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Einleitung 1

1 Einleitung

Um einen wirkungsvollen und gleichzeitig flr das 6kologische Gleichgewicht unbedenklichen
Pflanzenschutz entwickeln zu kénnen, sind Kenntnisse Uber Resistenzreaktionen von
Pflanzen als Antwort auf Pathogenangriffe von existenzieller Bedeutung. Durch die
modernen Zichtungsmethoden stehen den Anbauern zwar immer mehr Genotypen mit
Resistenzen beziehungsweise Toleranzen zur Verflgung, diese sind jedoch nur auf einzelne
Pathogene beschrankt und werden haufig durch neue Pathogenstdamme durchbrochen.
Besonders im Weinanbau, wo sortenspezifische Geschmacks- und Aromaauspragungen
gezielt angestrebt werden, diese aber nach Kreuzungen haufig verloren gehen, ist ein
ausgepragter Pflanzenschutz zur Sicherung der wirtschaftlich notwendigen Ertrage
unumganglich.

Da viele PflanzenschutzmaBnahmen mit &kologischen und humanmedizinischen
Auswirkungen verbunden sind, stitzen sich moderne Anbaumethoden auf die Entwicklung
von PflanzenschutzmaBnahmen, die natlrliche Antagonismen nutzen und Abwehrstrategien
der Pflanzen gegen Pathogenangriffe unterstitzen.

In diesem Zusammenhang gewinnen sowohl vitale Mikroorganismen wie Florfliegen und
Bacillus thuringiensis als auch abgetdétete Hefebeimischungen in verschiedenen
Pflanzenstarkungsmittel immer mehr an Bedeutung. Uber die genaue Wirkungsweise der
Hefebeimischungen in den Pflanzenstarkungsmitteln existieren nur wenige Anhaltspunkte.
Dass lebende Hefen die Mikroflora von Obst und Gemuse in Nacherntebehandlungen positiv
beeinflussen und den Befall von pathogenen Pilzen einddmmen, konnte vielfach gezeigt
werden. Uber Mechanismen, wie abgetdtete Hefen die Widerstandsfahigkeit von Pflanzen
gegen Schadorganismen erhéhen, ist jedoch wenig bekannt.

Im Fachbereich flr Obstbau der Technischen Universitat Miinchen wurde das Augenmerk
auf die Beteiligung von phenolischen Substanzen in den Pflanzen an der Pathogenabwehr
gelegt.

Die Synthese von Resveratrol und verschiedenen Resveratrol-Derivaten bei Vitis vinifera als
Abwehrreaktion auf Pathogenbefall war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Ob jedoch
abgetbtete Hefepraparate die Synthese dieser Phytoalexine induzieren und somit das
Resistenzpotential von Wein erhéhen kdnnen, war bisher nicht hinreichend untersucht
worden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand von Kalluskulturen die Induzierbarkeit
von Weinzellen durch Applizieren des Kulturfilirates des epiphytisch auf Wein
vorkommenden, hefedhnlichen Pilzes Aureobasidium pullulans und seine Rolle als

potenzieller biotischer Elicitor zu untersuchen.



2 LiteraturUbersicht

2 Identifizierung phenolischer Verbindungen von Vitis vinifera Kallus

2.1 Literaturiibersicht

2.1.1 Phenolische Verbindungen allgemein

Das Vorkommen phenolischer Inhaltstoffe in Weinen und Trauben ist aufgrund ihrer
vielfaltigen Bedeutung fUr sensorische Eigenschaften wie Geruch, Geschmack und Farbe
des Weines relativ gut untersucht. In jungerer Zeit haben diese Verbindungen wegen ihrer
antioxidativen, antithrombotischen, anticancerogenen und d&strogenen  Wirkungen
(NIKFARDJAM et al. 2000) auch aus humanmedizinischer Sicht an Bedeutung gewonnen.

Im Rahmen eines integrierten Pflanzenschutzes im Weinbau kommt der Zichtung
pilzresistenter Rebsorten und der daflir notwendigen Erforschung pflanzeneigener
Abwehrmechanismen weitreichende Bedeutung zu. Bei Pflanzen stehen phenolische
Substanzen mit dem Resistenzpotential gegenlber Schaderregern in  engem
Zusammenhang. Um die Wirt-Parasit-Beziehung bei Wein (Vitis vinifera) besser verstehen
zu kénnen, werden neben Rebenpflanzen im Freiland und Gewéachshaus auch Kallus- und
Zellkulturen als Modellsysteme verwendet.

Im Hinblick auf die Resistenz nehmen die Stiloene eine besondere Stellung ein. So wird eine
schnelle Akkumulation von Phytoalexinen wie Resveratrol und Viniferin mit einer Resistenz
gegen Botrytis cinerea, dem Grauschimmel, bei Wein in Verbindung gebracht (LANGCAKE
und MCCARTHY 1979).

Um die Inhaltstoffe in Blattern und Trauben mit jenen im Modellsystem Kallus-Zellkultur
vergleichen zu kdnnen, sind die in der Literatur identifizierten Substanzen in Tabelle 1 bis 4

dargestellt.

2.1.2 Catechine und Proanthocyanidine

Die Hauptvertreter der Flavan-3-ole im Wein sind die Monomeren Catechin und Epicatechin.
Catechine, sowie deren polymere Procyanidine liegen in der Natur meist in freier Form vor
(HAsSLAM 1989). Ferner gibt es noch Oligomere der Beiden, in denen Epicatechineinheiten
teilweise mit Gallussaure verestert ist. Verschiedenen Vertreter dieser Stoffgruppe sind in
Abbildung 1 dargestellt..

Polymere Flavan-3-ole werden auch Proanthocyanidine genannt und entstehen durch
enzymatische und chemische Kondensation. Sie sind farblose Substanzen, die zu farbigen
Anthocyanen werden, wenn sie mit Sdure oder Luft in Berlhrung kommen. Im Fall von
Rotwein wird haufig von Procyanidin gesprochen. Auch in Kallus- und Zellkulturen wurden
Catechine und Procyanidine als vorherrschende Inhaltstoffe ermittelt. Die Daten aus der
Literatur Gber in unterschiedlichen Pflanzenorganen sowie in Kallus- und Zellkulturen

identifizierten Flavan-3-ole sind in Tabelle 1 zusammengestellt.



Literaturtibersicht 3

Vergorene Weine enthalten Flavanole wie Catechin, Epicatechin, dimere Procyanidine B1,
B2, B3 und B4 sowie trimere C1 und T2 (CARANDO et al. 1999). Die Monomeren Epicatechin

3-O-gallat und Epigallocatechin-3-O-gallat wurden in Traubenkernen identifiziert (TREUTTER
1991).

Procyanidine R2 R3

R1=H

Catechin H OH

Epicatechin OH H
Epicatechingallat Gallussaureester H

Catechingallat H Gallussaureester
Prodelphinidine R2 R3

R1=0H

Gallocatechin H OH
Epigallocatechin OH H
Epigallocatechingallat | Gallussdureester H
Gallocatechingallat H Gallussaureester

Abbildung 1: Strukturen von Catechinen

2.1.3 Anthocyane

In der Fruchtschale befinden sich neben den Flavanolen auch die farbgebenden
Anthocyane, die Glucoside der Anthocyanidine, die ein Flavylium-lon als Basiseinheit
aufweisen. Die Anthocyanidine des Rotweins sind vorwiegend Cyanidin und Malvidin.
(FRANKEL 1995). Auch in Kallus- und Zellkulturen wurden Anthocyane gefunden, die in
Auszlgen in Tabelle 2 dargestellt sind.

Anthocyanidin R1 R2
R Pelargonidin H H
OH Cyanidin OH H
oH o O Paonidin OCHj; H
R, Delphinidin OH OH
O Petunidin OCHs OH
OH Malvidin OCHgs; OCHgs;

~0 Anthocyan

Abbildung 2: Strukturen von Anthocyanidinen bzw. Anthocyanen
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Tabelle 1: Literaturdaten (ber das Vorkommen von monomeren und oligomeren Catechinen
in verschiedenen Vitis vinifera Geweben

Catechine

Catechin

Epicatechin

Epicatechingallat
(Epicatechin-3-O-Gallat)

Procyanidin B1
Procyanidin B2
B2-Gallat

Procyanidin B3
Procyanidin B4
Procyanidin BS
Procyanidin B7

Epicatechin-43-8-
Epicatechin-3-O-Gallat

C1
Prodelphinidin

Zellkulturen

WAFFO-TEGUO et al. 1996;
FEUCHT et al. 1996, 1998;
VITRAC et al. 2001; DECENDIT

et al. 2002; SGARBI et al.
2003

FEUCHT et al. 1996; WAFFO-
TEGUO et al. 1996; VITRAC et

al. 2001

FEUCHT et al. 1996, 1998;

DECENDIT et al. 2002
FEUCHT et al. 1996, 1998
FEUCHT et al. 1996, 1998

FEUCHT et al. 1998;
DECENDIT et al. 2002

FEUCHT et al. 1996, 1998
FEUCHT et al. 1996
FEUCHT et al. 1998
FEUCHT et al. 1996
DECENDIT et al. 2002

FEUCHT et al. 1996
FEUCHT et al. 1998

Friichte / Fruchtschale

GOETZ et al. 1999;
REVILLA et al. 2000;
PENA-NEIRA et al. 2004

GOETZ et al. 1999;
REVILLA et al. 2000;
PENA-NEIRA et al. 2004

GOETZ et al. 1999

REVILLA et al. 2000
REVILLA et al. 2000
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Tabelle 2: Literaturdaten Uber das Vorkommen von Anthocyane in verschiedenen Vitis
vinifera Geweben

Anthocyane Blatter | Zellkulturen Friichte /

Fruchtschale

Cyanidin-3-O-B-Glucosid VITRAC et al. 1999; KRISA

1999; VITRAC 2001
Malvidin-3-O-B-Glucosid VITRAC et al. 1999; KRISA

1999; VITRAC 2001
Peonidin-3-O-B-Glucosid VITRAC et al. 1999; KRISA

1999; VITRAC 2001
Cyanidin-3-6-O-p- REVILLA et al. 2000
Cumarylglucosid
Delphinidin-3-6-O-p- REVILLA et al. 2000
Cumaroylglucosid
Petunidin-3-6-O-p- REVILLA et al. 2000
Cumaroylglucosid
Malvidin-3-6-O-p- REVILLA et al. 2000
Cumaroylglucosid
Malvidin-3-O-Glucosidacetat REVILLA et al. 2000
Malvidin-3-O-Glucosid-p- REVILLA et al. 2000
Cumarat
Peonidin-3-O-Glucosid REVILLA et al. 2000

2.1.4 Hydroxyzimtsauren

Die Hydroxybenzoe- und Hydroxyzimtsauren bilden eine in der Pflanzenwelt weitverbreitete
Klasse aromatischer Verbindungen, die sowohl in freier als auch in derivatisierter Form als
Glycoside bzw. Ester vorkommen. In Weintrauben wurden diese Derivate als Ester der
Weinsdure, auch Tartrate genannt, identifiziert. Caffeoyl- und p-Cumaroyl-Tartrat-Derivate
(RIBEREAU-GAYON 1965, zit. in BARANOWSKI und NAGEL 1981) sind bekannte Verbindungen
im Wein, Feruloyl-Tartrat wurde in Rotwein gefunden. Diese Verbindungen sind als
Aromakomponenten fiir das Geschmacks- und Geruchsbild beim Wein von groBer
Bedeutung. Tartrate kommen in allen grinen Geweben der Weinrebe vor und liegen in der
Pflanze sowohl als trans- als auch als cis-Isomere vor, wobei die trans-Form Uberwiegt. Der
Gehalt an Hydroxyzimtsauren in Wein ist vor allem von der Rebsorte abhangig. In Kallus-
und Zellkulturen kommen phenolische Sauren nur in geringen Mengen vor. Literaturdaten
zum Vorkommen der verschiedenen Verbindungen in Blattern und Trauben sowie Kallus-

und Zellkulturen sind in Tabelle 3 dargestellt.



LiteraturUbersicht

Tabelle 3: Literaturdaten lber das Vorkommen von phenolischen Sduren in verschiedenen

Vitis vinifera Geweben

Phenolische Sauren

Gallussaure

Benzoesaure
p-Hydroxybenzoesaure

4-Hydroxybenzoesaure
3-Hydroxybenzoesaure
Chlorogenséaure
o-Cumarséaure
trans-p-Cumarsaure

cis-p-Cumarsaure

trans-p-Cumaroyl-Tartrat

cis-p-Cumaroyl-Tartrat
trans-Ferulasaure

trans-Feruloyl-Tartrat

Gentisinsdure

trans-Kaffeesdure
cis-Kaffeesaure

trans-Kaffeoyl-Tartrat

Protocatechuséaure

Salicylsaure

Syringasaure

Vanillinsdure

Zimtsaure

Blatter

RAPP und ZIEGLER 1973;
BAUMGARTNER 1998

BACHMANN 1978

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978

BAUMGARTNER 1998
BAUMGARTNER 1998
EGGER et al. 1976

BAUMGARTNER 1998

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978

RAPP und ZIEGLER 1973
BACHMANN 1978

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978

BACHMANN 1978

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978;
BAUMGARTNER 1998

RAPP und ZIEGLER 1973

RAPP und ZIEGLER 1973;
EGGER et al. 1976;
BACHMANN 1978;
BAUMGARTNER 1998

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978;
BAUMGARTNER 1998

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978

RAPP und ZIEGLER 1973;
BACHMANN 1978

BAUMGARTNER 1998

Zellkulturen

SGARBI et al.
2003

SGARBI et al.
2003

SGARBI et al.
2003

Friichte / Fruchtschale

RAPP et al. 1973; REVILLA
et al. 2000; PENA-NEIRA
et al. 2004

RAPP et al. 1973

RAPP et al. 1973;
GOETZET al. 1999

RAPP et al. 1973
GOETZET al. 1999
GOETZET al. 1999
RAPP et al. 1973

RAPP et al. 1973
RAPP et al. 1973

GOETZET al. 1999;
REVILLA et al. 2000

RAPP et al. 1973

PENA-NEIRA et al. 2004
RAPP et al. 1973
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Grundgertist der Hydroxyzimtsaure
OH CH=CH COOH

OH

OH CO OH Gallussaure

Abbildung 3: Grundgertist der Hydroxyzimtsduren und die Strukturformel der Gallusséure

2.1.5 Resveratrol und Resveratrol-Derivate

Das Hauptaugenmerk der phenolischen Inhaltstoffe im Wein richtete sich in den
vergangenen Jahren auf die Gruppe der Stilbene mit seinem Hauptvertreter Resveratrol
(3,5,4‘-Trihydroxystilben). Die meisten Stilbene sind toxisch und gelten somit als
Phytoalexine (LANZ et al. 1990). Sie sind niedermolekulare pflanzliche Stoffwechselprodukte,
die aufgrund einer zentralen Doppelbindung als cis- und trans-Konfiguration vorkommen
kénnen. Die cis-lsomere werden durch photometrische Isomerisation der trans-Formen
gebildet. Dieser Prozess ist reversibel (JEANDET et al. 2002). Resveratrol-Glucoside nennt
man Piceide. Eine Methoxylierung von Resveratrol fuhrt zu Pterostilboenen. Die wichtigsten
Resveratrol-Derivate sind in Tabelle 4 dargestellt.

Eine oxidative Dimerisation von Resveratrol-Einheiten fiihrt zu Oligomeren, die auch
Viniferine genannt werden (Abbildung 5). Das Resveratrol-Dimer e-Viniferin und das
cyclische Resveratrol-Dehydrotrimer o-Viniferin wurden schon vielfach charakterisiert
(LANGCAKE und PRYCE 1976, 1977a, b). Ferner wurde das Vorkommen von B-Viniferin,
einem cyclischen Resveratrol-Tetramer, und +y-Viniferin, einem Oligomer mit hohem
Molekulargewicht, beschrieben (LANGCAKE und PRYCE 1977b). PEZET et al. (2003a) wiesen
nach einer UV-C-Bestrahlung von Weinblattern auch &-Viniferin, ein Isomer von e-Viniferin,
nach.

Bei der Biosynthese von Stilbenen ist Phenylalanin das Ausgangssubstrat. Katalysiert durch
das Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) wird Phenylalanin unter Freisetzung von
NH; zu t-Zimtsdure umgewandelt. Wahrend die Chalkonsynthase (CHS) ein Schllisselenzym
fir die Bildung des Chalcons darstellt (Abbildung 6), katalysiert die Stilbensynthase die
Bildung von Resveratrol aus drei Acetat-Einheiten via Malonyl-CoA und einer Cumaroyl-
CoA-Einheit (RuPPRICH 1980; JEANDET et al. 2002).
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trans-lsomer cis-lsomer
R¢
e
Ry N 2 R,
Ry
R3
Stilbene R1 R2 R3 R4 R5 R6
Resveratrol OH H OH H OH H
Piceid GlcO H OH H OH H
Astringin (3‘-OH-Piceid) |GlcO H OH OH OH H
Piceatannol OH OH H OH H OH
Pterostilben OCH3 H OCH3 H OH H
Resveratrolosid OH H OH H GlcO H

Abbildung 4: Strukturen von cis- und trans-Resveratrol-Derivaten

Das Vorhandensein von freiem und gebundenem Resveratrol in Weinblattextrakten lieBe
sich durch eine Abfolge von Hypothesenschritte zum Metabolismus der Stilbene innerhalb
der Pflanzen erklaren. So kdnnte trans-Resveratrol durch die Aktivierung der Stilbensynthase
in freier Form synthetisiert und anschlieBend durch die Glucosyl-Transferase zu trans-
Resveratrol-Glucosiden (Piceid) glycosiliert werden. Danach kénnte durch cis-lsomerase
eine Isomerisation zu cis-Formen erfolgen (JEANDET et al. 1997a). Die anschlieBende
Methylierung des Resveratrols fihrte dann zu Pterostilben.

Auch in Kallus- und Zellkulturen wurden verschiedene Resveratrol-Derivate nachgewiesen.
Literaturdaten Uber das Vorkommen der wichtigsten Verbindungen in Blattern, Trauben und
Zellenkulturen von Wein sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Abbildung 5:  Dimerisation von Resveratrol
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€-Viniferin O-Viniferin

HO

HO OH

HO
OH

HO

Abbildung 6: Die Resveratrol-Dimere &-Viniferin und 6-Viniferin

2.1.5.1 Vorkommen in der Rebe

Resveratrol-Derivate kommen in Pflanzen im verholzten Spross, in der Wurzel (STEIN und
HooOs 1984), in Blattern und Frichten vor. Einige Vertreter, wie das Pallidol, sind nur in
wenigen Weinsorten zu finden, andere, wie das Viniferin, konnten nur in Rotweinsorten
nachgewiesen werden (LANDRAULT et al. 2002). LANGCAKE et al. (1978) fanden Pterostilben
ausschlieBlich in nicht-lignifiziertem Gewebe.

Die Synthese innerhalb eines Blattes ist hauptséchlich an der Blattoberseite lokalisiert, was
STEIN und HOOsS (1984) durch die Bestrahlung von Blattober- und -unterseite mit UV-Licht

zeigen konnten.

2.1.5.2 Stilbeninduktion

In gesundem Gewebe sind einige Resveratrol-Derivate wie das Pterostilben (LANGCAKE et al.
1978, 1979b) nicht nachweisbar, andere weisen geringe konstitutive Konzentrationen auf.
Stilbene werden von der Rebe unter biotischen und abiotischen Stressbedingungen
synthetisiert und besitzen fungistatische und fungitoxische Eigenschaften (STEIN und HOOS
1984; JEANDET et al. 2002).

Die Bildung von Resveratrol wurde durch die Bestrahlung der Weinblatter mit UV-C oder die
Inokulationen mit verschiedenen Pilzen, wie Botrytis cinerea, Plasmopara vitricola oder
Oidium tuckeri (LANGCAKE und PRYCE 1976; LANGCAKE et al. 1979b; LANGCAKE 1981;
BRAVARESCO und EIBACH 1987; JEANDET et al. 1991; LISWIDOWATI et al. 1991; ADRIAN et al.
1997, 2000b; DOUILLET et al. 1999) induziert.
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CO,H
Phenylalanin O/\(
NH - paL

NH3
COOH

X
tr_ans-__ /O/\/ Zimtséure-4-
Zimtsaure - hydroxylase

- COOH
para-
Cumarsaure OH CoA Ligase

— l Malonyl-CoA

O SCo A
para-cumaroyl-
CoA OH l /

el erress Stilbensynthase

Chalkon ? XI Stilben
OH OH
on 1

&:> Flavanone

&> Dihydroflavonole

Abbildung 7: Biosynthese von Stilbenen und Chalkonen nach STOESSL 1982
(JEANDET et al. 2002)
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Tabelle 3: Literaturdaten (iber das Vorkommen von Resveratrol-Derivaten in verschiedenen
Vitis vinifera Geweben

Resveratrol- Blatter Zellkulturen Friichte /
Derivate Fruchtschale
trans-Resveratrol LANGCAKE et al. 1977, 1979; |LISWIDOWATI et al. JEANDET et al. 1991;
BLAICH 1977; BACHMANN 1991; VITRAC 2001 ADRIAN et al. 2000;
1980; STEIN und HOOS 1984, REVILLA et al. 2000;
1985; JEANDET et al. 1991, LANDRAULT et al.
1997; BREUIL et al. 1999; 2002; CANTOS et al.
DELAUNAY et al. 2002 2003;
trans-Piceid JEANDET et al. 1997; BREUIL |WAFFO-TEGUO et |ADRIAN et al. 2000;
et al. 1999 al. 1996, 1998; NIKFARDJAM et al.
KRISA et al. 1999; |2000; LANDRAULT et
VITRAC 2001 al. 2002; CANTOS et
al. 2003
cis-Piceid WAFFO-TEGUO et | ADRIAN et al. 2000;

trans-Astringin

cis-Astringin

Pallidol

DELAUNAY et al. 2002

DELAUNAY et al. 2002

al. 1998; VITRAC
2001

WAFFO-TEGUO et
al. 1996, 1998

WAFFO-TEGUO et
al. 1996, 1998

WAFFO-TEGUO et
al. 2000

NIKFARDJAM et al.
2000

LANDRAULT et al.
2002; CANTOS et al.
2003

LANDRAULT et al.
2002

trans-Pterostilben [LANGCAKE et al. 1978, 1979; ADRIAN et al. 2000
STEIN und HOOS 1984;
JEANDET et al. 1997; BREUIL

et al. 1999; PEZET et al. 2003

trans-
Resveratrolosid

cis-Resveratrolosid

cis-Resveratrol-
3,4'-O-B-Diglucosid
cis / trans-
Resveratrol

(3,5,4'-
trinydroxystilben)-
4'0-B-D-
Glucopyranosid

WAFFO-TEGUO et
al. 1996

WAFFO-TEGUO et
al. 1996

DECENDIT et al.
2002

WAFFO-TEGUO et
al. 1998
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Tabelle 4: Literaturdaten (iber das Vorkommen von Resveratrol-Derivaten in verschiedenen
Vitis vinifera Geweben

Resveratrol Derivate | Blatter Zellkulturen Friichte /
Fruchtschale

trans Resveratrol WAFFO-TEGUO

Dehydrodimer 11-O-B- et al. 2000

D-Glucopyranosid

Viniferin LANGCAKE et al. 1979; STEIN LANDRAULT et al.
und HOOS 1984; 1985; 2002; CANTOS et
DELAUNAY et al. 2002 al. 2003

trans-o-Viniferin PRYCE et al. 1977; LANGCAKE ADRIAN et al. 2000
1979; PEZET et al. 2003

trans-B-Viniferin PEZET et al. 2003

trans-y-Viniferin PEZET et al. 2003

trans-e-Viniferin LANGCAKE et al. 1977; 1979; ADRIAN et al. 2000

JEANDET et al. 1997; BREUIL
et al. 1999; PEZET et al. 2003

cis-e-Viniferin LANGCAKE et al. 1977

LANGCAKE und PRYCE (1977c) wiesen nach einer Elicitation im Wein nicht nur Resveratrol
sondern auch dessen Oxidationsprodukte wie €-, a-, B-, und y-Viniferin (Dimer, Trimer,
Tetramer bzw. héher polymerisierte Oligomere) nach.

Bei einer Pilzinfektion wird Resveratrol und auch e-Viniferin in einer etwa 1-3 mm breiten
Zone im gesunden Gewebe um die Pilzldsion herum lokalisiert (LANGCAKE und MCCARTHY
1979a; STEIN und HOOS 1984). Dabei weisen resistente Sorten nicht nur hdéhere
Resveratrolgehalte auf, sondern sie reagieren auch mit einer schnelleren Akkumulation als
anfallige Sorten (STEIN und HOOS 1984).

Resveratrol-Derivate kdnnen auch als Reaktion auf andere Stressoren wie Schwermetalle,
z.B. Aluminium oder Alumunium-haltige Fungizide (DERCKS und CREASY 1989; ADRIAN et al.
1996; JEANDET et al. 1997b, 1998, 1999, 2000), aber auch durch Chemikalien wie das Ozon
(SCHUBERT et al. 1997; CHIRON et al. 2000; JEANDET et al. 2002) induziert werden.

Stilbensynthase ist das Schlisselenzym, das die Biosynthese von Stilben katalysiert. Das
Enzym wurde zum ersten Mal aus Zellsuspensionskulturen von Arachis hypogea
(SCHOEPPNER et al. 1984) aufgereinigt und auch in Pinus sylvestris (FLIEGMANN et al. 1992),
Erdniissen (LANZ et al. 1990) und Weinpflanzen (MELCHIOR und KINDL 1990; SPARVOLI et al.
1994) identifiziert. Die Gruppierung von Stilbensynthase-Gene erfolgt anhand ihrer
Reaktionen auf externe Signale einschlieBlich abiotischem Stress oder biotischen Signalen
ausgeldst von pilzlichen Zellen (PREISIG-MULLER et al. 1999; BREHM et al. 1999).
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Stilbensynthase wird ausschlieBlich mit der Chalkonsynthase, dem Schliisselenzym in der
Flavonoidbiosynthese in Zusammenhang gebracht, da bei Arachis hypogea die
Aminosauresequenzen beider Enzyme zu 70-75% identisch sind (SCHRODER et al. 1988).
Stilbensynthase und Chalkonsynthase verwenden die gleichen Substrate und katalysieren
den gleichen Kondensations-Typ an Enzymreaktionen, aber sie bilden zwei verschiedene
Produkte, zum einen Chalkone, zum anderen einfache Stilbene.

2.1.5.3 Fungizide Wirkung

Resveratrol selbst, vor allem aber einige Derivate, wie die Viniferine und das Pterostilben,
kénnen aufgrund ihrer fungitoxischen Eigenschaften als Phytoalexine bezeichnet werden
(STEIN und HOOS 1984). Resveratrol ist zwar das Stilben, das nach einer Elicitation in den
gréBten Mengen akkumuliert (DOUILLET et al. 1999), aber im Vergleich zu Pterostilben und
e-Viniferin nur ein Drittel der fungitoxischen Aktivitat aufweist (LANGCAKE et al. 1978; JEANDET
et al. 2002). So bendtigten PEZET und PONT (1988) die dreifache Menge an Resveratrol
(160 pg/ml) im Vergleich zu Pterostilben (52 pg/ml), um die Konidienkeimung von Botrytis
cinerea zu unterdricken.

Die fungizide Wirkungen der einzelnen Stilbene (JEANDET et al. 2002) richten sich gegen
verschiedene Pathogene wie Botrytis cinerea, Cladosporium cuccumerinum, Pyricularia
oryze (LANGCAKE und PRYCE 1976), Plasmopara vitricula (LANGCAKE 1981; DERCKS und
CREASY 1989) und Sphaeropsis sapinea (CELIMENE et al. 2001). Gegen pilzliche Pathogene
wie Venturia inaequalis zeigten sie in transgenen Apfelpflanzen mit eingebrachtem
Stilboensynthase-Gen allerdings keine hemmende Wirkung (SZANKOWSKI et al. 2003).

Je nach Konzentration bewirkt das jeweilige Phytoalexin eine Hemmung der
Konidienatmung, vermindert das Mycelwachstum des Pilzes, reduziert die Konidienkeimung
und die Keimschlauchlange und kann das Abtdten der Pilzsporen bewirken, was ADRIAN et
al. (1997b) und PEZET und PONT (1988) anhand von Botrytis cinerea-Konidien, die mit
Pterostilben behandelt wurden, zeigen konnten. Dabei korrelierte die Wirkungsintensitat
signifikant mit der Stilbenkonzentration. Stilbene, wie das Pterostilben, verursachten in
Botrytis cinerea-Konidien eine schnelle Zerstérung der Ribosomen, des endoplasmatischen
Reticulums und der Membran der Mitochondrien und Zellkerne. Die Plasmamembran war
nach drei Stunden véllig desorganisiert und die Konidienatmung 10 Minuten nach der
Phytoalexinzugabe vollstandig unterdriickt (PEZET et al. 1989).
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2.2 Material und Methoden

Phenolische Verbindungen stehen in direktem Zusammenhang zum Resistenzpotential von
Pflanzen. Um feststellen zu kénnen, ob Kalluszellen von Wein vergleichbare Phenolmuster
aufweisen wie Weinpflanzen und welche phenolischen Substanzen durch eine Behandlung
mit Hefe beeinflusst werden, missen die Verbindungen isoliert und identifiziert werden.

Ziel dieser Untersuchung war es, die durch eine Hefebehandlung elicitierten Verbindungen

im Weinkallus zu charakterisieren und zu identifizieren.

2.2.1 Extraktion der Polyphenole aus Weinkallus

Die Weinkalli wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Gefriertrocknung bei
-20°C gelagert. 100 mg des gefriergetrockneten Kallus wurden in einem Mérser zerkleinert
und mit 5 ml Methanol p.a. und 0,025% 6-Methoxy-Flavon als internem Standard
aufgenommen und in ein Zentrifugenréhrchen (12 ml) Uberflhrt. Die phenolischen
Inhaltstoffe wurden dann in einem eisgekihlten Ultraschallbad 30 Minuten extrahiert. Nach
einem 10-minltigen Abzentrifugieren des Zellmaterials bei 3000 U/min und 0°C wurde der
Uberstand in EppendorfgefdBe (2 ml) Gberfihrt und im Vakuumrotationsverdampfer
eingeengt, damit die Uberstande gleicher Proben in einem EppendorfgefdB vereint und
erneut bis zur Trocknung eingeengt werden konnten. AnschlieBend wurde das
Trockenextrakt in 100 pl Methanol p.a. aufgenommen und diente der
Hochdruckflissigkeitschromatographie-Analyse (HPLC).

2.2.2 HPLC und Diodenarray zur Bestimmung der Polyphenole

Die Trennung und Quantifizierung der Polyphenole erfolgte mit Hilfe der HPLC. Um bei der
Trennung und Detektion eine Uberlagerung von Flavanolen und Hydroxyzimtsaure-Derivaten
zu umgehen, wurde die von TREUTTER (1989, 1991) entwickelte Methode der
Nachsaulenchromatographie mit p-Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA) der HPLC-Analyse
nachgeschaltet

HPLC-Anlage mit Nachsaulenderivatisierung (HPLC-CRD) und Diodenarraydetektor
Probengeber: Gilson-Abimed Modell 231
Pumpen: Kontron Modell T-414

Gynkotek High Precision Pump Model 300 C

Gradientenformer: Kontron Modell 205

Detektoren: Micromeritics 788 Dual Variable Detector, 280 nm
Kontron Detector 432, 640 nm
Saulen: 125 x 4,6 mm (ID), LiCrosher 100, RP-18, PartikelgréBe 5 um

Lésungsmittel: A: 5%ige Ameisensaure
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Lésungsmittel: B: Methanol (gradiente grade)
Flow: 0,5 ml/min

Datenverarbeitung: Chromatographie-Datensystem GynkoSoft Version 3.12

Die Nachsé&ulenderivatisierung erfolgte im Anschluss an die HPLC-Trennung. In einem
Reaktor (gestrickte PTFE-Kapillare, Ldnge 9 m, ID 0,5 mm) wurden die getrennten
Phenylpropanoide mit einer 1%igen Losung DMAZA in MeOH/H,SO,4 (3N) (11:1) versetzt.
Nach einer Reaktionszeit von 3 Minuten konnte eine Komplexbildung der Polyphenole mit
dem DMAZA bei 640 nm quantitativ bestimmt werden.

Verwendete Gradienten

Tabelle 4: Gradient 1 fir HPLC-CRD und Diodenarraydetektor fir Weinkallus

Zeit (min) %B Zeit (min) %B
0-5 5 isokratisch 95-125 25-30
5-10 5-10 125-145 3040
10-15 10 isokratisch 145-160 40-50
15-35 10-15 160-175 50-90
35-55 15 isokratisch 175-195 90 isokratisch
55-70 15-20 195-210 90- 5
70-80 20 isokratisch 210-235 5 isokratisch
80-95 20-25

Gradient 2 flir HPLC-CRD und Diodenarraydetektor fiir Weinkallus

Zeit (min) %B Zeit (min) %B

0-5 5 isokratisch 20 isokratisch
5-10 5-10 95-125 25-30

10-15 10 isokratisch 125-145 30-40

15-35 10-15 145-160 40-50

35-55 15 isokratisch 160—225 50-90

55-80 15-20 225-260 90- 5 isokratisch

20 isokratisch

80-95 20-25
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2.2.3 Quantitative Auswertung
Aus der Peakflache einer bestimmten phenolischen Substanz lasst sich mit Hilfe von
Eichfaktoren (Responsfaktoren) ihre Konzentration bestimmen. Dabei dient die
Trockensubstanz als Bezugsgr6Be. Die Konzentrationen von Referenzsubstanzen lassen
sich nach folgender Formel berechnen.

A(i) * RF(i)

Konz(i) = * MF * Konz(1S)
A(IS) + RF(IS)

Abbildung 8SEQARABISCH: Berechnungsformel fiir die Stoff-Konzentration

i Einzelpeak

1S Interner Standard (6-Mrthoxyflavon)

Konz Konzentration

A Peakfldche

RF Responsfaktor = Konzentration / Peakfldche
MF Multiplikationsfaktor (bezieht die Konzentration auf 1 g TS)
Responsfaktoren

6-Methoxy-Flavon (Interner Standard) 8,10 x 10°
Catechin 6,33 x 10°
Epicatechin 4,29 x 10°®
Epicatechingallat 1,06 x 10°
B3 1,95 x 107
Arbutin 1,55 x 10™
Gallussaure 1,47 x 10°
Protocatechuséure 2,31 x10°
Vanillinséure 2,49 x 10°
p-Cumarséure 7,25x10°
Kaffeesaure 9,61 x10°
Quercetin 2,25x10°
Cyanidin 7,25x10°
trans-Resveratrol 6,56 x 10°
trans-Piceid 492 x10°
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Die Konzentrationen der eindeutig identifizierten Verbindungen wurden mit Hilfe der
Responsfaktoren anhand der entsprechenden Standards wie Catechin, Epicatechin,
Epicatechingallat, B3, Protocatechuséaure, Vanillinsaure, trans-Resveratrol und trans-Piceid
berechnet. Verbindungen von denen keine Standards zur Verfigung standen, wurden wie
folgt berechnet:

Tabelle 5: Zuordnung von Responsfaktoren

Stoffgruppen Peak (Verbindung) berechnet wie:

oligomere Catechine | B1 B3

einfache Phenole A, Peak 4, TO, TH1 Arbutin

einfache Phenole mit | I, U, K, N trans-Piceid

Spektrum 2

Benzoesauren B (Gallussaurederivat) Gallussaure

Hydroxyzimtsauren L (p-Cumarsaurederivat), p-Cumarsaure
AA (Kaffeesaure-Derivat) Kaffeesaure

Flavonole HH, T2 Quercetin

Anthocyane BB, Il Cyanidin

Resveratrol-Derivate | T, X, EE, J, Y, Z0, Z1, Z2, P, Q, R,CC, DD, DD1, | trans-Piceid
RR, VV, WW, GG, OO, PP, MM, NN, KK, LL,
QQ, TT, SS, UU, XX, YY

2.2.4 Fraktionierung von phenolischen Verbindungen von Weinkallus

Um Einzelbestandteile des Weinkallusextraktes genauer charakterisieren zu kénnen, musste
das Stoffgemisch fraktioniert werden. Dazu wurde eine HPLC-Analyse ohne
Nachsaulenderivatisierung mit DMAZA durchgefihrt und die Bestandteile parallel zum
Chromatogramm mittels eines Fraktionensammlers in 1,5 ml EppendorfgefaBen mit einer
Laufzeit von je 2 Minuten aufgefangen. Der Vorgang der Fraktionierung wurde neun mal
wiederholt und Aliquots mit gleichen Peaks vereint. Diese Fraktionen wurden in einem
Rotationsverdampfer bis zur Trocknung eingeengt und dann wieder in 50 pl Methanol
aufgenommen, bevor sie sowohl diinnschichtchromatographisch untersucht als auch einer

enzymatischen Hydrolyse unterzogen wurden.

2.2.5 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

Flavanole

FUr den Nachweis von Flavanolen wurden die zu identifizierenden fraktionierten Proben auf
Kieselgel-DC-Platten aufgetragen und eindimensional mit einem Laufmittel mit

Butanol:Eisessig:Wasser Oberphase = 4:1:5 aufgetrennt. Die Platten wurden mit
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DMAZA (1%) in 6M Salzsaure:Ethanol = 1:1 bespriht, wodurch die einzelnen Komponenten
visualisiert werden konnten. Die Substanzen wurden nach ihrem Polymerisationsgrad sowie
nach ihrer Anzahl an OH-Gruppen aufgetrennt. Monomere Verbindungen wiesen hdhere

Rf-Werte auf als oligomere.

Hydroxyzimtsaure-Derivate

Die Fraktionen, die zu den Hydroxyzimtsaure-Derivaten gehérten, lieBen sich auf Cellulose-
DC-Platten (Macherey-Nagel) im Laufmittel Butanol:Eisessig:Wasser Oberphase = 4:1:5
auftrennen. Die Bestimmung erfolgte durch paralleles Auftragen von Vergleichssubstanzen
(p-Cumarséaure, Protocatechusaure, Gallussaure, Resveratrol, Piceid, Quercetin,
Vanillinsdure, Catechin, Epicatechin, Epicatechingallat, Procyanidin B3), Vergleichen des
Farbverhalten unter UV-Licht und der Farbverdnderungen durch Ammoniakbegasung und
Besprihen mit Benedicts Reagenz.

Resveratrol-Derivate

Die Auftrennung der Stilben-Fraktionen erfolgte ebenfalls auf Cellulose-Platten mit BAW-
Laufmittel. Vergleiche des Farbverhaltens unter UV-Licht und der Farbveranderungen durch
Ammoniakbegasung und durch ein Besprthen mit dem Naturstoffreagenz
(Diphenylborsaure-B-aminoethylester, Firma Roth) 1% in  Methanol plus 5%
Polyethylenglucoll 400 mit parallel aufgetragenen Referenzsubstanzen (Resveratrol und

Piceid), ermdglichten eine Bestimmung.

2.2.6 Co-Chromatographie

Flar die Charakterisierung einiger Flavanole und Hydroxyzimtsdure-Derivate konnte auf
Arbeiten von TREUTTER et al. (1994) und MAYER (1995) zurlckgegriffen werden. Die
phenolischen Verbindungen wurden mittels Co-Chromtographie mit Reinsubstanzen wie
Catechin, Epicatechin, p-Cumarsaure, Resveratrol (Roth) sowie Piceid (aufgereinigt von Dr.
W. Heller, Biochemische Pflanzenpathologie der GSF Neuherberg) und B1, B5 und E-B5
(aufgereinigt von Prof. Treutter) identifiziert. Parallel dazu wurden die einzelnen
Verbindungen mittels Diodenarray-Detektor bezlglich ihre UV-Spektren charakterisiert.
Unbekannte Substanzen und deren aus den enzymatischen Hydrolysen resultierenden

Spaltprodukte wurden mit gleichen Methoden naher charakterisiert.

2.2.7 Enzymatische Hydrolyse
Zur naheren Charakterisierung der isolierten phenolischen Verbindungen wurden
enzymatische Hydrolysen durchgefihrt. Dabei wurde zum einen Tannase, zur

unspezifischen Abspaltung jeglicher Zuckerverbindungen, und zum anderen B-Glucosidase,
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zur spezifischen Abspaltung von Glucose, verwendet. Dazu wurde 1 ml eines
Weinkallusextraktes wie unter 3.1 beschrieben zur Trocknung eingeengt und anschlieBend in
300 ml Na-Acetatpuffer (0,1 M, pH 4,6) aufgenommen. AnschlieBend wurden 2 mg Tannase
bzw. B-Glucosidase zugegeben. Die Hydrolyse erfolgte im Wasserbad bei 37°C Uber eine
Dauer von 17 Stunden. Die Reaktion wurde dann mit 100 ml Methanol abgestoppt und die
Probe dreimal mit 500 ml Ethylacetat ausgeschuttelt. Die Ethylcetatphase wurde zur
Trocknung eingeengt und in 100 pl Methanol aufgenommen um dann fir die HPLC-Analyse,
die Diodenarray-Untersuchung und die Dinnschichtchromagraphie zur Verfiigung zu stehen.
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Charakterisierung von konstitutiven, phenolischen Verbindungen

Um die einzelnen Substanzen zu identifizieren, wurden Ergebnisse aus der UV-
Spektroskopie, der HPLC-Analyse, der Dulnnschichtchromatographie und der
Co-Chromatographie miteinander verglichen. Zusatzlich wurden die durch enzymatische
Hydrolyse erlangten Spaltprodukte mit oben genannten Untersuchungsmethoden
ausgewertet.

2.3.1.1 Flavanole

Das in Abbildung 9 dargestellte Chromatogramm des Weinkallus der Sorte ,Regent” zeigt
das charakteristische Flavanolmuster der Weinkalli nach der Derivatisierung mit DMAZA
(Detektion 640 mn). Die einzelnen Substanzen konnten mittels Co-Chromatographie mit den
jeweiligen Reinsubstanzen identifiziert werden. Ferner waren die UV-Spektren (siehe
Abbildung 11 Spektrum 1) und die Farbreaktionen der dinnschichtchromatographischen
Untersuchung nach dem Besprihen mit DMAZA-Reagenz identisch mit denen der
Reinsubstanzen. Die einzelnen Verbindungen sind in Tabelle 5 dargestellt.

F3
F4

F2
F5

F1

Mol

I I I I I I I I I
20 40 60 80 100 120 140 160 180  min.

Abbildung 9: Flavanolmuster von Weinkalli der Sorte ,Regent” (UV-Detektion bei 640 nm
nach Derivatisierung mit DMAZA)
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Tabelle 6: Identifizierung der monomeren- und oligomeren Catechine im Weinkallus der
Sorte,Regent” (Detektion bei 640 nm nach der Nachséulenderivatisierung mit DMAZA)

Trivialname Struktur UV-Absorption | Retentions-
Peak Amax [NM] zeit [min]
F1 | Procyanidin B3 Catechin- (4B—38)-Catechin 276 26,6
F2 | Procyanidin B1 Epicatechin-(4B3—8)-Catechin 278 23,6
F3 |Catechin 2,3 trans-Flavan-3-ol 278 30,2
F4 | Epicatechin 2,3 cis-Flavan-3-ol 278 55,2
F5 | Epicatechin-3-O- 274 84,2
Gallat

Auch in einem Chromatogramm ohne Nachsaulenderivatisierung mit DMAZA detektiert bei
280 nm sind die identischen Flavanole zu erkennen. Die in Abbildung 10 mit Peak E, G, H
und S bezeichneten Verbindungen stimmen mit den in Abbildung 9 dargestellten Substanzen
B3, B1, Catechin, Epicatechin und Epicatechingallat in chronologischer Abfolge Cberein. Alle
diese Substanzen weisen typische Flavanol-Spektren auf, wie in Abbildung 11 Spektrum 1
dargestellt.

Die Spektren der Peaks O und P erscheinen wie die Spektren der Flavanole, sind jedoch
nach einer Nachsaulenderivatisierung mit DMAZA bei 640 nm nicht zu detektieren. Bei der
dinnschichtchromatographischen Untersuchung erscheint die Substanz O nach Bespriihen

mit dem DMAZA-Reagenz griin, die Substanz P dagegen blau.

2.3.1.2 Benzoesauren

Mittels Co-Chromatographie konnte Peak C als Protocatechusdure und Peak M als
Vanillins&dure identifiziert werden. Das UV-Spektrum von Peak B (Abbildung 11 Spektrum 2)
und die Retentionszeit von 7,2 Minuten &ahneln der Gallussdure, das UV-
Absorbtionsmaximum von 278 nm weicht jedoch von der Referenzsubstanz ab. Die
Identifizierung der Verbindung, z.B. als Gallussaure-Derivat war nicht Gegenstand dieser
Arbeit.

2.3.1.3 Resveratrol-Derivate

Peak Z konnte anhand einer Referenzsubstanz als trans-Piceid und Peak EE anhand eines
UV-isomerisierten  trans-Piceid-Standards als cis-Piceid bestimmt werden. Die
Co-Chromatographie von Peak FF stimmte mit trans-Resveratrol Gberein.
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Abbildung 10: Phenolmuster von Weinkalli der Sorte ,Regent*

(UV-Detektion bei 280 nm)
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Weitere Resveratrol-Derivate

Andere Substanzen, die nicht mittels Co-Chromatographie identifiziert werden konnten,
zeigten Spektren, die mit denen von Resveratrol vergleichbar sind. UV-Spektren wie cis-
Stilbene (siehe Abbildung 11 Spektrum 6) wiesen die Peaks J, Y und EE auf. Identisch mit
den trans-Stilbenen (siehe Abbildung 11 Spektrum 5) waren die UV-Spekiren der Peaks T,
X, Z und FF.

Einige Verbindungen dieser Stoffklasse wurden durch enzymatische Hydrolysen in Aglykone
reduziert. Die Daten dieser Verbindungen sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 7: Absorbtionseigenschaften von Resveratrol-Derivaten vor und nach einer
enzymatischen Hydrolyse

Urspriingliche Substanz Spaltsubstanzen nach enzymatischer

Hydrolyse

Peak | Trivialname |UV Retentions- | Trivialname |UV Retentions-
Absorption |Zzeit [min] Absorption | zeit [min]
Amax [nM] Amax [nm]
T Resveratrol- 302, 310 57,1 trans- 302, 314 1422
Derivat Resveratrol
cis- 282 147.,4
Resveratrol
X Resveratrol- 300, 308 89,0 trans-Stilben 136,3
Derivat
cis-Stilben 142,5
Z trans-Piceid 304, 314 101,2 trans- 302, 314 139,3
Resveratrol
cis- 282 145,0
Resveratrol
EE | cis-Piceid 282 124 trans- 302, 314 136,5
Resveratrol
cis- 282 140,9
Resveratrol
FF  trans- 302, 314 136,2 trans- 302, 314 137,6
Resveratrol Resveratrol
cis- 282 142,0

Resveratrol
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1 2
I I I T T T
300 350 400 300 350 400
3 4
T T T T T T |
300 350 400 300 400 500 600
5
6
T T T I T T
300 350 400 300 350 400
UV- Peaks mit UV-Spektrum uUVv- Verbindung UV-Spektrum
Spektrum ' diesem UV- | entspricht Spektrum | mit diesem entspricht
Spektrum UV-Spektrum
1 E,G,H, S,V |Catechin 4 BB, Anthocyan
2 B Gallussaure-D. 5 T,X,Z,FF trans-Resveratrol-
D
3 HH, T2 Quercetin- 6 J,Y,Z0, Z1, cis-Resveratrol-D.
Glucosid Z2, EE

Abbildung 11: UV-Spektren verschiedener Verbindungen aus Weinkallus
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Die UV-Spektren von Peak XX und YY
konnten nicht eindeutig zugeordnet
werden. Beide weisen ein Maximum bei
282 nm und ein kleineres Maximum bei
310 nm auf, was entweder fir die
Uberlagerung  zweier  Verbindungen
spricht oder fUr eine Substanz, die ein

Absorbtionsverhalten aufweist, das 282

. . 310
sowohl dem eines cis-Resveratrols als
auch dem eines trans-Resveratrols oder
aber einer weiteren Substanz entspricht.

Peak XX erscheint nach einer

Retentionszeit von 176,2 Minuten, Peak 300 350 400
YY wird nach 178,1 Minuten detektiert.

Abbildung 12: UV-Spektrum von Peak XX und
Peak YY

Einfache Phenole mit Spektrum 2

Die Verbindungen I, K, N und U wurden als ,einfach Phenole mit Spektrum 2“ bezeichnet, da
sie keiner Stoffgruppe eindeutig zugewiesen werden konnten. Aufgrund ihrer frihen
Retentionszeit, wurden sie mit den einfachen Phenolen verglichen. Das Vorhandensein von
zwei Absorbtionsmaxima im UV-Spektrum wies dabei auf eine Ubereinanderlagerung zweier
Verbindungen hin, von denen das erste Maximum mit 282 nm dem eines cis-Resveratrol-
oder Pallidol-Derivates glich. Bei Peak | erschien ein weiteres Maximum bei ca. 305-307 nm.
Wahrend Peak K einen UV-Spektrenverlauf wie ein cis-Resveratrol-Derivat aufwies,
allerdings mit einem Maximum bei 278 nm, zeigte Peak N ein Maximum bei 280 nm und ein
weiteres bei 308 nm. Auch das Spektrum von Peak U verlief, ausgehend von einem
Absorbtionsmaximum bei 282 nm, wie ein cis-Resveratrol-Derivat, zeigte jedoch ein weiteres
bei 320 nm, was fiir die Uberlagerung zweier Verbindungen spricht. Der Absorbtionsverlauf
gleicht dem in Abbildung 12 dargestellten UV-Spektrum.

Peak | zeigte bei der dinnschichtchromatographischen Auswertung unter UV-Bestrahlung
einen violetten Fleck. Nach dem Besprihen mit Naturstoffreagenz zeigte sich ein weiterer,
pinkfarbener Fleck. Die Peaks K und N zeigten durch eine Begasung mit Ammoniak einen
leuchtend blauen Fleck, der bei beiden Verbindungen identische Laufhéhen aufwies. Die
gleiche Reaktion zeigte der Peak P, der den Pallidol-Derivaten zugeordnet wurde, jedoch
eine geringere Laufhdhe hatte. Der Peak U zeigte wie Peak | unter UV-Bestrahlung einen
violetten Fleck. Eine Behandlung mit Naturstoffreagenz lieB einen weiteren, rot

fluoreszierenden Fleck erscheinen.
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2.3.1.4 Flavonole

Die Substanzen HH und T2 wiesen Spekiren auf, die dem eines Quercetin-Glycosides
entsprachen (siehe Abbildung 11 Spektrum 3). Die Verbindung T2 wird nach einer
Retentionszeit von 77,3 Minuten detektiert, Peak HH bei 144,7 Minuten. Peak T2 wies eine
maximale Absorption um 250 nm und eine bei 354 nm auf, Peak HH zeigte seine
Absorptionmaxima bei 260 nm und 354 nm. Die Flavonole konnten nicht in jeder
Versuchsreihe nachgewiesen werden.

2.3.1.5 Anthocyane

Das UV-Spektrum der Anthocyane ist in Abbildung 11 Spektrum 4 zu finden und ist mit dem
der Peaks BB und Il identisch. Peak BB wurde nach einer Retentionszeit von 117,6 Minuten,
Peak Il nach 141,7 Minuten detektiert. Beide wiesen ein Absorptionsmaximum bei 278 nm
und eins bei 513 nm auf. Bei 322 nm erschien eine kleine Schulter. Da diese Verbindungen
nur in geringen Mengen im Weinkallus gefunden wurden und keine gravierende
Akkumulation nach einer Elicitation sichtbar war, wurden diese Anthocyane nicht genauer
identifiziert.

2.3.2 Charakterisierung von induzierten phenolischen Verbindungen

Durch eine Elicitation des Weinkallus ,Regent* mit Hefe wurden neue Substanzen induziert.
Abbildung 14 stellt ein HPLC-Chromatogramm eines Weinkallus 24 Stunden nach einer
Elicitation dar. Die neu synthetisierten Substanzen sind durch rote Pfeile und mit

GroBbuchstaben gekennzeichnet.

Peak DD und DD1
Diese beiden Verbindungen 280
unterschieden sich nur geringfligig
voneinander. Wahrend Peak DD bei
einer Retentionszeit von 119,4 Minuten
detektiert wurde, erschien Peak DD1 bei

120,2 Minuten. Auch ihre UV-Spektren ' ' '
300 350 400

verliefen nahezu identisch mit einer
maximalen Absorption von 280 nm bei
Peak DD und 282 nm bei Peak DD1.

Sowohl der Verlauf des UV-Spektrums als auch die Blaufarbung nach dem Besprihen mit

Abbildung 13: UV-Spektrum von Peak DD

DMAZA-Lésung bei der dinnschichtchromatographischen Untersuchung der Lésung
erinnerten an ein Flavan-3-ol. Bei der Nachsaulenderivatisierung mit DMAZA war jedoch bei

der 640 nm Detektion kein Peak zu erkennen.
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Abbildung 14: Phenolmuster von Weinkallus ,Regent“ 24 Stunden nach einer Elicitation mit
Aureobasidium pullulans Kulturfiltrat (UV-Detektion bei 280 nm)



28

Ergebnisse Identifizierung

Peak KK (Abbildung 15)

Diese Substanz wird bei einer Retentionszeit
von 150,9 Minuten detektiert und weist ein UV-
Spektrum auf, das sowohl einem trans-
Resveratrol-Derivat gleicht (Maxima 302 nm
und 320 nm) als auch zusatzlich ein Maximum
bei 286 nm zeigt. Aus dem Chromatogramm
geht hervor, dass hier zwei Substanzen
Ubereinander liegen. Eine Aufspaltung dieser
Verbindung durch enzymatische Hydrolyse
spaltete  eine  Verbindung mit  einer
Retentionszeit von 158,0 Minuten ab, die ein
UV-Absorbtionsmaximum bei 278 nm hat und
deren Verlauf einem cis-Stilboen dhnelt.

Peak OO (Abbildung 16)
Das UV-Spektrum dieser Substanz entspricht
dem eines cis-Resveratrol-Derivates mit einem

Maximum bei 282nm.

Peak QQ (Abbildung 17)

Auch bei dieser Verbindung deutet das UV-
Spektrum auf eine Uberlagerung von einem
trans-Stilben mit einem Absorbtions-maximum
von 318 nm und einer Verbindung mit einem

Maximum von 284 nm hin.

Peak RR (Abbildung 18)

Die Substanz RR weist ein UV-Maximum von
320 nm auf wund erscheint bei einer
Retentionszeit von 166,5 Minuten. Bei einer
enzymatische Hydrolyse entsteht zusatzlich zu
dem Ausgangsprodukt eine Verbindung, die
bei einer Retentionszeit von 160,6 Minuten
detektiert wird und ein UV-Spektrum mit einem
Maximum von 276 nm aufweist, was dem eines

cis-Resveratrols dhnelt.

286
302
320

.

300 350 400

Abbildung 15: UV-Spektrum von Peak KK

282

2

300 350 400

Abbildung 16: UV-Spektrum von Peak OO

284 318

/

I [ [
300 350 400

Abbildung 17: UV-Spektrum von Peak QQ

320

>

300 350 400

Abbildung 18: UV-Spektrum von Peak RR
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Peak TT (Abbildung 19)

Die Substanz TT weist ein UV-Maximum bei
284 nm und ein kleineres bei 320 nm auf.
Die Verbindung erscheint bei einer
Retentionszeit von 169,5 Minuten.

Peak VV uns WW (Abbildung 20)
Die Substanzen VV und WW weisen
UV-Spektren mit

identische einem

Absorbtionsmaximum bei 308 nm auf. Peak

VV erscheint bei einer Retentionszeit von
174,9 Minuten, Peak WW bei 175,2 Minuten.

Eine enzymatische Hydrolyse von Peak WW

verandert das UV-Spektrum der Verbindung

bei gleichbleibender Retentionszeit. Ein

Absorbtionsmaximum von 282 nm erinnert

eher an ein cis-Resveratrol-Derivat, obgleich
das Spekirum so aussieht, als ob diese
Substanz von einer weiteren Uberlagert wird.
(Abbildung 21).

284
320

[ [ [
300 350 400

Abbildung 19: UV-Spektrum von Peak TT

308

300 350 400

Abbildung 20: UV-Spektrum von Peak VV
und Peak WW

282

300 350 400

Abbildung 21: UV-Spektrum von Peak WW
nach enzymatischer Hydrolyse
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2.4  Diskussion

2.4.1 Catechine

Das Vorhandensein von Verbindungen wie Procyanidin B3, Procyanidin B1, Catechin,
Procyanidin B2, Epicatechin im Weinkallus der Sorten ,Nero“ und ,Regent* stimmt mit den
Angaben von FEUCHT et al. (1996) und SGARBI et al. (2003) Uberein, die beim Weinkallus von
,Riesling“ und ,Dornfelder” beziehungsweise ,Lambrusco” identische Flavanole identifiziert
haben. Die zusatzlich in den Blattern vorkommenden Verbindungen B4, B7 und C1 waren
auch bei diesen Untersuchungen nicht im Kallus zu finden. Neben den oben genannten
Verbindungen wurde wie in den Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen von DECENDIT und
MERILLON (1996), WAFFO-TEGUO et al. (1996a, b, 2000), KRISA et al. (1999), VITRAC et al.
(2001b) und DECENDIT et al. (2002), sowie bei den Kalluskulturen von FEUCHT et al. (1996,
1998) auch in dieser Versuchsreihe Epicatechin-3-O-Gallat identifiziert. Das Gallo-Derivat
der Flavan-3-ole, Epicatechin-[43-8]-Epicatechin-3-O-Gallat, wie es DECENDIT et al. (2002) in
Zellkulturen identifizierten, wurde hingegen nicht gefunden.

2.4.2 Hydroxyzimtsauren

Die Synthese von phenolischen Sauren ist im Weinkallus gegeniber dem Blatt- und
Fruchtgewebe sehr eingeschrankt. Protocatechus- (Peak C) und Vanillinsaure (Peak M)
kommen in den hier untersuchten Kulturlinien nur in geringem MaBe vor. Ein
Gallussaurederivat ist der Hauptvertreter der einfachen phenolischen Sauren und kommt in
groBer Menge vor. Veresterungen von Weinsaure mit p-Cumar- oder Kaffeesaure, wie sie in
Weinblattern (RAPP und ZIEGLER 1973; BACHMANN 1978) und Frichten (BARANOWSKI und
NAGEL 1981; GOETZ et al. 1999; REVILLA et al. 2000) vornehmlich zu finden sind, wurden in
beiden Weinkallussorten nicht identifiziert.

Auch SGARBI et al. (2003) fanden in Zellkulturlinien von Vitis vinifera ,Lambrusco salamino®
p-Cumar-, Kaffee- und Ferulasdure nur in unveresterter Form.

Die Substanz Peak L weist ein UV-Spektrum auf, das dem von p-Cumarsaure nahe kommt,
doch kann das UV-Maximum von 312 nm, ahnlich wie im Apfelblatt (ROMMELT 2001), eher
einer p-Cumaroylglucose zugeordnet werden. VITRAC et al. (2001a) identifizierten in
Rotweinen ein trans-p-Cumaroyl 6”-Glucosid, welches nach SHIMOMURA (1988) in Prunus
buergeriana gefunden wurde.

Das Aglykon der p-Cumarsdure wird nach einer Retentionszeit von 61.8 Minuten detektiert.
Bei der gleichen Retentionszeit wird auch Peak T detektiert, dessen UV-Spektrum aber eher
dem eines trans-Resveratrol-Derivates entspricht (302, 310 nm Absorbtionsmaximum).
Somit kann man das Vorkommen von ungebundener p-Cumarsaure in dieser Versuchsreihe
ausschlieBen. Auch Kaffee-, Ferula- und Syringasaure sowie Tyrosol konnten nicht in

ungebundener Form gefunden werden.
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2.4.3 Anthocyane

Wie schon HIRASUNA et al. (1991), DECENDIT et al. (1996), LARRONDE et al. (1998) und
VITRAC et al. (1999) beschrieben haben, werden die farbgebenden Anthocyandine auch in
Zellsuspensionskulturen von Vitis vinifera und somit auch im Kallus synthetisiert. Dabei
weisen aber nur einzelne Zellen im Kallusklumpen starke Rotfarbungen auf, alle anderen
erscheinen weiB. Durch diesen starken Verdinnungseffekt ergibt sich in der hier
dargestellten Untersuchungsreihe nur ein geringer Anthocyanidin-Gehalt im Extrakt. Nach
HIRASUNA et al. (1991) lassen sich die Anthocyanidin-Gehalte in den Zellen durch
Modifikation der Medien erhdéhen. Die Identifikation dieser Pigmente war nicht Gegenstand
dieser Untersuchungsreihe. Es ist jedoch anzunehmen, dass die zwei vorkommenden
Anthocyane, Peak BB und Peak Il, Cyanidin-3-Glucosid, Peonidin-3-Glucosid oder Malvidin-
3-Glucosid zugeordnet werden kdénnen, wie es DECENDIT et al. (1996) in Zellkulturen der
Weinsorte ,Gamay Freaux“ var. Teinturier gelang.

2.4.4 Stilbene

2.4.4.1 Monomere Resveratrol-Derivate

Trans-Resveratrol wurde im Wein erstmals von SIEMANN und CREASY (1992) isoliert. Dass
Kalluskulturen und daraus resultierende Zellsuspensionskulturen Resveratrol-Derivate
akkumulieren kdnnen, zeigten WAFFO-TEGUO et al. (1996a, b) und VITRAC et al. (1999,
2001b), die trans-Resveratrol, trans-Piceid und cis-Piceid nachwiesen. Diese Ergebnisse
stitzen die Identifikation von Peak Z als cis-Piceid, Peak EE als trans-Piceid und Peak FF
als trans-Resveratrol bei den Kalluskulturen ,Nero“ und ,Regent®.

Trans- und cis-Piceid sind bei den untersuchten Kallusisolaten wie auch in den Zellkulturen
von DECENDIT et al. (1996) und WAFFO-TEGUO (1996b) die dominanten Stilbene. Dabei
scheint das Piceid das einzige Stilben zu sein, das unter natirlichen Bedingungen in der cis-
Konfiguration vorkommt. Die cis-Konfigurationen der anderen Stilbene werden nach ADRIAN
et al. (2000b) ausschlieBlich bei Extraktion unter Lichteinfluss induziert und beruhen somit
auf Fehler in den Arbeitstechniken bei der Extraktion. LANGCAKE und PRYCE (1976)
beschrieben die hohe Empfindlichkeit von Resveratrol gegen Licht und Luft beim
Extraktionsvorgang und zeigten eine Ausschaltung von Oxidationsprozessen durch
Aufkonzentration der Extrakte unter Stickstoff. Dabei fihrten Einengungen unter Vakuum zur
Bildung einer Vielzahl neuer Verbindungen. Diese Beobachtungen konnten in der hier
dargestellten Untersuchungsreihe nicht bestatigt werden. Ein Aufkonzentrieren der Extrakte
im Rotationsverdampfer flhrte nur zur Bildung einer vernachldssigbaren Menge neuer

Substanzen.
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2.4.4.2 Oligomere Resveratrol-Derivate

Die Verbindungen O, P, DD und DD1 weisen UV-Spekiren auf, die denen der Flavanole
ahnlich sind, bilden aber mit DMAZA keine Komplexe, die bei der Nachs&ulenderivatisierung
bei 640 nm detektiert werden konnten. Dass aber eine chemische Reaktion zwischen den
Verbindungen und dem DMAZA statt findet, zeigt eine Grinféarbung von Peak O durch
Besprihen mit DMAZA und eine Blaufarbung der Substanzen P, DD und DD1 nach gleicher
Behandlung bei der dinnschichtchromatographischen Untersuchung. Wahrend sowohl
monomere als auch oligomere Flavanole konstitutiv im Weinkallus vorkommen und nur
maBig durch eine Hefebehandlung induziert werden, kommen die oben genannten
Verbindung nur in geringem MaB konstitutiv vor und erfahren nach einer Elicitation eine
starke Akkumulation.

Betrachtet man nun die UV-Spektren dieser vier Verbindungen genauer, stellt man
geringfiigige Abweichungen im Vergleich zum Catechin fest (Abbildung 22 A). Das
Absorbtionsmaximum der Verbindungen DD und DD1 verzbgert sich im Vergleich zum
Catechin und der Spektrumverlauf ist etwas breiter, was zum spateren Absinken der
Absorbtionsfahigkeit fihrt.

Die UV-Spektren von Peak O und P sind nahezu identisch mit einem Absorbtionsmaximum
von 276 nm respektive 278 nm bei Peak P. Die Spektrenverlaufe beider Verbindungen
stimmen mit dem von Pallidol Gberein (Abbildung 22 C). Eine leichte Abweichung liegt in
dem etwas spitzeren Verlauf im Bereich des Absorbtionsmaximums bei Peak O und P vor.
Das unregelméaBige Auslaufen des Spektrums von Peak O ist auf Verunreinigungen und
einer geringeren Konzentration in dieser Fraktion zurlckzufthren.

Es ist nicht unwahrscheinlich, dass Pallidol-Derivate in Weinkalluskulturen vorkommen.
LANGCAKE and PRYCE (1977a) sowie JEANDET et al. (1997a) isolierten zwei dimere
Resveratrol-Derivate, Pallidol 3-O-glucosid und Pallidol-3,3“-O-Diglucosid, aus mit Botrytis
cinerea infizierten Weinblattern. Pallidol wurde auch schon bei Vitis vinifera-
Zellsuspensionskulturen isoliert (WAFFO-TEGUO et al. 2000).

Da DELAUNAY et al. (2002) aus Weinstangeln der Sorte ,Merlot“ neben anderen Resveratrol-
Derivaten auch Pallidol isolierten und die hier verwendeten Weinkalluskulturen aus
Internodienscheibchen von Weinstangeln gewonnen wurden, liegt die Vermutung nahe, dass
auch die Weinkalluskultur befahigt ist, Pallidol-Derivate zu synthetisieren.

Neben den monomeren- und dimeren-Resveratrol-Derivaten wurden noch eine Vielzahl
oligomere Resveratrol-Derivate flir Vitis vinifera beschrieben, die auch im Weinkallus
synthetisiert werden kdnnten. Nach LANDRAULT (2002) kommen Viniferine nur in
Rotweinsorten vor. Zwei dieser Verbindungen wurden schon gut charakterisiert: €-Viniferin,

ein Resveratrol-Dehydrodimer, und a-Viniferin, ein cyclisches Resveratrol-Dehydrotrimer.
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Abbildung 22: UV-Spektren methanolischer Extrakte von Peak DD verglichen mit A:
Catechin (Standard) und B: Pallido! (Spektrum (bernommen von LANDRAULT et al. 2002 )

und C: Peak O verglichen mit Pallidol
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Das Vorkommen von B-Viniferin, einem cyclischen Resveratrol-Tetramer, und y-Viniferin,
einem Oligomer mit h6herem Molekulargewicht, wurde bisher nur von LANGCAKE und PRYCE
(1977b) beschrieben. §-Viniferin ist ein Isomer von e-Viniferin. Es wird berichtet, dass diese
Verbindung in vitro durch eine oxidative Dimerisation aus Resveratrol induziert die durch
Pflanzenperoxidase oder pilzliche Laccase induziert wird (PEzZET et al. 2003). Unter
Verwendung von Meerrettich-Peroxidase (LANGCAKE und PRYCE 1977c) wird Resveratrol in
ein Dehydrodimer, analog zum e-Viniferin, umgewandelt, das sich aber in der
Oxidationsbindung unterscheidet, da eine Hydroxyphenylgruppe an der 4 -Position beteiligt
ist. Die Oxidation der 4-Hydroxystilbene wurde ausfihrlich von CALDERON et al. (1990, 1992)
und MORALES et al. (1997) untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die Oxidation von
Resveratrol im Wein durch drei Peroxidase-Enzyme, A1 und B3 (befinden sich in der
Zellwand und im zellfreien Raum) sowie B5 (befindet sich in der Vakuole), kontrolliert wird.
Diese Enzyme sind allem Anschein nach sowohl an der konstitutiven als auch an der
induzierbaren Abwehr von Pilzen beteiligt. Untersuchungen bezlglich der Verédnderungen
der Stilbenkonzentrationen in Weinblattern als Reaktion auf UV-C Bestrahlung haben
gezeigt, dass die Kinetik der Resveratrol- und der e-Viniferin-Bildung sehr &hnlich sind.
Vergleicht man in Abbildung 23 den Verlauf des UV-Spekirums einer methanolischen trans-
d-Viniferin-Fraktion (PEzZET et al. 2003) mit dem von Peak RR, so kann man deutliche
Parallelen, aber auch Unterschiede entdecken. Letztere sind, im Gegensatz zum
Absorbtionsmaximum von 327 nm und einer vorgelagerten Schulter bei 311 nm (PEZET et al.
2003a), bei Peak RR ein UV-Maximum bei 320 nm und eine nicht vorhandene Schulter.
Zwar wirde das bei Trans-a-Viniferin beobachtete Maximum bei 320 nm (LANDRAULT et al.
2002) dem von Peak RR entsprechen, doch hat das Viniferin bei 300 nm eine Schulter
vorgelagert, die Peak RR fehlt. Aufgrund der guten Ubereinstimmung im Spektrenverlauf
kann Peak RR den Viniferinen zugeordnet werde.

Peak TT weist ein Spektrum auf, dessen zweites Absorbtionsmaximum dem von trans-o-
Viniferin entspricht, jedoch &hnelt das vordere Maximum eher cis-Viniferin. Da die trans- und
cis-lsomere von oligomeren Resveratrol-Derivaten haufig dicht nebeneinander liegen, kdnnte
es sich um eine Uberlagerung von trans- und cis-Viniferinen handeln. Auch das Vorkommen
von verschiedenen a-Viniferinen ware nicht verwunderlich. So berichteten CANTOS et al.
(2002) von einem Extrakt mit vier a-Viniferin und zwei e-Viniferin ahnlichen Verbindungen,

die sich in ihren Retentionszeit nur geringfligig unterschieden.
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Abbildung 23: UV-Spektren methanolischer Extrakte von Peak RR verglichen mit trans-o6-
Viniferin (Spektrum tibernommen von PEZET et al. 2003)
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Abbildung 24: UV-Spektren methanolischer Extrakte von Peak WW verglichen mit trans-o-
Viniferin (Spektrum tibernommen von PEZET et al. 2003)

Der sehr runde Spektrenverlauf von Peak VV und WW ist ungewéhnlich und kann nicht
eindeutig einer Stoffgruppe zugeordnet werden. Gegen ein Pterostilben spricht die
beobachtete hohe Konzentration. Nach (LANGCAKE et al. 1978) kommen Pterostilbene in mit
Botrytis cinerea befallenen Blattern von Vitis vinifera nur in geringen Konzentrationen vor.
Ferner sind Pterostilbene 3,5-dimethoxy-4’-hydroxy Stilbene, die in gesunden Pflanzen gar
nicht vorkommen, durch pflanzliche Pathogene induzierbar (LANGCAKE et al. 1978, 1981;
PEZET et al. 1989). Da mechanische Verletzungen keine Pterostilben-Synthese in Gang
setzten, kann man von einer spezifischen Abwehrreaktion der Wirtspflanze sprechen.

Im Gegensatz zu Resveratrol und Viniferin, die sich sehr gut durch UV-Bestrahlung
induzieren lassen, ist die Induktionsrate des Pterostilbens durch UV-Bestrahlung eher gering.
Waéhrend eine Infektion des Blattes mit Plasmopara vitricola eine Akkumulation dieses
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Phytoalexins, das eine h6here fungizide Aktivitédt aufweist als das Viniferin, innerhalb von vier
Tagen induziert (LANGCAKE et al. 1978, 1979), kann Pterostilben nach einer Botrytis-Infektion
weder im Infektionsbereich selbst noch in seinem Umkreis festgestellt werden. Resveratrol
und Viniferin hingegen akkumulieren deutlich. Im Stoffwechsel verlauft die Synthese von
Pterostilben also unabhangig von der Viniferin-Synthese, die ihrerseits automatisch an das
Vorhandensein von Resveratrol geknlpft ist (LANGCAKE et al. 1979). Folgt man der
Annahme, dass die Synthese von Pterostilben so spezifisch ist, dass sich ihre
Induktionsféhigkeit sogar bei verschiedenen Pathogenen unterscheidet, ist es in Kombination
mit einem fUr Pterostilben uniblich hohen Gehalt, wie bei Peak WW beobachtet, sehr
unwahrscheinlich, dass es sich nicht um ein Pterostilben handelt.

Piceatannol wurde nach DELAUNAY et al. (2002) in Samen und Frlchten von Vitis vinifera
(CANTOS et al. 2002, 2003) induziert. Im Weinkallus dieser Versuchsreihe konnte die
Verbindung im Vergleich mit einem vorhandenen Standard nicht als Aglykon nachgewiesen
werden.

In Abbildung 25 wurden Daten aus der Literatur mit vergleichbaren HPLC-Gradienten und
den daraus resultierenden Retentionsreihenfolgen verschiedener Resveratrolderivate
zusammengefasst und mit der Retentionsreihenfolge dieser Versuchsreihen verglichen.
Dabei sind die Pallidol-ahnlichen Verbindungen griin, die trans-Resveratrol-Derivate rot und
cis-Resveratrol-Derivate gelb gekennzeichnet. Die gelb/rot markierten Verbindungen stellen
cis/trans-Gemische dar. Die blau gekennzeichneten Peaks stehen fir die auffallig runden
UV-Spektren, die hier mit den Viniferinen beziehungsweise den Pterostilbenen in Verbindung
gebracht wurden. Die nicht farbig markierten Dreiecke auf der rechten Seite stellen
Verbindungen dar, die in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen nicht
vorhanden oder nicht eindeutig zuzuordnen waren.

Die Auswertung zahlreicher Chromatogramme legt nahe, dass auch Peak KK aus der
Uberlagerung zweier Verbindungen besteht, bei denen es sich um Viniferine handeln kénnte.
Das hintere Maximum kénnte mit 320 nm ein o-Viniferin, das vordere eine cis-Variante
darstellen. Zur genauere Identifikationen, muissten mit den aufgereinigten Fraktionen
massenspektroskopischen Untersuchungen, wie bei einer Vielzahl verbffentlichter
Untersuchungen bereits geschehen, durchgefiihrt werden. In der Mehrzahl der
Ver6ffentlichungen, die sich mit Inhaltstoffanalysen von Vitis vinifera beschaftigen, werden
Untersuchungsmethoden wie Hochdruckflissigkeitschromatographie, UVv- und
Massenspektroskopie parallel durchgefiihrt, um die chemische Struktur von Verbindungen

exakter bestimmen zu kdnnen.
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Abbildung 25: Vergleich von Resveratrol-derivat-Abfolgen aus der Literatur und den

identifizierten Verbindungen
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Anhand aller zusammengeflhrten Daten ergaben sich in Tabelle 9 Zuordnungen von
Resveratrol-Derivaten im Weinkallus der Sorten ,Nero“ und ,Regent®, die bezlglich ihrer
Induzierbarkeit weiter untersucht wurden.

Ein gutes Indiz fir das Vorkommen von Resveratrol-Derivaten sind die
Untersuchungsergebnisse von Frau Judith Pfeifer am Lehrstuhl fir Zierpflanzenbau der
TU-Minchen-Weihenstephan (Prof. Dr. Forkmann). Innerhalb einer Versuchsreihe konnte
hier die signifikante Induktion der Stilbensynthase-Aktivitat im Weinkallus der Sorte ,Nero*
nachgewiesen werden (Pfeiffer, pers. Mitt.). Die quantitativen Untersuchungen der mRNA-
Transkription anhand von Nothern blots stehen allerdings noch aus.
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Stilbene

Pallidol-Derivat
Pallidol-derivat
trans-Piceid

Piceatannol

Pallidol-Derivat
cis-Piceid

trans-
Resveratrol

cis-Resveratrol

trans-Astringin
(3'-OH-trans-
Piceid)
Trans-a-
Viniferin +
Cis-Viniferin
cis-Resveratrol-
Derivat
cis-Viniferin +
trans-a-Viniferin
trans-a-Viniferin
cis-Viniferin +
trans-a-Viniferin
trans-d-Viniferin
trans-d-Viniferin

Chemische
Bezeichnung

trans-3,5,4'-
trihydroxystilben-
3-0O-B-D-
Glucosid

cis-3,5,4'-
trihydroxystilben-
3-0-B-D-
Glucosid

Trans-3,5,4'-
trihydroxystilben

cis-3,5,4'-
trihydroxystilben

Aus der Literatur

UV (MeOH)
A max [Nnm]

278
278
307,8

320, 300 sh

278
285

282
305,

304, 314
285

282
306 sh, 326 nm

320 sh 300

285,5 nm
282 nm

285 nm
320 sh 300

320 sh 300

285 nm
320 sh 300

311, 327 nm
311,327 nm

Literatur

LANDRAULT et al. 2002
LANDRAULT et al. 2002

JEANDET et al. 1997a, CANTOS et al. 2002,
WAFFO-TEGUO 1996b, GOLDBERG et al. 1995,
Jeandet 1994, SIEMANN und CREASY 1992,
PEZET et al. 1994, LIMA et al. 1999, DECENDIT et
al. 1996b , WAFFO-TEGUO 1996b

Standard

LANDRAULT et al. 2002
JEANDET et al. 1997a, ZOUBENKO et al. 1997,

GOLDBERG et al. 1995, Jeandet 1994, LIMA et al.

1999a, VITRAC et al. 2001a, PEZET et al. 1994
DECENDIT et al. 1996b, WAFFO-TEGUO 1996b
Standard

DOMINGUEZ et al. 2001, EDWARDS 1991

Standard

DOMINGUEZ et al. 2001, JEANDET et al. 1997a,
VITRAC et al. 2001a,
eigener Standard

WAFFO-TEGUO et al. 1996a

Standard
LANDRAULT et al. 2002,

JEANDET et al. 1997a
JEANDET et al. 1997a

JEANDET et al. 1997a,
LANDRAULT et al. 2002

LANDRAULT et al. 2002

JEANDET et al. 1997a,
LANDRAULT et al. 2002

PEZET et al. 2003b
PEZET et al. 2003b

Peak

(o]

nicht vorhanden

DD/DD1
EE

FF

Aus den Versuchen

UV (MeOH)
A max [NM]

276
276
304, 314

280
282

304, 314

wenig vorhanden

nicht vorhanden

KK

00

QQ

RR
TT

vV
Ww

320 sh 302

286
282

284,
318

320, 300 sh

284,
320

308
308

Retentionszeit
[min]

39
42
101

120
124

136

150

156
163

166
169

174
175
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3 Induktion des Phenylpropanoidstoffwechels durch Elicitation

3.1. Literaturiibersicht

3.1.1 Resistenzmechanismen

Um in Okologischen Lebensgemeinschaften ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen
Pflanzen und Tieren und auch Mikroorganismen wie Bakterien, Pilzen und Hefen aufrecht zu
erhalten, fiilhren neue Befallsstrategien der Pathogene zu neuen Abwehrmechanismen der
Wirte, was wiederum neue Strategien auf Seiten der Mikroorganismen induziert. Dabei ist
eine schnelle Reaktion der Pflanze auf den Angriff durch das Pathogen von existenzieller
Bedeutung. (BENHAMOU und NICOLE 1999).

Die Erkennungsmechanismen bei einem Kontakt zwischen Pathogen und Wirtspflanze
finden auf beiden Seiten statt. NachgewiesenermafBen werden, sobald die Pflanze erkannt
wird, im Pathogen wichtige Gene fir die Infektion induziert. Die exakte Erforschung der
Erkennungsmechanismen in Pathogenen steht allerdings noch am Anfang (SCHWEIZER und
METRAUX 1996). Dass Pflanzen je nach Gattung, Art oder sogar Sorte nur von ganz
bestimmten pathogenen Mikroorganismen befallen werden, liegt sowohl an den spezifischen
Erkennungsmechanismen des Pathogens als auch an den fir die Pflanze verfligbaren
Abwehrreaktionen. So kann das Resistenzpotential einer Pflanzenart bzw. Sorte immer nur
auf einen bestimmten Erreger oder eine Erregergruppe bezogen werden. Das
Resistenzpotential einer Pflanze kann nicht nur bezlglich der Pathogenart, sondern sogar
bezlglich der physiologischen Rasse des Mikroorganismus variieren. Genetisch
determinierte Resistenzen werden als Basisresistenz bezeichnet. Nur wenigen Pathogenen
gelingt es, diese Resistenz zu durchbrechen und die Wirtspflanze zu infizieren.

Aufgrund ihres Reaktionsmusters lassen sich lokal erworbene und systemisch induzierte
Resistenz voneinander unterscheiden (ROSs 1961). Sowohl bei der lokalen als auch bei der
systemisch induzierten Resistenz werden allgemeine Abwehrmechanismen im
Pflanzengewebe aktiviert. Dabei bestimmen sowohl die individuelle Synthesegeschwindigkeit
als auch die Endkonzentration an konstitutiven und neu synthetisierten Abwehrverbindungen
den Wirkungsgrad der Abwehr und somit auch die Resistenz.

Um neben den verschiedensten Erreger zu bestehen, haben Pflanzen sehr unterschiedliche
Abwehrstrategien entwickelt. Durch die Aktivierung von biosynthetischen Reaktionen stehen
der Pflanze Abwehrmechanismen, wie die der Verstarkung von Kutikula und
Zellwandstrukturen, die Akkumulation von Pathogen-abhangigen PR-Proteinen und
Schlisselenzymen des gesamten Phenylpropanoidstoffwechsels bis hin zum Zelltod, wie bei
der hypersensitiven Reaktion zu beobachten, zur Verfigung.
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3.1.2 Phenylpropanoide als potentielle Abwehrstoffe

Eine der am besten untersuchten Reaktionen ist die Aktivierung des
Phenylpropanoidstoffwechsels, insbesondere die Induktion und Akkumulation von
Phytoalexinen (WINK und LEHMANN 1996; HARBORNE, 1999). Diese antimikrobiellen
Verbindungen mit kleiner Molekilmasse kénnen in der Umgebung um eine Infektionsstelle
entweder neu synthetisiert werden (Phytoalexine) oder konstitutive Verbindung werden
akkumuliert.

3.1.3 Elicitoren des Phenylpropanoidstoffwechsels

Die Induktion der verschiedenen Abwehrreaktionen kann durch exogene Faktoren wie
Trockenstress, Pflanzenschutzmittel, UV-Strahlung, Alkalinitdt, osmotischer Druck,
Schwermetallionen, zahlreiche chemisch definierte Substanzen oder freie Radikale
{abiotische Elicitoren} oder auch durch InsektenfraB und Pilz- oder Bakterieninfektionen,
Kontakt mit nicht pathogenen Mikroorganismen (Epiphyten und Endophyten), Pilzsporen,
Hyphenfragmenten, Stoffwechselprodukten von Mikroorganismen {biotische Elicitoren}
ausgeldst werden (CONSTABEL und EILERT 1986; STANGE 1992, KLOEPPER et al. 19983;
LEMANCEAU und ALABOUVETTE 1993; WEI et al. 1994; FRIEDRICH et al.1996; GORLACH et al.
1996; LAWTON et al. 1996; BENHAMOU und BELANGER 1998). Aber auch pflanzeneigene
Verbindungen (endogene Faktoren) kdnnen durch mechanische Verletzungen oder
enzymatische Aufspaltungen durch Pathogene freigesetzt werden und an Rezeptoren von
benachbarten Pflanzenzellen ein Signal auslésen, welches dann Abwehrreaktionen induziert
(DIXON et al. 1994; NURNBERGER 1999).

Man kann spezifische und unspezifische Elicitoren unterscheiden. Unspezifische Elicitoren
induzieren Abwehrreaktionen bei allen Arten und Sorten einer Pflanzengattung, manchmal
sogar bei Nichtwirtspflanzen. Spezifische Elicitoren l6sen Abwehrreaktionen bei
inkompatiblen Arten oder Sorten der Wirtspflanzengattung aus, jedoch keine oder nur
schwache bei kompatiblen Arten (OKU 1994).

3.1.3.1 Exogene Elicitoren

In dieser Untersuchung stehen exogene Elicitoren im Mittelpunkt, bei denen es anhand von
vielféltigen Untersuchungen um pathogeneigene Oberflachenmolekiile, zellwandlytische
Enzyme (HAHN et al. 1989; RIDE 1992) oder niedermolekulare Abbauprodukte der aus den
Pilzzellwanden stammenden B-Glucane oder Chitosan handelt, die durch pflanzliche
Enzyme freigesetzt werden (PRELL 1996). Einige chemische Strukturen dieser Verbindungen
mit Elicitor-Wirkung sind in Tabelle 10 aufgeflhrt.
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Tabelle 9: chemische Strukturen von exogenen Elicitoren

Elicitor Literatur

Oligosaccharide DIXON et al. 1983; SHARP et al. 1984; YOSHIKAWA et al. 1993
Polysaccharide DIXON et al. 1983; SHARP et al. 1984

Polypeptide DE WIT und SPIKEMAN 1982; GROSSKOPF et al. 1991
Proteine GROSSKOPF et al. 1991

Glycoproteine DE WIT und SPIKEMAN 1982; GROSSKOPF et al. 1991
Fettsauren / Derivate BOSTOCK et al. 1982; PREISIG and KLUC 1985

Protein-Lipid-Zucker-Komplexe | CONSTABEL und EILERT 1986; PAXTON 1991; Stange 1992;

Oku 1994
niedermolekulare CONSTABEL und EILERT 1986; PAXTON 1991; STANGE 1992;
Verbindungen wie OKu 1994
Chitosan
Ethylen RIDE 1992
Abscisinsaure (ABA) RIDE 1992
Salicylsaure YALPANI et al. 1991; RIDE 1992
Jasmonsaure CREELMAN et al. 1992

3.1.3.2 Elicitorerkennung

Die spezifische Erkennung von Elicitoren durch die Wirtszellen erfolgt nach einer Hypothese
von OKU 1994 durch Rezeptoren in der pflanzlichen Zellmembran, die biochemisch von
Proteinen oder Glycoproteinen verkérpert werden. Diese Hypothese wird durch die
Entdeckung eines Rezeptors in Sojabohnen (YOSHIKAWA et al. 1993) und einer ,single-class®
Bindungsstelle in Petersilienprotoplasten mit einer hohen Affinitdt zu einem Oligopeptid-
Elicitor (NURNBERGER et al. 1994) unterstrichen.

Hat die Pflanze den Elicitor erkannt, ist eine intrazelluldre Signalweiterleitung von dem
Rezeptor zum Zellkern notwendig, um Abwehrreaktionen einzuleiten (GUO et al. 1997). Je
nach Elicitor werden verschiedene Signalsubstanzen und SignalUbertragungswege sowohl
fir die Aktivierung der betroffenen Zellen als auch fir die Induktion und Koordination der
systemischen Induktion von Abwehrreaktionen diskutiert. Tabelle 11 listet Substanzen auf,

die nach einer Elicitation an der Signaltbertragung beteiligt sind.
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Tabelle 10: Substanzen, die nach einer Elicitation an einer Signallibertragung beteiligt sind

An der Signallibertragung zum Zellkern Literatur
beteiligte Substanzen

H202 APOSTOL et al. 1989a, GUO et al. 1997
Phospholipasen LOCK und PRICE 1994
H+/K+-Austausch, LOCK und PRICE 1994

Ca2+-Influx LOCK und PRICE 1994

Proteinkinasen und Phosphatasen ALAN und HEPPLER 1988

(verbunden mit Calcium-Mobilisierung),

Calmodulin ALAN und HEPPLER 1988

Polyamine VIDHYASEKRAN 1997

Annexine BOUSTED et al. 1989

An der systemischen Aktivierung
beteiligte Substanzen

Jasmonat STASWICK 1995; THALER et al. 1999

Salicylsaure KLESSIG und MALAMY 1994; RASKIN 1995;
CONRATH et al. 1996: THALER et al. 1999

Oligogalacturonide VIDHYASEKARAN 1997

Fettsduren VIDHYASEKARAN 1997

Absisinsaure PENA-CORTES et al. 1989

Ethylen ESQUERRE-TUGAYE et al. 1993

3.1.3.3 Reaktionen von Pflanzen auf eine Elicitation

Eine Vielzahl an Untersuchungen Uber Reaktionen von Pflanzenzellen auf einen Elicitor
zeigen ein vielfaltiges Zusammenspiel an zeitlich und rdumlich regulierten Reaktionen.
Einige vielfach untersuchte Reaktionen von Pflanzen auf eine Elicitation oder
Pathogenangriff sind in Tabelle 12 aufgelistet. Obwohl die Resistenzreaktionen in der Regel
unspezifisch sind, kénnen gleiche Abwehrreaktionen einer Wirtspflanze aufgrund
unterschiedlicher Elicitoren verschiedene Abwehrmechanismen zugrunde liegen (RIDE
1992).

Dass sich die Strategien der Pathogene und die der Pflanzen gegen die Pathogene im Laufe
der Evolution aufeinander abgestimmt haben, legt Abbildung 26 nahe.
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Tabelle 11: pflanzliche Reaktionsmechanismen auf Elicitation

Wie reagieren Pflanzenzellen auf Literatur
Elicitation

Physiologische Zellveranderungen

Elektrolytischer Verlust REPKA 2001

Ansauerung des Cytoplasmas

MATHIEU et al. 1994

H202-Akkumulation

Guo 1998; Apostol et al. 1989a; Becker
2000; Repka 2001

sinkender pH-Wert im Cytosol Roos 1998
=> K+-Efflux

steigender pH-Wert in der Vakuole RoOs 1998
Membran .Depolarisation REPKA 2001
Zelltod RON 2000

Enzymeaktivierung

MENKE 1999b

Induktion der PAL

SCHMIDT 1999

Proteinase-Inhibitoren,

B-1,3-Glukanasen,

BusAM et al. 1997; FAJARDO 1998; REPKA
2001

Chitinasen, BusaAM et al. 1997; FAUARDO 1998; BECKER
2000; REPKA 2001
Peroxidasen FAJARDO 1998

Endoproteinasen

Akkumulation von phenolischen
Verbindungen

BECKMANN et al. 1974; HWANG 1983;
TREUTTER und FEUCHT 1990

Hydroxyzimtsduren KoLB 2003
Phytoalexinbildung CONRAD 2000a; REPKA 2001
Benzophenanthridin A. Roos 1998

Terpenoid-Indol A.

MENKE 1999a

Kartoffel: Rishitin, Lubimin; Soja: Glyceollin;
Petersilie: Furanocumarin

CONRAD 2000a, b

Proteine

Akkumulation an l6slichen Proteinen

FAJARDO 1998

Protein Phosphorilierung / REPKA 2001
Dephosphorilierung
Bildung von ,pathogenrelated*- REPKA 2001

Proteinen (PR-Proteine)

Verstarkte Signalstoff-Biosynthese

Jasmonsaure.

MENKE 1999a; REPKA 2001

Salicylsaure

REPKA 2001

Ethylen

Roos 2000; REPKA 2001
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Xylanasen

Arabinasen
Pathogen

Pektinolytische

Pectinasen Cellulasen

8en
ndopolygalacturonase

Polygalacturonase
bildet Komplexe hemmendeProteine
setzt um ¥ (PGIPs)

‘ (Cervoneet al. 1989)

// /'Y

- : Mono-, Di- und
Oligogalacturonide mmmp>| Trigalacturonséure
Polygalacturonsaure (Englishet al. 1972)

-
7
~ <
Aus Zellwand herausgel6st
Elicitor

}

Abwehrreaktionen

Abbildung 26: Wechselwirkungen einiger von Pathogenen ausgeschiedener Enzyme, deren
Wirkung auf die Pflanzenzelle und die daraus resultierenden Wechselreaktionen zwischen
beiden

Pathogene Pilze scheiden zellwandauflésende Enzyme aus, die auch das Herauslésen von
Oligogalacturoniden verursacht. Diese wiederum werden von benachbarten Zellen als
Elicitor empfunden und setzten so eine Reihe von Abwehrreaktionen in Gang, die gegen das
Pathogen gerichtet sind. Durch Freisetzen von Galacturonasen seitens des Pilzes werden
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die Oligogalacturoniden in Galacturonsauren (ENGLISH et al. 1972) metabolisiert und wirken
dadurch der Funktion als Elicitor entgegen. Als Antwort darauf, setzt die Pflanze
Polygalacturonase-hemmende Enzyme (PGIP) frei (CERVONE et al. 1989), die ihrerseits
durch eine Komplexbildung mit den Galacturonasen der Metabolisierung von
Oligogalacturoniden in Galacturonsduren entgegenwirkt. Die beobachteten Aktionen und
Reaktionen zeigen, wie sich sowohl die pathogenen Pilze als auch die Wirtspflanzen auf die
immer neu entwickelten Strategien des anderen eingestellt und GegenmaBnahmen
entwickelt haben.

3.1.3.4 Akkumulation von Phenolen als Abwehrreaktion

Die in héheren Pflanzen vorkommenden Flavonoide dienen zum einen dem UV-Schutz der
Pflanze (SCHMELZER et al. 1988), zum anderen sind sie direkt oder indirekt an Interaktionen
zwischen Pflanzen und Pathogenen beteiligt. Phenolische Verbindungen sind entweder
konstitutiv in der Pflanze vorhanden und kénnen nach einer Infektion akkumulieren
(TREUTTER und FEUCHT 1990) oder werden, ausgelést durch Stressreaktionen, neu
synthetisiert. Phenolische Substanzen kdnnen aber auch als Reaktion auf einen
Pathogenbefall in die Zellwand eingelagert werden (BECKMANN et al. 1974). Ein hoher
Tanningehalt ist haufig mit einer allgemein hdéheren Widerstandsfahigkeit gegeniber
Mikroorganismen gekoppelt (HWANG 1983; ZHANG et al. 1990). In Tabelle 12 (Seite44) sind
phenolische Verbindungen zusammengefasst, die nach Elicitation oder Pathogenbefall in

gréBeren Mengen oder neu von den Pflanzen synthetisiert werden.

Phenolische Verbindungen wurden auch in den folgenden Untersuchungen mit
Resistenzmechanismen in Zusammenhang gebracht. So stellten BARNES und WILLIAMS
(1961), HoLowcCzAK et al. (1962) und RAA (1968) nach einer Venturia inaequalis-Infektion bei
Apfelblattern eine Phloridzin-Induktion um die Infektionsstellen fest, die bei resistenteren
Sorten starker akkumulierte. Auch ALT und SCHMIEDLE (1980) brachten sowohl Phloretin als
auch Phloridzin mit Abwehr gegen Phytophtora cactorum in Verbindung. Vertreter der
Flavan-3-ole, wie das Catechin, korrelieren im Gehalt mit der Resistenz gegen Verturia
inaequalis bei Apfelblattern und Frichten (HASLAM 1989; TREUTTER und FEUCHT 1990;
SCALBERT 1991; TREUTTER 1991; SIEROTZKI und GESSLER 1993; FEUCHT et al. 1994; MAYER
1995; PICINELLI et al. 1995). Eine Akkumulation von Catechinen und Proanthocyanidinen
wurde vielfach als Reaktion der Pflanze auf das Einwirken abiotischer Stressoren, wie
mechanische Verletzungen, Luftverschmutzung oder Trockenstress, beobachtet (HAMACHER
und GIERSIEPEN 1989; FEUCHT et al. 1985). Auch biotische Stressfaktoren, wie Infektionen
durch Mikroorganismen oder Insektenfra3 (SCHULZ und BALDWIN 1982; WAAGE et al. 1984;
FEUCHT et al. 1992) induzieren vielfach die Flavanol-Synthese.
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Einige Phenylpropanoid-Abkdmmlinge werden Phytoalexine genannt und sind antimikrobiell
wirksame Verbindungen mit niedrigem Molekulargewicht, die in vielen Pflanzen als Folge
einer Infektion oder nach Stresseinwirkung induziert werden (RIDE 1992). Chemisch gesehen
lassen sich darunter beispielsweise Flavonoide, Stilbene, Terpenoide oder auch
Polyacetylene finden. VIDHYASEKARAN (1997) unterscheidet begrifflich genauer zwischen
Phytoalexinen, die de novo nach einem Pathogenangriff synthetisiert werden und
Phytoanticipien, die bereits vor Pathogenkontakt konstitutiv in der Pflanze vorhanden waren
oder nach einer Infektion ausschlieBlich aus vorhandenen Bestandteilen gebildet werden
(VANETTEN et al. 1995). Wichtige in Pflanzen vorkommenden Phytoanticipine sind Phenole,
Glucosinolate, cyanogene Glucoside, Saponine, Alkaloide und Diene (VIDHYASEKARAN
1997).

3.1.4 Mikroorganismen als Gegenspieler von Pathogenen

Nicht pathogene Mikroorganismen kdnnen die Pflanzen direkt oder indirekt vor
Pathogenbefall schitzen. So sind Hefen und Bakterien (ELAD et al. 1994) bekannt fir ihre
Fahigkeit, die Konidienkeimung von pathogenen Pilzen zu reduzieren, indem sie dem
Pathogen durch eine schnelle Vermehrungsrate und Nahrstoffaufnahme die
Lebensgrundlage entziehen. AuBerdem kdénnen sie in Pflanzen auch unterschiedliche
Abwehrmechanismen aktivieren. So 16st eine Infektion mit Erwinia amylovora bei Birnen
einen erhéhten Gesamtphenolgehalt aus (RYUGO et al. 1990; MARTINS und MORAES 1996;
ROMMELT 2002; PETEREK 2004). Auch Cotoneaster-Arten zeigten nach einer
Feuerbrandinfektion neben einer gesteigerten Peroxidaseaktivitdt auch einen erhdhten
Gesamtphenolgehalt (ZELLER 1985, zit. in ROMMELT 2002). MARTINS und MORAES (1996)
beobachteten bei Kaffeepflanzen durch eine Filtratbehandlung mit einigen nicht pathogenen
Bakterien und Pilze eine Resistenz gegen den Rostpilz Hemileia vastrix, was auch durch
Filtrate von Bacillus thuringiensis (ROVERATTI et al. 1989) induziert werden konnte.

Im Gegensatz zu Bakterien und Viren ist die Oberflache von Pilzen mit einer Vielfalt an
elicitierenden Verbindungen bedeckt. Zusatzlich haben auch die von pilzlichen Pathogenen
abgegebenen zellwandabbauenden Enzyme wie pectinolytische Enzyme, Cellulasen,
Arabinasen, Xylanasen und Galactanasen elicitierende Wirkungen.

3.1.4.1 Hefen als Bioregulatoren

Der bekannteste antagonistische Wirkmechanismus zwischen Hefen und pflanzen-
pathogene Pilzen ist die Nahrungskonkurrenz. So reduzierten saprophytische Hefeisolate
(Rhodutorula glutinis und Cryptococcus albidus) die Sporulation von Botrytis cinerea an
Tomaten und Bohnen (ELAD et al. 1994). Diese hemmende Wirkung wurde durch Zugabe

von Glucose und KH,PO, zum Suspensionsmedium der Konidien reduziert, was ebenfalls
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auf Nahrstoffkonkurrenz als Wirkmechanismus hinweist. Da aber auch abgetdtete Hefezellen
die Boftrytis-Infektionen vermindern, mussen Uber die Nahrungskonkurrenz hinaus noch
weitere Resistenzmechanismen induziert werden. So scheiden Hefen wie Pichia
guilliermondii (WISNIEWSKI et al. 1991, zit in ELAD et al. 1994) zellwandzerstérende Enzyme
aus, die aber keine zerstérende Wirkung auf Zellwande von Botrytis-Konidien haben. Da die
sonst antagonistisch gegenlber Botrytis-Konidien wirksame Hefe keine Resistenz induziert,
wenn sie nur kurz vor dem Pathogen appliziert wird, liegt es nahe, dass die Aktivierung des
Sekundarstoffwechsels als Mechanismus an der Pathogenabwehr beteiligt ist.

Durch Hefepraparationen ausgeléste Abwehrmechanismen sind in Tabelle 13 a-c aufgeflhrt.

Epiphytische Hefen besiedeln Pflanzenoberflachen oder Wunden auch unter trockenen
Bedingungen Uber lange Zeitrdume. Sie produzieren extrazelluldre Polysaccharide (BENBOW
und SUGAR 1999), was ihre Uberlebenschancen erhdht, verwenden bei einer schnellen
Vermehrung zur Verflgung stehende Nahrstoffe und sind teilweise unempfindlich gegen
Pflanzenschutzmittel. Einige Hefen besitzen die Fahigkeit, phytopathogene Pilze, die die
Frichte erst nach der Ernte befallen, einzuddmmen. Sind diese Hefen zusatzlich noch nicht-
pathogen gegentber den Frichten und auch fir den Menschen ungefahrlich, da sie bei einer
Temperatur von Uber 37°C nicht mehr wachsen, kénnen sie als Bioregulatoren in Betracht

gezogen werden.

3.1.4.2 Cryptococcus laurentii

Physiologie der Hefe

Cryptococcus laurentii (Kufferath) Skinner var. ist eine kugelférmige Hefe, die auch in einer
langlichen Zellvariation auftreten kann. Sie reproduziert sich durch multilaterales Knospen
und zeichnet sich durch beige bis ocker oder gelblich bis pink pigmentierte Kolonien aus.
Diese Hefe besitzt kein Pseudomycelium und kann sich nicht sexuell reprodzieren (Skinner
1950). Durch Verwendung von chinesischer Tusche konnte veranschaulicht werden, dass
die Hefe eine feine Kapsel besitzt (MUSSA et al. 2000).

Cryptococcus laurentii ist in der Literatur auch unter folgenden Synonymen bekannt:
Chromotorula aurea, Cryptococcus flavescens, Cryptococcus laurentii var. Flavescens,
Rhodotorula aurea, Rhodotorula laurentii, Thodotorula nitens, Rhodotorula peneaus, Torula
aurea, Torula flavescens, Torula laurentii, Torulopsis carnescens, Torulopsis flavescens und

Torulopsis laurentii.
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Tabelle 12: Pflanzliche Reaktionsmechanismen auf verschiedene Hefe-Elicitoren

induziert in der Pflanze

Physiologische
Wirkung

schnelle Papillenbildung
bei Mehltau

Zelltod
H-O2-Anreicherung

Signalstoffbildung
Salicylsaure

Ethylenstimulation

induziert Vorstufen von
alpha-Linolen-S&ure

Jasmonsaure-Induktion

Enzymstimulation

Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL)

4-cumarate-CoA
(4CL),

ligase

Chalkonsynthase (CHS)
Chalkonisomerase (CHI).

Isoflavone-O-
Methyltransferase

S-Adenosyl-L-Methionin-
Synthase
(Methylgruppen-Geber)

Elicitor

Saccharomyces
cervisiae
(Zellwandextrakt)

Mycelium von Botrytis
cinerea

Mycelium von Botrytis
cinerea

Mycelium von Botrytis
cinerea

Trichoderma viride
(Xylanase)

Hefeextrakt

Hefeextrakt

Hefezellwandextrakt
Hefe-Elicitor

Mycelium von Botrytis
cinerea;
Saccharomyces
cervisiae
(Zellwandextrakt)

Mycelium von Botrytis
cinerea

Mycelium von Botrytis
cinerea

Mycelium von Botrytis
cinerea

Zellwande
Backerhefe oder
Colletotrichum
lindemuthianum

von
von

Phytophtora
megasperman sp.
Glycinea

Pflanzenart

Sojabohnen

Wein

Wein

Wein

Tomaten,
Tabak

Catharantus
roseus

Catharantus
roseus

Sojabohnen
62
Pflanzenarten

Soja;
Wein;

Wein

Wein
Wein
Alfalfa

(Medicago
sativa)

Erbsen (Pisum

sativum)

Literatur

REGLINSKI et al. 1994

REPKA et al. 2001

REPKA et al. 2001

REPKA et al. 2001
Roos 2000
MENKE 1999a

MENKE 1999a

REGLINSKI et al. 1994
GRUNDLACH et al. 1992

REGLINSKI et al. 1994;
REPKA et al. 2001

REPKA et al. 2001

REPKA et al. 2001
REPKA et al. 2001

EDWARDS 1991

KAWALLECK et al. 1992
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Tabelle 13: Pflanzliche Reaktionsmechanismen auf verschiedene Hefe-Elicitoren

induziert in der
Pflanze

Stimulation des
Phenylpropanoid-
stoffwechsels
Zimtsauren

Resveratrolsynthase
=> Resveratrol

Methoxychalkon;
3 Methylflavane

Nicht identifiziertes
Phytoalexin

Furanocumarin

Erhdhen der Berberin-
Biosynthese

Pterocarpan,
Medicarpin und
Maackiain
Medicarpin und seine
malonylierten
Glycoside.

Benzophenanthridin A.

Rishitin, Lubimin;
Glyceollin;
Furanocumarin;

Proteine

Akkumulation von PR-
Proteinen

Hefe

Candia oleiphila; Pichia
anomala
(Oligosaccharide)

Saccharomyces cervisiae

(Zellwandextrakt)

Elicitor von Phytophthora

megasperma und
Hefeextrakt

Zellwande von Hefe

Glucan-Praperation von

Hefeextrakt
(Phytophthora
megasperma)

Hefezellwandextrakt

Kohlehydratfraktion
isoliert aus Hefeextrakt

Hefe-Glucan-Elicitor

Zellwande von
Colletotrichum
lindemuthianum

Hefe Elicitor oder
Penicillium cyclopium
Sporen;
Kohlehydratfraktion von
einem Hefeextrakt;

Saccharomyces
cerevisiae; Yarrowia
lipolytica; Rhodutorula
mucilaginosa

Mycelium von Botrytis
cinerea

Pflanzenart

Apfel

Soja

Erdniisse

Hippeastrum x
hortorum
Glycine max;
Thalictrum
rugosum

Glenia littoralis

Thalictrum
rugosum

Kichererbsen

Alfalfa
(Medicago
sativa)
Escholtzia
californica;

Catharantus
roseus

Kartoffel; Soja;
Petersilie;

Wein

Literatur

CREEMERS 2001

REGLINSKI et al. 1994

LANZ et al. 1990

WINK und LEHMANN
1996

FUNK et al. 1987

Kitamura 1998
FUNK et al. 1987

GUNIA et al. 1991

EDWARDS 1991

Roos 1998; MENKE
1999a; VILLEGAS 2000

CONRAD 2000a, b

REPKA et al. 2001
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Tabelle 13: Pathogen-hemmende Wirkungen von verschiedenen Hefe-Elicitoren

Pathogen-hemmende | Hefe Pflanzenart |Literatur
Wirkung
Resistenz gegen Hefezellwandextrakt Sojabohnen REGLINSKI et al. 1994
Mehltau
Verminderte Rhodutorula glutinis; Tomaten und | ELAD et al. 1994
Konidienkeimung von Cryptococcus albidus Bohnen
Botrytis cinerea (auch abgetotet)
Verminderte Sporulation = Trichodermas Weizen ELAD et al. 1994
von Cochliobolus sativus | harzianum
Systemische Resistenz | Hefefiltrat Kaffee MARTINS und MORAES
gegen Hemileia vastrix 1996
Botrytis cinerea Pichia guilliermondii Bohnenund  WISNIEWSKI et al. 1991,
Tomaten zit in ELAD et al. 1994
Botrytis cinerea und Saccharomyces Salat und REGLINSKI et al. 1995
Rhizoctonia solani cerevisiae Sojabohnen
(Phytoalexine)
Venturia inaequalis Candia oleiphila; Pichia ' Apfel CREEMERS 2001
anomala

(Oligosaccaride)

Taxonomisch ist Cryptococcus laurentii wie folgt einzugliedern (Skinner 1950):
Reich: Pilze

Stamm: Basisimycota

Unterstamm: Basidimycotina

Ordnung: Sporidiales

Familie: Sporidiobolaceae
Gattung Cryptococcus
Art: laurentii

Cryptococcus laurentii ist in der Natur weit verbreitet und wurde sowohl aus dem Wasser als
auch von den verschiedensten Pflanzen isoliert (CLARK et al. 1954; HISLOP et al. 1969;
FOKKEMA et al. 1974, 1975; ANDREWS et al. 1980). Beim Menschen, wo sie nur in
Ausnahmeféllen einen pathogenen Charakter besitzt, wurde sie schon auf der Haut und den
Schleimh&uten gefunden.

Die Hefe kann in einem Temperaturspektrum von 0-35°C wachsen und zeigt gegeniber
verschiedenen Fungiziden nur geringe Empfindlichkeit (LIMA et al. 1998).

Beim Apfel ist die Hefe auf Bliten, Blattern und Friichten zu finden. Gegenlber Apfelfriichten
verhalt sich Cryptococcus laurentii nicht pathogen (CHAND-GOYAL und SPOTTS 1996a) und
induziert weder Nekrosen noch Verfarbungen. (ROBERTS 1990).
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3.1.4.3 Aureobasidium pullulans [de Bary] (Arnaud 1910)

Physiologie der Hefe:

Die Kolonien von Aureobasidium pullulans f 4§
erscheinen auf Agar-Nahrbéden (Potato- V
Dextrose-Agar) feucht, glatt und
hefedhnlich. Die jungen rosafarbenen
Kolonien werden mit zunehmendem Alter

dunkler oder sogar schwarz. Verursacht

wird dies durch die Einlagerung von

= o
L ;A

Melanin im Mycel. Die septierten Hyphen o ' »
i i : : Abbildung 27: Aureobasidium pullulans auf

erscheinen im jungen Stadium  Kuyiturplatte. (Anonym 2005:

durchsichtig, dunkeln aber bei Alterung ins Mold Inspector Laboratory International)

Braunliche nach. Im Allgemeinen sind sie 2-10 um stark, kénnen aber auch 15-20 pm
erreichen. Die einzelligen, eiférmigen Sporen von Aureobasidium pullulans sind dunkel
gefarbt und werden lateral an den Hyphen gebildet. Es handelt sich um Blastokonidien, die
durch Knospung weitere Konidien bilden kénnen. Unter ungunstigen Lebensbedingungen
wachst der Pilz in Form von schwarzen Sprosszellen hefeartig. Das Wachstumsoptimum von
Aureobasidium pullulans liegt bei 25°C, das Minimum bei 5°C, das Maximum bei 35°C.
Taxonomisch ist Aureobasidium pullulans wie folgt einzugliedern (Anonym 2005: Merops
Datenbank):

Reich: Pilze
Stamm: Ascomycota

Unterstamm: Pezizomycotina

Ordnung: Eurotiomycetes
Familie: Dothioraceae
Gattung: Aureobasidium
Art: pullulans

Abbildung 28: Aureobasidium
pullulans  Hyphen und  Sporen.
(Anonym 2005: Enius AG 2005)

Aureobasidium pullulans ist einer der am weitverbreitetsten und am besten angepassten
hefedhnlichen Pilzorganismen, der sowohl in der Phyllosphdare vorkommt (SCHENA et al.
1999, ADIKARAM et al. 2002) als auch in Bdden, Abwassern und in verschiedenen
Baumaterialien, wie Farbanstrichen und Tapeten, zu finden ist. Er ist in der Lage die
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Cellulose in Pflanzenfasern jeglicher Art abzubauen. Dabei kann auch Holz direkt, jedoch
nicht die Ligninkomponente (Anonym 2005: Enius AG 2005), angegriffen werden.

Der Organismus zeichnet sich durch eine extreme Variabilitat und genetische Instabilitat aus
(COOKE 1959; BULAT und MIRONENKO 1992; YURLOVA et al. 1995). Morphologie und
Kulturmerkmale reichen nicht aus, um die Stdmme unterscheiden und identifizieren zu

kénnen. Hierflr sind PCR-Analysen notwendig.

Sowohl auf den Oberflachen von Apfeln (RIST und ROSENBERGER 1995; MATTESON-
HEIDENREICH et al. 1997), Birnen (CHAND-GOYAL und SPOTTS 1996b) als auch Erdbeeren
(LIMA et al. 1997a; ADIKARAM et al. 2002) wurde diese Hefe gefunden. Auch die Oberflache
von gesunden Weintrauben wird vornehmlich von Hefen wie Aureobasidium pullulans,
Metchnikovia-, Hanseniaspora-, Cryptococcus- und Rhodutorula-Arten besiedelt (VERCESI et
al. 1982; MERCIER und WILSON 1994; PANAGOPOULOS et al. 2002; FLEET 2003; MILEK et al.
2003). Wachstumsstandort, die Rebsorte oder die Temperatur scheinen dabei keinen
Einfluss auf das Vorkommen zu haben (PANAGOPOULOS et al. 2002).

Obwohl Aureobasidium pullulans in vielen Untersuchungen als nicht pathogen bezeichnet
wird, gilt er nach ABOU-HEILAH (1985) als Nacherntepathogen bei Apfel und ist zusammen
mit Rhodutorula glutinis ein mdglicher Verursacher der Berostung bei Apfeln (MATTESON-
HEIDENREICH et al. 1997).

Méglicherweise gibt es typbedingte Unterschiede bezuglich der Pathogenitat dieses Pilzes.

3.1.5 Antagonistische Wirkmechanismen von Hefen

3.1.5.1 Wirkmechanismen bei Nacherntebehandlungen

Uber die Wirkmechanismen von Hefen auf Nacherntepathogene gibt es eine Vielzahl von
Untersuchungsansatzen. Dabei scheinen diese Hefen nicht in der Lage zu sein, Antibiotika
zu bilden. Die wichtigsten Mechanismen scheinen die Konkurrenz um N&hrstoffe (DROBY et
al. 1989; LIMA et al. 1997a), direkte physiologische Interaktionen zwischen Hefe und
Pilzhyphe, die Bildung von Zellwand-auflésenden Enzymen (WISNIEWSKI et al. 1991;
CASTORIA et al. 1997) und die Induktion von Resistenzen der Wirtspflanze (WILSON und
WISNIEWSKI 1994; ARRAS 1996) zu sein.

Die Hefen Cryptococcus laurentii und auch Aureobasidium pullulans, die ein groBes
Spektrum an Pathogenen hemmen, wurden schon in vielen Untersuchungen als
vielversprechende Bioregulatoren gegen Nachernteerkrankungen von Frichten beurteilt,
(LIMA et al. 1999b). Beide Hefen sind Bioregulatoren, die sehr gut an das Wundverhalten von
Frichten angepasst sind, da sie Fruchtwunden schnell, unverwundete Frichte aber nur
gemaBigt besiedeln (LIMA et al. 1998, 2003; ZHANG et al. 2003) und somit fur andere

epiphytischen Pflanzenorganismen bedeutende Nahrstoffkonkurrenten darstellen. Dabei
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steht die Wachstumsgeschwindigkeit verschiedener Hefeisolate mit ihrer Wirksamkeit gegen
Pathogene in engem Zusammenhang. Die starke Vermehrungsrate von Cryptococcus
laurentii im Vergleich zu anderen Hefenarten ist auf die Fahigkeit, die vorhandenen
Nahrstoffe an der Wundstelle besser verwerten zu kénnen, zurlickzufihren. Gleichzeitig
produziert Cryprococcus laurentii auch groBe Mengen des Enzyms B-1,3-Glucanase, das an
dem Abbau von Zellwénden beteiligt ist, obwohl die Hefe nicht pathogen gegenlber den
Friichten zu sein scheint (ROBERTS 1990). Das Herauslésen von Zellwandbausteinen kénnte
das Angebot an einfachen Kohlenstoffverbindungen fir die Hefe erhdhen. Auf die
Wundheilung scheint die Hefe aber keinen Einfluss, da sie in frische Wunden appliziert die
gleiche Pathogen-hemmende Wirkung hat wie bei der Inokulation in 72 Stunden alte
Wunden (ROBERTS 1990).

Die Effektivitat der Hefe steht in Abhangigkeit zur Wirtspflanze und auch zum Pathogen. So
reduziert Cryptococcus laurentii den Penicillium expansum-Befall bei Birnen um 90-100, bei
Stachelbeeren aber nur um 67%. Der Befall von Botrytis cinerea an Apfeln wird um 90—
100%, der Befall von Penicillium expansum an Apfeln aber nur um 67% vermindert (LIMA et
al. 1997b, 1998).

Obwohl Aureobasidium pullulans in besiedelten Wunden von Apfeln Aminosduren
ausscheidet, ist nach JANISIEwWICZ et al. (2000) die hemmende Wirkung auf die
Konidienkeimung von Penicillium expansum auf die Nahrstoffkonkurrenz zurtickzufihren.
Aber nicht nur die Raum- und Nahrstoffkonkurrenz zwischen Hefe und Pilz stehen als
mogliche Erklarung fir Abwehrmechanismen zur Diskussion sondern auch der Mechanismus
der induzierten Resistenz. ADIKARAM et al. (2002) stellten eine verminderte Botrytis cinerea-
Infektion bei Erdbeeren nach einer Vorbehandlung mit Aureobasidium pullulans fest. Da
jedoch bei grinen Erdbeeren eine hemmende Wirkung festzustellen war, bei den reifen
jedoch nicht, und sowohl lebende als auch abgetdtete Hefezellen eine Infektionshemmung
hervorriefen, Aureobasidium pullulans aber nicht beféhigt ist Antibiotika zu produzieren,
stellten ADIKARAM et al. (2002) die Hypothese auf, dass eine Induktion des Fruchtgewebes
ein zusatzlicher Wirkmechanismus sein kénnte. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt,
dass die Epidermis von grinen Erdbeeren, die mit Aureobasidium pullulans behandelt
wurden hoéhere antifungische Aktivitdten aufwiesen als unbehandelte Frichte. Dabei ist
auffallend, dass die Hefe Botrytis cinerea am effektivsten hemmt, wenn sie in die Blite
appliziert wird. Entweder findet dabei schon zum Zeitpunkt der Blite eine Induktion des
Sekundarstoffwechsels statt, die dann fir die spatere Fruchtentwicklung von Bedeutung ist
und Einfluss auf das Resistenzpotential der Frichte nimmt oder die Applikation der
Hefezellen verhindert Uber den Mechanismus der Nahrungskonkurrenz eine latente
Erstinfektion mit Botrytis cinerea-Konidien und vermindert somit die spatere Ausbreitung des

Pilzes.
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Sowohl bei der Verwendung von Cryptococcus laurentii als Bioregulator in der
Nacherntebehandlung von Arbutusbeeren, Mycira rubra (ZHENG et al. 2004), als auch bei
Applikationen auf Blatter, Bliten und Frichten von Apfel, Kirsche und Pfirsich (ROBERTS
1990) weisen nur lebenden Zellen eine antagonistische Wirkung auf Pathogene auf. Dass
diese Wechselwirkung besteht, beweist die Tatsache, dass gewaschene Zellkulturen von
Cryptococcus laurentii signifikant starkere Wirkungen gegen Nacherntepathogene zeigten
als ungewaschene und, dass Behandlungen mit zellfreien Kulturfiltraten Gberhaupt keine
Befallsreduktion bewirkten (ROBERTS 1990; ZHENG et al. 2004).

Literaturdaten Uber nachweisliche antagonistische Wirkungen von Cryptococcus laurentii bei
der Nacherntebehandlung von Kulturpflanzen sind in Tabelle 14 aufgelistet.

Die antagonistische Wirkung von Cryptococcus laurentii beruht weitgehend auf
physiologischen Mechanismen (COLGAN et al. 1997; LIMA et al. 1999b, 1998). Dabei
hemmen nicht nur Hefebehandlungen auf schon geernteten Frichten den Befall mit
Nacherntepathogenen, sondern auch Hefeapplikation bis zu 3 Wochen vor der Ernte flihren
zu einer guten Fruchtbesiedelung zum Zeitpunkt der Ernte, die sich positiv auf die
Fruchtgesundheit bei der Lagerung auswirki.

Aber nicht nur die Nahrstoffkonkurrenz, sondern auch andere, direkt auf das Pathogen
wirkende, Mechanismen kdénnen einen Befall an der Pflanze reduzieren. So akkumuliert
wahrend des Befalls zum Beispiel Penicillium Patulin, dessen Metabolisierung allerdings von
Rhodotorula und Cryptococcus gehemmt wird (CASTORIA et al. 2002).

Bislang konnte jedoch noch keine Induktion von Resistenzreaktionen durch Cryptococcus
laurentii in den Pflanze festgestellt werden. Dies kdnnte darauf zurlickzuflhren sein, dass die
meisten Untersuchungsansatze auf eine Anwendung der Hefe in der Nacherntebehandlung
ausgelegt sind, und sich die Frichte zu diesem Zeitpunkt in einem Zustand befinden, in dem
der Stoffwechsel stark eingedammt ist. So konnten CHAND-GOYAL und SPOTTS (1996a) bei
der Verwendung von Cryprococcus laurentii als Bioregulator in den Nacherntebehandlung
von Apfel gegen Penicillium weder induzierte Resistenz, noch Hyperparasitismus oder
fungizide Wirkungen feststellen. Die Produktion von Enzymen wurde dabei allerdings nicht
untersucht.

Eine Antibiotikawirkung spielt auch bei Cryptococcus laurentii als antagonistischer
Wirkmechanismus keine Rolle (FILONOW et al. 1996).
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Tabelle 134: Antagonistische Wirkungen von Cryptococcus laurentii und Aureobasidium

pullulans

Chryprococcus laurentii auf = Antagonistische Wirkung

folgende Kulturpflanzen

Arbutusbeeren (Mycira rubra)

Birne

Apfel

Apfel

Apfel

Apfel; Birne; Stachelbeere;
Kiwi; Weintrauben; Citrus;
Pfirsiche; Pflaumen; Oliven

Weizen; Reis

Rosen

Mais

Jujube

Aureobasidium pullulans
auf folgende Kulturpflanzen

Apfel

Erdbeere

Weintrauben

gegen:

Penicillium citrinum und
Verticicladiella abielina

Penicillium expansum

Penicillim expansum

Botrytis cinerea

Pezicula alba

Aspergillus niger; Botrytis
cinerea; Rhizopus stolonifer,
Penicillim expansum

Septoria nodorum;
Cochliobolus sativus

Botrytis cinerea

Colletotrichum graminicola

Alternaria alternata; Monilia
fructicola

Botrytis cinerea

Penicillium expansum

Pezicula malicortis
Monilia fructigena
Rhizopus spp.

Botrytis cinerea

versch. Nacherntepathogene

Botrytis cinerea
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3.1.5.2 Toxin-Synthese von Hefen

Wie viele Cryptococcus-Arten produziert auch Cryptococcus laurentii ein Toxin (Mycocin),
das ein Protein mit spezifischer Toxizitat ist (VITAL et al. 2002). Verschiedene Stamme
produzieren Toxine mit unterschiedlichen Wirkungsspektren. Einige wirken nur gegen andere
Cryptococcus-Spezies andere gegen Atractiellales, Filobasidiales und Tremellales und nicht-
sporenbildende basidiomycetische Hefen (GOLUBEV und KUZNETSOVA 1989). Bei der Abwehr
von anderen Cryptococcus Arten zeigt sich, dass das Mycocin nicht bei allen
Gattungsverwandten gleich wirksam ist. So zeigt das Toxin gegen Cryptococcus neoformans
var. Gattii eine hemmende Wirkung, gegen var. Neoformans hingegen nicht (BOEKHOUT und
SCORzETTI 1997). Innerhalb einer Hefespezies kann die Sensitivitdt gegentber Mycocinen
unterschiedlich sein.

Aureobasidium pullulan synthetisiert ein a-Glucan (Pullulan). Nach MCMAHON et al. (1999) ist
die Hefe befahigt sowohl a-L-Arabinofuranosid, B-Glucosid, a-L-Rhamnopyranosid als auch
Glycoside, die in Weintrauben gefunden wurden, zu hydrolisieren. Auf einem Apfelpektin-
haltigen Medium bildet Aureobasidium pullulans extrazellular Aktivititen gegen Pektin
(MANACHINI et al. 1988). Bisher konnten zwei Pektin-Hydrolasen und zwei Pektin-Lyasen

aufgereinigt und charakterisiert werden.

3.1.5.3 Synergistische Effekte von Hefen und Fungiziden

Als Zusatz zu einem Fungizid kann eine Hefe eine synergistische Wirkung haben. So hatte
Cryptococcus laurentii keinen hemmenden Einfluss auf den Befall mit Monilia bei Apfeln.
Und auch die Variante mit dem Fungizid 20 pg/ml Iprodion allein zeigte keine signifikant
hemmende Wirkung. Kombiniert man hingegen Cryptococcus laurentii mit 20 pg/ml Iprodion,
zeigte sich die gleiche Wirkung wie die in der Praxis verwendete Iprodion-Konzentration von
1175pug/ml (CHAND-GOYAL und SPOTTS 1996a). Dieser synergistischer Effekt wird auch bei
dem Einsatz von Benomyl gefunden (LIMA et al. 2003).

3.1.6 Kalluskulturen als Modellsystem

Bei der Verwendung von Kalluskulturen als Modellsystem muss man immer vor Augen
haben, dass es sich dabei um undifferenziertes Gewebe und nicht um Pflanzen handelt, die
aus verschiedenen Gewebetypen mit unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen
bestehen. Es gibt weder ein Spross- noch ein Wurzelsystem. Aus diesem Modellsystem
gewonnene Ergebnisse kénnen nicht automatisch auf Pflanzen Gbertragen werden, die unter
reellen Bedingungen gewachsen sind. Dennoch bietet sich dieses Modellsystem fir
Untersuchungen der Wirkung von Elicitoren oder Wirt-Pathogen-Wechselbeziehungen auf

Zellebene an, da stérende Einflussfaktoren ausgeschlossen werden kénnen.
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Besonders bei Untersuchungen des Sekundarstoffwechsels von Kalluskulturen, haben nicht
nur das Alter und das Ausgangsgewebe sondern auch die Medienzusammensetzung und die
Kulturbedingungen Einfluss auf die Zusammensetzung der phenolischen Inhaltstoffe.
Wahrend das Wachstum des Kallus bei Vitis vinifera hauptséachlich durch ABA, BA und
Zucker im Medium beeinflusst wird, hat der Saccharose-Gehalt bis 4g/Liter Medium einen
signifikant positiven Einfluss auf den Flavanol-Gehalt bei Kalluskulturen (FEUCHT et al. 1996)
und die Akkumulation der Anthocyane in Zellsuspensionskulturen (LARRONDE et al. 1998).
Dabei spielt die Saccharose keine osmotische Rolle, da Mannitol und Sorbitol keine Effekte
aufweisen. Die Synthese von Stilbenen, sowohl des trans- als auch des cis-Piceid, verlauft,
wie die Biomassenproduktion, unabhangig vom Saccharoseangebot (LARRONDE et al. 1998).
Bei einer Kombination von geringen Stickstoff- und hohen Zuckerraten in Kulturmedien von
Weinzellen stellten HIRASUNA et al. (1991) zunehmende Gehalte an Anthocyanen fest.

Das Trockengewicht von Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen blieb bei Verwendung von
Kinetin im Medium unverandert, jedoch erhdéhte sich gleichzeitig die Anthocyan-
Konzentration. BAP hatte den gegenlaufigen Einfluss. Eine Steigerung der Auxin-
Konzentrationen im Medium fiihrte zu reduzierten Anthocyan-Konzentrationen, wobei das
Trockengewicht unverandert blieb (KRISA et al. 1999b).

Um geringe Gehalte an Stilbensynthase bei nicht induzierten Vitis vinifera-
Zellsuspensionskulturen, die eine hohe Sensitivitat gegenlber einem Elicitor aufweisen, zu
erlangen, verminderten LISWIDOWATI et al. (1991) die Calcium-Konzentration im Medium.
Kallus- bzw. Zellsuspensionskulturen kénnen, wie HRAZDINA et al. (1997) an
Apfelzellkulturen, die nach einer Behandlung mit Hefeextrakt Malusfuran akkumulierten,
demonstrierten, andere phenolische Verbindungen als ihre Ausgangspflanzen aufweisen.
Bei Apfelpflanzen konnte dieses Phytoalexin bislang noch nicht nachgewiesen werden.

Der Einfluss des Zellenalters auf den Sekundérstoffwechsel wird besonders in
Zellsuspensionskulturen deutlich. So ist bei PELTONEN et al. (1997) die Reaktionsfahigkeit
von Bohnen- und bei FUNK et al. (1987) von Glycine max- und Thalictrum rugosum-
Zellkulturen auf eine Elicitor-Behandlung abhangig vom physiologischen Stadium der Zellen.
Bei diesen Versuchen verhielten sich die Zellsuspensionkulturen etablierter Zellkulturen
sensitiver gegenuber einer Elicitorbehandlung als jingere Zellkulturen.

3.1.7 Weinsorten ,,Nero“ und ,,Regent*

Die frihreife, 1965 von Jozef Csizmazia in Ungarn (Eger) aus (,Medoc Noir“ x ,Perle von
Csaba®) x (S.V. 12375 x ,Gardonyi“) gezlichtete Rotweinsorte ,Nero” weist, neben einer
guten Frostvertiraglichkeit, einen mittleren Resistenzgrad gegen Falschen Mehltau und
Botrytis cinerea auf. GréBere Infektionsstellen nach einer Infektion mit falschem Mehltau

treten als Folge einer hypersensitiven Reaktion auf (SzOKE et al. 1997).
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Die Rebsorte ,Regent” stammt aus Zuchtprogrammen des Geilweilerhofs (Deutschland) und
ist eine mittelfrlihe Rotweinsorte mit mittlerem bis starkem Wuchs. Da die Befallsstarke mit
Falschem Mehltau je nach Standort, Jahr und KulturmaBnahme stark variiert, gilt diese Sorte
als teilresistent. Die Oidium-Resistenz ist in den meisten Fallen ausreichend, auch der
Rotbrenner flihrt bei dieser Rebsorte zu keinen nennenswerten Ausféllen. Die Botrytis-
Resistenz der Trauben ist hoch, jedoch kann es im Frihjahr zu Ausféllen durch Frihbotrytis
kommen (SzOKE et al. 1997).
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3.2 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Mdglichkeit einer Induktion von phenolischen
Verbindungen durch endophytisch isolierte Hefen als EinflussgréBe auf das
Resistenzpotential von Wein untersucht werden. Ferner sollten Wechselwirkungen zwischen
der N-Versorgung der Pflanzenzelle und der Elicitierbarkeit betrachtet werden. Um eine
optimale Wechselwirkung zwischen Pflanzenzelle und potentiellem Hefe-Elicitor zu
gewahrleisten, wurde die Kalluskultur als Modellsystem verwandt.

3.2.1 Invitro Kultivierung und Vermehrung der Hefeisolate

Die Hefeisolate wurden von Apfelblattern der Sorte ,Golden Delicious® aus der
Versuchsanlage des Fachgebietes fir Obstbau der TU Miinchen-Weihenstephan isoliert. Die
Isolate wurden in Petrischalen auf PCH-Medium (Plate count modifiziert fir Hefen) |,
bestehend aus 5 g/Liter Glucose (Merck), 5 g/Liter Pepton aus Casein (Merck), 0,25 g/Liter
eines Hefeextraktes (Merck) und 9 g/Liter Agaragar, kultiviert. Um die Isolate langfristig
kultivieren zu kénnen, wurden sie im Dunkeln auf einem Wasser-Agar mit 9 g/Liter Agaragar
kultiviert und die Petrischalen, um ein Austrocknen der Kultur zu verhindern, mit Parafilm
verschlossen. Auf diesem Medium bildeten die Isolate dunkle hyphendhnliche Auswilchse,
die sich auch nach zweijahriger Einlagerung durch ein Umsetzen auf PCH-Medium wieder
zum Wachstum mit Kolonienbildung anregen lie3en.

Die verschiedenen Hefestdmme wurden einem Screening bezliglich ihrer Induktionsfahigkeit
unterzogen.

Die Identifikation von drei der vier wirksamsten Isolate erfolgte, anhand physiologischer
Testverfahren, zwei von ihnen mittels 28S-rDNA-Teilsequenzierung, durch Dr. Herbert Seiler
vom Zentralinstitut fir Erndhrungs- und Lebensmittelforschung, Abteilung Mikrobiologie
(Leitung: Prof. Dr. Siegfried Scherer). FUr die Auswertung der physiologischen Tests wurde
die Vergleichsdatenbank ,Yeast Identification Program’ von BARNETT (1996) verwendet. Der
Abgleich der 28S-rDNA-Teilsequenzierung erfolgte anhand der NCBI Blastn 2.2.9 [Mai 01-
2004]-Datenbank.

3.2.2 Weinkalluskulturen

Als Versuchssystem dienten Weinkalluskulturen der Sorten ,Regent” und ,Nero“. Die Kalli
wurden im vierwdchigen Kulturintervall auf einem Filterbriickensystem bei 22°C und 16
Stunden Belichtung mit 60 pEm™s”auf einem Medium nach MURASHIGE und SKOOG (1962),
mit den in Tabelle 15 aufgefihrten N&hrstoffen und den in Tabelle 16 dargestellten

Modifikationen, kultiviert.
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Tabelle 14: Néhrstoffkombinationen der Medien fir die Weinkalluskultivierung angelehnt an
das Grundmedium von Murashige und Skoog (1962)

Nahrstoffkomponente Chemische Darstellung der Konzentration im

Néahrstoffkomponente Nahrmedium [mg/L]
Ammoniumnitrat (NH4)NO4 1650
Kaliumnitrat KNOs3 1900
Calciumchlorid CaCl, x 2 H,O 440
Kaliumdihydrogenphosphat | KH,PO4 170
Magnesiumsulfat MgSQO, x 7 H,O 370
Natrium-Eisen-EDTA NaFe-EDTA 36.7
Mangansufat MnSO, x H,O 16.9
Zinksulfat ZnSO4 x 7 H,O 8.7
Borsaure H3:BO3 6.2
Kaliumjodid KJ 0.83
Natriummolybdat Na,MoO, x 2 H,O 0.025
Kupfersulfat CuSO,4 x 5 H,O 0.0025
Coboltchlorid CoCl, x 6 H,O 0.0025
Thiamindichlorid 0.1
Pyridoxolhydrochlorid 0.5
Nicotinsdure 0.5
Myoinosit 100
Glycin 2
Saccharose 40000
Benzaminopurin Cytokinin-Komponente 0.2
Indolessigsaure Auxin-Komponente 10
pH-Wert 5.7
Tabelle 15: In den Versuchen 1 und 2 verwendete Stickstoff-Varianten
N-Variante Bezeichnung | Ammoniumnitrat Kaliumnitrat

[in mg/L Nahrmedium] [in mg/L Néahrmedium]

N-mangelversorgt N 2 0 950
N-optimalversorgt | N 1 1650 1900
N-Uberversorgt N 3 4950 1900

3.2.3 Induktionsversuche
Far Induktionsversuche wurden die Kalluskulturen einer zweiwdchigen Vorkultivierung auf

einem Filterbrickensystem unterzogen. Das Hefefiltrat wurde dem Kulturmedium des
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Weinkallus zugesetzt, ohne dass Elicitorlésung direkt an oder tber den Kallus gelangte. Als
Kontrollvariante diente eine Zugabe von K2-Medium, dem 5 g Glucose pro Liter zugesetzt
wurden. In Versuch 2 erfolgte die Kontrollbehandlung mit K2-Medium ohne Glucosezusatz.

Die Kulturbedingungen blieben vor und nach der Induktion bis zur Probenahme konstant.

3.2.3.1 Kultivierung der Hefe

Um den Einfluss zusétzliche Faktoren méglichst gering zu halten, wurden die Hefeisolate im
selben Kulturmedium angezogen wie die Kalluskulturen. Als KulturgefaBe dienten 250 ml
Erlenmeyerkolben mit Sterilstopfen. Von einem 48 Stunden alten Plattenausstrich auf PCH-
Medium (5g Glucose/l, 5 g Pepton aus Casein/l und 5 mg Hefeextrakt /I Merck) wurden
Hefekolonien in 100 ml K2-N&hrlésung mit 5 g Glucose Uberfihrt, bevor die Suspension auf
einem Schattler mit 100 U/min bei 24°C und Dunkelheit fir weitere 48 Stunden kultiviert
wurde.

Fir die Verwendung in Elicitationsversuchen wurde die Suspension mit K2 Medium auf eine
Zelldichte von 4*10' Zellen pro ml eingestellt und anschlieBend bei 121°C fiir 20 Minuten
autoklaviert, um die Zellen abzutéten. Der pH-Wert der abgekihlten Hefesuspension wurde
mittels 1-molarer HCI-Lésung auf 5,7 eingestellt. Ein anschlieBendes zehnminitiges

Abzentrifugieren bei 3000 U/min ermdglichte die Trennung von Zellmaterial und Kulturfiltrat.

3.2.3.2 Elicitation mit einzelnen Hefestammen

Um die Variabilitdt verschiedener Hefestdmme bezlglich ihrer Elicitationsfahigkeit zu
untersuchen, wurden 15 Hefeisolate separat kultiviert, die Kulturfiltrate wie oben beschrieben
gewonnen und jeweils 10 ml eines Kulturfiltrates in die schon vorhandenen 10 ml
Kulturmedium der Kalluskultur gegeben, sodass sich eine Kulturfiltratsendverdiinnung von
1:1 (viv) ergab. AnschlieBend wurden die Stdmme einem Screening bezlglich ihrer
Induzierbarkeit von Polyphenolen unterzogen. Vier Stamme (S4, S3.2, 10/8, 10/3) wurden
ausgewahlt und in den folgenden Induktionsversuchen einzeln oder als Gemisch verwendet.
Das Kulturfiltrat dieser 4 Stdmme wurde in Versuch 3, jeweils in einem Mischungsverhéltnis

von 1:1 (v:v), dem Kulturmedium der Kalluskultur zugefthrt.

3.2.3.3 Elicitation mit einer Mischsuspension

Far die Herstellung einer Suspension, die alle Hefeisolate enthielt, wurden die Hefeisolate
S4, S3.2, 10/3 und 10/8 zuerst einzeln kultiviert und dann zu einer Mischsuspension vereint,
bevor sie die Arbeitsschritte zur Kulturfiltratgewinnung durchliefen. Fir die Versuche 1 (Hefe
50%) und 2 wurde dem Kulturmedium der Kalluskultur das Kulturfiltrat der Mischsuspension

unverddnnt in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 (v:v) zugefthrt. Fir Versuch 1 (Hefe 5%)
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wurde das Kulturfiltrat der Mischsuspension nochmals 1:10 mit K2-Medium verdlnnt, bevor
es dem Kulturmedium der Kalluskultur wiederum in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 (v:v)
zugeflgt wurde. Diese Variante wird in den Versuchsauswertungen als Behandlung mit

Hefefiltrat bezeichnet.

3.2.3.4 Elicitation mit verschieden aufbereiteten Mischsuspension

Far die Durchfiihrung von Versuch 4 wurde eine Mischsuspension hergestellt und das
Kulturfiltrat, wie oben beschrieben, gewonnen. AnschlieBend wurde das Kulturfiltrat
verschiedenen Aufbereitungsmethoden unterzogen. In der 1. Variante wurde es, wie bisher
Ublich, dem Kulturmedium der Kalluskultur in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 (v:v)
zugesetzt. Um flr Variante 2 und 3 die hydrophilen von den hydrophoben Bestandteilen zu
trennen, wurde das Kulturfiltrat dreimal mit Ethylacetat ausgeschittelt und die
Ethylacetatphase in einem Scheidetrichter von der Wasserphase getrennt.

Far die 2. Variante wurde das Losungsmittel aus der Ethylacetatphase im
Rotationsverdampfer verdampft und die hydrophoberen Verbindungen mit K2 Medium auf
das Ausgangsvolumen gebracht. Der pH-Wert dieser Variante wurde mittels 1-molarer HCI-
Lésung auf 5,7 eingestellt, und in einem Mischungsverhéltnis von 1:1 dem Kulturmedium der

Kalluskultur zugesetzt.

Die 3. Variante enthielt die in der Wasserphase gelésten hydrophileren Verbindungen des
Hefefiltrates. FUr die Herstellung dieser Variante wurde die Wasserphase in einem
Rotationsverdampfer getrocknet und die verbliebenen Verbindungen wie in der 2. Variante in
K2 Medium geldst. Der pH-Wert wurde auf 5,7 justiert und in einem Mischungsverhaltnis von
1:1 dem Kulturmedium der Kalluskultur zugesetzt.

Flr die 4. Variante dieses Versuches wurde eine 1%ige Ldsung eines Hefeextraktes (Merck)
in K2 Medium mit einem pH-Wert von 5,7 verwendet und diese in einem Mischungsverhéltnis
von 1:1 (v:v) dem Kulturfiltrat der Kalluskultur zugesetzt.

3.2.3.5 Probenahme

Die Probenahmen erfolgten 5, 10, 24, 48 und 72 Stunden nach Elicitation durch
Schockgefrieren der Weinkalli mit FlUssigstickstoff. Bis zur Gefriertrocknung wurden die
Proben bei —20°C zwischengelagert.

Bei der Extraktherstellung fir die Polyphenolanalysen wurden jeweils 5 Kalli zu einer

Mischprobe vereint. Die Extraktionsmethode wurde im Kapitel 2.2 beschrieben.
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3.2.3.6 Inokulation mit Botrytis cinerea

Kultivierung von Botrytis cinerea

Das von Erdbeeren gewonnene Isolat von Botrytis cinerea wurde auf PDA-Platten bei 18°C
im Dunkeln kultiviert. Nach einer Kulturdauer von ca. 2 Wochen waren die Agarplatten von
dem Konidien-bildenden Pilzmycel Uberzogen. Dieser Myceliberzug wurde mit 10 ml einer
sterilen 0,6%-igen NaCl-Lésung Ubergossen und die Konidien mittels Spatel vom Mycel
abgetrennt und in die Lésung Uberfihrt. Die Sporenlésung, die natirlich auch
Mycelbruchstiicke enthielt, wurde auf eine Konidienkonzentration von 1X10° Konidien/ml
justiert.

Inolukation der Kalluskultur mit Botrytis cinerea

Die Weinkalli wurden wie in Versuch 2 mit einer Mischsuspension aus den Kulturfiltraten der
vier Hefeisolate behandelt. 24 Stunden nach der Elicitation wurde auf jeden Weinkallus ein
50 pl-Tropfen der Botrytis cinerea-Konidiensuspension gegeben. Der auf die Oberseite des
Kallus platzierte Tropfen sollte dabei nicht am Kallus herunterlaufen, um eine an mehreren
Seiten beginnende Infektion zu verhindern. Die Probenahme erfolgte 24, 48, 72 und 96
Stunden nach der Hefebehandlung bzw. 0, 24, 48 und 72 Stunden nach der Botrytis cinerea-
Inokulation. Die Bonituren wurden 24, 48 Stunden und 1 Woche nach der Inolukation mit

Botrytis cinerea durchgefihrt.

3.2.3.7 Stoffgruppenzuordnung

Anhand der in Kapitel 2.3 identifizierten Verbindungen wurden, die bei der Auswertung der
Induktionsversuche gefundenen Verbindungen bezlglich ihrer chemischen
Zusammengehdrigkeit in Stoffgruppen zusammengefasst. Diese Zuordnungen wurde in allen
Versuchen gleichermaBen vorgenommen und sind in Tabelle 17 dargestellt.

Dabei wiesen die als einfache Phenole bezeichneten Verbindungen ein UV-Spektrum mit
einem Maximum bei A=293 nm und T1=284 nm auf. Der Spektrenverlauf der einfachen
Phenole mit Spektrum 2 &hnelt dem von Peak QQ (Abbildung 17) mit Absorbtionsmaxima: |=
282 nm, sh 305 nm; K= 280 nm; N= 282 nm, sh 313 nm;U=282 nm, sh 320 nm.
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Tabelle 16: Stoffgruppenzuordnung fir die Versuche 1 bis 4

Stoffgruppe

monomere Catechine

oligomere Catechine
einfache Phenole
einfache Phenole mit Spektrum 2

Benzoesauren
Hydroxyzimtsauren

Flavonole

Anthocyane

monomere trans-Resveratrol-Derivate
monomere cis-Resveratrol-Derivate
trans-Resveratrol (Aglykon)

dimere Resveratrol-Derivate (Pallidol-
Derivate)

oligomere trans-Resveratrol-Derivate
oligomere cis-Resveratrol-Derivate

oligomere cis-/trans-Resveratrol-
Derivate

Peak (Verbindung)

H (Catechin), S (Epicatechin), V
(Epicatechingallat)

E (B1), G (B3)
A, Peak 4, T1
[, K, N, U

B (Gallussaurederivat), C (Protocatechusaure),
M (Vanillins&ure)

L (p-Cumarsaure-Derivat), AA (Kaffeesaure-
Derivat)

HH, T2

BB, Il

Z (trans-Piceid), T, X

EE (cis-Piceid), J, Y, Z0, Z1, Z2
trans-Resveratrol

O, P,Q, R,CC, DD, DD1

RR, VV, WW
GG, OO, PP, MM, NN
KK, LL, QQ, TT, SS, UU, XX, YY
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Identifikation der Hefestamme nach physiologischen Testverfahren

Da alle vier Isolate makroskopisch und mikroskopisch auf Kartoffel-Dextrose-Agar (Difco),
Plate count (PC)-Medium und Wasseragar gleiche physiologische Eigenschaften aufwiesen,
hielt es das untersuchende Institut fir ausreichend, nur drei der Stdmme ndher zu
charakterisieren. Aufgrund der in Tabelle 18 aufgefihrten Wachstumseigenschaften der
Hefeisolate bei unterschiedlichen physiologischen Bedingungen und deren Fahigkeit zur

Tabelle 17: Wachstumsverhalten der Hefeisolate S 3.2, 10/8 und S4

Wachstums- S32 10/8 S4 Wachstums- S32 10/8 S4
verhalten verhalten
D-Glucose - - - 2-Keto-D-gluconat + + +
Wachstum auf 5-Keto-D-gluconat + + +
D-Glucose + + + D-Gluconat + + +
D-Galactose + + + D-Glucuronat + + +
L-Sorbose + + + DL-Lactat - - -
D-Glucosamin + + + Succinta + + +
D-Ribose + + + Citrat + + +
D-Xylose + + + Nitrit + + +
L-Arabinose + + + Ethylamin + + +
L-Rhamnose + + + L-Lysin + + +
Saccharose + + + Cadaverin + + +
Maltose + + + Glucosamin (Nitrogen) + + +
a,o-Trehalose + + + W/o Vitamine + + +
Me o-D-Glucosid - - - W/o Thiamin + + +
Cellobiose + + + Bei 25°C + + +
Salicin + + + Bei 30°C + + +
Arbutin + + + Bei 37°C - - -
Melibiose + + + Bei 40°C
Lactose - - - 0,01% Cycloheximid - - -
Raffinose + + + 0,1% Cycloheximid - - -
Melezitose + + + Harnstoff-Hydrolyse + + +
Glycerol + + + Pinkfarbene Kolonien - - -
Erythritol + + + Zellknospen + + +
Ribitol + + + Zitronenférmige Zellen - - -
Xylitol + + + Knospen mit Stielen - - -
L-Arabinitol + + + sich teilende Zellen - - -
D-Glucitol + + + Filamente + + +
D-Mannitol + + + Pseudohyphen + + +
Galactitol + + - Septierte Hyphen - - -
Myo-Inositol + + + Arthrokonidien
D-Glucono-1,5-lacton - + + Blastokonidien - - -
Identifiziert als 100% 99% 17,3%

Cryptococcus laurentii
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Umsetzung von verschiedenen Nahrstoffen, wurde das Isolat 10/8 nach einem Abgleich mit
der Vergleichsdatenbank zu 99%, das Isolat S 3.2 sogar zu 100% als Cryptococcus laurentii
identifiziert. Dem Isolat S4 mangelte es an der Fahigkeit Galactitol umzusetzen, so dass die

Ubereinstimmung-Wahrscheinlichkeit nur 17,3% betrug.

3.3.2 28S-rDNA-Teilsequenzierung

Der Blast-Search der beiden Hefeisolate 10/3 und 10/8 ergab mit gleichen Homologiewerten
(score = 1146 entspricht 100%) die Art Aureobasidium pullulans. Beide Stamme hatten eine
identische Sequenz. Es konnten keine Homologiewerte zu der Art Chryptococcus laurentii
festgestellt werden.

3.3.3 Versuchsaufstellung zur Induktion von Kalluskulturen

Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene Versuche mit unterschiedlichen
Untersuchungsschwerpunkten durchgefiihrt. Die Versuchsparameter und die jeweiligen
Fragestellungen sind in Tabelle 19 aufgefihrt.

3.3.4 Kallusgewicht der Versuche

Da das Zellalter Einfluss auf die Stoffwechselaktivitdt und somit auf die Polyphenolgehalte
und die Induzierbarkeit des Kallus hat, sollte sich das Versuchsmaterial in einem mdglichst
homogenen Alterszustand befinden. Um diesen Aspekt genauer zu untersuchen, wurde das
Frischgewicht der N 1-Variante von Versuch 1 in Abbildung 25 sowie das Trockengewicht
der Kalli von Versuch 2 und Versuch 3 in Tabelle 20 aufgefihrt.

Die Homogenitat der Kalli wird besonders bei den unbehandelten Varianten deutlich. Da
beim Einsetzen der Kultur die Kalli nicht gewogen wurden, zeigen sich bei Versuch 1
(Abbildung 29) in der unbehandelten Variante Biomassenunterschiede von maximal 25%.
Ferner wiesen auch die behandelten Kalli innerhalb der 48 Stunden im Vergleich zu den
unbehandelten hinsichtlich ihrer Biomasse auch keine deutlichen Unterschiede auf.

Die Trockengewichte der Kalli bei Versuch 2 wiesen auf eine gute Homogenitat im
Ausgangsmaterial hin, bei Versuch 3 waren die Schwankungen im Kallusgewicht etwas
gréBer.

Die Schwankungen der Biomassen zwischen den verschiedenen Behandlungen schienen
nicht auf den verschiedenen Hefeisolaten (Versuch 3) zu beruhen, sondern verhielten sich
Uber alle Behandlungen gleich dynamisch.

Die ermittelten Werte belegten zwar die Homogenitat der Biomasse im Versuchssystem, sie
sagten jedoch nichts Uber den physiologischen Zustand der einzelnen Kalli aus.
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Tabelle 18:  Auflistung der durchgefiihrten Versuche an Weinkalli der Sorten ,Regent” und
~,Nero“ mit den dazugehdrigen Fragestellungen und Versuchsparametern

Versuch Fragestellung Varianten Sorte Anzahl
Kalli pro
Variante
1 Elicitationsdynamik unter dem N ("2), N (1), N (3) ~Regent® 20
Einfluss von verschiedenen 510.24.48 hnB

Stickstoffkonzentrationen im
Medium und Elicitation mit zwei
verschiedenen Hefefiltrat-
Konzentrationen

2 Wechselwirkung von N (2), N (1), N (3) ,Regent® 10
Stickstoffkonzentration und
Elicitation durch Hefefiltrat 48
Stunden nach Behandlung

Hefe (1:1); (19:1)

3 Elicitationsdynamik induziert durch | S4, S3.2, 10/8, 10/3 | ,Regent® 40
verschiedene Aureobasidium und
pullulans-lsolate 5,10,24 HNB

4 Elicitationsreaktionen durch Hefefiltrat .Nero“ 15

verschiedene Hefeaufbereitungen | gihy|acetatph. Hefe

48 Stunden nach Behandlung Wasserph. Hefe

1 %iger Hefeextrakt

(Merck)
5 Wechselwirkungen von Elicitation | Nicht elicitiert ,Nero*
durch Hefefiltrat und einer Botrytis | (48,72,96 hnB) 10
cinerea-Infektion. Unterschiede in | Nicht elicitiert + B. c. 10
der Induzierbarkeit durch (48,72,96 hnB) (+20 Bon.)
Behandlung mit Mykosin bzw. der EIic’itie,rt H)
Hefek Mykosi :
efekomponente aus Mykosin (24.48.72.96 hnB) 10
Elicitiert (H.) + B. c. 10
(48,72,96 hnB) (+20 Bon.)
Elicitiert Mykosin
(48,72,96 hnB) 10
Elicitiert (H. Myk.)
(48,72,96 hnB) 10
hnB : Stunden nach Behandlung mit dem Elicitor
S4, S3.2, 10/8, 10/3 Hefeisolate von Aureobasidium pullulans/ Chryptococcus laurentii
B.c.: Botrytis cinerea
H.: Hefefiltrat
H. Myk. : Hefekomponente aus Mykosin

Bon.: Bonitur
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Abbildung 29: Versuch 1: Frischgewicht der unbehandelten Kontrollvariante, 5 und 50% mit
Hefefiltrat  behandelten Kalli gewachsen auf N1-Medium nach verschiedenen
Entnahmeterminen. Messwerte (5, 10, 24, 48 Stunden nach Behandlung) aus: unbehandelt
(je 8 Kalli); mit 5% Hefe behandelt (12, 8, 11, 9 Kalli); mit 50% behandelt (je 6 Kalli) = 0,5 x
Standardabweichung

Tabelle 19: Kallustrockengewichtsentwicklung von Versuch 2 und Versuch 3

Versuch Behandlung | Enthahme | Trockengewicht S.E. n
[h] [mg]
Versuch 2 Kontrolle 48 51.26 15.54 10
Hefe 48 60.67 18.78 10
Versuch 3 Kontrolle 5 131.63 14.12 8
Kontrolle 10 239.16 62.54 8
Kontrolle 24 191.08 84.10 8
S4 5 146.03 50.84 6
S4 10 266.81 66.06 6
S4 24 162.33 57.72 8
8.2 5 158.88 53.34 7
S3.2 10 254.95 60.60 5
S 3.2 24 171.06 53.94 7
10/8 5 217.67 61.88 8
10/8 10 205.18 35.54 5
10/8 24 168.67 38.80 7
10/3 5 133.74 30.06 8
10/3 10 254.50 62.02 11
10/3 24 181.90 46.72 7

S.E.: Standardabweichung
n: Anzahl der gewogenen Kalli pro Variante
S4, S 3.2, 10/8, 10/3: Hefeisolate
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3.3.5. Gesamtgehalt der Phenylpropanoide

In Versuch 3 wiesen die Weinkalli der Sorte ,Regent” konstantere Gesamtphenylpropanoid-
Gehalte auf, was auf eine hdhere Anzahl an Messungen im Vergleich zu Versuch 1
zurickzufihren sein kénnte. Auch bei diesem Versuch konnten leichte Induktionen der
Gesamtgehalte festgestellt werden (Abbildung 30 B). Eine deutlich sichtbarere Induktion der
Gesamtphenole durch Elicitation mit Hefefiltrat in Versuch 2 (Abbildung 30 C), kénnte in
einer starken Streuung durch eine unzureichende Probenanzahl pro Variante begrindet

liegen.

Hg/g TS Hg/g TS
20000 4 A 7500 - g
15000 -

5000 -
10000 -
2500 -
5000 -
0 0 -
5 10 24 48 5 10 24
15000 - Stunden nach Elicitation
C
10000 -
5000 -
O |

Versuch 2 Versuch 4

. unbehandelt behandelt mit
Hefefiltrat

Abbildung 30: Gesamtphenolgehalt von unbehandelten im Vergleich zu mit Hefefiltrat
elicitierten Weinkalli A: Versuch 1 (,Regent®) Mittelwerte aus 4 Messwerten + 0,5 x
Standardabweichung B: Versuch 3 (,Regent”) Mittelwerte aus 8 (unbehandelte Kalli) bzw. 6
(Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x Standardabweichung C: Versuche 2 (,Regent”) Mittelwert
aus 2 Messwerten und Versuch 4 (,Nero®) Mittelwert aus 6 Messwerten beide 48 Stunden
nach Behandlung mit Hefefiltra.
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Die Gesamtgehalte an Polyphenolen lagen bei der Weinsorte ,Nero“ etwas niedriger als bei
,Regent’, wie in Abbildung 30 C fir Versuch 4 dargestellt ist. Aber auch hier war eine

tendenzielle Zunahme der Summe an Phenylpropanoiden erkennbar.

3.3.6 Catechine

Die Gesamtgehalte der Catechine (monomere Catechine) und Proanthocyanidine (oilgomere
Catechine) im Weinkallus ,Regent® unterlagen im Versuch 1 schon in der unbehandelten
Variante groBen Schwankungen innerhalb der verschiedenen Entnahmetermine (Abbildung
31 A) mit einer tendenziellen Gehaltsabnahme 24 Stunden nach der Kontrollbehandlung.
Nicht nur die unbehandelten Varianten, sondern auch die mit Hefefiltrat elicitierten Kalli
zeigten eine starke Streuung bei den einzelnen Entnahmeterminen, sodass sich keine
eindeutige GesetzmaBigkeit erkennen liel3.

Die unbehandelten Kalli in Versuch 3 zeigten zwischen den einzelnen Entnahmeterminen
zwar keine so groBen Schwankungen im Gehalt der monomeren Catechine, wie die in
Versuch 1, jedoch war die Streuung der einzelnen Messwerte so groB, dass auch hier nur
Tendenzen beziglich dem Induktionsverhalten nach einer Elicitation mit Hefefiltrat erkannt
werden konnten. Tendenziell war ein mit zunehmender Elicitationsdauer abnehmender

Gehalt an monomeren Catechinen zu beobachten.

Hg/g TS HO/g TS

2500 1 A 1250 4+ B
2000 T 1000 -
1500 - 750 -
1000 ~ 500
500 - 250 -
0 0 -

5 10 24 48 5 10 24

Stunden nach Elicitation

. unbehandelt behandelt mit
Hefefiltrat

Abbildung 31: Catechine von unbehandelten im Vergleich zu mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli zu verschiedenen Entnahmeterminen. A: Versuch 1 (,Regent”) Mittelwerte aus 4
Messwerten; B: Versuch 3 (,Regent”) Mittelwerte aus 8 Messwerten (unbehandelte Kalli)
bzw. 6 Messwerten (Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x Standardabweichung.
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In Versuch 2 unterschieden sich die Gehalte der monomeren Catechine mit 1376 pg/mg
Trockensubstanz (x 74,9ug/g TS = 0,5 x Standardabweichung) in der unbehandelten
Variante und 1354 ug/g Trockensubstanz (£ 107,9 pg/g TS) in der mit Hefefiltrat behandelten
Weinkalli der Sorte ,Regent” 48 Stunden nach Elicitation nur unwesentlich voneinander.
Bezlglich der Dynamik und dem Induktionsverhalten gegenlber einer Elicitation mit
Hefefiltrat verhielten sich die Gehalte der oligomeren Catechine identisch wie die
monomeren Flavane (Tabelle 21). In den Weinkalli der Sorte ,Nero® in Versuch 4 sind nur
geringe Gehalte an Catechinen festzustellen gewesen.

Tabelle 20: Oligomere Catechine von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli
der Sorte ,Regent”in den Versuchen 1-3

unbehandelte Kalli elicitierte Kalli
Stunden | Mittelwert S.E. h Mittelwert S.E. n
nach [kg/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 1 5 772.55 380.65 4 192.80 1
10 424.26 195.85 3 793.61 432.18 4
24 69.94 2266 3 811.91 484.54 3
48 96.68 729 3 287.41 39.67 4
Versuch 3 S4
5 69.86 52.85 8 135.71 81.16| 5
10 53.81 3782, 8 123.49 56.16 5
24 84.75 20.97 8 62.25 50.06 7
Versuch 2 48 439.95 2 388.52 2
S.E.  :Standardabweichung
unbeh. : unbehandelt
n : Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-Analyse

TS : Trockensubstanz

3.3.7 Einfache Phenole und Verbindungen der Stoffgruppe Spektrum 2

Wahrend die als einfache Phenole zusammengefassten Verbindungen (Kapitel 3.2.3.7
Tabelle 17) in Versuch 1 und 2 sehr homogene Gehalte aufwiesen und keine
Induktionsreaktionen nach einer Elicitation mit Hefefilirat zu erkennen waren, wurden die
Verbindungen der Gruppe Spektrum 2 mit steigender Elicitationszeit zunehmend akkumuliert
(Abbildung 32 A-D). Die Weinkallussorte ,Nero“ (Versuch 4) war im Gehalt der einfachen
Phenole im Gegensatz zu den Konzentrationen der Verbindungen ,Spektrum 2“ mit dem von
,Regent® vergleichbar.
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Abbildung 32: linke Spalte einfache Phenole(A,C,E), rechte Spalte (B,D,F) Verbindungen der
Stoffgruppe Spektrum 2; A,B Versuch 1: unbehandelte und mit Hefefiltrat elicitierte Weinkalli
(,Regent”); Mittelwerte aus 4 Messwerten + 0,5 x Standardabweichung C,D Versuch 3
(,Regent”) Mittelwerte aus 8 (unbehandelte Kalli)bzw. 6 (Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x
Standardabweichung E,F: Versuch 2 (,Regent) Mittelwert aus 2 Messwerten und Versuch
4 (,Nero*) Mittelwert aus 6 Messwerten 48 Stunden nach Behandlungen mit Hefefiltrat
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3.3.8 Benzoesauren und Hydroxyzimtsauren

Wahrend der Gehalt der Benzoesauren, die mengenmaBig von den Gallussaure-Derivat
Peak B dominiert werden, in Versuch 1 (Abbildung 33 B) mit zunehmender Kulturdauer
kontinuierlich abnahmen und kein Elicitations-Einfluss durch eine Behandlung der Kalli mit
Hefefiltrat erkennbar war, induzierte diese Behandlung die Akkumulation der
Hydroxyzimtsauren schon 10 Stunden nach Elicitation. Der Gehalt dieser Verbindungen
akkumulierte weiter bis 24 Stunden nach der Behandlung und stagnierte dann mit einer
Tendenz der Abnahme. Eine fast identische Dynamik ergab sich auch fur das p-
Cumarsaure-Derivat (Peak L), welches der Hauptvertreter dieser Stoffgruppe war. Die
unbehandelten Kalli wiesen relativ konstante Gehalte auf.

Auch in Versuch 3 war zehn Stunden nach Elicitation eine deutliche Akkumulation der
Hydroxyzimtsaure-Derivate festzustellen, die dann stagnierte (Abbildung 33 C). Eine
kontinuierliche Abnahme mit zunehmender Kulturdauer an Benzoes&uren der unbehandelten
Kalli wie in Versuch 1 konnte hier jedoch nicht festgestellt werde. Es war aber auch in
diesem Versuch ersichtlich, dass eine Elicitation keinen Einfluss auf den Gehalt an
Benzoesauren nahm (Abbildung 33 D).

In Versuch 2 war die Zunahme des Gehaltes an Hydroxyzimtsauren (Abbildung 33 C) bei
gleichbleibender Konzentration an Benzoesauren (Abbildung 33 D) 48 Stunden nach einer
Elicitation mit Hefefiltrat gegenlber den unbehandelten Varianten sehr deutlich zu erkennen.
Die Gehalte an Hydroxyzimtsduren und Benzoesauren in der Weinsorte ,Nero* (Versuch 4)
sind um ein vielfaches geringer als bei der Sorte ,Regent”. Dennoch konnte auch in diesem
Versuch eine deutliche Akkumulation der Hydroxyzimtsduren 48 Stunden nach einer
Elicitation (123.23 pg/g Trockensubstant (TS) + 14.87ug/g TS (0.5 x Standardabweichung))
gegenuber den unbehandelten Kalli (75.5 pg/g TS = 7.58 ug/g TS) festgestellt werden. Die
Konzentrationen der Benzoesduren waren in beiden Behandlungen nicht signifikant
verschieden (unbehandelte Kalli: 165.87 pg/g TS + 28.99 ug/g TS; elicitierte Kalli:
207.07 ug/g TS £45.48 ug/g TS).

3.3.9 Flavonole

Die Flavonole T2 und HH wiesen in Versuch 1 schon bei den unbehandelten Varianten
groBe Schwankungen im Gehalt auf, so dass keine eindeutigen Reaktionen durch Elicitation
festzustellen waren (Abbildung 34 und Tabelle 22 ). Aufféllig waren die hohen Gehalte beider
Verbindungen zum Entnahmetermin 5 Stunden nach der Behandlung im Vergleich zu den
anderen Entnahmeterminen. Ab 10 Stunden nach einer Hefefiltratbehandlung zeigte sich
eine latente Gehaltsstimulation beider Flavonole gegenliber der unbehandelten Variante.
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Abbildung 33: linke Spalte Hydroxyzimtsduren (A,C,E), rechte Spalte (B,D,E) Benzoesé&uren
A,B Versuch 1: unbehandelte und mit Hefefiltrat elicitierte Weinkalli (,Regent”); Mittelwerte
aus 4 Messwerten + 0,5 x Standardabweichung C,D Versuch 3 (,Regent”) Mittelwerte aus 8
(unbehandelte Kalli) bzw. 6 (Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x Standardabweichung E,F:
Versuch 2 (,Regent”) Mittelwert aus 2 Messwerten und Versuch 4 (,Nero*) Mittelwert aus 6
Messwerten 48 Stunden nach Behandlungen mit Hefefiltrat
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Abbildung 34: Flavonole von unbehandelten im Vergleich zu mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli  (,Regent) aus Versuch 1; Mittelwerte aus 4 Messwerten * 0,5 x
Standardabweichung

In Versuch 3 war der konstitutive Gehalt von T2 relativ konstant Uber die Entnahmetermine
und die Akkumulation ab 10 Stunden nach der Elicitation deutlicher zu erkennen als in
Versuch 1 (Abbildung 35 und Tabelle 22 ). In Versuch 2 zeigte sich innerhalb von
48 Stunden eine deutliche Stimulation des Flavonol Peak T2, bei unverédndertem Gehalt von
Peak HH. Die Flavonole in der Weinsorte ,Nero“ erfuhren ebenfalls eine leichte Induktion
durch Elicitation innerhalb von 48 Stunden. Allgemein waren die beiden Flavonole
vergleichsweise starken Schwankungen ausgesetzt.

120 -
100 - . )
Abbildung 35: Flavonol T2 von
80 - unbehandelten im Vergleich zu mit
‘.2 Hefefiltrat  elicitierten Weinkalli
o 60 (,Regent”)  aus Versuch  3:
= 4 Mittelwerte aus 8 (unbehandelte
0 - Kall) bzw. 6 (Hefe S4 behandelte)
20 4 Kalli +/- 0,5X Stabw.
O n
5 10 24
. unbehandelt behandelt mit

Hefefiltrat
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Tabelle 21: Flavonole von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli der Sorte
~,Regent” (Versuch 1-3) und ,Nero* (Versuch 4)

unbehandelte Kalli elicitierte Kalli
Stunden | Mittewlert S.E. n | Mittelwert S.E. n
nach [ng/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 1
T2 5 132.07 21.07 4 70.40 1
10 31.58 477 3 81.61 16.38 4
24 66.98 1711 3 51.62 3.38| 3
48 67.61 7.43 3 87.35 12.59 4
HH 5 354.89 7850 4 77.08 1
10 200.53 23.83|| 3 255.65 3294 4
24 83.08 16.81 3 277.55 53.51| 3
48 167.02 70.97| 3 270.94 4121 4
Versuch 3 Hefe- S4
T2 5 26.11 438 8 26.34 599 5
10 30.50 447 8 42.65 4.21 5
24 24.52 2.83| 8 95.37 16.16| 7
Versuch 2
T2 48 295.52 14149 2 2066.53 21046 2
HH 48 1974.06 526.57 2067.82 375.80
Versuch 4
T2 48 75.50 7.58 123.23 14.87
HH 48 165.87 2899 2 207.01 45.48| 2

S.E. :Standardabweichung

unbeh. : unbehandelt

n : Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-Analyse
TS : Trockensubstanz
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Abbildung 36: linke Spalte Anthocyan BB (A,C,E), rechte Spalte (B,D,E) Anthocyan II; A,B
Versuch 1: unbehandelte und mit Hefefiltrat elicitierte Weinkalli (,Regent”); Mittelwerte aus 4
Messwerten + 0,5 x SE C,D Versuch 3 (,Regent”) Mittelwerte aus 8 (unbehandelte Kalli)
bzw. 6 (Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x SE E,F: Versuch 2 (,Regent) Mittelwert aus 2
Messwerten 48 Stunden nach Behandlungen mit Hefefiltrat
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3.3.10 Anthocyane

Der Gehalt von Anthocyanidin BB nahm in Versuch 1 mit fortschreitender Kulturdauer sowohl
bei den unbehandelten als auch bei den mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli gleichmaBig zu,
wobei ab 10 Stunden nach der Behandlung ein Gehaltsrickgang durch die Elicitation
gegenuber den unbehandelten Varianten zu beobachten war (Abbildung 36 A). In den
Versuchen 3 und 2 konnte weder eine Auswirkung der Kulturdauer noch ein Elicitationseffekt
auf den Gehalt von Verbindung BB beobachtet werde (Abbildung 36 C, E). In Versuch 3
kdnnte eine Uberlagerung des Anthocyanidins mit dem Kaffeesdure-Derivat AA zu diesen
Abweichungen gefihrt haben. Das Anthocyanidin Il wies in Versuch 1 konstante Gehalte in
den unbehandelten Varianten auf. Schon 5 Stunden nach der Elicitation mit Hefefiltrat
verminderte sich der Gehalt deutlich und verblieb auf diesem Niveau (Abbildung 37 B). In
Versuch 3 (Abbildung 36 D) ist diese Gehaltsreduktion zwar erkennbar, aber nicht so
deutlich wie in Versuch 1. Hier schienen nicht die mit Hefe elicitierten Varianten im Gehalt
reduziert zu werden, sondern die mit einer Kontrollbehandlung (K2 + 5g/Liter Glucose)
versehenen Kalli in ihrem Gehalt induzierten, was an der Konzentrationssteigerung zwischen
5 und 10 Stunden nach der Behandlung deutlich wurde (Abbildung 36 D). Eine 48 stiindige
Elicitation mit Hefefiltrat flhrte in Versuch 2 hingegen zu einer Akkumulation des
Anthocyanidins |l (Abbildung 36 F). Im Weinkallus der Sorte ,Nero“ wurden im Versuch 4

keine Anthocyane festgestellt.

3.3.11 Resveratrol-Derivate

3.3.11.1 monomere Resveratrol-Derivate

Die am starksten auf eine Behandlung mit Hefefiltrat reagierende Stoffgruppe waren die
Resveratrol-Derivate. Hier wurden monomere cis- und trans- Resveratrol-Derivate und deren
Oligomere sowie das Aglykon selbst quantifiziert.

Trans-Resveratrol kam in allen Versuchen konstitutiv nur in sehr geringen Mengen vor
(Abbildung 37 A,B,C) und wurden durch eine Behandlung mit Hefefiltrat auch nur in der
trans-Konfiguration induziert. Die Akkumulation von trans-Resveratrol ist eine sehr schnelle
Reaktion und konnte sowohl in Versuch 1 als auch in Versuch 3 schon zehn Stunden nach
der Elicitation deutlich beobachtet werden. Der Gehalt von trans-Resveratrol erfuhr nach
24 Stunden sein Maximum und nahm dann wieder ab. (Abbildung 37 A).

Versuch 2 zeigte 48 Stunden nach einer Elicitation (Abbildung 37 C) eine deutliche
Akkumulation von trans-Resveratrol. Die Akkumulationsrate der Weinkallussorte ,Nero*
(Versuch 4) lag 48 Stunden nach einer Hefefiltrat-Behandlung zwar deutlich niedriger als bei
,Regent’, war aber signifikant. Piceid ist das Resveratrol-Glucosid, das den hdchsten
konstitutiven Gehalt im Weinkallus ,Regent sowie auch ,Nero® aufwies und nur geringen

Konzentrationsschwankungen unterlag.
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Abbildung 37: trans-Resveratrol-Gehalte von unbehandelten verglichen mit elicitierten
Weinkalli. A: Versuch 1 (,Regent) Mittelwerte aus 4 Messwerten *+ 0,5 x SE B: Versuch 3
(,Regent”) Mittelwerte aus 8 (unbehandelte Kalli) bzw. 6 (Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x
SE C: Versuch 2 (,Regent”) Mittelwert aus 2 Messwerten und Versuch 4 (,Nero*) Mittelwert
aus 6 Messwerten beide 48 Stunden nach Behandlung mit Hefefiltrat

Beide Isomere zeigten im 1. Versuch 48 Stunden nach einer Behandlung mit Hefefiltrat die
hochste Akkumulation, wobei die cis-Variante =zeitlich verzdgert akkumuliert wurde
(Abbildung 38 A, B). Auch in Versuch 3 konnte eine Piceid-Akkumulation festgestellt werden,
die allerdings erst 24 Stunden nach Elicitation deutlich zu erkennen war. Auch hier lag die
Akkumulationsrate von trans-Piceid héher als die von cis-Piceid. Das Induktionsverhalten
variierte zwischen den einzelnen Versuchen sehr (Tabelle 23). Obwohl der konstitutive
Gehalt an trans-Piceid in Versuch 1 um ein vielfaches héher lag als in Versuch 3, konnten

24 Stunden nach einer Elicitation vergleichbare Akkumulationsraten festgestellt werden.
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Abbildung 38: linke Spalte trans-Piceid (A,C,E), rechte Spalte (B,D,E) cis-Piceid A, B:
Versuch 1: unbehandelte und mit Hefefiltrat elicitierte Weinkalli (,Regent”); Mittelwerte aus 4
Messwerten + 0,5 x Standardabweichung C, D: Versuch 3 (,Regent”) Mittelwerte aus 8
(unbehandelte Kalli) bzw. 6 (Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x Standardabweichung E, F:
Versuch 2 (,Regent”) Mittelwert aus 2 Messwerten und Versuch 4 (,Nero®) Mittelwert aus 6
Messwerten 48 Stunden nach Behandlungen mit Hefefiltrat
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Auch die Konzentration von cis-Piceid lag in Versuch 1 deutlich Gber dem von Versuch 3, die
Induktionsrate nach 24 Stunden Elicitation war in Versuch 3 jedoch héher als in Versuch 1.
In Versuch 2 war 48 Stunden nach Elicitation ebenfalls eine Akkumulation beider
Verbindungen zu erkennen (Abbildung 38 E,F). Das Verhéltnis der Induktionsraten beider
Isomere in Versuch 2 war nach 48 Stunden Elicitation mit dem von Versuch 1 nach
24 Stunden vergleichbar.

Die Induktion von Piceid war im Weinkallussorte ,Nero* wesentlich geringer als in ,Regent®.
Nach Tabelle 23 war die Induktionsrate von cis-Piceid héher als die von trans-Piceid, was im
Gegensatz zu dem Akkumulationsverhalten von ,Regent” stehen wirde, aber die Streuung
der Gehalte von cis-Piceid der unbehandelten Kalli verfalschte die Induktionsrate dieser
Verbindung (Abbildung 38 F).

Tabelle 22: Trans- und cis-Piceid-Induktion von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli der Sorten ,Regent” (Versuch 1-3) und ,Nero” (Versuch 4) und das Verhéltnis der
Induktionsraten beider Isomere

Versuch 1 1 2 3 4

Stunden nach Elicitation 24 48 48 24 48
trans- Gehalt unbehandelter Kalli 166.72 166.72 129.07 @ 45.79 66.88
Piceid (Mittelwert Gber alle Termine)

Maximalgehalt nach Elicitation | 390.86 652.02 382.03 111.91 97.94

% Induktion trans-Piceid 134 291 196 144 46
cis- Gehalt unbehandelte Kalli 215.583 215,53 101.41 34.95 44.10
Piceid (Mittelwert Gber alle Termine)

Maximalgehalt nach Elicitation | 386.62 | 736.03 |160.92 | 79.43 |80.72

% Induktion cis-Piceid 79 241 59 127 83

Verhiltnis von 0.59 0.83 0.58 0.88 1.79

cis : trans-Piceid

Auch das trans-Resveratrol-Derivat Peak T und das wahrscheinlich entsprechende cis-
Isomer Peak Y kamen konstitutiv in den Kalli vor, jedoch war der Gehalt in unbehandelten
Kalli nur halb so hoch wie der von Piceid. In Versuch 1 zeigten beide Verbindungen bis
24 Stunden nach Elicitation mit Hefefilirat einen mit der unbehandelten Variante
vergleichbaren Gehalt (Abbildung 39). Nach 48-stiindiger Elicitation akkumulierten beide
Substanzen so, dass der Gehalt von Peak T um 137 und der von Peak Y um 161% zunahm.

Die Ubereinstimmende Dynamik und die vergleichbaren Induktionsraten lieBen, neben den
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nicht weit auseinander liegenden Retentionszeiten dieser beiden Verbindungen, eine
Isomerie vermuten.

Die Verbindungen X und Z0 kamen in unbehandelten Kalli nur in geringen Konzentrationen
vor. Zehn Stunden nach einer Elicitation mit Hefefiltrat wurde eine Akkumulation dieser
Verbindungen induziert, die sich dann bis 48 Stunden nach Behandlung weiter steigerte.
Auch bei diesen beiden Verbindungen konnte man aufgrund der Ubereinstimmenden
Dynamik auf eine Isomerie schlieBen.

Das Konzentrations-Verhaltnis beider Isomerenpaare betragt fur die cis-lsomere rund " des
Gehaltes der trans-Isomere

(T=270pg/g TS; Y =68 pug/g TS), (X =223 ug/g TS; Z0 = 61 pg/g TS).

Das monomere trans-Resveratrol-Derivat Peak J zeigte zwar auch eine kontinuierliche
Steigerung des Gehaltes mit zunehmender Elicitationsdauer, wurde aber aufgrund seines
geringen Gehaltes als nicht so bedeutend eingeschatzt. Die Verbindung Z2 zeigte keine
eindeutigen Reaktionen auf eine Elicitation.

3.3.11.2 Pallidol-Derivate

Eine Stoffgruppe, die den Pallidol-Derivaten zugeordnet wurde, umfasste die sechs
Verbindungen O, P, Q, R, DD und DD1, wobei DD und DD1 in manchen Versuchen zu einer
Verbindung zusammengefasst wurden. Die Verbindungen Q und R wiesen sehr kleine
Gehalte auf und zeigten kein eindeutiges Induktionsverhalten. Die anderen vier
Verbindungen (Abbildung 41) und somit auch die Stoffgruppe (Abbildung 40) reagierten bei
zunehmender  Elicitationszeit mit einer  kontinuierlichen  Akkumulation.  Diese
Induktionsdynamik der Pallidol-Derivate wurde sowohl in Versuch 1 (Abbildung 40 A) als
auch in Versuch 3 (Abbildung 40 B) beobachtet. Genauso konnte im 2. Versuch 48 Stunden
nach Elicitation eine deutliche Akkumulation dieser Stoffgruppe beobachtet werden
(Abbildung 40 C). Die Verbindungen P, DD und DD1 kamen in den Versuchen 1, 2 und 3
nicht konstitutiv vor, die Verbindungen O, Q und R wiesen konstitutive Gehalte auf
(Abbildung 42).

Im Weinkallus der Sorte ,Nero“ (Tabelle 25 Versuch 4) schien die Verbindung DD schon
konstitutiv vorzukommen zu sein und durch eine Elicitation geringfiigig zu akkumulieren. In
diesem Versuch erfuhr nur das Pallidol-Derivat Peak O eine deutliche Induktion. In der
Summe der vorhandenen Pallidol-Derivate konnte jedoch keine so deutliche Induzierbarkeit
wie bei der Kallussorte ,Regent” festgestellt werden.
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Abbildung 39: Monomere Resveratrol-Derivate (links: trans-Derivate; rechts: cis-Derivate)
von unbehandelten im Vergleich zu mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli (,Regent”) aus
Versuch 1; Mittelwerte aus 4 Messwerten + 0,5 x Standardabweichung.
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Tabelle 23: Monomere trans- und cis-Resveratrol-Derivate von unbehandelten und mit
Hefefiltrat elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent“ (Versuch 2 und 3) und ,Nero* (Versuch 4);
unbeh.: unbehandelt, n: Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-
Analyse, TS: Trockensubstanz

unbehandelte Kalli elicitierte Kalli
Peak Stunden | Mittelwert S.E. n | Mittelwert S.E. n
nach | [pg/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 3
T (trans) 5 23.29 4.43 8 31.73 7.78 5
10 29.43 3.51| 8 33.48 328 5
24 19.73 3.64 8 43.07 8.04 7
X (trans) 5 2.02 0.88| 8 5.86 246 5
10 4.21 1.77 8 15.41 2.15 5
24 4.36 1.73 8 38.79 4.05 7
J (trans) 5 3.83 1.13 8 4.69 1.13| 5
10 4.31 0.72 8 HFSS) 1.20 )
24 4.34 062 8 5.35 156 7
Y (cis) 5 5.82 1.33| 8 8.32 294 5
10 6.52 1.87 8 7.65 1.69 5
24 5.49 0.80 8 12.30 2.60 7
Z0 (cis) 5 1.85 036 8 2.62 0.70 5
10 3.15 0.65 8 26.52 2.71 )
24 2.23 070 8 41.54 1015 7
Z2 (cis) 5 2.54 0.37 8 4.10 1.19 5
10 2.74 0.65 8 4.44 0.60 5
24 2.42 0.30 8 7.38 2.47 7
Versuch 2
T (trans) 48 49.27 6.45 2 79.11 2.63 2
X (trans) 48 18.75 232 2 134.23 11.11 2
J (trans) 48 11.84 2.82 2 28.13 1.12 2
Y (trans) 48 3.93 056 2 8.54 0.63 2
Z0 (cis) 48 2.41 085 2 26.58 073 2
Z2 (cis) 48
Versuch 4
T (trans) 48 25.27 199 6 34.84 196 6
X (trans) 48 10.40 3.09| 6 34.86 255 6
J (trans) 48 3.96 0.67| 6 5.25 1.00 6
Y (trans) 48 19.85 2.42 6 24.28 4.34 6
Z0 (cis) 48 4.39 091 6 5.26 0.76| 6
Z2 (cis) 48 5.57 0.97| 6 9.24 195 6
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Abbildung 40: Summe der Pallidol-Derivate von unbehandelten im Vergleich zu mit Hefefiltrat
elicitierten Weinkalli. A: Versuch 1 (,Regent”) Mittelwerte aus 4 Messwerten * 0,5 x
Standardabweichung B: Versuch 3 (,Regent”) Mittelwerte aus 8 (unbehandelte Kalli) bzw. 6
(Hefe S4 behandelte) Kalli + 0,5 x Standardabweichung C: Versuch 2 (,Regent”) Mittelwert
aus 2 Messwerten und Versuch 4 (,Nero®) Mittelwert aus 6 Messwerten beide 48 Stunden
nach Behandlung mit Hefefiltrat
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Abbildung 41: Pallidol-Derivate von unbehandelten im Vergleich zu mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli  (,Regent) aus Versuch 1; Mittelwerte aus 4 Messwerten * 0,5 x
Standardabweichung.
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Tabelle 24: Pallidol-Derivate von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli der
Sorte ,Regent” (Versuch 2 und 3) und ,,Nero* (Versuch 4)

unbehandelte Kalli elicitierte Kalli
Peak Stunden Mittelwert S.E. n | Mittelwert S.E. n
nach [ng/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 3
O+01 5 11.24 1.19 8 10.97 1.63 5
10 11.31 0.97 8 14.02 1.52 )
24 12.46 348 8 26.06 3.26)| 7
P 5 8 2.77 112 5
10 8 13.67 2.44 5
24 8 21.12 418 7
Q 5 3.39 069 8 3.28 046 5
10 3.74 0.61 8 2.99 0.49 )
24 2.84 049 8 1.91 040 7
R 5 8.82 092 8 8.91 149 5
10 9.16 1.44 8 10.58 2.76 5
24 12.10 112 8 8.52 169 7
DD 5 8 0.74 029 5
10 8 11.29 1.22 5
24 8 46.80 450 7
Versuch 2
O 48 15.09 0.08 2 47.26 0.23 2
P 48 2 77.68 2
Q 48 4.56 3.16 2 8.40 1.75 2
DD 48 2 355.11 10.21 2
Versuch 4
0] 48 2.39 0.44 6 14.11 2.91 6
P 48 6 6
Q 48 6 6
DD 48 50.04 1403 6 68.65 1253 6

S.E. :Standarsabweichung

unbeh. : unbehandelt

n : Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-Analyse
TS : Trockensubstanz
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Abbildung 42: oligomere-trans-Resveratrol-Derivate von unbehandelten im Vergleich zu mit
Hefefiltrat elicitierten Weinkalli (,Regent”) aus Versuch 1; Mittelwerte aus 4 Messwerten +
0,5 x Standardabweichung.
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Tabelle 25: Oligomere trans-Resveratrole von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent“ (Versuch 3)

unbehandelte Kalli elicitierte Kalli
Peak Stunden Mittelwert S.E. n | Mittelwert S.E. n
nach [ng/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 3
KK 5 1.82 0.94 8 3.64 2.77 5
10 4.55 1.27 8 8.18 0.83 )
24 1.72 1.13 8 21.73 138 7
RR 5 8 5
10 8 46.33 9.15| 5
24 8 153.29 23.16 7
'A% 5 8 7.09 292 5
10 8 19.51 189 5
24 8 52.98 6.16 7
wWw 5 14.39 3.47| 8 36.53 13.30/ 5
10 13.40 3.43 8 72.01 3.12 5
24 19.06 559 8 188.70 2258 7
Gesamt 5 16.21 2.99 8 47.26 17.39 5
10 17.95 3.81 8 146.03 11.24 5
24 20.78 6.22 8 416.69 46.66 7
Versuch 2
KK 48 2 2
RR 48 5.74 348 2 454.03 37.87]| 2
VvV 48 2 2
WW 48 13.75 1.12 2 748.90 44 .48 2
Summe 48 19.49 4.60 1202.93 6.61
Versuch 4
KK 48 6 11.88 2.01 6
RR 48 17.14 3.61 6 217.16 25.90 6
'A% 48 6 6
wWw 48 9.57 117 6 199.82 3538 6
Summe 48 26.71 2.64 428.86 62.43

S.E. :Standardabweichung

unbeh. : unbehandelt

n : Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-Analyse
TS : Trockensubstanz
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3.3.11.3 Oligomere Resveratrol-Derivate

Bei den oligomeren trans-Resveratrol-Derivaten (KK, RR, VV, WW) war eine mit der
Elicitationszeit zunehmende Akkumulation der Verbindungen und somit auch der ganzen
Stoffgruppe festzustellen (siehe Abbildung 42). Die Verbindung KK kam sowohl in Versuch 1
(Abbildung 42) als auch in Versuch 3 (Tabelle 26) in geringen Mengen konstitutiv im Kallus
vor, wurde jedoch durch eine Elicitation von 24 und 48 Stunden deutlich akkumuliert. In
Versuch 2 und 4 konnte diese Substanz in unbehandelten Kalli jedoch nicht gefunden
werden. Die Verbindungen RR und WW erfuhren eine Induktion schon zehn Stunden nach
der Behandlung mit Hefefiltrat, die sich bis 48 Stunden weiter verstarkte.

Hg/g TS Hg/g TS
140 1 Peak GG 160 7 Peak OO+PP
120 - 140 -
100 - 120 1
100 -
80 -
80 -
60 - 50 |
40 - 40 -
20 - 20 -
0 0 A |
5 10 24 48 5 10 24 48

Summe oligomerer cis-

200 1 Peak LL+MM 450 7 Resveratrol-Derivat
150 -
300 -
100 -
150 -
50 -
0 0 =
5 10 24 48 5 10 24 48

Stunden nach Elicitation

. unbehandelt behandelt mit
Hefefiltrat

Abbildung 43: Oligomere-cis-Resveratrol-Derivate von unbehandelten im Vergleich zu mit
Hefefiltrat elicitierten Weinkalli (,Regent”) aus Versuch 1; Mittelwerte aus 4 Messwerten +
0,5 x Standardabweichung.
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Die Induktion von Verbindung VV setzte erst nach 24 Stunden ein und akkumulierte dann
weiter bis 48 Stunden. Peak VV und WW kamen in unbehandelten Kalli nicht vor.

Die Dynamik der Verbindungen nach einer Elicitation mit Hefefiltrat, wie sie in Versuch 1
festgestellt wurde, stimmte mit den Ergebnissen der anderen Versuche Uberein. Dabei
reagierte Weinkallus der Sorte ,Nero“ ahnlich wie der von ,Regent, nur lag der maximale
Gehalt der Verbindungen und somit auch dieser Stoffgruppe deutlich unter dem von
.Regent”.

Tabelle 26 :Oligomere cis-Resveratrole von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch 2 und 3) und ,Nero* (Versuch 4)

unbehandelte Kalli elicitierte Kalli
Peak Stunden | Mittelwert S.E. n Mittelwert S.E. h
nach [ng/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 3
GG+HH 5 17.38 248 8 23.04 6.38 5
10 26.56 207 8 26.05 433 5
24 17.67 429 8 14.39 350 7
OO0+PP 5 8 5
10 8 9.66 273 5
24 8 40.35 736 7
Gesamt 5 17.38 248 8 23.04 6.38 5
10 26.56 207 8 35.71 589 5
24 17.67 429 8 54.74 9.77 7
Versuch 2
GG+HH 48 33.25 1.89 2 63.49 059 2
OO+PP 48 3.26 1.09 2 40.55 587 2
MM+NN 48 2 58.19 2.71 2
Summe 48 36.51 2.98 162.23 7.98
Versuch 4
Versuch 4 48 8.88 252 6 33.51 488 6
GG+HH 48 6.05 0.50| 6 34.21 3.07| 6
OO+PP 48 4.97 0.50| 6 14.29 099 6
MM+NN 48 19.90 275 6 82.00 753 6

S.E. :Standardabweichung

unbeh. : unbehandelt

n : Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-Analyse
TS : Trockensubstanz
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Das Induktionsverhalten der oligomeren cis-Resveratrol-Derivate GG, LL, MM, OO und PP
war dem der oligomeren trans-Resveratrol-Derivate sehr ahnlich (Abbildung 43). Auch bei
dieser Stoffgruppe konnte eine mit der Elicitationsdauer zunehmende Akkumulation
festgestellt werden.

Nur die Verbindung GG, die konstitutiv Gber die Entnahmetermine stabile Gehalte aufwies,
wurde durch eine Behandlung mit Hefefiltrat geringfligig induziert. AusschlieBlich in Versuch
2 (,Regent®) und Versuch 4 (,Nero®) fihrte eine 48-stiindige Behandlung mit Hefefiltrat zu
einer Induktion des Gehaltes der vereinten Verbindung GG+HH, (Tabelle 27) wobei nicht
festzustellen war, ob die Reaktion auf das Flavonol HH oder das oligomere cis-Resveratrol-
Derivat GG zuriickzufihren war. Die Induktionsdynamik aller anderen Verbindungen dieser
Stoffgruppe stimmten mit denen von Versuch 1 und 3 tberein.

Verbindungen, die den oligomeren Resveratrol-Derivaten zugeordnet wurden, aber nicht
zwischen cis- und trans-Konfiguration unterschieden werden konnten, sind in Abbildung 44
und Tabelle 28 dargestellt. Diese Verbindungen kamen in Versuch 1 konstitutiv nur in sehr
geringen Konzentrationen vor und wurden wie die Ubrigen Resveratrol-Derivate durch eine
Elicitation mit Hefefiltrat induziert. Auffallend war ihre im Vergleich zu anderen Resveratrol-
Derivaten erst spater einsetzende Akkumulation zwischen 24 und 48 Stunden nach
Behandlung. Eine Ausnahme stellten Peak XX und Peak YY dar, die beide schon konstitutiv

im Weinkallus vorkamen und beide nur geringftgig durch eine Elicitation induziert wurden.
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Hg/g TS Mug/g TS
250 1 Peak QQ 60 1 Peak SS
200 - 50
40 -
150
30
100 -
20
50 - 10 -
0 0 -
5 10 24 48 5 10 24 48
50 4 Peak TT 70 4 Peak UU
60 -
40
50
30 40 -
20 - 30 -
20
10
10
0 0 -
5 10 24 48 5 10 24 48
45 - Peak XX 40 4 Peak YY
40 - 35
35 30 -
30 25 -
25 - 20 _
20 1 15
15
10 - 10 7
5 - S
0 0 -
5 10 24 48 5 10 24 48
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Abbildung 44: Oligomere trans/cis-Resveratrol-Derivate von unbehandelten im Vergleich zu
mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli (,Regent”) aus Versuch 1; Mittelwerte aus 4 Messwerten
+ 0,5 x Standardabweichung.
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Tabelle 27: Oligomere cis-Resveratrol-Derivate von unbehandelten und mit Hefefiltrat
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch 2 und 3) und ,,Nero* (Versuch 4)

Peak Stunden | Mittelwert S.E. n Mittelwert
nach [ng/g TS] [ng/g TS]
Elicitation
Versuch 3
LL 5 8
10 8
24 8 6.73
QQ 5 8
10 8 7.02
24 8 17.82
TT 5 8 0.00
10 8 1.76
24 8 7.35
uu 5 8
10 8 2.68
24 8 8.65
XX 5 8.64 248 8 22.89
10 5.22 1.74 8 15.85
24 9.25 4.61 8 13.21
Gesamt 5 8.64 248 8 22.89
10 5.22 1.74| 8 27.30
24 9.25 4.61 8 53.76
Versuch 2
QQ 48 2 100.59
TT 48 2 99.41
uu 48 15.00 040 2 221.67
XX 48 58.47 535 2 56.57
YY 48 48.38 744 2 62.70
Gesamt 48 121.85 12.39| 2 540.93
Versuch 4
LL 48 6 4.47
QQ 48 6 5.50
SS 48 1.35 039 6 74.58
XX 48 5.09 267 6 8.65
YY 48 6
Gesamt 48 6.45 2.61 6 121.78
unbeh. : unbehandelt
n : Anzahl der Wiederholungen bei 5 Kalli pro Phenylpropanoid-Analyse

TS : Trockensubstanz

unbehandelte Kalli

elicitierte Kalli

S.E.

Lk

1.42
4.99
0.00
0.13
0.74

0.98
1.26
10.12
4.89
4.74
10.12
4.94
8.24

34.08
8.12
80.30
10.91
8.07
74.94

0.60
7.52
15.20
2.70

21.15

N O o oo N oo NN oo N ooy NN oo
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3.3.12 Einfluss der Elicitorkonzentration auf die Akkumulation von Polyphenolen
3.3.12.1 Summen verschiedener Stoffklassen

Die Synthese der Polyphenole wird aber nicht nur durch die Elicitationszeit, sondern auch
durch die Elicitorkonzentration beeinflusst. Die Induktion der gesamten phenolischen
Inhaltstoffe wurde in Versuch 1 deutlich nach 48-stindiger Elicitation induziert. Dabei schien
die Konzentration des Hefefiltrates keinen Einfluss auf die Akkumulation zu nehmen
(Abbildung 45). Die einfachen Phenole wurden bei einer Konzentration von 50% Hefefiltrat
induziert, bei 5% Hefefilirat wurde der Gehalt nicht veréndert. Wahrend die einfachen
Phenole, wie auch die Verbindungen mit Spektrum 2, eine Induktion nur bei den héheren
Elicitorkonzentrationen erfuhren, reagierten die Benzoesduren sowie monomere und
oligomere Catechine nur bei der Behandlung mit 5% Hefefiltrat mit einer Akkumulation. Eine
Behandlung mit der héheren Elicitorkonzentration bewirkte hingegen bei diesen Stoffgruppen
keine deutlichen Reaktionen.

Die Elicitationen der Hydroxyzimtsauren, Flavonole und Anthocyane schienen unabhéangig
von der Elicitorkonzentration zu sein, wobei die Hydroxyzimtsauren und die Flavonole durch
die Hefefiltrat-Behandlungen eine Induktion erfuhren und sich die Gehalte der Anthocyane
gegenlber der unbehandelten Variante sogar verminderten.

Das Aglykon trans-Resveratrol sowie auch alle seine Derivate erfuhren durch eine
gesteigerte Elicitorkonzentration auch eine vermehrte Synthese. Dabei reagierten die
oligomeren trans-Resveratrol-Derivate neben dem trans-Resveratrol am deutlichsten auf
eine Elicitation.

In Abbildung 47 wurde deutlich, dass sowohl die Summe aller Polyphenole mit und ohne
Catechine durch eine Elicitation mit Hefefiltratat schon ab 10 Stunden nach einer Elicitation
induziert wurden. Aufgrund der Tatsache, dass 24 Stunden nach einer Elicitation eine
geringe Elicitorkonzentration eine starkere Akkumulation an Catechinen induzierte als eine
héhere Konzentration (Abbildung 46), hoben sich die Effekte der Catechine und die der
restlichen Phenylpropanoide auf und die Gesamtsumme schien unabhangig von der
Elicitorkonzentration induziert zu werden. Die Resveratrol-Derivate machten einen Grofteil
der akkumulierten Stoffe aus. Dabei reagierten alle Stoffgruppen sehr &hnlich. Die Induktion
des trans-Resveratrols erfolgte unabhangig von der Elicitorkonzentration schon zwischen 5
und 10 Stunden nach der Behandlung. Eine héhere Elicitorkonzentration flhrte zu einer
langer anhaltenden und starkeren Akkumulation als eine niedrigere Konzentration. Eine
Akkumulation der Derivate erfolgte gegeniber dem Aglykon Resveratrol verzégert.
Konzentrations-abhangige Stoffakkumulationen wurden auch bei den Resveratrol-Derivaten
erst 24 Stunden nach den Behandlungen deutlich.
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TS = Trockensubstanz
Spekt. 2 = Verbindungen der Stoffgruppe Spektrum 2
Hyd. Zimts. = Hydroxyzimtsduren
Anthocy. = Anthocyane
mon. trans-Resv.-D. = monomere trans-Resveratrol-Derivate
mon. cis-Resv.-D. = monomere cis-Resveratrol-Derivate
oligo. trans-Resv.-D. = oligomere trans-Resveratrol-Derivate
oligo. cis-Resv.-D. = oligomere cis-Resveratrol-Derivate

oligo. trans/cis-Resv.-D.= oligomere trans/cis-Resveratrol-Derivate

Abbildung 45: Summen verschiedener Stoffgruppen von unbehandelten und mit zwei
verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Regent” 48 Stunden nach der Behandlung (Versuch 1). Mittelwerte aus 4 Messwerten + 0,5
x Standardabweichung
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Abbildung 46: Gesamtgehalte der Polyphenole und Summen verschiedener Stoffgruppen
von unbehandelten und mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%)
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1).
Mittelwerte aus 4 Messwerten + 0,5 x Standardabweichung.
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3.3.12.2 Catechine

Hinsichtlich der Akkumulation nach einer Elicitation mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Hefefiltrat reagierten alle monomeren Catechine sehr ahnlich (Abbildung 47). Ab 10 Stunden
nach der Elicitation sanken die Gehalte der unbehandelten Kalli ab, die Konzentrationen der
mit 50% Hefefiltrat elicitierten Kalli blieb bis 24 Stunden nach Behandlung konstant, um dann
ebenfalls abzusinken. Catechin, Epicatechin und Epicatechingallat erfuhren nach einer
5%igen Elicitorbehandlung hingegen eine Akkumulation der Konzentrationen, die dann nach
24 Stunden, analog zu den beiden anderen Behandlungen, langsam absank.

Die Dynamik der Konzentrationen bei den verschiedenen Behandlungen war bei den
oligomeren Catechine mit denen der Monomeren vergleichbar.

Hg/g TS Hg/g TS
2000 1 Catechin 250 1 Epicatechin
1500 - 200 7
150
1000 - {
100 - {
500 - 50 |
0 1 0
5 10 24 48 5 10 24 48
1000 4 Epicatechingallat Abbildung 47: Catechin-Gehalte
von unbehandelten und mit zwei
800 - verschiedenen Konzentrationen
Hefefiltrat (5% und  50%)
600 - elicitierten Weinkalli der Sorte
{ ~Aegent”  zu  verschiedenen
400 ~ Entnahmeterminen (Versuch 1).
Mittelwerte aus 4 Messwerten *
200 ~ 0,5 x Stabw.
0

5 10 24 48

Stunden nach Behandlung

unbehandelt behandelt mit behandelt mit
N A 5% Hefefiltrat ® 50% Hefefiltrat
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3.3.12.3 Einfache Phenole

Das einfache Phenol Peak A wies bei den unbehandelten Kalli Gber die Entnahmetermine
relativ konstante Werte auf (Abbildung 48). Sowohl durch eine Elicitation mit 5% als auch mit
50% Hefefiltrat sank der Gehalt zwischen 10 und 24 Stunden nach den Behandlungen
deutlich ab, um dann erneut zu akkumulieren. Dabei lagen die Konzentrationen in den mit
niederen Elicitorkonzentration behandelten Kalli zu jedem Entnahmetermin unter denen der
mit  hoher Elicitorkonzentration induzierten. Peak A wies allgemein groBe
Konzentrationsschwankungen auf. 24 Stunden lang unterschieden sich die Gehalte von TO,
einem einfachen Phenol, in den unbehandelten Kalli nicht von den mit Hefefiltrat elicitierten
Varianten. Eine deutliche Akkumulation dieser Verbindung erfolgte erst 48 Stunden nach
Elicitation und dann auch nur mit einer Hefefiltrat-Konzentration von 50%.

Die Verbindung Peak | zahlt zu der Gruppe von Spektrum 2 und erfuhr durch eine
Behandlung mit hoher Elicitorkonzentration eine Induktion, die bereits 24 Stunden nach der

Behandlung deutlich zu sehen war und mit steigender Elicitationsdauer weiter anstieg. Eine
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Behandlung mit niedriger Elicitorkonzentration fuhrte im Vergleich zur unbehandelten

Variante nur zu einem geringfligigen Konzentrationsanstieg mit anschlieBender Stagnation.

3.3.12.4 Benzoesauren

Die Konzentrationsentwicklung des Gallussaure-Derivates B der unbehandelten Kalli war mit
der Stoffgruppe der monomeren und oligomeren Catechine vergleichbar (Abbildung 49).
Sowohl die Konzentration der Catechine als auch die von Peak B sank mit zunehmender
Kulturdauer stetig ab, um dann nach 24 Stunden wieder leicht anzusteigen.

Das Gallussaure-Derivat B wies gegenlaufige Akkumulationsverhalten bei unterschiedlichen
Elicitorkonzentrationen auf. Wahrend eine 50%ige Hefekonzentration zu einer Reduktion des
Gehaltes fuhrte, induzierte eine 5%ige Kulturfiltratkonzentration die Synthese (Abbildung 49).
Bei den Catechinen zeigte sich nach einer Elicitation mit 50% Hefefiltrat schon finf Stunden
nach Behandlung ein verminderter Gehalt. Eine 5% Filtratkonzentration hatte hingegen
keinen Einfluss auf die Catechin-Konzentration. Diese Gehaltsreduktion wurde bei dem
Gallussaure-Derivat nach beiden Elicitorkonzentrationen beobachtet.

Die mit Hefefiltrat behandelten Kalli erfuhren im Gegensatz zu den unbehandelten Kalli eine
tendenzielle ~ Akkumulation durch die Behandlungen, wobei eine geringere

Elicitorkonzentration sowohl bei den Catechinen als auch bei Peak B diesen Effekt

verstarkte.
Hg/g TS Hg/g TS
5000 Gallussaure- 6000 - Catechine
Derivat B
4000 - 5000 -
I 4000 -|
3000 -
3000 -|
2000 -
2000 -
1000 1 1000 -
0 0
5 10 24 48 5 10 24 48

unbehandelt behandelt mit behandelt mit
] A 5% Hefefiltrat ® 50% Hefefiltrat

Abbildung 49: Gallussdure-Derivat Peak B und die Summe aller Catechine von
unbehandelten und mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%)
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1).
Mittelwerte aus 4 Messwerten * 0,5 x Standardabweichung.
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Das p-Cumarséaure-Derivat Peak L erfuhr bei einer 50%igen Hefefiltrat-Behandlung nach
24 Stunden seine maximale Konzentration, die dann wieder absank (Abbildung 50). Eine Die
maximale Induktion wurde bei den Catechinen 24 Stunden nach der 5%
Hefefiltratbehandlung erzielt, der Gehalt des Gallussdure-Derivates stieg hingegen bis
48 Stunden nach Behandlung an. Eine Behandlung mit der héheren Elicitorkonzentration
fihrte auch bei Peak B zu einem Absinken der Konzentration ab 10 Stunden nach
Behandlung.

Elicitation mit einem 5%igen Filtrat fuhrte zu einer verzbgerten Akkumulation, die bis
48 Stunden nach Behandlung anstieg und zu diesem Entnahmetermin das gleiche Niveau
erreichte, wie eine Elicitation mit 50%iger Filtratldsung 24 Stunden nach der Behandlung.
Das Kaffeesaure-Derivat Peak AA schien hingegen nicht von einer Elicitation mit Hefefiltrat
induziert worden zu sein. Der Konzentrationsanstieg 48 Stunden nach einer 50%igen
Hefefiltratbehandlung wies groBe Konzentrationsschwankungen auf, sodass eine Induktion
nicht deutlich war.

Hg/g TS Hg/ig TS
800 - p-Cumarséure- 60 - Kaffeesaure-
200 | DerivatL Derivat AA

50

600 -
500 - 40 1
400 { 30 -
300 - 20 4
200 -
100 4 & 101

0 0

5 10 24 48 5 10 24 48

Stunden nach Behandlung

unbehandelt behandelt mit behandelt mit
N A 5% Hefefiltrat ® 50% Hefefiltrat

Abbildung 50: Peak L,, ein p-Cumarsdure-Derivat und das Kaffeesdure-Derivat AA von
unbehandelten und mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%)
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1).
Mittelwerte aus 4 Messwerten + 0,5 x Standardabweichung.

Die Protocatechusaure Peak C (Abbildung 51) wurde in ihrem Gehalt durch eine Elicitation
nur leicht induziert. Dabei schien die Elicitorkonzentration keinen deutlichen Einfluss auf die
Akkumulationsstarke zu nehmen, wobei die Gehalte, die durch eine geringere
Elicitorkonzentration induziert wurden, tendenziell Gber denen lagen, die durch eine héhere

Hefefiltratkonzentration induziert wurden. Die Vanillinsdure Peak M kam nur in geringen
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Konzentrationen im Weinkallus "Regent" vor. Die Elicitorkonzentration hatte bei dieser

Verbindung keinen eindeutigen Einfluss auf den Gehalt.

ug/g TS ug/g TS
120 , Protocatechusdure 70 - Vanillinsdure
Peak C Peak M
100 - 60 1
80 | 50
40 -
60
30 -
40
20 1 10
0 10
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Abbildung 51: Protocatechusdure Peak C und Vanillinsdure Peak M von unbehandelten und
mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der
Sorte ,Regent® zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1). Mittelwerte aus 4
Messwerten + 0,5 x Standardabweichung.

3.3.12.5 Flavonole

Der Gehalt der Flavonole T2 und HH reduzierte sich in der unbehandelten Variante deutlich
mit fortschreitender Kulturdauer. Dabei verminderte sich die T2-Konzentration zwischen den
Entnahmeterminen von finf und zehn Stunden nach der Behandlung, die von Peak HH
verminderte sich sogar bis 24 Stunden nach der Kontrollbehandlung. Die Dynamik von Peak
HH ist mit der der Catechine und des Gallussdure-Derivats Peak B vergleichbar
(Abbildung 52). Auch lagen die Konzentrationen finf Stunden nach einer Elicitation mit
Hefefiltrat wie bei Peak B deutlich unter denen der unbehandelten Variante. Behandlungen
mit Hefefiltrat schienen bei dem Flavonol T2 keinen Einfluss auf den Gehalt zu nehmen, bei
HH stieg der Gehalt 24 Stunden lang an und stagnierte dann. Dabei schien die
Akkumulationsintensitat unabhangig von der Elicitorkonzentration zu sein.

3.3.12.6 Anthocyane

Das Anthocyan Peak BB wies in Behandlungen mit Hefefilirat geringere Gehalte auf als in
der unbehandelten Variante, wobei tendenziell eine Erhdhung der Elicitorkonzentration eine
Gehaltsverminderung mit sich fhrte (Abbildung 52). Aufgrund der niedrigen Konzentrationen
und den starken Standardabweichungen, sollten diese Reaktionen nicht zu viel Bedeutung
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finden. Deutlicher waren die Gehalte des Anthocyan Peak Il, die in den unbehandelten Kalli
deutlich Uber den mit Hefefilirat behandelten Varianten lagen. Dabei wies die Variante mit

der héheren Elicitorkonzentration die geringsten Gehalte an Verbindung Il auf.

ug/g TS ng/g TS
180 - B
Flavonol T2 500 1 Flavonol HH
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300 -
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100 - 200 I
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i 100 A
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20 - 50 1 {
0 . 0
5 10 24 48 5 10 24 48

Stunden nach Behandlung

unbehandelt behandelt mit behandelt mit
. A 5% Hefefiltrat . 50% Hefefiltrat

Abbildung 52: Flavonole T2 und HH und Anthocyane BB und Il von unbehandelten und mit
zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1). Mittelwerte aus 4 Messwerten +
0,5 x Standardabweichung.

3.3.12.7 Monomere Resveratrol-Derivate

Das trans-Resveratrol akkumulierte schon zwischen 5 und 10 Stunden nach einer
Behandlung mit Hefefiltrat (Abbildung 53). Dabei war die Reaktionsgeschwindigkeit, im
Gegensatz zu der Akkumulationsdauer, nicht von der Elicitorreaktion abhangig. Ein 50%iges
Hefefiltrat induzierte eine Akkumulation, die bis 24 Stunden nach Behandlung andauerte,
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N A 5% Hefefiltrat ® 50% Hefefiltrat

Abbildung 53: Verschiedenen monomere Resveratrol-Derivate von unbehandelten und mit
zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1).Mittelwerte aus 4 Messwerten +
0,5 x Standardabweichung.
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eine Behandlung mit verminderter Elicitorkonzentration stagnierte hingegen auf dem Stand
Bei der geringen Elicitorkonzentration stagnierte der Gehalt, eine Elicitation mit 50%
Hefefiltrat fihrte jedoch zu einer fortschreitenden Akkumulation. Das trans-Piceid wurde
dabei schneller angereichert als sein cis-lsomer.

Die Induktion des monomeren trans-Resveratrol-Derivates T und einer entsprechenden cis-
Variante Y durch Behandlungen mit Hefefiltrat erfolgte innerhalb der ersten 24 Stunden nur
in geringem MaB. Eine Behandlung mit 50%igem Hefefiltrat induzierte eine Akkumulation
beider Verbindungen zwischen 24 und 48 Stunden nach der Behandlung, eine 5%ige

Elicitorkonzentration zeigte keinen Einfluss auf die Konzentration.

Hg/g TS

300 - Abbildung 54: Monomeres trans-

250 Resveratrol-Derivate X von
unbehandelten und mit zwei

200 verschiedenen Konzentrationen
Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten

150 1 Weinkalli der Sorte ,Regent” zu

100 | verschiedenen Entnahmeterminen

o (Versuch 1). Mittelwerte aus 4

Messwerten + 0,5 x Stabw.

0

5 10 24 48

Stunden nach Behandlung

unbehandelt behandelt mit behandelt mit
. A 5% Hefefiltrat . 50% Hefefiltrat

Die Dynamik des monomere trans-Resveratrol-Derivat X erinnerte zum einen an die von
trans-Piceid, in dem eine Elicitation mit 50% Hefefiltrat einen starken Konzentrationsanstieg
induzierte, der bis 48 Stunden nach der Behandlung anhielt (Abbildung 54). Die verminderte
Induktion durch eine geringere Hefekonzentration, die sich schon 10 Stunden nach der
Behandlung abzeichnete, entspricht allerdings eher der Dynamik des trans-Resveratrols.

3.3.12.8 Pallidol-Derivat

Eine geringere Elicitorkonzentration fihrte bei dem Pallidol-Derivates O an allen
Entnahmeterminen zu einer verminderten Akkumulation im Vergleich zu einer héheren
Elicitorkonzentration (Abbildung 55). Das Pallidol-Derivat P akkumulierte bis 24 Stunden
nach der Behandlung unabhdngig von der Elicitorkonzentration. Bei der 5%igen
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Hefefiltratbehandlung stagnierte der Gehalt dann, wahrend die Konzentration bei einer

Behandlung mit 50% Filtrat weiter anstieg.

ug/g TS Hg/g TS
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90 7 120 |
80 -
70 - 100 -
60 - 80 -
50 - i
40 60 -
30 - 40 -
20 4 #— % 3 2 i
10 - i §~
0 0 ‘
5 10 24 48 5 10 24 48
450 7 peak DD 07 Peak DD1
400 35 -
350 - 30 -
300 - o5 |
250 - 20 |
200 -
150 A 15 1
100 - 10 4
50 - " . 5 -
0 & = —= 0 =
5 10 24 48 5 10 24 48
45 1 Peak R 120 1 Peak CC
40 -
.5 | 100 -
30 80 -
25 60 |
20 - {
15 - 40 -
107 20
5 -
0 0
5 10 24 48 5 10 24 48

Stunden nach Behandlung

unbehandelt behandelt mit behandelt mit
] A 5% Hefefiltrat ® 50% Hefefiltrat

Abbildung 55: Pallidol-Derivat O, P, DD, DD1, R sowie CC von unbehandelten und mit zwei
verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte
~,Regent“ zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1).Mittelwerte aus 4 Messwerten +
0,5 x Standardabweichung.
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Das Induktionsverhalten des Pallidol-Derivates DD war mit dem von Piceid vergleichbar.
Eine hohe Elicitorkonzentration induzierte eine starkere Akkumulation, die 24 Stunden nach
Behandlung deutlich sichtbar war. Eine verminderte Elicitorkonzentration induzierte einen
vergleichsweise geringen Anstieg der Konzentration. Die Verbindung DD1 zeigte eine
ahnliche Dynamik mit einer geringeren von der Elicitorkonzentration abh&ngigen
Akkumulation wie bei DD.

Das Pallidol-Derivat R erfuhr durch eine Elicitation mit 5% Hefefiltrat eine deutlich stéarkere
Akkumulation als mit 50% Filtrat. Der maximale Gehalt wurde bei der erhéhten Konzentration
zehn Stunden nach der Behandlung, bei der geringeren Filtratkonzentration etwas verzdgert
erst 14 Stunden spéter, erfasst. Die Gehalte sanken nach den Akkumulationsmaxima bei
beiden Elicitorkonzentrationen wieder ab.

3.3.12.9 Oligomere Resveratrol-Derivate

Die oligomeren trans-Resveratrol-Derivate RR, VV und WW (Abbildung 56) reagierten auf
eine Elicitation mit 50% Hefefiltrat sehr &hnlich. Eine Elicitation mit 5% Hefefiltrat fihrte bei
RR und WW bis 24 Stunden nach Behandlung zu vergleichbaren Akkumulationen. Zwischen
24 und 48 Stunden nach Behandlung fihrte eine Behandlung mit hoher Elicitorkonzentration
zu einem verstarkten Gehaltsanstieg ein Peak WW, eine verminderte Elicitorkonzentration
schwachte diese Induktion hingegen ab. Wahrend der Gehalt von Peak VV nach Behandlung
mit hoher Elicitorkonzentration wie bei RR weiter anstieg, stagnierte er bei VV nach
Behandlung mit verminderter Elicitorkonzentration und nahm bei RR sogar ab.

Die Summe der oligomeren cis-Resveratrol-Derivat Peaks LL und MM, die in diesem
Versuch bei der HPLC-Analyse nicht optimal getrennt wurden, wiesen die gleichen Verlaufe
auf wie Peak RR, was auf eine Isomerie zwischen RR und MM (oder LL) schlieBen l&asst.
Weitere oligomere trans- und cis-Resveratrol-Derivate reagierten, wie die schon
aufgeflhrten, mit einer Akkumulation, die durch eine héhere Elicitorkonzentration verstarkt
wurde. Die Verbindungen XX und YY wiesen nur geringe Gehalte auf und konnten beziglich
ihres Induktionsverhaltens nicht eindeutig bestimmt werden. Die oligomeren Resveratrol-
Derivate sind in Tabelle 29 aufgefihrt.
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Abbildung 56: Oligomere trans-Resveratrol-Derivate Peak RR, VV und WW von
unbehandelten und mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%)
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1).
Mittelwerte aus 4 Messwerten * 0,5 x Standardabweichung.
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Tabelle 28: Oligomere Resveratrol-Derivate von unbehandelten und mit zwei verschiedenen
Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” zu
verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 1). Mittelwerte aus 4 Messwerten

Peak Behandlung Gehalte S.E. (n=4)
[ng/g Trockensubstanz] [ng/g Trockensubstanz]
5h 10h | 24h | 48h | 5h 10h | 24h | 48h
GG Kontrolle 69.67 4159 54.09 44.05 11.62 11.46 2451 21.72
Hefe 5% 56.72 64.55 94.49 59.64 26.25 28.37 17.52 11.73
Hefe 50% 72,56 102.6 81.01 69.95 38.18 3.59 30.76
OO+PP | Kontrolle 8.02) 194, 1.72| 434, 4.00 0.72 048 3.03
Hefe 5% 6.63| 18.36 5.03| 2449 5.03 ) 11.81, 0.82] 4.59
Hefe 50% 439 24.33| 35.43| 115.3 9.00| 26.69 70.20
LL + MM  Kontrolle 1410 3.39 382 1167 6.40 239 112 8.35
Hefe 5% 13.55 11.88 59.54 37.74 10.55 4.28 16.67 10.86
Hefe 50% 13.16 15.84 48.43 134.3 490 17.73 92.79
QQ Kontrolle 220, 133, 143/ 1.03, 1.07, 0.12, 035 0.33
Hefe 5% 267, 395 18.13| 19.01| 237, 242 3.10, 7.66
Hefe 50% 111 5.27| 32.32| 146.3 3.42| 1436 105.4
SS Kontrolle 098 001 034 031 026 0.00 0.15 0.23
Hefe 5% 037 089 528 1021 020 0.66 0.76 3.10
Hefe 50% 0.07 1.46 11.96 44.76 1.34 4.79 12.99
TT Kontrolle 1.05, 0.07| 042 0.13, 1.05, 0.06) 0.14, 0.08
Hefe 5% 046, 1.79, 5.16| 860 044 123 026 6.10
Hefe 50% 022, 114 7.27| 36.22 1.03| 2.87 22.67
uu Kontrolle 199 6.13 415 192 255 121 098 1.56
Hefe 5% 968 875 11.83 3097 785 559 1.13 1044
Hefe 50% 9.83 11.24 17.26 54.98 3.76| 3.93| 12.17
XX Kontrolle 12.14| 2454 13.48 890 10.02| 2.59| 4.08, 3.70
Hefe 5% 12.98 17.77) 20.81| 20.50, 9.54| 16.83| 5.14 4.65
Hefe 50% 21.08 | 29.76| 16.85| 17.74 20.27 | 10.63| 9.00
YY Kontrolle 780 1253 11.60 568 651 246 510 4.70
Hefe 5% 843 11.75 13.92 10.82 6.71 11.11 025 0.95
Hefe 50% 20.70 2419 9.13 11.64 18.35 5.77 6.94

h: Stunden nach Behandlung
S.E.: Standardabweichung
n: Anzahl an Messwerten



Ergebnisse Induktion 111

3.3.13 Einfluss unterschiedlicher Hefestimme von Aureobasidium pullulans auf das
Induktionsverhalten von Phenylpropanoiden

3.3.13.1 Gesamtgehalt an Phenylpropanoiden und Catechine

Far die Elicitationsversuche wurde weitgehend ein Gemisch aus 4 Hefestdmmen verwandt,

die aber wie in Versuch 3 leichte individuelle Induktionsverhalten beim Weinkallus der Sorte

,Regent” zeigten.

Der Gesamtgehalt aller Polyphenole ohne die Catechine (Abbildung 57) wurde innerhalb von

24 Stunden durch alle Hefeisolate induziert, wobei durch eine Applikation des Hefefiltrates

von Isolat S 3.2 die deutlichste Gehaltszunahme hervorgerufen wurde. Auffallend war bei

diesem Isolat, dass eine Akkumulation erst zwischen zehn und 24 Stunden nach der

Behandlung festzustellen war, wohingegen die anderen Isolate schon zehn Stunden nach

der Elicitation Gehaltserh6hungen induzierten, die sich dann weiter steigerten.

Das Hefeisolat 10/8 schien zu keinem Zeitpunkt Einfluss auf den Gehalt an Catechinen zu

nehmen (Abbildung 57). Die starkste Wirkung beztglich dieser Stoffgruppe zeigte das Isolat

S 3.2. Dieses Isolat induzierte eine deutliche Dynamik in der Synthese der Catechine,

dessen Gehalt 5 und 10 Stunden nach der Behandlung deutlich Uber dem der

unbehandelten Variante lag und dann bis 24 Stunden unter dessen Niveau absank. Auch in

diesem Versuch wurde eine starke Streuung der Catechine festgestellt.

Mg/g TS Gesamtgehalt Mg/g TS Catechingehalt
7000 - ohne Catechine 1400 -
6000 - 1200 -
5000 - 1000 -
4000 - 800 -
3000 - 600 -
2000 - 400 -
1000 - 200 -

0 A 0

unb. S4 S3.2 10/8 10/3 unb. S4 S3.2 10/8 10/3

5 Stunden nach . 10 Stunden nach |||I 24 Stunden nach
Behandlung Behandlung Behandlung

Abbildung 57 Gesamtgehalte an Phenylpropanoiden ohne Catechine und die
Catechingehalte von unbehandelten und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8,
10/3) elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent‘ zu verschiedenen Entnahmeterminen
(Versuch 3). Mittelwerte aus Messwerten: ((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach
Behandlung: (K)/8/8/8; (S4)/6/6/9; (S 3.2)/7/5/7; (10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) + 0,5 x
Standardabweichung.
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3.3.13.2 Einfache Phenole und Spektrum 2
Die einfachen Phenole wurden im Gegensatz zu den unbehandelten Kalli durch alle
Hefeisolate induziert, wobei das Isolat S 3.2 am effektivsten zu sein schien (Tabelle 30). Ein

ahnliches Bild ergab sich bei den Verbindungen der Gruppe Spektrum 2.

Tabelle 29: Einfache Phenole und Verbindungen, die der Gruppe Spektrum 2 zugeordnet
wurden, von unbehandelten und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3)
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 3).
Mittelwerte aus Messwerten: ((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8;
(S4)/6/6/9; (S 3.2)/7/5/7; (10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7)

Stoffgruppe | Behandlung Gehalte S.E.
[ng/g Trockensubstanz] [ng/g Trockensubstanz]
5HNB | 10HNB | 24 HNB | 5HNB | 10 HNB | 24 HNB
Einfach keine 2179.79  2314.32 1930.11 454,82 306.92  505.84
Phenole
S4 2720.74 2063.95 2661.49 727.06 615.46 283.7
S32 2531.78  2340.40 3018.81 230.12 372.98 590.32
10/8 2310.96 2143.95 2903.33 317.04 649.62 350.6
10/3 2342.95 2311.70 2546.09 650.24 559.62 932.44
Spektrum 2 | keine 20.43 22.51 20.50 6.28 3.48 6.88
S4 25.10 31.70 34.14 8.18 6.74 6.46
S3.2 28.81 29.81 36.18 12.08 6.26 15.04
10/8 23.12 30.65 25.01 4.84 9.58 6.98
10/3 24.46 27.77 29.39 8.34 4.92 10.1

3.3.13.3 Phenolische Sauren

Das Gallussaure-Derivat B schien schon in der unbehandelten Variante einer Dynamik
ausgesetzt zu sein, die sich in den Varianten S4 und 10/8 wiederholte (Abbildung 58). Die
Konzentrationsschwankungen zwischen 5 und 24 Stunden nach der Elicitation waren bei
dem Isolat S4 am deutlichsten zu erkennen. Die Gehalte von Peak B waren nach der
Elicitation mit Isolat S 3.2 konstanter und befanden sich auf vergleichbaren Niveau wie bei
Kalli, die mit Isolat 10/3 behandelt worden waren.

Durch Elicitationen mit den Kaulturfiltraten der verschiedenen Hefeisolaten wurde das p-
Cumarsaure-Derivat L innerhalb von zehn Stunden deutlich akkumuliert. Die Isolate S 3.2
und 10/8 zeigten schon flinf Stunden nach ihrer Anwendung ein leichtes Induktionsverhalten,
das sich dann bis 24 Stunden nach Behandlung weiter steigerte. Das Isolat 10/3 fUhrte zu
einem Konzentrationsanstieg der Saure, der bis zehn Stunden nach Behandlung erfolgte,
dann aber stagnierte.
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300 -
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Abbildung 58:Gesamtgehalte an Gallussdurederivat Peak B und p-Cumarsédure-Derivat Peak
L von unbehandelten und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 3). Mittelwerte
aus Messwerten: ((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8; (54)/6/6/9; (S
3.2)/7/5/7; (10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) + 0,5 x Standardabweichung.

Bei Isolat S4 war innerhalb von 5 Stunden kein elicitierender Effekt erkennbar. Dieser trat
dann allerdings bis 10 Stunden nach der Behandlung auf und flhrte zu einer deutlichen
Konzentrationssteigerung. Nach dieser Elicitationszeit fiel der Gehalt an p-Cumarsaure-
Derivat, nur bei der Anwendung mit diesem Isolat, wieder ab.

3.3.13.4 Flavonole

Die Gehalte an dem Flavonol T2 unterschieden sich flinf Stunden nach der Behandlung bei
allen Isolaten nicht von denen der unbehandelten Variante (Abbildung 59). 24 Stunden nach
den Behandlungen wiesen die Kalli, die mit den Isolate S4 und S 3.2 elicitiert worden waren,
héhere Gehalte auf als die mit den Isolaten 10/8 und 10/3 behandelten, wobei auch letztere

deutlich hohere Gehalte aufwiesen als die unbehandelten Varianten.

3.3.13.5 Anthocyane

Die Isolate S 3.2, 10/8 und auch tendenziell 10/3 schienen eine Dynamik in der
Anthocyanidin-Synthese zu induzieren, die in der unbehandelten Variante und auch nach der
Anwendung von Isolat S4 nicht festzustellen war (Abbildung 59). Dabei fiel der Gehalt
10 Stunden nach der Elicitation ab, um dann bis 24 Stunden nach der Behandlung wieder

anzusteigen.
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Abbildung 59:Gehalte an dem Flavonol T2 und der Anthocyane (BB+ll) von unbehandelten
und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Aegent* zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 3). Mittelwerte aus Messwerten:
((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8; (S4)/6/6/9; (S 3.2)/7/5/7;
(10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) £ 0,5 x Standardabweichung.

3.3.13.6 Resveratrol-Derivate

Alle Hefeisolate induzierten eine deutliche Gehaltszunahme an trans-Resveratrol (Abbildung
60). Dabei wiesen die Kalli, die mit den Isolaten S4 und S 3.2 elicitiert worden waren,
24 Stunden nach der Behandlung héhere Gehalte auf als die mit den Isolaten 10/8 und 10/3
behandelten. Das Isolat 10/8 zeigte als einziges Isolat sein Induktionsmaximum 10 Stunden
nach der Behandlung, was im Vergleich mit den anderen Hefeisolaten fir eine schnellere
Induktion sprechen wrde.

Auch die Summe der Ubrigen Resveratrol-Derivate erfuhr durch die Behandlungen mit allen
vier Isolaten eine deutliche Induktion verglichen mit den unbehandelten Varianten
(Abbildung 60). Wahrend die Konzentrationunterschiede zwischen den einzelnen lIsolaten
zehn Stunden nach den Behandlungen noch gering waren, stellten sich 24 Stunden nach der
Elicitation die Isolate S4 und S 3.2 als geringfligig wirksamere Elicitoren der Resveratrol-
Derivate heraus als die Isolate 10/8 und 10/3.

Auch bei der Summe der monomeren Resveratrol-Derivaten zeigte sich eine abweichende
Induktionsdynamik durch das Isolat 10/8 im Vergleich zu den lIsolaten S4 und S3.2
(Abbildung 61).
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Abbildung 60: Gehalte an monomeren trans- und cis-Redveratrol-Derivaten von
unbehandelten und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 3). Mittelwerte
aus Messwerten: ((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8; (54)/6/6/9; (S
3.2)/7/5/7; (10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) £ 0,5 x Standardabweichung.

Wahrend die letzteren zwischen 10 und 24 Stunden die deutlichste Gehaltszunahme in den
Kalli induzierten, akkumulierten die Kalli, die mit dem Isolat 10/8 elicitiert worden waren
zwischen 5 und 10 Stunden nach der Behandlung die meisten monomeren Resveratrol-
Derivate. In dieser Zeitspanne schien das Isolat S4 noch keine Akkumulation induziert zu
haben. Das Isolat 10/3 nahm dabei eine Zwischenstellung ein. Die Induktionsfahigkeit der
Isolate S4 und S 3.2 lag deutlich Uber der von 10/8 und 10/3. Ein &hnliches Bild zeichnete

sich bei den monomeren cis-Resveratrol-Derivaten ab.

3.3.13.7 Pallidol-Derivate

Die Pallidol-Derivate zeigten ein &hnliches Induktionsmuster wie die monomeren
Resveratrol-Derivate (Abbildung 62). Eine Verbindung, die als Pallidol-&dhnliche Verbindung
beschrieben wurde (Peak CC), akkumulierte sehr schnell nach einer Induktion mit den
Hefefiltraten auBer mit Isolat 10/8. Dieses Hefeisolat induzierte zu keinem Entnahmetermin
den Gehaltes von Peak CC. Bei den andern drei Isolaten war eine Zunahme des Gehaltes
innerhalb von funf Stunden nach der Behandlung festzustellen, der dann aber bis
24 Stunden nach Behandlung auf das Niveau der unbehandelten Variante zurlckfiel.
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Abbildung 61: Gehalte an monomeren trans- und cis-Redveratrol-Derivaten von
unbehandelten und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 3). Mittelwerte
aus Messwerten: ((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8; (S54)/6/6/9; (S
3.2)/7/5/7; (10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) £ 0,5 x Standardabweichung.
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Abbildung 62: Gehalte an Pallidol-Derivaten und der Pallidol-&hnlichen Verbindung CC von
unbehandelten und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent” zu verschiedenen Entnahmeterminen (Versuch 3). Mittelwerte
aus Messwerten: ((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8; (S54)/6/6/9; (S
3.2)/7/5/7; (10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) £ 0,5 x Standardabweichung.
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Eine Tendenz zur Gehaltsreduktion mit steigender Elicitationszeit, war auch bei Isolat 10/8
festzustellen, jedoch blieb die vorherige Akkumulation aus. Bei dieser Verbindung wurde
starke Streuungen festgestellt, die in einer, die Flachen- und somit auch die Konzentrations-
Auswertung negativ beeinflussenden, chromatographischen Nahe zu Peak DD begriindet

liegen kénnten.

3.3.13.8 Oligomere Resveratrol-Derivate

Alle Hefe-Isolate flhrten zu einer deutlichen Akkumulation der oligomeren trans-Resveratrol-
Derivate. Dabei scheinen die Isolate S 3.2 und S4 die héchste Akkumulation, das Isolat 10/3
eine geringere Gehaltserhfhung zu induzieren (Abbildung 63). Das Isolat 10/8 nahm dabei
eine Zwischenstellung ein. Unterschiede in der Dynamik durch die verschiedenen Isolate
konnten in dieser Stoffgruppe nicht festgestellt werden.

Bei den oligomeren cis-Resveratrol-Derivaten ergab sich ein etwas anderes Bild. Bei dieser
Stoffgruppe zeigte das Isolat S4 eine starkere Induktionsfahigkeit als das lIsolat S 3.2,
obwohl dieses den héheren Gehalt an oligomeren trans-Derivaten aufwies. Auffallend war
hierbei die verminderte Gehaltszunahme der mit Isolat S 3.2 behandelten Kalli zwischen
10 und 24 Stunden nach der Elicitation.

Die Gehalte der oligomeren trans-/cis-Resveratrol-Derivate wurden von den Isolaten S3.2,
S4 und 10/8 etwa gleich stark induziert, wahrend das Isolat 10/3 etwas abgeschwacht

induzierte.

3.3.14 Stoffgruppenverteilung gegentiber dem Gesamtgehalt

Da die Gesamtgehalte der Phenylpropanoide durch Elicitation mit Hefefiltrat erhdht waren,
die Kalli also vermehrt Sekundarverbindungen synthetisierten, war es wichtig zu erfahren, in
wie weit sich die Stoffzusammensetzung in den Zellen durch eine Elicitation veréndert. Die
anteilmaBigen Stoffgruppengehalte gegeniber dem Gesamtgehalt der Phenypropanoide
veranderten sich durch die Behandlungen mit den Hefeisolaten gegenlber den
unbehandelten Kalli, variierten jedoch nur wenig innerhalb der Behandlungen mit den
verschiedenen Hefeisolaten. Dazu sind in Abbildung 64 bis 66 die Stoffverteilungen von
unbehandelten und mit den Kulturfiltraten der verschiedenen Hefestdmmen elicitierten Kalli
zu den Entnahmeterminen 5, 10 und 24 Stunden nach den Behandlungen dargestellt.

5 Stunden nach einer Behandlung mit den Hefefiltraten sahen die Stoffverteilungen von
elicitierten und unbehandelten Kalli sehr ahnlich aus (Abbildung 64). Bei der unbehandelten
Varianten machten 4% des Gesamtgehaltes die Resveratrol-Derivate aus, bei den Hefe
behandelten Varianten 5%. Der Anteil an einfachen Phenolen lag sowohl bei der
unbehandelten Variante als auch bei den mit den Isolaten S4 und 10/8 elicitierten Kalli
zwischen 60 und 61%, der von 10/3 bei 55% und der von S 3.2 bei 49%. Die unbehandelten
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ng/g TS Oligomere trans- ng/g TS Oligomere cis-
100 Resveratrol-Derivate 70 - Resveratrol-Derivate
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Oligomere trans/cis-
600 - Resveratrol-Derivate
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Abbildung 63: Gehalte oligomerer trans- und cis- sowie nicht zu trennende Mischvarianten
beider isomeren Resveratrol-Derivate von unbehandelten und mit verschiedenen
Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent* zu
verschiedenen  Entnahmeterminen  (Versuch 3). Mittelwerte aus Messwerten:
((Behandlung)/5/10/24 Stunden nach Behandlung: (K)/8/8/8; (S4)/6/6/9; (S 3.2)/7/5/7;
(10/8)/8/5/7; (10/3)/8/11/7) + 0,5 x Standardabweichung.

Kalli investierten 12% in die Catechin-Synthese, die Isolate S4 und 10/3 lagen mit 16% nahe
an der Kontrolle. Das Isolate S 3.2 induzierte 20% des Gesamtgehaltes in Catechine, das
Isolat 10/8 fUhrte zu einer Reduktion des Catechingehaltes auf 10%. Die Erhéhung des
Catechingehaltes durch Isolat S4 ist mit einer anteilmaBigen Reduktion der Benzoesauren,
deren Hauptvertreter das Gallussdure-Derivat B ist, verbunden. Die vermehrte Synthese der
Catechine durch Isolat S 3.2, schien durch einen verminderten Gehalt an einfachen
Phenolen ausgeglichen zu werden. Der Gehalt an phenolischen Sauren blieb anteilmaBig mit
der Kontrolle identisch. Isolat 10/3 schien ahnliche Umverteilungen auszuldsen.
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Abbildung 64: Stoffgruppenverteilung 5 Stunden nach der Behandlung von unbehandelten
und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Regent” (Versuch 3). Mittelwerte aus Messwerten: (Behandlung/ Anzahl der Messwerte):
(unbehandelt) /8; (S4) / 6; (S 3.2)/ 7; (10/8) / 8; (10/3) / 8.
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Abbildung 65: Stoffgruppenverteilung 10 Stunden nach der Behandlung von unbehandelten
und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Regent” (Versuch 3). Mittelwerte aus Messwerten: (Behandlung/ Anzahl der Messwerte):
(unbehandelt) /8; (S4) / 6; (S 3.2)/5; (10/8) / 5; (10/3) / 11.
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Abbildung 66: Stoffgruppenverteilung 10 Stunden nach der Behandlung von unbehandelten
und mit verschiedenen Hefeisolaten (S4, S 3.2, 10/8, 10/3) elicitierten Weinkalli der Sorte
~,Regent” (Versuch 3). Mittelwerte aus Messwerten: (Behandlung/ Anzahl der Messwerte):
(unbehandelt) /8; (S4)/9; (S 3.2)/ 7; (10/8) / 7; (10/3) / 7.

oligomere trans/cis-Resveratrol-Derivate
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10 Stunden nach der Elicitation wurde in den Kalli die anteilige Zunahme der
Hydroxyzimtsauren, sprich des p-Cumarsaure-Derivates L, durch die Elicitation mit den
Kulturfiltraten der verschiedenen Hefestdmmen deutlich induziert (Abbildung 65). Auch
konnte ein erhdhter Anteil an trans-Resveratrol festgestellt werden, der bei den Isolaten S4,
S3.2 und 10/3 bei 2% des Gesamtgehaltes lagen. Das Isolat 10/8 hatte zu diesem Zeitpunkt
schon 4% trans-Resveratrol induziert.

Anteilm&Big investierten die elicitierten Kalli bei allen Hefeisolate ahnlich viel in Resveratrol-
Derivate (10/8: 16%, S4, S 3.2 je 13% und 10/3 12%). Dabei wiesen, die mit S4, S 3.2 und
10/3 induzierten Kalli, Anteile an trans-Resveratrol, monomeren trans-Resveratrolen,
monomeren cis-Resveratrolen und Pallidol-Derivate von jeweils bis zu 2% am Gesamtgehalt
auf. Durch eine Behandlung mit Isolat 10/8 erhdhten sich die Anteile auf 4%, 3%, 3%
respektive 2%.

Die mit den Isolaten S4 und 10/8 elicitierten Kalli wiesen, bei gleichzeitigem Anstieg an
Resveratrol-Derivaten, einen reduzierten Anteil an einfachen Phenolen auf. Die Anteile an
einfachen Phenolen in den mit den Isolaten S 3.2 und 10/3 elicitierten Kalli blieben
weitgehend unverandert. Die Anwendung von lIsolat S 3.2 fihrte 10 Stunden nach der
Behandlung zu einer anteilm&Bigen Reduktion an phenolischen Sauren. Bei allen Isolaten ist
eine Reduktion der Anthocyane festzustellen.

24 Stunden nach Elicitation der Weinkalli mit den Kulturfiltraten der verschiedenen
Hefeisolaten konnte ein weiterer anteiliger Anstieg an Resveratrol-Derivate festgestellt
werden (Abbildung 66). Wahrend bei der unbehandelten Variante fast kein trans-Resveratrol
in den Kalli zu finden war, lagen die trans-Resveratrol-Anteile der Kalli, die mit dem Isolat
10/8 elicitiert worden waren, bei 2%, sowie bei den mit Isolat 10/3 behandelten bei 3% sowie
mit den Isolaten S4 und S 3.2 bei 4%.. Alle Isolate induzierten bei gleichbleibenden Anteilen
an monomeren und dimeren Resveratrol-Derivaten die Synthese von oligomeren trans-
Resveratrol-Derivaten, die durch die Isolate S4, 10/8 und S 3.2 auf jeweils 8% und durch
Isolat 10/3 auf 6% angehoben wurden. Die unbehandelten Kalli wiesen hingegen nur 1%
oligomere trans-Resveratrol-Derivate auf. Auffallend war auch der parallel zur Elicitation mit
den Hefefiliraten einhergehende, abnehmende Anteil an Catechinen. Wahrend der
Catechinanteil in der unbehandelten Variante rund 15% des Gesamtgehalts betrug,
verminderte sich der Anteil durch eine Elicitation mit Hefeisolat S4 auf 7%, mit S 3.2 auf 5%
sowie mit 10/8 und 10/3 auf je 6%.

Auch der Anteil an phenolischen Sauren wird, anders als in der unbehandelten Variante, zu
Gunsten der Resveratrol-Derivate durch Isolat S4 von urspriinglich 18% auf 11, durch Isolat
S 3.2 auf 14 und durch Isolat 10/8 auf 13% reduziert.

Da sich der Anteil an phenolischen S&auren bei der mit dem lIsolat 10/3 elicitierten Variante

mit 19% nahe an der unbehandelten Variante bewegte, diese Kalli aber gleichzeitig auch den
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geringsten Anteil an oligomeren trans-Resveratrol-Derivaten synthetisierten, schienen sie
ihre vermehrte Stilben-Synthese durch einen verminderten Gehalt an einfachen Phenolen

und Catechinen abzudecken.

3.3.15 Einfluss der Stickstoffverfligbarkeit auf die Biomassenproduktion von Weinkalli
Die Stickstoffverfugbarkeit hat direkte Auswirkungen auf den Primér- und
Sekundarstoffwechsel der Pflanzen. Die Wechselwirkungen zwischen dem Stickstoff und
dem Primérstoffwechsel im Versuchssystem der Weinkallus-Kultur konnte in Versuch 1
durch die Darstellung der unterschiedlichen Biomassen in Abhangigkeit vom
Stickstoffangebot im Medium aufgezeigt werden (Abbildung 67).

— 2.00 -+ OoN1/2 N1 Il N3
2
= 150 -
g T
2 4100 [ T L
2 IE
z 0.50 - .
% 0.00 ‘
unbehandelt Hefe 5% Hefe 50%

Abbildung 67: Frischgewichtsverteilung von unbehandelten und mit zwei verschiedenen
Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch
1). Mittelwerte aus Messwerten * 0,5 x Standardabweichung.: Bei den unbehandelte
Varianten sind alle Entnahmetermine vereint (NVvz: 35; N1: 31; N3: 30); bei den mit
Hefefiltratat behandelten Varianten wurde jeweils die 48 Stunden Variante verwendet (Hefe
5%: (Nv2: 10; N1: 9; N3: 6); Hefe 50%: (NVz: 8; N1: 6; N3: 7). Jeder Messwert beinhaltet 5
Kalli.
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Kallus Trockengewicht [mg]
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Abbildung 68: Kallus Trockengewicht von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten
Weinkalli der Sorte ,Regent“ (Versuch 2). Mittelwerte aus Kalli: unbehandelt (NV2: 6; N1: 8;
N3: 8); mit Hefefiltrat elicitiert (Nz: 8; N1: 6, N3: 8); + 0,5 x Standardabweichung.
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Dabei wird im weiteren, die N1-Variante als normal-, die N2-Variante als minder- und die
N3-Variante als Stickstoff Giberversorgte Variante bezeichnet.

Der negative Einfluss der verminderten Stickstoffverflgbarkeit im Medium der N'2-Variante
auf die Biomassenproduktion der Kalli war im Vergleich zu der optimal versorgten
N1-Variante nur sehr gering. Diese gleich groBe Biomassenproduktion bei beiden
N-Varianten in Versuch 1 (Abbildung 67) konnte auch bei den mit 5% Hefefiltrat elicitierten
Kalli beobachtet werde. Die Biomassenproduktion der Weinkalli, die auf dem N1-Medium
kultiviert wurden, blieb durch die Behandlungen mit Hefefiltrat unbeeinflusst. Bei den auf
N'2-Medium gewachsenen Kalli, die mit 50% Hefefiltrat behandelt worden waren, war
48 Stunden nach der Behandlung, ein deutlich geringeres Frischgewicht zu verzeichnen als
bei den N1- versorgten Kalli. Die 5% Filtratbehandlung zeigte diesen Effekt jedoch nicht.

Ein erhdhtes Stickstoffangebot mit einer Konzentration, wie sie die N3-Variante beinhaltet,
bewirkte im Vergleich zur N1-Variante eine Reduktion der Biomassenproduktion. Dieser
reduzierende Einfluss wird auch bei den mit Hefefiltrat elicitierten Kalli deutlich. Auch in
Versuch 2 (Abbildung 68) zeigten die N3-versorgten Kalli 48 Stunden nach einer Elicitation
mit Hefefiltrat ein vermindertes Trockengewicht, wohingegen die unbehandelten Kalli
hinsichtlich Biomassenproduktion nur geringfligig auf unterschiedliche Stickstoffangebote

reagierten.

3.3.16 Einfluss der Stickstoffverfiigbarkeit auf den Phenylpropanoid-Stoffwechsel von
Weinkalli

3.3.16.1 Gesamtgehalt der Phenylpropanoide

Die Stickstoffverfigbarkeit im Medium hatte aber nicht nur Einfluss auf den
Primérstoffwechsel der Weinkalli, sondern auch auf den Sekundérwechsel und somit auf die
Konzentrationen der |6slichen Phenylpropanoide. Der Einfluss der Stickstoffverfligbarkeit auf
die Akkumulation der verschiedenen Verbindungen kann sehr unterschiedlich sein. Sowohl
ein vermindertes Stickstoffangebot (N'2) als auch ein UbermaBiges Angebot (N3) induzierten
in den unbehandelten Kalli von Versuch 1 (Abbildung 69A) eine Gehaltszunahme an
Phenylpropanoiden. Eine Behandlung mit einer geringen Elicitorkonzentration flhrte
48 Stunden nach der Behandlung mit steigendem Stickstoffangebot zu einer stetigen
Akkumulation der Gesamtphenole. Nach einer Erhéhung der Elicitorkonzentration auf 50%,
schwéchte sich dieser Effekt ab, die Akkumulationsspriinge zwischen den einzelnen
N-Stufen wurden geringer, aber die Tendenz blieb erhalten. Die Gehalte an Gesamtphenolen
der minderversorgten Stickstoff-Varianten (N'2) wurden durch eine Elicitation mit Hefefiltrat
nicht induziert, bei 5% Hefefiltrat wurden sie sogar eher gehemmt. Allerdings erfuhren die
optimal bis Uberversorgten Varianten eine deutliche Anreicherung. Der Gehalt an

Gesamtphenolen der Kalli in Versuch 2 (Abbildung 69B) wurde bei der unbehandelten
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Variante durch die verschiedenen Stickstoffverfligbarkeiten nur unmerklich beeinflusst, wobei
eine Tendenz zur Akkumulation bei Stickstoffiberschuss erkennbar war. Eine optimale
Stickstoffversorgung durch die Kultur auf dem N1-Medium in Kombination mit einer
Elicitation mit Hefefiltrat fihrte zu einer starkeren Akkumulation der Gesamtphenole als bei
der Kultur auf N2- oder N3-Medien.

Mg/g TS pg/g TS
25000 + 14000 -
20000 | A 12000 4 B
10000
15000 - 8000 |
10000 - 6000 -
4000 -
5000 - 2000 -
0 4 0 -
unbeh. Hefe 5%  Hefe 50% unbehandelt Hefekulturfiltrat

O~ H N N3

Abbildung 69: Gehalt an Gesamt-Phenylpropanoiden von unbehandelten und A mit zwei
verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte
~Regent” (Versuch 1) 48 Stunden nach der Behandlung sowie B mit Hefefiltrat behandelten
Weinkalli der Sorte ,Regent“ (Versuch 2) 48 Stunden nach der Behandlung. Mittelwerte aus
Messwerten: Versuch 1: unbehandelt (NV2: 4; N1: 3; N3: 4), Hefe 5% (N2: 2, N1: 2, N3: 3),
Hefe 50% (N12: 1, N1: 3, N3: 4); Versuch 2: unbehandelt (NV2: 2, N1: 2, N3: 3), Hefefiltrat
(NV2: 3, N1: 2, N3: 3); £ 0,5 x Standardabweichung.

3.3.16.2 Catechine

Auch die Catechine in Versuch 1 reagierten auf ein vermindertes bzw. erhéhtes
Stickstoffangebot (N2 und N3) im Vergleich zu optimalversorgten (N1) Kalli mit einer
Stoffakkumulation (Abbildung 70). Trotz der schon beschriebenen starken Stoffdynamik der
Catechine ist dieser Zusammenhang sowohl bei dem 24 als auch bei dem 48 Stunden
Entnahmetermin zu erkennen. Eine Elicitation mit Hefefiltrat flhrte zu einer Umkehrung des
Stickstoffeinflusses. Bei einer Elicitorkonzentration von 5% wiesen die Kalli sowohl 24 als
auch 48 Stunden nach der Behandlung héhere Gehalte an Catechinen auf als die beiden
anderen Stickstoffvarianten. Eine auf 50% gesteigerte Elicitorkonzentration zeigte diese
Stoffakkumulation mit einer Verzégerung von 24 Stunden. Wie schon bei den
Gesamtphenolen zeigten auch die Catechine der N'2-versorgten Kalli keine akkumulierende
Reaktion auf eine Elicitorbehandlung, die N1-versorgten Kalli hingegen zeigte diese deutlich.
Die N3 versorgte Variante nahm eine Mittelstellung ein.

In Versuch 2 konnte bei den unbehandelten Kalli keine Konzentrationsverédnderung der
Catechine durch unterschiedliches Stickstoffangebot im Medium festgestellt werden.
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Abbildung 70: Gehalt an Catechinen von unbehandelten und A, B mit zwei verschiedenen
Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch
1) A 24 Stunden B 48 Stunden nach der Behandlung; C mit Hefefiltrat behandelten Weinkalli
der Sorte ,Regent” (Versuch 2) 48 Stunden nach der Behandlung. Mittelwerte aus
Messwerten: Versuch 1: unbehandelt (NVz: 4; N1: 3; N3: 4), Hefe 5% (NVz: 2, N1: 2, N3: 3),
Hefe 50% (N2: 1, N1: 3, N3: 4); Versuch 2: unbehandelt (NV2: 2, N1: 2, N3: 3), Hefefiltrat
(NVvz: 3, N1: 2, N3: 3); £ 0,5 x Standardabweichung.

48 Stunden nach der Elicitation mit Hefefiltrat war bei den Kalli, die auf dem N3-Medium
gewachsen waren, ein verminderter Gehalt an Catechinen zu erkennen. Bei den normal

versorgten Kalli schien eine Elicitation keinen Einfluss auf den Catechin-Gehalt zu nehmen.

3.3.16.3 Einfache Phenole und Verbindungen der Stoffgruppe Spektrum 2

Die einfachen Phenole in Versuch 1 (Abbildung 71) wurden sowohl in den unbehandelten als
auch in den elicitierten Kalli durch eine Ubermé&Biges Stickstoffangebot im Medium deutlich
akkumuliert. Die Gehalte der Kalli, die auf einem Medium mit vermindertem Stickstoffangebot
kultiviert worden waren, unterschieden sich kaum von denen mit einem optimalen
Stickstoffangebot. Auch in Versuch 2 war zu erkennen, dass mit steigendem
Stickstoffangebot im Medium der Gehalt an einfachen Phenolen deutlich zunahm
(Abbildung 72).
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Abbildung 71: Einfache Phenole, Spektrum 2, Hydroxyzimtsduren, Benzoeséduren, Flavonole
und Anthocyane von unbehandelten und mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat
(5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch1) 48 Stunden nach der
Behandlung. Mittelwerte aus 3—-6 Messwerten + 0,5 x Standardabweichung
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Abbildung 72: einfache Phenole, Spektrum 2, Hydroxyzimtsduren, Benzoeséduren, Flavonole
und Anthocyane von unbehandelten und mit Hefefiltrat behandelten Weinkalli der Sorte
,Regent* (Versuch 2) 48 Stunden nach der Behandlung. Mittelwerte aus Messwerten:
unbehandelt (NVvz: 2, N1: 2, N3: 3), Hefefiltrat (Nvz: 3, N1: 2, N3: 3); + 0,5 x
Standardabweichung.

Die Gehalte der Verbindungen, die der Gruppe Spektrum 2 zugeordnet wurden, verhielten
sich in Versuch 1 entgegengesetzt zu den einfachen Phenole und wurden durch N-Mangel
deutlich induziert. Diese durch Stickstoff hervorgerufene Induktion wurde durch eine

Elicitation mit Hefefiltrat noch verstarkt.
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Die Gehalte dieser Stoffgruppe wiesen in Versuch 2 bei den unbehandelten Kalli innerhalb
der unterschiedlichen Stickstoffvarianten konstantere Werte auf als in Versuch 1. Im
Gegensatz zu Versuch 1 akkumulierten in Versuch 2 die elicitierten Kalli auf einem optimal

mit Stickstoff versorgtem Medium (N1) den héchsten Gehalt dieser Stoffgruppe.

3.3.16.4 Hydroxyzimtsauren und Benzoesauren

Die Hydroxyzimtsaure-Derivate der Weinkalli nahmen in Versuch 1 (Abbildung 71), analog
zu den Benzoesauren, durch ein UbermaBiges Stickstoffangebot im Medium ab, variierten
aber nur wenig zwischen der N'2- und N1-Variante. Erst durch eine Elicitation mit einer
geringen Hefefiltratkonzentration kehrte sich das Syntheseverhalten um und der Gehalt
akkumulierte mit zunehmendem Stickstoffangebot. Nach Erhéhung der Elicitorkonzentration
konnte diese Wechselwirkung jedoch nicht festgestellt werden.

Auch in Versuch 2 (Abbildung 72) zeigte sich bei den unbehandelten Kalli mit steigendem
Stickstoffangebot im Medium eine leichte Tendenz zur Gehaltsabnahme. Eine Behandlung
der Kalli mit Hefefiltrat fihrte bei Kalli aller Stickstoffmodifikationen zu einer Induktion der
Hydroxyzimtsaure-Derivate. Dabei akkumulierten die auf N1 gewachsenen Kalli am
deutlichsten, die N'2- und die N3-Varianten zeigten vergleichbare Gehalte.

Bei den Benzoesauren konnte in Versuch 1 (Abbildung 71) eine maximale Akkumulation
durch die Kultur der Kalli mit optimaler Stickstoffversorgung kombiniert mit geringer
Elicitorkonzentration hervorgerufen werden. Sowohl Stickstoffliberschuss als auch -mangel
sowie eine Erhdhung der Elicitorkonzentration verminderte die Induktionsfahigkeit. Durch
eine erhdhte Elicitorkonzentration konnte sogar ein verminderter Gehalt an Benzoesauren
festgestellt werden.

Auch in Versuch 2 (Abbildung 72) verminderte sich mit zunehmendem Stickstoffangebot der
konstitutive Gehalt an Benzoesduren. Wahrend sich eine Elicitation mit Hefefiltrat auf die
Kalli, die auf N%2- und N1-Medium kultiviert wurden, kaum auf den Gehalt an Benzoes&uren
auswirkte, verminderte sich, wie schon in Versuch 1 beschrieben, der Gehalt der auf
N3 kultivierten Kalli 48 Stunden nach der Behandlung deutlicher.

3.3.16.5 Flavonole

Die Gehalte der Flavonole waren in Versuch 1 (Abbildung 71) relativ unabhangig vom
Stickstoffangebot im Medium. Es zeichnete sich eine sinkende Tendenz der Konzentration
mit zunehmendem Stickstoffangebot im Medium ab. Bei der Kombination von
Stickstoffeinfluss und Elicitation mit Hefefiltrat zeigte sich keine eindeutige Wirkung.

Der Flavonol-Gehalt der Kalli lag in Versuch 2 deutlich unter dem in Versuch 1. Trotzdem

zeigte sich 48 Stunden nach einer Elicitation, wie in Versuch 1, ein héherer Gehalt an
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Flavonolen bei optimal mit Stickstoff versorgten Kalli im Vergleich zu Kalli, die auf Nz oder
N3 Medium gewachsen waren. Die unbehandelten Kalli wiesen durch Stickstoffmangel und
auch Stickstoffiiberschuss héhere Gehalte an Flavonole auf als die optimal mit Stickstoff
versorgte Variante. Stickstoffunterversorgte Kalli schienen durch eine Elicitation eine
Verminderung des Gehaltes zu erfahren, was im Gegensatz zu Versuch 1 steht, Kalli, die
optimal versorgt sind zeigten wie in Versuch 1 hingegen eine Akkumulation.

3.3.16.6 Anthocyane

Wie bei den Flavonolen verminderte sich auch der Gehalt der Anthocyane in Versuch 1
(Abbildung 71) mit steigendem Stickstoffangebot im Medium. Diese Wirkung addierte sich
nach einer Elicitation mit 5% Hefefiltrat mit der induzierten Gehaltsreduktion und ergab so
das gleiche Bild auf geringerem Niveau.

In Versuch 2 (Abbildung 72) zeigte sich kein linearer Zusammenhang zwischen
Stickstoffangebot im Medium und Anthocyanidin-Konzentration in unbehandelten Kalli wie in
Versuch 1. Hier schienen Kalli, die optimal Stickstoff versorgt waren, geringere Gehalte
aufzuweisen als Stickstoff fehlernahrte Kalli. Eine Elicitation induzierte in diesem Versuch
auch keine Reduktion der Anthocyanidin-Konzentration in den Zellen, wie es in Versuch 2
der Fall ist.

3.3.16.7 Resveratrol-Derivate

In Stickstoff minderversorgten Weinkalli konnte in Versuch 1 sowohl bei dem 24 Stunden als
auch bei dem 48 Stunden Entnahmetermin in den unbehandelten Varianten ein erhdhter
Gehalt an trans-Resveratrol festgestellt werden (Abbildung 73 A und B). Eine Stickstoff-
Uberversorgung fiihrte ebenfalls zu einer leichten Akkumulation gegeniiber den normal
versorgten Varianten. Diese Resveratrol-Akkumulation in den N2 und N3-Medien kultivierten
Kalli konnte auch in Versuch 2 (Abbildung 73 C) beobachtet werde. Nach einer Elicitation mit
5% Hefefiltrat schienen sich in Versuch 1 die Induktionsfaktoren zu multiplizieren und es fand
eine Akkumulation an trans-Resveratrol statt, die wie bei den unbehandelten Kalli bei den
nicht optimal mit Stickstoff versorgten Kalli deutlich héher verlief als bei den auf N1 Medium
gewachsenen. Eine Erhéhung der Elicitorkonzentration auf 50% Hefefiltrat Gberlagerte den
Stickstoffeffekt, so dass mit steigender Stickstoffkonzentration im Medium die
Induktionsfahigkeit der Kalli bezlglich von trans-Resveratrol abnahm. Diese Dynamik konnte
auch in Versuch 2 beobachtet werden, der in den Versuchsparameter mit der eben
beschriebenen Variante (mit 50% Hefefiltrat behandelte Kalli, 48 Stunden nach Behandlung)
in Versuch 1 (Abbildung 73 B) Ubereinstimmte. 48 Stunden nach den Elicitorbehandlungen

wurde in Versuch 1 sowohl bei den auf N2 als auch auf N1 gewachsenen Kalli ein
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ug/g TS 24 hnB uglg TS 48 hnB
3000 4 A 3000 1 B
2500 - 2500 -
2000 + 2000 -+
1500 1500
1000 1000
500 - 500 -
0 4 0 A
Kontrolle Hefe 5%  Hefe 50% Kontrolle Hefe 5%  Hefe 50%
1000 ; C
800 -
600 -
400
200 ~
0 _
D N2 . N1 . N3 unbehandelt Hefekulturfiltrat

Abbildung 73: Gehalt an trans-Resveratrol von unbehandelten und A, B mit zwei
verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%) elicitierten Weinkalli der Sorte
,Regent (Versuch 1) A 24 Stunden B 48 Stunden nach der Behandlung; C mit Hefefiltrat
behandelten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch 2) 48 Stunden nach der Behandlung.
Mittelwerte aus Messwerten: Versuch 1: unbehandelt (NV2: 4; N1: 3; N3: 4), Hefe 5% (NVz: 2,
N1:2, N3: 3), Hefe 50% (NVz: 1, N1: 3, N3: 4); Versuch 2: unbehandelt (NVz: 2, N1: 2, N3: 3),
Hefefiltrat (NV2: 3, N1: 2, N3: 3); + 0,5 x Standardabweichung.

abnehmender Gehalt an trans-Resveratrol festgestellt. Nur der Gehalt der auf N3-Medium
kultivierten Kalli stagnierte.

Auch die monomeren Resveratrol-Derivate in Versuch 1 (Abbildung 74) wurden durch ein
reduziertes  Stickstoffangebot im  Medium induziert. Eine  Kombination von
N-Minderversorgung und Elicitation mit Hefefiltrat verstéarkt oder beschleunigt die Induktion
im Vergleich zu den normal und UbermaBig versorgten Kalli. Dies zeigt sich darin, dass sie
schon 24 Stunden nach der Behandlung einen hohen Gehalt aufwiesen, der bis 48 Stunden
nach Behandlung schon wieder vermindert war. Der Gehalt der auf N1 gewachsenen Kalli
stagniert bei einer 5%igen Elicitorbehandlung auf dem Wert von 24 Stunden nach der
Behandlung. N-Uberschuss induzierte bei dieser Elicitorkonzentration eine weitere

Akkumulation der monomeren Resveratrol-Derivate bis 48 Stunden nach der Behandlung.

Wie auch in Versuch 1 fihrte in Versuch 2 eine Kultivierung auf N'2- und N3-Medium zu
einer erhdhten Akkumulation der monomeren Resveratrol-Derivate in den Kalli

(Abbildung 75). Durch eine Elicitation schienen Kalli, die auf N%2 und N1 kultiviert wurden,
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ahnliche hohe Akkumulationsraten hervorzurufen, die auf N3-Medium kultivierten Kalli
wiesen hingegen verminderte Gehalte gegenliber den beiden anderen Stickstoffstufen auf.
Die oligomeren Resveratrol-Derivate  zeigten in beiden Versuchen &hnliche
Wechselwirkungen wie ihre monomeren Vertreter.

Die Pallidol-Derivate erfahren in beiden Versuchen eine deutliche Akkumulation durch die
Behandlungen mit Hefefiltrat. Wie auch schon bei den monomeren und oligomeren
Resveratrol-Derivaten war 48 Stunden nach der Behandlung bei Kalli, die optimal mit
Stickstoff versorgt waren, eine maximale Akkumulation dieser Stoffgruppe zu verzeichnen.

pg/g TS 24 hnB Hg/g TS 48 hnB
3000 - mon. Resveratrol-D. 3000 7
2500 - 2500 -
2000 2000 -
1500 1500 -
1000 1000 -
500 500 -
0 0 -

Kontrolle Hefe 5% Hefe 50% Kontrolle Hefe 5% Hefe 50%
2500 1 olig. Resveratrol-D. 2500 ~
2000 - 2000 -
1500 + 1500 -
1000 - 1000 -
500 - 500 -
0 - 0 -

Kontrolle Hefe 5% Hefe 50% Kontrolle Hefe 5% Hefe 50%
700 1 pgllidol-Derivate 700 -
600 - 600 -
500 - 500 -
400 - 400 -
300 - 300 -
200 - 200 -
100 - 100 A
0 0

Kontrolle Hefe 5% Hefe 50% Kontrolle Hefe 5% Hefe 50%

ONn: HEN Hl N3

Abbildung 74: Monomere Resveratrol-, oligomere Resveratrol- und Pallidol-Derivate von
unbehandelten und mit zwei verschiedenen Konzentrationen Hefefiltrat (5% und 50%)
elicitierten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch 1) 24 (linke Seite) und 48 (rechte Seite)
Stunden nach der Behandlung.. Mittelwerte aus 3-6 Messwerten *+ 0,5 x
Standardabweichung.
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Hg/g TS ng/g TS

1000 - mon. Resveratrol-D. 2500 1 glig. Resveratrol-D.
800 2000 -
600 1500 +
400 1000 -
200 500 -

0 0 -

unbehandelt Hefekulturfiltrat unbehandelt Hefekulturfiltrat

600 - Pallidol-D.
500 -
400 -
300 -
200 -
100 +

unbehandelt Hefekulturfiltrat

O~ HEN Wl N3

Abbildung 75: Monomere Resveratrol-, oligomere Resveratrol-und Pallidol-Derivate von
unbehandelten und mit Hefefiltrat behandelten Weinkalli der Sorte ,Regent” (Versuch 2)
48 Stunden nach der Behandlung. Mittelwerte aus Messwerten: unbehandelt (NVz: 2, N1: 2,
N3: 3), Hefefiltrat (NVz: 3, N1: 2, N3: 3); + 0,5 x Standardabweichung.

3.3.17 Einfluss der Stickstoffverfugbarkeit auf den pH-Wert der Kulturmedien

Unterschiedliche Stickstoffkonzentrationen und -formen in Kulturmedien der Weinkalli
bewirkten schon durch den Autoklaviervorgang leichte Verdnderungen im pH-Wert
(Abbildung 76). Die pH-Werte der vorher auf 6,2 eingestellten Medien sanken beim Medium
N2 auf 5,77, bei N1 auf 5,66 und bei N3 auf 5,48 ab. Eine Erh6hung der Ammoniumnitrat-
Menge flhrte also zu einer Absenkung des pH-Wert durch den Autoklaviervorgang.

Die doch relativ geringen pH-Wert-Schwankungen bei den Na&hrstoffmodifikationen
verursacht durch den Autoklaviervorgang verstarkten sich wahrend der dreiwdchigen Kultur
der Weinkalli auf diesen Medien. Mit steigendem Angebot an Ammoniumnitrat wurde das
Kulturmedium innerhalb der Kulturdauer zunehmend saurer, was die Darstellung der

prozentualen Veranderung des pH-Wertes (Abbildung 76: rote Linie) deutlich macht.
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% Abweichung vom

pH-Wert Ursprungs- pH-Wert
- 0.0
- -5.0
7.0 - - -10.0
6.0 -
5.0 1 - -15.0
4.0 -
3.0 1 - -20.0
2.0 -
1.0
0.0 - N
N 1/2 N 1 N 3
D N2 . N1 . N3 nach dem Autoklavieren
] N B N1 BS N3 nach 3 Wochen Kultur

Abbildung 76: pH-Werte der Stickstoff-modifizierten Medien (NV2, N1 und N3) nach dem
Autoklavieren und nach der 3 Wochen dauernden Kultur von Weinkallus der Sorte ,Regent”
auf den Medien. Die rote Linie verbindet die prozentualen pH-Wert-Verdnderungen der
einzelnen Stickstoffvarianten. Mittelwerte aus :N-Varianten nach dem Autoklavieren je 4
Messwerte; nach 3 Wochen Kultur (NV2: 16), (N1: 14), (N3: 15) Messwerten, + 0,5 x
Standardabweichung

3.3.18 Einfluss von verschiedenen Hefekomponenten als Elicitor auf Weinkallus

Um Informationen bezlglich der elicitierenden Bestandteile im Hefeextrakt zu erlangen,
wurden die Weinkalli der Sorte ,Regent* sowohl mit dem herkémmlichen Hefefiltrat, als auch
mit den Hefefiltrat-Fraktionen aus einer Ethylacetat/Wasser-Phasentrennung behandelt. Als
zusatzliche Vergleichsbehandlung wurde eine 1%ige Lésung aus einem Hefeextrakt von
Merck verwendet.

Die Reaktionen im Sekundarstoffwechsel, verursacht durch die unterschiedlichen
Behandlungen, sind in den Abbildungen 77 und 78 im Vergleich zu einer unbehandelten

Variante dargestellt.

Phenolische Inhaltstoffe

Der Gesamtphenol-Gehalt wurde in Versuch 5 durch Behandlungen mit dem schon
bekannten Hefefiltrat und abgeschwacht auch durch die Behandlung mit einer 1%igen
Suspension des Hefeextraktes von Merck induziert (Abbildung 77).
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Mg/g TS Mg/g TS
5000 Gesamtphenole 1200 Resveratrol-D.
4000 1000
3000 800
2000 600
1000 o E
200
0 O T T T - T
unbeh. Kulturf. EtoAc H20 Merck unbeh. Kulturf. EtoAc H20 Merck
Hefe Hefe Hefe Hefe. Hefe Hefe Hefe Hefe.
400 . Mono. Resveratrol-D. oligo. Resveratrol-D.
800
300 600
200 400
m il - n
O T T T T 0 T T T — T
unbeh. Kulturf.  goac H20 Merck unbeh. Kulturf. Etoac H20 Merck
Hefe Hete Hefe Hefe. Hefe Hefe Hefe  Hefe.
4000 - Einfache Phenole 30 Spektrum 2
25
3000 20
2000 15
10
1000 5 -
O T T T T O T T T T
unbeh. Kulturf. EtOAc H20 Merck unbeh. Kulturf. EtOAc H20 Merck
Hefe Hefe Hefe Hefe. Hefe Hefe Hefe  Hefe.

Abbildung 77

unbeh. = unbehandelte Kalli

Kulturf. Hefe = Hefefiltrat

EtOAc.Hefe = Ethylacetat-Phase des Hefefiltrates
H>0O Hefe = Wasser-Phase des Hefefiltrates

Summe der Phenylpropanoide, Summe Resveratrol-Derivate ohne Resveratrol, monomere
Resveratrol-Derivate, oligomere Resveratrol-Derivate, einfache Phenole und Verbindungen
die Spektrum 2 zugewiesen wurden von unbehandelten und mit verschiedenen
Aufbereitungen eines Hefefiltrates behandelte Kalli (Kulturfiltrat Hefe (Kulturf. Hefe),
hydrophobe Bestandteile eines Hefefiltrates aus der Ethylacetatphase (EtOAc. Hefe),
hydrophile Bestandteile eines Hefefiltrates aus der Wasserphase (H2= Hefe) und eine 1%
Suspension eines Hefeextraktes von Merck. Mittelwerte aus 6 Messwerte (unbehandelt;
Kulturf. Hefe; Meck Hefe) und 4 Messwerte (EtOAc Hefe; H20 Hefe) +
0,5xStandardabweichung
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Mg/g TS Hg/g TS

trans-Resveratrol .
300 400 Resveratrol-Derivate

250

200 300

150 200

E a0
0 T T T — T 0

unbeh. Kulturf.  gope H20  Merck unbeh. Kulturf. goac  H20  Merck
Hefe Hete Hefe Hefe. Hefe  Hefe Hefe Hefe.
120 1 Pgllidol-Derivate 80 1 Flavonole
100 60
80
60 40
40
20 20
0 0
unbeh. Kulturf. eioac H20 Merck unbeh. Kulturf. EgtoAc H20 Merck
Hefe Hefe Hefe Hefe. Hefe Hefe Hefe Hefe.
150 . Hydroxyzimtsaure-D. 400 Benzoesauren
100 300
200
50 . 100
0 T T T 0 T T T T
unbeh. Kulturf. EtOAc H20 Merck unbeh. Kulturf. EtOAG H20 Merck
Hefe Hefe Hefe Hefe. Hefe  Hete Hefe  Hefe.

Abbildung 78

unbeh. unbehandelte Kalli

Kulturf. Hefe Hefefiltrat

EtOAc.Hefe Ethylacetat-Phase des Hefefiltrates
H>0O Hefe Wasser-Phase des Hefefiltrates

Trans-Resveratrol, monomere Resveratrol-Derivate ohne Resveratrol, Pallidol-Derivate,
Flavonole, Hydroxyzimtsduren und Benzoesduren von unbehandelten und mit
verschiedenen Aufbereitungen eines Hefefiltrates behandelte Kalli (Kulturfiltrat Hefe (Kulturf.
Hefe), hydrophobe Bestandteile eines Hefefiltrates aus der Ethylacetatphase (EtOAc Hefe),
hydrophile Bestandteile eines Hefefiltrates aus der Wasserphase (H2= Hefe) und eine 1%
Suspension eines Hefeextraktes von Merck. Mittelwerte aus 6 Messwerte (unbehandelt;
Kulturf. Hefe; Meck Hefe) und 4 Messwerte (EtOAc Hefe; H-O Hefe) =+
0,5xStandardabweichung
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Die Induktion durch die Ethylacetat-Phase des Hefefiltrates war gegenlber der
unbehandelten Variante unmerklich héher, die Wasserphase des Filtrates hatte keine
Auswirkungen auf die Gesamt-Polyphenole.

Wahrend die einfachen Phenole in allen Behandlungen vergleichbare Konzentrationen
aufwiesen, akkumulierten die Resveratrol-Derivate je nach Behandlung deutlich verschieden
(Abbildung 78). Das schon bekannte Hefefiltrat induzierte die Resveratrol-Derivat-Synthese
am starkste, gefolgt von der Ethylacetatphase des Filtrates. Auch die Anwendung des Merck
Hefeextraktes fUhrt zu einer Akkumulation von Resveratrol-Derivaten. Dabei erfuhren die
oligomeren Resveratrol-Derivate 48 Stunden nach den Behandlungen stérkere Induktionen
als ihre monomeren Vertreter. Die Induktionen der in Spektrum 2 zusammengefassten
Verbindungen waren mit denen der monomeren Resveratrol-Derivate vergleichbar. Das
Aglykon trans-Resveratrol war in seinem Induktionsverhalten bezlglich der unterschiedlichen
Behandlungen mit den oligomeren-Resveratrol-Derivaten vergleichbar (Abbildung 78) und
wurde starker induzierte, als seine Ubrigen monomeren Derivate. Die Pallidol-Derivate
wurden ausschlieBlich durch die Behandlung mit dem schon bekannten Hefefiltrat induziert,
wahrend die Gbrigen Behandlungen eher zu einem Konzentrationsriickgang in den Weinkalli
fihrte. In ahnlicher Weise wie die Pallidol-Derivate reagierten auch die Flavonole.

Die Hydroxyzimtsaure-Derivate zeigten bezuglich der verschiedenen Behandlungen ahnliche
Akkumulations-Reaktionen wie die Resveratrole, dabei war die Akkumulation durch die
Anwendung des Merck Hefeextrakies tendenziell sogar starker als durch eine Behandlung
mit dem selbst-erzeugten Hefefiltrat.

Die hydrophilen Bestandteile des Hefeextraktes in der Wasserphase schienen in keiner der
benannten Stoffgruppen induzierende Fahigkeiten zu besitzen. Eine Ausnahme stellte dabei
die Stoffgruppe der Benzoesauren dar, bei der alle Behandlungen eine tendenzielle
Akkumulation induzierten, wobei die Wasserphase des Hefeextraktes zusammen mit der
Anwendung des Merck Hefeextrakies aber die deutlichste Induktion hervorrief. Die
Behandlung mit dem Hefeextrakt von Merck weist dabei jedoch eine starke Streuung auf.

3.3.1 Inokulation mit Bofirytis cinerea

In Versuch 5 wurden die 24 Stunden zuvor mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli einer
Inokulation mit Botrytis cinerea-Konidiensuspension unterzogen. Dabei wurden die Gesamt-
Gehalte der phenolischen Inhaltstoffe durch eine alleinige Botrytis-Infektion nicht induziert
(Abbildung 79). Eine Behandlung mit dem Hefefiltrat flhrte schon 24 Stunden nach der
Elicitation zu einer deutlichen Akkumulation der Phenylpropanoide, die bei fortschreitender
Elicitationsdauer stetig zu nahm. Eine der Hefebehandlung nachgeschaltete Botrytis cinerea-
Inokulation erhéhte den Gesamtgehalt nicht zuséatzlich, sondern nahm 48 Stunden nach der

Elicitation bei vergleichbarer Konzentration mit der alleinigen Hefefiltrat-Behandlung
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tendenziell wieder ab. Eine Mykosin-Behandlung induziert die Phenylpropanoide in
schwacherer Form als eine Behandlung mit Hefefiltrat. Die Anwendung der Hefekomponente
aus Mykosin flihrt gegentber der Mykosinbehandlung zu einer geringeren Akkumulation der
Phenole.

Die Induktionsraten der einzelnen Behandlungen wurden vorwiegend durch eine vermehrte
Akkumulation von Resveratrol-Derivaten bestimmt.

Flr das trans-Resveratrol ergab sich nach einer Elicitation mit Hefefiltrat eine Dynamik mit
einer maximalen Akkumulation nach 48 Stunden wund einer darauffolgenden
Konzentrationsabnahme bis 96 Stunden nach Behandlung. Eine nachgeschaltete Botrytis
cinerea-Inokulation fihrte 48 Stunden nach der Elicitation zu einem trans-Resveratrol-
Gehalt, der deutlich unter dem einer ausschlieBlichen Filtrathandlung lag und auch nach
fortschreitender Elicitationszeit nicht weiter akkumulierte. Der Maximalgehalt dieser Variante
war mit dem der Mykosin-behandelten Variante vergleichbar. Eine Anwendung mit der
Hefekomponente aus Mykosin fiihrte zu einer deutlich verminderten Akkumulation von
trans-Resveratrol im Vergleich zur Anwendung mit dem Gesamtpaparat.

Die Dynamik der Pallidol-Derivate spiegelte die der gesamten Resveratrol-Derivate ohne
Resveratrol selbst wider. Eine Filtrat-Behandlung aus Hefe flhrte zu einer kontinuierlichen
Akkumulation der Pallidol-Derivate. Durch eine nachgeschaltete Botrytis cinerea-lnokulation
nahmen die Gehalte nach 48-stiindiger Akkumulation kontinuierlich wieder ab, verliefen also
gegenlaufig zu einer Filtratbehandlung ohne Botrytis cinerea-Inokulation.

Die Induktionsraten von Pallidol-Derivaten durch Mykosin und dessen Hefebestandteile
waren gegenuber der Filtratanwendung deutlich vermindert.

Bei der Betrachtung der Resveratrol-Derivate bezlglich ihrer Konfigurationen wurde deutlich,
dass die trans-Resveratrol-Derivate nach einer Behandlung mit Hefefiltrat mit
fortschreitender Eliciationszeit kontinuierlich zunahmen, die cis-Resveratrol-Derivate jedoch
schon 24 Stunden nach der Behandlung maximal akkumulierten. Jedoch variierte die
Dynamik der einzelnen cis-Resveratrol-Derivate untereinander (Abbildung 79).

Die Gehalte der Mischvarianten von trans- und cis-Resveratrol-Derivaten (Abbildung 79)
nahmen sowohl bei der Behandlung mit Hefefiltrat als auch bei der Behandlung mit
nachgeschalteter Botrytis cinerea-Inokulation mit fortschreitender Inokulationszeit

kontinuierlich zu.
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Abbildung 79: Gesamiphenole, Resveratrol-Derivate ohne Resveratrol, trans-Resveratrol,
Pallidol-Derivate, trans-Resveratrol-Derivate, cis-Resveratrol-Derivate und trans-/cis-
Resveratril-Derivat von unbehandelten (unbeh.) und mit Hefefiltrat (Hefe) elicitierten
Weinkalli, jeweils mit und ohne 24 Stunden nach Elicitation durchgefihrter Inokulation mit
Botrytis cinerea-Sporensuspension (B. c.), sowie mit Mpykosin als auch mit der
Hefekomponente aus Mykosin (Myk. H) behandelte Weinkalli der Sorte ,Nero*, 24, 48, 72
und 96 Stunden nach Elicitation, bzw. 0, 24, 48 und 72 Stunden nach B.c.-Inokulation
(Versuch 5). Mittelwerte aus Messwerte: (unbehandelt: 48h/13, 72h/9, 96h/5); (unbehandelt
+ B.c.: 48h/9, 72h/14, 96h/13); (Hefe: 24h/5, 48h/16, 72h/6, 96h/4); (Hefe + B.c.: 48h/7,
72h/13, 96h/3); (Mycosin: 48h/3, 72h/2); (Hefe aus Mycosin: 48h/3, 72h/2) + 0,5 x
Standardabweichung
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Gallusséaure-Derivate

Unbehandelte Kalli akkumulierten innerhalb von 24 Stunden nach einer Botrytis cinerea-
Inokulation Gallussaure-Derivate (Abbildung 80). Eine Akkumulation dieser Sauren wurde
sowohl durch eine 72-stindige Elicitation mit Hefefiltrat als auch durch eine 48-stiindige
Elicitation mit der Hefekomponente aus Mykosin induziert. Die Induktionen dieser
Stoffgruppe sind bei allen Behandlungen nicht so deutlich wie die der Resveratrol-Derivate.

MOg/g TS
1000 - Gallussaure-Derivate
800 -
600 -
400 -
200 -
O |

unbeh. unbeh. Hefe Hefe Myk. Myk.
B.c. B.c. Hefe

[0 24h @ 48h B 72h B 96h nach Behandlung

Abbildung 80: Gallussdure-Derivate von unbehandelten (unbeh.) und mit Hefefiltrat (Hefe)
elicitierten Weinkalli, jeweils mit und ohne 24 Stunden nach Elicitation durchgefiihrte
Inokulation mit Botrytis cinerea-Sporensuspension (B.c.), sowie mit Mykosin als auch mit der
Hefekomponente aus Mykosin (Myk. H) behandelte Weinkalli der Sorte ,Nero*, 24, 48, 72
und 96 Stunden nach Elicitation, bzw. 0,24, 48 und 72 Stunden nach B.c. Inokulation
(Versuch 5). Mittelwerte aus Messwerte: (unbehandelt: 48h/13, 72h/9, 96h/5); (unbehandelt
+ B.c.: 48h/9, 72h/14, 96h/13); (Hefe: 24h/5, 48h/16, 72h/6, 96h/4); (Hefe + B.c.: 48h/7,
72h/13, 96h/3); (Mycosin: 48h/3, 72h/2); (Hefe aus Mycosin: 48h/3, 72h/2) + 0,5 x
Standardabweichung

Welchen Einfluss die Elicitation mit dem Hefefiltrat von Aureobasidium pullulans auf die
Infektionsgeschwindigkeit einer Botrytis cinerea-Inokulation hatte, zeigt Abbildung 81. Uber
80% der mit Hefefiltrat vorbehandelten Weinkalli wiesen 24 Stunden nach einer Botrytis
cinera-Inokulation (Abbildung 81) keine oder nur erste Mycelbildung des Pathogens auf. Bei
der unbehandelten Variante waren nur 11% gar nicht oder leicht mit Mycel Uberzogen. 49 %
der unbehandelten Kalli wiesen ein Mycelwachstum des Pathogens auf, das sich Uber die
Halfte des Kalluskorpers erstreckte, 40% waren komplett mit Mycel Uberzogen. Bei den
elicitierten Kalli zeigten 17% der Kalli ein Mycelwachstum Uber die Hélfte des Kalluskérpers
und kein elicitierter Kallus war 24 Stunden nach Elicitation komplett mit Mycel Gberzogen.
48 Stunden nach einer Botrytis cinerea-Inokulation waren 100% der unbehandelten Kalli
komplett mit Mycel Uberzogen, wobei 78% auch schon Verbraunungen zeigten, was ein
Absterben der Kalluszellen widerspiegelt.Bei den elicitierten Kalli waren nur 18% komplett
mit Mycel Uberzogen, wiesen jedoch noch keine Verbraunungen auf. 46% der Kalli waren
nur leicht und 36% zur Halfte mit Mycel Gberzogen.
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Abbildung 81: Befallsstdrke von unbehandelten und mit Hefefiltrat elicitierten Weinkalli der
Sorte ,Nero* 24 und 48 Stunden nach einer Inokulation (hnl) mit Botrytis cinerea, entspricht
48 und 72 Stunden nach Elicitation (Versuch 5). Bonitierte Kalli pro Variante: 24 Stunden
nach Inokulation (h): je 70 Kalli; 48 hnl 50 Kalli

Eine Woche nach der Inokulation mit Botrytis cinera Uberzog auch die elicitierten Kalli ein
Mycel, was sich Ober den gesamten Kallus erstreckte. Ferner wiesen die Kalli
Verbraunungen auf. Die unbehandelten Kalli waren von einem dichten Mycelrasen
Uberzogen und in ihrem Volumen fast abgebaut. Zu diesem Termin standen pro Variante 30

Kalli zur Auswertung zur Verfigung.
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3.4 Diskussion der Induktionsversuche

3.4.1 Identifikation der Hefeisolate

Der Forschungsbedarf bei endophytischen und epiphytischen Mikroorganismen spiegelt sich
in der Widersprichlichkeit von Ergebnissen nach Anwendung unterschiedlicher
Identifikationmethoden wider. Die Tatsache, dass die Identifikation der Hefestamme mittels
physiologischer Tests, die nach dem standardisierten System der Vergleichsdatenbank
durchgefuhrt wurden, und die, die mittels rDNA-Sequenzanalyse (28S) analysiert wurden,
unterschiedliche Zuordnungen hervorbrachten, machte eine eindeutige Identifikation
schwierig. Da die nach beiden Identifikationsmethoden zugeordneten Organismen sich in
den Untersuchungen als wirkungsvolle Antagonisten von Nacherntepathogenen bei Obst
und GemUlse erwiesen, sie in Versuchen vergleichbare Ergebnisse erzielten und haufig
zusammen in einer Versuchsreihe verwendet wurden, wird dieser nicht eindeutigen
Identifikation der Hefeisolate zum jetzigen Zeitpunkt nicht viel Bedeutung beigemessen. Die
Ergebnisse der Sequenzanalyse wurden dennoch als aussagekraftiger angesehen, so dass
von der Zuordnung des hefeahnlichen Pilzstammes Aurebasidium pullulans ausgegangen

wird.

3.4.2 Verwendung von Kalluskulturen als Versuchsmodell

Da Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen nach einer Kulturdauer von 14-16 Tagen eine
maximale Akkumulation von Anthocyanen und Stilboenen aufwiesen (VITRAC et al. 2001b) und
auch die Reaktionsfahigkeit von Kalluszellen auf eine Elicitation abh&ngig vom Zellalter war,
wurden die Versuche immer genau nach einer 14-tdgigen Vorkultur der Kalluslinien
durchgefuhrt. Dass die physiologischen Wachstumseigenschaften der Kalluszellen die
Aktivitat des Sekundarstoffwechsels beeinflussen, zeigten PELTONEN et al. (1997) durch eine
vom physiologischen Stadium abhangige Induktionsféhigkeit von Phytoalexinen nach einer
Elicitorbehandlung bei Bohnenzellkulturen. Auch FUNK et al. 1987 zeigten an etablierten
Zellsuspensionkulturen von Glycine max und Thalictrum rugosum, dass diese ein
sensitiveres Reaktionsvermdgen gegeniber einer Elicitorbehandlung aufweisen als jingeren
Zellkulturen. Somit scheint auch die Verwendung von zweijahrigen, etablierten Vitis vinifera-
Kalluskulturen, wie sie in dieser Versuchsreihe verwendet wurden, gute
Induktionsvoraussetzungen zu erbringen. Jedoch weisen verschiedene Enzyme ihre
Akkumulationsmaxima in unterschiedlichen physiologischen Stadien der Zellen auf. So
zeigten Zellkulturen von Vitis vinifera 18 Stunden nach dem Zuflhren von neuem
Kulturmedium, also noch in der Phase, in der keine Zellteilung erfolgt, ein
Expressionsmaximum von Stilbensynthase mit anschlieBender Resveratrol-Synthese. Die
Bestandteile der N&hrlésung scheinen als Elicitor fir die Stilbensynthase zu fungieren. In

dem gleichen Versuchssystem wurde die PAL-Aktivitat erst 5-6 Tage nach der Zugabe der
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neuen Nahrldsung am Ende der logarithmischen Phase der Zellvermehrung maximal
exprimiert (LISWIDOWATI et al. 1991). Demnach flihren Bestandteile der Nahrlésung nicht zu
einer maximalen Induktion, sondern es sind entweder Einflussfaktoren wie
Stoffwechselausscheidungen  oder  Zellwandbausteine, eventuell auch pH-Wert-
Veranderungen des Nahrmediums wahrend der Zellvermehrung notwendig, um die PAL-
Aktivitdt maximal zu induzieren, oder aber die jungen Zellen selbst weisen eine hdhere
PAL-Aktivitat auf. Die Aktivitat der Stilbensynthase in Zellkulturen ist scheinbar in alteren
Zellen auch gegeben, was mit einer zunehmenden Induzierbarkeit von Resveratrol bei
steigendem Blattalter von Vitis vinifera Ubereinstimmen wirde (LANGCAKE und MCCARTHY
1979; STEIN und BLAICH 1985). Durch Elicitation mit pilzlichen Zellwédnden werden beide
Enzym-Aktivitditen sowohl in der stationdren als auch in der logarithmischen
Zellteilungsphase induzierbar, wobei sie jedoch in der stationaren Phase ausgepragter und
selektiver sind.

3.4.2.1 Kulturmedium

Neben der individuellen Stoffwechselaktivitdt der jeweiligen Kalluslinie haben auch die
Bestandteile des Kulturmediums Einfluss auf das Akkumulationsvermégen der Zellen. So
fihrt nicht nur eine Erhéhung der Saccharose-Konzentration im Medium zu einer
gesteigerten Anthocyanidin-Synthese bei Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen, sondern
auch eine Verminderung der Nitratkonzentration (HIRASUNA et al. 1991). Eine Modifikation
des B5-Mediums (GAMBORG et al. 1968) mit 0,5 mg/Liter 2,4-D induzierte das 1,5-fache der
Anthocyanidin-Konzentration wie das gleiche Medium mit 5,0 mg/Liter NAA. Durch die
Zugabe von 0,5 mg/Liter 2,4-D und 0,5 mg/Liter Kinetin halbiert sich der Anthocyanidin-
Gehalt der Zellen im Vergleich zum Medium mit alleiniger 2,4-D-Zugabe. Die Verwendung
von BA an Stelle von Kinetin reduzierte die Anthocyanidin-Konzentration sogar um den
Faktor 5 (HIRASUNA et al. 1991). Die Wirkung dieser Einflussfaktoren kann in Bezug auf
andere Phenylpropanoide véllig unterschiedlich sein.

Damit wird die Komplexitdt der Einflussmdglichkeiten, die die Bestandteile des
Kulturmediums auf den Sekundarstoffwechsel haben, deutlich. Sie zeigt auf der anderen
Seite aber auch auf, wie viele Steuerméglichkeiten dieses System beinhaltet.

3.2.2.2 Verbraunung von Kallusgewebe

Nach einer Elicitation von den Kalluskulturen mit Hefefiltrat konnte sowohl bei einer 5- als
auch bei einer 50%igen Kulturfiltratidsung eine leichte Verbrdunung der Kalli festgestellt
werden, die jedoch nicht mit dem Absterben der Zellen in Zusammenhang gebracht werden
konnte, da Vitalitatstests der Weinkalli mit Evans-Blue Féarbereagenz keine sichtbaren

Unterschiede aufzeigten. Verbraunungen nach Behandlungen mit Hefeelicitoren wurden
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schon mehrfach beobachtet. So induzierte bei WOJTASZEK (1997) ein Hefeelicitor bei
Lupinus albus-Pflanzen eine Akkumulation von Isoflavonoid-Aglykonen, die mit
zunehmender Elicitorkonzentration anstieg. Eine Elicitation mit CuCL, wies vergleichbare
Induktionen auf, unterschied sich jedoch in der Verteilung der Aglykone im Gewebe. Eine
Elicitation des Pflanzengewebes mit den Hefeelicitor flihrte zu einem Transport von 50% der
freien Aglykone aus dem Pflanzengewebe hinaus. Bei einer Behandlung mit CuCL, werden
weniger als 1% der Verbindungen vom Pflanzengewebe abgesondert, was zu einem
starkeren Verbleib im Pflanzengewebe flihrt. Obwohl bei Lupinus albus-Kotyledonen nach
einer Behandlung mit dem Hefeelicitor, nicht aber nach einer Behandlung mit CuCl,, eine
Verbraunung von Gewebe vorgefunden wurde, konnte keine Korrelation zwischen der
Isoflavonoid-Produktion und dem Verbrdunen von Geweben festgestellt werden. Die
Ursache scheint also mehr in der Lokalisierung der Isoflavonoide zu liegen. Demnach muss
die Pflanze Regulationsmechanismen besitzen, die nicht nur Phytoalexine induzieren lasst,
sondern auch steuert, ob sie in der Pflanze verbleiben oder ausgeschieden werden. Dazu
muss die Pflanzenzelle verschiedene Elicitortypen unterscheiden kénnen.

Dass Zellsuspensionskulturen aus Weinblattern von Sorten mit hdéheren Phenolgehalten
auch eine starkere braune Pigmentierung aufweisen, zeigten SGARBI et al. (2003). Ob die
stéarkere Braunfarbung der hier verwendeten Kalli in einer erhéhten Konzentrationen an
Phenylpropanoiden begrindet liegt, oder die Kalluskulturen durch eine Hefebehandlung
vermehrt Phytoalexine aus der Zelle hinaus transportiert haben, die dann eventuell durch
Oxidation diese Verbrdunungen ausmachten, wurde bislang noch nicht untersucht. Dies
sollte jedoch mittels Uberspiillen der Kalli mit Waschldsungen und anschlieBender
Untersuchung dieser Waschlésung auf phenolischen Stoffe nachgeholt werden.

Far eine Verbraunung durch Stilben-Oxidation sprechen aber die Ergebnisse von HOOS und
BLAICH (1988). Hier wurden Zellsuspensionskulturen von pilzanfélligen Vitis vinifera-Sorten
(»Riesling” und ,Optima®) sowie resistenten Sorten (,Pollux“ und ,Sirius“) mit Mycel von
Botrytis behandelt. Die Zellen der anfalligen Sorten wurden nach 60 Stunden abgetdtet. Die
resistenten Sorten erlitten nur leichte Schaden. Es konnten zwei Typen von Peroxidasen
charakterisiert werden, die eine hohe Affinitdt zu Resveratrol als Substrat aufwiesen und
dieses zu einem braunen Pigment oxidierten. Die Peroxidaseaktivitat war bei den anfalligen
Sorten geringer als bei den resistenten. Die Oxidationsprodukte vom Resveratrol hatten eine
hemmende Wirkung auf die Peroxidase.

Die zunehmende Verbraunung mit fortschreitender Elicitationszeit kénnte mit dem
zunehmenden Gehalt an oligomeren Resveratrol-Derivaten im Zusammenhang stehen, die

durch ein vermehrtes Vorhandensein von Peroxidasen induziert wurden.
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3.4.3 Induktion der Phenylpropanoide

3.4.3.1 Konzentrationsunterschiede zwischen den Versuchen

Die verwendeten Kulturfiltrate der Hefeisolate flhrten in allen Versuchen mit zunehmender
Elicitationszeit zu einer fortschreitenden Induktion der Gesamtphenole (siehe Abbildung 30).
Auffallig waren jedoch die, trotz gleicher Kalluskultur und identischer Versuchsdauer,
unterschiedlichen Gesamtgehalte in den Versuchen. Wahrend unbehandelte Kalli der Sorte
,Regent” in Versuch 3 Gesamtgehalte der Phenylpropanoide von durchschnittlich 3500 pg/g
Trockensubstanz (TS) aufwiesen, zeigten die Kalli in Versuch 1 Gehalte um 8500 pg/g TS
und die in Versuch 2 um 7300 pg/g TS. Die unbehandelten Kalli der Sorte ,Nero“ wiesen in
Versuch 4 Gehalte um 3500 pg/g TS auf, wahrend in Versuch 5 nur 650 pg/g TS ermittelt
wurden. Die unterschiedlichen Induktionsintensitaten bei den verschiedenen Versuchen,
kdénnte in der Inhomogenitat der physiologischen Aktivitdten durch variierende Seneszenz
der Kalluskulturen begrindet liegen. Die Kalluskulturen wurden zwar alle einer 14-tdgigen
Vorkultur unterzogen, bevor sie den Behandlungen ausgesetzt wurden, das
Ausgangsmaterial variierte jedoch im Alter zwischen 3 und 6 Wochen.

Ferner traten trotz identischer Autoklavierzeiten der Kulturmedien durch variierende
AbkUhlgeschwindigkeit nach dem Autoklavieren pH-Wert-Schwankungen auf, die bei dem
verwendeten Medium zwischen 5,5 und 6,0 lagen. Inwieweit sich Schwankungen dieser
GroBenordnung auf den Phenypropanoidstoffwechsel auswirken, sollte in weiteren

Untersuchungen betrachtet werden.

3.4.3.2 Dynamik der Akkumulation der Phenylpropanoide

In allen Versuchen zeigte sich durch die Elicitation mit Hefefiltrat eine Steigerung der
Gesamtphenol-Konzentration, was eine induzierte PAL-Aktivitdt voraussetzt (Abbildung 30,
45, 46). Da die Induktion der PAL eine der am haufigsten beobachteten pflanzlichen
Reaktionen auf eine Vielzahl von Elicitoren ist, wie auch in Zellsuspensionkulturen von Vitis
vinifera nach Behandlungen mit pilzlichen Elicitoren beobachtet wurde (REPKA et al. 2001,
LISWIDOWATI et al. 1991), liegt es sehr nahe, dass auch in Kalluskulturen eine PAL-
Stimulation durch Hefefiltrat auftritt. Da in Zellsuspensionskulturen schon 10 Minuten nach
einer Elicitation die transkriptionelle Aktivierung der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL),
der 4-Cumarat-CoA-Ligase (4Cl), der Chalkonsynthase (CHS), der Chalkonisomerase (CHI)
und verschiedener PR-Proteine einsetzte und diese nach 4 Stunden ihr maximales
Transkriptionslevel erreichten (REPKA et al. 2001), ist die Vorraussetzung fir eine schnelle
Biosynthese verschiedener Abwehr-Verbindungen gegeben. Die Transkription von 4CI
erfolgte etwas langsamer und erlangte ihr Maximum etwa 8 Stunden nach Elicitation. Eine
Kalluskultur von SGARBI et al. (2003) zeigte nach einer Ozon-Begasung eine Induktion der

Stilbensynthase-Aktivitat, was in einer deutlichen Akkumulation von Resveratrol 12 bis 24
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Stunden nach Begasung deutlich wurde. Auch BEZIER et al. (2002) zeigten in mit Botrytis
cinerea infizierten Weinblattern eine zunehmende Expression der PAL- und Stilbensynthase-
Gene, sowie Polygalacturonase-hemmenden Protein- und VCH3-Chitinase-Genen 6
Stunden nach Inokulation, eine Expression von VCHIT1b-Chitinase-Genen verzdgerte sich
auf 24 Stunden nach Inokulation (BEZIER et al. 2002), wobei die VCH3-Chitinase nur in
Blattern gefunden wurde, die VCHIT1b-Chitinase jedoch in Blattern und Frlichten. Auch
BUSAM et al. (1997a) stellten in Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen wie auch JACOBS et al.
(1999) in mehltauinfizierten Weinblattern eine schnellere Transkription von VCH3-Chitinase-
Genen als von VCHIT1b-Chitinase-Genen fest. In diesem Fall wurden PR-Proteine spater
als Phytoalexine induziert. Mit Hefeextrakt behandelte Weinzellkulturen induzierten die
VCHS3-Chitinase-Gene zur gleichen Zeit wie die Stilbensynthase-Gene und zwar 2 Stunden
nach Behandlung (BUSAM et al. 19973, b).

Enzymatischen Untersuchungen von Frau Pfeiffer am Lehrstuhl fir Zierpflanzenbau der
Technischen Universitdt Minchen-Weihenstephan bezlglich der Stimulation der PAL-
Aktivitat im Weinkallus ,Nero“ durch Elicitation mit Hefefiltrat stehen noch aus.

Trotz der schnellen Verfligbarkeit von wichtigen Enzymen nahm der Gesamtgehalt der
Phenylpropanoide innerhalb von 5 Stunden nach der Elicitation mit Hefefiltrat in den
Weinkalli in Versuch 1 ab (Abbildung 30, 45, 46), in Versuch 3 dagegen zu (Abbildung 30).
Ahnlich verhalt es sich mit den Catechinen (Abbildung 31, 45, 47), den einfachen Phenolen,
mit den Verbindungen Spektrum 2 (Abbildung 32, 45, 48), den Hydroxyzimtsduren
(Abbildung 33, 45, 50) sowie mit allen konstitutiv vorkommenden Stilbenen (Abbildung 38,
53). Nur das Gallussaure-Derivat B war 5 Stunden nach Elicitation mit Hefefiltrat in beiden
Versuchen deutlich reduziert (Abbildung 33, 49).

Da keine Daten Uber Zustand vor den Behandlungen zur Verflgung stehen, kénnte ein
Grund far die, im Vergleich zu unbehandelten Kalli, verminderte Konzentration der elicitierten
Kalli, in einer Stimulation der mit K2-Medium behandelten Kontrollvariante, also in der
Zugabe frischer Nahrlésung begrindet sein. Es besteht jedoch auch die Méglichkeit, dass
die Aktivitdt von PAL und/oder weiterer Enzyme im Frihstadium einer Elicitation gehemmt
ist. In Versuch 3 kénnte dieser Aktivitatsabfall der Enzyme schon in einen Aktivitatsanstieg
umgeschlagen sein, wahrend sich die Kalli in Versuch 1 noch in der ersteren Phase
befanden. Eine verminderte Synthese der Gallussdure konnte zusatzlich in einer
verminderten Aktivitat des Enzyms begrindet liegen, welches die 3-Dehydroshikimisdure zu
Gallussaure umwandelt, herbeigefihrt durch eine bevorzugte Biosynthese dieser Vorstufe zu
Phenylalanin (siehe Abbildung 82). Da eine Reaktionszeit von 5 Stunden sehr gering ist und
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Abbildung 82: Schema: Auszug aus dem Phenylpropnoidstoffwechsel (Biosyntheseweg nach
HELLER und FORKMANN 1994, JEANDET et a. 2002)
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sich zwischen Versuch 1 und Versuch 3 widerspruchliche Ergebnisse zeigen, kann auch ein
systembezogener Fehler nicht ausgeschlossen werden.
Ab 10 Stunden nach der Elicitation lassen Akkumulationen unterschiedlicher Stoffgruppen in

allen Versuchen auf eine Aktivierung verschiedenster Enzyme schlieBen.

3.4.3.3 Catechine

Da die Catechine zwischen 10 und 18% des gesamten Flavonoid Gehaltes ausmachen, ist
es nicht verwunderlich, dass sich die Konzentrationsschwankungen der Catechine zwischen
den einzelnen Entnahmeterminen in vergleichbaren Schwankungen der Gesamtphenole
widerspiegeln. Eine deutliche Akkumulation an Flavanolen, wie sie von FEUCHT et al. (1996)
in Weinblattern nach einer Pilzinfektion beobachtet wurde, konnte 24 Stunden nach einer
Elicitation von Weinkallus der Sorte ,Regent‘ mit 5% Hefefiltrat deutlich beobachtet werden
(Abbildung 47). Behandlungen mit hdherer Elicitorkonzentration flihrten zu weniger
deutlichen Reaktionen, da die Akkumulation durch Elicitation vermindert war und grofBe
Konzentrationsschwankungen auftraten. Auf die mdglichen von der Elicitorkonzentration
abhangigen Akkumulationen wird spater noch eingegangen.

Das verminderte Akkumulationsvermdgen an Catechinen beim Weinkallus im Gegensatz zu
Weinblattern kénnte im Ursprungsgewebe begriindet sein. Sogar im Blatt weisen die
verschiedenen Gewebetypen unterschiedliche Akkumulationsfahigkeiten auf. Wahrend die
oberen Pallisadenzellen eines Blattes nach einer Pilzinfektion hohe Konzentrationen an
Flavanolen aufweisen, sind die Flavanol-Konzentrationen in den darunter liegenden
Parenchymzellen geringer. Die Epidermiszellen sind Flavanol frei (FEUCHT et al. 1996). Da
die Kalluskulturen aus kambialem Gewebe der Sprossinternodien gewonnen wurden, kdnnte
die Fahigkeit, Catechine zu synthetisieren, vermindert sein.

Das nicht eindeutig zu interpretierende Reaktionsvermdégen von Catechinen bei den
verwendeten Kalluskulturen auf eine Elicitation mit hoher Konzentration an Hefefiltrat kdnnte
aber auch auf unglnstige Entnahmezeitpunkte beruhen. Vitis vinifera-Kalluskulturen kénnen
je nach Aktivitat des Sekundarstoffwechsels eine spezifische Dynamik der Flavanole auf eine
Elicitation zeigen (SGARBI et al. 2003). So reagierten polyphenolreiche Kalluslinien auf eine
Elicitation innerhalb von 2 Stunden mit einer Reduktion des Flavanol-Gehaltes und
anschlieBendem Angleichen auf das Ausgangsniveau wohingegen Kulturlinien mit
vermindertem  Phenolsynthesevermégen eine  verzdgerte  Gehaltsreduktion  erst
24-48 Stunden nach Elicitation zeigten. Durch unterschiedliches Reaktionsvermdgen
verschiedener Kulturlinien, kénnte die Betrachtung des Flavanol-Gehaltes erst 5 Stunden
nach einer Elicitation und anschlieBend in den hier gewéhlten Zeitintervallen, ein verfalschtes
Bild der Synthesedynamik ergeben. Um die Kulturlinien beztglich ihrer Flavanol-Dynamik
exakter einordnen zu kdnnen, mussten daher, in den ersten zehn Stunden nach einer

Elicitation stindlich und dann in 5-Stunden-Intervallen Probenahmen durchgefihrt werden.
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3.4.3.4 Hydroxyzimtsaure-Derivate und Benzoesauren

Die Gruppe der Hydroxyzimtsduren mit ihrem Hauptvertreter p-Cumarsaure-Derivat
(Peak L) erfahrt in allen Versuchen durch eine Elicitation mit Hefefiltrat eine Induktion ab
10 NHB, die bis 24 HNB weiter ansteigt, um dann zu stagnieren. Diese schnelle
Induzierbarkeit von Hydroxyzimtsauren, die auch KoOLB et al. (2003) an Weintrauben nach
UV-Bestrahlung feststellte, ist jedoch nur bei dem p-Cumarséure-Derivat L festzustellen,
nicht aber bei dem Kaffeesdure-Derivat AA (Abbildung 50). Dieser Akkumulation geht eine
Erhéhung der PAL-Aktivitat voraus, die eine vermehrte Synthese von Zimtsguren ermdglicht,
wie REGLINSKI et al. (1994) auch an mit Zellwandextrakten von Saccharomycetes cervisiae
elicitierten Sojapflanzen beobachtet konnten. Eine Akkumulation von Zimtsauren und ein
ausreichendes Vorhandensein von Zimtsdure-4-Hydroxylase sind Vorrausetzung fir eine
gesteigerte Metabolisierung von p-Cumarsdure. Die Induktion scheint unabhangig von der
Elicitorkonzentration zu erfolgen, da an dem p-Cumarsaure-Derivat Peak L nach einer
Elicitation mit 50 und mit 5% Hefefiltrat vergleichbare Konzentrationen ermittelt wurden. Es
ist aber auch denkbar, dass das p-Cumarsaure-Derivat Peak L bei hdhere
Elicitorkonzentration eine gesteigerte Synthese erféahrt, es jedoch gleich weiter zu
Resveratrol metabolisiert wird und somit die durch eine hohere Elicitorkonzentration
verursachte Akkumulationzunahme nicht erfasst wurde.

Da Kaffeesaure nicht akkumuliert wird, kann man entweder davon ausgehen, dass
Kaffesaure schnell weiter metabolisiert wird oder, dass die Anreicherung an p-Cumarséaure
als Pool fur weitere Verbindungen dominanter und das die Hydroxylierung von
p-Cumarsaure zu Kaffeesdure katalysierende Enzym in seiner Aktivitat reduziert ist.

Das Gallussaure-Derivat ist im Weinkallus schon konstitutiv in groBen Mengen vorhanden,
es wird jedoch nur geringfigig durch eine 50%ige Hefefiltratbehandlung induziert
(Abbildung 49). Auffallend ist die deutlich gesteigerte Induktion durch eine 5%ige
Hefefiltratbehandlung. Wenn eine niedrige Hefekonzentration die Akkumulation von
Gallusséaure elicitieren kann, so ist es wahrscheinlich, dass der Kallus durch eine héhere
Hefekonzentration ein vergleichbares Elicitorsignal bekommt. Scheinbar induziert eine hohe
Elicitorkonzentration die Verschiebung des Stoffwechsels in Richtung Resveratrol-Derivate,
so dass der Biosynthese der Gallussaure-Derivate, tber den Zwischenschritt Zimtsauren,
weniger Substrat zur Verfligung steht.

Die Ursachen flr die Akkumulation der Gallussaure nach der Elicitation kénnten entweder in
einer gesteigerten PAL-Aktivitat verbunden mit zunehmender Synthese der p-Cumarsaure,
die Uber Kaffeesdure und Protocatechusaure zu Gallussaure weiter metabolisiert wird oder in
einer Induktion der Aktivitdt des Enzyms, das die 3-Dehydroshikimisdure zu Gallussaure
katalysiert, liegen. Die erste These wirde das Fehlen von Akkumulationsreaktionen des

Kaffeesaure-Derivat Peak AA erklaren, indem diese Verbindung schnell weiter metabolisiert



150 Diskussion Induktion

werden koénnte. Die Protocatechusaure erfuhr wie die Gallussaure durch eine niedrige
Elicitorkonzentration eine starkere Akkumulation, was ihr Auftreten als Zwischenprodukt
bestatigen wirde (Abbildung 51).

3.4.3.5 Einfache Phenole und Spektrum 2

Aufgrund der stetigen Akkumulation der Verbindungen von Spektrum 2 mit zunehmender
Elicitationsdauer in allen Versuch (Abbildung 32, 48) und bei beiden Weinsorten (,Regent®
und ,Nero“), ist eine chemische Verwandischaft zu den Resveratrol-Derivaten
wahrscheinlich. Allerdings konnten, bedingt durch die der geringen Konzentrationen der
einzelnen Verbindungen dieser Stoffgruppe, keine genauere Identifikationen durchgeflhrt
werden.

Das einfache Phenol Peak A weist sowohl bei der geringen als auch bei der hohen
Hefefiltrat-Konzentration zwischen 10 und 24 Stunden nach Behandlung einen deutlichen
Konzentrationseinbruch auf (Abbildung 48). Dieser wird bei Verwendung der geringen
Filtratkonzentration von einem deutlichen Konzentrationsanstieg der Catechine
(Abbildung 47) und bei der hohen Filtratkonzentration von einem deutlichen Anstieg an
Resveratrol (Abbildung 53) begleitet.

3.4.3.6 Monomere Resveratrol-Derivate

Da in Weinblattern nur sehr lokal — in einem etwa 3-6 mm breiten Saum des noch nicht
nekrotischen Gewebes um eine Pilzlasion herum — die hdéchsten Konzentrationen an
Resveratrol-Derivaten messbar sind (STEIN und HOOS 1984), weiter von der Infektionsstelle
entferntes Gewebe jedoch keine Reveratrol-Derivate aufweist, scheinen diese Verbindungen
direkt fir den Versuch der Pathogenabwehr synthetisiert zu werden. Dies zeigt sich auch in
der schnellen Synthese von Resveratrol, die im Weinkallus schon 10 Stunden nach einer
Behandlung mit Hefekulturfiltrat zu einer deutliche Akkumulation von trans-Resveratrol fihrte
und die ihr Maximum 24 Stunden nach Behandlung erreichte (Abbildung 37, 53). Auch bei
einer Induktion von Weinblattern mit UV-Strahlen wurden die héchsten Resveratrol-Gehalte
24—48 Stunden nach Inokulation gefunden (STEIN und HOOS 1984).

Die nach einer Elicitation mit 50% Hefefiltrat parallel verlaufende Stoffdynamik von
trans-Resveratrol und p-Cumarsaure-Derivat (Peak L) (Abbildungen 53 und 50) unterstreicht
die Stellung des p-Cumarsaure-Derivates als Vorstufe des Resveratrol. Dass die
Akkumulation von Piceid, und somit auch die von Resveratrol, von der Verflgbarkeit von
Phenylalanin als Substrat abhangig ist, zeigten schon KRISA et al. (1999), die durch eine
Zugabe von 2 mM Phenylalanin ins Kulturmedium von Vitis vinifera Zellkulturen eine

Erhéhung der Piceid-Konzentration um das 1,4 fache feststellten.
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Nach der Metabolisierung wird zunachst das Aglykon Resveratrol angereichert und dann
vermehrt zu mono- und oligomeren Verbindungen derivatisiert, was zu einer Reduktion des
Resveratrol-Pools 48 Stunden nach Behandlung fihrt. Um eine direkte Glucosidierung des
Resveratrols zu Piceid zu verhindern, sind B-D-Glucosidasen notwendig (JEANDET et al.
1997a).

Trans- und cis-Piceid sind Resveratrol-Derivate, die im Gegensatz zum Aglykon konstitutiv
und ohne groBe Streuung im Kallus vorkommen. Dabei kann der Umstand, dass in
UV-bestrahlten Weintrauben ein, im Vergleich mit cis-Piceid, 40-fach héherer Gehalt an
trans-Piceid gefunden wurde (ADRIAN et al. 2000b), nicht ohne weiteres auf die
Kalluskulturen ,Nero“ und ,Regent‘ Ubertragen werden. Im Weinkallus lag sowohl der
konstitutive als auch der induzierte Gehalt von trans-Piceid nur unwesentlich Gber dem von
cis-Piceid (Abbildung 38, 53) oder war maximal doppelt so hoch. Diese Werte stehen mit den
von WAFFO-TEGUO et al. (1996a, 1998) in Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen gefunden
Gehalten im Einklang

Auch ein mengenméaBiger Anteil der Piceide an der Summe der konstitutiven Resveratrol-
Derivate von 90-95%, wie von KRISA et al. (1999) in phenolreichen Vitis vinifera-
Zellkulturlinien ermittelt, wird in Kalluskulturen der Sorten ,Regent” und ,Nero“ nicht erreicht.
In allen Versuchen wiesen sie bei der Sorte ,Regent” einen Gesamtanteil von etwa 40%
(Vergleich Abbildungen 30 und 38) und bei ,Nero“ sogar nur von 26% auf.

Da in unbehandelten Weinkalli nur geringe Konzentrationen des Aglykons trans-Resveratrol
zu finden waren, schienen die Kalli die glucosidierten Resveratrol-Derivate als konstitutive
Speicherform zu bevorzugen. Da Methyljasmonat in Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen
die Akkumulation von Piceid deutlich induziert, die Synthese von Astringin und Resveratrol
jedoch nicht beeinflusst wurde (KRISA et al. 1999), scheint die Konzentration von
Signalstoffen wie Methyljasmonat direkt mit der Glucosidierung in Zusammenhang zu
stehen. Durch eine Elicitation mit Hefefiltrat wird die sofortige Glucosidierung von Resveratrol
unterbunden, so dass das Aglykon akkumulieren kann und somit fir die Metabolisierung der
verschiedenen Derivate zur Verfligung steht.

Das ebenfalls konstitutive Vorkommen des trans-Resveratrol-Derivats Peak T und der
wahrscheinlich entsprechenden cis-Variante Peak Y in Verbindung mit ihrem, dem Piceid
ahnlichen Akkumulationsverhalten nach einer Hefefiltratbehandlung, deutet auf eine
stoffliche Verwandtschaft der Verbindungen hin (Vergleich Abbildung 38 und 39).

3.4.3.7 Oligomere Resveratrol-Derivate
Eine gegentiber Resveratrol um 24 Stunden verzégerte Synthetisierung von Viniferinen, wie
sie STEIN und HOOS (1984) sowie CANTOS et al. (2002) in Blattern von Vitis vinifera
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feststellten, konnte im Weinkallus von ,Nero“ und ,Regent“ bestatigt werden. Allerdings
konnten PEZET et al. (2003b) nach UV-C-Bestrahlungen an Weinblatter, keine zeitlichen
Verschiebungen in der Resveratrol- und e-Viniferin-Akkumulation feststellen.

Flr eine Polymerisation von Resveratrole-Derivaten werden Peroxidasen bendtigt, wie sie
Hoos und BLAICH (1988) nach einer Elicitation mit abgetétetem Botrytis cinerea-Mycel in
Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen nachwiesen. Dabei fanden sie gleich zwei Peroxidase-
Typen mit hoher Affinitdt zum Substrat Resveratrol, die die Fahigkeit besaBen, Viniferin zu
metabolisieren. Viniferin schien dabei das Zwischenprodukt einer Oxidation zu einem
braunen Pigment zu sein. Da die Resveratrol-Oxidationsprodukte wiederum eine hemmende
Wirkung auf die Peroxidasen haben, kdnnte eine Selbsthemmung und damit eine direkte
Regulierung der Peroxidasekonzentration vorliegen.

3.4.3.8 Anthocyane

Eine Behandlung mit einer hohen Kulturfiltrat-Konzentration fihrte in Versuch 1 schon
5 Stunden nach Elicitation zu einem Abfall des Gehaltes von Anthocyanidin Peak Il, der bis
48 Stunden nach Behandlung konstant vermindert blieb (Abbildung 36, 52). Eine Elicitation
mit niedriger Filirat-Konzentration rief eine kurzfristige Induktion mit anschlieBend
kontinuierlichem Abfall des Gehaltes (Abbildung 52) hervor. 48 Stunden nach Behandlung
wiesen die Kalli bei beiden Filtratbehandlungen vergleichbar reduzierte Konzentrationen des
Anthocyanidin Peak Il auf. Ein verminderter Gehalt nach Anwendung der héheren Hefefiltrat-
Konzentration war auch bei dem Anthocyanidin BB zu beobachten.

Eine Reduktion der Anthocyanidin-Synthese bei gleichzeitig gesteigertem Phenylalanin-
Gehalt durch eventuelle Reduktion der ANS-Aktivitat (Anthocyansynthase) kann mit groBer
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da bei KRISA et al. (1999) eine Zugabe von
Phenylalanin zu Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen zu einer Induktion der Anthocyane
fihrte.

Es ist anzunehmen, dass nicht die behandelten Kalli mit einer schnellen Verminderung der
Konzentration, sondern die unbehandelten Kalli, versorgt mit frischem K2-Medium zuzlglich
5 g Glucose pro Liter als Kontrollvariante, innerhalb von 5 Stunden mit einer Akkumulation
reagierten. Dieser Konzentrationsanstieg der Kontrollvariante war auch in Versuch 3
zwischen 5 und 10 Stunden nach der Behandlung zu beobachten (Abbildung 36).

Da sich schon KRISA et al. (1999) und VITRAC et al. (2001b) bei der Kultivierung von Vitis
vinifera-Zellsuspensionskulturen eine Akkumulation von Anthocyanen durch gesteigertes
Saccharose- und Makronahrstoff-Angebot im Kulturmedium zu Nutze gemacht hatten, liegt
es nahe, die Akkumulation von Peak Il auf diese EinflussgréBen zurlick zu flhren. Auch

LARRONDE et al. (1998) interpretierten die Korrelation zwischen der Anthocyanidin-
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Akkumulation in Weinzellen und dem intrazellularen Hexosegehalt (Glucose und Fructose)
als zuckerabhangige Expression der Chalkonsynthase-Gene.

Sowohl ein gesteigerter Saccharosegehalt als auch héhere Makronahrstoffkonzentrationen,
sind durch die Zufuhr frischer Nahrlésung zur Kalluskultur bei der Kontrollbehandlung
gegeben. Durch eine 48-stindige Kultivierung der Hefeisolate auf dem Kulturmedium,
mussten sowohl ein Teil der Makronahrstoffe als auch die Kohlenstoffquellen im Medium von
den Hefezellen verstoffwechselt worden sein, so dass diese Einflussfaktoren nur noch einen
geringen Einfluss auf das Ergebnis der Hefebehandlung haben. Da bei der Behandlung mit
5% Hefefiltrat, die Verdinnung des Filtrates ebenfalls mit K2-Medium zuziglich 5 g Glucose
pro Liter durchgefihrt wurde, ist die hinsichtlich Induktionsverhalten festgestellte
Mittelstellung dieser Behandlung, die sich in einer kurzzeitigen Stoffakkumulation und
anschlieBendem, kontinuierlichem Abfall der Konzentration bis auf das Niveau der mit 50%
Hefefiltrat behandelten Variante darstellt, wie schon bei der Kontrollvariante, durch
Nahrstoffzufuhr erklarbar.

3.4.4 Einfluss der Elicitorkonzentration auf den Phenylpropanoidstoffwechsel

Obwohl in Versuch 1 die Elicitorkonzentration keinen Einfluss auf die Summe der
Phenylpropanoide zu nehmen schien (Abbildung 45, 46), reagierten die einzelnen
Stoffklassen doch ganz individuell auf verschiedene Elicitorstarken (Abbildung 45). Das
wilrde fir eine, von der Elicitorkonzentration unabhangige Aktivierung der PAL bei
gleichzeitiger konzentrationsabhangiger Steuerung der weiteren Biosynthese, sprechen.
Dieser Zusammenhang wird durch Korrelationen zwischen der Induzierbarkeit der
PAL-Aktivitat und sowohl der Zellzahl der Suspensionskultur als auch der
Elicitorkonzentration in Zellkulturen von Vitis vinifera gestutzt (FUNK et al. 1987).

Wahrend die Protocatechusaure (Abbildung 51), aber noch deutlicher das Gallussaure-
Derivat B (Abbildung 49) genauso wie die monomeren und oligomeren Catechine
(Abbildung 45, 49) starker bei verminderter Elicitorkonzentration akkumulierten und
Hydroxyzimtsguren (Abbildung 45, 50) und Flavonole (Abbildung 45, 52) bei beiden
Elicitorkonzentration vergleichbare Gehalte aufwiesen, reagierten die einfachen Phenole und
die Verbindungen mit Spektrum 2 (Abbildung 48) auf eine hdhere Elicitorkonzentration mit
zunehmender Akkumulation. Dies zeigte sich bei allen Resveratrol-Derivat noch deutlicher
(Abbildungen 45, 53-56).

Alle Resveratrol-Derivate akkumulierten bei héherer Elicitorkonzentration deutlich starker als
bei geringerer Konzentration. Auch in Zellsuspensionskulturen von Vitis ripariabei fihrte eine
gesteigerte Induktorkonzentration zu einer vermehrten Akkumulation von Resveratrol. Die
Synthese von ¢-Viniferin verlief hingegen unabhangig von der Konzentration (STEIN und
HOOS 1984).



154 Diskussion Induktion

Sowohl die Resveratrol-Derivate als auch das p-Cumarsaure-Derivat Peak L missen durch
beide Elicitorkonzentrationen (5% und 50% Hefefiltrat) gleiche Induktionen der jeweils
katalysierenden Enzyme (PAL und Zimtsaure-4-hydroxylase bzw. Stilbensynthase) erfahren,
da vergleichbare Stoffakkumulationen sowohl bei der p-Cumarsaure als auch bei Resveratrol
bis 10 Stunden nach Behandlung, bei den Resveratrol-Derivaten bis 24 Stunden nach
Behandlung feststellbar waren (Abbildungen 50, 53-56). Dabei bewirkte eine Verminderung
der Elicitorkonzentration eine verzdgerte, aber in ihrem Maximum vergleichbare
Akkumulation des p-Cumarsaure-Derivates Peak L. Eine verminderte Elicitorkonzentration
bewirkte ein friiheres Stagnieren der Akkumulation von Resveratrol-Derivaten.

3.4.4.1 Akkumulationsdynamik von Resveratrol und dessen Derivate

Die schnelle Akkumulation von Resveratrol wird durch die schnelle Transkription von
Stilbensynthase ermdglicht. Schon 6 Stunden nach einer Elicitation zeigte sich durch
Inokulationen mit Phytophthora cambivora (WIESE et al. 1994) oder Zellwanden von Botrytis
cinerea (LISWIDOWATI et al. 1991) in Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen eine erste
maximale Akkumulation von mRNA. Ein weiteres Transkriptionsmaximum erfolgte 20
Stunden nach einer Elicitation. Diese Enzymdynamik flhrte zu einer ersten Resveratrol-
Akkumulation bei UV-bestrahlten in vitro-Weinblattern 8 bis 12 Stunden nach der Induktion
und zeigte ein weiteres Akkumulationsmaximum nach 22 bis 24 Stunden, bzw. nach 20 und
40 Stunden in Freiland-Weinblattern (DOUILLET-BREUIL et al. 1999).

Diese beiden Stilbensynthase-Maxima werden durch verschiedene Gene hervorgerufen
(WIESE et al. 1994), von denen das erste flr eine schnelle Expression mittels
degradationsanfalligeren mRNA verantwortlich ist und das zweite eine spatere Expression
mit stabilerer mRNA hervorruft.

Dabei kénnte das erste Resveratrol-Maximum der schnellen Pathogenabwehr dienen. Eine
Weitersynthese bliebe aufgrund fehlender Enzyme zu diesem Zeitpunkt aus. Dies wirde die
Anreicherung von Resveratrol innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Elicitation erkléaren.
Das zweite Maximum der Resveratrol-Akkumulation kénnte fir die Metabolisierung von
Resveratrol-Derivaten bestimmt sein, die eine hdhere fungizide Wirksamkeiten ausweisen
als das Aglykon selbst und somit fiir eine langfristigere oder wirksamere Pathogenabwehr
bestimmt sind. 24 Stunden nach der Elicitation mit Hefefiltrat akkumulieren die Kalli nicht nur
vermehrt Resveratrol, sondern es beginnen sich auch Resveratrol-Glycoside, sowie dimere
und oligomere Verbindungen, die auf Resveratrol basieren, anzureichern. Scheinbar stehen
zu diesem Zeitpunk ausreichend Enzyme zur Verflgung, um diese Metabolisierung zu
ermdglichen. Die verminderte Konzentration an Resveratrol 48 Stunden nach Elicitation mit

Hefefiltrat in Versuch 1 deutet auf eine Reduzierung des Resveratrol-Pools durch
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zunehmende Synthese von anderen Resveratrol-Derivaten, besonders den oligomeren
Derivaten, hin.

Da sowohl eine Behandlung mit 5 als auch mit 50% Hefefiltrat eine schnellen Synthese von
Resveratrol und den daraus metabolisierten Derivaten in den Weinkalli induziert
(Abbildungen 53-56), scheint das Signal zur Aktivierung der Stilbensynthase, schon bei der
niedrigen Elicitorkonzentration, ausreichend gegeben zu sein. Warum trotz Induktion der
Stilbensynthase die geringe Elicitorkonzentration zu einer Stagnation des Gehaltes von
Resveratrol und die héhere zu einer fortschreitenden Akkumulation fuhrte, ist zu diesem
Zeitpunkt nicht zu interpretieren.

3.4.4.2 Resveratrolakkumulation in Abhangigkeit von der Elicitorkonzentration

Sekundare Elicitation

Toxische Verbindungen kénnten in einer Behandlung mit 50% Hefefiltrat in so hohen
Konzentrationen auftreten, dass es zu Zellschadigungen flhren kénnte. Wirden dadurch
freigesetzte endogene Elicitoren eine sekundare Elicitation auslésen, kdme es zu einer
zusatzlichen Aktivierung der PAL-Aktivitdt (GUO et al. 1997). Diese Enzymakkumulation
wirde sich in einer Erhdhung der Gesamtphenole niederschlagen, was jedoch nicht
beobachtet wurde (Abbildung 45). Zum anderen wirden Zellschadigungen, die zu einem
vermehrten Vorhandensein von Peroxidasen flhren, mdglicherweise eine gesteigerte
Metabolisierung von oligomeren Resveratrol-Derivaten mit sich flhren. Die deutliche
Akkumulation von Resveratrol ware damit jedoch nicht zu erklaren, da Resveratrol nicht

durch mechanische Verletzungen am Gewebe induzierbar ist (STEIN und HOOS 1984).

Stilbensynthase als Schaltstelle der Resveratrolakkumulation

Durch eine hdhere Elicitorkonzentration wurden in den Weinkalli bei gleichbleibendem
Gesamtgehalt vermehrt Verbindungen synthetisiert, die auf eine Aktivierung der
Stilbensynthase basieren. Flavonoide, denen eine Reaktion der Chalkonsynthase zu Grunde
liegt, wurden parallel dazu weniger akkumuliert. Somit werden vermehrt Resveratrol-Derivate
synthetisiert, Flavonole, Anthocyane und Catechine erfahren eine verminderte Akkumulation
(Abbildung 45). Eine verminderte Elicitorkonzentration dreht die Syntheserichtung im
Phenylpropanoidstoffwechel um. Die Metabolisierung von
p-Cumarsaure entweder zum Chalkon oder zum Stilben kann somit als Schaltstelle
angesehen werden, dessen Syntheserichtung offenbar von der Elicitorkonzentration
abhangig ist.

Da die Vorstufe von Resveratrol, das p-Cumarsaure-Derivat Peak L, schon nach einer
Elicitation mit 5% Hefefiltrat in ausreichenden Mengen vorhanden ist, folglich also genligend

Enzyme wie PAL, Zimtsaure-4-hydroxylase und 4Cl gebildet wurden, ist die verminderte



156 Diskussion Induktion

Synthese von Resveratrol in einem unzureichenden Vorhandensein von Stilbensynthase zu
suchen.

Sollte die Transkription aller Enzyme Uber den gleichen Rezeptorimpuls ausgeldst worden
sein, scheint eine verminderte Signalstoffkonzentration bei 5% Filtrat eine kiirzere
Transkriptionsdauer der Stilbensynthase hervorzurufen zu haben als eine hohere
Konzentration der Signalstoffe bei 50% Filtrat. Andere Enzyme scheinen unabhangig von der
Elicitorkonzentration induziert zu werden, da Catechine oder Hydroxyzimtsduren bei beiden
Filtratkonzentrationen vergleichbare Akkumulationen aufwiesen.

Diese Akkumulationsunterschiede bei verschiedenen Enzymen kénnten in eine variierende
Sensitivitat begriindet liegen. Vergleichbare Ergebnisse fanden auch VITRAC et al. (2001b),
die nach einer Behandlung von Vitis vinifera-Zellkulturen mit Methyljasmonat zwar bei den
Gesamtstilbene eine Verdoppelung, bei den Anthocyanen und Catechinen jedoch nur eine
Akkumulation um rund 20%, feststellten.

Es besteht auBerdem die Mdglichkeit, dass die Induktion der Enzyme Uber unterschiedliche
Rezeptorsysteme erfolgt. So reagierten phenolreiche, braun-pigmentierte Weinkalli von
Blattexplantaten der Sorte ,Lambrusco salamino® auf eine Ozonbegasung, schon 2 Stunden
nach Behandlung, mit einer signifikanten Zunahme der PAL-Aktivitdt. Eine Induktion der
Stilbensynthase blieb in dieser Kulturlinie jedoch aus. Gegenlaufig verhielt es sich bei einer
phenolarmeren, wenig pigmentierten Kalluslinie der gleichen Weinsorte (SGARBI et al. 2003).
Eine Signalgebung durch Salicylsadure induzierte bei Tomatenpflanzen eine systemische
Resistenz (THALER et al. 1999). Behandlungen von Pflanzen mit Jasmonséaure flhrten zu
einer reduzierten Genexpression an pathogenspezifischen Proteinen.

Durch eine reduzierte Menge Stilbensynthase wird weniger Substrat, p-Cumarsaure-Derivat
Peak L, zu Resveratrol metabolisiert und steht somit der Synthese durch die
Chalkonsynthase zur Verfliigung. Sollte die Stilbensynthase eine hdhere Affinitat zur
p-Cumarsaure aufweisen als die Chalkonsynthase, ware damit die deutliche Verschiebung
des Stoffwechsels in Richtung Resveratrol-Bildung nach Elicitation mit 50% Hefefiltrat, die
eine gréBere Menge an Stilbensynthase bereitstellt, zu erklaren.

Bestehen  zwischen  Stilbensynthase und Chalkonsynthase  jedoch keine
Affinitatsunterschiede, fluhrt eine héhere Elicitorkonzentration mdglicherweise zu einer
verstarkten Transkription der Stilbensynthase bei gleichzeitig verminderter Transkription der
CHS. Dies wirde auch die reduzierte Biosynthese an Flavonolen, Catechinen und
Anthocyanen erklaren.

Exprimierung nur eines Stilbensynthase-Gens
Bei der Induktion der Stilbensynthase werden zwei unterschiedliche Gene zu verschiedenen
Zeitpunkten aktiviert (WIESE et al. 1994, DOUILLET-BREUIL et al. 1999).
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Da auch eine niedrige Elicitorkonzentration zu einer Akkumulation von Resveratrol-Derivaten
fihrte, kénnte man die Hypothese aufstellen, dass die Behandlung mit der niedrigen
Elicitorkonzentration das Gen fir die schnelle Transkription der Stilbensynthase mRNA
aktiviert, dass die Konzentration jedoch nicht ausreicht, um das Signal fir eine Aktivierung
des zweiten Gens auszulésen. Diese Theorie wirde die Induktion von Resveratrol durch
beide Elicitorkonzentrationen und ihr zu einem spateren Zeitpunkt unterschiedliches
Akkumulationverhalten — bei geringer Elicitorkonzentration stagnierende Gehalte, bei hoher
eine weitere Akkumulation — erklaren (Abbildungen 53-56).

Pflanzen mit verschiedenen Resistenzpotentialen kénnen in der Akkumulationsdynamik
Varianzen aufweisen, wie es BORIE et al. (2004) bei in vitro kultivierten Vitis ruprestis-
Pflanzen zeigten. Dabei wies eine Mehltau-tolerante Sorte eine konstante Expression der
Stilbensynthase auf, die anféllige Sorte hingegen zeigte zwei Expressions-Peaks mit
analoger Resveratrolakkumulation.

Kreuzreaktionen von Chalkon- und Stilbensynthase

Die Chalkon- und die Stilbensythase in Aracgis hypogea (SCHRODER et al. 1988) sind zu
75% identisch und unterscheiden sich nur in 35 Aminosaurepositionen voneinander. Beide
Enzyme verwenden das gleiche Substrat und rufen gleiche kondensierende
Enzymreaktionen hervor, fihren dabei jedoch zu verschiedenen Produkten. Wenn sich die
unterschiedlichen Aminosaurepositionen im inaktiven Bereich des Enzyms befinden sollten,
ware es denkbar, dass beide Enzyme in das jeweils andere umwandelbar sind. Diese
Hypothese wird durch auftretende Kreuzreaktionen in transformierten Escherichia coli
(YAMAGUCHI et al. 1999) gestérkt, bei denen eingeschleuste Chalkon- und Stilbensynthase-
Gene auch in der Lage waren, das jeweils andere Endprodukt zu synthetisieren.

Ein bisher unbekannter Einflussfaktor, der in der Behandlung mit 50% Filtrat auftritt, wiirde
dann die Umwandlung in Richtung Stilbenmetabolismus ausrichten.

Um genauere Aussagen beziglich der Induktionsdynamik und den enzymatischen
Steuermechanismen machen zu kdnnen, mussten sowohl qualitative als auch quantitative

Untersuchungen der Genexpressionsdynamik erfolgen.

3.4.5 Einfluss des Hefestammes auf die Phenylpropanoid-Akkumulation

Das verwendete Hefeisolat 10/8 wies die niedrigste Induktionsrate der Gesamtphenole auf
(Abbildung 57). Das Isolat S 3.2 flihrte 24 Stunden nach der Behandlung zu der deutlichsten
Akkumulation an Phenylpropanoiden. Obwohl beide Isolate vergleichbare Konzentrationen
des p-Cumarsaure-Derivats Peak L (Abbildung 58) induzierten, bewirkte das Isolat S 3.2,
innerhalb der ersten 10 Stunden nach Behandlung, eine deutliche Akkumulation an

Flavanolen, wahrend das Isolat 10/8 keine induzierende Auswirkungen auf die Gehalte an
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mono- und oligomeren Catechinen hatte (Abbildung 57). Ferner zeigte sich die Tendenz,
dass das Isolat 10/8 eine schnellere Resveratrol-Akkumulation in den Kalli induziert, dass die
maximal induzierte Konzentration aber niedriger bleibt als bei den Gbrigen Isolaten. Es liegen
also bei den verschiedenen Hefeisolaten unterschiedliche Induktionspoteniale vor, die sich
nicht ausschlieBlich auf héhere oder niedrigere Induzierbarkeiten beschranken, sondern die
spezifische Reaktionen auslésen kénnen.

3.4.6 Einfluss von Stickstoff auf die Weinkalli

Stickstoff ist ein wichtiger Bestandteil zahlreicher Pflanzeninhaltstoffe und erfillt eine Vielzahl
von Funktionen. Dabei hat Stickstoff nicht nur starken Einfluss auf die Nahrstoffaufnahme
und -verteilung in der Pflanze, sondern beeinflusst auch ihren Wasserhaushalt. Dieser
Baustein organischer Verbindungen und Hauptbestandteil von Eiwei3, DNA, RNA sowie
einiger Pflanzenhormone, ist auch in organischen Basen, Enzymen, Vitaminen und im
Chlorophyll  enthalten (ScHoOLz und HELM 2000) (siehe Abbildung 84). Die
Stickstoffkonzentration muss somit Einfluss auf den Primér- und Sekundarstoffwechsel
haben (Rihmann et al. 2002, 2003).

3.4.6.1 Die Stickstoffform als Einflussfaktor auf den Primérstoffwechsel

Auch die Stickstoffform beeinflusst die Entwicklung der Pflanzen. ALLAN et al. (1994) stellten
eine Biomassenproduktion bei NO; gediingten Preiselbeeren fest, die 30 bis 100% geringer
waren, als bei NH,; gedingten und die, mit der Veranderung des pH-Wertes in der
pflanzennahen Umgebung in Zusammenhang gebracht wurde. Wahrend Ammonium eine
pH-Senkung im Boden bewirkt, fihrt Nitrat zu einer Erhdhung (SCHOLZ und HELM 2000). Um
die Veranderungen des pH-Wertes moglichst gering zu halten, wurden Stickstoff-
Modifikationen der Kallusmedien vorwiegend mit einer Kombination aus beiden, dem
Ammoniumnitrat, vorgenommen.

Die schon durch den Autoklaviervorgang erfolgten geringen pH-Wert-Absenkungen bei
N2 (950 mg/l KNOjs) bis N3 (4950 mg/l NHsNO; und 1900 mg/l KNOs), verstarkten sich
durch eine 14-tagige Kultur der Kalli auf diesen Medien. Es bestand jedoch kein linearer
Zusammenhang zwischen Biomassenproduktion und pH-Wert des Mediums. In Versuch 1
bildeten die Kalli der unbehandelten Variante auf N3-Medium die geringste Biomasse
(Abbildung 67). Die Frischmassen der Kalli auf N%2-Medium und N1-Medium
(1650 mg/l NHs,NO3; und 1900 mg/l KNO3) unterschieden sich in diesem Versuch nicht
voneinander, Aber genau zwischen N'2 und N1 war der Abfall der pH-Werte am gr6éBten
(Abbildung 76). Scheinbar bewegten sie sich jedoch in einem Toleranzbereich, der ein
optimales Wachstum der Kalli zulie3, der aber beim N3-Medium unterschritten war und so zu

einem verminderten Wachstum fihrte.
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3.4.6.2 Stickstoffkonzentration als Einflussfaktor auf den Priméarstoffwechsel

In vielen Untersuchungen wurde beschrieben, dass ein vermindertes Stickstoffangebot zu
einer Abnahme der Biomasseproduktion fuhrt (ESTIARTE et al. 1994; HAKULINEN et al. 1995).
Das Kallusgewicht der auf N%2-Medium kultivierten Kalli zeigte jedoch gegenuber den héher
stickstoffversorgten Kalli kein vermindertes Wachstum, weshalb auch nicht von einer
N-Mangel-Variante gesprochen werden konnte.

Die Ursachen fur einen verminderten Primérstoffwechsel bei auf N3-Medium kultivierten
Kalli, kbnnte in einer ungunstigen Stickstoffform begriindet liegen (ALLAN et al. 1994). Aber
auch sekundarer Salzstress, resultierend aus zu hohen Stickstoffkonzentrationen, ware als
Ursache denkbar. Der Theorie einer beschleunigten Alterung der Zellen mit schnellerem
Abschluss der Zellteilung, wie es RENNER und HELM 2000 bei UbermaBig mit Stickstoff
gedingten Apfelbdumen beobachteten, spricht die, im Vergleich mit den anderen
N-Varianten, deutlich gesteigerte Induzierbarkeit des Sekundarstoffwechsels entgegen.
Mdoglicherweise liegt die Ursache aber auch in einem fir die Kalluszellen zu niedrigem pH-
Wert im Kulturmedium. Die pH-Werte der Kulturmedien betrugen nach 2 Wochen im
N'2-Medium 5,6; im N1- 5,2 und im N3- 4,9).

3.4.6.3 Stickstoffkonzentration als Einflussfaktor auf den Sekundarstoffwechel
Wahrend Benzoeséauren, Flavonole und Anthocyane mit zunehmendem Stickstoffangebot im
Medium abnahmen, wiesen einfache Phenole ein gegenlaufiges Syntheseverhalten auf. Bei
diesen Stoffgruppen bestand ein nahezu linearer Zusammenhang zwischen N-Angebot im
Medium und Stoffsynthese (Abbildung 71). Ahnliche Wechselwirkung zwischen
N-Verflgbarkeit und Sekundarstoffwechsel bei Vitis vinifera fanden auch BAVARESCO et al.
(1994). Bei schwach bis mittel Stickstoff gedlingten Reben zeigte sich eine lineare
Regression zwischen N-Verflgbarkeit und Resveratrol-Synthese. Ein erhéhter Resveratrol-
Gehalt war verbunden mit einem verminderten Befall mit Botrytis cinerea, Oidium,
Plasmopara (BRAVARESCO und EIBACH 1987) oder Uncinula necator (KELLER et al. 2003).

Die Akkumulation der einfachen Phenole in den Weinkalli nahm mit gesteigertem
Stickstoffangebot zu und war auf dem N3-Medium am gréBten (Abbildung 71, 72). Sowohl
die Catechine (Abbildung 70) als auch die Resveratrol-Derivate (Abbildungen 73-75) wiesen
in N1-versorgten Kalli die geringsten Konzentration auf. Sowohl das héhere (N3) als auch
das geringere (N'2) Stickstoffangebot im Medium flhrte zu einer Stimulation des
konstitutiven Gehaltes dieser Stoffgruppen. Beim geringeren Angebot war die Akkumulation
starker ausgepragt. Da Resveratrol und auch seine Derivate als Stressmetaboliten gelten
und auch Catechine vielfach nach Pathogenbefall im Infektionsbereich angereichert werden
(LYR 1965; MACE et al. 1978; VANCE et al. 1980; SCALBERT 1991; TREUTTER 1991; FEUCHT et
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al. 1996) kénnte man eine vermehrte Synthese beider Stoffgruppen sowohl bei auf N'2- als

auch auf N3-Medium kultivierten Weinkalli als Stressreaktion deuten.

Gallussaure

Abbildung 83: Schema: stickstoffspezifisches Akkumulationsverhalten von Anthocyanen,
Gallussédure-Derivat Peak B, Flavonolen, p-Cumarsédure-Derivat Peak L, Resveratrol-
Derivaten, Catechinen und einfachen Phenolen bei unbehandelten Kalli (Versuch 1)

3.4.6.4 Stickstoff als Induktor von Stressmetaboliten

Eine pH-Wert-Absenkung im N3-Medium kdnnte einen Stressfaktor darstellen, der zu der
Akkumulation von Catechinen und Resveratrol-Derivaten fihrte. Auch kdnnte sekundarer
Salzstress durch hohe Stickstoffkonzentrationen bei Kalli auf N3-Medium, der Grund fur eine
Akkumulation von Stressmetaboliten sein. Allerdings kann dieser Einflussfaktor bei den Kalli
auf N'2-Medium als Ursache ausgeschlossen werden.

Auch die Kombination der Stickstoffformen kénnte ein Ausléser fir die Induktion von
Stressmetaboliten sein. N2 und N3 wiesen zwar unterschiedliche Stickstoffkombinationen
auf, akkumulierten jedoch beide Stressmetaboliten.

Weil der niedrige Stickstoffgehalt der N '2-Variante eine optimale Biomasseproduktion
gewahrleistete (Abbildung 67, 68) und auch keine limitierenden Auswirkungen auf den
Sekundarstoffwechsel zu haben schien (Abbildung 69), kann eine Akkumulation der
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Catechine und Resveratrol-Derivate nur auf Steuervorgange im Stoffwechsel begriindet
liegen

Weil der niedrige Stickstoffgehalt der N'2-Variante eine optimale Biomassenproduktion
gewahrleistete (Abbildung 67, 68) und er auch keine limitierenden Auswirkungen auf den
Sekundarstoffwechsel zu haben schien (Abbildung 69), kann eine Akkumulation der
Catechine und Resveratrol-Derivate nur durch einen gezielten Eingriff in den Stoffwechsel
herbeigefihrt worden sein.

Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen, die auf einem Kaliumnitrat-betonten B5-Medium
(GAMBORG et al. 1967) kultiviert wurden (3000 mg/l KNO; und 134 mg/l (NH4)2SOy,)
synthetisierten nach Reduktion der Kaliumnitratkonzentration auf 300 mg/l deutlich mehr
Anthocyane. Da Variationen im Kalium-Gehalt keinen Einfluss zeigten (HIRASUNA et al.
1991), schien die Wirkung ausschlieBlich auf einem Nitrateffekt zu basieren. Ein
stimulierender Effekt auf die Stoffakkumulation durch eine verminderte KNOs-Konzentration
im Medium war in dieser Untersuchung ebenfalls festzustellen. Aus der Untersuchung von
HIRASUNA et al. (1991) geht allerdings nicht hervor, ob bei abnehmender Nitratkonzentration
im Medium auch eine reduzierte Biomassenproduktion zu beobachten war.
Konzentrationsanderungen bei  Ammonium  schienen sich bei  Vitis  vinifera-
Zellsuspensionskulturen nur geringflgig auf die Anthocyanidin-Akkumulation auszuwirken
(HIRASUNA et al. 1991).

Dass sich eine Zugabe von Ammonium im Kulturmedium in einer 4-fachen
Biomasseproduktion auswirkte, wie es GAMBORG et al. (1967) in Zellsuspensionskulturen von
Sojabohnen feststellten, konnte nicht bestatigt werden.

Die unterschiedlichen Stickstoffformen haben aber auch direkten Einfluss auf die Synthese
zahlreicher Polyphenole, wie DRUGE (2000) an Preiselbeerpflanzen zeigte. Eine nitratbetonte
Ddngung, die gleichzeitig zu einem Anstieg des pH-Wert im Boden flhrte, induzierte eine
Akkumulation von p-Cumarsaure in den Blattern. Eine Ammonium-betonte Dingung flhrte
zu einer Konzentrationssteigerung an Gallus-, Protocatechu- und Vanillinsdure. Es konnte
jedoch nicht bestimmt werden, ob die unterschiedlichen Metabolisierungen direkt in der
Stickstoffform oder in den daraus resultierenden pH-Wert-Veranderungen begrlindet lagen.
Eine zunehmende Konzentration an Ammoniumnitrat fihrte bei GAMBORG et al. (1967) in
Soja-Zellsuspensionskulturen zu einer exponentiellen Biomassezunahme. Eine Steigerung
der Kaliumnitrat-Konzentration zeigte diesen Effekt jedoch nicht. Da die auf
N3-gewachsenen Kalli trotz gesteigerter Konzentration an Ammoniumnitrat gegentber den
anderen Medienvarianten eine verminderte Biomasseproduktion aufwiesen, scheinen in
dieser Variante die Kalli unglnstigen Kulturbedingungen ausgesetzt gewesen zu sein.

Salzstress oder ein ungtnstiger pH-Wert im Medium kénnten somit nicht nur fir eine
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verminderte Biomasseproduktion, sondern auch flr die Akkumulation von Stressmetaboliten
verantwortlich sein.

Die in Abbildung 84 auszugsweise dargestellten Wechselwirkungen zwischen Stickstoff und
Pflanzeninhaltstoffen machen die vielfaltigen Einflussméglichkeiten und die potenziellen
Schaltstellen im Primé&r- und Sekundarstoffwechsel deutlich. Damit ist Stickstoff einer der
wichtigsten Bausteine fir Aminosauren, Proteine, Vitamine, Pflanzenhormone, etc. und somit

auch fur die Konzentration dieser Verbindungen.

3.4.6.5 Einfluss der Stickstoffverfiigbarkeit auf die Elicitierbarkeit von Weinkallus
durch Aureobasidium pullulans-Kulturfiltrat
Schon bei den Gesamtgehalten der Phenylpropanoide zeichnete sich ab, dass eine
Elicitation bei  verschiedenen  Stickstoffkonzentrationen zu  Veradnderungen im
Syntheseverhalten fliihren kann. Die auf N1-Medium kultivierten Kalli wiesen niedrigere
konstitutive Gehalte an Phenylpropanoiden auf als die auf den beiden anderen
Stickstoffvarianten kultivierten. Dies wird in Versuch 1 deutlicher als in Versuch 2
(Abbildung 69). Durch eine Elicitation mit 5% Hefefiltrat nahm die Induktionsfahigkeit der
Gesamtphenole mit zunehmender Stickstoffverfligbarkeit im Medium zu (Abbildung 69
Versuch 1). Durch eine Behandlung mit 50% Hefefiltrat (Abbildung 69 Versuch 2), zeigten
die N1-versorgten Kalli in Versuch 2 eine maximale Induzierbarkeit der Gesamtphenole, was
in Versuch 1 jedoch nicht bestatigt werden konnte. Die einzelnen Stoffklassen reagierten
ganz individuell auf die beiden Einflussfaktoren, Stickstoffverfligbarkeit und Elicitation mit
Hefefiltrat.
Wahrend die Synthese der einfachen Phenole durch eine zunehmende
Stickstoffkonzentration im Medium sowohl von unbehandelten als auch von, mit beiden
Hefefiltrat-Konzentrationen, elicitierten Weinkalli gesteigert wurde (Abbildung 71und 72),
zeigten sowohl die Catechine als auch alle Resveratrol-Derivate einen durch N'2- und
N3-Medium induzierten konstitutiven Gehalt (Abbildungen 70, 73-75). Eine Kultivierung auf
N1-Medium fUhrte nach einer Elicitation mit 5% Hefefiltrat zu einer maximalen Induktion. In
Versuch 2 ergab sich dieses Bild auch nach einer Elicitation mit 50% Hefefiltrat sowohl far
die phenolischen S&uren als auch fur die Flavonole und Anthocyane.
Auch bei den Benzoesauren fuhrte eine Stickstoffverfigbarkeit, wie sie die N1-Variante
beinhaltet, zu einer maximalen Induktion (Abbildung 71), obwohl die konstitutiven Gehalte
mit zunehmendem Stickstoffangebot stetig abnahmen. In Versuch 2 zeigte sich das gleiche
Bild fur die Hydroxyzimtsauren (Abbildung 72).
Sowohl in Versuch 1 als auch in Versuch 2 traten Wechselwirkungen zwischen
Stickstoffversorgung, Elicitorkonzentration und Elicitationsdauer auf. Darin kénnte ein Grund
fir die in den zwei Versuche zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse im Hinblck auf das

Akkumulationsverhalten liegen. Es ware deshalb sinnvoll, weitere Versuche mit feineren
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Abstufungen bei den Stickstoff- und Elicitorkonzentrationen durchzufiihren und diese in
kirzeren Entnahmeintervallen zu bonitieren. Variationen in der Stickstoffform wiirden dann
weitere Informationen Uber physiologische und biochemische Einfllisse geben.
Méglicherweise sind die beobachteten Abweichungen in der Stoffdynamik der Kalli aber
auch in unterschiedlichen physiologischen Zustdnden und daraus resultierenden
unterschiedlichen Synthesegeschwindigkeiten bzw. Reaktionsvermdgen der Weinkalli
begriindet. Damit wéaren auch die Abweichungen erklarbar, die sich ergeben, wenn die
48 Stunden Variante aus Versuch 1 mit der 48 Stunden Variante aus Versuch 2 verglichen
wird.

Dennoch lassen sich tendenziell verschiedene Induktions-Gruppen ermitteln, die in
Tabelle 31 aufgelistet sind.

Durch eine hoéhere Elicitorkonzentration wird eine schnellere Akkumulation des
p-Cumarsaure--Derivates Peak L induziert (Abbildung 85 und 86). Dieser Effekt wird durch
eine verminderte Stickstoffverfligbarkeit noch verstarkt. Eine héhere Stickstoffverfligbarkeit
fihrt 48 HNB nach der 5% Hefefiltrat-Behandlung zu einer deutlichen Anreicherung der
Saure. Da zu diesem Zeitpunkt auch das Resveratrol und dessen Derivate vermehrt
synthetisiert werden, kann ein Konzentrationsanstieg durch eine Poolbildung
ausgeschlossen werden. Demnach wird das p-Cumarsaure-Derivat Peak L in GbermaBig
Stickstoff-versorgten Kalli durch eine niedrige Elicitorkonzentration starker induziert, als
durch eine hohe Elicitorkonzentration. Kalli, die auf dem N1-Medium kultiviert wurden,
zeigten einen &hnlichen Effekt. 24 Stunden nach der Elicitation mit 50% Hefefiltrat fand eine
deutliche Akkumulation an p-Cumarsaure in den auf der N'2-Variante kultivierten Kalli statt.
Parallel dazu stieg auch die Synthese der Catechine, des Resveratrols und auch dessen
Derivaten deutlich an (Abbildung 85, 87, 88). Man kann also, bei einer hohen
Elicitorkonzentration, von einer Stimulation der p-Cumarsaure und deren Syntheseprodukte
durch geringe Stickstoffversorgung sprechen. Dies stimmt mit Ergebnissen von BAVARESCO
et al. (1994) an Reben Uberein.

Tabelle 30: Einteilung der Stoffgruppen nach ihrem Induktionsverhalten in Weinkallus der
Sorte ,Regent” bei unterschiedlicher Stickstoffverfligbarkeit im Medium

konstitutiver Gehalt | induzierter Gehalt | Stoffgruppe In Versuch
steigt bei: steigt bei:

N2 = N1 = N3 N2 = N1 = N3 Einfach Phenole 1und?2

N2 < N1 < N3 N1 Benzoesauren 1
Hydoxyzimtsauren 2

NV N3 N1 Catechine, 1
Resveratrol-Dervate 1 **und 2

N2 N3 N2 N3 Resveratrol-Derivate 1%

*nur bei 5% Hefe ** nur bei 50% Hefe
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Abbildung 85: Akkumulationsverhalten von p-Cumarsédure-Derivat Peak L, Summe der
mono- und oligomeren Catechine, dem Aglykon Resveratrol und den Resveratrol--Derivaten
von unbehandelten und mit 5% bzw. 50% Hefefiltrat elicitierten Weinkalli unter dem Einfluss
verschiedener Stickstoffverflgbarkeiten 5, 10, 24 und 48 Stunden nach Behandlung
(Versuch 1). Mittelwerte aus Messwerten: unbehandelt (NVz: 4; N1: 3; N3: 4), Hefe 5% (Nz:
2, N1:2, N3: 3), Hefe 50% (NVz: 1, N1: 3, N3: 4) + 0,5 x Standardabweichung
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Abbildung  86:  Schematische  Darstellung  des  Akkumulationverhaltens  des
p-Cumarsédure-Derivats Peak L; gestrichelte Kreise: Gehalt zum jeweils anderen
Entnahmetermin

Abbildung 87: Schematische Darstellung des Akkumulationverhaltens von Catechinen;
gestrichelte Kreise: Gehalt zum jeweils anderen Entnahmetermin
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AR 12

Abbildung 88: Schematische Darstellung des Akkumulationverhaltens von Resveratrol-
Derivaten; gestrichelte Kreise: Gehalt zum jeweils anderen Entnahmetermin

Die fehlende Akkumulation des p-Cumarsaure-Derivates innerhalb von 24 Stunden, induziert
durch eine niedrige Elicitorkonzentration, kénnte mit der schnellen Weitersynthese zu
Catechin, das zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Konzentrationszunahme erfuhr, begriindet
werden. Auch der Gehalt an Resveratrol nahm in den auf N'2-Medium kultivierten Kalli
24 Stunden nach Behandlung mit 5% Hefefiltrat deutlich zu, so dass mdglicherweise eine
gesteigerte Synthese des p-Cumarsaure-Derivates Peak L stattfand, die aber durch die
schnelle Metabolisierung nicht messbar war.

Demnach wurden durch eine gute Stickstoffversorgung im Weinkallus nicht nur Resveratrol-
Derivate sondern auch das Substrat fiir die Stilbene vermehrt synthetisiert, was den
Untersuchungsergebnissen von (BAVARESCO et al. 1994) an Reben widerspricht.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss von Stickstoff als alleiniger Faktor schon nicht
einfach nachvollzieh- und interpretierbar ist. Doch stellen sich zusétzliche Fragen: Wann
wirkt ein vermindertes Stickstoffangebot auf eine Pflanzenzelle als Stressfaktor? Kann bei
einer Akkumulation von Stressmetaboliten Stickstoffmangel als Ursache angesehen werden,
obwohl der Primarstoffwechsel in keinster Weise eingeschrankt war?

Und die Kombination von Stickstoff und Elicitation der Kalluszellen und ihre
Wechselwirkungen, zeigen bezlglich Syntheseverhalten und Dynamik ein noch vielféltigeres
Bild. Die Zusammenhénge stellen sich wie folgt dar:
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1. Eine verminderte Stickstoffkonzentration verstarkt die Induzierbarkeit von
p-Cumarsaure, Catechinen und Resveratrol-Derivaten durch eine Elicitation mit
Hefefiltrat. Die Stickstoffkonzentration ist aber keine SteuergréBe fir eine
Polarisierung des Stoffwechseln zwischen Chalkon- und Resveratrol-Synthese.

2. Eine niedrige Stickstoffkonzentration im Medium beschleunigt die Synthese von
Catechinen und Resveratrol-Derivaten.

3.4.7 Einfluss von verschiedenen Hefekomponenten als Elicitor auf Weinkallus
Welche Komponenten in Hefefiltraten von Aureobasidium pullulans elicitierende Wirkungen
aufweisen, wurde in dieser Arbeit nicht abschlieBend untersucht. Aus Versuch 4, konnten
lediglich Informationen Uber die Polarititen der Wirkbestandteile gewonnen werden
(Abbildungen 77 und 78). Behandlung mit den Verbindungen aus dem Hefefiltrat, die beim
Ausschditteln in die Ethylacetatphase Ubergegangen waren, wiesen im Vergleich mit dem
Filtratgemisch, leicht verminderte Stoffakkumulation bei den Resveratrol-Derivaten auf. Die
in der Wasserphase befindlichen Substanzen zeigten dagegen keine Auswirkungen auf den
Gehalt an Resveratrolen und sonstigen Stoffgruppen. Es liegt also der Riickschluss nahe,
dass hydrophobe Verbindungen diese Induktion elicitieren. Daraus abgeleitet, kdnnen
Zucker als Wirksubstanzen ausgeschlossen werden. Die reduzierte Wirksamkeit der
Bestandteile in der Ethylacetatphase gegentber der Hefefiltrat-Behandlung kénnte darin
begriindet liegen, dass die elicitierende Verbindungen im Filtrat durch das Ethylacetat
denaturiert und ihre Wirksamkeit somit abgeschwacht wurde.

Genaueren Untersuchungen von wirksamen Fraktionen des Hefefiltrates beziglich
chemischer Eigenschaften wird in zuklnftigen Fragestellungen mehr Bedeutung
beigemessen.
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4 Gesamtdiskussion

Pflanzen stehen eine Vielzahl von Abwehrstrategien zur Abwehr von pathogenen
Mikroorganismen zur Verflugung. Die chemische Aktivierung von
Pflanzenabwehrmechanismen durch Applikationen von Elicitoren ist eine Mdglichkeit um
Pflanzenkrankheiten vorzubeugen.

Phenole werden ganz allgemein mit Resistenzmechanismen in Verbindung gebracht
(KORTEKAMP und ZYPRIAN 2003) und, da viele funktionelle, Elicitor-stimulierende Gene
einschlieBlich spezifische Zellwandreaktionen (KAWALLECK et al. 1992) mit dem sekundéaren
Metabolismus in engem Zusammenhang stehen, besteht eine wichtige Frage darin, zu
klaren, ob Hefen und hier besonders epiphytische Hefen, ebenfalls die Fahigkeit besitzen,
auf die Biosynthese der Phenylpropanoide Einfluss zu nehmen.

4.1 Kalluskulturen als Modellsystem und ihre Ubertragbarkeit auf Pflanze

In dem hier vorgestellten Modellsystem, wurden Weinkalluskulturen verwendet. Fir eine
korrekte Einordnung der Ergebnisse, muss bewusst sein, dass, obwohl alle Zellen totipotent
und somit zu artspezifischen Stoffwechselreaktionen beféhigt sind, nur ein geringer Teil von
ihnen auch Phenylpropanoide akkumuliert. HALL und YEOMAN (1987) fanden, dass bei
Catharanthis roseus-Zellkulturen nur 10% der Zellen Anthocyane synthetisierten. Dieses
Ergebnis war bei den Weinkalli beider Sorten, mit bloBem Auge nachvollziehbar, da nur
vereinzelt Zellen mit starker Anthocyanidin-Anreicherung auftraten, wahrend die Mehrzahl
der umliegenden Zellen, keinerlei Pigmentierung zeigten. Diese schon in einem geringen
Prozentsatz der Kalluszellen auftretende Akkumulation verschiedener Verbindungen,
unterstreicht die Dimension der Elicitierbarkeit durch das Hefefiltrat.

Der in den ersten Versuchen, infolge inhomogener Einflussfaktoren, beobachteten groBen
Varianz  der Inhaltstoffen, sollte, durch Standardisierung der  Kultur- und
Vorkulturbedingungen und Stabilisierung des pH-Wertes im Kulturmedium, entgegengewirkt
werden. Fir die Weinsorte ,Nero“ wurde eine Optimierung des Kulturmediums durchgefihrt,
um eine Steigerung des Sekundarstoffwechsels zu erzielen. Mégliche zu Faktoren fir eine
Modifikation sind der Saccharosegehalt, die Nahrstoffkonzentration sowie der Auxingehalt
und die -formulierung (FEUCHT et al. 1996).

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse der Elicitationen von Weinkalli auf Weinpflanzen ist
wahrscheinlich nur im Einzelfall méglich, da der Stoffwechsel des kambialen Kallusgewebes
von dem einer kompletten Weinpflanze abweicht. Diese Unterschiede werden z. B. durch
das Fehlen von blatttypischen Weinsaureverbindungen (Tartraten) im Kallus deutlich.

Durch die nachweisliche, zwischen verschiedenen Zell- und Gewebetypen allerdings stark
variierende Fahigkeit (STEIN und HOOS 1984; VITRAC et al. 2001a) der Weinkalli, Resveratrol
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und dessen Derivate zu synthetisieren, eignet sich dieses System bei Vitis vinifera
besonders gut, um die Abwehrreaktionen auf Zellebene zu untersuchen.

Obwohl die Weinsorte ,Nero* als resistent gegen Falschen Mehltau und Botrytis cinerea gilt,
waren die Weinkalli, nach einer Inokulation mit Botrytis cinerea-Konidien, innerhalb von
48 Stunden mit Mycel UOberwachsen, ohne dass eine deutliche Akkumulation an
Abwehrverbindungen induziert worden war. Sollte die beobachtete Anfalligkeit, in der
geringen Anzahl an stoffwechselaktiven Kalluszellen begrindet liegen, so stellt sich die
Frage, warum dann nach Elicitation mit Hefefiltrat eine so deutliche Akkumulation gemessen
wurde. Ob die Stoffakkumulation von einigen wenigen Zellen mit jeweils sehr ausgepragter
Anreicherung hervorgerufen wurde oder ob doch mehr als 10% der Zellen zur Synthese
angeregt werden, sollte in weiterfihrenden Arbeiten an Kalluszellen mittels phenolféarbenden
Reagenzien, wie Toluidinblau oder Safranin, deutlich gemacht werden.

4.2 Hefen als Elicitor

Aufgrund der in dieser Untersuchungsreihe ermittelten Akkumulationen von konstitutiven
Verbindungen und der Neusynthese von Resveratrol-Derivaten im Weinkallus der Sorten
,Regent” und ,Nero“ nach Behandlungen mit dem Kulturfiltrat von Aureobasidium pullulans,
ist dieses Hefefiltrat eindeutig als Elicitor zu bezeichnen. Diese Einschatzung wird durch das
verzdgerte Mycelwachstum von Botrytis cinerea nach Elicitation mit dem Filtrat noch
bestarkt. Mdgliche Resistenzmechanismen und die genaue Struktur der elicitierenden

Verbindungen in dem Filtrat kénnten in weiteren Untersuchungen von Bedeutung sein.

In den meisten Untersuchungsreihen konnte die einddmmende Wirkung von epiphytischen
Hefen auf verschiedene pathogene Pilze, auf eine direkte Wechselwirkung zwischen Hefe
und Pathogen zurlckgefuhrt werden. Dabei standen Mechanismen wie Nahrungskonkurrenz
oder direktes Einwirken von Hefezellen auf die Konidienkeimung oder Appressorienbildung
im Mittelpunkt. Es konnte gezeigt werden, dass eine verminderte Konidienkeimung oder
Appressorienbildung nach Hefebehandlungen, nicht nur durch lebende Hefezellen
verursacht wird. So bewirkten z. B. hitzestabilen Substanzen in Kulturfiltraten von
Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe) eine Hemmung der Mehltauentwicklung
(Colletotrichum graminicola) an Maispflanzen (SANDRA et al. 1990).

Viele Untersuchungen mit dem hefedhnlichen Pilz Aureobasidium pullulans beschrankten
sich bisher auf Anwendungen von lebenden Zellen als Antagonisten von
nachernterelevanten, pilzlichen Pathogenen. Dabei konnte zwar bei Apfel eine hemmende
Wirkung auf die Sporenkeimung von Botrytis cinerea und Penicillium expansum festgestellt

werden, doch war der Einfluss bei Monilia frutigena nur gering. Das Mycelwachstum der drei
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Pathogene konnte Aureobasidium pullulans kaum beeinflussen (FALCONI und MENDGEN
1994), was Nahrungskonkurrenz als alleinigen Einflussfaktor fraglich erscheinen lasst.

Auch COOK et al. (1999) verwendete lebende Zellen verschiedener endophytischer Hefen
(Candida sake, Cadida pulcherrima, Trichosporon pullulans) um Infektionen mit Botrytis
cinerea bei der Lagerung von Kiwis entgegenzuwirken. Dabei zeigte sich ein additiver Effekt
zwischen der Anwendung der Hefezellen und einer Induktion des Sekundarstoffwechsels
mittels Erhéhung der Lagertemperatur von 0°C auf 10°C. Beide Anwendungen fir sich,
fihrten schon zu einer verminderten Botrytis-Infektion der Frichte, doch lieB sich dieser
Effekt durch ihre Kombination noch verstarken. Grund daflir. Kénnte eine zusatzliche,
stimulierende Wirkung der Hefe auf die Phenolsynthese sein.

Aureobasidium pullulans ist sowohl beféhigt o-L-Arabinofuranoside, B-Glucoside und
o-L-Riamopyranoside zu hydrolisieren (MCMAHON et al. 1999), als auch das
Exopolysaccharid Pullulan, eine poly-a-1,6-Maltotriose, zu synthetisieren (YURLOVA und DE
HooG 1997). Einige Stdmme synthetisierten auch Glucane mit a-1,4-D-, B-1,6-D und
B-1,3-D-glucosidischen Bindungen. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass nicht nur
Oberflachenstrukturen der Hefezellen, sondern auch Stoffwechselprodukte, die von den
Zellen ins Kulturmedium abgegeben werden, als Elicitor fungieren kénnen. Auch
Substanzen, die sich im Zellinnern befinden, waren als Elicitoren von Pflanzenzellen
denkbar.

Dass Aureobasidium pullulans Auswirkungen auf die Physiologie von in vitro kultivierten Vitis
riparia Pflanzen hat, zeigten Untersuchungen von BLAICH (1977) sowie BLAICH und RUSTER
(1979). Dabei riefen nicht nur lebende Zellen des hefedhnlichen Pilzes, der mit der Wurzel
eine Mykorrhiza-ahnliche Beziehung eingeht (BLAICH 1977), sondern auch das Kulturfiltrat
dieser Hefe, physiologische Veranderungen hervor. Nach beiden Behandlungen zeigte sich
eine Steigerung der Wurzelbildung und -verzweigung, wie es auch durch Zugabe von
Indolyl-3-Essigsaure beobachtet werden konnte. In Einzelfallen erfolgte sogar an der ersten
Internodie eine Wurzelbildung, die allerdings haufig mit gestérter Polaritat verbunden war.
Die Blatter wiesen eine dunklere Farbung auf und zeigten eine starker ausgepragte
Blattzahnung. Da die Oberseiten der Blatter, induziert durch die Hefeanwendungen, starker
wuchsen als die Blattunterseiten, krimmten sich die Blatter. Auch diese Symptome kénnen
durch die Gabe von Indolyl-3-Essigsaure hervorgerufen werden. Eine Verlangerung der
Internodien wurde nur durch Suspensionen mit lebenden Zellen, verbunden mit
anschlieBender Mycelbildung tUber dem Wurzelbereich, nicht aber durch Behandlungen mit
dem Filtrat, induziert.

Die aus dem Aureobasidium pullulans-Filtrat isolierten Aminosauren riefen ebenfalls
physiologische Verdnderungen hervor, allerdings nicht im selben MaB wie die bei
hefebehandelten Pflanzen.
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Ein Teil der Auswirkungen von Aureobasidium pullulans auf morphologische Vorgange in der
Pflanze steht somit in engem Zusammenhang mit der Ausscheidung hormonell wirkender
Substanzen. Ein weitaus gréBerer Teil der Effekte beruht allerdings auf der Synthese von
Aminosduren — Aureobasidium pullulans scheidet hauptséchlich Asparaginsaure und
Glutaminsdure aus — der Pflanze zurlck, die ihrerseits wiederum Auswirkungen auf den
IES-Haushalt der Pflanze auslben koénnte. Bei so deutlichen Auswirkungen des
Kulturfiltrates auf Vorgange im Primarstoffwechsel sind Reaktionen im Sekundarstoffwechsel
wahrscheinlich.

4.3 Elicitorkonzentration als EinflussgréBe auf den Sekundarstoffwechsel

4.3.1 Einfluss auf die Ausrichtung des Stoffwechsel

Dass die Induktionsstarke  der gesamten  Phenylpropanoide bei  beiden
Elicitorkonzentrationen vergleichbar war, widerspricht Ergebnissen von FUNK et al. (1987),
die bei Vitis vinifera-Zellkulturen sowohl zwischen Zellzahl als auch zwischen
Elicitorkonzentration und Induzierbarkeit der PAL-Aktivitat eine positive Korrelation fanden.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Konzentration des Hefefiltrates einen deutlichen
Einfluss auf die Ausrichtung des Flavonoidstoffwechsel hat und stark von der
Stickstoffversorgung beeinflusst wird.

Da auch bei STEIN und HOOS (1984) eine steigende Elicitorkonzentration eine Zunahme an
Resveratrol induzierte, kénnten es sein, dass sich selbst eine 5%ige Hefefiltratbehandlung

im Wirkungsgrad einer maximalen Induktion befindet.

4.3.2 Einfluss auf die Synthesegeschwindigkeit

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Resveratrol-Synthese spielt flir das Resistenzpotential
eine wichtige Rolle, da sie genauso wie die Intensitat der Stilbenproduktion in elicitierten
Rebblattern mit der Botrytis-Resistenz positiv korreliert ist (STEIN und HOOS 1984). Dabei
kénnten  Sensitivitdtsunterschiede,  unterschiedliche  Transkriptionsgeschwindigkeiten
und/oder verschieden schnelle Signalibertragungen mit den Reaktionsgeschwindigkeiten
der Pflanzen im Zusammenhang stehen.

In dieser Versuchsreihe flihrte eine hdhere Elicitorkonzentration zu einer schnelleren
Akkumulation des p-Cumarsédure-Derivates Peak L, bei gleichzeitig verzégerter Anreicherung
von Catechinen. Die Fahigkeit, den Stoffwechsel mdglichst schnell in Richtung Resveratrol-
Metabolismus auszurichten, kdnnte ein weiterer Einflussfaktor auf das Resistenzpotential
sein.

Mechanismen bezlglich der Genaktivierung von Enzymen oder Ausrichtungen innerhalb des
Sekundarstoffwechsels kénnen nur durch enzymatische und, sowohl qualitative als auch

quantitative, Untersuchungen der Genexpressionsdynamik aufgeklart werden.
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4.3.4 Suppressoren als Minderer der Elicitorerkennung

Eine Induktion von Stilbenen im Weinkallus kénnte zusatzlich zu einer spezifischen
Elicitorerkennung auch durch das Vorhandensein sogenannter Suppressoren gemindert
sein, die die Wirkung von Elicitoren hemmen. Eine héhere Elicitorkonzentration verandert
das Verhaltnis von Suppressoren und Elicitoren, was zu einer vermehrten Elicitorbindung an
den Rezeptor fuhren kénnte. Das Vorhandensein von bislang als Suppressoren bekannten
Verbindungen im Hefefiltrat, Peptiden oder Oligosacchariden, ist vorstellbar. Einen
maoglichen Wirkmechanismus von Suppressoren koénnte die Interferenz mit der
Bindungsstelle des Elicitors an einen Rezeptor sein, was eine entsprechende Verminderung
der Affinitdt und und somit eine Reduktion der biologischen Aktivitat des Elicitors zur Folge
hatte (SCHWEIZER und METRAUX 1996). Diese Wechselwirkungen stellten auch BASSE und
BOLLER (1992) an Zellsuspensionskulturen von Tomaten fest. Eine Induktion der Ethylen-
und PAL-Synthese durch eine Glycopeptidfraktion eines Hefeextraktes wurde dort durch
Zugabe von Enzymen, die Oligosaccharide freisetzten, reduziert oder sogar ganz
unterbunden. Die Zugabe dieser Oligosaccharide zu einer Tomaten-Zellsuspensionskultur,
die mit Elicitorfraktionen eines anderen, pilzlichen Erregers, Phytophthora megasperma
induziert wurden, hemmte die Induktionsintensitat hingegen nicht. Scheinbar wirken

Oligosaccharide spezifisch auf die Wahrnehmung von Elicitoren.

4.3.5 Einfluss auf die Signaliibertragungen

Die von der Elicitorkonzentration abhangige Ausrichtung der Biosynthese entweder in
Richtung Chalkone oder Stilbene kénnte in der Beteiligung verschiedener Sensitivitaten der
Gene gegenlber Signalstoffkonzentrationen oder in der Notwendigkeit des Vorhandenseins
verschiedener Signalstoffe flr verschiedene Genaktivierungen begriindet liegen.
Methyljasmonat ist an der SignalUbertragung flr eine Aktivierung der Gentranskription der
Stilbensynthase beteiligt (LARRONDE et al. 2003) und induziert somit die Biosynthse von
Stilbenen (VITRAC et al. 2001b). Eine Zugabe von Methyljasmonat, flhrte in Vitis vinifera-
Zellsuspensionskulturen aber gleichzeitig zu einem Anstieg an Anthocyanen und Catechin,
allerdings nicht in dem AusmaB wie bei den Resveratrol-Derivaten (VITRAC et al. 2001b).

Die Sensitivitat gegentber Methyljasmonat kann bei verandertem physiologischem Zustand
des Pflanzengewebes variieren. So verlieren Trauben von Vitis vinifera mit zunehmendem
Reifeprozess die Fahigkeit auf Methyljasmonat zu reagieren und trans-Resveratrol zu
synthetisieren. Blatter behalten die Syntheseféhigkeit bei, metabolisieren jedoch bei
gleichem Signalmolekil trans-Piceid (LARRONDE et al. 2003). Es ist also durchaus denkbar,
dass verschiedene Gene unterschiedliche Sensitivitdten gegenlber Signalstoffen aufweisen.
Die These, dass verschiedene Signalstoffe flr die Aktivierung unterschiedlicher Enzym-
Expressionen vorhanden sein muissen, wird dadurch gestltzt, dass eine Zufuhr von

Methyljasmonat zu Vitis vinifera-Zellsuspensionskulturen eine Induktion der Piceid-
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Konzentration auf das 11-fache des Ausgangswertes bewirkt, dass die Gehalte von Astringin
und Resveratrol davon jedoch unbeeinflusst bleiben (KRISA et al. 1999a). Fir die
Metabolisierung von Astringin und das Unterbinden der Glycosilierung von Resveratrol

scheinen andere Signalstoffe oder Signalstoff-Konzentrationen bendtigt zu werden

4.4  Wirkungen von Hefe-Filtrat auf das Resistenzpotential von Weinkallus

4.4.1 Auswirkungen auf den Sekundarstoffwechsel

Der Akkumulation von Phenylpropanoiden, im speziellen von Resveratrol-Derivaten, dirften
vergleichbare Reaktionen vorrausgegangen sein, wie sie in der Untersuchung von
KORTEKAMP und ZYPRIAN (2003) nach einer Infektion von Weinblatter mit Mehltau
(Plasmopara vitricola) beobachtet wurde. Hier war die Infektion mit einer Zunahme an
reaktivem Sauerstoff (4 h nach Behandlung), begleitet von einer Aktivitdtszunahme der
Peroxidasen (1-12 h nach Behandlung), was zu einer Akkumulation von Phenolen flihrte
(12-15 h nach Behandlung) verbunden.

Eine Infektion von Vitis vinifera-Zellkulturen mit Botrytis cinerea fuhrte nach LISWIDOWATI et
al. (1991) zu einem starken Anstieg der gesamten Proteinsynthese und zur selektiven
Bildung der L-Phenylalanin-Ammonium-Lyase und der Stilbensynthase. Bei den in dieser
Untersuchung durchgefiihrten Inokulationen der Weinkalli mit Botrytis cinerea konnten nur
geringflgige Stilbenakkumulationen festgestellt werden.

Je nach Pathogen oder Elicitor wurden spezifische Gene induziert. Eine Infektion von Vitis
vinifera-Blattern und -Trauben mit Botrytis cinerea fihrte nach BEZIER et al. (2002) zu einer
Stimulation verschiedener abwehrrelevanter Gene. Dabei kam es zu einer zunehmenden
Transkription zweier Chitinasen, von der eine nur in Blattern gefunden wurde, die andere
jedoch in Blattern und Frichten. Eine Infektion mit Mehltau (Plasmopara vitricola) hingegen
hatte bezlglich dieser Chitinasen keine induzierende Wirkung. Aufgrund der beobachteten
Spezifitat der Abwehrmechanismen bei verschiedenen Elicitoren, sollten Ubertragungen auf
andere Wirt-Elicitor-Reaktionen nur mit groBer Vorsicht vorgenommen werden.

4.4.2 Resveratrol-Derivate als Phytoalexine

Es ist bekannt, dass das natirliche Resistenzpotential von Vitis vinifera gegen pathogene
Pilze, wie zum Beispiel Botrytis cinerea, von der Fahigkeit begleitet wird, schnell Stilbene,
wie Resveratrol (LANGKAKE and PRYCE 1976), Resveratrol-Glucoside (WATERHOUSE und
LAMUELA REVENTOS 1994), Pterostilben und ¢-Viniferin (LANKAKE and PRYCE 1977a),
akkumulieren zu kénnen.

Resveratrol 1&st sich in Blattern aller bisher daraufhin untersuchten Vitaceen im Anschluss an
kurzwellige UV-Bestrahlung nachweisen (BLAICH und BACHMANN 1980). Auch nach

Inokulationen von Weinblattern mit pilzlichen Stoffwechselprodukten wurde mehrfach eine
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Synthese dieser Verbindung induziert (STEIN und HOOS 1984). Daher ist es nicht
verwunderlich, dass auch eine Behandlung von Weinkallus mit dem Aureobasidium pullulans
Hefefiltrat elicitierende Wirkungen hat und zu einer Induktion von Resveratrol-Derivaten flhrt.
Resveratrol ist auch in dieser Untersuchung das Stilben, das als erstes und am schnellsten
synthetisiert wird. Es dient also der schnellen Abwehr. Allerdings bleibt die Frage: Warum die
Zelle dann noch andere Resveratrol-Derivate synthetisiert, wenn ihr schon ein Phytoalexin
zur Verflgung steht? Eine mdogliche Antwort ist, dass diese Metabolisierung ihren Ursprung
in der wechselseitigen Anpassung von Wirt und Pathogen hat. Die Anreicherung von
Resveratrol gegen pilzliche Angreifer fihrte méglicherweise zur Fahigkeit der Pathogene das
Phytoalexin mittels Freisetzung von Stilbenoxidasen zu detoxifizieren. So scheidet Botrytis
cinerea Laccase aus, um der fungiziden Wirkung von Resveratrol entgegenzuwirken
(MARBACH et al. 1984; BREUIL et al. 1999). Die Pflanzenzelle war also gezwungen, noch
wirksamere Substanzen, auf der Grundlage des Resveratrols, zu entwickeln.
Verschiedenartige Elicitoren scheinen spezifische Enzymaktivierungen auszulésen, die dann
die unterschiedlichen Resveratrol-Derivate von Vitis vinifera metabolisierten. Diesen
Derivaten werden wiederum differenzierte Abwehrfunktionen zugeschrieben.

Durch mechanische Verletzungen lieB sich bisher kein Resveratrol-Derivat induzieren
(LANGCAKE et al. 1979b; CASTORIA et al. 2000). Wahrend die Gehalte an den Resveratrol,
Piceatannol und Viniferin, in Friichten von Vitis vinifera durch eine UV-Bestrahlung signifikant
induziert werden konnten, wurden andere Stilbene, wie Astringin, Piceid (CANTOS et al.
2003) und Pterostiloen (LANGCAKE et al. 1978) weniger akkumuliert. Pterostilbene werden im
Gegensatz zu Resveratrol und Viniferinen nicht durch eine Botrytis cinerea-Infektion
synthetisiert (LANGCAKE et al. 1978), akkumulierten jedoch nach Infektionen mit Mehltau
(Plasmopara vitricola) deutlich (CASTORIA et al. 2000) und scheinen somit spezifische
Abwehrverbindungen zu sein.

Glycosilierte Flavonoide (PISLEWSKA et al. 2002) gelten als biologisch inaktiver und werden in
den Vakuolen eingelagert. WAFFO-TEGUO et al. (1998) flhrten Vergleiche zwischen
Verbindungen und ihrem Aglykon durch und zeigten, dass trans-Piceid eine 7-fach geringere
Aktivitat als trans-Resveratrol, trans-Resveratrolosid eine 35-fach geringere als trans-
Resveratrol und Astringin eine 1,6-fach geringere als Piceatannol, hat. Aktive Aglykone
werden fiir gewdhnlich aus dem Protoplasten ausgeschieden. Da Piceid, das konstitutiv am
dominantesten vorkommende Resveratrol-Derivat war, scheint es eine fir die
Weinkalluszelle glnstigere Lagerform als das Resveratrol selbst darzustellen.

JEANDET et al. (1997a) und AYRAN et al. (1987) vermuteten, dass das Vorkommen von freiem
Resveratrol im Extrakt von Weinblattern ausschlieBlich durch das Vorhandensein von

endogenen B-D-Glucosidasen, die ihre Aktivitit wahrend des Extraktionsprozesses
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beibehalten, verursacht wird. Diese Schlussfolgerung zogen sie aufgrund der negativen
Korrelation zwischen dem Gehalt an freiem Resveratrol und dem Gehalt an glycosyliertem
Resveratrol im Pflanzenextrakt. Ungebundenes Resveratrol kdme somit nur als Folge der
Extraktion in Blattextrakten vor. Dieser Hypothese steht die Aussage entgegen, dass in
unbehandelten Weinkalli sowohl trans- als auch cis-Piceid konstitutiv. vorkommen,
Resveratrol in ungebundener Form jedoch nicht vorhanden ist. Unter identischen
Extrationsmethoden wird das Resveratrol-Aglykon bei gleichbleibendem Piceid-Gehalt erst
durch eine 10- bis 24-stindige Elicitation deutlich akkumuliert. Gerade um eine
Deaktivierung der Enzyme herbeizufiihren, wird eine Extraktion mit Methanol durchgefihrt.
Daher ist es unwahrscheinlich, dass bei einem Gemisch aus Methanol:H,O von 8:2 wie bei
JEANDET et al. (1997a) beschrieben, die B-Glucosidasen ihre Aktivitat beibehielten.

Auch KRISA et al. (1999) stellten bei einer Behandlung von Wein-Zellsuspensionskulturen mit
Methyljasmonat eine Induktion von Piceid, aber keine von Resveratrol fest. Somit besteht
auch hier keine Korrelation zwischen beiden Verbindungen.

Sollte die Hypothese von JEANDET et al. 1997a stimmen, dass fir das Vorhandensein von
ungebundenem Resveratrol die Glucose vom Piceid aktiv abgespalten werden muss, kénnte
durch eine Behandlung der Weinkalli mit dem Hefefiltrat eine Induktion der
B-D-Glucosidasen Exprimierung ausgelést worden sein, die dann ihrerseits eine
DeGlycosilierung des Piceids hervorrufen hatte. Es ist auch denkbar, dass die
B-D-Glucosidasen ihren Ursprung in den Hefezellen haben. Ob diese aber dann so
thermostabil waren, um den Autoklaviervorgang ohne Reduktion ihrer Aktivitat zu
Uberstehen, ist jedoch fraglich. Allerdings wirde diese Hypothese auch das Vorhandensein
von Piceid, bei gleichzeitigem Fehlen des Resveratrol-Aglykons, erklaren. Fur eine
Beteiligung von B-D-Glucosidasen an dem Vorhandensein von ungebundenem Resveratrol
sprechen auch die Ergebnisse von HAIN (1992). In dessen Untersuchungsreihe wurde ein
Wein-Stilben-Synthase-Gen isoliert und in Tabak transferiert. Daraufhin akkumulierte der
Tabak trans-Resveratrol und wies eine signifikante Resistenz gegen Botrytis cinerea auf. Im
Gegensatz dazu akkumulierten transgene Luzernen Piceid. Scheinbar besaBen die
transgenen Tabakpflanzen die Fahigkeit, B-D-Glucosidasen zu aktivieren, wohingegen die B-
D-Glucosidase Aktivitdt von transgenen Luzernen vermindert zu sein schien. Diese
Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass B-Glucosidasen am Metabolismus zwischen
Resveratrol und Piceid beteiligt sind und, dass sie in der lebenden Pflanze wirken und nicht
das Ergebnis der Extraktion sind. |

Da die Akkumulation von Resveratrol mit der Resistenz gegen verschiedene pilzliche
Organismen korreliert ist und in in vitro-Tests mit physiologischen Konzentrationen auf
Botrytis cinerea toxisch wirkt (ADRIAN et al. 1998), kann man zwar Resveratrol als

Phytoalexin bezeichnen, doch wird ihm nur eine geringe fungizide Wirkung zugesprochen
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(JEANDET et al. 2002). Pterostilbene, die dimethylierten Derivate von Resveratrol, sind
finfmal aktiver als Resveratrol (LANGCAKE et al. 1979b). e-Viniferin weist eine fungizide
Aktivitat bezuglich der Sporenkeimung von Botrytis auf, die mit der von Pterostilben zu
vergleichen ist (SANDRA et al. 1990).

4.4.2.1 Nachweis der Resveratrol-Wirksamkeit mittels Transformationen

Die Fahigkeit Resveratrol-Derivate synthetisieren zu kénnen, scheint nachweislich fur die
fungizide Wirkung ausschlaggebend zu sein. Dies zeigten transgene Alfalfa-Pflanzen mit
ihrer Fahigkeit Piceid zu synthetisieren, was gleichzeitig zu einer signifikanten Reduktion der
Gr6Be, der durch Phoma medicaginis verursachten, L&sionen fihrte (HIPSKIND und PAIVA
2000). Sowohl bei transgenen Tabakpflanzen (STEIN und BLAICH 1985; HAIN et al. 1992,
1993), transgenen Alfalfa-Pflanzen (HIPSKIND and PAIVA 2000) als auch bei transgenen
Weizen- und Bohnen-Kulturen (LECKBAND und LORz 1998) resultierte die Fahigkeit zur
Resveratrol- oder Piceid-Synthese zu einer erhfhten Resistenz gegen pilzliche Pathogene.
Eine Ausnahme bildet die Ubertragung eines Stilben-Synthase-Gens aus Wein in eine
Apfelpflanze, die zwar zu einer Synthese von Piceid (SZANKOWSKI et al. 2003), jedoch nicht
zu einer gesteigerten Resistenz gegentber Venturia inaequalis fihrte. Und auch transgene
Kiwipflanzen akkumulierten zwar sowohl Resveratrol als auch Piceid (KOBAYASHI et al. 2000;
SZANKOWSKI et al. 2003), zeigten jedoch ebenfalls keine gesteigerte Resistenz gegeniber
Botrytis cinerea.

Entweder wird das Resveratrol in Kiwipflanzen derrivatisiert oder die Ubertragung von nur
einem Stilbensynthase-Gen flhrte zwar zur ersten Akkumulation von Resveratrol, die
abwehrrelevantere zweite Akkumulation blieb, durch das Fehlen des zweiten Gens, jedoch
aus.

Ein Ausbleiben von hemmenden Effekten gegenlber Venturia inaequalis kénnte auf eine
mangelnde fungizide Wirkung von Piceid gegenlber Apfelschorf basieren.

4.4.3 Fungizide Wirkungen weiterer Flavonoide

Auch anderen im Weinkallus vorkommenden Verbindungen werden fungizide Wirkungen
nachgesagt. So weisen mono- und oligomere Catechine antioxidative Wirkungen auf und
fungieren als Radikalfanger (FEUCHT et al. 1996). Durch ihre Fahigkeit zur Polymerisation
und ihre Affinitat zu Makromolekilen, wie Proteinen, Cellulose und Pektinen (TREUTTER
1991), tragen sie neben der Beteiligung an physikalischer Barrieren, wie der Bildung von
Suberin und Lignin, auch direkt durch Hemmung pilzlicher Pektinasen und Cellulasen oder
durch Hemmung der oxidativen Phosphoriyierung, zur Pathogenabwehr bei. AuBerdem

foérdern sie auch den hypersensitiven Zellkollaps, der dem Erreger die Lebensgrundlage
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entzieht (TREUTTER 1991). Proanthocyanidine besitzen ebenfalls die Fahigkeit, Stilben-
Oxidasen zu hemmen (PEZET et al. 1992).

Bei dem Garvorgang von Wein spielen phenolische Sauren eine entscheidende Rolle bei der
Einddmmung von Mikroorganismen, besonders von Bakterien (BACHMANN 1978). Eine
fungizide Wirkung gegen Pilzparasiten der Rebe mit physiologisch vertretbaren
Konzentrationen von Phenolcarbonsauren, konnte jedoch noch nicht bestatigt werden.

Dennoch erfahren Weinkalluszellen durch Elicitation mit Aureobasidium pullulans-Hefefiltrat
— wie auch durch eine UV-Bestrahlung von Trauben (KOLB et al. 2003) - eine Akkumulation

der p-Cumarsaure.

4.4.4 Hemmung des Infektionsverlaufs von Botrytis cinerea durch Hefefiltrat

In Versuch 5 konnte gezeigt werden, dass eine Elicitation mit Aureobasidium pullulans-
Hefefiltrat die Akkumulation verschiedener Phenylpropanoide bei gleichzeitiger Verzégerung
des Infektionsverlaufs nach einer Botrytis cinerea-Inokulation, induzierte.

Da bei den meisten Untersuchungen nach Infektionen von Vitis vinifera mit dem
Schimmelpilz Botrytis cinerea, die Metabolisierung von Stilbenen im Mittelpunkt stand, war
auch in dieser Untersuchungsreihe, die Synthese von Resveratrol-Derivaten

Hauptgegenstand der Betrachtung.

Obwohl sich in den Zellwanden von Botrytis cinerea Stoffe befinden, die die Bildung von
Resveratrol induzieren kénnten, konnten zu keinem Entnahmetermin nach Botrytis-Infektion
ahnlich deutliche Induktionen beobachtet werden wie nach einer Elicitation mit Hefefiltrat
Abbildung 81). Der schnelle Infektionsverlauf nach der Botrytis-Inokulation zeigt, dass die
Kalli der sonst Botrytis-toleranten Weinsorte ,Nero“ im Gegensatz zu Pflanzen, nicht mit
einer Resveratrol-Akkumulation zur Pathogenabwehr reagieren. Dass sie die Fahigkeit fur
diese Syntheseschritte besitzen, zeigt jedoch die Induzierbarkeit durch die
Hefebehandlungen. Méglicherweise befinden sich die Rezeptoren fir die Erkennung dieses
Pathogens in Gewebetypen, wie zum Beispiel der Epidermis von Blattern oder
Fruchtschalen, die in den kambialen Zellen der Kalluskultur nicht aktiviert waren.

Der Verlauf der Botrytis cinerea-Infektion in den Kalli resultierte in einer sichtbaren
Zellzerstorung, bei der die Induktion von Resveratrol-Derivaten jedoch ausblieb. Daher kann
auf einen Induktionsmechanismus geschlossen werden, der eine Elicitation durch endogene
Faktoren ausschlieBt.

Eine Botrytis-Infektion flihrte auch nach einer Vorbehandlung mit den Aureobasidium
pullulans-Hefefiltrat nicht zu einer sekundaren Stoffakkumulation. Demnach war

ausschlieBlich die Induktion durch eine Hefefiliratbehandlung fur den verzégerten
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Infektionsverlauf in Versuch 5 verantwortlich. Die vorherrschende Konzentration an
Resveratrol-Derivaten reichte scheinbar jedoch nicht aus, um eine Botrytis-Infektion
nachhaltig zu unterbinden. Da der Phenolgehalt der Sorte ,Regent” finffach héher war als
derjenige der Sorte ,Nero“, sollte das Resistenzverhalten bei ,Regent” in kinftigen
Untersuchungen genauer betrachtet werden.

So ist es fur das Verstédndnis von Resistenzmechanismen zwischen Wein und Botrytis
wichtig zu wissen, ob ein starkeres Induktionsvermégen mit daraus resultierenden héheren
Konzentrationen von Resveratrol-Derivaten, wie es bei der Weinsorte ,Regent” gegeben ist,
auch bei Kalluszellen zu einer nachhaltigen Einddmmung von Botrytis cinerea-Infektionen
fihren kann, oder ob gewebespezifische Gegebenheiten vorhanden sein missen, um eine
zufriedenstellende Pathogenabwehr zu gewéhrleisten.

4.5  Stickstoff als weitere EinflussgréBe auf den Sekundarstoffwechsel

Die Induzierbarkeit der Kalli durch Hefefiltrat wurde deutlich von deren Stickstoffversorgung
beeinflusst. Aufgrund der vielseitigen Einflussnahme von Stickstoff auf den Primér- und
Sekundarstoffwechsel sind Interpretationen dieser komplexen Zusammenhange in
Kombination mit Induktionsmechanismen sehr gewagt. Es wird allgemein die Meinung
vertreten, dass die Pflanze versucht, den Gehalt an freiem Phenylalanin im Gewebe
méglichst gering zu halten und daher bei einem Stickstoff-Uberschuss vermehrt Proteine zu
bilden. Bei geringem Stickstoffangebot investiert die Pflanze vermehrt in phenolische
Inhaltstoffe (MARGNA 1977). Aber auch die Enzymaktivitdten, Vitamine, Phytohormone sowie
DNS und RNS und damit auch die Transkriptionsvorgdnge werden direkt durch
Veranderungen in der Stickstoffverflgbarkeit beeinflusst und wirken so auf den Priméar- und
Sekundérstoffwechsel. Uber diese Wirkmechanismen hat die Stickstoffversorgung indirekten
Einfluss auf das Resistenzpotential von Pflanzen. Dies spiegelt sich in der verstarkten
Stiloen-Akkumulation bei gleichzeitigem Ruckgang der Botrytis-Anfélligkeit (STEIN und
BLAICH 1985; BAVARESCO et al. 1994) und des Mehltaubefalls (KELLER et al. 2003) in Folge
von verminderter Stickstoffversorgung bei Weinreben wieder. Die Intensitdten der
Wechselwirkungen sind stark sortenabhéngig (KELLER et al. 2003).
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4.5 Ausblicke

Es konnte gezeigt werde, dass das Kulturfiltrat des hefeahnlichen Pilzes Aureobasidium
pullulans den Sekundarstoffwechsel von Weinkalluszellen der Sorten ,Regent und ,Nero*
elicitiert. Dabei scheint die Elicitation spezifisch genug zu sein, um verschiedene
Resveratrol-Derivate zu induzieren. Da vielen dieser Verbindungen fungizide Wirkungen
zugesprochen werden, die sich besonders gegen Schimmelerreger wie Botrytis cinerea und
Penicillium ssp. richten, ware die Nutzung des Filtrates als PflanzenschutzmaBnahme zur
Resistenzinduktion im Weinanbau eine vielversprechende Perspektive, zumal diese Hefe als
ein epiphytischer Bewohner von Vitis vinifera gilt.

Neben weiteren Aufreinigungen und Identifizierungen, besonders von Resveratrol-Derivaten,
mittels exakter Methoden wie massenspekiroskopischen Untersuchungen, sollte das
Modellsystem Kalluskultur in einzelnen Faktoren modifiziert werden. So sollte die
Medienzusammensetzung fir die Kultur der Weinkallussorte ,Nero® derart optimiert werden,
dass eine starkere Synthese und Stoffakkumulation der Sekundarmetaboliten erfolgt.

Um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Versuchen zu erzielen, sollte
eine Methode entwickelt werden, die die physiologische Aktivitat der Kalluszellen messbar
macht. Auch kdnnte die Vereinheitlichung der Vorkultur der Weinkalli und der Versuchsdauer
zu homogeneren Ergebnissen flhren.

Um den Einfluss von Stickstoff als weitere EinflussgréBe genauer untersuchen zu kénnen,
sollten neben der Pufferung des pH-Werts im Medium auch feinere Dosierungen in der
Stickstoffkonzentration eingesetzt werden. Um eine echte Mangelvariante zu erzielen, sollte
dabei die Stickstoffkonzentration bis zur Verminderung der Biomassenproduktion, abgesenkt
werden. Auch andere Kombinationen der Stickstoffformen wéren denkbar.

Zur Ermittlung der Akkumulationsdynamik der verschiedenen Stoffgruppen, kénnten kleinere
Entnahmeintervalle bei der Probenahme dienlich sein. Eine Verminderung der Streuung
durch eine gesteigerte Probenzahl ist in dieser Form der Versuchdurchfiihrung kaum zu
bewerkstelligen, so dass eine Bestatigung der Versuchergebnisse durch
Versuchswiederholung durchgefihrt werden sollte.

Um Wirksamkeitsvergleiche mit schon etablierten Hefepraparaten durchfihren zu kénnen,
musste die Konzentration, des hier verwendeten Filtrates von Aureobasidium pullulans mit
der des kauflichen Praparates vergleichbar gemacht werden, was aufgrund nicht bekannter
Herstellerbeimischungen nicht einfach mdglich sein wird. Jedoch kdnnten, durch eine
Vereinheitlichung der Hefeaufbereitung mittels Gefriertrocknung und anschlieBender
Einwaage, homogenere Phenolakkumulationen nach der Elicitation mit Aureobasidium

pullulans erzielt werden.
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Diesbezlglich ware es von gréBtem Interesse, die Wirkbestandteile in dem Hefefiltrat
genauer zu charakterisieren.

Fir die Erfassung von Wirkmechanismen in den Zellen nach der Elicitation sind
Untersuchungen beziglich der Genaktivierung fir Enzyme wie PAL, Chalkonsynthase und
Stilbensynthase von Ausschlag gebender Bedeutung. Auch die Aktivitat von Peroxidasen ist,
fir eine mégliche aktive Polymerisation von Resveratrol zu den verschiedenen Viniferinen,
eine wichtige EinflussgréBe.

Um mdogliche Abweichungen zwischen Pilz-toleranten (resistenten) und Pilz-anfalligen
Weinsorten hinsichtlich Aktivierung von Resistenzmechanismen gegenlber stellen zu
kénnen, sollten weitere, auch anfallige, Weinsorten als Kalluskultur etabliert und in ein
Versuchprogramm aufgenommen werden. Dazu sollten Inokulationversuche mit Botrytis

cinerea als Sekundarbehandlung nach Elicitation mit dem Hefefiltrat durchgefuhrt werden.

Eines der wichtigsten Anliegen dieser Untersuchung ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse
aus Kalluskulturen auf naturnahe Pflanzensysteme. Fir eine Elicitation von Weinblattern
oder Fruchten muss ein Kontakt zwischen Wirkbestandteilen des Filtrates und der
Pflanzenzelle erfolgen, was die Entwicklung einer geeigneten Formulierung voraussetzt.
Erste Versuche an in vitro kultivierten Weinpflanzen der Sorte ,Nero“ und Anwendungen an
Freilandpflanzen, flahrten bislang nicht zu erkennbaren Induktionsreaktionen. Die
Méglichkeiten, ob das Ausbleiben von Resveratrol-Akkumulationen durch einen fehlenden
Kontakt zwischen Elicitor und Zelle oder durch einen Verdiinnungseffekt im Gewebesystem
Blatt, durch eine geringe Anzahl zur Resveratrolsynthese befahigter Zellen verursacht wird,
kénnten durch mikroskopische Untersuchungen eingegrenzt werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Erkenntnisse, bieten eine sehr gute
Grundlage  fur die  Entwicklung  vollig neuer Ansatze eines  effektiven
Pflanzenschutzverfahrens. Die Verwendung von epiphytischen Mikroorganismen, aus dem
Okosystem der Weinrebe, als Induktor des Resistenzpotentials gegen Schimmelpilze, kénnte
besonders flir den biologischen Weinanbau von Bedeutung sein und so eine umweltgerechte
Produktion von qualitativ hochwertigem Obst unterstitzen.
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5 Zusammenfassung

Pilzliche Pathogene wie Botrytis cinerea und Penicillium ssp. rufen weltweit erhebliche
Ernteverluste im Weinanbau hervor. Untersuchungsansatze flr einen umwelt-, anwender-
und gesundheitsfreundlichen Pflanzenschutz im Obstanbau weisen auf die mégliche
Nutzung von nicht-pathogenen Mikroorganismen, wie zum Beispiel Hefen, zur Einddmmung
von pilzlichen Erregern hin. Dabei liegt der Untersuchungsschwerpunkt in einem direkten
Antagonismus zwischen Hefe und Pathogen, besonders in der Nacherntebehandlung.
Ferner steht immer haufiger die Beteiligung von phenolischen Verbindungen als
wirkungsvoller Abwehrmechanismus gegen Pathogene im Mittelpunkt von Untersuchungen.
In der vorliegenden Arbeit konnte durch Behandlungen mit einem Kulturfiltrat des
nicht-pathogenen, hefeahnlichen Pilzes Aureobasidium pullulans sowohl eine Induktion von
konstitutiven phenolischen Verbindungen als auch eine Neusynthese von abwehrrelevanten
Resveratrol-Derivaten in Weinkalli, der als pilztolerant bekannten Sorten ,Regent® und
.Nero“, hervorgerufen werden. Neben der Identifizierung der Strukturen von
Phenylpropanoiden im Weinkallus lag der Schwerpunkt dieser Untersuchung in der
Induzierbarkeit von potentiell resistenzférdernden Verbindungen durch Behandlungen mit
dem Kulturfiltrat von Aureobasidium pullulans.

Die wichtigsten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Behandlungen von Weinkalli der Sorten ,Regent® und ,Nero® mit einem Hefefiltrat von
Aureobasidium pullulans, welches vor der Filtratgewinnung zum Abtdten der
Hefezellen autoklaviert worden war, fUhrte zu einer Akkumulation der gesamten
Phenylpropanoide. Somit kann dieses Filtrat als Elicitor bezeichnet werden.

2. Neben Kkonstitutiv vorkommenden Verbindungen wie mono- und oligomeren
Catechinen, phenolische Sauren, Flavonolen und einige Resveratrol-Derivaten, die
durch eine Elicitation mit Hefefiltrat eine Induktion erfuhren, wurde ferner eine
Synthese von neuen, als abwehrrelevant geltenden Verbindungen erzielt, die den
Resveratrol-Derivaten zugeordnet werden konnten.

3. Einige konstitutiv vorkommenden, potentiell an Resistenzreaktionen beteiligte
Resveratrol-Derivate wurden identifiziert. Es handelt sich dabei vorwiegend um die
Resveratrol-Glucoside cis- und trans-Piceid, die beide in vergleichbarer
Konzentration vorkommen und die vorherrschenden konstitutiven Resveratrol-
Derivate darstellen. Das Aglykon trans-Resveratrol kommt konstitutiv nur in sehr

geringen Mengen im Weinkallus vor.
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4. Eine Elicitation mit dem Hefefiltrat fihrte zu einer Neusynthese von Verbindungen,
die als das Aglykon trans-Resveratrol und als weitere Resveratrol-Derivate
identifiziert wurden. Es gibt Indizien, dass es sich bei diesen Derivaten um Pallidole
und Viniferine handelt, die als resistenzrelevante Verbindungen gelten und fungizide
Eigenschaften aufweisen.

5. Die Konzentration des Aureobasidium pullulans-Filtrates hatte keinen Einfluss auf die
Induktionsintensitat der Gesamt-Phenylpropanoide, schien jedoch Einfluss auf die
Akkumulation von Resveratrol-Derivaten zu haben. Dabei fihrte eine Erhéhung der
Elicitorkonzentration zu einer gesteigerten Stoffakkumulation, bei gleichzeitiger
Abnahme von Flavonoiden.

6. Das als Vorstufe fur weitere Derivate geltende Aglykon trans-Resveratrol erfuhr
schon 10 Stunden nach einer Elicitation mit Hefefiltrat eine deutliche Akkumulation.
Die anderen Resveratrol-Derivate akkumulierten zeitlich verzégert. Dabei hatte die
Elicitorkonzentration keinen Einfluss auf die Synthesegeschwindigkeit von
Resveratrol und dessen Derivaten. Auch verlief der erste Akkumulationsschub
unabhéngig von der Filtratkonzentration (Resveratrol: bis 10 Stunden nach
Behandlung, die anderen Derivate: bis 24 Stunden nach Behandlung). Das weitere
Akkumulationverhalten war jedoch bei allen auf dem Resveratrol basierenden
Verbindungen durch eine verminderte Elicitorkonzentration reduziert.

7. Die Stickstoffverfigbarkeit im Kulturmedium der Kalluskultur wirkte sich auf den
Primérstoffwechsel nur geringfligig aus. Bezliglich des Sekundarstoffwechsels, fiihrte
eine verminderte und, in geringerem MaB, auch eine UbermaBige
Stickstoffversorgung der Weinkalli zu erhéhten Konzentrationen an Gesamtphenolen,
Catechinen, Flavonolen, Anthocyanen und konstitutiven Resveratrol-Derivaten im
Vergleich zu Kalli, die einer mittleren Stickstoffversorgung ausgesetzt waren. Die
Konzentrationen der, als einfache Phenole bezeichneten, Verbindungen nahmen mit
zunehmender  Stickstoffverfligbarkeit im Medium zu, die Gehalte an
Hydroxyzimtsduren und Gallussauren hingegen ab.

8. Die Wechselwirkungen der EinflussgroBen Stickstoffverfigbarkeit und Elicitation
durch Hefefiltrat fUhrten in den verschiedenen Stoffgruppen zu unterschiedlichen
Akkumulationsverhalten, die in weiteren Untersuchungen noch deutlicher zugeordnet
werden mussen. Es ist jedoch ersichtlich, dass eine verminderte
Stickstoffverfigbarkeit zu einer schnelleren Synthese von Resveratrol und
Resveratrol-Derivaten in Weinkalli fihrte.

9. Auf die genauere Charakterisierung der Wirkbestandteile des Filtrates von
Aureobasidium pullulans wurde in dieser Untersuchung nicht eingegangen. Es konnte

nur festgestellt werden, dass die elicitierenden Bestandteile hydrophobe
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10.

11.

Eigenschaften besitzen. Die hydrophilen Bestandteile zeigten in keiner der
Stoffgruppen eine deutliche Reaktion.

Eine Inokulation der Weinkalli mit einer Botrytis cinerea-Konidiensuspension flhrte
zum Uberwachsen der Weinkalli mit Pilzmycel, was innerhalb von 48 Stunden zum
Verbrdunen der Zellen fuhrte. Eine Botrytis-Infektion brachte jedoch keine
Akkumulation irgendeines Phenylpropanoids mit sich.

Durch eine Vorbehandlung mit dem Kulturfiltrat von Aureobasidium pullulans wurde
das Mycelwachstum nach einer Inokulation mit Bolrytis cinerea deutlich verzdgert.
Die Verzdgerung der Pathogenausbreitung war begleitet von einer deutlichen
Akkumulation an  konstitutiven  (ein  p-Cumarséaure-Derivat, = Catechine,
cis/trans-Piceid) und neu synthetisierten Verbindungen (trans-Resveratrol, Pallidole,

Viniferine).

Es konnte gezeigt werden, dass das Kulturfiltrat des hefedhnlichen Pilzes Aureobasidium

pullulans als wirkungsvoller Elicitor in Weinkalluskulturen fungiert und eine Neusynthese von

Resveratrol-Derivaten hervorruft. Durch die Veranderungen im Sekundarstoffwechsel scheint

das Resistenzpotenzial der Weinkalluszellen positiv beeinflusst zu werden.
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