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1 Einleitung
1.1 Rotundon - ein Sesquiterpen als Schliisselaromastoff fiir das pfeffrige Weinaroma

Das Weinaroma ist ein komplexes Zusammenspiel mehrerer Hundert verschiedener fliichtiger
Verbindungen, wobei nur ein Teil direkt zum Aroma beitrdgt. Entscheidend fiir den Einfluss
auf das Aroma sind Geruchsschwelle und Konzentration der jeweiligen Verbindung, aber auch
synergistische, antagonistische oder maskierende Effekte durch andere Weininhaltsstoffe!l: (21,
Einige Verbindungen werden als Schliisselaromastoff bezeichnet, da diese das Weinaroma
maBgeblich prigen. Hierzu zihlen zB. 4-Mercapto-4-methyl-2-pentanon! oder
Isopropylmethoxypyrazin®?!,

Weinaromastoffe konnen verschiedenen Ursprungs sein und von den verarbeiteten Trauben
(,,Traubenbukett), von an der Fermentation beteiligten Mikroorganismen oder vom
Eichenholz bei einer Fassreifung stammen. Aromastoffe, die traubeneigenem Ursprungs sind,
prigen das sortentypische Weinbukett?. Eine zentrale Rolle spielen hierbei Monoterpene.
Weilweine konnen anhand von 12 Monoterpenen als ,Muskat-, Riesling und
Silvaner/WeiBburgunder-Typ* klassifiziert werden!?!.

Impulsgebend fiir diese Arbeit ist eine Veroffentlichung aus dem Jahre 2008 in der erstmals
ein Sesquiterpen als Schliisselaromastoff fiir das pfeffrige Aroma der Rebsorte Syrah?®
beschrieben wurde!*!. Bis dato konnte zwar gezeigt werden, dass dieses Aroma stark mit dem
Sesquiterpen a-Ylangen (Abbildung 1) korreliert, a-Ylangen jedoch nicht zum besagten

Aroma beitrigtl®].

O @ &)

Abbildung 1: Strukturformeln des Schliisselaromastoffs (-)-Rotundon (1), des potentiellen Markers a-

Ylangen (2) sowie des moglichen Vorliufersesquiterpens a-Guaien (3)

! Aroma: Passionsfrucht, Geruchsschwellenwert 0,8 ng/L in Wasser/Ethanol
2 Aroma: Griine Paprika, Geruchsschwellenwert 2 ng/L in Wasser

3 Auch Shiraz oder Hermitage genannt



Uber GC-MS-O konnten die sensorischen Attribute schlieBlich einer einzigen Verbindung
zugewiesen werden, dem Sesquiterpen Rotundon (Abbildung 1), das bis dahin nur aus

(617 In Pfeffer und in weiteren

Agarwood und Cyperus rotundus (Nussgras) bekannt war
Gewlirzpflanzen wurden sogar deutlich hohere Gehalte an Rotundon nachgewiesen

(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Rotundongehalt in Vitis vinifera (Wein, Trauben) und anderen Pflanzen. Reprinted (adapted)
with permission from From Wine to Pepper: Rotundone, an Obscure Sesquiterpene, Is a Potent Spicy Aroma
Compound. Wood, C.; Siebert, T. E.; Parker, M.; Capone, D. L.; Elsey, G. M.; Pollnitz, A. P.; Eggers, M.; Meier,
M.; Vossing, T.; Widder, S.; Krammer, G.; Sefton, M. A.; Herderich, M. J.. J. Agric. Food Chem., 2008, 56 (10),
3738-3744. Copyright 2008 American Chemical Society. Die Nummerierung entspricht: 1) Weiller Pfeffer
(Piper nigrum); 2) Schwarzer Pfeffer (Piper nigrum); 3) Wein (Vitis vinifera cv. Syrah); 4) Trauben (Vitis
vinifera cv. Syrah); 5) Majoran (Origanum majorana); 6) Oregano (Origanum vulgare); 7) Pelargonie
(Pelargonium alchemilloides); 8) Nussgras (Cyperus rotundus); 9) Rosmarin (Rosmarinus officinalis); 10) Melde

(Atriplex cinerea); 11) Basilikum (Ocimum basilicum); 12) Thymian (Thymus vulgaris) ™

Mit einem Geruchsschwellenwert von 16 ng/L in Wein und 8 ng/L in Wasser ist Rotundon ein
potenter Aromastoff. In einem Sensorikpanel erwiesen sich allerdings 20% der Beteiligten
gegeniiber Rotundon als geruchsblind!*!,

Die Bestimmung von Rotundon in Wein und Trauben nach Siebert et al. (2008) erfolgt {iber
eine doppelte Anreicherung, bei der einer SPE die SPME-GC-MS Analyse nachgeschaltet ist
sowie anschlieender Quantifizierung mittels SIVA (Stabilisotopenverdiinnungsanalyse) unter

Verwendung von ds-Rotundon!®!,



Neben der Rebsorte Syrah ist auch die vorrangig in Osterreich angebaute Rebsorte Griiner
Veltliner fiir sein an schwarzen Pfeffer erinnerndes Aroma bekannt und wird im
Osterreichischen Sprachgebrauch auch als das ,Pfefferle bezeichnet. Der sensorische
Eindruck des ,,Pfefferle* konnte von Mattivi et al. (2011) analytisch bestitigt werden* ). In
niedrigen Konzentrationen konnte Rotundon zudem in Cabernet Sauvignon nachgewiesen
werdenl!,

Wood et al. (2008) beschreiben weiterhin, dass die Rotundonkonzentration von Jahrgang und
Region abhingig ist, wobei ,pfeffrige Weinberge* Australiens in den kiihleren Lagen
vorzuherrschen scheinen!. Auch die Kontaktzeit mit der Maische bei der Weinherstellung
sowie enthaltene Blétter und Stiele scheinen Einfluss auf die Rotundonkonzentration zu
haben!!®"!!]| Bisher konnte noch nicht geklirt werden, wie es zur Bildung von Rotundon
kommt. Es besteht die Moglichkeit, dass Rotundon durch Oxidation des Sesquiterens o-
Guaien (Abbildung 1) entsteht. Ob die Oxidation enzymatisch oder einfach {iber
Luftsauerstoff hervorgerufen wird, ist nicht geklért. Jiingst konnte jedoch gezeigt werden,

dass eine Oxidation des a-Guaiens durch Luftsauerstoff zum Rotundon méglich ist!?).

1.2 Terpenbiosynthese

Bausteine aller Terpene (Isoprenoide) sind die Cs-Diphosphate Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) und Isopentenyldiphosphat (IPP). Anhand der Isoprenoideinheiten lassen sich
Terpene in Hemi- (Cs), Mono- (Cio), Sesqui- (Cis), Di- (C2o), Tri- (C30), Tetra- (C40) und
Polyterpene (>Cao) unterteilen!'3),

In der Pflanzenzelle gibt es zwei, in intrazelluliren Kompartimenten getrennte,
Biosynthesewege zur Generierung von IPP und DMAPP. Bis in die neunziger Jahre des
letzten Jahrhunderts war nur der Mevalonat-Weg (MVA-Weg) bekannt (Abbildung 3). Die
Bildung von IPP erfolgt hierbei iiber insgesamt drei Molekiile Acetyl-Coenzym A, die iiber
eine Claisen-Kondensation und nachgeschalteter Aldolreaktion zum 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) reagieren. Nach Reduktion zur Mevalonsdure, die
Namensgeber des Biosynthesewegs ist, erfolgt eine enzymvermittelte Phosphorylierung und
anschlieBende Decarboxylierung zum IPPU3H!4 Uber Fiitterungsexperimente konnte

schlieBlich der in Bakterien, Algen und Pflanzen vorkommende Deoxy-D-xylulose-phosphat-

4 n=2, Rotundonkonzentration 63 bzw. 266 ng/L



Weg (DOXP)® identifiziert werden (Abbildung 3)!'®1!8] Bei diesem Biosyntheseweg erfolgt
die Generierung von IPP/DMAPP {iiber Pyruvat und Glyceraldehyd-3-phosphat, die auf erster
Stufe zu 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat verkniipft werden. Eine Reduktion und
intramolekulare Umlagerung fiihrt letztlich zum Intermediat 2-C-Methyl-D-erythritol-4-
phosphat (MEP). Nach Aktivierung der Hydroxygruppe an Position Cs4 durch einen
Cytidylphosphatrest und die Phosphorylierung der OH-Gruppe an Position C> erfolgt eine
Cyclisierung zum 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat. Uber zwei sukzessive
reduktive Dehydratisierungsschritte, iiber das Intermediat 4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl-
diphosphat, erfolgt schlieBlich die Bildung beider Cs Diphosphate Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) und Isopentenyldiphosphat (IPP)!'4!,

In der Pflanzenzelle liegen beide Biosynthesewege rdumlich getrennt in zwei
Kompartimenten vor. Der MVA-Weg ist im Cytoplasma lokalisiert und liefert
Isoprenoideinheiten zur Generierung von Sesqui- und Triterpenen, wihrend der DOXP-Weg
in den Plastiden lokalisiert ist und zur Bildung von Mono- und Diterpenen beitrigt
(Abbildung 4).

Die Trennung der beiden Biosynthesewege ist jedoch nicht absolut. Abhdngig von der
Pflanzenspezies kann ein Intermediat-Transfer iiber die Plastidmembran erfolgen. Dieser
Substrataustausch wird auch als ,,metabolic cross talk* bezeichnet (Abbildung 4). Bick und
Lange (2003) konnten mit isolierten Chloroplasten von Spinat, Kohl und Indischem Senf den
Transfer von IPP und Geranyldiphosphat (GPP) bestitigen. Sie vermuteten ein
einfachgerichtetes Transportsystem zum Export spezifischer Isoprenoid-Intermediate.
Geringere Transferraten waren fiir Farnesyldiphosphat (FPP) und DMAPP nachweisbar,

wihrend Geranylgeranyldiphosphat und Mevalonsiure kaum transportiert wurden!'?!,

5 Bevorzugte Bezeichnung: Methylerythritol-4-phosphat-Weg (MEP-Weg)!!%!
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Abbildung 3: Biosynthese von Isopentenyldiphosphat und Dimethylallyldiphosphat iiber den MVA- und
den DOXP-Weg
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Abbildung 4: Die Abkiirzungen entsprechen:
Isopentenyldiphosphat (IPP); Dimethylallyldiphosphat (DM APP); Farnesyldiphosphat (FPP); Geranyldiphosphat

(GPP); Geranylgeranyldiphosphat (GGPP)

Kompartimentierung der Terpenbiosynthese.

Tabelle 1 zeigt eine Auswahl bisher durchgefiihrter Biosynthesestudien an unterschiedlichen
Pflanzenspezies. Zur Untersuchung der Biosynthesewege konnen Stabilisotopen-markierte
(z.B. ?H oder *C) Prikursoren verwendet werden. Als Prikursor eignen sich hierbei z.B.
Glucose, Pyruvat oder die spezifischen Intermediate der Biosynthesewege Mevalonsdure und
Deoxyxylulosephosphat. Hervorzuheben sind die Studien von Hampel et al. (2005) und Luan
et al. (2002), die bereits die Biosynthese von Mono-und Sesquiterpen in Bléttern sowie von
Monoterpenen in Beeren von Vitis vinifera untersucht haben (Tabelle 1)2°21  Die
Biosynthese von Sesquiterpenen in den Beeren wurde bis dato noch nicht untersucht und ist

Bestandteil dieser Arbeit.



Tabelle 1: Ubersicht ausgewihlter Markierungsstudien zur Ermittlung der, bei der Terpenbiosynthese,

partizipierten Biosynthesewege. Dargestellt sind die maximalen prozentualen Einbauraten.

Monoterpene Sesquiterpene
Pflanzenspezies Literatur
MVA DOX MVA DOX
Phaseolus lunatus (Limabohne) 20 90 90 60 [22]
Vitis vinifera, Blatter 1 74 13 31 [20]
Daucus carota L. Cultivar Kazan - 51 41 42 [23]
(Karotte), Wurzel
Gossypium hirsutum (Baumwolle), 5 15 4 4 [24]
Keimling (2. Blatt)
Vitis vinifera (Beere, Exokarp) - 2 n.b.! n.b.! [21]

1) n.b. = nicht bestimmt



1.3 Strukturelle Diversitiit der Sesquiterpene

Die Biosynthese der Sesquiterpene erfolgt aus Farnesyldiphosphat. Durch die Kettenldnge
und die drei Doppelbindungen ergibt sich eine Vielzahl von mdoglichen
Cyclisierungsmechanismen zu reaktiven Carbokationen (Abbildung 5). Nachgeschaltete
Cyclisierungen, Hydrid- oder Methyl-Verschiebungen, Cope- sowie Wagner-Meerwein-
Umlagerungen fiihren zu diversen Grundgeriisten!®’!. Die Grundgeriiste werden als gesittigte
Strukturen angegeben®. Allein aus dem Germacran-Grundgeriist leiten sich eine Vielzahl

polycyclischer Sesquiterpene ab (Abbildung 6).
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Abbildung 5: Generierung verschiedener cyclischer Sesquiterpen-Carbokationen aus

Farnesyldiphosphat!?¥!

¢ Ausnahme bilden hierbei Calamenen und Cadalen. Diese Grundgeriiste zeichnen sich durch das aromatische
System aus. Sie gehdren der iibergeordneten Gruppe der Cadinane an, vgl. Abbildung 6
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Abbildung 6: Grundgeriiste, die sich vom Germacran-Grundskelett ableiten lassen!'!

Hiaufig werden Sesquiterpensynthasen als ,,multiple product“-Synthasen bezeichnet, da
einzelne Enzyme verschiedene Sesquiterpene generieren konnen. So bildet eine
Sesquiterpensynthase, isoliert aus Abies grandis (Kiistentanne) 32 verschiedene
Sesquiterpene, mit 8-Selinen als Hauptkomponente?®.

Aber auch sdure-, hitze-, oder photoinduzierte Umlagerungsreaktionen sind bekannt.
Germacren D bildet z.B. im sauren Milieu ein dhnliches Produktspektrum an Cadinan-,
Muurolan- und Amorphanverbindungen wie die Natur?’l. Die photoinduzierte 2+2-
Cycloaddition zum B-Bourbonen aus dem Germacren D ist ebenfalls beschrieben (Abbildung

7)28]

[2+2]-Cycloaddition

Y

photoinduziert

Germacren D -Bourbonen

Abbildung 7: Mogliche Generierung von p-Bourbonen aus Germacren D!



1.4 Sesquiterpene in Vitis vinifera

Bereits 1976 konnten Schreier et al. (1976) 14 Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe in
Weintrauben identifizieren. Der iiber Fliissig-Fliissigextraktion hergestellte Extrakt enthielt o.-
Copaen, [B-Ylangen, [(-Bourbonen, B-Caryophyllen, o-Guaien, a-Humulen, o- und y-
Muurolen, Germacren D, B-Selinen, a-Farnesen, y- und 8-Cadinen und Calamenen. In den
untersuchten Rebsorten Riesling, Traminer, Ruldnder, Miiller-Thurgau, Scheurebe, Optima
und Riesldnder konnten jedoch keine sortenbedingten Unterschiede festgestellt werden!?’1.

In den darauf folgenden Jahren sind Sesquiterpene in Vitis vinifera aus dem
Forschungsschwerpunkt geriickt. Erst tiber den Einsatz sensitiverer Extraktionsmethoden
(solid phase microextraction (SPME), stir bar sorptive extraction, (SBSE)) sowie
empfindlicherer Massenspektrometer, teilweise unter Verwendung multidimensionaler
Chromatographie (MDGC, GCxGC), wurden diverse Sesquiterpene bei non-target Analysen

miterfasst.

Tabelle 2: Bisher nachgewiesene Sesquiterpene in Weintrauben und Wein unter Angabe der angewandten

analytischen Methode
Beeren/ Rebsorte Methode Nachgewiesene Sesquiterpene Literatur
Wein
Beeren Baga HS-SPME- (t)-Cyclosativen, vy-Elemen, o-Ylangen, pB- [31]
GC-MS Bourbonen, B-Cubeben, B-Caryophyllen, 3,7-
Guaiadien, (+)-Aromadendren, a-Amorphen, (-)-
5-Selinen, Germacren D, epi-Zonaren, [-
Cadinen, (-)-Isoleden, y-Cadinen, d-Cadinen, o-
Muurolen, a-Calacoren
Beeren!  Cabernet HS-SPME- B-Caryophyllen, o-Humulen, a- und y- [32]
Sauvignon GC-MS Muurolen, Calamenen, a-Cubeben, o-Copaen [33]
Beeren  Riesling HS-SPME- o-Muurolen [33]
GC-MS
Wein Sercial, Tinta SBSE/TDGC-  «-Cadinol, --Muurolol, y-Eudesmol, Nerolidol [34]
Negra  Mole, MS
Verdelho, Boal,
Malvasia
Wein Cabernet HS-SPME- o-Cedren, Aromadendren, B-Farnesen, a- [35]
Sauvignon GCxGC- Curcumen, (E)-Calamen, (Z)-B-Guaien, 1,10-
TOFMS Oxidocalamenen, o-Amorphen, a-Farnesen, B-
Bisabolen, a-Alasken, 6-Cadinen, Cubenol, ao-
Panasinsen, B-Sesquiphellandren, B-Vetivenene,
4,5,9,10-dehydro-Isolongifolen, o-Calacoren,
Nerolidol, B-Calacoren, Cadalene, o-Bisabolol,
(Z)-Farnesol
Wein Cabernet SPE, GCxGC-  B-Farnesen, (ZE)-a-Farnesen, Nerolidol, a- [36]
Sauvignon, TOFMS Bisobolol, (2E,6E)-Farnesol
Pinotage

1) frithes Reifestadium
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In Tabelle 2 sind bisher nachgewiesene Sesquiterpene in Weintrauben und Wein aufgefiihrt.
Es fillt auf, dass in den Beeren vorrangig Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe nachgewiesen
werden konnten, wihrend im Wein vermehrt oxidierte Sesquiterpene préasent sind.

In Tresterbrdnden sind ebenfalls Sesquiterpene nachweisbar. Versini et al. (1994) konnten
zeigen, dass Beerenhédute und Tresterbrinde des Gewiirztraminers Methylfarnesoat, Farnesol

und zwei o-Farnesen-Isomere (3Z,6E und E,E) enthalten”]

. Die besagten acyclischen
Sesquiterpene waren nur in den reifen Trauben nachweisbar. Andere untersuchte Rebsorten
(Gelber Muskateller, Roter Traminer, Rosenmuskateller) zeigten nur sehr geringe Gehalte
dieser Sesquiterpenene®’l. Auch in weiteren Arbeiten zu Tresterbrinden’ konnten
verschiedene Sesquiterpene (e.g. a-und B-Ylangen, a- und B-Copaen, a-Bourbonen, trans-o-
Bergamoten, Isoledene, Germacrene D, B-Selinen, a-Muurolen, a-Farnesen, -, y- und o-
Cadinen, trans-Calamenen, Calacoren, epi-Zonaren, a-Farnesol) nachgewiesen werden[*8+31,
Es ist wahrscheinlich, dass Sesquiterpene durch ihren unpolaren Charakter in der
Wachsschicht akkumuliert werden. Bei der Untersuchung der Wachsschicht von Beeren
(Rebsorte Storgozia) auf akkumulierte Verbindungen, konnten die Sesquiterpene o-
Amorphen, Muurolol und Cypren nachgewiesen werden. Die Beeren wurden hierfiir in
Aceton getaucht und der erhaltene Extrakt anschlieBend iiber GC-MS analysiert>%].

Neben Trauben, Wein und Tresterbranden wurden ebenfalls die Bliiten verschiedener
Rebsorten untersucht. Bliiten emittieren fliichtige Verbindungen zum Anlocken von Insekten
zwecks Bestdubung. Fiir Bliiten von Arabidopsis thaliana konnte zudem gezeigt werden, dass
die Emission des Sesquiterpens (E)-B-Caryophyllen vor mikrobiellen Befall schiitzt und damit
zur normalen Entwicklung der Samen beitrigt . Buchbauer et al. (1994, 1995) zeigten, dass
auch Bliiten von Vitis vorwiegend Sesquiterpene emittieren. Es wurden die Sesquiterpene -
Bisabolen, y-Cadinen, B-Caryophyllen, B-Caryophyllenoxid, a-Farnesen, B-Farnesen, o- und
0-Guaien, a-Humulen, Nerolidol, B-Selinen und Valencen in den Bliiten verschiedener roter
und weiBler Rebsorten identifiziert. Weiterhin konnten die Emissionsprofile rebsortenabhédngig
unterschieden werden!*! 42,

Bisher konnten verschiedene Sesquiterpen-Synthasegene in Gewlirztraminer und
Spitburgunder identifiziert und {iber Enzymassays funktionell charakterisiert werden*?} 441,
Im Gewiirztraminergenom wurden eine Valencen-Synthase (VvVal) sowie eine (-)-Germacren

D-Synthase (VvGerD) identifiziert, deren Transkription in den geschlossenen Bliitenknospen

am hochsten waren. Martin et al. (2010) beschreiben fiir den Spatburgunder 13 verschiedene

7 Rebsorten: Albrifio, Treixadura, Godello, Loureira, Dona Branca, Torrontés, Istrian Malvasia, Chardonnay,
Muscat Blanc, Rose Muscat of Pore¢, Teran, CabernetSauvignon
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Sesquiterpensynthasen, die unter Verwendung von FPP ein breites Produktspektrum
verschiedener Sesquiterpene bilden. Weiterhin sind aber auch eine (E)-B-Ocimen/(E,E)-a-
Farnesen-Synthase sowie Linalool/(E)-Nerolidol-Synthase beschrieben, die Substratabhingig
bei Verabreichung von GPP Ocimen bzw. Linalool bilden, bei Verabreichung von FPP

4], Zudem wurden bisher die Transkriptionsprofile

hingegen Farnesen oder Nerolidol!
verschiedener Sesquiterpen-Synthasegene wihrend der verschiedenen Entwicklungsstadien
analysiert. Liicker et al. (2004) konnten zeigen, dass die Transkriptionsprofile der VvVal und
VvGerD in den Bliitenknospen am hochsten waren. Ebenso konnten in den Bliitenknospen
hohe Transkriptionslevel einer a-Farnesen-Synthase, a-Humulen-Synthase, a-Bergamoten-
Synthase und Selina-4(14),11-dien-Synthase gefunden werden!*’!. In beiden Studien war nur
noch eine geringe oder keine Transkription in den Beeren nachweisbar. Martin et al. (2012)
haben wihrend der Beerenreife Transkriptionsprofile einer Linalool-/Nerolidolsynthase, einer
(E)-a-Bergamotensynthase und einer Germacren D-Synthase untersucht, wobei alle drei
Transkriptionsprofile am Ende der Veraison® (Linalool/Nerolidol-Synthase) bzw. nach der
Veraison (Germacren D-Synthase, (E)-a-Bergamotensynthase) anstiegen!*¢).

Onofrio et al (2009) untersuchten zudem bereits in vitro den Einfluss von Methyljasmonat auf
Zellkulturen von Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon. Methyljasmonat wird hiufig als
Induktor zur Untersuchung von pflanzlichen Verteidigungsmechanismen® eingesetzt. Es
konnte gezeigt werden, dass Methyljasmonat die Biosynthese diverser Sesquiterpene (bis zu
25 verschiedene, u.a. B-Caryophyllen, a-Cubeben, a-Copaen und o-Cadinen) induziert.
Methyljasmonat bewirkte eine verstirkte Expression von drei Genen des MVA-
Biosynthesewegs: 3-Hyroxy-3-methylglutaryl-CoA Synthase (HMGS), 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA Reduktase (HMGR) und Phosphomevalonat-Decarboxylase (MPDC).
Dahingegen wurde nur ein Gen des DOXP-Wegs durch Methyljasmonat verstarkt exprimiert,
das Enzym Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol Kinase (IspE) (Abbildung 3)71.

8 Beginn der Reife (Zuckereinlagerung), rote Rebsorten beginnen sich zu verfirben, vgl. Abschnitt 2.2

® Zugrunde liegendes Phytohormon ist ein Konjugat der cis-Jasmonsiure mit Isoleucin, vgl. Abschnitt 4.1
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1.5 Solid Phase Microextraction (SPME)

SPME (Solid Phase Mircoextraction, Festphasenmikroextraktion) ist ein 1990 von Pawliszyn
entwickeltes Verfahren. Es handelt sich hierbei um eine schnelle, l0sungsmittelfreie
Extraktionstechnik, die eine Probennahme und Analytaufkonzentration vereint. Ermoglicht
wird dies durch eine beschichtete Faser (Abbildung 8A, (2)), die Analyten adsorptiv bindet.
Es werden verschiedene Beschichtungen angeboten (z.B. PDMS (Polydimethylsiloxan), PA
(Polyacrylat), DVB (Divinylbenzen)), die sich in ihrer Polaritdt und damit in der Affinitit
unterscheiden. Die Faser befindet sich in einer Hohlnadel (Abbildung 8A, (1)), mit der durch
hermetisch geschlossene Probengefidle gestochen werden kann und anschlieBend die Faser

der Probe exponiert wird (Abbildung 8B).

A -] B B

manueller
Halter

= SPME-Nadel (1)
(1) mit exponierter
Faser (2)

(v durch Septum Faser Faser/SPME
der Probe exponieren entfernen
stechen

Abbildung 8: Manueller SPME-Halter mit SPME-Faser (A) und SPME-Probenahme (B)

Die Probennahme kann iiber die Headspacetechnik oder iliber Immersion erfolgen. Die
Headspacetechnik wird bei fliichtigen Analyten bevorzugt angewandt. Die Faser wird hierbei
im Headspace (HS, Gasraum) iiber der Probe exponiert. Fliichtige Verbindungen kénnen an
die Faser adsorbieren, wéahrend schwerfliichtige Matrixbestandteile abgetrennt bleiben. Die
Extraktion kann durch das Temperieren der Probe oder Salzzusatz verbessert werden. Eine
Immersion wird bei schwerer bzw. schwer fliichtigen Analyten bevorzugt durchgefiihrt. Die

Faser taucht hierbei in die Probenlésung ein, was jedoch den negativen Einfluss der
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Probenmatrix erhoht (Extraktion unerwiinschter Komponenten, Kurzlebigkeit der Faser).
Daher findet die Immersion bei deutlich weniger Fragestellungen Anwendung.

Bei der Probenahme iiber HS-SPME ist die anschlieBende gaschromatographische Analyse
geeignet, wihrend der Immersion je nach erwartetem Analytspektrum GC oder HPLC
nachgeschaltet werden kann. Die Faser wird hierbei im Injektor exponiert und die Analyten

durch die hohe Injektortemperatur (GC) oder einem geeigneten Losungsmittel (HPLC)

desorbiert.
o KysVy 1)
ny Kfsz‘l' Khth+ Vs

ny = Anteil des Analyts auf der Faser

no = Totaler Anteil des Analyts im Probenahme-System

K = Verteilungskoeffizient des Analyten zwischen Faser und Probe

Khs = Verteilungskoeffizient des Analyten zwischen Headspace und Probe

Vi = Volumen der Faserbeschichtung

Vi = Volumen der Probe

Vi = Volumen des Headspace

Die Anreicherung des Analyten an die Faser wird jedoch durch viele Faktoren bestimmt. Die
dargestellte Formel (1) beschreibt die Verteilung eines Analyten bei einer HS-SPME-Messung

zwischen Losung, Gasraum und Faser*®,

Dieses Gleichgewicht wird durch die
Matrixbeschaffenheit (Salzkonzentration; andere Analyten, die z.B. konkurrieren),
Extraktionstemperatur und Extraktionszeit verdndert. Eine Quantifizierung ist aufgrund
dessen schwierig, ldsst sich aber iiber stabilisotopenmarkierte, interne Standards,
Standardaddition oder Multiple-Headspaceextraktion ermdglichen'*’!. Steht jedoch nicht die
absolute Quantifizierung sondern das Erfassen von Profilen bzw. Profilinderungen im
Vordergrund, ist die HS-SPME-Technik durch die schonende, I6sungsmittelfreie

Analytextraktion und die schnelle, automatisierbare Durchfiithrung von Vorteil.

14



1.6 Zielsetzung

Im Fokus dieser Arbeit steht zum einen die Bestimmung des Sesquiterpenprofils
verschiedener Rebsorten bzw. eine Rebsortendifferenzierung bei grofler Variationsbreite des
Probenmaterials (verschiedene Jahrgéinge, zwei verschiedene Anbauregionen) sowie die
Bestimmung der an der Biosynthese der Sesquiterpene in Vitis vinifera beteiligten
Biosynthesewege sowie die Modulation und Regulation des Sesquiterpenprofils

(reifeabhingige Modulation, Jasmonat induzierte Modulation).

1.7 Losungsstrategie

Die Bestimmung des Sesquiterpenprofils verschiedener Rebsorten und Reifegrade erfolgte
iiber HS-SPME-GC-MS, differenziert nach Exo- und Mesokarp. Das Probenmaterial umfasste

rote und weile Rebsorten sowie aromatische!? und neutrale Rebsorten (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht der beprobten Rebsorten

Rebsorte Klon Aroma, Farbe Anbauregion'
Riesling 64-177 Gm aromatisch, weif3 GH
Gewlirztraminer 11 Gm aromatisch, weil} GH, BN
Gewiirztraminer FR 46-107 neutral, weil} GH
Gelber Muskateller Fr 90 aromatisch, weil} GH
Silvaner 1 Gm neutral, weil} GH
Siegerrebe k.A. aromatisch, weil3 GH
Spétburgunder 20 Gm neutral, rot GH, BN
Lemberger Elite We neutral, rot GH, BN
Syrah R 99 neutral, rot GH, BN
Cabernet Sauvignon RS neutral, rot GH
Vitis labrusca kA2 k.A %, rot GH

1) GH: Geisenheim, Hessen; BN: Bonn, NRW
2) k.A.: keine Angabe

19 monoterpenreich
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Der Gewlirztraminerklon FR 46-107 wird auch als unaromatischer Traminer bezeichnet, da er
im Vergleich zu anderen Traminerklonen sehr niedrige Monoterpenkonzentrationen
aufweist®®), Bei der Siegerrebe handelt es sich um eine Kreuzung aus Gewiirztraminer und
Madeleine angévine. Vitis labrusca ist eine nordamerikanische Wildrebel®!l,

Fiir die Biosynthesestudien wurden Schliisselverbindungen der jeweiligen Biosynthesewege
(DOXP-, MVA-Weg) deuteriummarkiert in Form von [?H-5,5]-Deoxy-D-xylulose (d2-DOX)
und [*H2-5,5]-Mevalonolacton (d2-MVL) synthetisiert. Nach Applikation der Prikursoren
sollte ein etwaiger Deuteriumeinbau in Sesquiterpene und damit die Beteiligung der
Biosynthesewege iiber HS-SPME-GC-MS erfasst werden.

Weiterhin sollte betrachtet werden, inwiefern das Phytohormon Jasmonsdure die
Terpenbiosynthese, mit Fokus auf Sesquiterpene, reguliert. Auch hier wurden

Applikationsstudien mit Methyljasmonat durchgefiihrt und die Anderung des
Emissionsprofils tiber HS-SPME-GC-MS erfasst.
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2 Sesquiterpene in Vitis vinifera: Reifeprofil, Lokalisation
und Gehaltsbestimmung

2.1 Sesquiterpenprofil am Beispiel Lemberger und Gewiirztraminer (Exokarp, Reife)

Fiir die HS-SPME-GC-MS Messungen wurden ganze Beeren in Headspace-Vials gegeben
und die an den Gasraum (Headspace, HS) abgegebenen fliichtigen Verbindungen vermessen.
Analog wurde das isolierte, homogenisierte Mesokarp unter Zusatz von Salz (NaCl) iiber HS-
SPME-GC-MS analysiert (Abschnitt 2.4).

In Abbildung 9 sind Chromatogramme der Rebsorten Lemberger und Gewiirztraminer
dargestellt. Uber das angewandte Verfahren lassen sich neben Sesquiterpenen auch Mono-
und Diterpene detektieren (Abschnitt 2.3). Der Headspace der Trauben wird jedoch deutlich
von Sesquiterpenen, v.a. Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen dominiert. Abbildung 10 zeigt
vergrofBert den Elutionsbereich der Sesquiterpene. In Tabelle 4 in Verbindung mit Abbildung

11 sind die identifizierten Sesquiterpene und ihre Strukturformeln angegeben.

Sesquiterpen- oxidierte

Monoterpene Kohlenwasserstoffe Sesquiterpene

Diterpene

600 -

500 -

400 -

kcounts
[
S
S

200

‘ DR IWIT o !

12,0 17,0 22,0 27,0 32,0 37,0 42,0

3000

2500

2000 -

1500

kcounts

1000

500

12,0 17,0 22,0 27,0 32,0 37,0 42,0
min

Abbildung 9: HS-SPME-GC-MS Chromatogramm (TIC) der Rebsorten Lemberger (A) und
Gewiirztraminer (B) (Exokarp, Reife: 12.10.2010). Elutionsbereiche der verschiedenen Terpenklassen sind

iiber dem Chromatogramm angegeben. Der grau hinterlegte Bereich ist in Abbildung 10 vergréfert dargestellt.
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Abbildung 10: HS-SPME-GC-MS Chromatogramm der Rebsorten Lemberger (A) und Gewiirztraminer
(B), vergroflerter Elutionsbereich der Sesquiterpene. Die Bezeichnung der nummerierten Sesquiterpene ist
Tabelle 4 zu entnehmen. Mit *) gekennzeichnete Sesquiterpene sind nur in Spuren detektierbar. Coeluierende

Sesquiterpene sind nur mit einer Nummer versehen.

Neben den hier aufgefiihrten Sesquiterpenen sind, in Abhédngigkeit des Reifegrads und der
untersuchten Rebsorte, weitere Sesquiterpene, z.B. Nerolidol, Methylfarnesoat, Farnesol,
Cadalen, sowie in Spuren Cubebol (Tabelle 4 sowie Abbildung 11 Nr. 27-33) nachweisbar.

Uber die HS-Messungen ganzer Beeren konnen allein zum Zeitpunkt der Beerenreife mehr als
30 verschiedene Sesquiterpene nachgewiesen werden. Es handelt sich fast ausschlie8lich um
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe. Einige oxidierte (z.B. Cubebol, Farnesol) sowie
aromatische (z.B. Calacoren, Cadalen) Sesquiterpene, sind ebenfalls vertreten. Da einige
Verbindungen coeluierten, wurden vergleichshalber Messungen an einem GCxGC-gMS
durchgefiihrt (Abbildung A 1). Die GCxGC-Analyse zeichnete sich durch eine bessere
Trennleistung aus, stand aber nicht dauerhaft zur Verfiigung. Das nachgewiesene
Analytspektrum war {iber beide Verfahren vergleichbar. Eindimensional coeluierende
Sesquiterpene konnen zum Teil durch die Wahl geeigneter lonenspuren (Tabelle 4, Quantifier)

differenziert werden.
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Tabelle 4: In Vitis vinifera identifizierte Sesquiterpene und deren charakteristische Ionenspuren zur

Ermittlung der Sesquiterpenprofile

Nr.! Verbindung Identifizierung? RE RI (Lit.) Quantifier
1 5-Elemen b 1337 1339 93, 121
2 a-Cubeben c 1349 1351 161, 105
3 a-Ylangen b 1372 1372 161, 119
4 a-Copaen b 1379 1376 161, 105
5 -Bourbonen b 1387 1384 161, 81

-Cubeben c 1391 1390 161, 105
6 B-Elemen [ 1391 1391 161, 105
unbekannt, RI 1391 - 1391 - 161, 105
7 B-Ylangen c 1422 1420% n.q.’
(E)-B-Caryophyllen a 1424 1421 133
g v-Elemen c 1432 1434 121, 161
unbekannt, RI 1437 - 1437 - n.q.’
9  unbekannt, RI 1440 - 1440 - n.q.’

10 Guaia-6,9-dien c 1444 14434 161, 105
11 Selina-4,6-dien [ 1453 1450% 161, 105
12 Humulen b 1461 1454 93
13 unbekannt, RI 1469 - 1469 - n.q.’
14 Germacren D b 1485 1480 161, 105

unbekannt, RT 1489 - 1489 - n.q.’
15 unbekannt, RI 1491 - 1491 - n.q.’
unbekannt, RT 1493 - 1493 - n.q.>
unbekannt, R 1496 - 1496 - n.q.’

16  Epi-Zonaren c 1499 1497 161, 204
17  unbekannt, RT 1506 - 1506 - n.q.’
18  y-Cadinen c 1517 1513 161, 105
19 6-Cadinen c 1521 1524 161, 105

Calamenen (Isomer) b 1526 1521 159

20  unbekannt, RI 1533 - 1533 - 122

9 unbekannt, RI 1543 - 1543 - n.q.’

a-Calacoren b 1539 1544 157
22 B-Calacoren b 1546 15414 157
2 Germacren B c 1564 1559 n.q.’
y-Calacoren b 1566 15544 157

24 (E,Z)-Farnesen a 1491 14804 93,119

25 (E,E)-Farnesen a 1505 1508 93

26  unbekannt, RI 1597 - 1597 - n.q.’

27  (E)-B-Farnesen a 1454 1454 n.q.>
28  Cubebol c 1519 1514 n.q.’

29  Nerolidol a 1563 1564 n.q.’
30  Cubenol b 1648 1645 161, 105
31  Cadalen b 1679 1675 183
32 Farnesol (Isomer) a 1719 16944 n.q.>
33 (E E)-Methylfarnesoat b 1781 1783 69, 121

1) Nummerierung nach Abbildung 10, coeluierende Sesquiterpene sind nur mit einer Nummer versehen, Sesquiterpene Nr. 27-33
sind nicht in Abbildung 10 angegeben

2) Identifizierung: a = mittels Standardsubstanz identifiziert, b = identifiziert iber Massenspektrum und Retentionsindex, ¢ =
vorldufig identifiziert iiber Massenspektrum und Retentionsindex

3) Kovatsindizes (RI) wurden auf einer DB5-Siule bestimmt, RI (Lit.) sind Referenzindizes fiir DB5-Siulen [

4) Referenzindizes fiir DB1-Sdulen (MassFinder4®)

5) n.q. = nicht fiir die Ermittlung der Sesquiterpenprofile (Abschnitt 2.2) quantifiziert
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Abbildung 11: Strukturformeln der in Vitis vinifera nachgewiesenen Sesquiterpene
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Die identifizierten Sesquiterpene entsprechen zu einem Grof3teil den in der Literatur (Tabelle
2) beschriebenen Verbindungen. Einige in der Literatur beschriebene Sesquiterpene (z.B.
Muurolen, o-Guaien) konnten nicht eindeutig identifiziert werden. Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe weisen meist sehr dhnliche Fragmentierungsmuster auf. Da Signalen
hdufig mehrere mogliche Sesquiterpene mit &dhnlichem Fragmentierungsmuster und
anndhernd gleichem Kovatsindex zugeordnet werden konnten, war bei einem Teil der
nachweisbaren Sesquiterpene eine Identifizierung nicht moglich. Die nicht identifizierten
Sesquiterpene werden im Folgenden mit ihren Kovatsindices angegeben.

Die identifizierten Sesquiterpene weisen unterschiedliche Grundgeriiste auf. Wéhrend das
Headspace-Profil des Gewiirztraminers durch die Farnesen-Isomere von acylischen
Sesquiterpenen dominert wird, sind im Profil des Lembergers hauptsdchlich mono-, bi- und
polycyclische Verbindungen vertreten. Wie bereits in Abschnitt 1.2 beschrieben, lassen sich
vom Germacran-Grundgeriist verschiedene weitere Grundgeriiste ableiten (Abbildung 6).
Auch in den untersuchten Rebsorten lassen sich die Grundgeriiste des Typs Germacran,
Cadinan, Eleman, Cadalan wiederfinden.

Steele et al. (1998) formulierten bereits fiir das Produktspektrum einer 8-Selinen-Synthase
Cyclisierungsmechanismen. Verschiedene Sesquiterpene, die aus den Intermediaten
Germacren D (Abbildung 12) und Germacren C (Abbildung 13) gebildet werden, sind auch in

Vitis nachweisbar!?¢],
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Abbildung 12: Mégliche Generierung verschiedener Sesquiterpene aus Germacren D2, Das von Steele
et al. (1998) formulierte Schema wurde um Selina-4,6-dien, y-Cadinen, y-Amorphen, B-Ylangen und -
Copaen erweitert. Sesquiterpene in Klammern waren nicht in Fitis nachweisbar. Bei den zwei

unterschiedlichen Namen unter einer Struktur handelt es sich um Diastereomere.
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Abbildung 13: Mégliche Generierung verschiedener Sesquiterpene aus Germacren C!?, Das von Steele et
al. (1998) formulierte Schema wurde um Selina-4,6-dien und d-Elemen erweitert. Sesquiterpene in Klammern

waren nicht in Vitis nachweisbar.
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2.2  Verinderung des Profils im Reifeverlauf und Rebsortendifferenzierung

Der Verlauf der Beerenreife ldsst sich wie folgt unterteilen:

1. Preveraison: Beeren sind noch griin, Zuckergehalt niedrig

2. Veraison: Beginn der Reife (Zuckereinlagerung), rote Rebsorten beginnen sich zu
verfarben
3. Reife Traubenlese
Siegerrebe Muskateller Lemberger

= 28.07.2009

Abbildung 14: Verschiedene Rebsorten zur Preveraison (oben) und Veraison (unten). Dargestellt sind die
Preveraison fiir Lemberger und Muskateller (28.07.2009) sowie Veraison fiir Lemberger und Muskateller
(15.08.2009). Da die Siegerrebe durchschnittlich 4-6 Wochen frither reift entspricht der Termin 28.07.2009
bereits der Veraison und der 15.08.2009 der beginnenden Reife.

Um die reifebedingte Modulation zu untersuchen, wurden die zehn Rebsorten'! aus
Geisenheim in den Jahren 2009 und 2010 und die vier Bonner Rebsorten im Jahr 2012 im
Reifeverlauf untersucht. Die amerikanische Wildrebe Vitis labrusca wurde nur 2009 beprobt.
Der Zeitpunkt der Reife ist rebsortenabhidngig, sodass zu einem Erntetermin nicht alle
Rebsorten denselben Reifegrad aufweisen. Abweichend von den anderen Rebsorten, reifte die

Siegerrebe durchschnittlich 4-6 Wochen friither. Die Rebsorten Syrah und Cabernet Sauvignon

I Der unaromatische Gewiirztraminerklon wurde nicht im Reifeverlauf untersucht, sondern nur zu einzelnen
Terminen beprobt
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hingegen erreichten nur in den Jahren 2009 und 2010 volle Reife. Als Orientierung fiir den
Reifegrad dient der Grad Brix (Tabelle A 1, Tabelle A 2, Tabelle A 3). Abbildung 15 zeigt den
Gesamtgehalt an Sesquiterpenen fiir verschiedene Rebsorten im Reifeverlauf fiir das Jahr
2009.

Die Reifeverlaufe im Jahr 2010 und 2012 verliefen analog, wobei die Probenahme 2010 erst

zur Veraison begann (Tabelle A 5, Tabelle A 6).
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Abbildung 15: Emittierte Sesquiterpene (Summenparameter) verschiedener Rebsorten im Reifeverlauf
(n=2, 2009). Die Skalierung von Cabernet Sauvignon, Lemberger, Muskateller, Riesling, Silvaner und
Spatburgunder erfolgt auf der Primérachse (links, schwarz), die Skalierung von Syrah und Gewiirztraminer auf
der Sekundirachse (rechts, rot). Nicht dargestellt wurden die Rebsorten Siegerrebe und Vitis labrusca. Die

zugehorigen Daten und Brix-Gehalte befinden sich im Anhang (Tabelle A 1, Tabelle A 4).

Allgemeine Verdnderung des Profils im Reifeverlauf

Der in Abbildung 15 dargestellte Verlauf der Sesquiterpenakkumulation zeigt eine Abnahme
zu Beginn der Veraison und anschlieend einen Anstieg. Diese Alternation im Gesamtgehalt
geht mit einer Profilinderung einher (Abbildung 16, Abbildung 17). Der Anteil der
Sesquiterpene, die zur Preveraison prisent sind, sinkt, wihrend diverse andere Sesquiterpene
zur Reife gebildet werden. Die Ermittlung des Sesquiterpenprofils erfolgte fiir die in Tabelle 4
aufgelisteten Sesquiterpene iiber die dort angegebenen lonenspuren. Die Bestimmung des

Profils erfolgte nach der 100%-Methode.
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min

Abbildung 16: Chromatogramme zur Verinderung des Sesquiterpenprofils im Reifeverlauf fiir die
Rebsorte Lemberger. Das schwarze Chromatogramm entspricht der Preveraison (18.07.2012), das rote
Chromatogramm der Reife (22.10.2012). Ausgewaihlte Sesquiterpene sind wie folgt nummeriert: 1) a-Ylangen;
2) a-Copaen; 3) (E)-B-Caryophyllen; 4) Humulen; 5) Germacren D; 6) y-Cadinen; 7) 3-Cadinen.

In allen Stadien der Reife dominieren die Sesquiterpene o-Humulen, (E)-B-Caryophyllen,
Germacren D und in Abhéngigkeit von der Rebsorte (E,E)-a-Farnesen. Im Stadium der
Preveraison wird das Profil auch durch a-Copaen, Calamenen, 6-Cadinen und Cubenol
bestimmt. Zur Veraison sinkt jedoch deren Anteil. Zu diesem Zeitpunkt dominiert das
acyclische Sesquiterpen Farnesen den HS der meisten Rebsorten. Zum Zeitpunkt der Reife
sinkt der Farnesen-Anteil wiederrum. Die Sesquiterpene y-Cadinen, a-Ylangen (jeweils
Cadinan-Typ) und B-Bourbonen sind charakteristisch fiir dieses Reifestadium. Bei dem Peak
mit dem RI 1391, der zum Teil bei allen Stadien der Beerenreife nachweisbar ist, handelt es
sich um mehrere, coeluierende Sesquiterpene!?, deren Verhiltnis sich, in Abhiingigkeit vom
Entwicklungsstadium, dnderte: Zur Preveraison dominert das nicht identifizierte Sesquiterpen,
wihrend zur Reife hauptsichlich B-Elemen nachweisbar ist. Eine Anderung des
Sesquiterpenprofils wéhrend der Reife ist z.B. auch fiir Olea europaea beschrieben. Das
untersuchte Olivendl zeigt jedoch eine Profildnderung von bicyclischen Sesquiterpenen in

friithen Entwicklungsphasen zu acyclischen Sesquiterpenen im reifen Stadium[®*.

12 ein unidentifiziertes Sesquiterpen, B-Cubeben und B-Elemen, Tabelle 4 Nr. 6
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Abbildung 17: Verinderung der Sesquiterpenprofile im Reifeverlauf bei verschiedenen Rebsorten.
Dargestellt sind Preveraison (A), Veraison (B) und Reife (C). Ausgewertet wurden die in Tabelle 4 angegebenen
Sesquiterpene iiber die dort angegebenen Ionenspuren. Graphisch dargestellt wurden zehn, fiir die jeweiligen
Termine charakteristische  Sesquiterpene. Eine  Auflistung aller erfassten  Sesquiterpene, der
Standardabweichungen sowie der Probenanzahl befinden sich im Anhang (Tabelle A 7-Tabelle A 9). Fiir die

Siegerrebe liegen keine Messungen zur Preveraison vor.
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Spezifische Unterschiede zwischen den Rebsorten und Rebsortendifferenzierung

Als wesentliche Unterscheidungsmerkmale zwischen den Rebsorten sind die Sesquiterpene
(E,E)-a-Farnesen sowie seine Isomere zu nennen. Wihrend der Beerenreife kann das
Sesquiterpen (E,E)-a-Farnesen in allen untersuchten Rebsorten nachgewiesen werden, zur
Veraison ist es sogar dominierend. Zum Ende der Reife sinkt der Farnesenanteil jedoch in
allen Rebsorten', withrend der Anteil an Sesquiterpenen mit Cadinan-Grundgeriist steigt. Zur
Erntezeit war (E,E)-a-Farnesen in roten Rebsorten nicht mehr oder nur noch geringfiigig
nachweisbar. Weille Rebsorten hingegen weisen zur Ernte noch einen erhohten Anteil auf. Der
Gewiirztraminer und die Siegerrebe'* unterscheiden sich deutlich von anderen Rebsorten
durch den hohen Anteil an (E,E)-a-Farnesen, aber auch (E,Z)-oa-Farnesen, Farnesol,
Methylfarnesoat und dem nicht identifizierten Sesquiterpen RI 1597. Wéhrend (E, E)-a-
Farnesen bereits zur Prevaison und Veraison nachweisbar ist, werden die anderen
Sesquiterpene jedoch erst zur Reife gebildet. Bereits Versini et al. (1994) konnten zeigen, dass
Beerenhdute (Ethanolextrakt) und Tresterbrinde des Gewilirztraminers die Sesquiterpene
Methylfarnesoat, Farnesol und 2 a-Farnesene-Isomere (3Z,6F und E,E) aufweisen, wihrend
im Gelben Muskateller nur Spuren dieser Sesquiterpene nachweisbar waren!®’],

Auch das Sesquiterpenprofil von Cabernet Sauvignon weicht deutlich von den anderen
untersuchten Rebsorten ab. Im Gegensatz zu diesen variiert das Profil des Cabernet
Sauvignons nur geringfiigig wéihrend der Beerenreife. In allen Stadien der Beerenreife
dominieren Humulen, Caryophyllen und die Sesquiterpene mit dem RI 1391. Sesquiterpene
mit Cadinan-Grundgeriist sind zur Reife in einem deutlich geringeren Anteil vertreten, als bei
den anderen untersuchten Rebsorten. Kalua und Boss (2009) wiesen ebenfalls Caryophyllen
und Humulen im Headspace zerstoBBener Beeren nach, wobei die besagten Sesquiterpene nur
im friihen Stadium der Beerenentwicklung nachweisbar waren[*2],

Die Rebsorten Syrah, Lemberger, Riesling sowie Spétburgunder weisen zur Reife sehr
dhnliche Profile auf. Es lassen sich lediglich geringe Unterschiede im Fingerprint feststellen

(Tabelle A 10).

13 Ausnahme Gewiirztraminer, Siegerrebe und Cabernet Sauvignon

14 Neuziichtung aus Madeleine angévine x Gewiirztraminer [51]
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Abbildung 18 zeigt die kanonische Diskriminanzanalyse zur Differenzierung der Rebsorten.
Die Analyse basiert auf Daten aus drei Jahrgéingen und zwei Anbauregionen (Geisenheim und
Bonn). Auch hier wird verdeutlicht, dass das Profil der Rebsorte Cabernet Sauvignon von den
anderen Rebsorten abweicht. Auch die Rebsorte Gewiirztraminer grenzt sich von den anderen
Rebsorten ab. Nur die Siegerrebe, eine Kreuzung aus Gewlirztraminer und Madeleine
angévinel®!!, weist Ahnlichkeiten mit dem Profil des Gewiirztraminers auf. Uberschneidungen
liegen bei Lemberger, Riesling, Syrah und Spatburgunder sowie bei Silvaner mit dem Gelben
Muskateller vor. Ahnlichkeiten im Sesquiterpenprofil treten unabhiingig von der Farbe der
Rebsorte (rote oder weille, z.B. Lemberger und Riesling) oder dem Gehalt an Monoterpen

(monoterpenreich oder —arm, z.B. Muskateller und Silvaner) auf.

@ Cabemet Sauvignon
-— A, | © Lemberger

t? ~ Gelber Muskateller

Ly . @ Riesling

A O siegerrebe

ooy ® Silvaner

Spitburgunder

-2 O syrah

Gewilirztraminer

Funktion 2 (16,9%)

| | | | I | |
-10 -5 0 5 10 15 20

Funktion 1 (40,5%)

Abbildung 18: Kanonische Diskriminanzanalyse zur Unterscheidung der Sesquiterpenprofile der
untersuchten Rebsorten zur Reife. Zugrunde liegende Daten basieren auf Tabelle A 9. Die Daten umfassen die
Jahrgénge 2009, 2010, 2012 sowie die Regionen Geisenheim und Bonn. Die Gruppenmittelpunkte sind durch
Projektionslinien mit einzelnen Datenpunkten verbunden. Vitis labrusca wurde wegen der geringen

Probenanzahl (n=2) nicht mit einbezogen.
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Dies wird ebenfalls verdeutlicht, wenn man das Headspaceprofil des Gewiirztraminers mit
dem unaromatischen Gewiirztraminerklon vergleicht (Abbildung A 2). Der unaromatische
Traminer weist im  Vergleich zu anderen Traminerklonen sehr niedrige
Monoterpenkonzentrationen aufi®®.  Beziiglich des Headspaceprofils der beiden
Gewlirztraminer, besteht kein Unterschied im Sesquiterpenprofil, wihrend Monoterpene beim
unaromatischen Gewiirztraminer nur in Spuren nachweisbar sind. Die eingeschrankte
Biosynthese des unaromatischen Gewlirztraminers betrifft demzufolge nur die

Monoterpenbiosynthese. Die Sesquiterpenbiosynthese ist unbeeinflusst.

Korrelation zwischen spezifischen Sesquiterpenen

Die Sesquiterpene wurden zudem auf etwaige untereinander bestehende Korrelationen
untersucht. Wenn zwei Sesquiterpene immer ein konstantes Verhéltnis aufweisen, ist dies ein
Indiz, dass beide Verbindungen {iiber eine ,multiple product Cyclase generiert werden.
Weichen die Gehalte (Peakflichenverhéltnisse) jedoch innerhalb einer Rebsorte oder zu
bestimmten Entwicklungsstadien ab, sind wahrscheinlich mehrere Enzyme an der
Generierung beteiligt.

Wie bereits erldutert, weist die Rebsorte Gewlirztraminer die Sesquiterpene (E, E)-a-Farnesen
aber auch (E,Z)-a-Farnesen, Farnesol, Methylfarnesoat und das Sesquiterpen RI 1597 auf.
Abbildung 19 =zeigt die Korrelation dieser Verbindungen mit (E,E)-a-Farnesen. Das
Sesquiterpen (E,E)-o-Farnesen weist eine sehr hohe Korrelation mit (E,Z)-o-Farnesen
(R?=0,9884) und dem nicht identifizierten Sesquiterpen RI 1597 (R?*= 0,9898) auf. Die
Korrelation ist unabhéngig vom Beprobungsjahr und der Region. Es liegt nahe, dass diese drei
Sesquiterpene im Gewiirztraminer {iber ein Enzym generiert werden, da sie immer im selben
Verhiltnis zueinander stehen. Die oxygenierten Sesquiterpene Farnesol und (E E)-
Methylfarnesoat korrelieren hingegen kaum (R?>=0,5008 bzw. R?=0,7562).

Abbildung 20 zeigt die Korrelation zwischen Guaia-6,9-dien und Selina-4,6-dien. In allen
untersuchten Rebsorten!®, unabhingig von Termin, Jahrgang und Region weisen beide
Sesquiterpene ein konstantes Verhéltnis auf. Hier besteht die Moglichkeit, dass beide
Verbindungen iiber ein Enzym generiert werden (vgl. Abbildung 13), das in allen untersuchten

Rebsorten aktiv ist.

15 Eine Korrelation konnte nicht fiir Gewiirztraminer und den unaromatischen Gewiirztraminer untersucht
werden, weil in beiden Rebsorten zum Teil f-Farnesen nachweisbar ist und dieses mit Selina-4,6-dien
coeluiert.
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Abbildung 19: Korrelation von (E,E)-o-Farnesen mit anderen Sesquiterpenen der Rebsorte
Gewiirztraminer. Aufgetragen sind die Werte aus den Messungen ab Beginn der Reife (Termine > 01.09.), von

beiden Regionen (Bonn und Geisenheim) aus den Jahren 2009-2012 (3_ n = 43).
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Abbildung 20: Korrelation von Guaia-6,9-dien und Selina-4,6-dien in verschiedenen Rebsorten.
Aufgetragen sind die Werte aus den Messungen aller Rebsorten (ausgenommen Gewdlirztraminer und
unaromatischer Traminer), iiber den gesamten Reifeverlauf, beider Regionen (Bonn und Geisenheim), aus den

Jahren 2009-2012 (3. n = 362). Der Bereich A wurde zusétzlich vergroBert dargestellt.
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Aufgrund der Profilinderung wihrend der Beerenreife besteht die Vermutung, dass vor und
nach der Veraison verschiedene Synthasen aktiv sind. Diese These wird durch die beiden
Sesquiterpene Humulen und Caryophyllen gestiitzt. Die Generierung beider Sesquiterpene
kann {ber das trans-Humulyl-Kation (Abbildung A 3) erfolgen. Beide Sesquiterpene
korrelieren auch in Vitis, jedoch zur Preveraison und Reife in unterschiedlichen Verhéltnissen
(Abbildung 21). Diese Anderung wihrend der Reife konnte bei verschieden Rebsorten, u.a.
dem Spitburgunder, beobachtet werden. Martin et al. (2010) haben verschiedene
Sesquiterpensynthasen des Spitburgunders funktionell charakterisiert, u.a. eine (E)-B-
Caryophyllen-Synthase sowie eine a-Humulen-Synthase, wobei beide Enzyme das jeweilige
andere Sesquiterpen als Nebenprodukt bilden'*4!.

Im Anhang (Tabelle A 11) sind weitere Korrelationen aufgefiihrt. Weiterhin ist zu erwéhnen,
dass Germacren D, das ein Schliisselintermediat fiir verschiedene Sesquiterpene sein kann,

kaum Korrelationen zu anderen Sesquiterpenen aufweist.
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Abbildung 21: Verinderung des Caryophyllen- und Humulen-Verhiiltnisses im Reifeverlauf bei den
Rebsorten Spitburgunder, Riesling, Siegerrebe, Silvaner, Gewiirztraminer und unaromatischer
Gewiirztraminer. Aufgetragen sind alle Messungen von 2009-2012, beider Regionen (Geisenheim und Bonn),

> n=220.
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2.3 Weitere fliichtige Verbindungen im Emissionsprofil des Exokarps

Neben Sesquiterpenen konnen auch Monoterpene und das Diterpen 13-epi-Manoyloxid im
Headspaceprofil des Exokarps verschiedener Rebsorten nachgewiesen werden.

Tabelle 5 informiert iiber die Verteilung der Mono- und Sesquiterpene sowie des Diterpens in
den verschiedenen Rebsorten. Wihrend im Headspace der roten Rebsorten ausschlieBlich
Sesquiterpene und das Diterpen nachweisbar sind, weist der Headspace weiller Rebsorten
teilweise einen hohen Anteil an Monoterpenen auf. Der prozentuale Gehalt an Monoterpenen
korreliert weitgehend mit der Klassifizierung des aromatischen Charakters (Tabelle 3). Einen
Uberblick iiber die nachweisbaren Monoterpene geben Abbildung 22 und Abbildung 23. Es
fallt auf, dass das Emissionsprofil des Gewlirztraminers nur wenige Monoterpenalkohole
aufweist. Stattdessen wird der Headspace des Gewlirztraminers von Geranylsdureestern
(Abbildung 22, Peak 7 und 8) dominiert. Es ist bekannt, dass das Exokarp des
Gewiirztraminers signifikant hohe Gehalte an Methylgeranat aufweist®”). Uber die HS-SPME
Messung kann neben Methylgeranat jedoch auch der Ethylester nachgewiesen werden.
Analog ist im Gewlirztraminer ebenfalls das Sesquiterpen Methylfarnesoat nachweisbar. In
wesentlich geringeren Konzentrationen sind die Ester auch in der Siegerrebe und im

Muskateller vertreten.

Tabelle 5: Prozentuale Anteile der Mono- und Sesquiterpene sowie des Diterpens 13-epi-Manoyloxid im
HS-Profil verschiedener Rebsorten. Die Auswertung erfolgte iiber den TIC. Ausgewertet wurden Cabernet
Sauvignon, Riesling, Syrah (n=5, 16.10.09, 12.10.10) Lemberger, Muskateller, Silvaner, Spétburgunder (n=4;
16.10.09, 12.10.10); Siegerrebe (n=6, 06.09.09; 21.09.09, 14.09.10); Gewiirztraminer (n=6; 01.10.09, 16.10.09,

12.10.10) und der unaromatische Gewiirztraminer (n=2; 19.09.11).

Diterpen 13-epi-

Rebsorte Monoterpene [%] Sesquiterpene [%]
Manoyloxid [%]

Lemberger n.n. 95+6 5+6
Syrah n.n. 98 + 1 2+1
Spatburgunder n.n. 93+ 11 7+ 11
Silvaner n.n. 97+2 3+2
Cabernet Sauvignon n.n. 63 £23 37+23
Riesling 6+1 93+1 1+0
Muskateller 65+18 33+17 2+1
Siegerrebe 49 £10 46+ 13 5+5
Gewlirztraminer 9+£5 91+0 <0,5
Unaromatischer

<0,5 97+ 1 2+1
Gewilirztraminer
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Abbildung 22: Monoterpene verschiedener aromatischer Rebsorten (Exokarp, Reife). Bezeichnung der

nummerierten Monoterpene ist Abbildung 23 zu entnehmen.

= OH
~ |
OH
| | S0 |
OH

E-B-Ocimen Linalool cis-Rosenoxid a-Terpineol Citronellol
(M 2 3) 4) )
0 0
A OH 2 o) e A PN
| | | ‘ﬁ
H

Geraniol Methylgeranat Ethylgeranat 13-epi-Manoyloxid

(6) (M ®) (a)

Abbildung 23: Strukturformeln der im Headspace verschiedener Rebsorten nachweisbaren Monoterpene
und des Diterpenes 13-epi-Manoyloxid. Nummerierung der Monoterpene erfolgt nach Abbildung 22, das
Diterpen ist Abbildung 9 zu entnehmen.
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2.4 Headspace-Profil des Mesokarps

Neben den Messungen der iiber das Exokarp emittierten Sesquiterpene wurde ebenfalls das
Mesokarp untersucht. Wiéhrend der Beerenreife konnten keine
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe im Mesokarp der untersuchten Rebsorten nachgewiesen
werden (Abbildung 24, A). Im Stadium der Vollreife wurden vereinzelt Sesquiterpene im
Mesokarp der Rebsorten Syrah, Lemberger und Gewiirztraminer detektiert. Die
Sesquiterpenprofile fiir Mesokarp und Exokarp waren bei diesen Messungen anndhernd
identisch (Abbildung 24, C). Eine Ausnahme bildet hierbei das Sesquiterpen epi-Zonaren, das
im Profil des Mesokarps einen hoheren Anteil aufweist. Da ein positiver Nachweis von
Sesquiterpenen im Mesokarp nur vereinzelt verzeichnet wurde und die Profile mit dem
Exokarp anndhernd identisch sind, ist nicht auszuschlieBen, dass ein falsch-positiver
Nachweis durch unvollstindiges Abtrennen des Exokarps beim Schélen erfolgte oder durch
eine Diffusion der Sesquiterpene, hervorgerufen durch eine beginnende Erweichung und
Desintegration des Zellgewebes im Zustand der Vollreife. Aufschluss iliber eine etwaige

biosynthetische Aktivitdt im Mesokarp liefert Abschnitt 3.3.

23,0 24,0 25,0 26,0 27,0 28,0 29,0

23,0 24,0 25,0 26,0 27,0 28,0 29,0

23,0 24,0 25,0 26,0 27,0 28,0 29,0
min

Abbildung 24: Vergleich der HS-SPME-Messungen des Meso- und Exokarps. Die Chromatogramme
wurden auf die Sesquiterpen-spezifischen Ionenspur m/z = 161 gefiltert. Dargestellt sind: Exokarp (schwarze
Ionenspur) und Mesokarp (rote Ionenspur) fiir Syrah vor der Reife (A, 21.09.09) sowie zur Vollreife fiir
Spatburgunder (B, 16.10.09) und Syrah (C, 16.10.09.). Die nummerierten Peaks entsprechen 3-Damascenon (1),
Geranylaceton (2) und epi-Zonaren (3).
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2.5 Moglichkeiten zur Quantifizierung

Uber HS-SPME-Messungen ganzer Beeren kénnen nur die Emissionsprofile ermittelt werden.
Eine Quantifizierung ist {iber dieses Verfahren nicht moglich!®. Um eine Aussage iiber den
Gehalt an Sesquiterpenen im Exokarp (hier: in der Wachsschicht) sowie der Emissionsmenge
treffen zu konnen, wurden folgende zwei Verfahren zur Quantifizierung herangezogen. Dabei
wurde als interner Standard Bromdecan verwendet und der Gehalt an Sesquiterpenen als
Bromdecan-Aquivalente berechnet. Bromdecan wird iiblicherweise als interner Standard zur
Bestimmung von Pflanzenemissionen verwendet>*M°], Es erfolgte keine Optimierung bzw.
Validierung der hier angewandten Verfahren. Die Gehaltsbestimmung soll nur als

Orientierung dienen.

a) Quantifizierung der in der Wachsschicht akkumulierten Sesquiterpene
Bereits Versini et al. (1994) vermuteten, das Sesquiterpene in der Wachsschicht der
Beeren akkumuliert werden. Sie tauchten daher die Beeren in Ethanol, um die
Wachsschicht zu 16sen*”!. Abweichend zu Versini et al. wurde die Wachsschicht in
diesem Experiment mit Dichlormethan geldst und der Extrakt nach Abtrennen der
Wachse durch ausfrieren analysiert (Tabelle 6). Dieses Verfahren wird haufig zur

Isolation der Lipide auf Blattoberflichen angewandt!¢].

Tabelle 6: Quantitative Bestimmung der in der Wachsschicht akkumulierten Sesquiterpene

Rebsorte Sesquiterpengehalt [mg/kg Trauben] Termin

Gewiirztraminer 1,1 mg/kg 26.10.2010
Spatburgunder 0,5 mg/kg 26.10.2010
Lemberger 0,1 mg/kg 26.10.2010
Riesling 0,1 mg/kg 26.10.2010

Die ermittelten Sesquiterpengehalte der Wachsschicht sind vergleichbar mit den
Ergebnissen von Versini et al. (1994)7], die fiir die Sesquiterpene Methylfarnesaot,
Farnesol sowie die zwei Farnesenisomere einen Gehalt von 0,6 mg/kg

(Gewiirztraminer, Reife), berechnet als Octanoldquivalente, ermitteln konnten.

b) Quantifizierung der emittierten Sesquiterpene

16 Eine Quantifizierung bei SPME-Messungen kann z.B. iiber deuteriummarkierte, interne Standards oder
Standardaddition erfolgen [49]. Beim Gleichgewicht eines Analyten zwischen Exokarp und Gasphase ist der
Zusatz eines internen Standards jedoch nicht moglich.
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Bei diesem Verfahren wurden die Gasphase und damit die emittierten fliichtigen
Verbindungen kontinuierlich {iber ein Tenaxrohrchen geleitet. Die Analyten wurden
auf dem Tenax angereichert und konnten anschlieBend eluiert werden (Tabelle 7). Die

sogenannte dynamische HS-Sampling-Technik wird héufig zur Analyse der

57]

Pflanzenemission herangezogen!

1 Aktivkohlefilter

2 Exsikkator mit Traube
3 Tenaxrohrchen

4 Waschflasche

5 Membranpumpe

Abbildung 25: Apparatur zur dynamischen Headspace-Extraktion.

Tabelle 7: Quantitative Bestimmung der emittierten Sesquiterpene

Rebsorte Emittierter Sesquiterpengehalt Termin
[ng/kg Trauben *Zeit]

Lemberger 53 ng/(kg*24h) 26.10.2010

Lemberger 56 ng/(kg*24h) 28.09.2011

Syrah 46 pg/(kg*24h) 28.09.2011

Gewlirztraminer 80 ng/(kg*24h) 15.09.2011
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2.6 Sesquiterpenprofile der Bliiten

Es ist bereits bekannt, dass Bliiten von Vitis vinifera zahlreiche Sesquiterpene emittieren (vgl.
Abschnitt 1.4). Die Analyse des Sesquiterpenprofils der Bliiten iber HS-SPME-GC-MS sollte
nur erginzend zu der Untersuchung der Beeren erfolgen. Die Analyse umfasste Proben aus
dem Jahr 2010, Geisenheim (alle Rebsorten mit Aussnahme von Vitis labrusca, n = 1) und
Proben aus 2013, Bonn (Lemberger, Syrah, Spétburgunder, Gewiirztraminer, n = 3). Die
Probenahme 2013 erfolgte an zwei Terminen wéhrend der Bliitenentwicklung (Abbildung 26).
Im Vergleich zu Beeren weisen Bliiten eine sehr hohe Emissionsrate auf. Diese Aussage kann
hier ohne absolute Quantifizierung, allein durch Betrachtung der Signalintensitit (Abbildung
27) getroffen werden. Zumal jeweils nur vier Stecknadelkopf gro3e Bliiten vermessen wurden
und dennoch ein Split von 1:100 gewéhlt werden musste, wihrend die Beeren ohne Split
vermessen wurden. Dies ist damit zu begriinden, dass die Emission der Bliiten primér auf das
Anlocken von Insekten abzielt und eine entsprechende Signalreichweite und damit
Emissionsrate gewdéhrleistet sein muss. Durch ihre antimikrobiellen Eigenschaften scheinen

Terpene zudem eine wesentliche Rolle beim Schutz von Bliiten und der anschlieBenden

40]

normalen Samenentwicklung zu spielen!

Abbildung 26: Bliitenentwicklung. Dargestellt sind (A) Bliitenknospen (Probenahme Termin 1, 13.06.2013)
und (B) die Anthese (Probenahme Termin 2 02.07.2013). Zur Anthese sind die Bliiten gedffnet, die
Fruchtknoten und Staubblitter (Antheren) liegen frei.
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Im Vergleich zu den Beeren weisen Bliiten eine geringere Anzahl unterschiedlicher
Sesquiterpene auf. Einige der in Bliiten identifizierten Verbindungen sind ebenso in Beeren
nachweisbar. Es besteht aber kein Zusammenhang zwischen dem Emissionsprofil der Bliiten
und Beeren innerhalb einer Rebsorte. So zdhlen z.B. (E,E)-a-Farnesen und seine Isomere zu
den Leitverbindungen der Bliiten aller untersuchten Rebsorten wiahrend diese Verbindungen
in der Intensitit nur in Beeren der Rebsorte Gewlirztraminer detektierbar sind. Andere
Verbindungen, hervorzuheben sind hier vor allem Valencen und 7-epi-a-Selinen, sind nur in
den Bliiten nachweisbar (Tabelle 8).

Die identifizierten Sesquiterpene entsprechen weitgehend den in der Literatur beschriebenen,
in Bliiten von Vitis vinifera nachgewiesenen Sesquiterpenen'*!"*] Nicht identifiziert werden
konnten jedoch B-Bisabolen, y-Cadinen, a- und 8-Guaien, B-Selinen und a-Selinen. Dies kann
darauf zuriickgefiihrt werden, dass Buchbauer et al. (1994, 1995) neben den Rebsorten

Spétburgunder, Lemberger und Gewiirztraminer acht weitere Rebsorten untersuchten*!H42],
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Abbildung 27: HS-SPME-GC-MS-Chromatogramm: Lemberger, Bliite (13.06.2013). Abbildung A zeigt den
Chromatogrammausschnitt von 12-42 min. Beschriftet sind (E)-f-Ocimen (a), Linalool (b), 4,8-Dimethyl-1,3,7-
nonatrien (DMNT, c). Abbildung B zeigt den vergroferten Bereich von 23-30 min (in Abbildung A grau

hinterlegt). Die Bezeichnung der nummerierten Sesquiterpene ist Tabelle 8 zu entnehmen.
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Tabelle 8: Ubersicht der in Bliiten identifizierten Sesquiterpene. Grau hinterlegte Sesquiterpene konnten

bisher ausschlieBlich in Bliiten, nicht in den Beeren, nachgewiesen.

Nr.  Sesquiterpen Identifizierung! RI RI (Lit.)?
1 B-Elemen c 1391 1391
2 (E)-B-Caryophyllen a 1424 1418
3 (E)-B-Farnesen a 1454 1458
4 a-Humulen a 1460 1454
5 Germacren D b 1485 1480
6 Aristolochen c 1489 1486°
7 (3Z,6E)-a-Farnesen a 1491 14803
8 Valencen b 1498 1491
9 Germacren A c 1502 1503
10  (E E)-o-Farnesen a 1504 1508
11 7-epi-a-Selinen b 1526 15343
12 (E)-Nerolidol a 1563 1564
13 Caryophyllenoxid c 1590 1581
14 Unbekannt RI 1597 - 1597 -

1) Identifizierung: a) mittels Standardsubstanz, b) iiber Massenspektrum und Retentionsindex, c) vorldufig identifiziert iiber
Massenspektrum und Retentionsindex

2) RI (Lit.) = Retentionsidices auf einer DBS5 [52]

3) Retentionsindices auf einer DB1 (®Massfinder)

ae S0 GO,

B-Elemen (E)-B-Caryophyllen (E)-B-Farnesen Humulen Germacren D
(1) 2) 3) “4) (5)
Oy Mol Oy SO el
: B P : : =z X NN
Aristolochen (3E,6Z)-a-Farnesen Valencen Germacren A (E,E)-o-Farnesen
(6) (7) (®) ) (10)
0 e
y N N
v 17
7-epi-a-Selinen Nerolidol Caryophyllenoxid
(11) (12) (13)

Abbildung 28: Strukturformeln der in Bliiten nachweiswaren Sesquiterpene
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Buchbauer et al. (1994, 1995) konnten die Emissionsprofile der untersuchten Bliiten
rebsortenabhingig unterscheiden!*'"*?!. Auch im Rahmen dieser Arbeit waren signifikante
Unterschiede zwischen den untersuchten Rebsorten nachweisbar (Abbildung 29, Tabelle A
12). Wihrend Valencen und 7-epi-a-Selinen zu den Leitverbindungen in den Bliiten von
Lemberger, Gewiirztraminer und Syrah ziihlten!”, konnten diese Sesquiterpene bisher nicht im
Emissionsprofil des Spitburgunders nachgewiesen werden. Die Rebsorten Lemberger,
Gewlirztraminer und Syrah wiesen jedoch #hnliche Emissionsprofile auf, signifikante

Unterschiede bestanden nur im Fingerprint bei einigen Sesquiterpenen (Tabelle A 12).

Bliitenknospe, 13.06.2013
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400 E B-Elemen
2350 —
2 300 T B o-Humulen
S 25,0 E2
= 200 1

B Germacren D

=<
= 15,0 j|>
2 10,0

~
50 | ol 8 (E)--Caryophylien
Lemberger Spétburgunder
O B-Farnesen
Anthese, 02.07.2013
jgg . O (E,E)-a-Farnesen
X 60,0
= 500 . B Valencen
.2 40,0
% 30,0 B 7-epi-a-Selinen
ge—— N
0,0 |+ mmm— : =
Lemberger Spitburgunder

Abbildung 29: Sesquiterpenprofil der Bliiten zu unterschiedlichen Terminen der Bliitenentwicklung (n=3)

Im Verlauf der Bliitenentwicklung konnte ebenfalls eine Anderung des Emissionsprofils
festgestellt werden. Wiahrend der Anthese steigt der Anteil an Farnesen-Isomeren an, wahrend
vor der Anthese auch andere Sesquiterpene dominieren. Dies korreliert mit den Ergebnissen
von Liicker et al. (2004)!*)). In dieser Studie wurden zwei Sesquiterpen-Synthasen (Valencen-
Synthase (VvVal) sowie eine (-)-Germacren D-Synthase (VvGerD)) im Gewlirztraminergenom
identifiziert und funktionell charakterisiert. Die Transkriptionslevel dieser Synthasen waren in

den Bliitenknospen am hochsten. Liicker et al. konnten ebenfalls mittels in vitro Enzymassay

17 Ausnahme: Syrah (Termin 1 13.06.2013, GH)

41



zeigen, dass Vvlal Farnesyldiphosphat zu (+)-Valencen (49,5 %), (-)-7-epi-a-Selinen (35,5
%), a-Selinen (7,0 %), Aristolochen (3,6 %) sowie (E)-B-Caryophyllen, a-Humulen und
Germacren D umsetzt!*].

Valencen und 7-epi-a-Selinen sind ebenso im Headspace der untersuchten Bliiten
nachweisbar. Ihre Peakflichen weisen eine signifikant hohe Korrelation auf (R? = 0,9908;
Abbildung 30). Das Verhiltnis der beiden Sesquiterpene im in vitro Enzymassay von
35,5%:49,5% bzw. 0,72:1 entspricht anniihernd exakt der Steigung der Korrelationsgerade.
Somit bestétigen die Headspace-Messungen der Bliiten die in vitro Ergebnisse von Liicker et
al. (2004)*¥. Die anderen, im Enzymassay identifizierten Sesquiterpene (z.B. Humulen,
Caryophyllen) sind im Headspace der Bliiten zu deutlich héheren Anteilen nachweisbar, als
die Ergebnisse von Liicker et al. (2004) erwarten lassen. Zudem zeigen sie keine direkte
Korrelation zu Valencen oder Selinen. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass noch
weitere Synthasen am Emissionsprofil der Bliiten und an der Generierung dieser

Sesquiterpene beteiligt sind.
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Abbildung 30: Korrelation zwischen Valencen und 7-epi-a-Selinen. Dargestellt sind die Messungen aller

untersuchten Rebsorten wéhrend der Bliite aus den Jahren 2010 (Geisenheim) und 2013 (Bonn), (n=33).
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3 Sesquiterpenbiosynthese
3.1 Versuchsmodell

Um die Beteiligung der jeweiligen Biosynthesewege zu untersuchen, wurden die
deuteriummarkierten Verbindungen [5,5-*Hz]-Mevalonolacton (d>-MVL) und [5,5-2Ha]-
Deoxy-D-xylulose (d2-DOX) nach Simpson et al. (1997) bzw. Meyer et al. (2004)
synthetisiert. Die jeweiligen Verbindungen werden in der Pflanze zu d>-MVA und d>-DOXP
umgesetzt und sind an den jeweiligen Biosynthesewegen zur Generierung von IPP und
DMAPP beteiligt (Abbildung 31). Da beide Prikursoren zu denselben Markierungspositionen

in I[PP und DMAPP fiihren, wurde jeweils nur ein Prakursor pro Versuch appliziert.

OH
XH 3) OHD p OHD D
b T I <0 oo =< O OH

070 HOOC CD,0OH OH Ol

1 2) /KBE () ©)
OPP

Abbildung 31: Strukturformeln eingesetzter Deuterium-markierter Prikursoren und der daraus
generierten markierten Isoprenoidbausteine d:-IPP und d-DMAPP. Dargestellt sind d>-MVL (1), da-
MVA (2), d>-IPP (3), d>-DMAPP (4), d>-DOXP (5) und d>-DOX (6).

Die Applikation erfolgte entweder durch Injektion in das Mesokarp ganzer Beeren oder durch
Inkubation mit isoliertem Exokarp (Abbildung 32). Die Analysen mit dem isolierten Exokarp
wurden mit den neutralen Rebsorten Lemberger und Syrah sowie mit der aromatischen
Rebsorte Gewiirztraminer und dem unaromatischen Gewlirztraminerklon durchgefiihrt. Die
Applikation in die Beere wurde lediglich mit der Rebsorte Lemberger durchgefiihrt.

Wie in Kapitel 2.3 gezeigt werden konnte, sind auch Monoterpene und das Diterpen 13-epi-
Manoyloxid iiber die HS-SPME-Messungen des Exokarps nachweisbar. Da die Biosynthese
von Terpenen plastidischen Ursprungs miterfasst wird, ermoglicht dies einen erweiterten

Einblick in die Kompartimentierung der Terpenbiosynthese.
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Abbildung 32: Applikationsmoglichkeiten der markierten Prikursoren. Dargestelt sind: A) die Injektion in
das Mesokarp mittels Mikroliterspritze sowie B) die Inkubation von isoliertem Exokarp. Die Beerenhdute

werden dabei auf eine wissrige Losung der Prakursoren gelegt.
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3.2 Bestimmung der Einbaurate markierter Prikursoren

Die Generierung der Sesquiterpene erfolgt {iber Farnesyldiphosphat unter Verwendung von
drei Bausteinen IPP und DMAPP (Abbildung 4) bzw. im Fall der deuteriummarkierten
Prakursoren d»-IPP und d>-DMAPP (Abbildung 31). Folglich kénnen maximal bis zu sechs
Deuteriumatome eingebaut werden. Abbildung 33 zeigt den Elutionsbereich fiir Germacren D
nach Applikation von d>-MVL. Neben markiertem Germacren D (d¢) ist immer noch
unmarkiertes Germacren D (do) nachweisbar. Bei der gaschromatographischen Trennung
eluieren Deuterium-markierte Verbindungen in Abhingigkeit des Deuterierungsgrades vor

den unmarkierten Analoga (sog. inverser Isotopeneffekt)>®!.
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Abbildung 33: Chromatogramm und Massenspektren von markiertem und unmarkiertem Germacren D
nach Applikation von d-MVL. Links dargestellt ist die chromatographische Trennung von markiertem und
unmarkiertem Germacren D. Links oben ist der TIC (total ion chromatogramm) gezeigt, links unten sind die
charakteristischen Ionenspuren (SIS: single ion selection) fiir unmarkiertes Germacren D (m/z = 161), d»-
Germacren D (m/z = 163), ds-Germacren D (m/z = 165) und ds-Germacren D (m/z = 167) dargestellt. Rechts
abgebildet sind die Massenspektren von unmarkiertem (do, oben) und markiertem (de, unten) Germacren D sowie

das erwartete Markierungsmuster (vgl. Kapitel 3.4).
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Der Markierungsgrad kann iiber die Molekiilionen [M]-" ermittelt werden. Im Fall des
genuinen Germacren D ist das Molekiilion bei m/z = 204 nachweisbar. Das Molekiilion des
markierten Germacren D weilit eine Masse von m/z = 210 auf und damit eine Verschiebung
um sechs Einheiten, was einem Einbau von sechs Deuteriumatomen entspricht. Auch das
Fragment m/z = 167 des markierten Germacren D weist eine Verschiebung um sechs
Einheiten auf (genuin: m/z = 161). Uber dieses Fragment kann auf einen bestimmten
Cyclisierungsmechanismus bei der Generierung des Germacren D zuriickgeschlossen werden
(Abschnitt 3.4). Neben ds-Germacren D sind auch ds-Germacren D (Ionenspur m/z = 165) und
d>-Germacren D (Ionenspur m/z = 163) nachweisbar. Die Auswertung erfolgte nur fiir
vollstindig markierte Sesquiterpene. Da die Fragmente m/z = 161 und 167 eine hdhere
Intensitédt aufweisen als die Molekiilionen, wurde die Quantifizierung {iber diese lonenspuren

gemal der Formel:

A
R% = —=+100%

g
R% = Einbaurate [%]
A = Peakflache der markierten Verbindung
A, = Peakflache der genuinen Verbindung

durchgefiihrt. Analog zum Germacren D wurden auch andere Sesquiterpene (Abbildung 34)
aber auch Monoterpene und das Diterpen 13-epi-Manoyloxid markiert und {iiber ihre
charakteristischen lonenspuren ausgewertet (Tabelle 9).

Sesquiterpene, die starke Uberlagerungen zeigten (z.B. die Sesquiterpene bei RI 1391 oder
(E)-B-Caryophyllen und [B-Ylangen) wurden nicht fiir die Auswertung herangezogen.
Abbildung 34 verdeutlicht zudem, dass fast alle markierten Sesquiterpene, analog dem
Germacren D, das Fragment m/z = 167 bilden, d.h. bei der Abspaltung einer Isopropylgruppe
kein Verlust eines Deuteriums erfolgt. Die jeweiligen Massenspektren, postulierte
Markierungsmuster und Vorschlige zu Cyclisierungsmechanismen sind in den Anhdngen

Abbildung A 8 bis Abbildung A 15 angegeben bzw. werden in Kapitel 3.4 ndher erldutert.
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244

Abbildung 34: Charakteristische Ionenspuren unmarkierter und markierter Sesquiterpene nach

Applikation von d:-MVL (Lemberger, Reife). Abbildung A zeigt die Ionenspur fiir unmarkierte Sesquiterpene

(m/z = 161). Abbildung B zeigt Ionenspuren fiir markierte Sesquiterpene (m/z = 167 (rot) und m/z = 166

(schwarz)). Die ausgewerteten Sesquiterpene sind, entsprechend ihrer Nummerierung, Tabelle 9 zu entnehmen.

Die Sesquiterpene Nr. 9 und 10 in Tabelle 9 weisen nicht die Fragmentionen auf, die im dargestellten

Chromatogrammauszug extrahiert wurden. Die Chromatogramme wurden versetzt dargestellt, um eine

Zuordnung visuell zu vereinfachen.

Tabelle 9: Charakteristische Fragmente genuiner und Deuterium-markierter Terpene in Lemberger und

Syrah nach Applikation von d2-DOX und d>-MVL

Nr.  Verbindung Molekiilion Ionenspur fiir Auswertung Markierungsgrad
genuin/markiert genuin/markiert

Monoterpene

1 Geraniol n.n.? 69/71 4°
Sesquiterpene

2 a-Ylangen 204/210 161/167 6

3 y-Elemen! 204/210 189/195 6

4 Guaia-6,9-dien 204/209 161/166 5

5 Selina-4,6-dien 204/209 161/166 5

6 Germacren D 204/210 161/167 6

7 epi-Zonaren n.n.? 161/166 53

8 y-Cadinen 204/210 161/167 6

9 RI 1534 n.n.? 122/125 nb.t

10 B-Calacoren 200/204 142/146 4

11 Germacren B! 204/210 189/195 6
Diterpene

12 13-epi-Manoyloxid ~ 275/283 257/265 8

1) Deuterium-markiertes Analogon bildet die Fragmente m/z 166 und 167 nach Abspaltung der Isopropylgruppe
2) n.n. = nicht nachweisbar
3) unter Vorbehalt

4) n.b. = nicht bestimmbar
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3.3 Untersuchung der Kompartimentierung der Biosynthesewege

Vorversuch: Applikation von d>-MVL und d>-DOX zu intakten Beeren (Lemberger)

In Kapitel 2.4 wurde bereits beschrieben, dass nur im Mesokarp einiger Rebsorten
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe nachweisbar waren. Um zu priifen, ob dennoch eine
biosynthetische Aktivitdt bzgl. der Sesquiterpene vorliegt, wurden die markierten Prakursoren
in das Mesokarp der intakten Beeren appliziert und Meso- und Exokarp nach einer
Inkubationszeit getrennt voneinander analysiert. Weder d2-MVL noch d>-DOX fiihrten zu
markierten Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen im Mesokarp der Beere. Jedoch war nach
Applikation von d2-DOX, analog zu den Ergebnissen von Luan und Wiist (2002), ein Einbau
in Monoterpene nachweisbar, wéhrend die Verabreichung von d>-MVL zu keiner Markierung
der Monoterpene des Mesokarps fiihrte (Anhang, Abbildung A 4)1],

Zum Teil konnte nach Applikation der markierten Prakursoren zu intakten Beeren eine
Markierung der vom Exokarp emittierten Sesquiterpene nachgewiesen werden. Die
Sesquiterpene wiesen eine Deuteriummarkierung von max. 139 % bei Applikation von d»-
MVL und 20 % nach Verabreichung von d,-DOX auf'®. Die erfolgte Markierung im Exokarp
ist auf einen Transport der Prikursoren von Meso- zu Exokarp zuriickzufiihren. Unklar ist
hierbei, ob es sich um einen aktiven Transport handelt oder nur um Diffusion. Die Applikation
von d»-DOX fiihrte auch hier zur Markierung von Monoterpenen und dem Diterpen 13-epi-
Manoyloxid (Anhang, Abbildung A 5). In Tabelle 10 sind die erzielten Einbauraten
angegeben.

Da sich iiber diese Versuche =zeigte, dass bzgl. der Sesquiterpenbiosynthese keine
biosynthetische Aktivitidt im Mesokarp vorlag, wurden nachfolgende Messungen nur mit dem

isoliertem Exokarp durchgefiihrt.

18 Maximale Einbaurate bezieht sich auf y-Elemen
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Tabelle 10: Maximal erzielter Einbau von d:-DOX und d2-MVL in Mono-, Sesqui- und Diterpene des

Exokarps nach Applikation in intakte Beeren, n=1

Einbaurate [%]

Verbindung d:-MVL d:-DOX
Monoterpene

Geraniol n.n.! 79
Sesquiterpene

a-Ylangen 41 6
v-Elemen 139 20
Guaia-6,9-dien 35 n.b.2
Selina-4,6-dien 48 5
Germacren D 46 nb.2
epi-Zonaren 16 3
y-Cadinen 47 4
Germacren B 33 6
B-Calacoren n.b.2 n.b.2
Diterpen

13-epi-Manoyloxid nn.' 3

1) n.n. = nicht nachweisbar
2) n.b. = nicht bestimmbar

Applikation zu isoliertem Exokarp

Bei der Inkubation von isoliertem Exokarp konnte bei der Rebsorte Lemberger sowohl nach
Applikation von d>-MVL, als auch von d>-DOX eine Markierung verschiedener Sesquiterpene
nachgewiesen werden. Beide markierten Prakursoren fiihrten zu vergleichbaren Einbauraten
(Abbildung 35, A). Maximale Einbauraten wurden fiir die Sesquiterpene Germacren D,
Germacren B und y-Elemen erzielt. Die ermittelten Einbauraten von bis zu 100% innerhalb
von 48 h Inkubationszeit lassen auf eine hohe biosynthetische Aktivitit im isolierten Exokarp
schlieBen. Werden die erzielten Einbauraten fiir die beiden Pridkursoren gegeneinander
aufgetragen (Abbildung 35, B), spiegelt die Steigung den Crosstalk zwischen beiden
Biosynthesewegen wieder: beide Prikursoren konnen demnach gleichermaflen zur Bildung
von Sesquiterpenen beitragen. Die erzielten Einbauraten der jeweiligen Prikursoren zeigten

zudem eine hohe Korrelation (R? = 0,8937).
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Abbildung 35: Deuteriumeinbau nach Applikation von d>-MVL und d2-DOX (Lemberger, Exokarp).
Dargestellt sind Messungen aus 2012 (Reife, n = 4). Abbildung A zeigt Box-Whisker-Plots mit dem 25%
Perzentil (1. Quartil, unten) und dem 75% Perzentil (3. Quartil, oben), getrennt durch den Median (50%
Perzentil). Die Raute entspricht dem Mittelwert. Unterer Whisker ist das untere Perzentil minus den kleinsten
Wert, oberer Whisker ist der grofite Wert minus den oberen Perzentil. Abbildung B zeigt die Korrelation der
erzielten Einbauraten der beiden Biosynthesewege. In Abbildung C sind iliber Box-Whisker-Plots die erzielten

Einbauraten von d,-MVL und d»,-DOX in 13-epi-Manoyloxid dargestellt.

Im Anhang (Abbildung A 6 und Abbildung A 7) sind die Ergebnisse fiir Lemberger fiir 2010
sowie fiir Syrah, Gewiirztraminer und dem unaromatischen Gewiirztraminer fiir 2012
aufgefiihrt. Bei allen untersuchten Rebsorten erfolgte der Einbau beider Prékursoren in der
gleichen GréBenordnung, obgleich der Einbau von d>-DOX in die Sesquiterpene der Rebsorte
Lemberger 2010 etwas geringer ausfiel, als bei den Applikationsstudien 2012. Analog zu den
Ergebnissen von Luan und Wiist (2002)!?!) fand nur ein geringfiigiger Einbau von d>-MVL in
Monoterpene statt, wihrend d>-DOX zu einer deutlichen Markierung fiihrte. Auch das
Diterpen 13-epi-Manoyloxid konnte nach Applikation von d>-DOX markiert nachgewiesen
werden, wohingegen eine Markierung nach Applikation von d>-MVL nur in Spuren
nachweisbar war (Abbildung A 6). Mono- sowie Diterpen-Synthasen besitzen am N-Terminus

ein Transitpeptid, um in die Plastiden zu gelangen, wahrend Sesquiterpensynthasen im
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Cytoplasma lokalisiert sind?®”). Demzufolge kann auf einen Transport von Prikursoren vom
Plastid zum Cytosol geschlossen werden. Dahingegen besteht nur ein limitierter Import von
cytosolischem IPP/DMAPP in die Plastiden. Dieses Modell ist im Einklang mit der Studie
von Bick und Lange (2003), die einen einfach gerichteten Transport von Isoprenoid-
Intermediaten von Plastid zu Cyctoplasma fiir isolierte Chloroplasten von Spinat, Griinkohl
und Indischen Senf zeigen konnten!'’!.

Der nachgewiesene Crosstalk ist unabhingig von der Rebsorte (aromatisch oder neutral), dem
Jahrgang und der strukturellen Klassifizierung der Sesquiterpene (acyclisch und polycyclische
Sesquiterpene). Sogar der unaromatische Gewiirztraminer, dessen Monoterpenbiosynthese
gehemmt ist, wies einen uneingeschrankten Einbau von d2-DOX in Mono- und Sesquiterpene
auf (Abbildung A 6). Dies ldsst vermuten, dass bei dem unaromatischen Traminer die

Biosynthese von DOXP gehemmt ist.

3.4 Bestimmung der Stereochemie von Germacren D und Bewertung des
Markierungsmusters weiterer Sesquiterpene, Reife

Germacren D ist ein in der Natur weit verbreitetes, chirales Sesquiterpen. Wie bereits in
Abschnitt 2.1 erldutert, ist Germacren D aber auch ein hdufiges Schliisselintermediat zur
Generierung weiterer Sesquiterpene. Die verschiedenen Germacren D-Enantiomere sind von
Relevanz, da sie unterschiedliche biologische Aktivititen bei Pflanze-Insekt-Interaktionen
aufweisen konnen. So konnten Stranden et al. (2002) nachweisen, dass das (S)-Germacren D
einen zehnmal stirkeren Effekt auf die Rezeptorneuronen der Motte Helicoverpa armigera
aufweist, als das (R)-Enantiomer'®”). Auch fiir Vitis sp. konnte gezeigt werden, dass die Motte
Paralobesia viteana (Clemens) von emittierten Terpenen der Beeren, u.a. Germacren D,

angelockt wird!!!,
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Abbildung 36: Einbau markierter Prikursoren in die Germacren D-Enantiomere. Nach dem

enzymatischen Cyclisierungsmechanismus in Solidago canadensis'®?.

Fiir Solidago canadensis (Goldrute) ist der Cyclisierungsmechanismus zum Germacren D
ndher charakterisiert. In der Goldrute sind zwei verschiedene enantioselektive Enzyme an der
Cyclisierung beteiligt, die jeweils liber eine 1,3-Hybridverschiebung das (S)-Germacren D
und iiber zwei hintereinander geschaltete 1,2-Hybridverschiebungen das (R)-Germacren D
bilden. Steliopoulos et al. (2002) konnten den von Schmidt et al. (1999) postulierten
Cyclisierungsmechanismus unter Verwendung von [5,5-*Hz]-Deoxy-D-xylulose bestitigen

(Abbildung 36)63M621 Bei der Cyclisierung zum (S)-Germacren D kommt es zu einem Shift
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der Deuteriummarkierung an Position 11, wihrend die Markierung des (R)-Enantiomers an
Position 10 verschoben wird. Beide Isomere weisen das Molekiilion m/z = 210 auf. Das (S)-
Enantiomer fragmentiert jedoch unter Abspaltung der Isopropyl-Seitenkette zu m/z = 166,
wiéhrend das (R)-Enantiomer das Fragment m/z = 167 bildet.

In Vitis vinifera fragmentiert das deuterierte Germacren D unter Bildung des Fragments m/z =
167 (Abbildung 33), analog zu dem (R)-Germacren D in Solidago canadensis. Dass es sich
bei Vitis vinifera tatsichlich um das (R)-Enatiomer handelt'®, konnte mit enantioselektiver
Analyse bestétigt werden (Abbildung 37). Interessanterweise ist das (R)-Enantiomer des
Germacren D eher in niederen Pflanzen, z.B. Lebermoosen priasent, wihrend es seltener in

Angiospermen nachweisbar ist%4],

| Solidago canadensis (R)

0 ()

68,0 69,0 70,0 71,0 72,0 73,0 74,0 75,0 76,0 77,0

min

81 Vitis vinifera cv. Lemberger (R)

68,0 69,0 70,0 71,0 72,0 73,0 74,0 75,0 76,0 77,0
min

Abbildung 37: Enantioselektive Analyse der Germacren D Enanantiomere in Solidago canadensis und

Vitis vinifera cv. Lemberger (Reife)

1 Bei reifen Trauben. Zur Preveraison ist das (S)-Enantiomer nachweisbar, vgl. Kapitel 3.5
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Ableitung moglicher Markierungsmuster weiterer Sesquiterpene

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, weisen auch eine Vielzahl weiterer Sesquiterpene analog zu
dem ds-(R)-Germacren D das Fragment m/z = 167 auf. Germacren D kann als
Schliisselintermediat zur Bildung weiterer Sesquiterpene, z.B. a-Ylangen und y-Cadinen,
dienen. Weisen markierte Sesquiterpene das Fragment m/z = 167 auf, ist dies ebenfalls auf die
Abspaltung einer (C3H7')-Einheit, d.h. einer nicht markierten Isopropyleinheit,
zuriickzufiithren. Dies kann auf eine Cyclisierung iiber die besagte 1,3-Hybridverschiebung
zum (R)-Germacren D nach Schmidt et al. (1999)1®*1 und anschlieBender Generierung der
Sesquiterpene o-Ylangen und y-Cadinen nach Steele et al. (1998)12¢ zuriickgefiihrt werden
(Abbildung A 8).

Uber die Molekiilionen der Sesquiterpene Guaia-6,9-dien und Selina-4,6-dien kann ein
maximaler Einbau von nur fiinf Deuteriumatomen abgeleitet werden (Abbildung A 12). Der
Verlust eines Deuteriums ist hierbei auf die Cyclisierung zuriickzufiihren. Als Mechanismus
kann eine Kombination der frithen Cyclisierungsschritte zum (R)-Germacren D nach Schmidt
et al. (1999)1°% und die anschlieBende Cyclisierung nach Steele et al. (1998)!?%Iherangezogen
werden (Abbildung A 9).

Das beobachtete Markierungsmuster fiir Germacren B stimmt ebenfalls mit dem nach Steele
et al. (1999) formulierten Cyclisierungsmechanismus iiberein. Uber eine Cope-Umlagerung
kann zudem das Sesquiterpen y-Elemen vom Germacren B abgeleitet werden (Abbildung A
10). Auffallig ist jedoch, dass beide Sesquiterpene unter Bildung gleicher Anteile an m/z =
166 und m/z = 167 fragmentieren (Abbildung A 13). Da iiber die Molekiilionen ein
vollstindiger Einbau der sechs Deuteriumatome nachweisbar ist, muss die Abspaltung der
Isopropylgruppe nach intramolekularer Umlagerung eines Protons oder Deuteriumatoms

erfolgen.
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3.5 Bestimmung der Stereochemie von Germacren D und Bewertung des
Markierungsmusters weiterer Sesquiterpene, Preveraison

In Abschnitt 2.2 konnte gezeigt werden, dass sich die Sesquiterpenprofile zur Preveraison
deutlich von den Profilen zur Zeit der Reife unterscheiden. Nach der Applikation von d>-DOX
zu Beeren im friihen Entwicklungsstadium?® konnten markierte Sesquiterpene nachgewiesen
werden, die nicht, wie im Reifestadium, das Fragment m/z = 167 bildeten, sondern das
Fragment m/z = 166 (Abbildung 38). Uber die Molekiilionen (am Beispiel §-Cadinen,
Abbildung 38 B) ldsst sich der Einbau von sechs Deuteriumatomen ableiten. Folglich liegt
hier eine Markierung der Isopropylseitenkette vor. o-Cadinen ldsst sich ebenfalls vom
Germacren D ableiten (Abbildung 12). Aufgrund des Markierungsmusters von d-Cadinen
konnte die Cyclisierung iiber das (S)-Germacren D erfolgen. Markiertes Germacren D war bei
diesen Applikationsstudien nicht nachweisbar, jedoch konnte parallel iiber enantioselektive
Analyse das (S)-Enantiomer zur Preveraison in den untersuchten Rebsorten (Lemberger,

Syrah, Gewlirztraminer) nachgewiesen werden (Abbildung 39).
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Abbildung 38: Einbau Deuterium-markierter Prikursoren in Sesquiterpene zur Preveraison. Gezeigt ist
die Rebsorte Lemberger (Exokarp, 18.07.2012) nach Applikation von d,-DOX. Abbildung A zeigt die Ionenspur
unmarkierter Sesquiterpene (m/z = 161, oben) sowie unten die Ionenspuren fiir markierte Sesquiterpene (m/z =
167 (rot) und m/z = 166 (schwarz)). Folgende Sesquiterpene sind nummeriert: (1) a-Copaen, (2) Caryophyllen,
(3) 6-Cadinen, (4) Zonaren. Die Chromatogramme sind versetzt dargestellt, um eine Zuordnung visuell zu

vereinfachen. Abbildung B zeigt die Massenspektren von unmarkierten und markierten 5-Cadinen.

2018.07.2012, Applikation von d>-DOX zu isoliertem Exokarp, n = 3
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‘223 | Solidago canadensis (R)
800 -
700
600 -
500
400 -
300 -
200 - (S)

100 -

kcounts

68,0 69,0 70,0 71,0 72,0 73,0 74,0 75,0 76,0

Vitis vinifera cv. Lemberger

2 15 (S)

71,0

68,0 69,0 70,0 71,0 72,0 73,0 74,0 75,0 76,0

Abbildung 39: Enantioselektive Analyse der Germacren D Enantiomere in Solidago canadensis

vinifera cv. Lemberger (Preveraison)
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3.6 Einfluss der mikrobiellen Flora auf die Emission von Sesquiterpenen

In einer kiirzlich veroftentlichten Studie wurde durch Entfernung der mikrobiellen Flora von
Bliiten die Terpenemission signifikant reduziert!s>],

Um zu ermitteln, ob die mikrobielle Flora an der Emission von Sesquiterpenen beteiligt ist
oder diese beeinflusst, wurden die Trauben durch das kurzzeitige Tauchen in eine
Natriumhypochloridlosung (1%) desinfiziert. AnschlieBend wurde das isolierte Exokarp mit
den d2-DOX und d2-M VL inkubiert und nach 48 h vermessen.

Aus Abbildung 40 geht hervor, dass die Oberflichendesinfektion der Beeren die
Terpenemission nicht signifikant eingeschrankt hat. Vergleicht man die jeweiligen Signale flir
genuine und deuteriummarkierte Sesquiterpene, lag nach der Desinfektion keine verminderte

biosynthetische Aktivitit vor.
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Abbildung 40: Einfluss der Oberflichendesinfektion auf des Emissionsprofil und die biosynthetische
Aktivitit des Exokarps
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4 Methyljasmonat-induzierte Terpenbiosynthese
4.1 Grundlagen

Die Verteidigungsstrategien im Pflanzenreich

Pflanzen haben im Verlauf der Evolution eine Vielzahl von Verteidigungsstrategien gegen
Schadlingsbefall (Pilze, Mikroorganismen, Insekten) entwickelt. Allgemein kann zwischen
direkter und indirekter Abwehr unterschieden werden.

Zur direkten Abwehr zdhlt die Bildung antimikrobiell wirksamer Komponenten (z.B. Stilbene,
Terpene)!®®!, die Bildung von Verbindungen, die die Qualitit des gefressenen Blattmaterials
herabsetzen oder von verdauungshemmenden Proteinen'®”). Bei Schidlingsbefall wird auch
eine Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (engl.: active oxygen species, AOS)®®! oder
sogenannter PR-Proteine (engl.: pathogenesis-related (PR) proteins) beschrieben!®. Die
Verteidigung gegen den Schidling kann bis hin zur hypersensitiven Reaktion (engl.:
hypersensitiv reaction, HR) fiihren, die wiederum zum nekrotischen Absterben der
betroffenen Pflanzenzellen fiihrt. Der programmierte Zelltod soll das weitere Ausbreiten des
Schidlings verhindern!’?l. Andere induzierte Mechanismen kénnen auch zur Resistenz gegen
den Schidling fiihren (engl.: systemic acquired resistance, SAR) und damit die Pflanze
dauerhaft schiitzen!’!],

Zur indirekten Abwehr zéhlt die Emission eines Duftstoffbouquets mit dem die Pflanze
Fral3feinde des angreifenden Schidlings anlocken kann. Auch eine induzierte Verteidigung in
benachbarten Pflanzen wird in diesem Zusammenhang beschrieben!’?. Die Feinregulation
dieser vielzdhligen Verteidigungsmechanismen erfolgt iiber ein Netzwerk an Phytohormonen
oder hormonéhnlichen Signalstoffen, u.a. Jasmonat-Konjugaten, Salicylsdure (SA) und

Ethylen, die untereinander synergistisch oder antagonistisch wirken kénnen[”>+741,

Unterscheidung nach Art des Schddlings

Wie beschrieben sind die Moglichkeiten induzierbarer Mechanismen komplex. Je nach
Schadlingsbefall muss in der Pflanze jedoch der richtige Mechanismus abgerufen werden. Fiir
Arabidopsis thaliana konnte z.B. gezeigt werden, dass biotrophe Schidlinge héufig
salicylsdureabhingige Verteidigungsmechanismen induzieren, wihrend jasmonat- oder
ethylenabhingige Mechanismen von nekrotrophen Schidlingen hervorgerufen werden!”).
Biotrophe Schidlinge erndhren sich von der lebenden Pflanzenzelle und sind somit auf das

Uberleben der Pflanze angewiesen. Nekrotrophe Schidlinge hingegen erniihren sich vom
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abgetoteten Pflanzenmaterial. Eine weitere Unterscheidungsmoglichkeit ist die Art des
physikalischen Stimulus, z.B. das Fressen einer Raupe, oder die Eiablage eines Insekts. In
dem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass eine Pflanze bei Befall mit fressenden
Insekten ein anderes Profil fliichtiger Verbindungen emittiert als bei Befall mit stechenden
und saugenden Insekten (Tabelle 11, Nr. 2 und 3)¢l. Chemische Stimuli sind spezifische
Verbindungen pathogenen oder pflanzeneigenen Ursprungs, die ebenfalls entsprechende
Mechanismen induzieren konnen. Hierzu zdhlen z.B. Sekrete des Schédlings,
Zellwandbestandteile des Pilzes oder Bakteriums oder pflanzeneigene Bestandteile, die durch
das sich zersetzende Pflanzengewebe freigesetzt werden. Als Elicitor fungieren z.B.
Kohlenhydrat-Polymere, Lipide, (Glyco-) Peptide oder (Glyco-) Proteine. Das Beispiel der -
Glucosidase zeigt, wie unterschiedlich auch hier die Signalantwort bei verschiedenen
Pflanzenspezies ausfallen kann. Die B-Glucosidase ist ein Enzym aus dem Regurgitat
(Speichel oder Vorderdarminhalt) der KohlweiBlingsraupe (Pieris brassicae). In Kohlarten
eliziert die B-Glucosidase Duftstoffe, die bei Befall mit der Kohlweillingsraupe induziert
werden!’”l. In der Limabohne (Phaseolus Iunatus) hingegen eliziert dasselbe Enzym

Duftstoffe, die vom Befall mit Spinnmilben (Tetranychus urticae) bekannt sind!’8,
Biosynthese von Jasmonsdure

Die Jasmonsdure zdhlt zu den Oxylipinen. Dies sind oxidierte Fettsdure-Derivate, die als
Signalmolekiile bei Stressinduktion fungieren (hierzu gehort z.B. ebenfalls Traumatin: (E)-12-
oxo-Dodec-10-ensdure). Die sogenannte Octadecanoid-Signalkaskade wird durch die
mechanische Verwundung der Pflanzenzellmembran ausgeldst (z.B. durch das Fressen einer
Raupe). Auch Elicitoren aus dem Regurgitat der Raupe (N-Acetyl-Aminosdurekonjugate oder
B-Glucosidase) konnen diese Kaskade ausldsen. Durch Phospholipasen wird Linolensdure aus
der Zellmembran geldst und iiber eine Lipoxygenase zu 13-Hydroperoxyoctadecatriensdure
und anschlieBend zu einem Cyclopentenon umgesetzt (12-Oxophytodiensdure, 12-OPDA).
Durch anschlieBende B-Oxidation der Seitenkette erfolgt die Bildung der Jasmonsdure
(Abbildung 41). Die B-Glucosidase hingegen, aus dem Regurgitat der Raupe, aktiviert AOS
(H207), die wiederum mehrfach ungesittigte Fettsduren zu Fettsdurehydroperoxiden
oxidieren. Diese sind ebenfalls Ausgangsverbindungen zur Bildung von Jasmonsiure!’?. Die
eigentlich aktive Form der Jasmonsdure ist das entsprechende L-Isoleucin-Konjugat. Auch

Konjugate mit L-Leucin und L-Valin werden beschrieben!”!.
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12-Oxophytodiensdure cis-Jasmonséure

Abbildung 41: Biosynthese von Jasmonséure

Emission eines Duftstoffbouquets

Die Unterschiede im Duftstoffbouquet, hervorgerufen durch verschiedene Schédlinge, sind
weniger qualitativ, jedoch hdufig quantitativ unterschiedlicher Natur. Das Duftstoffbouquet
besteht meist aus Terpenen, Acetogeninen und aromatischen Verbindungen (Tabelle 11, Nr. 1-
4). Pflanzenspezies libergreifend spielen v.a. die Monoterpene B-Ocimen und Linalool, die
Homoterpene DMNT (4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien) und TMTT (4,8,12-Trimethyl-1,3,7,11-
tridecatetraen) sowie die Sesquiterpene Nerolidol, Caryophyllen und die Farnesen-Isomere
eine wichtige Rolle. Die Acetogenine sind C¢-Derivate, meist Alkohole, Aldehyde oder Ester
(Hexenal, Hexenol, Hexenylacetat). Sie werden auch als GLVs (engl.: green leaf volatiles)
bezeichnet und entstehen durch enzymatischen Abbau aus Fettsdurehydroperoxiden. Pflanzen
emittieren aber auch Duftstoffe, die aus dem Stoffwechsel aromatischer Aminosduren, dem
Shikimatweg, generiert werden. Hierzu gehdren Methylsalicylat und Indol’?. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass die Duftstoffemission in einem diurnalen Rhythmus (Tag/Nacht-

Rhythmus) erfolgt. Die Emission fliichtiger Verbindungen ist hierbei tagsiiber am hdchsten!®?l.
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Duftstoffemission zur Rekrutierung von Frafifeinden

Die Duftstoffemission gehort zu den indirekten Verteidigungsstrategien iiber die z.B. das
Anlocken von FraBfeinden des attackierenden Schédlings ermoglicht wird. So induziert die
Eiablage durch die Gemeine Kiefernbuschhornblattwespe (Diprion pini) bei der Waldkiefer
(Pinus sylvestris) verschiedene fliichtige Verbindungen, die wiederrum Chrysonotomyia
ruforum, einen Eiparasit, anlocken®!). Auch die Interaktion Pflanze-Blattlaus-FraBfeind ist im
Fokus verschiedener Studien. Das Sesquiterpen (E)-B-Farnesen ist ein Alarm-Pheromon der
Blattlaus®?. Jedoch sind einige FraBfeinde der Blattliuse in der Lage, ihre Beute gerade
aufgrund dieses Pheromons aufzuspiiren®"33], Untersuchungen zeigten auch, dass der Befall
mit Blattldusen bei einigen Pflanzenspezies die Bildung von (E)-B-Farnesen induzieren kann
und damit FraBfeinde durch die befallene Pflanze angelockt werden konnen®*. Bilden
Pflanzen (E)-B-Farnesen, hat dies zudem einen abschreckenden Effekt auf die Blattliuse!®].
Ein dhnlicher Effekt wurde auch fiir Linalool beobachtet!®¢l. An Zellkulturen von Vitis vinifera
cv. Chardonnay konnte desweiteren gezeigt werden, dass Nerolidol, welches bei Infektion mit
Phaeoacremonium parasiticum verstarkt gebildet wird, einen inhibierenden Effekt auf das

Wachstum dieses Pilzes aufweist!®”],
Einsatz exogener Induktoren - Zweck und Nutzen

Abbildung 42 =zeigt hédufig eingesetzte Induktoren zur Untersuchung pflanzlicher
Abwehrmechanismen. Salicylsdure wird bei Schidlingsbefall iiber den Shikimisdureweg aus

Chorisminsdure gebildet®®], Benzothiadiazol (BTH) ist ein strukturelles Analogon der

Salicylsdure!®!.
Q COOH
- OH /N\
S
COOH -~/
N
cis-Jasmonsidure Salicylsdure Benzothiadiazol

Abbildung 42: Verschiedene Induktoren von Abwehrmechanismen
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Der Einsatz exogener Elicitoren wird kontrovers diskutiert. Natiirlich kann das Applizieren
einzelner Elicitoren nicht die komplexe, physiologische Reaktion einer Pflanze gegeniiber
Schédlingen simulieren. Zumal andere genuin induzierbare Phytohormone synergistische oder
antagonistische Effekte aufweisen. Eine Pflanze ist zudem meist nicht nur von einem
Schiadling befallen. Die Reaktion auf mehrere Schidlinge erweist sich als ein komplexer
Mechanismus!®®!. Das Applizieren von exogenen Elicitoren erfolgt hiufig zu unspezifischen
Zellgeweben, in meist nicht physiologisch relevanten Konzentrationen. Die Metabolisierung
zum eigentlich wirksamen Derivat (z.B. hier Methyljasmonat zum cis-Jasmonséure-Isoleucin-
Konjugat) ist ungewiss. Dennoch zeigen Pflanzen bei Behandlung mit exogenen Elicitoren
dhnliche Mechanismen wie bei Schidlingsbefall. Es wird die Expression typischer Gene
hochreguliert, antimikrobiell wirksame Stoffe werden synthetisiert und Duftstoffe emittiert
(Tabelle 11 und Tabelle 12).

Da exogene Elicitoren Verteidigungsmechanismen in Pflanzen induzieren und die Pflanzen
damit eine gesteigerte Resistenz gegen verschiedene Schidlinge aufweisen kdnnen, wird auch
der agrar-6kologische Aspekt betrachtet. So konnte bei Rebstocken durch Behandlung mit den
exogenen Elicitoren Methyljasmonat, Benzothiadiazol und Laminarin eine gesteigerte
Resistenz gegen Botrytis cinerea, Plasmopara viticola (falscher Mehltau) und Erysiphe

necator (echter Mehltau) nachgewiesen werdenl®2-1%4-7],

Tabelle 11: Natiirlich und kiinstlich induzierte Abwehrmechanismen verschiedener Pflanzenspezies

Nr. Elicitor/Organismus Pflanze Induzierte Verbindungen Literatur
1 Epiphyas postvittana Malus domestica cv. Benzylalkohol, (E)-B-Ocimen, Benzylcyanid, [91]
(hellbraune Apfelmotte) Royal Gala (Apfelbaum-  Indol, (E)-Nerolidol, Linalool, DMNT,
Keimlinge) Methylsalicylat, B-Caryophyllen, Germacren
D, (E,E)-a-Farnesen, GLVs
2 Spodoptera littoralis Medicago truncatula 1-Octen-3-ol, cis-Hexenylacetat, [3- [76]
(Schneckenklee) Caryophyllen, a-Copaen, Cyclosativen,
Nerolidol, a-Ylangen, DMNT, TMTT
3 Tetranychus urticae Medicago truncatula 1-Octen-3-0l, cis-Hexenylacetat, Cresol, 3,5-  [76]
(Spinnmilbe) (Schneckenklee) Dimethylanisol, B-Caryophyllen, a-Copaen,
Cyclosativen, B-Himachalen, y-Humulen, o-
Ylangen
4  Tetranychus urticae Phaseolus lunatus (3Z)-Hexenylacetat, (E)-B-Ocimen, Linalool,  [22]
(Spinnmilbe) (Limabohne): Blatter DMNT, Indol, cis-Jasmon, B-Caryophyllen,
TMTT
5  Methyljasmonat Picea abies L. (Fichte) Linalool, a-Pinen, B-Pinen, (E)-B-Farnesen, [80]
(E,E)-a-Farnesen, (E)-o-Bisabolen,
Nerolidol
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Tabelle 12: Natiirlich und kiinstlich induzierte Abwehrmechanismen von Vitis

Nr. Elicitor/Organismus Pflanze Induzierte Verbindungen/Effekte Literatur
1 Methyljasmonat Vitis vinifera: (E)-B-Ocimen, Linalool, DMNT, B-Caryophyllen, a- [20]
Blitter Humulen, Germacren D, (E, E)-a-Farnesen
2 Laminarin (B-D-Glucan)  Vitis vinifera: Einstromen von Calcium, Aktivierung von 2 [92]
Zellkulturen und ~ Proteinkinasen, Expression von 10
Rebstocke verteidigungsrelevanten Genen, Bildung der
Phytoalexine Resveratrol und e-Viniferin
3  Benzothiadiazol Vitis vinifera: Resveratrol, Anthocyane: Malvidin-3-Glucosid, [93], [94]
Rebstocke Malvidin-3-(6-O-acteyl)glucosid, Malvidin-3-(6-O-p-
coumaroyl)glucosid), Proanthocyanidin,
Aminoséureprofil (v.a. Lysin)
4  Popillia japonica Vitis labrusca: GLV, Limonen, (E)-B-Ocimen, Linalool, DMNT, (E,E)-  [95]
Newman (Japankifer) Blatter a-Farnesen, Nerolidol, Benzylalkohol, Methylsalicylat,
Indol
5  Phylloxera (Reblaus) Vitis berlandieri ~ Benzaldehyd, Methylsalicylat, B-Mycren, Eugenol, B- [96]
Planch. xVitis Caryophyllen, Phenylmethanol
riparia Michx.:
Wurzeln
6  Methyljasmonat Vitis vinifera: Anstieg des Transkriptionslevels fiir PR-Proteine (saure  [97]

Blatter

IV Chitinase, Serin-Protease Inhibitor,
Polygalacturonase-inhibierendes Protein, 3-1,3-
Glucanase), Enzyme fiir Phytoalexin-Biosynthese
(Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, Stilben-Synthase),
Biosynthese von Stilbenen (trans-Resveratrol, e-
Viniferin)

Auch die Haltbarkeit von Friichten und Gemiise konnte nach der Ernte durch die Reduzierung

der mikrobiellen Flora verbessert werden. Buta und Moline (1998) zeigten bereits, dass eine

MeJA angereicherte Atmosphére bei geschnittenem Sellerie sowie das Tauchen geschnittener

Pfefferkdrner in MeJA-Ldsungen, die mikrobielle Flora signifikant reduziert und damit die

Lagerfdahigkeit um zwei Wochen verldngert wird. Im Rahmen dieser Studie wurde bereits

vermutet, dass nicht MeJA selbst das antimikrobielle Agens ist, sondern dass im Sellerie und

Pfeffer entsprechende Verteidigungsmechanismen induziert werden. Grund dafiir ist, dass die

mikrobielle Flora des Selleries und der PfefferkOrner bereits bei Jasmonat-Konzentrationen

von 10~ mol/L reduziert wurde, andere Studien aber zeigten, dass MeJA selbst das Wachstum

von Bakterienkulturen erst ab Konzentrationen von 10~ mol/L hemmt!®%!,
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Methyljasmonatstudien an Vitis vinifera

Onofrio et al. (2009) untersuchten bereits den Einfluss von Methyljasmonat, Jasmonat und
Salicylsdure auf Zellkulturen von Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon. Es konnte gezeigt
werden, dass MeJA und JA die Biosynthese einer Vielzahl von Sesquiterpenen (bis zu 25
verschiedene, u.a. B-Caryophyllen, a-Cubeben, o-Copaen und 6-Cadinen) induziert. Die
Stilben-Biosynthese wurde von beiden Elicitoren angeregt, die Proanthocyanidin-Biosynthese
jedoch nur durch MeJA. Salicylsdure wirkte sich antagonistisch auf die durch MeJA
induzierte Biosynthese der Sesquiterpene und Proanthocyanidine, jedoch nicht auf die
Stilbenbiosynthese aus. Das Maximum der Sesquiterpen-Biosynthese lag bei 72 h nach
Induktion. MeJA und JA regelten drei Gene des MVA-Biosynthesewegs hoch. Dahingegen
wurde durch JA die Expression von zwei Genen des DOXP-Wegs hochgeregelt, wihrend
MelJA sogar nur ein Enzym des DOXP-Wegs hochregelte!*”),

Gomez-Plaza et al. (2012) behandelten Rebstocke wihrend der Reife mit den Elicitoren BTH
und MeJA und untersuchten, ob sich anschlieBend hergestellte Weine von denen
unbehandelter Rebstocke unterscheiden. Mit MeJA behandelte Trauben wiesen hohe Gehalte
der GLVs Hexenal und (E)-2-Hexenal auf. Die Alkohole Hexenol und (Z)-3-Hexen-1-ol
waren in den mit BTH behandelten Trauben am hochsten. Die mit BTH behandelten Trauben
hatten sogar hohere Gehalte fliichtiger Verbindungen als die mit MeJA behandelten Trauben.
Weine aus mit MeJA behandelten Trauben zeichneten sich vor allem durch signifikant hohere
Terpengehalte (z.B. p-Mycren, Linalylester, Linalool, Citronellol, Farnesol) aus. In
sensorischen Untersuchungen der Weine (Triangeltests) auf Farbe, Aroma und Mundgefiihl
wurden v.a. Unterschiede hinsichtlich des Aromas geschildert. Die Weine der behandelten
Trauben (BTH und MeJA) unterschieden sich signifikant von den Kontrollweinen!®’].

Auch die endogene JA- und MeJA-Konzentration in der Beerenhaut und den Kernen wurde
bereits untersucht. In Kernen und im Exokarp wurden jeweils hohere Gehalte an JA als an
MeJA nachgewiesen. Zur Reife konnte im Exokarp eine JA-Konzentration von ca.
40 nmol/(kg Frischgewicht Haute) ermittelt werden sowie 16 nmol/(kg Frischgewicht Héute)
an MeJA. In den Kernen wurden deutlich hohere Gehalte an JA nachgewiesen. Die JA-
Konzentration betrug in den Kernen zur Reife 360 nmol/(kg Frischgewicht Kerne), die MeJA-

Konzentration jedoch nur ca. 19 nmol/(kg Frischgewicht Kerne)!%!,
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4.2 Methyljasmonatinduzierte Terpenbiosynthese in Exo- und Mesokarp nach
direkter Applikation

Onofrio et al. (2009) zeigten bereits an Zellkulturen, dass Methyljasmonat in vitro
Sesquiterpene induziert. In diesem Versuchsmodell sollte betrachtet werden, inwiefern auch in
vivo eine Induktion moglich ist. Hierfiir wurde Methyljasmonat mit einer Mikroliterspritze in
die Beere (Mesokarp) injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden Exokarp und
Mesokarp getrennt voneinander untersucht. In Kontrollansdtzen erfolgte die Applikation von
Wasser. Die Versuche konzentrierten sich auf die Rebsorte Lemberger (2011, 2012).
Ergdnzend wurden ebenfalls Syrah, Gewlirztraminer sowie der unaromatische

Gewlirztraminerklon herangezogen.

Induzierte Verbindungen: Exokarp

Abbildung 43 zeigt ein typisches Headspaceprofil des Exokarps nach Methyljasmonat-
Applikation.
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Abbildung 43: HS-SPME-GC-MS Chromatogramm des Exokarps (Varietit Lemberger, 05.10.2012) nach
Applikation von Methyljasmonat (A) und Wasser (B). Die Nummerierung entspricht folgenden
Verbindungen: (E)-Ocimen (1), Linalool (2), DMNT (3), (E)-B-Caryophyllen (4), Humulen (5), Germacren D
(6), (E,E)-a-Farnesen (7) und Nerolidol (8).
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Neben Mono- und Sesquiterpenen wird auch das Homoterpen 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien
(DMNT) induziert. Jiingst konnte fiir Arabidopsis thaliana bestitigt werden, dass DMNT ein
iiber Cytochrom P450 katalysiertes Abbauprodukt des Sesquiterpens Nerolidol ist (Abbildung
4411 Die in den Beeren induzierten Verbindungen sind allgemein aus anderen Pflanzen-
Schidlings-Interaktionen, bzw. aus Studien zu Elicitor induzierten Duftstoffen bekannt (vgl.
Tabelle 11, Tabelle 12). In geringen Mengen konnten nach 48 h auch Indol und das
Dehydroterpen Cosmen nachgewiesen werden. Diese Verbindungen werden in Abschnitt 4.3

naher erlautert.

OH Cytochrom P450
N NS = >

(E)-Nerolidol DMNT

Abbildung 44: Cytochrom P450 katalysierte Bildung von DMNT aus Nerolidol

Die Applikation von Methyljasmonat im Exokarp fiihrte zu einem signifikanten Anstieg
(p £0,05) der Monoterpene und zu einem hdochst signifikanten Anstieg (p < 0,01) der
Sesquiterpene?’!. Die induzierten Sesquiterpene waren innerhalb einer Rebsorte und eines
Zeitraums nicht immer identisch, d.h. bei einigen Proben konnte ein genereller Anstieg aller
Sesquiterpene verzeichnet werden, bei anderen Ansdtzen wurden bestimmte Sesquiterpene,
z.B. Farnesen, Nerolidol oder Caryophyllen und Humulen induziert. Die am héufigsten

induzierten Sesquiterpen-Muster sind in Abbildung 45 dargestellt.

21 Mit Methyljasmonat behandelte Proben: n=73, Kontrollproben n=55
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Abbildung 45: Verschiedene, iiber Methyljasmonat induzierbare Sesquiterpenmuster. Hiufig auftretende
Sesquiterpenmuster nach Applikation von Methyljasmonat (MeJA) bzw. Wasser (Kontrolle) bei Lemberger (*),
Syrah (**) sowie Lemberger und Syrah (***). n = Anzahl der Proben

Tabelle 13 zeigt die statistische Auswertung aller Methyljasmonat-Applikationen innerhalb
einer Rebsorte. Innerhalb der jeweiligen Rebsorte sind wesentliche Unterschiede zwischen
methyljasmonatapplizierten Proben und Kontrollproben vorhanden. Bei der Rebsorte
Lemberger waren fast alle untersuchten Verbindungen signifikant erhoht, z.T. hochst
signifikant, widhrend die anderen untersuchten Rebsorten deutlich weniger signifikante
Unterschiede =zeigten. Die Applikation von Methyljasmonat beim unaromatischen
Gewlirztraminer fiihrte zu keinem signifikanten Anstieg der Monoterpene.

Analog zu diesen Ergebnissen konnten auch Gomez-Plaza et al. (2012) zeigen, dass Weine
aus mit Methyljasmonat behandelten Trauben (Rebsorte Castrell) ebenfalls signifikant erhdhte

Gehalte an Linalool, Farnesol und Nerolidol aufwiesen.
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Tabelle 13: Statistische Auswertung (ANOVA) induzierbarer Verbindungen in verschiedenen Rebsorten,
48 h nach Applikation, Exokarp. Die Proben umfassen verschiedene Zeitpunkte wihrend des Reifeverlaufs
und verschiedene Regionen (Bonn, Geisenheim) mit Ausnahme des Gewlirztraminers. Hellgrau hinterlegte Werte

bezeichnen signifikante (p < 0,05), dunkelgrau hinterlegte Werte hochst signifikante Unterschiede (p < 0,01).

Lemberger Syrah Gewiirztraminer unaromatischer
(28.08.2012) Gewiirztraminer
n' (Jasmonat) 37 23 3 10
n' (Wasser) 32 14 3 6
(E)-B-Ocimen 0,001 0,002 0,025 0,064
Linalool 0,015 0,173 0,043 0,080
DMNT 0,035 0,222 0,374 0,048
Cosmen 0,002 0,005 n.n.2 n.n.?
Indol 0,010 0,478 n.n.? nn.?
5-Elemen 0,012 0,106 n.n.2 0,114
o-Cubeben 0,004 0,079 0,001 0,010
a -Ylangen 0,049 0,105 0,374 0,116
a -Copaen 0,139 0,024 0,003 0,013
RI 1391 0,002 0,118 0,017 0,063
B-Ylangen, (E)-p-Caryophyllen 0,063 0,000 0,115 0,043
y-Elemen, RI 1437, RI 1440 0,010 0,115 0,374 0,095
Guaia-6,9-dien 0,047 0,098 0,374 0,115
B-Farnesen 0,047 0,162 0,374 0,112
Selina-4,6-dien 0,038 0,090 0,001 0,095
Humulen 0,069 0,003 0,030 0,088
RI 1469 0,020 0,097 n.n.? 0,106
Germacrene D 0,002 0,094 0,020 0,077
(E,Z)-o-Farnesen 0,002 0,082 0,050 0,659
Epi-Zonaren 0,159 0,110 n.n.? 0,119
(E,E)-o-Farnesen 0,000 0,007 0,047 0,606
y-Cadinen 0,109 0,102 n.n.2 0,113
8-Cadinen 0,024 0,080 0,004 0,005
Calamenen 0,112 0,153 0,007 0,080
[-Calacoren 0,003 0,112 n.n.2 0,092
Nerolidol 0,152 0,168 n.n.? 0,014
Germacren B 0,016 0,108 n.n.? nn.?
Calacoren 0,023 0,115 n.n.? 0,091
RI 1597 0,000 0,020 0,042 0,269
13-epi-Manoyloxid 0,103 0,334 0,374 0,159

1) n = Anzahl der Proben
2) n.n. = Analyt war nicht nachweisbar
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Induzierte Verbindungen: Mesokarp

Es ist bekannt, dass induzierte fliichtige Verbindungen hauptsichlich sogenannte ,airborn
signals® sind, also Verbindungen, die gebildet werden, um primaér iiber die Pflanzenoberfléche
an ihre Umgebung abgegeben zu werden®’l. Da die Applikation von MeJA in das Mesokarp
der Beere erfolgte, stellte sich die Frage, inwiefern auch im Mesokarp eine Aktivierung der
entsprechenden Mechanismen moglich ist. Dazu wurden bei einigen Proben 48h nach
Applikation, Meso- und Exokarp separiert und beides getrennt voneinander gemessen.

In Abbildung 46 sind Messungen des Mesokarps nach Methyljasmonat- sowie nach Wasser-
Applikation gegeniiber gestellt. Zum Teil konnte ein Anstieg vereinzelter Verbindungen
verzeichnet werden. Nur flir wenige Verbindungen konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen Methyljasmonat- und Wasser-Applikationen festgestellt werden. Methyljasmonat

induzierte keine Sesquiterpene im Mesokarp der Beeren (Tabelle 14).
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Abbildung 46: HS-SPME-GC-MS Chromatogramm des Mesokarps (Rebsorte Lemberger, 05.10.2012)
nach Applikation von Methyljasmonat (A) und Wasser (B). Folgende Verbindungen sind nummeriert:
Linalool (2), Hotrienol (9) und a-Terpineol (10).
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Tabelle 14: Statistische Auswertung (ANOVA) induzierbarer Verbindungen in verschiedenen Rebsorten,
48 h nach Applikation, Mesokarp. Die Proben umfassen verschiedene Zeitpunkte wihrend des Reifeverlaufs
und verschiedene Regionen (Bonn, Geisenheim) mit Ausnahme des Gewlirztraminers. Hellgrau hinterlegte Werte

bezeichnen signifikante (p < 0,05), dunkelgrau hinterlegte Werte hochst signifikante Unterschiede (p < 0,01).

Traminer unaromatischer
Lemberger Syrah
(28.08.2012) Traminer
n' (Jasmonat) 24 12 3 7
n' (Wasser) 18 4 3 6
(E)-B-Ocimen 0,892 0,582 n.n.? n.n.?
Linalool 0,016 0,582 0,103 0,555
Hotrienol 0,010 0,370 0,069 0,375
Cosmen 0,075 n.n. n.n.’ n.n.
a-Terpineol 0,011 0,084 0,074 0,219
Indol 0,299 n.n.’ n.n.’ n.n.’
a-Ylangen 0,369 0,294 n.n.’ n.n.
Damascenon 0,822 0,131 0,996 0,0223
Geranylaceton 0,838 0,785 0,079 0,232
B-Ionon 0,820 0,738 0,048 0,943
Germacren D 0,243 0,341 n.n.’ 0,190
13-epi-Manoyloxid 0,771 0,805 n.n.’ 0,040

1) n = Anzahl der Proben
2) n.n. = nicht nachweisbar
3) die mit Methyljasmonat behandelten Proben wiesen eine signifikant kleinere Fldche auf

Die dargestellten Ergebnisse beschrénken sich auf die Emission 48 h nach Applikation. Um zu
ermitteln, ob das Emissionsprofil jedoch zeitabhingig differiert, wurde das nachfolgende

Messprinzip gewihlt.
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4.3 Zeitabhingigkeit des Emissionsprofils

Die Messungen in Abschnitt 4.1 wurden 48 h nach Applikation durchgefiihrt. Durch die
zeitabhidngigen Emissionsmessungen sollte untersucht werden, ob bestimmte Verbindungen
frither als andere emittiert werden und sich somit das Emissionsprofil im Zeitverlauf dndert.
Dafiir wurde Methyljasmonat in die Beeren injiziert, die Beeren unmittelbar darauf in ein HS-
Vial gebracht und anschlieend aus diesem Vial in definierten Zeitabstdnden (Probe alle 2-3 h,
die Kontrolle alle 5 h) das Emissionsprofil {iber einen Zeitraum von 65 h gemessen. Die
Versuche wurden {iiber die Reifephase, an insgesamt drei Terminen mit der Rebsorte
Lemberger durchgefiihrt (an jedem Termin n=2 sowie jeweils eine Kontrollprobe). Am ersten
und letzten Termin erfolgte zusdtzlich die Applikation von d2-DOX (siehe Abschnitt 4.4).
Abbildung 47 zeigt die zeitabhidngige Emission von verschiedenen, induzierten Terpenen und
Indol. Hierbei wurden die Emissionsprofile vom 30.8.2012 und 26.09.2012 zusammengefasst.
Die Messungen am 18.10.2012 wiesen abweichende Verldufe auf, was wahrscheinlich auf den
fortgeschrittenen Reifezustand und eine eingeschrinkte biosynthetische —Aktivitét
zuriickzufiihren ist. Die Ergebnisse fiir diesen Termin sowie die einzelnen Verldufe fiir den
30.8.2012 und 26.09.2012 sind ergidnzend im Anhang (Abbildung A 18) aufgefiihrt.

Aus Abbildung 47 geht hervor, dass sich Mono-, Homo- und Sesquiterpene sowie Indol im
Zeitpunkt der Emission und im Emissionsverlauf unterscheiden. Indol, Mono- und
Homoterpene werden zuerst induziert. Sie steigen zwischen 12 und 36 h nach Applikation an
und fallen anschliefend wieder ab. Hervorzuheben ist, dass sich Linalool in seinem Verlauf
von den anderen Verbindungen unterscheidet. Linalool wird unmittelbar nach Applikation
freigesetzt und ist im Headspace der Trauben bereits nach 2-5 Stunden nachweisbar. Es
erreicht frither als die anderen Terpene sein Maximum, hélt dieses {iber einen Zeitraum von
teilweise 24 h oder flacht nur langsam wieder ab.

Die Emission der Sesquiterpene erreicht zu einem spéteren Zeitpunkt (36 h nach Applikation)
das Maximum und hélt dieses iiber die Messdauer. Nerolidol unterscheidet sich in seinem
Verlauf deutlich von den anderen Sesquiterpenen. Es steigt bis 36 h nach Inkubation an, fallt
anschlielend aber wieder deutlich ab.

Die sehr frithe Induktion von Linalool, aber auch der abweichende Emissionsverlauf des
Nerolidols, ldsst die Frage aufkommen, ob beide Alkohole als glykosidisch gebundene
Priakursoren vorliegen und jasmonatinduziert freigesetzt oder sehr schnell de novo

synthetisiert werden.
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Abbildung 47: Emissionrate von Indol, Mono-, Homo- und Sesquiterpenen als Funktion der Zeit nach
Methyljasmonatapplikation. Zusammenfassung der Doppelbestimmungen vom 30.8.12 und 26.9.12 durch
Normierung auf 1 (n=4). Die Ergebnisse der einzelnen Messungen sind im Anhang Abbildung A 18 aufgefiihrt.
Die Auswertung erfolgte iiber die in Tabelle A 14 fiir die jeweilige genuine Verbindung angegebenen

Ionenspuren.
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Um dieser Frage nachzugehen, wurde zusdtzlich d>-DOX verabreicht (Abschnitt 4.4). Dass
Linalool und Nerolidol in Pflanze-Schidlings-Interaktionen eine wichtige Rolle spielen,
konnten bisher verschiedene Studien demonstrieren. Linalool wirkt als Repellent gegen
Blattlduse!®®l. Nerolidol weist in Zellkulturen von Vitis vinifera einen wachstumsinhibierenden
Effekt auf den Pilz Phaeoacremonium parasiticum auf's’!,

Das Dehydroterpen (E,E)-2,6-Dimethyl-1,3,5,7-Octatetraen (Cosmen) konnte erstmals in Vitis
nachgewiesen werden. Generell ist bzgl. des Cosmens wenig bekannt. Es konnte lediglich im

4therischen Ol von Perilla frutescens!'*?)

oder in Tabakpflanzen und Schneckenklee (ausgelost
durch Pilz- bzw. Schidlingsbefall)!®*+76] nachgewiesen werden. In der letztgenannten Studie
wurde vermutet, dass Cosmen wéhrend der Probennahme (Anreicherung auf Aktivkohle) als
Abbauprodukt aus dem Ocimen entsteht. Um dies hier ausschlieBen zu konnen, wurde eine
wissrige Losung (0,0001%) von Ocimen iiber HS-SPME vermessen. Uber diese Messung
konnte kein Cosmen nachgewiesen werden (Abbildung A 16). Zudem unterscheiden sich (E)-
B-Ocimen und Cosmen in ihrem Emissionsverlauf (Abbildung 47).

Die Induktion von Indol war fiir Vitis bisher nur in Weinblittern, hervorgerufen durch den
Japankifer, bekannt®!. Die Emission von Indol wird, vergleichbar mit Linalool, sehr friih
ausgelost, steigt schnell an und fillt ebenso schnell wieder ab. Studien konnten bereits zeigen,
dass Indol in Mais iiber Indol-3-Glycerolphosphat gebildet wird. Hierbei konnte gezeigt

werden, dass Volicitin, ein Fettsdurederivat aus dem Speichel des Heerwurms, gezielt das

Enzym Indol-3-Glycerolphosphat-Lyase (IGL) induziert!'4,
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4.4 Zeitabhingige Emission unter Verwendung von d2-DOX

Die sehr rasche Induktion von v.a. Linalool impliziert die Frage, ob dieses sowie die anderen
Verbindungen de novo synthetisiert oder als glykosidisch gebundener Vorldufer freigesetzt
werden. Daher erfolgte bei den zeitabhidngigen Emissionmessungen an den Terminen
30.08.2012 und 18.10.2012 (Abschnitt 4.3) neben Methyljasmonat auch eine zusitzliche
Applikation von d2-DOX.

Abbildung 48 zeigt die Einbaurate von d>-DOX als Funktion der Zeit. Dargestellt ist ein
Messergebnis vom 30.8.2012?2. Die anderen Messungen sind erginzend dem Anhang
(Abbildung A 19) zu entnehmen. Generell ist der Verlauf der Einbauraten wie folgt zu
bewerten: liegen genuines DOX und markiertes d>-DOX in einem konstanten Verhéltnis vor,
sollte die prozentuale Einbaurate zu jedem Zeitpunkt gleich sein. Sinkt der Anteil genuiner
Isoprenoidbausteine, steigt die prozentuale Einbaurate, sofern die entsprechenden
Terpensynthasen noch aktiv sind. Die prozentuale Einbaurate sinkt hingegen, wenn der Anteil
an genuinem Préakursor ansteigt.

Linalool zeigt bereits nach vier Stunden einen Einbau (Abbildung 48 A). Dies bestitigt, dass
die de novo Biosynthese zeitnah durch Methyljasmonat induziert wird. Aufgrund der
Ergebnisse aus Abschnitt 3.3 wurde ausschlieBlich d>-DOX verwendet, um den Einbau in
Mono-und Sesquiterpene zu untersuchen. Generell war die Einbaurate von d>-DOX jedoch
bei den Sesquiterpenen niedriger, als die Ergebnisse aus Abschnitt 3.3 erwarten lieBen. Die
Einbaurate fiir Germacren D war im Zeitfenster von 5-15 Stunden nach der Applikation am
hochsten (Abbildung 48 C), also zu einem Zeitpunkt, als die eigentliche Induktion der
Sesquiterpene durch Methyljasmonat noch sehr gering war (vgl. Abbildung 47). Die
anschlieBend sinkende Einbaurate kann auf ein Uberangebot an genuinen
Isoprenoidintermediaten zurlickgefiihrt werden. Onofrio et al. (2009) konnten bereits zeigen,
dass Methyljasmonat insbesondere Gene des MVA-Wegs hochregelt!*”). Fiir Nerolidol konnte
sogar nur ein Markierungsgrad von maximal 4 % d>-Nerolidol®*® (Abbildung A 19)
nachgewiesen werden (Abbildung 48 B). DMNT zeigt ebenso einen Einbau an d-DOX.
Entsprechend findet auch hier eine de novo Biosynthese statt. Da DMNT aus Nerolidol
generiert wird, sollten die Einbauraten korrelieren. Die geringere Einbaurate in DMNT im

Vergleich zu Nerolidol im Zeitfenster von etwa 20-45 Stunden nach Applikation ist darauf

22 Dargestellt ist eine Probe der Doppelbestimmung vom 30.8.2012

23 Resultierend aus einer markierten Isoprenoid-Einheit und zwei genuinen Isoprenoid-Einheiten
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zuriickzufiihren, dass die Markierung, in Abhingigkeit von der Position im Nerolidolmolekiil,
bei der Generierung von DMNT abgespalten wird (Abbildung A 17).

Im Zeitfenster von 5-15 Stunden war keine Markierung fiir Nerolidol nachweisbar, jedoch fiir
DMNT. Generell war in diesem Bereich die Emission von Nerolidol, vergleichbar wie bei

Germacren D, noch sehr gering. Induziertes und zum Teil markiertes Neroldidol wurde

wahrscheinlich direkt zu DMNT metabolisiert.
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Abbildung 48: Einbauraten der zeitabhingigen Emissionsstudien nach Methyljasmonat- und d2-DOX-

Applikation. Die Ionenspuren zur Berechnung der Einbauraten sind dem Anhang zu entnehmen (Tabelle A 14).
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4.5 Freilandversuch

In einem Freilandexperiment wurde untersucht, inwiefern das Bespriihen eines Rebstocks mit
einer wassrigen Methyljasmonatlosung, bzw. das Verletzen des Blattwerks die Bildung
fliichtiger Verbindungen in den Weintrauben hervorruft. Eine Induktion weist in diesem
Zusammenhang auf eine systemische Reaktion hin. Die Versuche wurden mit freistehenden
Rebstocken der Rebsorte Lemberger durchgefiihrt. Zwischen dem mit Methyljasmonat
behandelten Rebstock und dem Rebstock bei dem das Blattwerk eingerissen wurde, befand
sich ein nicht behandelter Kontrollrebstock. Der Mindestabstand zwischen den drei
Rebstocken betrug jeweils drei Meter. Jeder Rebstock wurde fiir eine Doppelbestimmung
beprobt.

Bei einigen Pflanzen zdhlt Methyljasmonat zu den durch Herbivoren induzierten fliichtigen
Verbindungen!'®!. Es wird vermutet, dass Methyljasmonat, abgegeben von einer befallenen
Pflanze und {ibertragen iiber die Luft, in anderen Pflanzen entsprechende Mechanismen zur
Abwehr ausldsen kann. Um diesen Ubertragungsweg zu simulieren, konnen Pflanzen mit
einer wéssrigen Losung von Methyljasmonat bespriiht werden.

Auch in diesem Experiment konnte durch die Behandlung der Rebstocke mit Methyljasmonat
ein Anstieg der Sesquiterpen- (Abbildung 49) und Linaloolemission (Abbildung 50)
verzeichnet werden. Ebenso wurde fiir (E)-B-Ocimen ein Anstieg verzeichnet (Abbildung A
20). Die Induktion der Sesquiterpene war jedoch nur in der Messreihe im Jahre 2011, die der
Monoterpene in der Messreihe im Jahre 2012 nachweisbar.

Das Emissionsprofil der Beeren nach dem Behandeln des ganzen Rebstocks ist vergleichbar
mit dem Emissionsprofil nach direkter Applikation von Methyljasmonat in die Beere
(Abschnitt 4.3): Fiir die Emission der Sesquiterpene war iiber den Zeitverlauf der Studie ein
kontinuierlicher Anstieg zu verzeichnen, wihrend die Linaloolemission ein Maximum bei

30 h aufwies und anschlieBend wieder abfiel?*.

24 Das Emissionsprofil von Linalool (nach Behandlung des Rebstocks) dhnelt eher dem anderer Mono- und
Homoterpene als dem Emissionsprofil von Linalool nach Applikation von MeJA in die Beeren(Abschnitt
4.3).
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Abbildung 49: Induktion von Sesquiterpenen in Weinbeeren als systemische Reaktion auf die Behandlung
der Weinblitter. Folgende Behandlungen wurden angewandt: das Besprithen der Blitter mit
Methyljasmonatlosung (Jasmonat), Verletzen des Blattwerks (Blatter). Am Kontrollrebstock erfolgte keine
Behandlung (Kontrolle). Die Messungen wurden mit der Rebsorte Lemberger (2011, n = 2) durchgefiihrt.
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Abbildung 50: Induktion von Linalool in Weinbeeren als systemische Reaktion auf die Behandlung der
Weinblitter. Folgende Behandlungen wurden angewandt: das Besprithen der Bléitter mit Methyljasmonatldsung
(Jasmonat), Verletzen des Blattwerks (Bldtter). Am Kontrollrebstock erfolgte keine Behandlung (Kontrolle). Die

Messungen wurden mit der Rebsorte Lemberger (2012, n = 2) durchgefiihrt.
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Eine Induktion der Terpenbiosynthese in den Beeren nach Behandlung des gesamten
Rebstocks, wobei hier hauptsichlich die Blattoberfliche betroffen war, deutet auf eine
systemische Reaktion hin. Dass der regionale Befall mit einem Schddling in der gesamten
Pflanze eine Reaktion (systemische Reaktion) hervorrufen kann, ist bereits bekannt. Jiingst
konnte der aktive Transport von de novo synthetisiertem Ja-Ile-Konjugat nachgewiesen
werden!'%. Glauser et al. (2008) konnten zudem zeigen, dass bei Arabidopsis thaliana die
Verletzung von Pflanzengewebe innerhalb von wenigen Minuten zu einem Anstieg von
Jasmonsiure-Derivaten in nicht verletzen Pflanzenteilen fiihrt!!%7),

Gomez-Plaza et al. (2012) konnten in einem dhnlichem Experiment zeigen, dass sich Weine
aus Methyljasmonat behandelten Trauben signifikant in ihrer Zusammensetzung und ihrem
Aroma von Weinen aus nicht behandelten Trauben unterscheiden. Die Weine aus behandelten
Trauben wiesen unter anderem erhohte Gehalte an Linalool, Nerolidol und Farnesol aufl®”l.

In der hier durchgefiihrten Studie wurde zudem an einem Rebstock das Blattwerk verletzt. In
der Messreihe des Jahres 2011 konnte ein geringfiigiger Anstieg der Sesquiterpene
verzeichnet werden (Abbildung 49). Im Jahre 2012 war kein Effekt nachweisbar. In anderen
Studien wird sehr hédufig beschrieben, dass das einfache, mechanische Verletzen des
Blattwerks kaum oder keine Abwehrmechanismen induziert. Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dass Pflanzen zwischen einmaligem, mechanischen Verletzen, was in der Natur auch hiufig
iiber Hagel oder herabfallende Aste vorkommt, und dem kontinuierlichen Fressen einer
Raupe, dem Stechen einer Blattlaus, oder der Eiablage eines parasitiaren Insekts unterscheiden

konnen missen.
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5 Zusammenfassung

Mit dem Sesquiterpen Rotundon wurde 2008 erstmals ein Sesquiterpen als
Schliisselaromastoff im Wein identifiziert. Bis dato lagen nur wenige Informationen zu
Sesquiterpenen in Vitis vinifera vor. Ziel dieser Arbeit war es daher, Untersuchungen zur
Biosynthese und Analytik von Sesquiterpenen in Weinbeeren (Vitis vinifera) durchzufiihren.
Zudem wurde der Einfluss von Methyljasmonat auf die Sesquiterpenbiosynthese untersucht.
Uber die angewandte HS-SPME-Technik konnten mehr als 30 verschiedene Sesquiterpene
nachgewiesen werden. Die nachgewiesenen Sesquiterpene werden in der Wachsschicht der
Beere angereichert und von dort emittiert. Das Sesquiterpenprofil unterliegt einer
reifebedingten Veranderung. Aber auch zwischen den Rebsorten bestehen zum Teil deutliche
Unterschiede. Die untersuchten Proben umfassten weile und rote, monoterpenarme- und
-reiche Rebsorten. Die Unterschiede im Sesquiterpenprofil waren nicht auf diese
Klassifizierungen zuriickzufiihren, sondern rebsortenspezifisch. Vor allem Gewiirztraminer
und Cabernet Sauvignon grenzten sich deutlich von den anderen untersuchten Rebsorten ab.
Rebsorten wie Syrah, Lemberger und Riesling wiesen sehr dhnliche Profile auf.

Weiterhin wurde durch Applikation von d>-DOX und d>-MVL die Beteiligung der
Biosynthesewege (DOXP- und MVA-Weg) an der Sesquiterpenbiosynthese untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass beide Biosynthesewege zur Generierung von
Sesquiterpenen in Vitis vinifera beitragen konnen. Demzufolge findet ein Transfer von
Isoprenoid-Intermediaten vom Plastid zum Cytoplasma statt. Da nur ein geringer Einbau von
d>-MVL in Terpene plastiddren Ursprungs (Mono- und Diterpene) erfolgte, kann auf einen
limitierten Import von Intermediaten in die Plastiden geschlossen werden. Dies entspricht
dem mittlerweile fiir mehrere Pflanzenspezies nachgewiesenen einfach gerichteten
Transportmodell vom Plastid zum Cytoplasma. Die Markierungsstudien bestétigten zudem,
dass die Biosynthese von Sesquiterpenen im Exokarp der Beere lokalisiert ist. Im Mesokarp
konnte keine biosynthetische Aktivitit festgestellt werden. Uber eine enantioselektive Analyse
konnte in Reifenstadium (R)-Germacren D nachgewiesen und iiber das Einbaumuster der
zugrundeliegende  Cyclisierungsmechanismus  identifiziert ~werden. Uber  diesen
Cyclisierungsmechanismus lassen sich ebenfalls andere Sesquiterpene ableiten.

Zudem fiihrte die Applikation von Methyljasmonat zur Induktion der Biosynthese von
Sesquiterpenen, Monoterpenen, Homoterpenen (DMNT) und Indol. Die zuséitzliche
Applikation von d>-DOX bestdtigte die methyljasmonatinduzierte de novo Biosynthese der

Terpene, die bereits innerhalb weniger Stunden nach Applikation nachweisbar war.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Pflanzenmaterial

Fiir die Messungen standen elf Rebsorten vom Institut fiir Rebenziichtung und
Rebenveredlung der Hochschule Geisenheim zur Verfligung. Zusitzlich wurden Rebstdcke
vom Institut fiir Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcenschutz (INRES) Abteilung

Gartenbauwissenschaft der Universitdt Bonn beprobt.

Von der Forschungsanstalt Geisenheim wurden folgende Rebsorten analysiert: Riesling,
Silvaner, Gewiirztraminer, Gelber Muskateller, Siegerrebe, Spétburgunder, Lemberger,
Cabernet Sauvignon und Syrah. Die Probenahmen erfolgten 2009 und 2010 im Reifeverlauf
sowie jeweils am 19.09.2011 und 19.09.2012. Fiir ausgewidhlte Messungen wurden zudem der
unaromatische Gewiirztraminer (19.09.2011) und Beeren von Vitis labrusca (Reifeverlauf

2009) herangezogen.

Von den Gartenbauwissenschaften, Universitdit Bonn, wurden folgende Rebsorten beprobt:
Lemberger, Syrah, Gewiirztraminer und Spétburgunder. Die Probenahme erfolgte 2012 im

Reifeverlauf sowie jeweils am 29.08. und 15.09.2011.

Zur Bestimmung des Reifegrades an den einzelnen Beprobungsterminen wurde der
Zuckergehalt in Brix gemessen. Die Geisenheimer Proben wurden extern von der
Forschungsanstalt Geisenheim vermessen. Die Bestimmung der Zuckergehalte der Bonner

Trauben erfolgte mit Hilfe eines Refraktometers.

Ebenso wurde das Sesquiterpenprofil der Bliiten analysiert. Die Probenahmen erfolgten am

16.06.2010 (Geisenheim) sowie am 13.06.2013 und 02.07.2013 (Bonn).

Fiir die Bestimmung des Sesquiterpenprofils wurden jeweils vier Beeren bzw. vier Bliiten in
ein Headspace-Vial gebracht und {iber die in Abschnitt 6.7 beschriebene Methode analysiert.

Alternativ erfolgten zuvor die in Abschnitt 6.4 bis 6.5 beschriebenen Behandlungen.
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6.2 Dynamische Headspace-Extraktion

Trauben (200-300g) wurden in einem Exsikkator gelagert und die Gasphase im Exsikkator
kontinuierlich mittels Membranpumpe iiber ein Tenaxrohrchen geleitet. In den Exsikkator
einstromende Luft wurde zuvor iiber einen Aktivkohlefilter geleitet. Uber die Membranpumpe
wurde ein Fluss von maximal 1 mL/sec eingestellt. Die Dauer der dynamischen Headspace-
Extraktion war variabel (zwischen 3-24 h). Nach erfolgter Anreicherung wurden die Analyten
mit 20 mL MTBE eluiert und mit internem Standard versetzt (1-Bromdecan, 20uL, 0,01%ig).
Die Probe wurde anschlieBend mittels Mikrodestille auf ca. 100 pL eingeengt. Die Losung
wurde liber GC-MS (Flissiginjektion) vermessen, die Quantifizierung der Sesquiterpene

erfolgte als 1-Bromdecandquivalente.

6.3 Quantifizierung der Sesquiterpene in der Wachsschicht

Ca. 20 g Trauben wurden in 50-100 mL Dichlormethan getaucht und 5 pg 1-Bromdecan als
interner Standard hinzu dotiert. Die Losung wurde fiir 3 h bei Raumtemperatur dquilibriert.
AnschlieBend wurde die Losung abdekantiert, auf ca. 20 mL aufkonzentriert und fiir 48 h bei -
20°C ausgefroren. Im Anschluss wurde das auskristallisierte Wachs abfiltriert und das Filtrat
auf ca. 100 pL eingeengt. Die Losung wurde iiber GC-MS (Fliissiginjektion) vermessen, die

Quantifizierung der Sesquiterpene erfolgte als 1-Bromdecanidquivalente.

6.4 In vivo Applikationen von d2-DOX, d2-MVL oder MeJA

Inkubation ganzer Beeren: Wissrige Losungen von Methyljasmonat (10 pL, 0,1%) bzw. der
Prakursoren (10uL, 1%) wurden durch den Bliitenboden (Receptaculum) in die Beere
injiziert. Das Injizieren durch den Stiel, im Vergleich zur Injektion durch die Haut der Beere
hat den Vorteil, dass das Gewebe des Stiels die Nadel besser umschliefit, bzw. sich der
Einstich nach Herausziehen der Nadel wieder verschlieBt und damit das Herauslaufen der
Losungen verhindert wird. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Beeren geschailt
und Exo- und Mesokarp getrennt voneinander iiber SPME-GC-MS vermessen. Das Mesokarp

wurde zuvor homogenisiert und zusétzlich mit NaCl geséttigt.

Fiir die Jasmonatstudie wurde als Kontrollversuch Wasser, anstelle von MeJA in die Beeren

appliziert.
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Inkubation des Exokarps mit d>-DOX oder d>-MVL: wissrige Losungen der Prakursoren (100
uL, 0,1 %) wurden in ein 10 mL Headspacevial pipettiert und isoliertes Exocarp (ca. 1 cm?,
durch Schilen der Beeren gewonnen) mit der Innenseite auf diese Losung gelegt. Das
Headspacevial wurde verschlossen und nach 48 h Inkubation vermessen.

Zusatzlich erfolgte bei ausgewdhlten Messungen zuvor eine Oberflachendesinfektion der
Beeren. Hierbei wurden die Beeren fiir wenige Sekunden in eine Losung von
Natriumhypochlorit (1%) getaucht. AnschlieBend wurden die Beeren geschélt und das
isolierte Exokarp wie zuvor beschrieben mit d>-DOX oder d>-MVL inkubiert.

6.5 Kontinuierliche Headspace-Messung nach MeJA-Applikation bzw. Applikation
von MeJA und d2-DOX

Die Versuche wurden mit der Rebsorte Lemberger (BN) durchgefiihrt.

Applikation von MeJA (5 uL, wdssrige Losung, 0,2%ig), 26.09.2012: Die Losung wurde nach
6.4 in die intakten Beeren injiziert (n=2). Zusitzlich erfolgte ein Kontrollansatz, bei dem statt
MeJA-Losung Wasser injiziert wurde. Jeweils vier Beeren der drei Ansédtze wurden direkt in
ein HS-Vial verbracht und unmittelbar gemessen. Die Vials wurden iiber einen Zeitraum von

drei Tagen abwechselnd vermessen, um ein zeitabhangiges Emissionsprofil zu erstellen.

Applikation von MeJA und d>-DOX (SuL, wdssrige Losung, Gemisch aus 0,2% MeJA und 2 %
d2-DOX), Termine: 30.08.2012, 18.10.2012: Die Durchfiihrung erfolgte analog zur
Applikation von MeJA.

6.6 Freilandversuch

In einem Freilandversuch wurden drei rdumlich getrennte Rebstocke (ca. 3 m, Lemberger,
Bonn) unterschiedlich behandelt. Ein Rebstock wurde mit einer wéssrigen Losung von
Methyljasmonat (0,1%) bespriiht. Die Spriihlosung enthielt zusétzlich 0,3 % BT 233, ein
Tensid zum Herabsetzen der Oberfldchenspannung des Wassers zur besseren Benetzung der
Blattoberfliche. Am dritten Rebstock wurden die Blétter durch Einreien verletzt. Der
mittlere Rebstock diente als Kontrolle und wurde nicht behandelt. Uber vier Tage wurden in

zeitlichen Abstidnden (alle 6 h) Beeren geerntet und das Exokarp unmittelbar iiber HS-SPME-
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GC-MS vermessen (pro Rebstock: n=2). Die Messungen wurden an drei Terminen

durchgefiihrt (23.09.2011, 01.10.2012, 10.10.2012).

6.7 Analytik

6.7.1 SPME

SPME-Faser: 85um PA, Supelco (Bellafonte, PA, USA)

Automatisierung: CTC CombiPal (CTC Analytics AG, Schweiz)

Tabelle 15: SPME-Bedingungen der durchgefiihrten Versuche

Extraktions- und
HS- Konditionierungs- Extraktions- Desorptions-
Versuchsmodell Konditionierungs-
Vial dauer dauer dauer
temperatur
Profilmessungen 20 mL 45°C 30 min 10 min 10 min
Biosynthesestudien,
MeJA-Studien, 10 mL 60°C 30 min 10 min 10 min
Abschnitt 4.2, 4.5
MeJA-Studien,
20 mL RT - 20 min 10 min
Abschnitt 4.3, 4.4

In Abhéngigkeit vom Versuchsmodell mussten unterschiedliche SPME-Methoden entwickelt
werden. 20 mL Vials wurden fiir Versuchsansdtze verwendet, bei denen ganze Beeren
vermessen wurden. Als Konditionierungs- und Extraktionstemperatur der Profilmessungen
wurden 45°C gewihlt, da Beeren in frithen Reifestadien bei Temperaturen von 60 °C

Braunfirbungen und Fliissigkeitsaustritt zeigten.

Die HS-Messungen fiir Abschnitt 4.3 und 4.4 mussten bei Raumtemperatur durchgefiihrt
werden, da die Trauben {iber einen Zeitraum von drei Tagen und trotz mehrfacher Messung
biosynthetisch aktiv bleiben mussten. Zur Erhdhung der Empfindlichkeit wurde daher die

Extraktionszeit verldngert.
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6.7.2 GC-MS-System

Autosampler:
GC:

MS:

Sdule:

Auswertesoftware:

6.7.3 GC-MS-Messung

Injektortemperatur:

Split (SPME):

Split (19):
GC-Temperaturprogramm:
Transferlinetemperatur:
Iontrap-Temperatur:
Ionisierung:

Scanmodus:

6.7.4 Chirale Messungen

CTC CombiPal (CTC Analytics AG, Schweiz)

Varian 450 GC (Palo Alto, CA, USA)

Varian 240 MS (Palo Alto, CA, USA), lontrap

DB5 (Varian, 30 m x 0,25 mm i.D., 0,25 um Filmdicke)

VarianWorkstation Starbar

220°C

0-3 min Splitless; 3-10 min Split 1:100; ab 10 min Split 1:20
0-1,5 min Splitless; ab 1,5 min Split 1:20

35°C fiir 3 min, auf 250°C mit 5°C/min

260°C

150°C

EI (ElektronenstoB3-Ionisation), 70eV

fullscan, m/z 35-350, Scanrate: 0,64 s/scan

Die chiralen Messungen wichen in folgenden Parametern von 6.7.2 und 6.7.3 ab:

Siule:

GC-Temperaturprogramm:

Fused silica Kapillarsdule, (30 m x 0,25mm

Heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)--
cyclodextrin (20%) in BGB 15 (Filmdicke 0,25 pm)
60°C fiir 3 min, auf 160°C mit 1°C/min, Endtemperatur 10 min

iD.),

halten
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6.7.5 GCxGC-qMS - Messungen

Geriteparameter:

GCxGC

MS
Autosampler

Software

Methode:

Injektortemperatur:

Split:

GC-Temperaturprogramm:

Transferlinetemperatur:
Modulationszeit:

Scanmodus:

Trace GC x GC Ultra, ThermoFisher Scientific (Dreieich,
Deutschland)

DSQ Quadrupol MS, ThermoFisher Scientific

TriPlus Autosampler mit SPME Option, ThermoFisher Scientific
Xcalibur, Version 1.4, ThermoFisher Scientific

HyperChrom, Version 2.4.1, ThermoFisher Scientific

240°C

Splitless

50°C fiir 5 min, auf 245°C mit 6°C/min
260°C

6 sec

fullscan, m/z 40-250

6.7.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS 20.0 (Chicago, IL, USA) iiber einfaktorielle

Varianzanalyse (ANOVA) mit Post-hoc-LSD-Test (least significant difference) sowie

kanonischer Diskriminanzanalyse.
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6.8 Synthesen
6.8.1 Synthese von [*H2-5,5]-Deoxy-D-xylulose

Die Synthese von [*H-5,5]-Deoxy-D-xylulose wurde nach Meyer et al. (2004)
durchgefiihrt!'%], Hierbei handelt es sich um eine fiinfstufige Synthese. In Schritt (1) erfolgt
die Reduktion des (+)-Dimethyl-2,3-O-benzyliden-D-tartrats mittels Lithiumaluminium-
deuterid (LiAlD4). Anschliefend wird eine OH-Gruppe des Diols durch Einfithrung einer
Schutzgruppe mittels Benzylbromid (BnBr) maskiert (Schritt (2)). In Schritt (3) erfolgt tiber
die Swern-Ireland-Reaktion die Oxidation des nicht geschiitzten, primdren Alkohols und die
anschliefende nukleophile Addition von Methyl. Der gebildete sekundéire Alkohol wird in
Schritt (4) oxidiert. In Schritt (5) erfolgt iber Hydrierung die Entfernung der Schutzgruppen
zu [*H»-5,5]-Deoxy-D-xylulose. Nach jeder Stufe erfolgte die Aufreinigung des Zwischen-
bzw. Rohprodukts {iber Flashchromatographie.

Ausbeute: 32 %

'H-.NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1,38 (s, CH;, Furanoseanomer); 1,43 (s, CHs,
Furanoseanomer); 2,25 (s, 1-H, offenkettig); 3,66 (m, Furanoseanomer); 3,81 ((m,
Furanoseanomer); 4,00 (s, 4-H, offenkettig); 4,09 (s, Furanoseanomer), 4,22 (d, 3-H,
offenkettig)

CD,OH ( 2)

(6]
O o0~ (hH O CD,OH
O~ o e OXX <,
W« ~ LiAID,, W BnBr
0 THF 0" TDOH NaH, THF \©
(6]

(COCI),,
DMSO,

(3) | NEts,
MeMgCl,
THF

OH DD Lo fj\ @ C\
o | e O - O \[c

NMO

Abbildung 51: Synthese von [2H:-5,5]-Deoxy-D-Xylulose erfolgte nach Meyer et al. (2004)!'%I, Folgende
Chemikalien wurden verwendet: Lithiumaluminiumdeuterid (LiAlD4), Tetrahydrofuran (THF), Benzylbromid
(BnBr), Nadriumhydrid (NaH), Oxalylchlorid ((COCIl);), Dimethylsulfoxid (DMSO), Triethylamin (NEt;3),
Methylmagnesiumchlorid (MeMgCl), Tetrapropylammoniumperruthenat (TPAP), N-Methylmorpholin-N-oxid
(NMO) und Palladium-Kohlenstoff (Pd/C, Katalysator).
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6.8.2 Synthese von [2H2-5,5]-Mevalonolacton

Die Synthese des [?H»-5,5]-Mevalonolactons (Abbildung 52, (3)) erfolgte nach Simpson et al.
(1997) iiber 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutarsiure (1)!'%). Durch Umsatz mit Essigsdureanhydrid
entsteht das Anhydrid der Glutarsiure (2). Uberschiissiges Essigsiureanhydrid sowie
Essigsdure konnen tiber eine Kugelrohrdestille abgezogen werden. AnschlieBend erfolgt die
Reduktion mittels Natriumbordeuterid zum [?H»-5,5]-Mevalonolacton. Das erhaltene
Rohprodukt wird angesduert, iiber Fliissig-Fliissig-Extraktion mittels Perforator in eine

organische Phase (Diethylether) extrahiert und das Losungsmittel anschlieBend abrotiert.
Ausbeute: 28 %
'"H-NMR (300 MHz, CDCls): 1,31 (s, CH3); 1,70 (m, 2H); 2,52 (m, 2H)

MS (CI): 133 (100), 115 (21), 71 (11); m/z: 133 (M+H")

OH OH
w ﬁi
OH OH
Ac20 o 0 0 NaBD4,

iPrOH D
(1) 2) 3)
Abbildung 52: Synthese von [*H:-5,5]-Mevalonolacton erfolgte nach Simpson et al. (1997). Folgende

Chemikalien wurden verwendet: Essigsdureanhydrid (Ac20), Natriumbordeuterid (NaBDs4) und
Isopropanol (iPrOH).
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Abbildung A 1: HS-SPME-GCxGC-qMS-Analyse und Vergleich mit eindimensionaler Trennung
(Gewiirztraminer). Die Abbildungen A und B zeigen das GCxGC-gMS-Chromatogramm. In Abbildung B ist
der Bereich von 18-32 min (1. Dimension) bzw. 2-6 sec (2. Dimension) vergroert dargestellt. Abbildung C zeigt
ein HS-SPME-GC-MS-Chromatogramm. Folgende Sesquiterpene sind nummeriert: d-Elemen (1), a-Ylangen
(2), B-Bourbonen (3), Caryophyllen (4), y-Elemen (5), Humulen (6), Germacren D (7), (E,Z)-a-Farnesen (8),
(E,E)-o-Farnesen (9), y-Cadinen (10), Calamenen (11), unbekannt (12, RI 1533), B-Calacoren (13), unbekannt
(14, RI 1597)
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Abbildung A 2: Vergleich der HS-SPME-GC-MS Chromatogramme von Gewiirztraminer und dem
unaromatischen Gewiirztraminerklon. Dargestellt sind die Chromatogramme (TIC) fiir Gewiirztraminer
(schwarz) und dem unaromatischer Gewiirztraminer (rot) vom 19.09.2011. Der Elutionsbereich von Mono- und
Sesquiterpenen ist iiber dem Chromatogramm angegeben. Folgende Verbindungen sind nummeriert: Geraniol (1)

und Methylgeranat (2).
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Abbildung A 4: Einbau deuteriummarkierter Priikursoren in Monoterpene des Mesokarps am Beispiel a-
Terpineol. In Abbildung A sind die HS-SPME-GC-MS Chromatogramme (TIC) nach Applikation von d-MVL
bzw. d»-DOX (links) zur Rebsorte Lemberger sowie die Massenspektren von genuinem und markiertem o-

Terpineol (rechts) dargestellt. In Abbildung B ist der mogliche Fragmentierungsmechanismus von genuinem und

markiertem a-Terpineol angegeben.
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Abbildung A 5: Einbau deuteriummarkierter Prikursoren in das Diterpen 13-epi-Manoyloxid. Einbau von
d>-DOX, gezeigt fiir die Rebsorte Lemberger (Exokarp). Links dargestellt ist der Chromatogrammausschnitt
(Ionenspuren, SIS) fiir das genuine (m/z = 257) und markierte (m/z = 265) Diterpen. In der Mitte sind die
Massenspektren von do-13-epi-Manoyloxid und dg-13-epi-Manoyloxid angegeben. Die Fragmente m/z = 275 und
m/z = 283 entsprechen den Molekiilionen, die Fragmente m/z = 257 bzw. m/z = 265 sind auf die Abspaltung einer
Methylgruppe (CH3-) zuriickzufiihren. Die Strukturformeln mit prognostiziertem Markierungsmuster sind rechts

aufgefiihrt.
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Abbildung A 6: Einbau von Deuterium nach Applikation von d>-MVL und d2-DOX in Sesqui-, Mono- und
Diterpene, verschiedene Rebsorten (Exokarp). Aufgefiihrt sind: A) Lemberger (2010, n=4), B)
Gewlirztraminer (2012; n=3), C) unaromatischer Gewiirztraminer (2012, n=3) und D) Syrah (2012; n=3).
Dargestellt sind Box-Whisker-Plots mit dem 25% Perzentil (1. Quartil, unten) und dem 75% Perzentil (3.
Quartil, oben), getrennt durch den Median (50% Perzentil). Die Raute entspricht dem Mittelwert. Unterer
Whisker ist das untere Perzentil minus dem kleinsten Wert, oberer Whisker ist der grofite Wert minus dem

oberen Perzentil.
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Abbildung A 7: Korrelation der erzielten Einbauraten nach Applikation von d>-MVL und d:-DOX,
verschiedene Rebsorten (Exokarp). Aufgefiihrt sind: A) Lemberger (2010, n=4), B) Gewiirztraminer (2012;
n=3), C) unaromatischer Gewiirztraminer (2012, n=3) und D) Syrah (2012; n=3).
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Abbildung A 8: Moglicher Einbau markierter Prikursoren in die Sesquiterpene y-Cadinen, a-Ylangen, a-
Copaen und Selina-4,6-dien iiber dé-(R)-Germacren D nach Steele et al. (1998)
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Abbildung A 9: Méglicher Einbau markierter Prikursoren in die Sesquiterpene Guaia-6,9-dien, 6-Elemen

und Selina-4,6-dien iiber ds-Germacren C nach Steele et al. (1998)
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Abbildung A 10: Maoglicher Einbau markierter Prikursoren in die Sesquiterpene Germacren B und y-
Elemen nach Steele et al. (1998)
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Abbildung A 11: Massenspektren von unmarkierten und markierten a-Ylangen (A) und y-Cadinen (B)
sowie die Markierungsmuster. Der zugrunde liegende postulierte Cyclisierungsmechanismus ist in Abbildung

A 8 angegeben.
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Abbildung A 12: Massenspektren von unmarkierten und markierten 6-Elemen (A), Guaia-6,9-dien (B)
und Selina-(4,6)-dien (C) sowie die Markierungsmuster. Der zugrunde liegende postulierte

Cyclisierungsmechanismus ist in Abbildung A 9 angegeben.

104



125 150 175 200
m/z

1232

125.2

A 100% 923 100%
" 1211 X
iy
=z 96.3
| o 2
75% ot 75% 693
50% 50%
55.2
53.2 133.1 -
25% m m 25%1
0% |||| 4[| L T 4 0%
50 75 100 125 150 700 5 75 100
B 100% 1052 100%] 693
673 N H 953
~ 91[3 T
N e X
1212
75%1 75%
793 N 93
813
50%4 50%4 2
- 133.1
25%- 25%]
add I
5 75 100 125 150 175 200 5 75 100

miz

125 150 175 200
m/z

Abbildung A 13: Massenspektren von unmarkierten und markierten y-Elemen (A) und Germacren B (B)

sowie die Markierungsmuster. Der zugrunde liegende postulierte Cyclisierungsmechanismus ist in Abbildung

A 10 angegeben.
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Abbildung A 14: Massenspektren von unmarkierten und markierten Cubebol (A), (E,E)-a-Farnesen (B)

und (E,Z)-o-Farnesen (C) sowie die Markierungsmuster.
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Abbildung A 15: Massenspektren von nicht idendifizierten, unmarkierten und markierten Sesquiterpenen
(A: RI 1533; B: RI 1597).
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Abbildung A 16: HS-SPME-GC-MS Messung von Ocimen, zur Bestimmung einer etwaigen Umsetzung zu

Cosmen. Es wurde untersucht, ob unter den angewandten Bedingungen eine Bildung von Cosmen aus Ocimen

moglich ist. Abbildung 1a zeigt die HS-Messung von Weinbeeren nach Applikation von Jasmonat und d,-DOX

(siche Abschnitte 4.3 und 4.4). Abbildung 2a zeigt die HS-Messung eines wissrigen Isomerengemischs von

Ocimen. Folgende Verbindungen sind nummeriert: (Z)-Ocimen (1), (E)-Ocimen (2), Cosmen (3), (E,Z)-

Alloocimen (4). Die Abbildungen 1b und 2b zeigen die jeweiligen Massenspektren der Verbindungen (3) und

(4).
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Abbildung A 17: Markierungsmuster von de¢-Nerolidol (A) und mégliche Markierungsmuster von DMNT
aus dz-Nerolidol (B). E1-E3 bezeichnet die jeweiligen Isoprenoid-Einheiten, die in Abbildung A durch
gestrichelte Linien abgegrenzt sind. Abbildung B zeigt die mogliche Positionierung der Markierung in DMNT in
Abhingigkeit der markierten Isoprenoideinheit (E1-E3) von d»-(E)-Nerolidol.
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Abbildung A 19: Prozentuale Einbaurate von d2-DOX nach Methyljasmonatapplikation als Funktion der
Zeit. a): (E)-Ocimen (d4), Linalool (d4), Cosmen (d2/d3), 4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrien (DMNT, d2/d4). b):
Germacren D (d2, d4, d6). 1-3:verschiedene Termine (Doppelbestimmung): 1 = 30.08.2012 (zweite Bestimmung
ist in Abschnitt 4.4 dargestellt); 2, 3 = 18.10.2012. Die Auswertung erfolgte {iber die in Tabelle A 14 fiir die

jeweilige genuine Verbindung angegebenen lonenspuren.
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Abbildung A 20: Induktion von (E)-B-Ocimen in Weinbeeren als systemische Reaktion auf die Behandlung

der Weinblitter.

Folgende

Behandlungen wurden angewandt: das Besprithen der Blétter mit

Methyljasmonatlosung (Jasmonat), Verletzen des Blattwerks (Blétter). Am Kontrollrebstock erfolgte keine

Behandlung (Kontrolle). Die Messungen wurden mit der Rebsorte Lemberger (2012, n = 2) durchgefiihrt.
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Tabelle A 1: Zuckergehalte in Brix der im Reifeverlauf untersuchten Rebsorten (2009, Geisenheim)

28.07. 03.08. 18.08. 08.09. 18.09. 02.10. 09.10.

Cabernet Sauvignon 12,1 17,6 19,9 20,9 22,2
Lemberger 12,8 17,2 19,6 19,9 21,8
Gelber Muskateller 11,8 17,2 19,3 20,0 19,7
Riesling 4,4 4,6 8,1 17,7 19,3 18,0 19,6
Siegerrebe 15,7 19,6 22,2 254 26,3 26,3
Silvaner 11,8 17,2 18,0 20,8 21,3
Spatburgunder 6,6 7,1 15,2 20,0 21,5 24,0 23,0
Syrah 8,7 17,2 20,3 21,5 20,8
Gewlirztraminer 15,7 20,9 21,6 21,8 22,0
Vitis labrusca 4.4 11,3 13,2 19,1 20,5

Tabelle A 2: Zuckergehalte in Brix der im Reifeverlauf untersuchten Rebsorten (2010, Geisenheim)

23.08. 30.08. 13.09. 27.09. 12.10. 26.10.
Cabernet
Sauvignon 11,4 13,3 16,4 18,6 18,9 16,4
Lemberger 12,0 11,6 15,3 17,4 17,6 18,8
Gelber Muskateller 11,8 12,9 15,6 16,2 15,7 19,0
Riesling 6,5 8,0 14,5 18,2 18,5 16,8
Siegerrebe 19,1 17,3 21,1
Silvaner 12,0 12,3 16,2 19,3
Spatburgunder 14,9 14,9 18,2 20,3
Syrah 11,7 13,3 17,9 19,2 19,3 16,8
Gewlirztraminer 14,4 16,0 18,4 20,7 20,1 22,5

Tabelle A 3: Zuckergehalte in Brix der im Reifeverlauf untersuchten Rebsorten (2012, Bonn)

18.07. 03.08. 16.08. 24.09. 01.10. 05.10. 15.10. 22.10.

Lemberger 4.1 3,1 3,8 11,9 17,1 15,0 19,6 21,2
Spétburgunder 2,5 2,2 3,3 12,8 19,2 18,8 20,8 19,2
Syrah 2,5 2,2 2,0 8,9 11,4 14,6 15,6 12,2
Gewiirztraminer 2,5 2,2 5,6 18,0 19,2 20,6 21,8 21,4
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Tabelle A 4: Verlauf der Sesquiterpenakkumulation wihrend des Reifeverlaufs fiir verschiedene

Rebsorten, Summenparameter der Peakflichen (Geisenheim, 2009, n=2)

28.07. 30.07. 15.08. 06.09. 21.09. 01.10. 16.10.
Cabernet 79,1 £10,1 112,0 13,7+ 6,4 24+0,2 2,8+1,1 1,7+0,4 1,8+£0,5
Sauvignon
Lemberger 13,0+£3,5 20,0 0,8+0,2 3,0+0,8 20,3 +£13,3 34+1,6 42,2 +£48,7
Gelber 38,4+99 35,9 8,9+6,0 11,0+ 3,0 23,8£5,5 53,6 £30,2 9,119
Muskateller
Riesling 62.6+42.4 429 45+0,1 24+0,1 13,0£11,5 TA4+438 66,6 + 38,9
Siegerrebe 68.1 + 64,7 9,0 343+156  43,0+9.5 125,5 18,7 +8,4 50+08
Silvaner 219+13 14,1 31402 1,9+04 77+89 268+31,6 181+17.4
Spit- 71,4 4302 51,7 63+43 260+35.6  30.8+213  13.7+168 182+ 0.9
Burgunder
Syrah 418,6 £ 191,1 84,7 15,5+2,7 16,0 £ 6,5 21,8 +13,3 21,8+10,1 190,6 + 79,8
Gewlirz- 28,0+ 24.4 13,0 70+68  1923+773 686,3+1893 562,8+40,9 7353 +750,6
traminer
Vitis 15,2+ 1,0 kP! 11,6 £ 15,4 4.4 kP! 10,9 £ 10,1 0,9+0,2
labrusca

1) k.P. keine Probenahme
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Tabelle A 5: Verlauf der Sesquiterpenakkumulation wihrend des Reifeverlaufs fiir verschiedene

Rebsorten, Summenparameter der Peakfliichen (Geisenheim, 2010, n=3). Unterschiedliche Buchstaben

bezeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Sesquiterpengehalten.

20.08. 01.09. 15.09. 29.09. 12.10. 26.10.

Cabernet 20,4+3,2 4,7£24 1,9+2,0 31,8+ 7,1 30,1 £10,8 31,1+£8,0
Sauvignon a b b a a a
Lemberger 74+7,7 12,3+4,7 13,5+7,2 79,0 £49,5 531,9+682,8 685,2+4243

a a a a ab a
Gelber 10,8 £ 6,9 18,2+10,8 554+332 61,0+ 62,3 128,4 + 38,2 73,4+ 12,5
Muskateller a ac ac ac b be
Riesling 11,2+3.5 6,5+ 8,8 17,5+9,9 69,7 +42,8 202,3+£53,2 106,6 £ 77,0

a a a ac b c
Siegerrebe 154+5,1 7135 26,7 164,5+65,7  433,4+253,1

a a a b
Silvaner 30,0 + 34,1 39+24 22,5+273 48,0 £50,8 405,9 + 86,6 296,4 + 1373

a a a a b b
Spét- 5,8+£6,5 40+29 30,7+ 12,5 92,0+31,7 437,5+233,9 207,3 +156,9
burgunder a a a a b a
Syrah 118,8 + 38,2 117,9 £ 125,2 178,5 £41,8 386,9 +247,1 254,8 +201,9 52,6 £29,9

a a ab b be ac
Gewiirz- 0,8+0,8 35,1+23,1 164,7 + 61,5 1364,8 £ 627,9 1657,2 £55,5 1425,7 £ 675,5
traminer a a a b b b
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Tabelle A 6: Verlauf der Sesquiterpenakkumulation wihrend des Reifeverlaufs fiir verschiedene

Rebsorten, Summenparameter der Peakflichen (Bonn, 2012, n=3). Unterschiedliche Buchstaben bezeichnen

signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Sesquiterpengehalten.

18.07.  22.07.  03.08. 16.08.  24.09. 30.09. 06.10. 15.10.  22.10.
Lemberger 64,7 £ 55,2 12,8 = 3,6+ 22,8 £ 259 + 26,2 + 54,7 + 46,3 +

13,0 4.4 0,9 7,6 6,2 11,5 45,6 33,4

a cd a be be be ab abd
Spat- 4242+ 475 1869+ 72,6+ 81+ 49+ 205+ 293+ 153+
Burgunder 263,4 159,2 50,4 6,5 4,7 16,9 13,6 9,1

a b b b b b b b
Syrah 941,0+ 86,4 99,8+ 110,8+ 9,0+ 359+ 150+ 11,1+ 259+

799,2 84,6 109,8 1,5 48,1 6,6 81,3 23,9

a b b b b b b b
Gewiirztraminer 110,0+ 119,6 52,0 5,7+ 51,4+ 77,9 + 237.6+ 2730+ 1458+

25,2 43,2 4,3 44,3 49,4 82,9 200,1 58,3

ab a a a a be c abc
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Tabelle A 7: Sesquiterpenprofile und Standardabweichung, Preveraison

Cabernet Vitis Lemberger Muska- Riesling Silvaner Spiit- Syrah Gewiirz-
Sauvignon labrusca teller burgunder traminer
n=2 n=2 n=9 n=2 n=2 = 3 n=3 n=>5 n=4
Cadalen 1,0+£0,3 4,1+£28 6,0 £6,2 0,7+0,1 0,5+0,0 52+1,9 0,7+0,1 0,1 +0,1 0,0+0,1
y-Calacoren 0,1+0,0 0,1+0,2 0,3+0,3 0,1+0,0 0,0+0,1 0,3+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
B-Calacoren 0,8 +0,0 1,7+0,5 53+1,9 0,7+0,2 0,5+0,2 3,0+£0,7 0,3+0,1 0,2+0,1 0,3+0,1
o-Calacoren 0,3+0,0 0,4+0,1 1,0£0,9 0,1+0,0 0,0+0,1 1,0+£0,2 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
5-Elemen 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,2
Cubenol 3,7+0,2 39+2,1 56+5,8 0,3+04 0,9+0,2 11,7+ 1,9 0,8+0,3 0,3+0,2 1,3+0,9
8-Cadinen 33+0,2 72+1,2 11,7+5,3 4,5+0,6 3,0+0,5 4,0+0,5 1,9+0,3 0,6 £0,4 1,5+0,2
y-Cadinen 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,6 0,3+0,5 0,6 +0,8 0,0+0,0 0,1 +0,1 0,0+0,0 0,0+0,0
a-Cubeben 1,5+0,3 0,0+0,0 0,5+0,6 1,5+0,1 1,1 +£0,2 0,0+0,0 1,6 £0,3 0,2+0,1 0,1 +£0,1
(E,E)-a-Farnesen 0,7+ 1,0 622+73 24+4.4 4,6+0,2 72+42 42+73 20,0+11,5 822+123 258=+1,8
a-Humulen 41,7+2,6 4,0+0,5 26,7+5,9 39.9+0,1 429+1,9 352+5,6 34,6 £2,9 59+44 20,2+2,8
RI 1533 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,4+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
(E)-B-Caryophyllen 16,9 +3,5 2,8+0,5 16,0 4,6 20,0+1,0 18,2+0,5 24,4+6,8 12,1 +£1,5 3,7+2,0 16,4+2.2
Calamenen 3,5+£0,8 2,0+0,7 8,1+2,1 2,3+0,2 1,7+0,0 39+1,2 1,8+0,5 0,4+04 0,3+0,2
y-Elemen 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1 +0,3 0,0+£0,0 02+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
Germacren D 09+04 2,6 0,6 79+3,1 6,4+0,6 42+39 4,0+ 1,1 1,8 +0,1 1,0+0,7 32,1 +8,4
Selina-4,6-dien 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,4+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,9
Guaia-6,9-dien 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,5+0,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,4+0,9
RI 1391 22,3+5,1 0,0+0,0 1,7+1,1 14,8+0,3 13,3+3,7 0,9+0,9 20,1+6,3 2,5+2,8 04+04
a-Copaen 3,2+0,6 3,7+0,6 6,4+22 2,9+0,2 24+03 1,4+£0,2 2,7+0,6 0,4+0,3 0,5+0,3
a-Ylangen 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,609 0,0+0,0 0,0+0,1 0,0+£0,0 0,0+0,0
Epi-Zonaren 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0=0,0 0,0+0,0 0,5+0,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
B-Bourbonen 0,1+0,2 2,7+0,4 0,0+0,0 0,4=+0,1 0,4+0,5 0,4+0,8 0,2+0,3 0,0+0,1 0,0+0,0
(E,E)-Methylfarnesoat 0,0 + 0,0 0,0+0,0 0,0=0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
(E,Z)-o-Farnesen 0,0£0,0 2,6 +0,2 0,0£0,0 0,4 +£0,6 0,1£0,2 0,4+0,7 1,L1£04 2,6 +2,1 0,0£0,0
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Tabelle A 8: Sesquiterpenprofile und Standardabweichung, Veraison

Cabernet Vitis Lemberger Muska- Riesling Silvaner Spiit- Syrah Gewiirz- Siegerrebe
Sauvignon labrusca teller burgunder traminer
n=238 n=2 n=>5 n=3 n=>5 n="7 n=>6 n=11 n=9 n=3
Cadalen 0,2+0,2 1,3+0,0 4,0+4,1 0,0+0,0 0,1£0,2 1,5+£22 0,1 +0,1 0,2+0,3 2,9+5,1 09+04
y-Calacoren 0,0+0,0 0,2+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0 +0,0 0,1 +0,2 0,0+0,1 0,0+0,0 0,1 +0,1
B-Calacoren 0,1+0,1 0,8+0,3 0,9+1,6 0,0+0,0 0,0+0,1 02+04 0,1 +0,2 0,1 +0,2 0,4+0,8 0,7+0,2
a-Calacoren 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
5-Elemen 0,0+0,0 5,0+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 24+44 2,0+2,2 0,3+0,7 0,0+0,0 35+2,8
Cubenol 0,4+0,7 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1 £0,2 0,2+04 0,6 +0,5
5-Cadinen 1,4+0,9 32+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,6 £1,1 0,2+0,5 0,3+0,5 7,1 11,0 1,8 +0,2
v-Cadinen 0,0+0,0 2,5+0,4 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,3+3,5 5,6 4,7 22+44 0,0+0,0 3,0+£3,0
a-Cubeben 2,7+0,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,1 £0,8 0,0+0,0 0,0+0,0 0,9+0,8 2,3+5,0 02+0,3
(E,E)-a-Farnesen 1,6 £2,3 24,3+4,6 746+17,0  651+319 18,0+12,1  56,5+29,5 229+20,8 40,1+299 68,2+246 31,6+19,7
a-Humulen 36,8+ 1,4 1,9+2,6 9,0+12,4 11,4+10,2 36,6 5,5 6,1 £6,8 274+13,6 16,8+ 13,6 4,5+5.2 15,8 +5,4
RI 1533 0,0+0,0 0,609 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,6 09+1,1 0,2+0,5 0,0+0,0 03+04
(E)-B-Caryophyllen 13,7+1,2 3,1+1,5 59+7,6 57+54 18,7+4,8 50+7,1 14+13 6,4+5,1 34+3,8 6,1 +1,9
Calamenen 1,6 +0,8 2,5+0,5 24+28 0,1 +0,1 1,0£0,6 0,7+ 1,1 1,7+2,1 0,8+0,8 39+49 1,8+0,5
y-Elemen 0,0+0,0 4,0+1,5 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,8+1,0 0,1 +0,3 0,0+0,0 08+1,3
Germacren D 0,8+0,7 42,8 +14,8 1,9+43 11,7+ 14,6 51+1,6 22,1+15,1 19,8 +5,8 53+84 32+59 14,5+ 11,1
Selina-4,6-dien 0,0+0,0 0,7+1,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,8+1,3 0,3+0,7 0,0+0,0 2,1 £1,6
Guaia-6,9-dien 0,0+0,0 1,3+1,9 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,8+1,4 0,5+0,9 0,0+0,0 1,1+0,9
RI 1391 34,7+2,5 09+1,3 0,0+0,0 4,1+34 15,6 £6,0 0,0+0,0 2,3+2.2 17,8 +13,9 0,0+0,0 4,0+2,1
a-Copaen 58+1,5 2,6+22 0,0+0,0 0,3+0,5 38+1,1 0,0+0,0 0,0+0,0 1,5+13 2,2+4,7 0,4+0,7
a-Ylangen 0,0+0,0 0,5+0,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+1,2 3,1£29 1,9+3,8 0,0+0,0 1,6 1,7
Epi-Zonaren 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0=0,0 0,0+0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 2,1 1,4 0,5+0,9 0,0+0,0 0,0+0,0
B-Bourbonen 0,0+0,0 1,7+2,4 0,0=0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,7+3,3 7,8+9,5 2,1 +£3,7 0,1+£0,3 43+43
(E,E)-Methylfarnesoat 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
(E,Z)-o-Farnesen 0,0+0,0 0,0+0,0 1,3+£1,8 1,6 1,4 0,0 £0,0 1,2 42,1 0,3+0,8 1,5+1,3 1,5+2,1 4,7+13
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Tabelle A 9: Sesquiterpenprofile und Standardabweichung, Reife

Cabernet Vitis Lemberger Muska- Riesling Silvaner Spiit- Syrah Gewiirz- Siegerrebe
Sauvignon labrusca teller burgunder traminer
n=12 n=2 n =20 n=10 n=11 n==6 n=11 n=28 n=35 n=13
Cadalen 0,6 £0,5 1,0+0,6 0,4+04 0,2+04 0,4+0,5 0,3+0,3 0,4+0,5 0,5+0,5 0,1 £0,1 0,3+0,2
y-Calacoren 0,0+0,0 0,1+0,2 0,5+0,3 0,0+0,1 0,3+0,2 0,1 +0,1 0,3+0,2 0,3+0,2 0,0+0,0 02+0,2
B-Calacoren 02+0,3 03+04 0,8+0,4 0,3+0,2 0,6+0,3 0,2+0,2 0,4+0,3 0,6 +0,6 0,1 +0,1 0,5+04
a-Calacoren 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1 +0,1 0,0+0,0 02+0,2 0,0+0,0 0,1+0,1 0,2+0,2 0,0+0,0 0,1 +0,1
5-Elemen 0,7+0,8 72+0,8 1,2+0,7 30+£23 1,4+0,8 74+1,9 2,8+1,7 0,7+0,6 03+04 1,9+1,2
Cubenol 0,1+0,5 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,3
5-Cadinen 2,6 4,7 3,8+0,9 1,3+0,6 22425 1,9+1,0 1,5+14 0,9+0,7 1,4+1,3 1,2+1,4 1,9+2,1
v-Cadinen 0,7+1,3 4,7+22 19,9 +6,3 9,5+4,6 22,1+6,0 1,9+1,0 153+7,6 21,4+9,0 1,9+2,0 50+£2,6
a-Cubeben 5,0+3,0 0,609 0,2+0,2 1,7+1,7 0,7+04 0,8+0,9 0,2+0,2 1,9+2,6 1,0+1,2 0,5+0,6
(E,E)-a-Farnesen 2,2+5,5 0,0+0,0 1,3+34 15,9 +13,2 1,6 £2,1 2,7+1,7 0,7+0,9 3,632 50,5+ 8,1 32,1+15,4
a-Humulen 29,1+5,7 0,0+0,0 0,5+0,9 8,6+3,8 4,8+24 16,3+4,3 26,5+15.2 11,5+6,2 1,6 1,5 73+5,0
RI 1533 0,1+0,2 09+1,3 3,1+1,1 0,8+0,8 2,6 +0,7 0,9+0,5 1,4+0,8 23+1,2 02+0,2 0,7+0,5
(E)-B-Caryophyllen 11,2+27 0,4+0,6 0,2+0,2 1,6 £0,9 0,8+0,6 0,7+0,3 1,1 £04 2,7+3,5 0,1 £0,1 0,5+0,2
Calamenen 42425 2,6 +1,0 2,3+0,9 22+1,6 2,3+0,9 1,5+1,3 22+1,6 2,9+2,1 0,7+ 0,6 1,3+0,8
y-Elemen 0,0+0,0 2,1+£29 0,5+0,7 0,5+0,6 1,3+0,6 2,8+1,6 1,0+0,9 0,5+0,4 0,1£0,2 1,0+0,8
Germacren D 6,2+4,8 65,7+ 1,6 23,793 30,3+9,7 24,8 8,9 37,5+£10,4 17,5+9,6 13,5+£9,4 32+£33 13,2+7,6
Selina-4,6-dien 0,0+0,0 09+1,2 3,9+0,7 0,7+0,9 3,1+£0,7 1,5+0,6 2,1£0,6 2,5+1,1 0,7+0,3 1,5+0,6
Guaia-6,9-dien 0,0+0,0 1,0£1,5 4,6 +1,1 0,8+1,1 32+0,7 1,9+0,5 2,3+0,7 2,3+1,1 03+0,3 1,2+0,8
RI 1391 259+12,1 09+1,3 1,2+0,5 0,1 +£04 09+1,5 2,3+0,4 1,8+0,5 8,9+13,2 02+0,3 1,0+0,6
a-Copaen 6,6 £4,0 6,3+5,3 0,3+0,3 2,3+3,3 0,8+0,6 L1+1,2 0,5+04 1,4+£1,8 1,5+1,8 09=+1,1
a-Ylangen 2,0+2,0 0,4+0,6 18,9+ 6,7 45+2.2 11,8+5,8 3,5+1,0 8,3+6,1 10,7 +3,8 1L1£1,0 2,8+1,6
Epi-Zonaren 0,4+0,6 0,0+0,0 6,9+32 3.0£1,2 7,5+29 0,4+04 4,6+2,3 63+23 0,7+0,8 2,3+1,5
B-Bourbonen 22+32 1,0+14 7,8 +4,9 8,5+4,8 7,0 £4,5 14,5+5,3 9,6+5,5 40=+1,9 09=+1,0 6,7+5,1
(E,E)-Methylfarnesoat 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1£0,2 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 4,7+6,5 0,2+0,2
(E,Z)-o-Farnesen 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 33+£5,0 0,0+0,0 0,1+0,3 0,0 £0,0 0,0£0,0 29,1£5,1 16,6 7,6
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Tabelle A 10: Signifikante Unterschiede im Sesquiterpenprofil der Rebsorten Lemberger, Riesling,

Spétburgunder und Syrah

Sesquiterpen Lemberger Riesling Spétburgunder Syrah
B-Bourbonen ab ab a b
epi-Zonaren a a b ab
a-Ylangen a b b b
Guaia-6,9-dien a b c bc
Selina-4,6-dien a b c b
Germacren D a a ab b
v-Elemen a b ab ab
Caryophyllen a ab b b
RI 1533 a a b a
a-Humulen a ac b c
v-Cadinen ab a b a
0-Elemen a a b a
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Tabelle A 11: Korrelationen diverser Sesquiterpene

Korrelierende Sesquiterpene Rebsorte Termin R? Steigung
Guaia-6,9-dien RI 1533 alle alle 0,9537 0,9242
Copaen a-Cubeben alle Reife 0,9052 0,7943
Epi-Zonaren y-Cadinen alle alle 0,9576 2,5271
Epi-Zonaren a-Ylangen alle alle 0,9052 1,1032
a-Ylangen y-Cadinen alle alle 0,9534 2,1858
Germacren D d-Elemen alle, aufler: Gewlrztraminer, Reife 0,9744 0,2118
Syrah, Lemberger
Germacren D d-Elemen Gewlirztraminer, Syrah, Reife 0,9191 0,0929
Lemberger
6-Cadinen [-Calacoren al.le, auBer:.Gewurztrammer, Reife 0,9575 0,7342
Silvaner, Siegerrebe
a-Ylangen Calamenen Gewlirztraminer, Siegerrebe Reife 0,9603 0,2554
a-Ylangen Calamenen Spatburgunder Reife 0,9802 0,4023
Guaia-6,9-dien Germacren D Riesling, Syrah Reife 0,9097 5,6346
Guaia-6,9-dien v-Elemen Gewiirztraminer, Siegerrebe Reife 0,9311 0,8018
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Tabelle A 12: Sesquiterpenprofil der Bliiten verschiedener Rebsorten. Aufgefiihrt sind die Ergebnisse der
Messungen der Bliitenknospen (13.06.2013, Bonn) und der gedffneten Bliiten (02.07.2013, Bonn und
16.06.2010, Geisenheim). Angegeben sind die prozentualen Anteile (ermittelt nach der 100%-Methode iiber den
TIC) sowie die Standardabweichungen. Die Buchstaben geben die signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Rebsorten innerhalb eines Termins an. Mit *) bezeichnete prozentuale Anteile unterscheiden sich

signifikant zwischen den beiden Probenahmeterminen 13.06.2013 und 02.07.2013.

Termin Sesquiterpen Lemberger Spitburgunder Syrah Gewiirztraminer
B-Elemen 3,1£0,3 ab 3,1+£1,2 ab 1,3+1,5 a 34+0,5 b
(E)-B-Caryophyllen 6,0+2,1 a 27,6 +1,7 b 124+59 ¢ 53+1,6 a
B-Farnesen 6,7+ 0,5 a 15,4+44 b 0,8+0,4 [¢ 57+1,2 a
o-Humulen 32+1,0 ab 44+13 ab| 6,6+32 a 2,6+0,5 b
% a Germacren D 5,8+4,4 a 13,6+9,1 ab | 20,5+88 b 11,7+5,0 ab
8 Ll”-, Valencen 27,1+5,2 a 0,0+0,0 b 4,6 +£4,0 b 23,1+4,8 a
= (E,E)-o-Farnesen 30,1 +3,7 a 32,249,1 a | 493+£80 b 32,9+0,6 a
7-epi-o-Selinen 16,8 £3,6 a 0,4+0,2 b 2,6+22 b 13,2+3,0 a
Nerolidol 0,8+0,6 a 2,8+ 1,1 a 1,9+0,8 a 1,9+1,7 a
RI 1597 0,5+0,1 a 0,4+0,2 a 0,1+0,2 b 0,3+0,0 ab
B-Elemen 2,2+0,6 a 0,7+0,3 b* 2,0+£0,2 a 2,1+£0,5 a*
(E)-B-Caryophyllen 5,8+0,8 a 5,0+0,8 a* | 151+£20 b 5,7+3,1 a
B-Farnesen 6,8+0,3 a 15,6 +0,9 b 6,1+0,8 a* 9,4+25 c
o-Humulen 1,4+0,1 a* 0,9+0,2 a* 2,7+0,1 b 1,2+0,5 a*
% a Germacren D 1,1£03 a 0,9+0,5 a 0,5+0,1 a* 0,9+0,3 a*
15: \”5 Valencen 189+29 a 0,0+0,0 b 17,7+54 a* 16,7 £ 6,1 a
S (E,E)-o-Farnesen 472+37 a*| 73,7+18 b*| 41,6+62 a 50,2+6,9 a*
7-epi-a-Selinen 143+14 a 0,3+0,3 b 12,7+3,2 a* 12,1£54 a
Nerolidol 0,7+0,2 a 1,2+0,4 b 0,5+0,1 a* 0,6 +0,1 a
RI 1597 1,5+0,1 a* 1,6 £0,5 a* 1,2+0,1  a* 1,1+0,9 a
B-Elemen 1,3 1,3 1,7 1,3
(E)-B-Caryophyllen 4,3 20,8 5,4 6,2
B-Farnesen 9,9 21,6 2,4 9,4
o-Humulen 1,0 1,8 2,0 1,7
% ~ Germacren D 0,4 0,2 0,6 0,4
8: lé/ Valencen 18,9 0,0 40,5 15,7
= (E,E)-a-Farnesen 50,7 53,7 19,0 55,9
7-epi-o-Selinen 12,3 0,0 28,4 8,7
Nerolidol 0,9 0,4 0,0 0,4
RI 1597 0,2 0,2 0,0 0,2
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Tabelle A 13: Charakteristische Fragmente genuiner und deuteriummarkierter Terpene in

Gewiirztraminer nach Applikation von d>-DOX und d>-MVL

Verbindung Molekiilion Ionenspur fiir Auswertung Markierungsgrad
genuin/markiert genuin/markiert

Monoterpene

Methylgeranat n.n. 69/71

Geraniol n.n. 69/71 4

Sesquiterpene

a-Cubeben 204/209 161/166 5

a-Ylangen 204/210 161/167 6

a-Copaen n.n. 161/166 5

Germacren D 204/210 161/167 6

y-Cadinen 204/210 161/167 6

Humulen 204/209 147/151+152 5

B-Farnesen 204/210 161/166+167 6

(E,Z)-o-Farnesen 204/210 161/166+167 6

(E,E)-o-Farnesen 204/210 161/166+167 6

Cubebol n.n. 207/212 6

RI 1597 204/210 135/139* 6
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Tabelle A 14: Ionenspuren zur Berechnung des Deuteriumeinbaus nach Applikation von d2-DOX und

Methyljasmonat, Abschnitt 4.4

Verbindung Quantifier Deuteriumeinbau (x)
genuine (do) markiert (dx)

(E)-B-Ocimen 136 140 ds

Linalool 121 124# ds

DMNT 69 71 do/dsb
Cosmen 134 137 ds
Germacren D 161 163/165/167 dy/d4/ds
Nerolidol 161 163 d2
(E,E)-a-Farnesen 93¢ - -

Indol 1174 - -

a) Verlust eines Deuteriums durch Fragmentierung

b) Uber die gewéhlten lonenspuren kann der genaue Markierungsgrad nicht bestimmt werden

c¢) Es wurde kein Deuteriumeinbau fiir (£, E)-a-Farnesen aufgrund der unspezifischen Fragmentionen berechnet
d) kein Isoprenoid
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