiple parameters is assumed for
the observed pathogen tolerance in the quiescent stage, which
is not yet fully understood. The assumption that flavanols may
play an important part (39, 40) is supported by our observations
of high flavan 3-ol concentrations only in the early develop-
mental stages, which are based on highest specific activities of
the related flavonoid enzymes.

There are indications that two-phase flavonoid formation
during fruit development may occur aso in other crops. For
raspberry it could be shown that two different genes encoding
PAL are expressed during fruit ripening, both at the earliest
and at late developmental stages (34). Similar reports are
available on grape, where a distinctly reduced expression of
seven genes of the anthocyanin pathway was observed between
4 and 8 weeks post-flowering (41). However, Waters et a. (42)
have recently shown a concerted increase in flavonoid gene
expression in young grapes but could not observe asimilar boost
in the late stages during anthocyanin formation. In contrast,
expression of genes encoding PAL, CHS, FHT, DFR, and ANS
could be observed only in bilberry flowers and in ripening but
not in young berries (43).

Red grapes (Vitis vinifera) represent a more complex system
since anthocyanins are formed only in the berry skin (44, 45).
The presence or absence of F3GT seems to be a key factor for
the formation of red or white grapes (41). Furthermore, it is
assumed that in red grapes mainly the F3GT activity is decisive
for the redirection of flavonoid biosynthesis from proanthocya-
nidin to anthocyanin formation during fruit ripening (41, 46,
47). The first biosynthetic steps catalyzed by CHS, CHI, FHT,
and DFR are common to the formation of both types of
flavonoids, but subsequent biosynthetic pathways are most
divergent (Figure 1). Whereas the synthesis of catechin and
epicatechin is performed via the action of LAR or ANS/ANR
in the unripe fruit, the colored anthocyanins of the ripening fruit
are produced by ANS/ F3GT (Figure 1). However, Given et

al. (35) reported a paralel course of PAL and F3GT in
developing strawberry fruits, although in this study enzyme
activities were generaly low in the early stages. In our studies,
F3GT activity in the early stages was comparable to the late
stage (Figure 3). Thus, F3GT does not seem to be the key factor
in strawberry for the redirection of flavonoid biosynthesis during
fruit ripening as suggested for grape.

It is obvious that the two-phase flavonoid biosynthesis has
to be tightly regulated with respect to the developmental stages
of the fruit. It may be assumed that different types of
transcription factors are involved in the regulation as was shown
for other plants (48). The regulation could act on only one gene
or a few genes or, in the other extreme case, there could be
two completely different sets of genes for al steps of the
pathway coding for the respective early and late biosynthetic
enzymes. Further work on this topic isin progress.

ABBREVIATIONS USED

CHS/CHI, chalcone synthase/chal cone isomerase; DFR, di-
hydroflavonol 4-reductase; FHT, flavanone 3-hydroxylase; FLS,
flavonol synthase; F3GT, flavonoid 3-O-glucosyltransferase;
F7GT, flavonoid 7-O-glucosyltransferase; GT, glucosyl trans-
ferase; PAL, phenylaanine ammonia lyase; UDPG, uridine
diphospho glucose.
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Nondestructive Application of Laser-Induced
Fluorescence Spectroscopy for Quantitative
Analyses of Phenolic Compounds in Strawberry
Fruits (Fragaria x ananassa)
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Laser-induced fluorescence spectroscopy (LIFS) was nondestructively applied on strawberries
(EX =337 nm, EM = 400-820 nm) to test the feasibility of quantitatively determining native phenolic
compounds in strawberries. Eighteen phenolic compounds were identified in fruit skin by UV and MS
spectroscopy and quantitatively determined by use of rp-HPLC for separation and diode-array or
chemical reaction detection. Partial least-squares calibration models were built for single phenolic
compounds by means of nondestructively recorded fluorescence spectra in the blue-green wavelength
range using different data preprocessing methods. The direct orthogonal signal correction resulted
in #=0.99 and rmsep < 8% for p-coumaroyl-glucose, and r* = 0.99 and rmsep < 24% for cinnamoyl-
glucose. In comparison, the correction of the fluorescence spectral data with simultaneously recorded
reflectance spectra did not further improve the calibration models. Results show the potential of LIFS
for a rapid and nondestructive assessment of contents of p-coumaroyl-glucose and cinnamoyl-glucose
in strawberry fruits.

KEYWORDS: blue-green fluorescence; direct orthogonal signal correction; LIFS; partial least-squares

regression; reflectance; strawberry

INTRODUCTION

Fresh fruits and vegetables deliver water, carbohydrates,
proteins, nucleic acids, and lipids for the human nutrition. They
possess compounds built up in the secondary metabolism such
as phenolic compounds that have been further investigated in
recent years in different clinical studies for their constitutional
effects in the human diet (/). However, the health-promoting
effects of single phenolic compounds in the human diet are a
controversial topic of discussion (2, 3). Therefore, it is not the
total phenolic compound content that determines the nutritional
value of horticultural products but rather the composition and
contents of single native phenolic compounds (4).

During the last three decades, spectral optical methods in
optical geometries of transmittance, remittance, and diffuse
reflectance have been successfully applied in nondestructive fruit
and vegetable analyses addressing the pigment absorption (5-7),
whereas the potential of fluorescence spectroscopy has not been
investigated systematically. Research in fluorescence spectral
analysis in agricultural and horticultural sciences has been
mainly focused on changes in fruit chlorophyll fluorescence
kinetic detectable in the red wavelength range (8). Additionally,
spectroscopic methods and imaging techniques were tested to
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analyze the fluorescing molecules in plants and horticultural
products (9). Furthermore, fluorimetric systems were introduced
to detect changes in the blue-green fluorescence (10, /7). Few
working groups have been dealing with quantitative fluorescence
analyses of compounds in processed fruits although promising
results were found in other food stuffs (/2).

The detection of fruit compounds by fluorescence spectros-
copy is more selective than the photometric determination of
absorbance and reflectance attributes, because only a part of
the fruit molecules possess the ability to re-emit the absorbed
energy as fluorescence radiation after some pico- or nanoseconds
(average 10 ns) (/3) in which the molecule remains in the
excited state. Moreover, small amounts of fluorescing com-
pounds can also be detected fluorimetrically because of the
higher sensitivity compared to the absorption and reflectance
spectroscopy. However, the fluorescence spectrum recorded
from complex fruit tissue represents the sum of all single
fluorescence spectra of every fluorophor in the probe. As a result,
the molecule fluorescence signal in vivo is influenced by both
environmental and inter- and intramolecular factors, which also
change during development and ripening of fruits. Reabsorption
and masking effects of autofluorescent and nonfluorescent
molecules as well as scattering effects can interfere with the
fluorescence emission of native fluorophors. The use of statistical
methods instead of generic models for evaluating horticultural
products in a qualitative and quantitative manner therefore
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became more important (/4) for eliminating these influences
on the spectral intensities which are not correlated to the
fluorescence signal of a specific fruit compound under question.
Using multivariate processing methods, particularly partial least-
squares (PLS) regression, the spectral data can be evaluated and
information on a specific fruit compound can be extracted (14, 15).
However, dealing with raw data often leads to unsatisfactory
calibration models. The use of different data preprocessing
methods to reduce the noise, off-sets, and scattering influences
in the spectral data before calculating the calibration model or
to eliminate the information in the spectral data that is not
referring to the content of a specific compound might be
valuable for building robust calibrations on the fluorescence
spectra as well for dealing with the reabsorption effects of the
fruit matrix.

Alternatively, an often applied method in fluorescence
spectroscopy to correct the fluorescence spectra is the use of
the information contained in simultaneously recorded diffuse
reflectance spectra of the fruit tissue. This approach has been
successfully undertaken in applications of Gitelson et al. (/6)
and Lohmannsrében and Schober (/7). For this purpose, (i) the
entire reflectance spectrum can be subtracted wavelength by
wavelength from the fluorescence spectrum, and (ii) a single
reflectance wavelength can be used at which preferably marginal
fluorescence appears for the correction of the entire fluorescence
spectrum.

In the present work, nondestructive fluorescence measure-
ments using laser-induced fluorescence spectroscopy (LIFS) and
chromatographical fruit analyses were applied on strawberries
to evaluate the feasibility for the quantification of single phenolic
fruit compounds in comparison to quantitative HPLC-DAD and
HPLC-CRD analysis. An approach was carried out to correct
the apparent fluorescence signal by means of reflectance readings
and statistical preprocessing methods.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material. Strawberries (Fragaria x ananassa) cv. ‘Elsanta’
cultivated in hydroponic production system were harvested in November
2005 in a commercial greenhouse in the region of Brandenburg,
Germany. At each harvest date, three different maturity stages were
collected and visually classified as follows: In ripening stage 1, the
unripe fruits were characterized by a greenly white color; ripening
stage 2 contained ripe berries with the skin appearance turning from
white to red; and ripening stage 3 was composed of slightly overripe
strawberries of overall red color. Parallel readings of nondestructive
measurements and chromatographic analyses were accomplished at
the fruit equator. Therefore the fruits were marked on the sepals and
the measuring point for spectroscopic readings as well as sampling for
chemical analyses was chosen on the fruit equator under the marked
sepal. The calibration models were calculated using the spectral data
and the concentrations of phenolic compounds estimated by rp-HPLC-
analysis (n = 32) on the first picking date. An independent test set (n
= 35) of fruits harvested 1 week later in the same green house was
used for the model validation.

In a pre-experiment, chemical analysis has been carried out on a
batch of strawberry fruits (n = 89) for the identification of phenolic
compounds in the fruit tissue.

Extraction and rp-HPLC Analysis of Phenolic Compounds.
Strawberry fruits were frozen in liquid nitrogen and lyophilized (BETA
1-8 LMC-1, Christ Gefriertrocknungsanlagen, Germany). From every
single lyophilized fruit, the skin was scraped off with a razor blade as
a layer of about 0.5 mm around the measuring point. The sample
preparation corresponds to the depth of light penetration of around 0.5
mm. The sample was ground in a mortar and 2—6 mg per sample were
used for extraction. For extraction, per 2 mg of powder, 500 uL of
methanol containing 0.5 mg mL ™! flavone (Carl Roth GmbH, Germany)
as an internal standard and 1.8 mL of methanol were added in a test
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tube. Extraction was carried out for 30 min in a cooled water bath
using ultrasonication. After centrifugation. the supernatant was evapo-
rated; the residue was redissolved in 100 uL of methanol and injected
for HPLC-analysis.

The HPLC analyses were performed on a Gilson-Abimed Systems
(model 231, Gynkotek HPLC, Germany) using two pumps (model 422,
Kontron Instruments, Germany) and a diode-array-detector (Bio Tek
Kontron 540, Kontron Instruments, Germany). For the postcolumn
derivatization a HPLC pump (model 300 C, Gynkotek HPLC, Germany)
was used with a VIS-detector (640 nm, Kontron Detektor 432, Kontron
Instruments, Germany). The phenolic compounds were separated on a
Nucleosil 120-3 C18 column (250 x 4 mm, 3 um particle diameter,
Machery-Nagel HPLC, Germany) following a stepwise gradient using
mixtures of solvent A (formic acid 5% in water) and solvent B
(methanol) from 95:5, v/v to 10:90, v/v with a flow rate of 0.5 mL
min~! (26). The gradient profile (%B in A) used was 05 min, isocratic,
5% B; 5-15 min, 5-10% B; 10-15 min, isocratic, 10% B; 15-35 min,
10-15% B; 35-55 min, isocratic, 15% B; 55-70 min, 15-20% B; 70-80
min, isocratic, 20% B; 80-95 min, 20-25% B; 95-125 min, 25-30%
B; 125-145 min, 30-40% B; 145-160 min, 40-50% B; 160-175 min,
50-90% B; 175-195 min, isocratic, 90% B.

Identification of compounds was achieved by their chromatographic
behavior, by their UV absorbance spectra and by mass spectroscopy
in comparison with authentic standards and with data from literature
(Table 1). The procyanidins B1, B3 and p-coumaroyl-glucose were
previously identified (/8, 20). Cinnamoyl-glucose was kindly provided
by W. Schwab (Technical University Munich). Commercially available
standards used were caffeic acid, p-coumaric acid, cinnamic acid,
pelargonidin, cyanidin, isoquercitrin, kaempferol, catechin, and gallic
acid, which were obtained from (Roth-Karlsruhe, Germany). Epicat-
echin-3-gallate was purchased from (Extrasynthese-Lyon, France).

Hydroxycinnamic acids, dihydroxychalcones, and flavonols were
detected at 280 nm and anthocyanins at 540 nm, whereas flavanols
were estimated by chemical reaction detection (CRD) at 640 nm after
postcolumn derivatization with 4-dimethylaminocinnamic aldehyde
(18, 19). For quantification, we estimated procyanidins B1 and B3 as
procyanidin B2, caffeoyl-glucoside as caffeic acid, p-coumaroyl-glucose
and kaempferol-coumaroyl-glucoside as p-coumaric acid, cinnamoyl-
glucose and cinnamic acid derivate as cinnamic acid, pelargonidin-
glucoside and pelargonidin-malonyl-glucoside as pelargonidin, cyanidin-
glucoside-succinate as cyanidin, quercetin-glucoside as isoquercitrin,
kaempferol-glucuronide and kaempferol-acetyl-glucoside as kaempferol,
and galloyl-ester as gallic acid.

For statistical analysis, the data were first tested for normal
distribution using the Kolmogorov—Smirnov test, which was confirmed
with P < 0.01. The data were further treated with a one-way ANOVA
and the TUKEY test using Minitab 14 statistical software.

Mass Spectroscopy. For MS/MS analyses of single compounds, the
crude extract was first fractionated by several analytical runs as
described above. The fractions containing only a few phenolic
compounds were further separated on Phenomenex Synergy (Fusion-
RP 18, 80 A, 50 x 2 mm, 4 um particle diameter) and a stepwise
gradient using mixtures of solvent A (formic acid, 0.1% in water) and
solvent B (formic acid, 0.1% in MeOH) from 94:6, v/v to 0:100, v/v
with a flow rate of 0.2 mL min~". The gradient profile (%B in A) used
was: 0-0.2 min, isocratic, 6% B; 0.2-14.2 min, 6-16.5% B; 14.2-16.2
min, 16.5-17% B; 16.2—18.2 min 17-17.5% B; 18.2-20.2 min, isocratic,
17.5% B; 20.2-22.2 min, 17.5-18.5% B; 22.2-24.2 min, isocratic,
18.5% B; 24.2-27.2 min, 18.5-20% B; 27.2-46.2 min, 20-100% B.
The survey of molar mass and fragment occurred on a triple-quadrupol
mass spectrometer (API 3000, Perkin-Elmer Sciex, USA) with turbo
stray as ion source, polarity negative, scan-type Q1 MS in molar mass
range m/z 100—1000.

Laser-Induced Fluorescence Spectroscopy. The fluorometer (Laser
Fluoroscope LF401 Lambda, I.O.M., Germany) used for the detection
of fluorescence spectra of strawberries was equipped with a pulsed
nitrogen laser emitting short laser pulses of 350 ps at a repetition rate
of 16 Hz at 337 nm (Figure 1). The depth of light penetration of the
excitation light in the fruit tissue is about 0.5 mm. An exciting as well
as receiving fiber-optic probe allowed reading spectra directly from
the fruit surface. The fiber probe had a length of 3 m with a kernel
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Table 1. Identification of Phenolic Compounds in Strawberry Fruits using HPLC-DAD and LC-MS/MS (m/z = mass to charge ratio; [M—H]™ = molecule ion

minus H (negative mode), tz = retention time)

fz (min) Amax (Nm) avg mz[M — HJ” MS/MS fragments identification
Benzoic Acids
8 287 galloyl-ester
Cinnamic Acids
19 286 341 (179 + hexose) caffeoyl-glucose
37 314 325 117, 145, 89, 119 p-coumaroyl-glucose
66 284 355 [M + COOH] 103, 59, 71, 146 cinnamoyl-glucose
70 282 cinnamic acid derivative
Flavanols
23 278 procyanidin B3
24 277 procyanidin B1
25 278 catechin
80 278 epicatechingallate
Anthocyanins
109 272, 329sh, 501 432 268, 223, 146, 120 pelargonidin-glucoside
141 278, 518 cyanidin-glucoside-succinate
48 271, 330sh, 502 519 pelargonidin-malonylglucoside
Flavonols
131 257, 352 477 151, 301, 179, 107, 109, 121 quercetin-glucuronide
147 264, 346 kaempferol-glucuronide
162 264, 346 489 283, 255, 227, 285 kaempferol-acetyl-glucoside
169 268, 314 593 284, 285 kaempferol-coumaroyl-glucoside
Unknown Compounds
5 248 603 279 simple phenolic
17 275 399 cinnamic acid-derivative
HPLC-DAD and LC-MS/MS Data of Reference Compounds
tq (min) Amax (nm) avg miz [M — H]™ MS/MS fragments ref compd
27 278 577 425, 289, 407 procyanidin B3
30 277 289 245, 109 catechin
44 323 179 135, 89, 107, 79, 117 caffeic acid
69 309 163 147,117, 119, 91, 89 p-coumaric acid
138 278 147 cinnamic acid
166 254, 371 301 151, 179, 107, 121 quercetin
172 262, 366 285 143, 108, 93, 117 kaempferol

diameter of 600 um, providing the measuring spot, and was connected
to a Y-coupler with a length of 0.50 m. To avoid measuring diffuse
reflectance, the surface of the fiber-optic probe was pasted into a high-
grade steel tube shaped with an angle of 8°. The acousto-optic tuneable
filter enables the scanning detection in 1 nm intervals in a spectral
range of 350—820 nm. The signal was detected by a photomultiplier
tube and subsequently processed with a high time resolution (100 ps
gate width). The low frequency of the laser pulses and an additionally
integrated electronic filter allowed recordings at different incident light
conditions. To avoid systematical errors due to wavelength shifts and
intensity changes of the experimental setup, we carried out measure-

Laser pulse
350 ps

Acousto-optic
tuneable filter

Focusing lens

Glass fibre

Lens

Receiver (PMT)

. Aperture + :
: Filter Monachromator

Microcontroller
=" Analog Digital Converter

Delay- Gated integrator
generator (2 ns)

Figure 1. Schematic view of the experimental setup with a nitrogen laser
emitting at 337 nm serving as light source and a photomultiplier (PMT)
as detector.

ments in certain intervals on different standards such as in riboflavin
solution (Carl Roth GmbH, Germany), and on 100% reflecting
Spectralon (Labsphere, USA).

For every strawberry, one fluorescence spectra has been recorded
directly at fruit epidermis. The spectral readings were done in room
temperature conditions with a measuring time of about 5 min for every
single spectrum.

Reflectance Spectroscopy. Fruit diffuse reflectance recordings were
carried out with a laboratory device as explained in Zude (6). The
spectrophotometer (MMS1 NIR-enhanced, Zeiss-Jena, Germany) was
equipped with a photodiode-array detector recording photons in the
wavelength range from 300 to 1100 nm with resolution of 3.3 nm. A
halogen lamp (12V/20W) was used as light source and glass fibers
allowed recording the reflected light using an integrated sphere directly
from the fruit surface. The system was calibrated with white Spectralon
(Labsphere, USA) by measured spectrum = (raw spectrum — dark
spectrum)/(white spectrum — dark spectrum).

Data Processing. The data sets of the strawberry fluorescence spectra
were processed using different preprocessing methods (PLS-Toolbox
3.0, Eigenvector Research, USA) such as smoothing, derivation, column
mean centering, and scaling. Scaling here refers to columnwise mean
centering and division by the standard deviation. The dependent
parameter y (phenolic compound concentration) has always been scaled
having previously tested different preprocessing methods. Smoothing
and derivation of the fluorescence spectra have been calculated
according to the Savitzky—Golay algorithm (2/) over a window of
seven values and a second-order polynome. As additional preprocessing
method the direct orthogonal signal correction (DOSC) method was
applied using one and two DOSC factors and a tolerance value for the
orthogonality of 0.001 (22).
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Figure 2. Schematic view of the different data-preprocessing steps and
the direct orthogonal signal correction (DOSC) algorithm to calculate
calibration models with the help of partial least-squares (PLS) regression
based on the strawberry fluorescence spectral data (X matrix) and their
phenol content (y vector).

The correction of fluorescence intensities using the diffuse reflectance
data was carried out by (i) dividing the entire fluorescence spectra
(400—820 nm) at each wavelength-dependent intensity by the corre-
sponding reflectance intensities, or by (ii) using a single reflectance
wavelength (800 nm), where low fluorescence and high scattering
coefficients can be assumed. The reflectance spectra were treated with
cubic spline interpolation in MATLAB 7.0 to adjust the wavelength
steps of diffuse reflectance readings to the fluorescence data measured
in 2 nm intervals.

The calibration models were developed using partial least-squares
(PLS) regressions in MATLAB 7.0 (The Math Works, USA) applied
to preprocessed data (Figure 2). Results of the PLS regression were
determined using the SIMPLS algorithm and a leave-one-out cross
validation. The percentage value of the root mean squares error of cross
validation (rmsecv) has been calculated by means of dividing by the
mean of y and multiplying by 100. The root mean squares error of
prediction (rmsep) was evaluated on an independent test set. The
number of latent variables was adjusted while minimizing the validation
error.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification and Contents of Phenolic Compounds in
Strawberry Fruits. The identification of phenolic compounds
in strawberry fruits (Fragaria x ananassa) cv. ‘Elsanta’ (Table
1) was carried out by the UV-absorbance spectra using a diode
array detector, by cochromatography with authentic samples,
if available, and by mass spectrometry (LC-MS/MS). The main
anthocyanins were pelargonidin-glucoside and pelargonidin-
malonyl-glucoside as formerly described by Maéttd-Riihinen et
al. (23). Minor amounts of cyanidin 3-glucoside-succinate was
tentatively identified according to the data described by Lunken-
bein and co-workers (24).

In the group of benzoic acids, a galloyl-ester was measured.
Based on MS/MS measurement and in comparison with data
from Seeram et al. (25) and Zheng et al. (26), ellagic acid and
presumably a methyl-ellagic acid-pentose were identified, which
occurred in marginal concentrations in the samples. On the basis
of comparison with the literature (23, 24) three cinnamic acids
were identified: cinnamoyl-glucose, p-coumaroyl-glucose and
caffeoyl-glucose. In the case of cinnamoyl-glucose, an additional
cochromatography was undertaken with an authentic sample
provided by W. Schwab (27). The quantitatively most important
monomeric flavanol of ‘Elsanta’ strawberry is catechin followed
by its oligomeric derivatives procyanidin B3 and procyanidin
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Table 2. Contents of Phenolic Compounds (mg g~ of dry weight) in the
Fruit Skin of Strawberries Fragaria x ananassa ‘Elsanta’ of Different
Maturity Stages®

mean

unripe n =29 ripe n = 30 overripe n = 30

Phenolic Compounds

total benzoic acids 0.090 a 0.261b 0.340 ¢
total cinnamic acids 0.397 a 1.141b 1.348 b
total flavanols 4.004 b 2.425a 2844 a
total anthocyanins 0.111a 5.717b 10.171¢
total flavonols 0.147 a 0.522 b 0.888 ¢
Single Phenolic Compounds

galloyl-ester 0.090 a 0.261b 0.340¢
caffeoyl-glucoside 0.055a 0.233b 0.243b
p-coumaroyl-glucose 0.038 a 0.060 ab 0.092 b
cinnamoyl-glucose 0.019a 0.598 b 0.687 b
cinnamic acid derivate 0.284 a 0.250 a 0.326 a
procyanidin B3 1.204 a 0.817b 0.942 ab
procyanidin B1 0.377 a 0.204 a 0.286 a
catechin 2423 a 1.404 b 1.616 b
pelargonidin-glucoside 0.064 a 4.942b 8.550 ¢
cyanidin-glucoside-succinate 0.009 a 0.189 ab 0.358 b
pelargonidin-malonyl-glucoside 0.038a 0.586 b 1.263 ¢
quercetin-glucuronide 0.113a 0.158 a 0.504 b
kaempferol-glucuronide 0.000 a 0.244 a 0.212a
kaempferol-acetyl-glucoside 0.019a 0.121b 0171 ¢
kaempferol-coumaroyl-glucoside 0.014a n.d. n.d.

@The data within rows were tested using Tukey-test. Different letters indicate
significant differences within rows at the 5% level. n.d. = not detectable.

B1 identified by their reaction with 4-dimethylaminocinnamic
aldehyde (/8, 19) and by comparing their characteristics (UV
spectra, retention times) with standards. The flavonols found
in the fruits were quercetin-glucuronide, kaempferol-glucu-
ronide, kaempferol-acetyl-glucoside, and kaempferol-coumaroyl-
glucoside as previously found (23, 26).

The concentration of cinnamic acids and flavonols are almost
the same in the skin and inner fruit flesh (data not shown). The
flavanols and anthocyanins were particularly located in the outer
cell layers, while minor contents were found in the fruit flesh.
During fruit maturation (Table 2) the content of flavanols (e.g.,
catechin) decreased, whereas the anthocyanins accumulated (e.g.,
pelargonidin-glucoside, pelargonidin-malonyl-glucoside).

In the group of the cinnamic acids, the cinnamoyl-glucose
was increased in the ripe and overripe fruits. Furthermore, the
flavonols quercetin-glucuronide, kaemperol-glucuronide, and
kaempferol-acetyl-glucoside increased during ripening.

Nondestructive Determination of Phenolic Compounds in
Strawberries by Means of Fluorescence Spectroscopy. PLS
regression analysis was carried out on the fluorescence spectra
of the fruits (X matrix) and the chemically analyzed content (y
vector) of (i) p-coumaroyl-glucose, and (ii) cinnamoyl-glucose.
The two phenolic compounds selected have shown strong
fluorescence in the cochromatographic analyses. They belong
to the hydroxycinnamic acids that are known to be able to
fluoresce (28, 29). Different preprocessing methods for the
spectral data were compared with respect to the regression
coefficients of calibration (r.>) and the root mean squares errors
of cross validation (rmsecv). For the evaluation of the calibration
models the loadings were analyzed with regard to the wave-
length chosen for the PLS regression.

For the calibration based on strawberry fluorescence spectra
and the content of cinnamoyl-glucose, the models based on raw
or smoothed spectral data resulted in rmsecv values of 58.93%
and 59.23%, respectively, and coefficients of determination of
r2 = 0.72 and r.2 = 0.65 using three latent variables (LV).
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Figure 3. Calibration model built on the spectral data of strawberries
and their content of cinnamoyl-glucose after preprocessing the fluorescence
spectra by mean centering (full circle, dashed line; regression equation,
y = 0.77x + 0.28; r2 = 0.773) and scaling (empty circle, solid line;
regression equation, y = 0.91x + 0.12; r.2 = 0.908).

This finding can be explained by the assumption that the noise,
which was reduced by smoothing, was not the main reason for
the measuring uncertainty in the apparent fluorescence spectra
measured. On the other hand, derivation generally leads to
increasing noise in the spectrum. Consistently a higher rmsecv
value (76.07%) has been found together with an increased
number of latent variables (LV = 4) for the model based on
the second derivative of fluorescence spectra. However, the
decision on the appropriate treatment regarding smoothing and
the opportunity to apply derivative spectroscopy depends on
the experimental setup used. When the calibration model using
mean-centered fluorescence spectra was compared to scaled
spectral data, mean centering resulted in a lower coefficient of
determination (r.> = 0.77) than scaling (r.> = 0.91) with a
slightly increased measuring uncertainty with rmsecv = 61.45%
and rmsecv = 60.38%, respectively, using three latent variables
(Figure 3). Mean centering the spectra before calibration is
generally preferred to scaling, because spectral data variables
(wavelengths) with high variations are assumed to be more
important for the data interpretation than variables with smaller
changes and should not be reduced in their valency. However,
in the present study, no dominant peak occurred, but a sum
signal. Concluding, the calibration models using smoothing for
noise reduction, derivation to correct baseline shifts and
standardization methods dealing with unequal weighting to
preprocess the fluorescence spectral data did not improve or
only partly improved the calibration in comparison to the
calibration on raw data, but still leads to little coefficients of
determination and high errors. Building calibration models on
strawberry fluorescence data and their content of p-coumaroyl-
glucose using the same different preprocessing methods confirm
this conclusion.

On the basis of the assumption that the phenolic compound
information contained in the fluorescence spectra may be
influenced by reabsorption effects or masked by other auto-
fluorescent compounds the direct orthogonal signal correction
(DOSC) algorithm established by Westerhuis et al. (22) was
tested toimprove the calibration models. The DOSC algorithm (7, 30)
as well as different orthogonal signal correction (37, 32) methods
have shown promising results e.g. in near-infrared spectroscopy
when applied as data preprocessing method to filter and correct
the variations in the spectral data matrix that were not related
to the dependent variable y. A following PLS regression after
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Figure 4. Calibration model built on the spectral data of strawberries
and their content of cinnamoyl-glucose after preprocessing the fluorescence
spectra by mean centering (full circle, dashed line; regression equation,
y = 0.99x + 0.00; r.2 = 0.999) and scaling (empty circle -; regression
equation: y = 0.99x + 0.00; .2 = 0.999) and subtracting 1 DOSC factor.

DOSC preprocessing led to a less complex and assumably more
robust model.

The calibration models built on strawberry DOSC-corrected
fluorescence spectra and the content of p-coumaroyl-glucose
or cinnamoyl-glucose resulted in high coefficients of determi-
nation (r.> > 0.90). When the spectra have been mean centered
before correcting with the DOSC algorithm the errors of cross
validation were reduced and only two latent variables were kept.
This is in accordance to the preprocessing used by Westerhuis
et al. (22) compared to scaling as preprocessing step. Thereby
the rmsecv values for the models for the p-coumaroyl-glucose
content showed only minor differences when removing one
(rmsecv = 4.62%) or two (rmsecv = 4.69%) DOSC factors
after mean centering from the spectral data. Similarly, marginal
differences have been found when calculating models based on
scaled and DOSC corrected fluorescence spectra using one
(rmsecv = 17.42%) or two (rmsecv = 14.79%) DOSC factors,
while keeping three LVs. The calibration models using the
nondestructive measured fluorescence data and the strawberry
cinnamoyl-glucose content showed similar results (Figure 4).
When the spectral data matrix has been mean centered before
the correction with DOSC and calculating the PLS regression,
the models needed only two latent variables instead of three
LV. When scaling was applied, the rmsecv values were higher
when subtracting one (mean centering, rmsecv = 5.46%; scaling,
rmsecv = 12.55%) or two DOSC factors (mean centering,
rmsecv = 4.89%; scaling, rmsecv = 10.38%). To avoid
overfitting of the calibration model, we did not use more than
two DOSC factors (22).

A comparison of the original fluorescence spectra of the
strawberries with those after applying the direct orthogonal
signal correction algorithm without preprocessing (Figure 5)
shows that the spectral data where one DOSC factor has been
removed was now graded according to the content of cinnamoyl-
glucose in the different maturity stages (Table 3). The corrected
fluorescence spectra by subtracting one DOSC factor with
respect to the content of the p-coumaroyl-glucose confirm these
results. Similar results for the use of orthogonal signal correction
methods compared to other preprocessing methods have been
found in application on plant extracts (33). Considerable
increasing content of anthocyanins (e.g., pelargonidin-glucoside,
Table 2) in the higher maturity stages of the strawberries and
the marginal changes in the flavonol content (e.g., quercetin-



F J. Agric. Food Chem., Vol. xxx, No. xx, XXXX

50

w B
o o

Fluorescence intensity [r.u.]
N
o

400 500 600 700 800
Wavelength [nm]

40

intensity [r.u.]
N w
o o

DOSC-corrected fluorescence
S

0
400 500 600 700 800
Wavelength [nm]
Figure 5. Smoothed average fluorescence spectra of (A) unripe (grey
line; n = 12), ripe (black solid line; n = 9) and overripe (black dashed
line; n = 11) fruits and (B) after removing one DOSC factor, calculated
for the cinnamoyl-glucose content, from the spectral data matrix without
preprocessing.

Table 3. Statistical Data of the Content of p-Coumaroyl-Glucose/
Cinnamoyl-Glucose (mg g~ of dry weight) in Strawberries of Different
Maturity Stages

p-coumaroyl-glucose/

cinnamoyl-glucose unripe ripe overripe
Calibration Set (n = 32)
mean 0.07/0.05 0.22/2.23 0.22/1.61
standard deviation 0.05/0.05 0.08/0.57 0.14/0.71
minimum 0.02/0.01 0.08/1.55 0.09/0.31
maximum 0.17/0.17 0.37/3.09 0.48/3.04
Test Set (n = 35)
mean 0.13/0.02 0.20/1.61 0.21/1.50
standard deviation 0.09/0.03 0.09/0.68 0.11/0.90
minimum 0.03/0.00 0.10/0.01 0.08/0.01
maximum 0.29/0.11 0.39/2.73 0.41/3.03

glucoside, kaempferol 3-glucuronide) interfered with the varia-
tion in the fluorescence spectra with respect to the p-coumaroyl-
glucose and the cinnamoyl-glucose contents. However, the
increasing reabsorption effects in the more mature stages could
be removed by eliminating one or two DOSC factors from the
spectral data matrix. The changes of flavanol content (e.g.,
catechin) during maturation do not affect the fluorescence signal
of the cinnamic acids (p-coumaroyl-glucose, cinnamoyl-glucose)
because they absorb light and emit fluorescence only in the UV
wavelength range (<350 nm) (/7).

The efficiency of the different preprocessing methods was
evaluated by comparing the errors of cross validation of the
calibration models. However, the fruit material is a living
product, which is highly dependent on endogenous and exog-
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Table 4. Root Mean Squares Errors of Calibration (rmsec) and Pediction
(rmsep) and Coefficient of Determination of Calibration (r,%) and Validation
(r?) for Four Latent Variables (LV) of the Calibration Model Built on
Fluorescence Spectra of Strawberries and Their Content
p-Coumaroyl-Glucose and Cinnamoyl-Glucose Using Different
Preprocessing Methods before Removing One DOSC Factor from the
Spectral Data

preprocessing method
before DOSC

2 2

number of LV 1 rmsec (%) K rmsep (%)

p-Coumaroyl-glucose

0.999 158 0989  19.21
0.999 1.04 0988  19.19
0.999 060 099  18.95
1.000 036 099 1917
0901 2257 0923  16.69
0.993 579  0.992 7.91
0.998 332  0.981 10.36
0.999 126 0.985 9.67

innamoyl-glucose
0.998 408 0986  43.02
0.999 240 0992 4301
0.999 092 0995  43.00
1.000 046 0995 4329
0955 1762 0965  28.04
0.996 521 0984  24.68
0.999 308 0993  23.01
0.999 139 0992  23.07

mean centering

scaling

mean centering

scaling

PO PON=20O POND—=P~WOND =

enous effects affecting their phenolic compounds composition
as well as other factors affecting the apparent fluorescence
signal. Therefore, a validation of the calibration models using
an independent test set of new fruit material is essential. In the
present study, strawberries from the same cultivar but different
harvesting date were subjected to the validation. An influence
of endogenous factors such as varying molecule allocation
processes as well as exogenous factors as environmental growing
conditions can be expected on the fruit material. For this purpose
also the number of latent variables in the calibration models
based on cross-validation results was evaluated again by
comparing the rmsec and rmsecv values and the root mean
squares errors of prediction (rmsep) for the first four LV.
Generally, using mean centering, scaling or the DOSC algorithm
as preprocessing of the fluorescence spectra of the test-set
independently from the calibration data set resulted in lower
validation errors.

Calculating the rmsep values of scaled and subsequently
DOSC-corrected fluorescence spectra showed improved calibra-
tion models (rmsep < 8.00% for p-coumaroyl-glucose, rmsep
< 23.10% for cinnamoyl-glucose) compared to mean centering
the spectra before removing one DOSC factor (Table 4). The
subtraction of only one DOSC factor from the preprocessed
spectral data matrix using scaling showed lower validation errors
than removing two DOSC factors (rmsep < 15.00% for p-
coumaroyl-glucose, rmsep > 24.10% for cinnamoyl-glucose).
The use of two latent variables gave a robust model in the case
of calibrating with the p-coumaroyl-glucose content with the
lowest rmsep value (7.91%) and a high coefficient of determi-
nation of validation (> = 0.99). The validation of the
calibration models built on the fluorescence spectra of strawber-
ries and their content of the cinnamoyl-glucose leads to rmsep
=23.01% and r,> = 0.99 by using three LV. In contrast, using
the total phenolic compound content of both, fluorescent and
nonfluorescent phenolic fruit compounds, and the scaled and
DOSC corrected strawberry fluorescence spectra for the calibra-
tion models led to increased errors of validation (rmsep > 51%)
compared to the models based on single fluorescent phenolic
compound contents.
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The coefficients of determination in the validation of the
calibration models based on the fruit fluorescence spectra and
their content of p-coumaroyl-glucose and cinnamoyl-glucose
were always higher than 0.92. However, a rmsep value around
20% led to the assumption that even after removing non relevant
information for the phenolic compound content from the spectral
data with the help of the DOSC algorithm not all the variables
with an interfering influence on the fluorescence signal of these
two phenolic compound contents could be eliminated.

Alternatively, processing the fluorescence spectra with the
help of simultaneously recorded reflectance spectra is often
applied in fluorescence spectroscopy to reduce the reabsorption
effects in the spectral data matrix (/6, 7). Therefore, the
fluorescence spectra were corrected by dividing the fluorescence
intensity at each wavelength with the corresponding reflectance
intensity in a wavelength range from 400 to 820 nm. Prepro-
cessing the spectral data by mean centering resulted in rmsecv
= 97.68% and rmsep = 95.02% and low coefficients of
determinations (rc2 and 2 < 0.38) for one LV for the content
of cinnamoyl-glucose. In comparison, scaling led also to high
values for the root-mean-square error of calibration (rmsecv =
92.86%) and validation (rmsep = 94.64%) and low coefficients
of determination keeping two LV.

When using only a single reflectance intensity at 800 nm to
correct the reabsorption effects in the fluorescence spectra for
the calibration of the cinnamoyl-glucose content, the r,” values
slightly improved, but the rmsep values increased when
preprocessing the spectra by mean centering (rmsep = 95.83%)
using one LV and by scaling (rmsep = 123.61%) using two
LV for the models. Similar results were found for the p-
cumaroyl-glucose content. Additionally, using the DOSC al-
gorithm on the preprocessed corrected spectra did not further
improve the calibration models and the validation results.

In conclusion, using the information included in the simul-
taneously recorded reflectance spectra to correct reabsorption
effects on the fluorescence signal leads to less robust models.
It can be supposed that the use of the reflectance spectral data
includes information in the spectral data matrix (X) that may
not be relevant for the prediction of the content of p-coumaroyl-
glucose or cinnamoyl-glucose.

To test the feasibility of using fluorescence spectroscopy to
nondestructively detect the content of health-promoting com-
pounds in fruits and vegetables, it has to be taken into account
that horticultural products such as strawberries provide a
complex matrix with varying optical properties leading to
variation in the fluorescence signal. Particularly, reabsorption
and quenching effects are influencing the fluorescence spectral
data. In contrast to the general opinion that these disturbing
effects are reduced when correcting the fluorescence emission
spectra with the information included in the simultaneously
recorded reflectance spectral data, using this often-applied
approach in fluorescence spectroscopy resulted in less-robust
models in the present study. In comparison by means of the
direct orthogonal signal correction algorithm, two single phe-
nolic fruit compounds (here p-coumaroyl-glucose and cin-
namoyl-glucose) out of 18 phenolic compounds estimated by
rp-HPLC in strawberry fruits were quantifiable.

The rmsep values of 8-24% were characteristic for the
validation of calibration models developed for horticultural
product. Therefore, the calibration models have to be improved
by enlarging the calibration data set for considering the
variability and the composition of fruit compound contents
similar to approaches in near-infrared spectroscopy. However,
the fluorescence spectroscopy seems to provide an adequate
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method for special purposes such as for quantification of
p-coumaroyl-glucose and cinnamoyl-glucose in strawberry fruits
compared to the time and cost-intensive, destructive, analyzing
methods.

ABBREVIATIONS USED

DOSC, direct orthogonal signal correction; rp-HPLC, reversed-
phase high-performance liquid chromatography; HPLC-CRD,
high-performance liquid chromatography with chemical reaction
detection; HPLC-DAD, high-performance liquid chromatogra-
phy with diode-array detector; LIFS, laser-induced fluorescence
spectroscopy; LC-MS/MS, HPLC linked with a mass spectrom-
eter; rmsec, root mean squares error of calibration; rmsecv, root
mean squares error of cross-validation; rmsep, root mean squares
error of prediction; UV, ultraviolet.
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