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E Glu Glutaminsure T Thr Threonin
G Gly Glycin W Trp Tryptophan
H His Histidin Y Tyr Tyrosin
I lle Isoleucin \Y Val Valin
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Erdbeere ist eine weltweit konsumierte Frucht und insbesondere wegen ihres
ansprechenden aromatischen Profils und Nahrstoffgehalts sehr beliebt.

Erdbeeren enthalten unter anderem Polyphenole, eine Klasse von Pflanzeninhaltsstoffen,
deren Konsum mit positiven Effekten auf die menschliche Gesundheit in Zusammenhang
gebracht wird. Weiterhin enthalten die Friichte jedoch auch Fra a 1 Proteine, welche dem
Hauptbirkenpollenallergen Bet v 1 strukturell &hneln, wodurch es zu einer Kreuzreaktion
kommen kann, die zu einer Pollen-assoziierten-Nahrungsmittelallergie fir Erdbeeren fuhrt.
Dadurch wird die Verfugbarkeit dieser N&hrwertstoffquelle fur betroffene Allergiker

eingeschrankt.

In Pflanzen sind Polyphenole Teil des Pflanzenabwehrsystems und haben daruber hinaus
auch eine regulierende Funktion, wie beispielsweise beim Pflanzenwachstum. Die
Sekundarmetabilten der Erdbeerpflanzen umfassen mehrere Verbindungen, die zur Klasse
der Polyphenole gehdren. Unter anderem enthalten sie die Flavonoide, Anthocyane, Flavanole
und Flavonole, sowie Phenylpropanoide und Polyphenol-Polymere, wie Proanthocyanidine,
Ellagtannine und Lignin. Die Biosynthese der Polyphenole ist durch ein komplexes System
reguliert, welches u.a. Pflanzenhormone, Expressionsfaktoren und Enzyme, die spezifische
Syntheseschritte katalysieren, umfasst. Um den Metabolitenfluss und dessen Regulierung
besser zu verstehen, wurde das Metabolitenprofil zweier Kreuzungspopulationen (GoodBerry-
Population und franzdsische Kreuzungspopulation), sowie transgener RNAi Pflanzen
analysiert. Um neben genetischen Effekten auch den Effekt der Umwelt auf die
Metabolitkonzentrationen bewerten zu kdnnen, wurde die GoodBerry-Population an funf
verschiedenen Standorten in Europa (Spanien, Italien, Frankreich, Deutschland und Polen)

angebaut.

Die Analysen zeigten, dass die Metabolitkonzentrationen in der Erdbeerfrucht unterschiedlich
von der Umwelt beeinflusst wurden. Nur wenige Flavanolgehalte zeigten eine Varianz
abhangig von der Umwelt. Im Gegensatz dazu war bei jedem der analysierten Flavonole ein
Umwelteffekt zu beobachten. Die einzelnen Flavonolgehalte wurden jedoch nicht gleich
beeinflusst. Das unterschiedliche Verhalten ermdglichte die Einteilung der Flavonole in zwei
Gruppen, deren Konzentrationen unabhangig voneinander von der Umwelt beeinflusst
wurden. Eine dieser Gruppen besteht aus Quercetin-glucosid, Quercetin-glucuronid und
Kaempferol-glucuronid, wahrend die andere Gruppe Kaempferol-glucosid, Kaempferol-
cumarylglucosid und Kaempferol-malonylglucosid enthélt. Das gemeinsame Merkmal der
zuletzt genannten Metaboliten ist ihr bevorzugtes Vorkommen in den Nisschen, den Samen

der Erdbeerfrichte.
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Daruber hinaus wurde das Polyphenol-Profil der Erdbeerpopulationen stark von dem Genotyp
beeinflusst. Fur einzelne Metaboliten konnte eine klare Vererbung durch einen Elternteil
identifiziert werden. Dies war der Fall fir die malonylierten Anthocyane Pelargonidin-3-
malonylglucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid. Diese beiden Metaboliten wiesen eine hohe
Variabilitat zwischen den Genotypen auf. Zwischen dem Genotyp mit dem geringsten Gehalt
und dem Genotyp mit dem hochsten Gehalt betrug der Faktor bis zu 100. Fur beide
Anthocyane konnte dieselbe Segregation innerhalb der Populationen beobachtet werden.
Unter Bericksichtigung der Konzentrationsverteilung der malonylierten Anthocyane innerhalb
der Erdbeerkultivare und -genotypen konnte ein dominantes Anthocyan-Malonyltransferase-

Gen als verantwortlich fur diese Segregation postuliert werden.

In Folge davon wurden Malonyltransferase-Kandidatengene isoliert und analysiert. Zwei der
funf Kandidatengene resultierten in aktiven rekombinanten Proteinen. Diese Enzyme
akzeptierten Flavonole, sowie HDMF-glucosid, neben Anthocyanen als Acyl-Akzeptor-
Substrate und variierten in ihrer Aktivitat, aber nicht in ihrer Substratspezifitdt. Zwischen den
beiden Eltern-Kultivaren der GoodBerry-Population, 'Candonga’ und 'Senga Sengana’ konnte
ein Unterschied in ihrer Enzymaktivitat festgestellt werden. Dies war die Folge eines
Unterschieds im genetischen Code und damit in der Primarstruktur der jeweiligen Proteine.
Dieser Unterschied kdénnte auch die Ursache fiir das kontrastreiche Metabolitenprofil sein. Um

dies vollstandig zu bestatigen sind jedoch weitere Analysen notwendig.

Des Weiteren wurde auch eine transgene siFLS-Linie analysiert. In dieser Erdbeerlinie war die
Expression der Flavonol-Synthase reduziert. Die Flavonol-Synthase (FLS) ist ein Enzym der
Polyphenol-Biosynthese und katalysiert die Synthese von Flavonolen aus Dihydroflavonolen.
In der hier durchgefuihrten Analyse resultierte diese Reduzierung in erniedrigten Flavonol-
Gehalten in den Bluten, Frichten und Blattern. Jedoch konnte keine Reduzierung der
Flavonole in den Wurzeln festgestellt werden. Dies kdnnte ein Hinweis auf die zentrale Rolle
dieser Metaboliten-Gruppe in Wurzeln oder die Expression einer weiteren nicht erniedrigt
exprimierten Flavonol-Synthase in diesem Pflanzengewebe sein. Dariiber hinaus fuhrte die
Reduzierung der Flavonole zu einem Anstieg der Flavanole und Proanthocyanidine in Blattern
und der Anthocyane in Frichten. Dies entspricht dem Anstieg der alternativ gebildeten Up-

stream Produkte, wenn die konkurrierende Seitensynthese der Flavonole reduziert ist.

Unabhangig von der Analyse der Polyphenole, wurden der Gehalt an Fra a 1 in den Erdbeeren

und dessen Auswirkung auf die Erdbeerpflanze im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Die Analyse des Fra a 1-Gehaltes der GoodBerry-Population zeigte eine starke Genotypen-
Umwelt-Interaktion. Es konnte kein Genotyp identifiziert werden, der an allen Standorten einen

signifikant niedrigen Allergengehalt aufwies. Dadurch verdeutlicht das Experiment die
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Komplexitat der Zucht hypoallergener Erdbeeren fir Allergiker, da nicht nur der Genotyp,

sondern auch der Einfluss der Umwelt berticksichtigt werden muss.

Daruber hinaus wurden zwei unabhéngige Experimente mit stabilen siFra a 1.02-Pflanzen
durchgefihrt. In beiden Studien wurde der Gehalt an Polyphenolen und Glutathion durch die
Herunterregulierung der Fra a 1.02-Expression verandert. Eine Korrelations-Analyse der
Fraa 1l- und der Metabolitengehalte bei der GoodBerry-Population resultierte in einer
Verbindung der Gehalte von Fra a 1 mit deren von Cyanidin-3-malonylglucosid, Pelargonidin-
3-malonylglucosid und Glutathion. Dadurch bestatigen diese Experimente die Beteiligung von
Fra a 1 Homologen beim Metabolitenfluss der Polyphenolbiosynthese. Da Fra a 1 Homologe
Polyphenol-Intermediate binden konnen, wird angenommen, dass Fra a 1 Proteine als
Regulator oder Transporter dieser Metaboliten fungieren. Die in Bezug auf den Fra a 1-Gehalt
und die Fra a1l Expression am meisten betroffenen Metaboliten waren die malonylierten
Anthocyane und Glutathion. Alle diese Metaboliten beeinflussen den Metabolitentransport. Die
Malonylierung erhoht die Aufnahmefahigkeit der Polyphenole in die Vakuole, wéahrend
Glutathion als Co-Transporter fungiert. Zusammenfassend zeigen die Beobachtungen die
Wichtigkeit des Transports fur den Metabolitenfluss und dadurch auch fir das finale

Metabolitenprofil.
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Summary

Strawberry is a worldwide consumed fruit and favoured because of its attractive aromatic

profile and nutritional value.

Among the nutrients of the strawberry are the polyphenols a class of phytochemicals that is
associated with positive health effects after consumption. However, strawberry fruits also
contain Fra a 1 proteins, which show structural similarities to the main birch pollen allergen
Betv 1, which causes cross-reactivity leading to a pollen-associated food allergy to

strawberries. This limits the availability of this nutritional source for concerned allergy sufferers.

In plant, polyphenols are part of the plant defence systems and have a regulatory function, e.g.
in plant growth. Strawberry plants contain several molecules that belong to this class of
secondary metabolites. Among these are the flavonoids, anthocyanins, flavanols and
flavonols, as well as phenylpropanoids and polyphenol polymers like proanthocyanidins,
ellagitannins and lignin. The biosynthesis of the polyphenols is regulated by a complex system
that involves plant hormones, expression factors as well as enzymes that catalyse specific
steps of the synthesis. To better understand the metabolic flux and the regulation of the
biosynthesis, the metabolite profile of two crossbreeding populations (GoodBerry population
and French population) as well as of transgenic RNAI plants were studied. To investigate not
only the genetic effect but also the influence of the environment on the metabolite levels, the
GoodBerry population was planted at five different locations within Europe (Spain, Italy,

France, Germany and Poland).

The environment affected not every metabolite concentration of the strawberry fruit. Only few
flavanol levels showed an environmental variation. In contrast a clear effect on every analysed
flavonol could be seen. However, the single flavonol concentrations were not equally affected.
The different behaviour led to the separation of the flavonols into two independent,
environmentally regulated groups. One group is made up of the metabolites quercetin-
glucoside, quercetin-glucuronide and kaempferol-glucuronide while the other group contains
kaempferol-glucoside, kaempferol-cumarylglucoside and kaempferol-malonylglucoside. The
common feature of the latter metabolites is their preferred occurrence in the achenes, the

seeds of the strawberry fruit.

Additionally, the polyphenol profile of the strawberry populations was overall strongly affected
by the genotype. For certain metabolites a clear inheritance by one parental cultivar could be
identified. This was the case for the malonylated anthocyanins pelargonidin-3-
malonylglucoside and cyanidin-3-malonylglucoside. These two metabolites showed a
significantly high variability depending on the genotype, ranging between the genotype with

the lowest and the genotype with the highest content up to a factor of 100. The same
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segregation within the populations could be observed for both anthocyanins. Taking into
account the concentration distribution of malonylated anthocyanins within the strawberry
cultivars and genotypes, a dominant anthocyanin malonyltransferase gene could be postulated
as responsible for this segregation.

Consequently, malonyltransferase candidate genes were isolated and analysed. Two of the
five candidate genes resulted in active recombinant proteins. These enzymes accepted
flavonols and HDMF-glucosid in addition to anthocyanins as acyl-aceptor substrates and
varied within their activity but not within their substrate specificity. A difference in enzyme
activity was observed between candidates isolated from the parental cultivars of the
GoodBerry population, 'Candonga’ and 'Senga Sengana’. This was a consequence of a
difference in the genetic code and therefore in the primary structure of the respective proteins.
This difference could also be the reason for the contrasting metabolite profiles. However, to

fully confirm this, further analyses are necessatry.

A transgenic siFLS strawberry line was analysed as well. In this strawberry line the expression
of a flavonol-synthase gene was down-regulated. The flavonol-synthase (FLS) is an enzyme
of the polyphenol biosynthesis and catalyses the synthesis of flavonols from dihydroflavonols.
In the present analyses, this down-regulation resulted in an expected reduction of the flavonol
content in flowers, fruits and leaves. However, no reduction of the flavonol concentration was
detected in roots. This could indicate the central role of this metabolite class in roots or the
expression of another not down-regulated flavonol-synthase in this tissue. In addition to the
decrease in the flavonol concentrations, an increase in the levels of flavanols and
proanthocyanidins in the leaves and of anthocyanins in the fruits was observed. This is
consistent with the increased levels of alternative up-stream products because the competing

side synthesis of flavonols is reduced.

In addition to the analysis of the polyphenols, the content of Fra a 1 in strawberries as well as

its effect on strawberry plants was analysed in this work.

The analysis of the Fra a 1 content of the GoodBerry population showed a strong genotype
environment interaction. No genotype could be identified that had a significant low allergen
content at all locations. Thus, this experiment shows the complexity of the breeding for
hypoallergenic strawberries for persons suffering from a strawberry allergy as not only the

genotype but also the environment has to be considered.

Furthermore, two independent experiments with stable siFra a 1.02 plants were carried out. In
both studies the content of polyphenols and glutathione was altered as consequence of the
down-regulation of the Fra a 1.02 expression. A correlation analysis of the Fra a 1 content and

the metabolite contents of the GoodBerry population showed a correlation between the content
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of Fra a 1 and the concentration of cyanidin-3-malonylglucoside, pelargonidin-3-
malonylglucoside and glutathione. Thus, these experiments confirm the involvement of Fraa 1
homologues in the metabolite flux of the polyphenol biosynthesis. As Fra a 1 homologues can
bind polyphenol intermediates, it is assumed that Fra a 1 proteins act as regulators or
transporters for these metabolites. The most affected metabolites regarding the Fra a 1 content
and the Fra a 1 expression were the malonylated anthocyanins and glutathione. All these
molecules influence the metabolite transport. The malonylation increases the uptake of the
polyphenolic metabolites in the vacuole while glutathione acts as a Co-transporter. These
observations emphasize the importance of the transport on the metabolite flux and thus on the

final metabolite profile.
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1. Einleitung

1.1. Erdbeeren

Erdbeeren liegen mit 3,5 kg/Person/Jahr nach Apfeln (21 kg/Person/Jahr), Bananen
(12 kg/Person/Jahr), Tafeltrauben (5,3 kg/Person/Jahr) und Pfirsichen (5,3 kg/Person/Jahr)
auf dem funften Platz (Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) 2019)
der meist verzehrten Obstsorten in Deutschland. Das Besondere an Erdbeeren ist jedoch,
dass sich deren Haltbarkeit insbesondere im Gegensatz zu Apfeln, Bananen und Pfirsichen,
auf nur wenige Tage beschrankt. Erdbeeren sind nicht-klimakterische Frichte, d.h. sie reifen
somit nach der Ernte nicht weiter nach und missen deswegen im vollstandig ausgereiften

Zustand geerntet werden. Dies ist bei Apfeln, Bananen und Pfirsichen nicht der Fall.

1.1.1. Kultivierung

2017 wurden 135 kt Erdbeeren in Deutschland produziert. Der Ertrag wird Uberwiegend
regional konsumiert und verarbeitet. Weniger als 10 % der Ernte wird exportiert. Mit der
regionalen Erdbeerproduktion kann zwar mehr als die Hélfte des heimischen Bedarfs
abgedeckt werden, um die Bedarfsliicke auszugleichen missen jedoch weitere 108 kt aus
Uberwiegend europdaischen Staaten importiert werden. Spanien ist dabei mit 77 kt das
dominierende Importland (Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
2019). Das im Sudwesten von Spanien gelegene Huelva ist hier das Hauptanbaugebiet. Die
Pflanzen werden dabei in Spanien typischerweise im Herbst in Erddammen, bedeckt mit einer
Mulchfolie, eingepflanzt und unter Plastik-Tunneln kultiviert. Die Erntezeit erstreckt sich dann
auf eine relativ lange Zeitspanne von Dezember bis Juni (Minguez und Navarro 2017). Im
Gegensatz dazu dominiert in Deutschland der Anbau auf freiem Feld (eben oder Erddamme
mit Strohmulch oder Plastikmulchfolie) mit einer Haupterntezeit von nur wenigen Wochen
Ende Frihling/ Anfang Sommer, wodurch die Ertrage in Deutschland wesentlich geringer
ausfallen als in Spanien (Abbildung 1). Generell besteht weltweit der Trend zur Ausdehnung
der Erntezeit. Dies kann zum einen durch den Anbau von immertragenden Sorten in Zentral-
und Nordeuropa bzw. dem Anbau von Sorten mit einem geringen Kaltebedarf in Stideuropa,
zum anderen mit spezialisierten Anbautechniken und durch Pflanzenschutz- und
Treibhaussystemen erreicht werden. In Europa ist dadurch inzwischen ein ganzjahriger Anbau
von Erdbeeren mdglich (Neri et al. 2012). In Deutschland kénnen durch den Einsatz von
Gewachshausern und Folientunneln die Erdbeeren von Friihling bis in den Dezember geerntet
werden. 2018 betrug der Anteil an in begehbaren Treibhaussystemen produzierten Erdbeeren

in Deutschland schon 16 %. Ein Nebeneffekt dieser geschitzten Systeme sind
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Ertragssteigerungen von durchschnittlich 60 % im Vergleich zum Freilandanbau (Statistisches
Bundesamt (StBA) 2018).

Weltweite Erdbeer-Hauptproduzenten sind China, dessen Produktion vor allem seit Anfang
der 1990er Jahre exponentiell auf Gber 3500 kt/ Jahr gestiegen ist, die USA und Mexiko. Der
starkste Europaische Produzent Spanien ist mit ca. 360 kt auf dem sechsten Platz. Polen und
Deutschland schaffen es trotz verhaltnismalfiig schlechten Ertrdgen auf Platz acht und zwolf
(Abbildung 2) (Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) 2019).
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Abbildung 1: Weltweiter Erdbeerertrag 2017 [hg/ha] (Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
2019)
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Abbildung 2: Weltweite Erdbeerproduktion 2017 [t] (Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
2019)
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1.1.2. Morphologie und Urspriinge

Die Gattung der Erdbeeren (Fragaria) gehort zur Familie der Rosengewéachse (Rosaceae),
einer Pflanzenfamilie, die neben der Erdbeere auch noch weitere bedeutende Nutzpflanzen,
wie Apfel, Kirsche, Mandel, Pflaume, Brombeere und Himbeere, umfasst (Hummer und Janick
2009). Der von Carl von Linné vergebene Gattungsname Fragaria stammt dabei von dem
lateinischen Wort fragrants“ ab und bedeutet so viel wie ,suf3 duftend® und ist vom
aromatischen Geruch der Erdbeerfriichte abgeleitet (Staudt 1962). Fragaria umfasst eine
Vielzahl an verschiedenen Erdbeerarten. Mittlerweile sind tGber 20 wild vorkommende Arten
beschrieben. Zwar werden Erdbeeren inzwischen mit Ausnahme der Antarktis auf jedem
Kontinent kultiviert, ihr natirliches Vorkommen beschrankt sich jedoch auf Asien, Nord- und
Siudamerika, sowie Europa. In Asien ist die Artenvielfalt besonders grof3 (Stewart 2011).

B
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Abbildung 3: Morphologie der Erdbeere A) Erdbeerpflanze mit Auslaufer (Trejo-Téllez und Gémez-Merino 2014)
B) Blitenquerschnitt C) Fruchtquerschnitt (Hancock 1999)

Allen Erdbeerarten gemein ist ein krautiger Wuchs (Abbildung 3). Sie sind mehrjahrige
akauleszente Pflanzen (Staudt 1999). Ausgehend von einem Vegetationskegel entwickeln
sich Wurzeln, Blatter, Blitenstdnde und Auslaufer. Erdbeeren sind mit Ausnahme von Fragaria
iinumae immergrin. Die Blatter sind meist dreiblattrig, wobei einzelne Arten auch bis zu
funfblattrig sein kénnen. Die Bluten, bestehen aus in der Regel finf weil3 bis rosa farbenen
Kronblattern, die radiarsymmetrisch angeordnet sind. Erneut ist hier Fragaria iinumae mit bis
zu acht Kronblattern die Ausnahme (Liston et al. 2014). Obwohl der Name dies impliziert,
handelt es sich bei den Friichten der Erdbeeren im botanischen Sinne nicht um Beeren (per
Definition Schlief3friichte, deren Fruchtwand (Perikarp) im reifen Zustand fleischig sind)
sondern um Sammelnussfriichte, da eine Erdbeerfrucht Uberwiegend aus dem Bliitenboden

besteht, der die sich darauf befindenden Einzelfrichte mit verholztem Perikarp, die Niisschen,
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zusammenhalt (ROMPP 2019). Bei den Friichten zeigt sich eine groRe Vielfalt beziglich
Farbe, Form, Anzahl und Aussehen der Nisschen und Grof3e. Diese werden von der Art
beeinflusst, zeigen jedoch auch innerhalb einer Art eine grof3e Varianz. Neben der generativen
Vermehrung uber die Samen der Fruchte, kbnnen sich Erdbeeren vegetativ Giber Auslaufer
vermehren (Staudt 1999).

Ausgehend von einem einfachen Grundchromosomensatz x = 7 unterscheiden sich die
Erdbeerarten auch durch die Anzahl der Chromosomenséatze. Es gibt diploide (2x = 14),
tetraploide (4x = 28), pentaploide (5x = 35), hexaploide (6x = 42), octaploide (8x = 56) und
decaploide (10x = 70) Spezies (Longley 1926; Rousseau-Gueutin et al. 2009). In Europa sind
die Moschus-Erdbeere Fragaria moschata (6x), die Higel-Erdbeere Fragaria viridis (2x) und
die Wald-Erdbeere Fragaria vesca ssp. vesca (2x) beheimatet. Das Besondere an der Wald-
Erdbeere ist ihre einzigartig weite Verbreitung. Sie ist nicht nur in Europa und Asien, sondern
auch mit ssp. americana, ssp. bracteata und ssp. california in Nordamerika vertreten (Johnson
et al. 2014; Liston et al. 2014; Rousseau-Gueutin et al. 2009).

Fragaria vesca wurde vermutlich schon von den alten RGmern und Griechen angebaut und
letztendlich im 14. Jahrhundert in ganz Europa kultiviert (Darrow 1966). Auch Fragaria
moschata, die europaische Erdbeerart mit der gréf3ten Frucht, wurde ca. 400 Jahre lang
kultiviert (Stewart 2011). Allerdings werden in Europa heutzutage die einheimischen Spezies
auf Grund des geringen Ertrags bzw. der geringen FruchtgréRe kaum noch angebaut und sind
kommerziell nicht von Bedeutung. Ab dem 17. Jahrhundert wurden Fragaria vesca und
Fragaria moschata zunachst zunehmend durch die groRRfruchtigen octaploiden
amerikanischen Arten Fragaria virginiana (Nordamerika) und Fragaria chiloensis (WestkUiste
Nord- und Sudamerika) verdrangt (Darrow 1966; Hancock et al. 2008). Im 18. Jahrhundert
folgte dann die bis heute den weltweiten Markt dominierende Gartenerdbeere Fragaria x
ananassa (8x). Diese Erdbeerart entstand vor ca. 300 Jahren in Frankreich durch eine zufallige
Kreuzung der beiden Arten Fragaria virginiana und Fragaria chiloensis. Diese wurde als erstes
von Antoine Nicolas Duchesne beschrieben (Darrow 1966). Moderne Genanalysen gehen
noch einen Schritt weiter und ermdéglichen die Identifizierung der diploiden Arten durch deren
Polyploidisierung die octaploiden Arten und somit auch letztendlich Fragaria x ananassa
entstehen konnte. Edger et al. 2019 postulieren, dass es zunachst zu einer Ploidisierung
zwischen den in Japan endemischen Arten Fragaria iinumae (2x) und Fragaria nipponica (2x)
kam. Daraufhin folgte das Genom von Fragaria viridis (2x, Europa und Asien). Die ersten
octoploiden Arten entstanden dann durch weitere Ploidisierung mit Fragaria vesca ssp.
bracheta (2x) in Nordamerika. Das Genom von Fragaria vesca hat dabei eine besondere
Bedeutung, da deren Subgenom in Fragaria x ananassa sehr dominant ist. Griinde daflir sind

insbesondere eine hohere Transposonen-Dichte in der N&dhe von homologen Genen und der
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bessere Erhalt von duplizierten Genen im Vergleich zu den anderen Subgenomen, sowie ein

homologer Genaustausch in die anderen Subgenomen durch das vesca-Genom.

Wie Dbereits erwéhnt, ist Fragaria x ananassa bei der weltweiten Fruchtproduktion
vorherrschend, jedoch sind auch die anderen Erdbeerarten weiterhin sehr relevant. Die
diploide Fragaria vesca fungiert auf Grund des verhaltnism&Rig kleinen Genoms, sowie der
einfachen und schnellen Kultivierung, oft als Modellorganismus in der Forschung fur die
Familie der Rosengewdachse, insbesondere fiir die im Vergleich zur Fragaria vesca genetisch
komplexeren Fragaria x ananassa (Shulaev et al. 2008; Slovin und Michael 2011). Die
Ubertragbarkeit von Experimenten wird dabei durch die Dominanz des Fragaria vesca
Subgenoms in Fragaria x ananassa erleichtert. Au3erdem beinhalten die wilden Erdbeerarten
genetisches Potential fir die Zlchtung zur Verbesserung der Gartenerdbeere (Stewart 2011).
So konnten durch Einkreuzung von Fragaria virginiana ssp. glauca tagesneutrale Sorten
gezlchtet werden. Das charakteristische dieser Sorten ist, dass diese von Sommer bis Herbst
durchgehend Friichte ansetzten, wodurch der Erntezeitraum deutlich erhdht werden kann
(Bringhurst und Voth 1980; Ahmadi et al. 1990).

1.1.3. Inhaltsstoffe der Erdbeerfrucht

Erdbeeren bestehen mit einem Anteil von ca. 89,5 g/ 100 g Uberwiegend aus Wasser. Die
weiteren Hauptbestandteile sind Zucker (5,5 g/ 100 g), Ballaststoffe (1,6 g/ 100 g), organische
Sauren (1,1 g/ 100 g), Eiweil3 (0,8 g/ 100g), Mineralstoffe (0,5 g/ 100g) und Fette (0,4 g/ 100 g).
Die Zucker sind hauptsachlich Glucose (2,2 g/ 100 g), Fructose (2,3 g/ 100 g) und Saccharose
(1,0 g/ 100 g) (Deutsche Forschungsanstalt flir Lebensmittelchemie 2009).

Mittels MALDI-IMS konnten Enomoto et al. 2018 genauere Rickschlisse auf die Verteilung
dieser Zucker in der Frucht ziehen. Die Hexosen Glucose und Fructose waren fast in der
gesamten Erdbeerfrucht gleichmaRig verteilt. Die Konzentration war nur im oberen Teil des
Markgewebes etwas erhoht. Saccharose hatte hingegen eine deutliche Konzentrationsspitze

im Rindengewebe.

Des Weiteren untersuchten Enomoto et al. 2018 auch die Verteilung der Citronensaure. Hier
konnte eine gleichméRige Verteilung im Fruchtinneren beobachtet werden. Bei der
Citronensaure handelt es sich um die dominierende organische Saure in der Erdbeere.
Weitere Vertreter in absteigender Konzentrationsreihenfolge sind Apfelsdure, Oxalsaure,
Purine und Salicylsaure (Deutsche Forschungsanstalt flir Lebensmittelchemie 2009). Die
Zucker und Sauren bestimmen den Geschmack der Erdbeerfrucht weswegen deren
Konzentrationen, sowie auch das Verhéltnis beider Gruppen zueinander, das letztendlich die

sul-sauer Balance ergibt, entscheidend fur die Qualitit der Erdbeeren sind. Die
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Konzentrationen kdnnen dabei durch Reife, Sorte und Umwelt beeinflusst werden (Ulrich und
Olbricht 2017; Jouquand und Chandler 2008; Schwieterman et al. 2014).

Ein weiteres Qualitatskriterium ist das Aroma der Frichte. Mehr als 900 fliichtige Stoffe sind
bereits durch verschiedene Studien in der Erdbeere identifiziert worden. Mittels GC-O und
berechneter Aromawerte konnten je nach Studie 12 bis 48 dieser Verbindungen als fir das
Erdbeeraroma charakterprédgend beurteilt werden. Es besteht jedoch, vermutlich auf Grund
verschiedener Aufarbeitungs- und Analysentechniken, sowie unterschiedlicher Erdbeersorten
und Wachstumsbedingungen, eine sehr groRRe Variabilitét zwischen den identifizierten
Verbindungen der verschiedenen Studien. Uberwiegend handelt es sich hierbei um Ester,
Sauren, Lactone, Alkohole, Ketone und Terpene (Ulrich et al. 2018). Als Beispiele sind
cis-3-Hexenal, 4-Hydroxy-2,5-dimehyl-3(2H)-furanon (HDMF), Ethylbutanoat, 2,3-Butandion,
y-Decalacton, Linalool und Essigsaure zu nennen (Schieberle und Hofmann 1997; Nuzzi et al.
2008).

Darlber hinaus sind Erdbeeren, insbesondere deren Nisschen, eine Quelle an ungesattigten
Fettsduren. Der Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsduren im Samendl betragt 78 % (van

Hoed et al. 2009). Insgesamt ist der Fettgehalt in der Erdbeerfrucht jedoch relativ gering.

Das Besondere der Erdbeeren sind nicht die bereits genannten Hauptbestandteile und die
flichtigen Verbindungen, sondern ein hoher Gehalt an Ascorbinsaure (Vitamin C) und Folaten,
sowie eine grof3e Vielfalt an Polyphenolen. Diese Inhaltsstoffe tragen vermutlich maRgeblich
zu den gesundheitlich positiven Wirkungen bei, die mit dem Verzehr von Erdbeeren assoziiert
werden (Giampieri et al. 2012; Giampieri et al. 2014; Alvarez-Suarez et al. 2014; Joseph et al.
1998; Tulipani et al. 2008; Alvarez-Suarez et al. 2014). Vitamin C hat antioxidative
Eigenschaften und ist als Elektronendonor an vielen Redoxreaktion im Korper beteiligt. Folate
sind als Cofaktor bei C:-Gruppen Ubertragung, wie bei der Synthese von Nukleinsauren und
der Remethylierung von Homocystein zu Methionin, beteiligt. Sowohl Ascorbinsaure als auch
Folate kbnnen durch den Menschen nicht selbststéandig gebildet werden, sind aber fur den
menschlichen Metabolismus lebensnotwendig. Das bedeutet, dass, um den Bedarf dieser
Vitamine abzudecken, eine gute Versorgung durch die Nahrung essenziell ist. Die
Folatversorgung in Deutschland, insbesondere bei Frauen in gebarfahigen Alter, erreicht oft
nicht die Referenzwerte der WHO (Mensink et al. 2016). Erdbeeren stellen eine natirliche
Quelle dar um diesen Folatmangel auszugleichen (Tulipani et al. 2008; Striegel et al. 2018).
Wie bereits erwahnt zeichnet sich die Erdbeere auch durch eine Vielfalt an phenolischen
Bestandteilen aus. Die Frucht enthalt u.a. Anthocyane, Flavanole, Derivate der Ellagsaure,
Phenolsauren und Flavonole (Aaby et al. 2012; Giampieri et al. 2012; Giampieri et al. 2014).
Polyphenole sind zwar im Gegensatz zu den Vitaminen flir den Menschen nicht essenziell, es

besteht jedoch eine positive Korrelation mit deren Verzehr und der menschlichen Gesundheit.
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Im Kapitel 1.2 wird die Polyphenolzusammensetzung der Erdbeere sowie die Wirkung der
Polyphenole auf den Menschen detaillierter erlautert.

Daruber hinaus enthalten Erdbeeren auch Proteine, die eine allergene Reaktion auslésen
konnen (vgl. 1.3).

1.2. Polyphenole

Polyphenole sind wichtige Sekundarmetaboliten der Pflanzen. Der Begriff Polyphenol umfasst
eine grof3e Anzahl und Vielfalt an chemischen Verbindungen. Per Wortdefinition sind damit
Molekile gemeint, die aus mindestens einem aromatischen Ring, der mit Hydroxygruppen
verknipft ist, bestehen. Das kann sowohl einfache Verbindungen wie p-Cumarsaure, aber
auch hochkomplexe, hochmolekulare Polymere, wie Lignin, umfassen. Die Monomere lassen
sich  je nach  Grundstruktur in  Phenolsduren  (Hydroxybenzoesaure- und
Hydroxyzimtsadurederivate), Flavonoide (Flavonole, Flavone, Flavanone, Isoflavone,
Anthocyane und Flavanole), Stilbene und Lignane unterteilen. Diese Molekile kénnen mit
anderen Phenolen, aber auch mit anderen Strukturklassen, wie Zuckern und organischen

Sauren, verknlpft werden (Manach et al. 2004).

Erdbeeren enthalten Uberwiegend die Flavonoide Anthocyane, Flavanole und Flavonole,
sowie Phenolsduren. Vorkommende Polymere sind oligomere Procyanidine, Ellagtannine,

sowie Lignin (Hanhineva et al. 2011; Aaby et al. 2012).

1.2.1. Biosynthese

Ausgangspunkt der Polyphenolbiosynthese (Abbildung 4) ist der Shikimisdureweg — ein
zentraler Stoffwechselweg bei Pflanzen aber auch Bakterien und Pilzen. Das Hauptprodukt
dieses Stoffwechselwegs sind die aromatischen Aminosauren Tryptophan, Phenylalanin und
Tyrosin. Diese Aminosauren, aber auch Zwischenprodukte des Shikimisdurewegs, sind
Vorlaufer einer Vielzahl an aromatischen Verbindungen, nicht nur der Polyphenole. So sind
sie u.a. auch Vorlaufer von weiteren Sekundarmetaboliten, wie Alkaloiden, Phytoalexinen und

Pflanzenhormonen (Schmid und Amrhein 1995).
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Abbildung 4: Polyphenolbiosynthese — 3-DHS: 3-Dehydroshikimat, 4CL: p-Cumaryl-CoA-Ligase, ANR:
Anthocyanidin-Reduktase, ANS: Anthocyanidin-Synthase, C3H: Kaffeesaure-3-Hydroxylase, CHI. Chalkon-
Isomerase, CHS: Chalkon-Synthase, C4H: Zimtsaure-4-Hydroxylase, DFR: Dihydroflavonol-4-Reduktase, F3’H:
Flavonoid-3*-Hydroxylase, F3GT: Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase, FHT: Flavanon-3-Hydroxyltransferase, FLS:
Flavonol-Synthase, GGT: Gallussaure-Glucosyltransferase, LAR: Leucoanthocyanidin-Reduktase, MAT:
Malonyltransferase, OMT: O-Methyltransferase, PAL: L-Phenylalanin-Ammoniaklyase, PGG: Pentagalloylglucose,
SDH: Shikimisaure-Dehydrogenase

1.2.1.1. Gallusséaure, Ellagsaure, Gallotannine und Ellagtannine

Ellagsaure, Gallussaure, sowie die jeweiligen Tannine werden Uber ein Zwischenprodukt des
Shikimisdurewegs, der Dehydroshikimisaure, gebildet (Abbildung 5). Die Shikimat-
Dehydrogenase (SDH) ermdglicht die Bildung von Gallussdure aus Dehydroshikimisaure
(Bontpart et al. 2016). Daraufhin erfolgt die Veresterung von Glucose mit Gallussaure zu
B-Glucogallin. Schulenburg et al. 2016 identifizierten mehrere UDP-Glucose-abhangige
Glucosyltransferasen, die die Bildung dieses zentralen Vorlaufermolekils in der Erdbeere
ermoglichen. Ausgehend von p-Glucogallin kann mittels 1-O-Acylglucose-abhangiger
Acyltransferase 1,2,3,4,6-Pentagalloylglucose (PGG) gebildet werden (Cammann et al. 1989).
PGG ist das Ausgangsmolekil fir die Bildung von Ellagsaure, sowie der Gallo- und

Ellagtannine (Niemetz und Gross 2005). Durch kontinuierliche Ubertragung weiterer Galloyl-
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Einheiten mittels B-Glucogallin auf PGG bilden sich letztendlich die Gallotannine (Hofmann
und Gross 1990; Niemetz und Gross 2001). Charakteristisch fur Ellagtannine sind
3,4,5,3,4’,5-Hexahydroxydiphensaure (HHDP) Einheiten. Diese entstehen durch Oxidation
mittels Laccasen, die zu einer Biaryl-Kopplung benachbarter Galloyl-Gruppen fihrt (Niemetz
und Gross 2003). HHDP kann durch Hydrolyse aus den Ellagtanninen freigesetzt werden.
Mittels Lactonisierung bildet sich aus HHDP vermutlich letztendlich die Ellagsaure (Quideau
20009).

COOH COOH O -OCle oH
HO OH
NADP* NADPH UDPGIc  UDP OH
A -, Ho
O Y OH spH HO OH @7 HO OH ™= o
OH OH OH HO 0O (0] (0]
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(¢} O
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HO o (o) OH
0.0 OH
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HO OH
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o) A K/ OH \\\&
Ellagséure HHDP OH ™\ Ellagtannine PGG Gallotannine

Abbildung 5: Biosynthese der Gallussaure- und Ellagsaure-Derivate — SDH: Shikimisdure-Dehydrogenase, GT:
Glucosyltransferase, NADP: Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, UDP: Uridindiphosphat, Glc: Glucose

1.2.1.2. Phenylpropanoide und Lignin

Die Synthese der Phenylpropanoide bzw. der Zimtsdure-Derivate beginnt mit der
aromatischen Aminoséaure L-Phenylalanin (Abbildung 6). Die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
(PAL) ermdglicht die trans-Eliminierung von Ammoniak und dadurch die Bildung der
Phenylpropansaure trans-Zimtsaure (Davies und Schwinn 2006). Diese kann mittels
Zimtsaure-4-Hydroxylase (C4H) zu p-Cumarsaure reagieren. C4H gehdrt zur Superfamilie der
P450 Proteine. Die P450 Proteine benétigen molekularen Sauerstoff und NADPH fir die
Oxidation. In der Regel findet die Aktivierung von Ham gebundenen Sauerstoff durch
sukzessive Ubertragung von zwei Elektronen von NADPH (iber eine NADPH Cytochrom P450
Reduktase statt (Bak et al. 2011). Rdsler et al. 1997 wiesen dartber hinaus nach, dass die
PAL von Mais (Zea mays) neben Phenylalanin auch Tyrosin als Substrat akzeptieren und
dieses ohne Umwege (ber die 4-Hydroxylierung direkt zu p-Cumarsaure umsetzen kann. Die
Umsetzung von Tyrosin scheint besonders in Monokotyledonen ausgepragt zu sein (Davies
und Schwinn 2006). Ausgehend von der p-Cumarséure fihrt eine erneute Hydroxylierung zur
Bildung der Kaffeesaure. Modellstudien in Brachypodium und Arabidopsis von Barros et al.

2019 zeigten, dass es sich bei der p-Cumaryl-3-Hydroxylase (C3H), die die direkte
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Hydroxylierung erméglicht, um eine bifunktionelle cytosolische Ascorbinsdure-Peroxidase
handelt. Alternativ existiert auch ein weiterer Syntheseweg, bei dem Kaffeesaure tber den
Shikimsaure- oder den Chinasdureester der Cumarsaure gebildet wird. Erst nach Veresterung
erfolgt die Hydroxylierung zu den jeweiligen Kaffeesdureestern mittels p-Cumaryl-
Shikimat/Quinat-Hydroxylase, einer P450-Monooxigenase (Schoch et al. 2001). Anschlie3end
kann die Kaffeesaure durch eine Esterase freigesetzt werden (Vanholme et al. 2013). Je nach
Pflanzenart sind die Stoffwechselwege unterschiedlich ausgepragt. In der Studie von Barros
et al. 2019 bevorzugte das monokotyle Brachypodium eher die direkte Hydroxylierung
wahrend in der dikotylen Arabidopsis der Umweg Uber die Ester fur die Synthese der
Kaffeesédure bevorzugt wurde. Die Bildung der weiteren Phenylpropanoide, Ferulasaure,
5-Hydroxyferulasaure und Sinapinsaure, im Anschluss, werden durch Methylierungen mit Hilfe
von Methyltransferasen (S-Adenosyl-L-Methionin als Cosubstrat) sowie einer weiteren
Hydroxylierung mittels Ferulasédure-5-Hydroxylase (P450 Monooxigenase) erméglicht (Meyer
et al. 1996; Barros et al. 2019). Lunkenbein et al. 2006b wiesen nach, dass in Fragaria x
ananassa die O-Methyltransferase neben der Phenylpropanoide auch den Erdbeeraromastoff
HDMF als Substrat akzeptiert, also multifunktionell agiert und an verschiedenen Biosynthesen
beteiligt ist. Die gebildeten Phenylpropansauren sind Ausgangsstoffe fur die Bildung von

Monolignolen, Lignin und den Flavonoiden.
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Zimts4ure p-Cumarsaure Kaffeesdure Ferulaséure 5-Hydroxy- Sinapinsaure
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Abbildung 6: Phenylpropansaurebiosynthese - PAL: Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, C3H: p-Cumarséure-4-
Hydroxylase, 4CL: p-Cumarsaure-CoA-Ligase, HCT: p-Cumaryol-CoA-Shikimat/Quinat-Transferase, C3’H: p-
Cumaryl-Shikimat/Quinat Hydroxylase, CSE: Kaffeesaure/Chinasaure-Esterase, OMT: O-Methyl-Transferase,
F5H: Ferulasaure-5-Hydroxylase, nach Barros et al. 2019

Unter Beteiligung von p-Cumaryl-CoA-Ligase (4CL) und der Zimtsaure-Reduktase (CCR)
kénnen die Phenylpropansauren in ihre jeweiligen Aldehyde umgewandelt werden (Abbildung
7). Die Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD) ermdglicht die Bildung der Alkohole. Mittels
Peroxidase (POD) kann im Anschluss die Lignifizierung in der Zellwand stattfinden. Alle
genannten Enzyme wurden bereits in Fragaria identifiziert und charakterisiert (Yeh et al. 2014;
Yeh 2012; Ring et al. 2013; Blanco-Portales et al. 2002).
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Abbildung 7: Monolignol- und Ligninbiosynthese am Beispiel p-Cumarsaure - 4CL: p-Cumaryl-CoA-Ligase, CCR:
Zimtsaure-CoA-Reduktase, CAD: Zimtsaurealkohol-Dehydrogenase, POD: Peroxidase

1.2.1.3. Flavonoide

Die ersten Schritte bei der Flavonoid-Biosynthese werden
durch die Enzyme Chalkonsynthase (CHS) und
Chalkonisomerase (CHI) Kkatalysiert. Dabei wird ein

Phenylpropanoid mit drei Molekilen Malonyl-CoA zu der

charakteristischen C15-Drei-Ring-Struktur der Flavonoide
kondensiert (Abbildung 8 und Abbildung 9) (Schwab et al. Abbildung 8: Flavonoid-Grundstruktur
2009). In der Regel wird dabei p-Cumaryl-CoA verwendet.

In manchen Pflanzenarten, wie Kiefer (Pinus sylvestris) und Gerste (Hordeum vulgare), kann
die Synthese auch mit anderen Phenylpropanoiden, wie Feruloyl-CoA, Caffeoyl-CoA und
Cinnamoyl-CoA, durchgefiihrt werden (Fliegmann et al. 1992; Christensen et al. 1998). Die
zentrale Bedeutung der CHS fiir die Polyphenylbiosynthese wird durch die Effekte einer
Reduzierung der CHS-Transkripte in transgenen und agroinfiltrierten Erdbeerpflanzen
deutlich. In beiden Experimenten wurden die Flavonoidgehalte deutlich zugunsten erhéhter

Phenylpropanoidgehalte reduziert (Lunkenbein et al. 2006a; Hoffmann et al. 2006).

HO OH
CoAS 3Malonyl- CoA

OH O OH O
p-Cumaryl-CoA Naringenin-Chalkon Naringenin

Abbildung 9: Flavonoidbiosynthese 1 - CHS: Chalkonsynthase, CHI: Chalkonisomerase

Innerhalb einer Flavonoid Gruppe, wie z.B. der Flavanone, kann die Struktur des B-Rings
durch zusatzliche Hydroxygruppen variieren. Katalytisch aktiv sind hier die P450-Enzyme
Flavonoid-3‘-Hydroxylase (F3’H) und die Flavonoid-3‘,5'-Hydroxylase (F3‘5’H) (Holton et al.
1993a). Des Weiteren sind auch Methylierungen der Hydroxygruppen durch eine
O-Methyltransferase mdglich (Kim et al. 2010). In der Erdbeere dominieren jedoch die

jeweiligen 4‘-Hydroxyflavonoide bzw. die 3‘4‘-Hydroxyflavonoide (Hanhineva et al. 2011).
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Die durch die CHS gebildeten (2S)-Flavanone werden durch Flavanon-3-Hydroxyltransferasen
(FHT) stereospezifisch zu den jeweiligen (2R, 3R)-Diydroflavonolen umgesetzt (Abbildung 10)
(Davies und Schwinn 2006; Lukacin et al. 2003). Bei den FHTs handelt es sich um Fe?*-, Op-
und 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenasen (2-OGDs) (Prescott 2000). Die Dihydroflavonole
konnen katalysiert Uber NADPH-abhangige Dihydroflavonol-4-Reduktasen (DFR)
stereospezifisch am C4 zu (2R, 3S, 4S)-Leucoanthocyanidinen reduziert werden (Davies und
Schwinn 2006). Diese Enzyme gehdren zu der Familie der Einzel-Domain-
Reduktase/Epimerase/Dehydrogenase-Proteinen (REDs) (Labesse et al. 1994). Alternativ
kénnen die Dihydroflavonole Uber einen Seitenweg zu den Flavonolen reagieren. Katalytisch
aktiv ist hier die Flavonolsynthase (FLS), eine 2-OGD (Holton et al. 1993b). In Citrus unshio
wurde eine FLS identifiziert, die neben der FLS-Aktivitat auch eine FHT-Aktivitat aufweist, und
so die Umsetzung der Flavanone ohne Beiteiligung eines weiteren Enzyms zu den Flavonolen
erm@glicht (Lukacin et al. 2003). Ausgehend von den Leucoanthocyanidinen sind erneut zwei
Synthesewege maglich. Zum einen kdnnen diese zu den Anthocyanidinen, katalysiert durch
Anthocyanidin-Synthasen (ANS), reduziert werden, zum anderen ist auch die Reduktion zu
den trans-Flavan-3-olen mittels Leucoanthocyanidin-Reduktase (LAR) méglich. Die LAR sind
RED-Proteine, bendtigen also NADPH als Cosubstrat (Davies und Schwinn 2006), wahrend
ANS von Fe?" und 2-Oxoglutarat abhangig sind und zu den 2-OGDs zugeordnet werden
kénnen (Wilmouth et al. 2002). Weitere RED-Proteine der Flavonoid Biosynthese sind
Anthocyanidin Reduktasen (ANR), die die Synthese der cis-Flavan-3-ole ausgehend von den
Anthocyanen katalysieren (Bogs et al. 2005). Cis- und trans-Flavan-3-ole sind die Bausteine

fur die Bildung der oligomeren Proanthocyanidine bzw. kondensierten Tannine (He et al.

2008).
OH
_FHT_ \Qi”l DFR_ m ANS

OH O OH O OH OH
Naringenin Dihydrokaempferol Leucopelargomdm Pelargomdm
FL ANR
S OH OH
OH O
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Abbildung 10: Flavonoidbiosynthese 2 - FHT: Flavanon-3-Hydroxyltransferase, FLS: Flavonol-Synthase, DFR:
Dihydroflavonol-4-Reduktase, LAR: Leucoanthocyanidin-Reduktase, ANS: Anthocyanidin-Synthase, ANR:
Anthocyanidin-Reduktase
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1.2.1.4. Modifizierende Enzyme

Das Polyphenol-Grundgerust kann, wie unter 1.2.1.2 und 1.2.1.3 beschrieben, durch
Hydroxylierungen und Methylierungen variiert werden. Eine weitere Mdglichkeit, um die
Polyphenole zu verandern, ist die Verknupfung mit Produkten des Primar- und des
Sekundarstoffwechsels.

HO + UDP Glc UDP HO O+ MalonleOA CoA
\
=

OH
Pelargonidin OH OH

Pelargonidin-3-glucosid Pelargonidin-3-malonylglucosid

Abbildung 11: Modifizierung des Anthocyanidins Pelargonidin

Bei der Glycosylierung (Abbildung 11) handelt es sich um eine Verknupfung mit Zuckern,
Produkten des Primarstoffwechsels. Die Glycosylierung erhéht zum einen die Loslichkeit und
die Stabilitat ihrer Aglykone, veréndert zum anderen aber auch die Bioaktivitat und die
Bioverfugbarkeit. Sie vereinfacht es der Pflanze die Metaboliten gezielt in Zellkompartimenten
anzureichern und wirkt auch detoxifizierend (Gachon et al. 2005; Jones und Vogt 2001; Vetter
2000; Wang 2009). Die Enzyme, die die Verknipfung mit Zuckern ermdglichen, werden
Glycosyltransferasen (GTs) genannt. Die GTs im Sekundarmetabolismus verwenden bei der
Ubertragung einen Nukleotid-aktivierten Zucker. Es sind Uridin-Diphosphat (UDP)-abh&ngige
Glycosyltransferasen (UGTs) (Ross et al. 2001). In der Erdbeere wurden bereits Glucoside,
Glucuronide und Rutinoside, Xyloside, Rhamoside, Arabinoside und Sophoroside der
Polyphenole nachgewiesen (Hanhineva et al. 2011). Allen pflanzlichen UGTs gemein ist ein
hochkonservierter  Proteinsequenzbereich, die PSPG (plant secondary product
glycosyltransferase)-Box, bestehend aus 44 Aminosauren (Hughes und Hughes 1994;
Mackenzie et al. 1997). Im Fragaria vesca Genom konnten mehr als 100 putative UGTs
identifiziert werden (Shulaev et al. 2011; Song et al. 2015). Song et al. 2015 charakterisierten
acht dieser UGTs und konnten unterschiedliche Substratspezifitditen und -selektivitaten
beobachten. UGT75T1 zeigte nur Aktivitat flr eines der getesteten Substrate, wahrend die
anderen UGTs eine Bandbreite an Substraten (u.a. verschiedene Flavonoide) akzeptierten.
Die Bedeutung der Glycosylierung fir den Metabolismus wird vor allem durch die Studie von
Griesser et al. 2008 deutlich. Die Herunterregulierung der Transkriptmenge von FaGT1, das
kodierte Protein, ist fur die Bildung von Pelargonidin- und Cyanidinglucosid verantwortlich- in

Erdbeerfriichten resultierte in geringeren Anthocyangehalten, wahrend die Konzentration an
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Epiafzelechin, das alternativ aus dem Anthocyanidin Pelargonidin mittels ANR gebildet werden
kann, anstieg.

Eine andere Moglichkeit, um Polyphenole zu modifizieren, sind Acylierungen. Bei den
Ubertragenen Acyl-Gruppen kann es sich sowohl um einfache aliphatische Sauren (Abbildung
11), aber auch um phenolische S&auren mit einer C6-C3- bzw. C6-C1-Struktur, wie p-
Cumarsaure oder Gallussaure handeln. Acyltransferasen (ATs), die die Ubertragung einer
Acyl-Gruppe auf Polyphenol Akzeptor-Gruppen ermdoglichen, kénnen zwei Proteinfamilien
zugeordnet werden. Die Familie der BAHD-ATs! verwenden Acyl-CoA-Thioester, wahrend
SCPL-ATs (serine carboxy peptidase-like acyltransferases) 1-O-B-Glucoseester als
energiereiche Acyl-Donoren bendtigen (Bontpart et al. 2015). Die bereits im Kapitel 1.2.1.1
erwdhnten ATs, verwenden fir die Synthese von PGG und den Gallotanninen B-Glucogallin,
also einen 1-O-B-Glucoseester, und gehdren somit zur SCPL-AT-Familie. SCPL-ATs zeigen
eine sehr hohe Sequenz Homologie zu den Serin-Typ Carboxypeptidasen, haben aber keine
Protease-Aktivitdt. Beiden Enzymklassen gemein ist eine katalytische Triade aus Serin,
Histidin und Asparagin (Milkowski und Strack 2004). Bei den BAHD-ATs wurde ein sehr stark
konserviertes HxxxD-Motiv und ein schwacheres DFGWG-Motiv in der Proteinsequenz als
charakteristische Einheit identifiziert (Unno et al. 2007; D'Auria 2006; Bontpart et al. 2015).
Mutationsstudien zeigten, dass eine Verdnderung der Aminosauresequenz in diesem
Bereichen zu starken Aktivitatsverlusten fuhrt (Bayer et al. 2004; Suzuki et al. 2003). Das
HxxxD-Motiv ist wahrscheinlich an der Substratbindung beteiligt, wahrend das DFGWG-Motiv
vermutlich eher eine strukturelle Bedeutung hat (Unno et al. 2007; Bontpart et al. 2015). BAHD-
ATs, die die Acylierung von Flavonoiden und Anthocyanen katalysieren, kdnnen in eine
Subfamilie, den Anthocyan-Acyltransferasen (AATs), geclustert werden. Die Acylgruppen
werden dabei auf die Zucker der Flavonoid-Glycoside Ubertragen. AATs kbnnen zusatzliche
konservierte Sequenzbereiche zugeordnet werden, wie das YFGNC-Motiv (Nakayama et al.
2003; Suzuki et al. 2003; Manjasetty et al. 2012). Suzuki et al. 2004b konnten jedoch auch
eine fur Anthocyane aktive AT identifizieren, die dieses Motiv nicht besitzt und strukturell eher
einer anderen Subfamilie zugeordnet werden kann. Die Acylierung hat &hnliche Auswirkungen
wie die Glycosylierung. Sie beeinflusst die Loslichkeit, die Stabilitat (Kallam et al. 2017; Giusti
etal. 1999), die Bioaktivitat (Landry et al. 1995; Mugford et al. 2009) und die Aufnahmefahigkeit

in die Vakuole (Zhao et al. 2011; Gomez et al. 2009). Gomez et al. 2009 identifizierten einen

1Der Name der BAHD-ATs wurde aus den Anfangsbuchstaben der ersten vier fiir diese Proteinfamilie biochemisch
charakterisierten Enzyme abgeleitet. Dabei handelt es sich um benzylalcohol O-acetyltransferase (BEAT) aus
Clarkia breweri, anthocyanin O-hydroxycinnamoyltransferase (AHCT) aus Gentiana trifloral, anthranilate N-
hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase (HCBT) aus Dianthus caryophyllus und deacetylvindoline 4-O-
acetyltransferase (DAT) aus Catharanthus roseus (D'Auria 2006).
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MATE Transporter im Wein (Vitis vinifera) der selektiv nur malonylierte Anthocyane

transportieren kann.

1.2.1.5. Regulierung der Biosynthese
Die Biosynthese der Polyphenole wird durch endogene und exogene Faktoren beeinflusst.

Eines der Schlusselprinzipien hoherer Organismen, wie den Pflanzen, ist die Spezialisierung
einzelner Zellgruppen zu Subkompartimenten, den Organen. So haben Wurzeln andere
Aufgaben und Herausforderungen als Blatter, Bliten oder Samen. Aber auch innerhalb
einzelner Organe lassen sich die Zellen in unterschiedliche Zellgewebe gliedern.
Dementsprechend missen die Zellen mit unterschiedlichem Material ausgestattet werden
(Behrens et al. 2019). Die Basis dafur ist vor allem die regulierbare Expression einzelner Gene
(Bailey-Serres 2013; Dersch et al. 2016; Galbraith und Birnbaum 2006). Almeida et al. 2007
untersuchten die Transkriptlevel verschiedener Gene der Polyphenolsynthese (PAL, C4H,
4CL, vier CHS, CHI, FHT, DFR, ANS, FLS, LAR, ANR, UGT und F3GT) in Blattern,
Blatenblattern, Wurzeln und den Fruchten von Fragaria x ananassa. In den Blutenblattern
zeigte sich dabei eine hohe Expression der Phenylpropanoid-Gene FaPAL, FaC4H und
Fa4CL. In den reifen Frichten waren die Transkriptlevel der an der Anthocyan-Synthese
beteiligten Flavonoid-Gene sehr hoch. Wahrend die Wurzeln sich durch eine hohe Fa4CL und
FaLAR Transkription auszeichneten. Des Weiteren wiesen die vier CHS Gene genspezifische
Expressionsmuster in den verschiedenen Organen auf. FaCH1 und FaCH3 wurden in der
reifen Frucht héher exprimiert, FaCH2 und FaCHS5 in den Blltenblattern.

Die Genexpression und die Metaboliten-Konzentrationen hangen jedoch nicht nur von den
Pflanzenorganen, sondern auch von ihrem Entwicklungsstadium ab. Der Fokus der Forschung
liegt hier insbesondere auf den Verédnderungen wahrend der Fruchtreifung der Erdbeere
(Almeida et al. 2007; Baldi et al. 2018; Moyano et al. 1998; Hossain et al. 2018; Okutsu et al.
2018; Carbone et al. 2009; Halbwirth et al. 2006). Die Fruchtentwicklung ist am Anfang durch
die VergroRerung des Fruchtbodens und der Bildung der Nusschen gepragt (Nitsch 1950).
Danach baut sich das Chlorophyll ab, die Frucht wird wei3 (Martinez et al. 2001). Die
Fruchtreifung wird durch das Erweichen der Textur, und der Bildung der roten Anthocyane
abgeschlossen (Rosli et al. 2004; Fait et al. 2008). Das Phytohormon Auxin, das in den
Nusschen produziert wird induziert die Wachstumsphase (Nitsch 1950). Die finale
Fruchtreifung ist durch Reduktion des Auxin-Gehaltes und durch steigende Abscisinsaure-
Konzentrationen gepragt (Gicen et al. 1988; Jia et al. 2011; Kim et al. 2019). Es gibt
Polyphenol-Synthese Gene, die primdr am Anfang der Fruchtentwicklung (z.B. ANR)
exprimiert werden, Gene die erst am Ende aktiv sind (z.B. FGT) und auch Gene mit
Expressions-Spitzen am Anfang und Ende (z.B. CHI, DFR) (Baldi et al. 2018). Die
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Zusammensetzung der Polyphenole der Erdbeerfrucht ist letztendlich nicht Ergebnis eines
einzelnen Genexpressionsmusters, sondern die Summe der kontinuierlichen Veranderung
wéhrend der Reifung. Die Genexpression wird dabei durch Pflanzenhomone, wie der
Abscisinsdure, aber auch durch  Transkriptionsfaktoren beeinflusst. = Bekannte
Transkriptionsfaktoren sind u.a. FaMYB1, FaMYB10 und FaPRE1l (Hossain et al. 2018;
Medina-Puche et al. 2019; Vallarino et al. 2015; Zhao et al. 2018; Jia et al. 2011). FaMYB1
wirkt als Repressor der Anthocyan-Synthese (Aharoni et al. 2001). Uberexpression in Fragaria
chiloensis fuihrte zu einer starkeren Expression von ANS, jedoch einer Abschwéachung von
ANR und LAR und dadurch letztendlich zu signifikant héheren Anthocyangehalten und nicht
mehr detektierbaren Flavan-3-ol Konzentrationen in der reifen Frucht (Salvatierra et al. 2013).
FaMYB10 hingegen wirkt als Aktivator. Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) in
FaMYB10 in weil3-fruchtigen Fragaria vesca Varietaten, wie ‘Yellow Wonder, konnte
letztendlich sogar als Ursache fiir die fehlende Anthocyan-Bildung postuliert werden (Hawkins
etal. 2016). FaPREL1 ist ein Repressor, der ebenfalls bei der Fruchtreifung involviert ist. Seine
Expression wird durch Auxin herunterreguliert und durch Abscicinsaure gesteigert. Eine
Uberexpression fiihrte u.a. zu Herunterregulierungen von FaMYB10, FaCAD und FaF3H.
(Medina-Puche et al. 2019)

Einer der fur Pflanzen wichtigsten Umweltfaktoren ist das Licht. Zum einen ist es notwendig
fur die energieliefernde Photosynthese, andererseits kann es auch durch Induktion einer
Radikalbildung zu Zellschadigungen fiihren. Auf Grund dieser zentralen Bedeutung reguliert
Licht eine Vielzahl an Mechanismen in den Pflanzen, u.a. das Wachstum, die Blite, die
Keimbildung, den Lebensrhythmus, aber auch die Synthese der Polyphenole (Li et al. 2009;
Chen und Chory 2011). Xu et al. 2018 zeigten, dass ein Lichtentzug bei der Fruchtreifung von
Fragaria vesca zu einer signifikanten Erniedrigung von FYvMYB10 fuhrte. Der Anthocyangehalt,
sowie der Transkriptlevel der Flavonoid-Gene, wurden ebenfalls reduziert. Bei der Studie von
Xu et al. 2017 fuhrten Behandlungen mit niedrigen und mittleren UV-Dosen hingegen zu einer
signifikanten Erhdhung der Polyphenolgehalte und der Transkriptlevel relevanter Gene, wie
CHS und CHIL.

Ein anderer fur die Pflanze wichtiger exogener Faktor ist die Temperatur. Hohe Temperaturen
(30 °C statt 20 °C) im frlhen Stadium der Fruchtreifung flihrten bei Okutsu et al. 2018 zu
reduzierten Anthocyangehalten und erniedrigten Genexpressionen. Eine Kaltebehandlungen
(4 °C statt 25 °C) durch Zhang et al. 2017 resultierten in erhthten Anthocyanidin- und
Procyanidin-Konzentrationen und erhohter Expression von ANS und FGT. Eine erhdhte
Genexpression von MYB10 und eine erniedrigte von MYB1 lassen eine Regulierung durch

diese Transkriptionsfaktoren vermuten.
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Weitere Umweltfaktoren, die sich auf die Synthese der Polyphenole auswirken sind
insbesondere der Salzgehalt im Boden, sowie die Wasser- und die N&hrstoffversorgung

(Ramakrishna und Ravishankar 2011).

1.2.2. Pflanzenfunktion
Die Funktionen der Polyphenole in der Pflanze sind eng mit der Regulierung ihrer Biosynthese
(vgl. 1.2.1.5) verbunden.

Im Allgemeinen wird ein hoher Gehalt an Polyphenolen mit einer verstarkten Stresstoleranz in
Zusammenhang gebracht. Die Stress-Ursachen konnen dabei sehr vielfaltig sein und
umfassen intensives Licht, Temperaturextreme, Wasser- und Nahstoffmangel, hohe
Schwermetallkonzentrationen, aber auch Infektionen und Schadigungen durch Herbivore
(Gould und Lister 2006).

Exzessives Licht kann bei Pflanzen zu einer Photoinhibition, also zu einem charakteristischen
Ruckgang der Photosyntheseeffizienz, fihren. Dieser Rickgang geht mit der Bleichung des
Chlorophylls und einer Denaturierung der an der Photosynthese beteiligten Proteine,
insbesondere der des Photosystems II, einher. Anthocyane absorbieren Licht im sichtbaren
Bereich und kdnnen dadurch das Ausmald der Photoinhibition reduzieren (Steyn et al. 2002;
Gould und Lister 2006). Auch UV-Licht kann sich negativ auf die Pflanze auswirken. Einer der
kritischen Effekte, ist die Schadigung der DNA. Polyphenole absorbieren auch Licht in diesem
Bereich (Hatier und Gould 2009). Insbesondere acylierte Anthocyane zeigen hier eine grol3e

Absorptionskapazitat (Giusti et al. 1999).

Stressfaktoren, wie UV-Licht, kdbnnen zu der Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS)
fuhren (Hatier und Gould 2009; Gould und Lister 2006). Zu hohe ROS-Gehalte bewirken
Schaden an der DNA, an Phospholipiden und Proteinen in der Zelle (Alscher et al. 1997).
Andererseits haben ROS auch eine wichtige Signal- und Regulierungsfunktion innerhalb der
Pflanzen, weswegen ausgeglichene ROS-Gehalte in der Pflanze lebensnotwendig fiir sie sind
(Gechev et al. 2006). Polyphenole sind antioxidativ wirksam, kénnen ROS inaktivieren und
tragen neben anderen wichtigen Antioxidantien, wie Glutathion und Ascorbinsaure, zu einem
ROS-Gleichgewicht in der Pflanze bei (Huang et al. 2019).

Eine weitere Eigenschaft der Polyphenole ist ihre Fahigkeit Schwermetalle durch
Chelatbildung zu komplexieren und somit zu deren Detoxifizierung und einer hdheren
Schwermetalltoleranz beizutragen (Keilig und Ludwig-Miiller 2009; Amadi et al. 2019; Adhikari
et al. 2018; Kidd et al. 2001).
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Des Weiteren sind Polyphenole an der Pathogen- und Herbivoren-Abwehr beteiligt. Hohe
Gehalte an Procyanidinen und anderer Flavonoide bewirken einen adstringierenden
Geschmack der unreifen Erdbeerfrucht (Amil-Ruiz et al. 2011). AuRerdem konnten Jersch et
al. 1989 nachweisen, dass wassrige Extrakte unreifer Erdbeerfriichte direkt antimykotisch auf
die Grauschimmelfaule (Botrytis cinerea) wirken. Dafur sind vermutlich insbesondere die
Procyanidine verantwortlich (Puhl und Treutter 2008; Hanhineva et al. 2009). Analog dazu
schwacht Catechin in Erdbeerblattern die Anfalligkeit gegen Alternaria alternata (Yamamoto
et al. 2000). Auch die Ellagtannine und Flavonole scheinen an der Pathogenabwehr beteiligt
zu sein (Hukkanen et al. 2007; Fait et al. 2008; Amil-Ruiz et al. 2011; Nemec 1976).

Neben der Rolle der Polyphenole bei der Stress- und Pathogenabwehr, haben diese auch eine
wichtige Bedeutung bei der Fortpflanzung und Pflanzenentwicklung (Falcone Ferreyra et al.
2012).

Die Farbentwicklung der Anthocyane in der Frucht geht mit der Reifung einher und ist ein
wichtiges Locksignal fur den Verzehr durch Samenverbreiter (Willson und Whelan 1990). Nur
der Verzehr der reifen Samen fihrt letztendlich zu einer Fortpflanzung und dadurch zum Vortell
fur die Pflanze (Tiffney 2004). Eine rote Farbe, wie bei der Erdbeerfrucht, spricht dabei
insbesondere Vogel und trichromatische Primaten an, da diese den Unterschied zwischen

einer griinen und einer roten Frucht wahrnehmen kénnen (Steyn 2009).

Des Weiteren konnte durch Muhlemann et al. 2018 gezeigt werden, dass die Entwicklung der
Pollenschlauche der Tomate durch Flavonole positiv beeinflusst wird. Flavonole regulieren die
ROS-Homobostase und ermdglichen dadurch die sexuelle Fortpflanzung, die ansonsten durch

zu hohe ROS-Gehalte (induziert durch Stress) verhindert werden wiirde.

DarUber hinaus konnte auch ein Einfluss der Flavonoide auf den Transport des
Pflanzenhormons Auxin nachgewiesen werden (Peer und Murphy 2007; Buer und Muday
2004). Auxin reguliert das Pflanzenwachstum und viele weitere
Pflanzenentwicklungsprozesse (Palme und Galweiler 1999; Guilfoyle und Hagen 2007; Nitsch
1950).

1.2.3. Effekte auf den Menschen

Einer der Griinde fiur die intensive Erforschung der Polyphenole sind die gesundheitlich
positiven Wirkungen, die mit ihrem Verzehr assoziiert werden. Diverse in vivo und in vitro
Studien  weisen  Polyphenolen eine  entziindungshemmende,  kardioprotektive,
antikarzinogene, antidiabetische, gewichtsreduzierende, neuroprotektive, prabiotische und

antimikrobielle Wirkung nach (Afrin et al. 2016; Alvarez-Suarez et al. 2014; Paquette et al.
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2017; Seeram 2008; Kumar Singh et al. 2019; Krikorian et al. 2010; Xing et al. 2019; Tsuda
2012).

Als Basis fir diese physiologischen Effekte wird insbesondere die antioxidative Eigenschaft
der Polyphenole, die auch bei ihrer Funktion innerhalb der Pflanze eine wichtige Rolle spielt
(vgl. 1.2.2), diskutiert (Toufektsian et al. 2008; Bornsek et al. 2012; Kolosova et al. 2004;
Rossetto et al. 2002; Weisel et al. 2006). In der Erdbeerfrucht zeigen vor allem Anthocyane
und Ellagsaure bzw. Ellagtannine ein stark antioxidatives Potential (Aaby et al. 2007; Zhang
et al. 2008b). Als weitere moglicher Wirkmechanismus wird ein Einfluss auf
Transkriptionsfaktoren und damit auf die Genexpression und die Proteinbildung diskutiert
(Giampieri et al. 2014; Masella et al. 2005; Hou et al. 2004).

Die direkte Bioverfuigbarkeit der Polyphenole im menschlichen Organismus, insbesondere die
der Anthocyane, wird allerdings als eher gering eingeschéatzt (Banaszewski et al. 2013;
Felgines et al. 2003). Die Struktur der Polyphenole kann nach dem Verzehr unabhéngig von
dem humanen Phase Il Metabolismus einer starken Veranderung unterliegen. Zum einen
durch einen chemischen Zerfall, zum anderen auch durch die aktive Metabolisierung durch
das Mikrobiom (Kay et al. 2017). Die Abbauprodukte tragen einen wesentlichen Teil zur
gesamten Bioverflugbarkeit der Polyphenole (Czank et al. 2013; Ferrars et al. 2014) und
letztendlich zu ihrer physiologischen Wirkung bei (Rafiei et al. 2019; Cassidy und Minihane
2017).

1.3. Allergene

Eine Nahrungsmittelallergie ist als eine wiederholt auftretende spezifische Immunantwort nach
der Exposition gegenlber einem bestimmten Nahrungsmittel definiert, die nachteilige
Auswirkungen auf die Gesundheit hat (Boyce et al. 2010). Die Symptome kdénnen dabei von
Nesselsucht, Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen bis hin zu einer Anaphylaxie reichen und
treten meistens innerhalb kurzer Zeit nach Verzehr des entsprechenden Lebensmittels auf (Fu
et al. 2019a). Die Immunreaktion kann Immunoglobulin IgE vermittelt und/oder nicht-IgE
vermittelt auftreten (Burks et al. 2012). Die Beteiligung des Immunsystems grenzt die
Nahrungsmittelallergie von einer Nahrungsmittelunvertraglichkeit ab (Boyce et al. 2010). In
Europa leiden 0,3 bis 5,6 % der Bevolkerung unter einer Nahrungsmittelallergie. Die Pravalenz

und die Ausltser der Allergien zeigen jedoch eine starke regionale Varianz (Lyons et al. 2019).

Bei den Allergie-auslésenden-Stoffen, den Allergenen, handelt es sich in der Regel um
Proteine, teils aber auch um chemische Haptene (Boyce et al. 2010). Haptene sind

niedermolekulare Stoffe, die im Gegensatz zu den Protein-Allergenen fir eine Immunreaktion
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zunachst eine Bindung mit makromolekularen Carriern, wie Proteinen, eingehen mussen

(L6pez-Puertollano et al. 2020).

Es wurden bereits mehr als 180 allergene Proteine in Lebensmitteln identifiziert. Jedoch
gehdren mehr als 90 % dieser Allergene zu nur acht Nahrungsmittelgruppen (Milch, Eier,
Fisch, Krebstiere, Sojabohnen, Weizen, Erdniisse und Nisse) (Poms et al. 2004). In der
Europaischen Union ist gemafd Artikel 21 in Verbindung mit Anhang Il der VO (EU) Nr.
1169/2011 die Kennzeichnung dieser Stoffe (einschliel3lich Sellerie, Senf, Sesamsamen,
Schwefeldioxid und Sulphite, Lupinen und Weichtiere) und der daraus gewonnen Erzeugnisse,
sofern diese auch in veranderter Form Allergien oder Unvertraglichkeiten auslosen kdnnen,
verpflichtend. Die meisten Nahrungsmittelallergene kdnnen sowohl im rohen, gekochten oder
verdauten Zustand eine Reaktion ausldsen, einige Allergene, wie z.B. Allergene aus Obst oder
Gemiuse, verursachen jedoch Uberwiegend Symptome, wenn sie roh verzehrt werden (Burks
et al. 2012).

1.3.1. Klassifizierung der Allergene

1986 wurde durch die WHO/ IUIS eine einheitliche Nomenklatur der Allergene eingefiihrt
(Marsh et al. 1986; King et al. 1994; King et al. 1995). Zunachst erfolgt die Bezeichnung der
Gattung (3 Buchtstaben), gefolgt von einem einzelnen Buchstaben, der die Art beschreibt, und
einer Nummer, die chronologisch in Reihenfolge der Identifizierung/Aufreinigung vergeben
wird (Abbildung 12). Diese Bezeichnung kann dabei mehrere molekulare Formen eines
Allergens umfassen. lIsoallergene, sind Allergene einer Art, die in mehr als 67% der
Primarstruktur tbereinstimmen. Die Unterscheidung der Isoallergene ist bei der Allergen-
Nomenklatur durch zwei zusatzliche Nummern mdoglich. Zwei weitere Nummern beschreiben
die polymorphen Isoformen oder Varianten eines Allergens, die in der Regel eine
Sequenzidentitat von mehr als 90% aufweisen (Chapman et al. 2007). Spiric et al. 2015
konnten 18 verschiedene lIsoallergene und Varianten des Birkenpollenallergens Bet v 1
identifizieren. Die Isoform und Variante des Allergens kann das allergene Potential
beeinflussen. Analysen von Seutter von Loetzen et al. 2019 zeigten fiir acht rekombinante
Isoformen und Varianten von Bet v 1 eine 1gG Bindung von 51 % bis 135 % im Vergleich zu

Bet v 1.0101, dem Hauptallergen der Birke.

Bet Betula = Gattung

v verrucosa = Art

1 Allergen-Nummer
.01 Isoallergen-Nummer
01 Isoform-Nummer

Abbildung 12: Allergennomenklatur am Beispiel des Birkenpollenallergens Bet v 1.0101
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Strukturell kénnen Nahrungsmittelallergene pflanzlichen Ursprungs gemald der Pfam-
Proteindatenbank in nur 31 Proteinfamilien klassifiziert werden (Fu et al. 2019b). 60 % dieser
Allergene gehdren jedoch zu nur vier Proteinfamilien, der Prolamin Superfamilie
(Samenspeicherproteine), der Cupin Superfamilie (multifunktionelle Proteine), den Profilinen
(cytosolische Proteine involviert in der Reorganisation von Mikrofilament) und der Bet v 1
Superfamilie (Radauer und Breiteneder 2007; Hauser et al. 2008; Breiteneder und Radauer
2004). Die Bet v 1 Superfamilie kann in die Familie der Latexproteine und Reife-induzierte-
Proteine, sowie Norcoclaurin-Synthasen, Cytokinin-bindende Proteine und der PR-10 Proteine
unterteilt werden (Radauer und Breiteneder 2007). Mitglieder dieser Familie sind aus 153-160
Aminsosauren aufgebaut und besitzen ein durchschnittliches Molekulargewicht von ca. 17 kDa
(Seutter von Loetzen et al. 2012). Das Birkenpollenallergen Bet v 1 gehort zu den PR-10
Proteinen (Breiteneder et al. 1989). Bei dieser Proteinfamilie handelt es sich um durch
Pathogene und abiotischen Stress induzierte Proteine (Fernandes et al. 2013; Sinha et al.
2014).

Die strukturelle Ahnlichkeit von Allergenen ist von entscheidender Bedeutung, da diese fir das
Auftreten sogenannter Kreuzallergien verantwortlich ist (Jenkins et al. 2005). Patienten, die
unter einer bestimmten Allergie leiden, konnen auch eine Allergie mit einem
strukturverwandten Allergen entwickeln (Vieths et al. 2002; Biedermann et al. 2019). Das
Auftreten von Kreuzallergien Uberschreitet dabei auch Arten- und Familiengrenzen ihres
pflanzlichen Ursprungs (Ebner et al. 1995; Gall et al. 1994). Auf Grund der strukturellen
Ahnlichkeit von Allergenen in Nahrungsmitteln mit dem Birkenpollenallergen Bet v 1 kann es
zu der Entwicklung einer sogenannten Pollen-assoziierten Nahrungsmittelallergie kommen
(Gall et al. 1994).

1.3.2. Effekte der Bet v 1 Homologe auf den Menschen

Eine Birkenpollenallergie ist mit einer Pravalenz von etwa 8-16 % in der europaischen
Bevolkerung relativ haufig (Biedermann et al. 2019). Wiederum 50-90 % der Patienten, die
gegen Bet v 1, dem Hauptbirkenpollenallergen, allergisch sind, entwickeln eine Pollen-
assoziierten Nahrungsmittelallergie (Erdmann et al. 2005; Dreborg 1988; Geroldinger-Simic et
al. 2011; Seutter von Loetzen et al. 2012).

Die Basis dafiir ist, dass IgE-Antikérper wegen der strukturellen Ahnlichkeit auch andere
Bet v 1 Homologe binden kénnen (Ebner et al. 1995). Bet v 1 Homologe umfassen Proteine

aus diversen Pflanzenarten und -familien, u.a. auch Fra a 1 aus der Erdbeere (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Bet v 1 Homologe (Allergome 2020)

Allergen | Quelle Botanischer Name Familie
Actc 8 Gelbe Kiwi Actinidia chinensis Actinidiaceae
Actd 11 Griine Kiwi Actinidia deliciosa Actinidiaceae
Actd 8 Griine Kiwi Actinidia deliciosa Actinidiaceae
Apigl Sellerie Apium graveolens Apiaceae
Dauc1l Karotte Daucus carota Apiaceae
Alng1 Schwarz-Erle Alnus glutinosa Betulaceae
Betv1l Birke Betula verrucosa Betulaceae
Carb1 Hainbuche Carpinus betulus Betulaceae
Coral Haselnuss Corylus avellana Betulaceae
Ostc1 Hopfenbuche Ostrya carpinifolia Betulaceae
Ara h 8 Erdnuss Arachis hypogaea Fabaceae
Glym4 Sojabohne Glycine max Fabaceae
Vigrl Mungobohne Vigna radiata Fabaceae
Vigr6 Mungobohne Vigna radiata Fabaceae
Cassl Esskastanie Castanea sativa Fagaceae
Fags1l Blutbuche Fagus sylvatica Fagaceae
Queal Weiss-Eiche Quercus alba Fagaceae
Queil Stein-Eiche Quercus ilex Fagaceae
Quem1 Mongolische Eiche | Quercus mongolica Fagaceae
Jugr5 Walnuss Juglans regia Juglandaceae
Fraal Erdbeere Fragaria X ananassa Rosaceae
Mald 1 Apfel Malus domestica Rosaceae
Pruar 1l Aprikose Prunus armeniaca Rosaceae
Pruav 1 Kirsche Prunus avium Rosaceae
Prup1l Pfirsich Prunus persica Rosaceae
Pyrc1 Birne Pyrus communis Rosaceae
Rubil Himbeere Rubus idaeus Rosaceae
Solal4 Tomate Solanum lycopersicon | Solanaceae

Bei der Entwicklung der Allergie findet zunachst eine Sensibilisierung des Patienten statt

(Anvari et al. 2019). Die Aufnahme des Allergens fiihrt Giber eine Signalkaskade zu der Bildung

spezifischer IgE Antikdrper (Averbeck et al. 2007). Da die PR-10 Proteine als sehr instabil

gegenlber Hitze und Verdauung gelten, wird angenommen, dass die Sensibilisierung

zunachst Uberwiegend mittels Bet v 1 oder anderen homologen Pollenallergenen stattfindet,
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die Uber die Schleimhaut der Atemwege in den Korper gelangen (Hauser et al. 2008;
Breiteneder und Mills 2005).

Im Anschluss an die Sensibilisierung konnen bei erneutem Kontakt mit dem Allergen an
Mastzellen gebundene IgE Antikorper diese in einem so genannten Antigen-Antikdrper-
Komplex binden (Sofortreaktion) (Valenta 2002). Daraufhin folgt in den Mastzellen die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren, wie Histamin oder Leukotrienen (Amin 2012). Diese
konnen unmittelbare Symptome wie eine Rhinitis, Bindehautentziindung oder Asthma
auslosen (Visco et al. 1996).

Mache Patienten kdnnen zusétzlich erst zwei Stunden bis zwei Tagen nach der Exposition
Symptome einer Spatreaktion, wie Odeme, Schmerzen, Roétungen oder Verengungen der
Atemwege aufweisen (Galli et al. 2008). Bei der Spéatreaktion sind neben den Mediatoren der
Mastzellen auch noch andere Zellen, wie die T-Zellen, involviert (Galli et al. 2008; Huston
2019)

1.3.3. Betv1Homologe der Erdbeere

In Erdbeeren konnten bereits Allergene der Bet v 1 Superfamilie (Fra a 1), der Familie
Lipidtransferproteine (Prolamine) (Fra a 3) und der Profiline (Fra a 4) nachgewiesen werden
(Zuidmeer et al. 2006; Karlsson et al. 2004). Studien belegen jedoch, dass Fra a 3 fir die

Erdbeerallergie kaum eine Rolle spielt (Zuidmeer et al. 2006; Andersen et al. 2011).

¢ C

Abbildung 13: Proteinstrukur A) Bet v 1.01 (1B6F) B) Fra a 1.01E (2LPX) C) Fra a 1.02 (6ST8) D) Fra a 1.03-
Catechin Komplex (4C94) (Protein Data Bank (PDB) 2020)

Fra a 1 gehort, wie Bet v 1, zu den PR-10 Proteinen (Karlsson et al. 2004). Auf Grund der
strukturellen Ahnlichkeit beider Allergene kann eine Pollen-assoziierte Erdbeerallergie
entstehen. Bisher wurden 30 verschiedene Fra a 1 Allergene identifiziert (Ishibashi et al. 2018;
Musidlowska-Persson et al. 2007; Karlsson et al. 2004; Franz-Oberdorf et al. 2016; Hjerng et
al. 2006). Diese Allergene teilen eine Sequenzhomologie von 73-99 % (Ishibashi et al. 2018).
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Bei Vergleich der Kristallstrukturen von Fra a 1.01E und Bet v 1.01 wird die hohe
Ubereinstimmung von Fra a 1 und Bet v 1 deutlich (Abbildung 13) (Seutter von Loetzen et al.
2012; Schweimer et al. 1999; Gajhede et al. 1996). Beide Proteine bestehen aus einem
sieben-strangigen antiparallelen B-Faltblatt, sowie zwei kurzen v-férmig angeordneten
a-Helices und einer langen a-Helix, die einen hydrophoben Hohlraum umschliel3en. Eine
weitere Gemeinsamekeit ist eine Glycin-reiche Schleife (AS 46-51). Jedoch ist bei Fra a 1.01E
mit 2500 A das Volumen des hydrophoben Hohlraums im Gegensatz zu 1600 ‘A bei Bet v 1
deutlich groRer. Auch der Eingang zu diesem ist durch eine andere Orientierung der
C-terminalen Helix und eine Umlagerung der Aminoséuren im N-Terminus der Helix deutlich
groBer. Orozco-Navarrete et al. 2020 konnten jedoch zeigen, dass auch zwischen den
Isoallergenen Varianzen in der 3D-Struktur zu beobachten sind. Fra a 1.02 und Fra a 1.03
haben nur eine TaschengréRe von 1671 A bzw. 1646 A und dhneln dadurch im Volumen mehr
Bet v 1.01. Die grof3ten Unterschiede zwischen den Isoallergenen liegen im Bereich der

flexiblen Schleifen am Eingang zum Hohlraum und in der a-Helix.

Die Fra a 1 Isoformen sind in den Pflanzenorganen unterschiedlich vertreten (Mufioz et al.
2010). Das Fra a 1.01E Gen wird hauptsachlich in den Wurzeln exprimiert, wahrend Fra a 1.02
insbesondere im spaten Reifestadium der Frucht exprimiert wird. Fra a 1.03 zeigt eine

Hochregulierung in der Blite.

Der Fra a 1 Gehalt der Erdbeere hangt jedoch auch vom Genotyp und den
Umweltbedingungen ab (Alm et al. 2007; Kurze et al. 2018; Franz et al. 2013; Franz-Oberdorf
etal. 2017a; Ishibashi et al. 2019; Tulipani et al. 2011; Kaiser et al. 2016; Besbes et al. 2019b).

Durch einen basophilen Aktivierungstest konnte insbesondere fiir die Isoallergene Fra a 1.02
und Fra a 1.03 ein hohes allergenes Potential nachgewiesen werden (Franz-Oberdorf et al.
2016). Im Zusammenhang mit einer deutlich héheren Fra a 1.02 Expression in der reifen

Erdbeerfrucht ist es moglich Fra a 1.02 als Hauptallergen der Erdbeere zu klassifizieren.

1.3.4. Pflanzenfunktion der Bet v 1 Homologe

Bet v 1 und Fra a 1 gehoren zu den PR-10 Proteinen. PR-Proteine sind als Proteine definiert,
die durch Pathogene und abiotischen Stress induziert werden (Fernandes et al. 2013). Die
Struktur und Funktion dieser Protein-Gruppe kann sich auf Grund dieser weitgefacherten
Definition sehr unterscheiden (Sinha et al. 2014). Die PR-Proteine kbnnen entsprechend ihrer
Primarsequenzhomologie und ihrer Funktionen in 17 verschiedene Protein-Familien unterteilt
werden (van Loon et al. 2006). In der Erdbeere konnten bereits Proteine aus zehn dieser
Familien identifiziert werden (Amil-Ruiz et al. 2011). Diese umfassen Enzyme wie B-1,3-
Glucanasen (PR-2) (Kahn 2002), Chitinasen (PR-3) (Casado-Diaz et al. 2006), Lipid-Transfer-
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Proteine (PR-14) (Yubero-Serrano et al. 2003; Zuidmeer et al. 2006), aber auch Proteinase-
Inhibitoren (PR-6) (Martinez et al. 2005) und Proteine der PR-10 Gruppe (Karlsson et al. 2004),
deren exakte Funktion in Pflanzen trotz intensiver Erforschung bisher nicht genau identifiziert

werden konnte.

Es wurde jedoch bereits fur diverse PR-10 Proteine der Erdbeere nachgewiesen, dass diese
durch eine Infektion mit Verticilium dahliae in Blattern, Stadngel und Wurzeln verstarkt
exprimiert werden (Besbes et al. 2019b). Die Veranderung der Expression ist dabei abhéngig
von dem Pflanzenorgan und dem jeweiligen PR-10 Protein. Die Einflusse von Standort und
Jahreszeit auf den Fra a 1-Gehalt der Erdbeerfrucht belegen auch den Einfluss von
abiotischen Faktoren auf die PR-10 Proteine der Erdbeere (Alm et al. 2007; Ishibashi et al.
2019).

Durch Besbes et al. 2019a konnte bereits eine Phosphorylierungs-abhangige RNAse-Aktivitat
von rekombinanten Fra a 1.04 - Fra a 1.08 festgestellt werden. Erst durch Dephosphorylierung
der phosphorylierten Fraa 1.04, Fraa 1.05, Fraa 1.07 und Fra a 1.08 war eine RNAse-Aktivitat

zu beobachten.

Eine Studie von Mufioz et al. 2010 ergab hingegen insbesondere eine Reduzierung von
Phenylpropanoiden und Anthocyanen durch transientes Silencing von Fra a 1 Genen in
Erdbeerfriichten mittels ihpRNA-Konstrukt. Parallel dazu konnte auch eine Reduzierung der
FaPAL und FaCHS Transkripte beobachtet werden. Dies lasst auch eine Involvierung in die
Polyphenolbiosynthese vermuten. Diese Hypothese wird durch Casafial et al. 2013 verstarkt,
die die Bindungen zwischen Fra a 1 Proteinen und Flavonoiden mittels Isothermaler
Titrationskalorimetrie und Rontgenkristallographie nachweisen konnten. Interessanterweise
ergaben sich aufRerdem flr unterschiedliche Isoallergene verschiedene Bindungs-
Spezifitaten. Fra a 1.01E kann Quercetin-3-glucuronid binden, wahrend Fra a 1.02 Myricetin
und Fra 1.03 Catechin bindet (Abbildung 13). Analog dazu konnte auch fir Bet v 1 eine
Isoallergen-abhangige Bindung von Flavonoid-Liganden festgestellt werden (Seutter von
Loetzen et al. 2015; Seutter von Loetzen et al. 2014). Mufoz et al. 2010 und Casafial et al.
2013 postulieren auf Grund der Bindung der Fra a 1 Proteine von Flavonoiden eine Funktion
beim Transport der Zwischenprodukte der Flavonoid-Biosynthese oder der finalen Produkte,
wie den Anthocyanen zur Vakuole, oder als Signalkomponente, die durch die Bindung mit

Flavonoiden den Metabolitenfluss reguliert.

Des Weiteren konnte eine Bindung der Fra a 1 Isoformen mit einem Fra a 1 assoziierten
Protein (FaAP) nachgewiesen werden (Franz-Oberdorf et al. 2017b). Fra a 1.02 und Fra a
1.03 binden FaAP monomer, wahrend Fra a 1.01E eine Dimer-Bindung aufweist. Analog dazu

wurde zuvor auch im Apfel ein Bindung des PR-10 Proteins Mal d 1 mit MdAP beobachtet
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(Puehringer et al. 2003). Die Bindung der PR-10 Proteine mit diesen assoziierten Proteinen
konnte der Beleg sein, dass diese in ein Proteinnetzwerk integriert sind und dass die
assoziierten Proteine entscheidend fur ihre biologische Funktion sind (Franz-Oberdorf et al.
2017b).
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1.4. Aufgabenstellung

Der Klimawandel und die Globalisierung sind eine Herausforderung fir die européische
Nahrungsmittelproduktion. Der Klimawandel fuhrt zu sich verandernden, immer extremer
werdenden Wetterlagen, die insbesondere fir den Anbau von pflanzlichen Lebensmitteln
problematisch sind. Es kann zu Ernteausfallen und Qualitatsverlusten kommen. Pflanzen sind
jedoch die Basis der gesamten Lebensmittelproduktionskette und daher ist deren verlassliche
Produktion unabdingbar. Auf Grund des globalen Handels unterliegen die Anbauer zusatzlich
einer weltweiten Konkurrenz um den Absatz ihrer Produkte. Winschenswert waren also
Pflanzen, die auch extreme Umweltbedingungen bewaltigen kénnen und deren Erzeugnisse
sich zudem mit einer besonderen Qualitdt auszeichnen. Um dies zu erreichen ist jedoch ein

genaueres Verstandnis der Regulierung des Pflanzenmetabolismus unerlasslich.

Erdbeeren sind ein beliebtes Obst und werden weltweit produziert. Polyphenole und das
Erdbeerallergen Fra a 1.02 sind Teil des Pflanzen-Verteidigungssystems der Kulturerdbeere
Fragaria x ananassa. Auf Grund der Farbgebung und den gesundheitlich positiven Wirkungen,
die mit ihrem Verzehr assoziiert werden, gelten hohe Polyphenolgehalte als Zeichen einer
guten Fruchtqualitat, wahrend es im Gegenteil wegen des allergenen Potentials von Fraa 1.02

erstrebenswert ist, Friichte mit einem moglichst niedrigen Gehalt zu produzieren.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung des Effekts des Genotyps und der
Umwelt auf den Polyphenol- und Allergengehalt der Erdbeere, sowie der genaueren
Charakterisierung des Metabolismus in Abhangigkeit relevanter Gene der Polyphenol-

Biosynthese und des Erdbeerallergens Fra a 1.02.

Zunachst wurde mittels LC-MS das Polyphenolprofil einer franzdsischen-
Erdbeerkreuzungspopulation, sowie der GoodBerry-Erdbeerkreuzungspopulation
charakterisiert. Da die GoodBerry-Population an finf verschiedenen klimatisch
unterschiedlichen europaischen Standorten (Spanien, Italien, Frankreich, Polen und
Deutschland) angebaut wurde, konnte hier auch der Einfluss der Umwelt betrachtet werden.
Darlber hinaus wurde der Fra a 1.02-Gehalt der GoodBerry-Population auf Umwelt- und

Genotypen-Effekte mit indirekt kompetitiven ELISA untersucht.

Mittels Klonierung und einem Aktivitats-Assay der rekombinanten Proteine konnten
Unterschiede in den Anthocyan-Malonyltransferasen der ,GoodBerry“-Elternsorten identifiziert

werden.

Auch die Veranderung des Polyphenolprofils nach Herunterregulierung der Flavonol-Synthase

FaFLS und des Erdbeerallergens Fra a 1.02 in transgenen Erdbeeren wurde analysiert.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1.

2.1.1.1.
Eine Kreuzungspopulation aus den Fragaria x ananassa Varietaten '‘Candonga’ und 'Senga

Pflanzliches Material

GoodBerry-Erdbeerkreuzungspopulation

Sengana’ wurde durch Hansabred GmbH & Co. KG erzeugt. Die sich ergebenden F1
Generation, sowie die Elternlinien, wurden an funf verschiedenen Standorten in Europa
(Deutschland, Polen, Frankreich, Spanien und Italien) fir zwei Jahre angebaut (Tabelle 2 und
Abbildung 14). Pro Genotyp und pro Standort wurden zehn Pflanzen kultiviert.

Auf Grund von Vermehrungsproblemen konnten im ersten Anbaujahr nur 37 von 117
Genotypen angebaut werden. Des Weiteren standen nicht immer zehn Pflanzen pro Genotyp

zur Verfugung. AulRerdem gab es an einzelnen Standorten vereinzelt Ausfélle einzelner

Genotypen.

Tabelle 2: Standorte der GoodBerry-Kreuzungspopulation

Projekt- Hansabred INHORT Ciref IFAPA UPM
partner
Land Deutschland Polen Frankreich Spanien Italien
Lage 51°8'42"N 51°95'N 44°85’'N 37°12°22”N 43°31"'N
Erdtyp sandiger pseudo- erdlos sandig 40% Ton,
Lehm auf podsolischer 25% Sand
Kiesboden Boden und 35%
mit leichtem Schluff; 9 %
Lehm aktiver Kalk
Boden pH | 4,9 6,5-7,0 6,8 6,5-7,0 7,9
Anbaube- | offenes Feld offenes Feld | erdlos, unter | Plastiktunnel, | Plastikmulch,
dingung Tunnel Plastikmulch, | Erddamm
Erddamm
Bewasser- | Beregnung Tropfchenbe- | Tropfchenbe- | Tropfchenbe- | Tropfchenbe-
ung wasserung wasserung wasserung wasserung
Schutz vor | je nach nein nein ab Mitte nein
Frostscha- | Wetterlage ein November
den Antifrost-
Fleece
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Ciref/
Frankreich
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Deutschland

UPM! Italien
Abbildung 14: Standorte der GoodBerry-Kreuzungspopulation

Die reifen Friichte wurden nach der Ernte und dem Entfernen der Calyx in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Da der Ertrag der
unterschiedlichen Genotypen unklar war und eine Vielzahl an verschiedenen Analysen
innerhalb des GoodBerry-Projekts geplant waren, wurde die gesamte Ernte eines Genotyps
zunachst zusammen zu einer Bulk-Probe kombiniert. Erst nach vollendeter Ernte wurde nach
grobem Homogenisieren der ganzen oder halbierten Frichte eine Unterteilung in drei gleich
grof3e biologische Replikate durchgefihrt.

Das Mdrsern erfolgte, mit Ausnahme der Proben aus Deutschland (Hansabred), durch die fur
den Anbau zustandigen Projektpartner. Wahrend des Mérserns wurden die Erdbeeren, sowie
alle benutzten Gerate, mit flissigem Stickstoff geklhlt. Das Fruchtpulver wurde bis zur Analyse
bei -80 °C gelagert. Der Transport zum Analysenstandort erfolgte auf Trockeneis. Die Proben
von Hansabred wurden als intakte Erdbeeren auf Trockeneis geschickt und vor Ort gemorsert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Halfte aller vorhandenen GoodBerry-Genotypen
analysiert, alle weiteren Genotypen, sowie die Elternsorte 'Senga Sengana’ deren Daten im

Weiteren auch mit einbezogen werden, wurden von Annika Haugeneder bearbeitet.

2.1.1.2. Franzosische Erdbeerkreuzungspopulation

Bei der hier analysierten franzdsischen Kreuzungspopulation handelt es sich um eine Auswahl
von 48 Nachkommen einer Kreuzung der Erdbeersorten 'Capitola’ und 'CF1116’. Das bereits
gemorserte Fruchtmaterial wurde von Béatrice Denoyes (INRA) geliefert. Hierfiir wurden Tray-
Pflanzen in einer erdlosen Kultur angebaut und die Friichte 2017 geerntet. Der Transport zur

TUM erfolgte auf Trockeneis. Die Lagerung fand bei -80 °C statt. Die franzosische
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Kreuzungspopulation der Erntejahre 2009, 2010 und 2011 wurden bereits von Ludwig Ring
analysiert (Ring 2013).

2.1.1.3.  Transgenes Pflanzenmaterial
In Rahmen dieser Arbeit wurde Probenmaterial von siFaFLS- und siFra a 1.02-Pflanzen sowie
ihren jeweiligen Kontrolllinien analysiert (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht des analysierten transgenen Pflanzenmaterials

Probengruppe | Linie Pflanzenmaterial Ursprung

siFaFLS- 'Senga Sengana’ Kontrolle | 5 Fruchtstadien, Bliten, 2 | Dirnast,

Pflanzen . Blattstadien, Wurzeln Deutschland
siFaFLS F29

siFra a 1.02-|’'Senga Sengana’ Kontrolle | 5 Fruchtstadien (2 Jahre), | DUrnast,

Pflanzen ) Bluten, 2 Blattstadien, | Deutschland
siFra F184
Wurzeln
spanische siFra | pBIN4 (Kontrolle 1) reife Frichte Spanien

a 1.02-Frichte
pBIN4 (Kontrolle 2)

Fra4
Frab

Fra 6

Jeweils 15 Pflanzen der ’Senga Sengana’
Kontrollinie und der siFaFLS F29 Linie wurden in
Topfen im Gewdachshauslaborzentrum Durnast
(GHL) der TUM kultiviert. Um das Risiko der
Ansteckungen  mit  Pflanzenpathogenen  zu
reduzieren wurde fur jede Pflanze eine separate
Topfbewasserung installiert (Abbildung 15). Die
Bestdubung erfolgte per Hand, die Probennahme
2018. Es wurden Blatter (jung und alt), Bluten, funf

Fruchtstadien (klein grtin, grof3 grin, weil3, weil3/rot

und rot) und Wurzeln beprobt. Von jeder Pflanze

einer Linie wurde in etwa die gleiche Anzahl an Abbildung 15: Kultivierung der FLS-Senga
Sengana Kontrolle
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Proben genommen. Nach der Probennahme wurde das Pflanzenmaterial in flissigem
Stickstoff schockgefroren und in drei biologische Replikate eingeteilt. Die Wurzeln wurden
zuvor mittels Mullbinden und Wasser von der restlichen Erde befreit. Bei den Friichten wurde
der Calyx (Blutenkelch) entfernt. Zudem wurde vor dem Einfrieren das Fruchtgewicht der reifen
Friichte bestimmt. Es folgten das Mérsern des gefrorenen Fruchtmaterials mit dem Personal
Blender PB 250 unter Kihlung mit fluissigem Stickstoff. Die Bliten wurden auf Grund des
geringen Ertrags mittels Moérser und Pistill zerkleinert. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurde
das Probenmaterial bei -80 °C gelagert.

Die Kultivierung der siFra 1.02-Pflanzen, sowie deren Kontrolle (Senga Sengana’) erfolgte
analog der siFLS-Pflanzen. Allerdings wurden diese Linien zusétzlich ein zweites Jahr (2019)
kultiviert, um noch zusatzliche Fruchtproben entnehmen zu kdnnen. In diesem Jahr erfolgte
keine manuelle Bestaubung. Auf Grund eines starken Mehltau-Befalls konnten keine weiteren
Bluten-, Blatt- und Wurzelproben entnommen werden. 2018 wurden 15 Pflanzen der Kontrolle
und 16 Pflanzen der der siFra 1.02-Linie beprobt, 2019 jeweils 10 Pflanzen.

Daruber hinaus wurde auch Probenmaterial reifer Frichte transgener siFra 1.02 durch
Victoriano Valpuesta Fernandez (UMA) aus Spanien erhalten. Ausgangsmaterial fir diese
Studie war die Erdbeersorte 'Camarosa’. Der Transport des gemorserten Fruchtmaterials

(inklusive biologischer Replikate) erfolgte auf Trockeneis.

2.1.2. Messkontrollstandards

Die Messungen einiger Datensets dauerte teils mehrere Monate. Um Uber diesen langeren
Zeitraum hinweg vergleichbare Messwerte gewéhrleisten zu kénnen, wurden fir die jeweiligen
Methoden Standards eingefiihrt. Diese Standards ermdglichten zum einen die Kontrolle der
Messstabilitdt, zum anderen die Option, die Ergebnisse zu normalisieren, wenn deutliche
Messschwankungen zwischen Sub-Messsets auftraten.

Ausgangsmaterial der Messkontrollstandards waren Erdbeeren, die bei einem lokalen
Supermarkt erworben wurden. Nach Entfernen der Calyx wurden diese Erdbeeren in fliissigem
Stickstoff schockgefroren, und chargenweise mit einem Mixer, unter standiger Kihlung durch
flussigen Stickstoff, zu feinem Pulver gemoérsert. Das Pulver wurde bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

2.1.2.1. Allergen-Standard
Bei jeder Aufarbeitung und ELISA-Messung der zu analysierenden Proben wurden drei

Aliquote des Erdbeerkontrollstandards mitgefihrt.
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2.1.2.2. LC-MS Erdbeerstandard

Die Polyphenolextraktion fiir den LC-MS Erdbeerstandard erfolgte gemaf der Extraktion der
Proben (vgl. 2.3.1.1), jedoch in einem gro3eren Mal3stab. 218 g Erdbeerpulver wurden in zehn
50 ml Zentrifugenréhrchen eingewogen. Jeweils 10 ml Interner Standard (0.2 mg/ml Biochanin
A in Methanol) wurden zugefiigt. Nach Homogenisieren mittels Vortexer erfolgte die Zugabe
von 10 ml Methanol. Anschlieend wurde die Suspension 1 min gevortext und 10 min im
Ultraschallbad behandelt. Die durch Zentrifugation (20 min, 4 °C, 10000 g ) gewonnenen
Uberstande wurden in einem 2 L Rundkolben gesammelt. Die Rickstande wurden zweimal
erneut, wie beschrieben, mit je 20 ml Methanol extrahiert.

Die vereinigten Uberstande wurden am Rotationsverdampfer bis zur Entfernung des
Methanols eingeengt. Vollstandiges Trocknen erfolgte mittels einer Gefriertrocknungsanlage
Uber Nacht. Zum Ruckldsen wurden 14 ml MQ-Wasser hinzugefugt. Es folgte eine
Ultraschallbadbehandlung fiir 10 min. Die Suspension wurde zentrifugiert und der Uberstand
anschlieBend bei -80 °C eingefroren. Fir die Messung an der LC-MS wurden Aliquote a 40 —

60 ul in Mikroeinsétze tberfuhrt. Die Aliquote wurden bis zur Messung bei -20 °C gelagert. Der

LC-MS Standard wurde zusammen mit Annika Haugeneder erstellt.

2.1.3.

Tabelle 4: Chemikalien

Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agarose, BioReagent for molecular biology
Aktivkohle, p.a..

Aluminiumsulfat Hexadecahydrat = 95 %, p.a.
Ameisensaure 98% p.a.

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz = 97 % fur die Molekularbiologie und
Biochemie

Biochanin A

Bovine Serum Albumin (BSA)

Brilliant Blue G, for microscopy (Coomassie Blau)
Calciumchlorid Dihydrat, p.a. 299 %
Chloramphenicol =2 98 %
Cyanidin-3-glucosid-chlorid

L-Cysteine

Di-Kaliumhydrogenphosphat = 99 %, p.a.
N,N-Dimethylformamid (DMF)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Extrasynthese, Genay
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Chemikalie

Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO)
(Dinatrium)-5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat = 99,5 %, p.a.
Ellagséaure, 95 %

Essigsaure

Ethanol

Ethanol, absolute

Ethylenediamintetraessigsaure Dinatriumsalz =2 99 % (EDTA)

Glutathion red., 297 %
Glycerin, 299,5 %
Glycin, 299 %, p.a.
Harnstoff, = 99,5 %
HDMF-glucosid

Hefeextrakt pulv. fir die Bakteriologie

Imidazol, >99 %, zur Synthese

Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactoppyranosid =2 99 % (IPTG)
Kaempferol-3-glucosid

Kaliumchlorid = 99,5 %
Kaliumdihydrogenphosphat, = 98 %

2 x Laemmli Sample Buffer
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a. 2 99 %
Magnesiumsulfat, p.a., 298 %

Malonyl-CoA, =90 %

2-Mercaptoethanol, 99 %, p.a.

Methanol “Baker HPLC Analyzed”

Methanol “LC-MS Chromasolv”

Milchpulver, Blotting grade

N, N, N’, N’-Tetramethylethylenediamin (TEMED), 99% flr
Elektrophorese

Natriumacetat Trihydrat, = 99,5 %, p.a.

Natriumcarbonat Anhydrat

Natriumchlorid
Natriumchlorid = 99,9%

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Fisher Scientific, Schwerte
VWR, Fontenay-sous-Bois
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

inhouse production (Rafal
Jonczyk)

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

VWR, Fontenay-sous-Bois
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carbosynth, Berkshire
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Fisher Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Riedel de Haén,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Chemikalie

Hersteller

Natriumdiethyldithiocarbaminat Trihydrat, p.a. (DIECA)

Natriumdihydrogenphosphat Anhydrat

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat

Natriumhydrogencarbonat, = 99.0 %, p.a.

Natriumhydroxid, 2 99 %

Natriumlaurylsulfat = 99 % fir Biochemie (SDS)

Nickeldichlorid

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Stickstoff (flissig)
Orange G

Pelargonidin-3-glucosid-chlorid

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Phosphorséaure

Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)

Quercetin-3-glucosid

Quercetin-3-acetylglucosid

Rotiporese® Gel 30: 30 % Acrylamidldsung mit 0,8%

Biacrylamid

Roti-Quant, 5x concentrate

Roti-Safe Gel Stain
Salzsaure 32 %

Schwefelsaure 96%

TMB-ELISA ,1-Step™ Ultra“
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Pufferan ® = 99,3 %,

Buffer grade

Trizma Base

Trypton/ Pepton aus Casein, flir Mikrobiologie

Tween®20
X- B-Gal

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs

Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs

Roth, Karlsruhe

Linde, Minchen
Fluka, Buchs
Carbosynth, Berkshire
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruge
Extrasynthese, Genay
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fisher Scientific, Schwerte
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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2.1.4. Medien, Puffer und Lésungen

Tabelle 5: Medien

Medium Herstellung
LB-Medium 10 g/L Natriumchlorid
10 g/L Trypton
5 g/L Hefeextrakt
pH 7,0
LB-Agar LB-Medium
1,5 % Agar
SOC Medium 20 g/L Trypton

5 g/L Hefeextrakt

0,5 g/L Natriumchlorid
2,5 mM Kaliumchlorid

1 mM Magnesiumchlorid

2 mM Glucose (separat steril filtriert 0,22 pm)

Tabelle 6: Puffer und Lésungen

Puffer/ Losung

Herstellung

Glycerin fur Cryostocks 32,5 ml Glycerin

0,6019 g Magnesiumsulfat

0,1514 g Tris

auf 50 ml mit MQ-Wasser auffiillen
pH 8,0

Reibungspuffer

100 mM Calciumchlorid
90 mM Magnesiumchlorid
40 mM Natriumacetat

pH 5,5

50x TAE Puffer

242 g Tris

57,1 ml Essigsaure

100 ml 0.5 M EDTA pH 8,0
mit MQ auf 1 L auffillen
bei Bedarf 1:50 verdiinnen

10x Orange Farbelésung 0,21 % Orange G

0,1 M EDTA (pH 8)
50 % Glycerol
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Puffer/ LOsung Herstellung

Fir die Proteinaufreinigung von Fra a 1.02 rek (mit His-Tag)

Ruckfaltungspuffer 30 mM Tris
500 mM Natriumchlorid
15 mM Imidazol

pH 7,5

Denaturierungspuffer 30 mM Tris

500 mM Natriumchlorid
15 mM Imidazol

8 M Harnstoff

pH 7,5

Elutionspuffer 30 mM Tris
300 mM Natriumchlorid
250 mM Imidazol

Regenerationslésung His-Tag Resin

0,2 M Phosphat-Puffer L1: 0,2 M Di-Natriumhydrogenphosphat
L2: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat
L1 mit L2 auf pH 7,5 einstellen

Natriumchlorid-Lésung 3 M Natriumchlorid
EDTA-LGsung 0,5M EDTA
pH 8,0
Lésung 2 70 % Ethanol
Ldsung 3 25% 0,2 M Phosphat-Puffer
10% 3 M Natriumchlorid
pH 8,0
LOsung 4 50 mM Natriumacetat
0,3 M Natriumchlorid
Lésung 5 0,2 M Nickeldichlorid
Carbonat-Puffer Lsg 1: 10 mM Natriumhydrogencarbonat

Lsg 2: 10 mM Natriumcarbonat

Lsg 1 mit Lsg 2 auf pH 9,0 einstellen

far die Proteinaufreinigung von rekombinanten Malonyltransferasen (mit GST-Tag)

10x GST Wasch-/Bindepuffer 43 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
14,7 mM Kaliumdihydrogenphosphat
1,37 M Natriumchlorid

27 mM Kaliumchlorid

pH 7,3
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Puffer/ LOsung Herstellung

10x GST Elutionspuffer 100 mM Glutathion red.
500 mM Tris/HCI pH 8,0

Fur SDS PAGE

10 x Oberpuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
34,7 mM SDS

bei Bedarf 1:9 mit MQ-Wasser verdiinnen

Collaidal Coomassie 5 % Aluminiumsulfat
20 % Ethanol
0,1 % Coomassie Blau

2 % Phosphorséaure

Coomassie Staining 0,33 g Coomassie Blau
120 ml Methanol

24 ml Essigsaure

120 ml Wasser

Entféarbeldsung 70 ml Essigsaure
100 ml Methanol
auf 1 L mit Wasser auffillen

mit Aktivkohle regenerieren

fur den Western-Blot

Semidry Blotting Puffer 25 mM Tris

200 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol
Blockierpuffer 3 % Milchpulver in Waschpuffer
Waschpuffer 20 mM Tris

140 mM Natriumchlorid
0,1 % Tween 20

NBT 5 % Nitroblautetrazoliumchlorid in 70 % DMF

BCIP 135 mM (Dinatrium)-5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

Fir das Malonyltransferase-Assay

Assay-Puffer 100 mM Kaliumdiydrogenphosphat
100 mM Di-Kaliumhydrogenphosphat
10 mM EDTA

pH 7,0

100 mM B-Mercaptoethanol
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Puffer/ LOsung Herstellung

Fir die Analyse von Fra a 1.02 aus Erdbeeren

Extraktionspuffer fiir die Proteinextraktion | 200 mM Kaliumdihydrogenphosphat
200 mM Di-Kaliumhydrogenphosphat
100 mM DIiECA

20 mM EDTA

5 % PVPP

0,5 % Tween-20

10 x PBS-Puffer 100 mM Natriumdihydrogenposphat
100 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
1,5 M Natriumchlorid

PBS-Puffer fir ELISA Lsg 1:

10 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
150 mM Natriumchlorid

Lsg 2:

Natriumdihydrogenphosphat

Lsg 1 mit Lsg 2 auf pH 7,4 einstellen

PBST-Puffer 0,05 % Tween 20 in PBS-Puffer fir ELISA

2.15. SDS-PAGE-Gel
Tabelle 7: Herstellung des SDS-PAGE Gels

Gel Herstellung

12 % Trenngel 4,9 ml Wasser

6 ml 30 % Acrylamid

3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)

150 pl 10 % SDS

150 pl 10 % APS

6 ul TEMED (kurz vor dem GiefRen hinzufligen)
7 % Sammelgel 3,7 ml Wasser

1,4 ml 30 % Acrylamid

750 pl 1,5 M Tris (pH 8,8)

60 pl 10 % SDS

60 pl 10 % APS

10 yl TEMED (kurz vor dem Gief3en hinzufiigen)

Das Trenngel wurde nach dem GieRen mit 1 ml Isopropanol Uberschichtet. Nach dessen
Polymerisation folgte das GieRen des Sammelgels auf das Trenngel. Dabei wurden fir die
spatere Probenaufgabe Probenkdmme in die Gie3halterung eingesetzt.

Das fertige Gel wurde direkt fir die SDS-PAGE verwendet oder in Oberpuffer bei 4 °C gelagert.
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2.1.6. Agarose-Gel

Fir ein 1 % Agarose-Gel wurden 1,4 g Agar in 140 ml TAE-Puffer zu einer klaren Lésung in

der Mikrowelle erhitzt. Zu der lauwarmen Lésung wurden 6 pl RotiSafe zugefligt. Das Gel

wurde in die Elektrophorese-Halterung gegossen. Fir das spatere Auftragen der Proben

wurden Kadmme eingesetzt. Nach dem Abkuhlen und dem Entfernen der Khmme wurde das

Gel fur die Agarose-Gelelektrophorese verwendet.

2.1.7. Bakterienstamme, Vektoren, Enzyme, Antikdrper, Kits und Sonstiges

Tabelle 8: Bakterienstamme

Bakterienstamm

Hersteller

. coliBL21

. coli BL21 pGEX-4T-1

. coli BL21 (DE3) pLysS

. coli BL21(DE3) pLysS pQE-70 Fra a 1.02

. coli DH 10-beta p9U10-FRAAP

. coli NEB 10-beta Fraal.02 Silencing p9U10
. coli XL1-Blue

. coli NEB10-beta pGEX-4T-1

m m m m m m m m

New England Biolabs, Frankfurt am Main
inhouse Bakterienstamm

Promega, Mannheim

inhouse Bakterienstamm

inhouse Bakterienstamm

inhouse Bakterienstamm

Agilent Technologies, Waldbronn

inhouse Bakterienstamm

Tabelle 9: Vektoren

Vektor Hersteller

PpGEM®-T Easy Promega, Mannheim
pGEX-4T-1 GE Healthcare, Miinchen
pQE-70 Quiagen GmbH, Hilden

Tabelle 10: Enzyme

Enzym Bezeichnung Konzentration Hersteller

DNA Polymerase PhusionTM 2 U/ul Finnzymes, Espoo

DNA Polymerase Q5® High-Fidelity DNA | 2 U/ul New England Biolabs,

Polymerase Frankfurt am Main

RNAse RNAse A - AppliChem, Darmstadt

Restriktionsenzym FastDigest Notl - Thermo Scientific,
Vilnius

Restriktionsenzym FastDigest BamHI - Thermo Scientific,
Vilnius

Alkaline Phosphatase | FastDigest AP 1 U/l Thermo Scientific,
Vilnius
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Enzym Bezeichnung Konzentration Hersteller
DNA Ligase T4 DNA Ligase 1 U/l Thermo Scientific,
Vilnius
Tabelle 11: Primer
Primer Sequenz Hersteller

Verifizierung des Einbaus des silencing Konstrukts in F182 und F184

SMYEV35S-fw2
FraAP rv BAMHI
Fraa2_RNAinv_r2

5-AAACCTCCTCGGATTCCATT-3
5-CGGGATCCACCTCCTCCGTCTTG-3

5-GATCGAGCTCCACACCAAAGGTGACGTGGAGATCA-3'

Microsynth, Balgach
Microsynth, Balgach
Microsynth, Balgach

Sortenverifizierung

BDB-(CA);

5-BDBCACACACACACACA-3’

Metabion, Planegg

Klonierung der FaMAT

Kandidaten

Gene04261_f untr
Gene04261_r_untr
Gene04261_f ATG
Gene04261_r ATG
Gene04262_f _untr
Gene04262_r_untr
Gene04262_f ATG
Gene04262_r ATG
Gene03835_f untr
Gene03835_r_untr
Gene03835_f ATG
Gene03835_r ATG
Gene29347_f untr
Gene29347_r_untr
Gene29347_f ATG
Gene29347_r ATG
Gene04266_f untr
Gene04266 f ATG
Gene04266 r ATG

C1-f
Cl-r
Cc2-f
C2-r
C3-f
C3-r
C4-f

5-CTGGTTCAATCTCTAGTCTGTCTCTCCA-3'
5-GCAACAACATTAACACCATTATTATTGCT-3
5-ATGGCACATCCAAACTCACTTGTAAATG-3
5-TCAAAGGTTTTCAAGACCTTTGGCAAATTGTG-3'
5“CATTTTCTATCTCTTTGCTCCTTCGTAAGTA-3
5-GTTTCTCTTGGTCCATAATCTCAATC-3*
5-ATGGCAAACTTATCAGTGAAGAAAGTTGAGG-3'
5-CTAATGCACTAGGCTAGCAAAGAGAGCA-3'
5“AGTTTCAATCAATTCAGCATCATCTCCA-3
5“ATTGGGCCTTGGTGTACATATGGCT-3'
5-ATGGCATCTCCAAACTCATCTGCAAGAG-3*
5-“TCAATTTCCCTTGAGACCTTCGGCAAATAG-3'
5-CTTCTTCTAATCTTCTTCTTCCCCA-3*
5-ATAGGGCTTTTCTCAACTCCTCTCAC-3*
5-ATGGAGCAACCAAGCTCGGTGAAACTGG-3'
5-TCAGTGTTTTCCAAAACCTTTAGCAAATAGAG-3’
5-CAAGTTTCTTCCAATTGATCATCTCTA-3'
5-ATGGCTTTCCGAAACTCAACTACAAAAGTGG-3
5

TCAAGCTGGAGCCGATACCTCCCAGGCGGTTTTTGACCT
CGCG-3'

5'-ATGGATCCATGGCACATCCAAACTCACTTG-3'
5'-ATGCGGCCGCTCAAAGGTTTTCAAGGCCTTTG-3'
5'-ATGGATCCATGGCAAACTTATCAGTGAAGAAAG-3'
5'-ATGCGGCCGCCTAATGCACTAGGCTAGCAAAG-3'
5'-ATGGATCCATGGCATCTCCAAACTCATCTG-3'
5'-ATGCGGCCGCTCAGCCTTGACTAAACAAACCC-3'
5'-ATGGATCCATGGAGCAACCAAGCTCGG-3'

Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg

Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
Metabion, Planegg
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Primer Sequenz Hersteller

C4-r 5'-ATGCGGCCGCTCAGTGTTTTCCAAAACCTTTAG-3' Metabion, Planegg
S1-f 5'-ATGGATCCATGGCACATCCAAACTCACTTG-3' Metabion, Planegg
S1-r 5'-ATGCGGCCGCTCAAAGGTTTTCAAGGCCTTTG-3' Metabion, Planegg
C5-f 5'-ATGGATCCATGGCTTTCCGAAACTCAACTAC-3' Metabion, Planegg
C5-r 5'-ATGCGGCCGCTCAAATCCTAGAATGGTTTTTGAG-3' Metabion, Planegg

Tabelle 12: Antikérper

Antikdrper Charakteristika Konzentration Hersteller
[mg/ml]
KUR-FRA (IgE) Spezifischer AK 0,90 Davids
aus Kaninchen Biotechnologie,
polyklonal Regensburg
Anti-Kaninchen-HRP (IgE) | Sekundar-AK 1,00 Roth, Karlsruhe
polyklonal
Anti-Kaninchen-AP (IgE) Sekundéar-AK 1,00 Promega, Mannheim
polyklonal

Tabelle 13: Kits

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

Aufreinigung PCR Produkt

A-Tailing

DNA Extraktion

Plasmid Aufreinigung

Ligation in pGEM®-T

Nucleo Spin® Gel and PCR
Clean up

Taqg DNA Polymerase with
Thermo Pol® Buffer

DNeasy® Plant Mini Kit

Pure Yields Plasmid Miniprep
System

pGEM®-T Easy Vector System

Macherey-Nagel, Duren

New England Biolabs, Frankfurt
am Main
Quiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Tabelle 14: Sonstiges

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

dNTPs fur PCR

DNA-Lader

Protein-Lader

Set of dATP, dCTP, dGTP,
dTTP (100 mM)

Quick Load® Purple 1 kb DNA
Lader

PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder

Promega, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
am Main

Thermo Scientific, Vilnius
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Verwendung

Bezeichnung Hersteller

His-Tag Resin

GST-Tag Resin
PCR Puffer

Ligations-Puffer

Profinity™ IMAC Ni-charged Bio-Rad, Hercules

Resin

GST Bind™ Resin Merck, Darmstadt

5 x Phusion® GC New England Biolabs, Frankfurt
am Main

Ligation Buffer Thermo Scientific, Vilnius

2.2. Gerate

2.2.1. Flussigkeitschromatographie-Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie

(LC-ESI-MS)

Tabelle 15: LC-MS Bauteile und Einstellungen

HPLC System

Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Californien, USA)

Pumpe

Injektor
Injektionsvolumen
Trennsaule
Vorsaule
Saulentemperatur
FlieBmittel

Flussrate

Gradient 1 (Polyphenole)

Gradient 1 (FaMAT Assay)

Quaternary pump G1311A (Agilent)
Sample injector G1313A (Agilent)
5ul

Luna 3 u C18(2) 100 A, 150 x 2 nm (Phenomenex, Aschaffenburg)
Security Guard Cartridges C18 4 x 2 mm (Phenomenex)
25°C

A: 0,1 % Ameisenséaure in Wasser
B: 0,1 % Ameisensaure in Methanol
0,2 ml/min

0—-50 % B in 30 min

50 — 100 % B in 5 min

100 % B fur 15 min

100 -0 % B in 5 min

0 % B fur 10 min

Laufzeit: 65 min

10 — 50 % B fur 7 min

50 — 100 % B in 3 min

100 % fur 5 min

100 — 10 % in 5 min

10 % fir 10 min

Laufzeit: 30 min

DAD Diodenarray Detector G1315B (Agilent)
190-600 nm

MS Bruker Daltonics esquire 3000°"“s lonenfalle (Bruker Daltonics,
Bremen)

Spraygas Stickstoff (30,0 psi)
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Trockengas

Aufldésung

Scanbereich

Polaritat

ICC Target

Max. Akkumulationszeit
Zielmasse (SPS)
Kapillarenspannung
Endplattenspannung
MS/MS

13000 m/z/s
m/z 50 — 975

200 ms

m/z 400

+ 4000 V

+ 3500 V
Auto-tandem MS

Stickstoff (330 °C, 9 I/min)

positiv/negativ alternierend
30000 (positiv) oder 10000 (negativ)

Kollisionsgas Helium 5.0 (4,21 x 10 mbar)
Kollisionsspannung 10V
Einstellung lonenfalle:
Skimmer +40,0V
Cap Exit +121V
Oct1DC +12,0V
Oct2DC +1,7V
Trap Drive 45,6
Oct RF 112,2 Vpp
Lens 1 50V
Lens 2 +60,0V
2.2.2. Sonstige Gerate
Tabelle 16: Sontige Geréate
Gerat Modell Hersteller
Agrosegelelektrophorese- MIDI Roth, Karlsruhe
Apparatur
Agrosegelelektrophorese- MAXI neolLab, Heidelberg
Apparatur
Analytische Waage SCALTEC SPB61 SCALTEC Instruments, Heiligenstadt
Analytische Waage Scout Pro SP U4001 Ophaus, Pine Brook
Autoklav Fedegari IBS Tecnomara, Fernwald

Blotting-Kammer
Elektroporator
Gefriertrockner
Kihlzentrifuge
Laborschiittler
Magnetrihrer

Magnetrihrer

Semi Dry Blotter
MicroPulser™

Savant ModylyoD
Eppendorf 5415R
Polymax 1040
MR2002

Variomag, Multiposition

magnetic stirrer Poly 15

Biostep GmbH, Jahnsdorf
BioRad, Taufkirchen
Thermofisher Scientific, Waltham
Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
Heidolph Instruments, Schwabach

neolLab, Heidelberg
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Gerat

Modell

Hersteller

Microplate reader
Milli-Q Wasseranlage
Mixer

NanoDrop®

PCR Gerat

PCR Gerat

pH Meter
Prézisionswaage
Rotationsmischer
Rotations-
Vakuumkonzentrator
Rotationsverdampfer
SDS-PAGE Kammer

Spannungsgenerator
Spannungsgenerator
Spectrophotometer
Sterilbank
Taumelmischer
Thermoblock
Ultraschallbad
UV-Transilluminator
Vortexer

Wasserbad
Wasserbad

Zentrifuge

CLARIOstar

Purelab® Classis UVF MK2
Personal Blender PB 250
ND1000 Spectrophotometer
Primus 96 advanced
SensoQuest labcycler

pH 50+ DHS

TP 214

Rotary Mixer

RVC 2-18

LABOROTA 4000 - efficient
MINI-Vertical
Electrophoresis Unit
consort E835, CVv245
PowerPac 200
Nanodrop 1000

Hera Safe

ENDURO™ MiniMix™
Thermomixer comfort
Sonorex Super

G:BoX

Vortex-Genie 2 G-560E
Julabo HC5/7

Sonorex RK103H
Sigma 4K15C

BMG Labtech, Ortenberg

ELGA Labwater, Celle

Tribest Corporation, Anaheim
Peglab Biotechnologie, Erlangen
Peglab Biotechnologie, Erlangen
SensoQuest, Géttingen

XS Instruments, Carpi

Denver Instrument, Bohemia

A. Hartenstein, Wirzburg

Martin Christ, Osterode am Harz

Heidolph Instruments, Schwabach
Roth, Karlsruhe

Consort nv, Turnhout

BioRad, Taufkirchen

Peglab Biotechnologie, Erlangen
Heraeus Holdung, Hanau
Labnet, Corning

Eppendorf, Hamburg
BANDELIN electronic, Berlin
Syngene, Cambridge
Scientific Industries, Bohemia
JULABO, Seelbach
BANDELIN electronic, Berlin
Sigma-Aldrich, Weilheim

2.3. Methoden

2.3.1. Polyphenol Analytik

Die Analyse der Polyphenole erfolgte analog der Methode von Ring et al. 2013.

23.1.1.

500 mg Pflanzenmaterial wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Zentrifugenréhrchen eingewogen.

Polyphenolextraktion

Fur die Analyse der Bluten wurde auf Grund von geringer Probenmenge eine reduzierte
Einwaage von 300 bis 400 mg verwendet. Zu dem Pflanzenmaterial wurden 0,25 ml
methanolische Ldsung des Internen Standards Biochanin A (0,2 mg/ml) zugeflgt. Das

Gemisch wurde kurz mittels Vortexer homogenisiert. Nach Zugabe von 0,25 ml Methanol und
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Homogenisieren (1 min vortexten) folgte eine Behandlung im Ultraschallbad (5 min, mit Eis
gekuhlt). Die Suspension wurde zentrifugiert (16000 g, 20 min, 4 °C) und der dadurch
gewonnene Uberstand, wurde in ein 2 ml Zentrifugenrohrchen tberfiihrt. Danach wurde der
Ruckstand erneut zweimal mit je 0,5 ml Methanol gemal der ersten Extraktion extrahiert.

Die vereinigten Uberstande der drei Extraktionen wurden in einem Rotations-
Vakuumkonzentrator bis zur Trockne eingeengt. AnschlieRend wurde das Extrakt mit 35 pl
MQ-Wasser rickgeldst. Die Suspension wurde 1 min gevortext und 10 min im Ultraschallbad
behandelt. Es folgte eine Zentrifugation (16000 g, 20 min, 4 °C). Der sich dadurch ergebende
klare Uberstand wurde fir die Messung mit der LC-MS in ein 200 pl Insert in einem 2 mi
Braunglasflaschchen tberfiihrt. Bei triilbem Uberstand wurde erneut zentrifugiert.

Fur jeden Genotyp wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

2.3.1.2. Identifizierte Metaboliten

Die Identifizierung der Metaboliten wurde mit Hilfe des Programms DataAnalysis durchgefihrt.
Es wurden Retentionszeit, UV-Absorption, m/z Werte und Fragmentierungsmuster betrachtet.
Die Zuordnung der Peaks erfolgte mittels einer internen Datenbank, Literaturvergleich
(Hanhineva et al. 2011; Hanhineva et al. 2008; La Barbera et al. 2017; Gasperotti et al. 2013;
Aaby et al. 2012; Karlund et al. 2014; Oszmianski et al. 2011; Dias et al. 2015; Karlund et al.

2017) oder Referenzmaterial.

Tabelle 17: Metaboliten

RT Metabolit +m/z -m/z +MS2 -MS2
[min]
2,7 Apfelsaure 133 [M-HJ 115
3,5 Ascorbinsaure 175 [M-H] 115
4,0 Glutathion red. 308 [M+H]* | 306 [M-H]" | 179, 162, 254, 272,
233, 116 288, 179
4,8 Citronensaure 191 [M-H] 191, 111,
173, 129
6,4 Chelidonsaure 183 [M-H] 183, 139,
111, 95
9,5 Glutathion ox. 613 [M+H]* | 611 [M-H]" | 484, 355 306, 482, 338
10,8 Phenylalanin 166 [M+H]* | 164 [M-H]" | 120
13,2 (Epi)catechin- 865 [M-HJ 695, 577,
(epi)catechin-(epi)catechin 575, 739,
Isomer 1 847, 287
14,4 (Epi)afzelechin- 849 [M-HJ 577, 559, 287
(epi)catechin-(epi)catechin
16,0 (Epi)catechinhexosid 451 [M-H] 289, 245, 161
16,0 HDMF-glucosid 129 [M-
Glc+H]*
313 185, 151, 285
[M+Na]*
16,6 Tryptophan 205 [M+H]* | 203 [M-H]" | 188
17,3 Galloyl-HHDP-glucose 633 [M-HJ 633, 301,
481, 275
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RT Metabolit +m/z -m/z +MS2 -MS2
[min]
17,3 Procyanidin B3 577 [M-HJ 425, 559,
451, 407,
287, 289
18,0 Procyanidin B3+B1 577 [M-HJ 425, 407,
451, 559, 287

18,4 (Epi)catechin- 865 [M-HJ 425, 449,

(epi)catechin-(epi)catechin 451, 407,
289, 245

18,7 (Epi)catechin- 865 [M-HJ 695, 577,
(epi)catechin-(epi)catechin 575, 739,
Isomer 2 847, 287

18,9 Procyanidin B1 577 [M-HJ 425, 559,

451, 407,
287, 289

194 (Epi)catechin- 865 [M-HJ 695, 577,
(epi)catechin-(epi)catechin 575, 739,
Isomer 3 847, 287

19,7 HHDP-galloyl-glucosid 633 [M-H] 301, 463

20,2 HDMF-malonylglucosid 1 377 129, 341, 285

[M+H]",
399
[M+Na]*
20,5 (Epi)afzelechin- 561 [M-HJ 289, 543,
(epi)catechin Isomer 1 407, 435,271,
245, 164
20,5 Catechin 291 [M+H]* | 289 [M-H]" | 123, 139, 245
165, 273
21,0 Digalloyl-chinasaure 495 [M-HJ 343, 325,
191, 169

21,1 Kaffeesaure- 341 [M-HJ 179 161 203
glucoseester/glc

21,5 (Epi)catechin-(epi)catechin 577 [M-HJ 425, 407,
Isomer 451, 559, 289

21,6 Epiafzelechin-(4a—8)- 705 [M]* 543, 525,
pelargonidin-3-O-glucosid 407, 313

21,8 HDMF-malonylglucosid 2 377 341, 129, 231

[M+H]",
399
[M+Na]*

22,0 (Epi)afzelechin- 833 [M-HJ 543, 561,
(epi)afzelechin- 707, 815,
(epi)catechin Isomer 1 679, 469,

435, 417,
289, 271
22,0 Digalloyl-hexose 483 [M-HJ 271, 467,
331, 313,
211, 169
22,3 HDMF-malonylglucosid 3 377 129, 341, 231
[M+H]",
399
[M+Na]*

22,5 Cyanidin-3-glucosid 449 [M]* 287

22,8 p-Cumaryl-glucoseester 325 [M-H] 325, 163, 119

23,4 Digalloyl-HHDP-glucose 785 [M-H] 615, 301

23,7 Galloyl-bis-HHDP-glucose 935 [M-H] 633, 451, 301

Isomer
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RT Metabolit +m/z -m/z +MS2 -MS2
[min]

23,8 (Epi)afzelechin- 833 [M-HJ 543, 561,
(epi)afzelechin- 707, 815,
(epi)catechin Isomer 2 679, 407,

469, 435,
417, 289,
271, 790

24,0 Ferulasdure-glucoseester/- 355 [M-HJ 193, 217, 175
glucosid

24,1 (Epi)afzelechin- 561 [M-HJ 289, 543,
(epi)catechin Isomer 2 407, 435,271,

245, 164

24,3 Pelargonidin-3-glucosid 433 [M]* 271

24,8 Pelargonidin-3-rutinosid 579 [M]* 271, 433

25,1 Trigalloyl-glucose/hexose 635 [M-H] 465

25,9 Ellagtannin 937 [M-HJ 767, 301,

993, 841,
785, 741,
713, 635,
617, 489,
571, 553,
483, 465,
419, 313, 275

27,3 Kaempferol- 623 [M-H] 461, 447,

hexoseglucuronid 285, 327,
503, 605

27,7 Tetragalloyl- 787 [M-H] 617, 635,
glucose/hexose 573, 465

29,0 (Epi)afzelechin- 833 [M-HJ 543, 561,
(epi)afzelechin- 707, 815,
(epi)catechin Isomer 3 679, 469,

435, 417,
289, 271

29,1 Cyanidin-3- 535 [M]* 287
malonylglucosid

29,5 Pelargonidin-3- 519 [M]* 475,433, 271
malonylglucosid

30,2 Zimtsaureglucoseester 333 355 185 309, 207, 147

[M+Na]* [M+HCOO]

31,6 Quercetin-pentose- 611 [M+H]* | 609 [M+H] | 479, 303 301, 177
glucuronid

32,3 Kaempferol-dihexose 625 [M+H]* | 623 [M-H]" | 463, 287 285, 337

33,6 Quercetin-3-pentosid 435 [M+H]* | 433 [M-H]" | 303 301

33,7 Quercetin-3-glucosid 465 [M+H]* | 463 [M-H]" | 303 301

34,1 Kaempferol-pentose- 595 [M+H]* | 593 [M+H] 285, 307, 429
glucuronid

34,4 Quercetin-3-glucuronid 479 [M+H]* | 477 [M-H]" | 303 301

34,9 Ellagsaure 301 [M-HJ 301

36,4 Kaempferol-3-glucosid 447 [M-H] 447, 327,

285, 255

36,5 Kaempferol-glucuronid 463 [M+H]* | 461 [M-H]" | 287 285

36,6 Quercetin-3- 505 [M- 303 301
malonylglucosid CO2-HI

36,6 Quercetin-3-acetylglucosid | 507 [M+H]* | 505 [M-H]- | 303 301

37,6 Dicaffeoyl-cumaryl- 616 [M+H]" | 614 [M-H]" | 454, 470, 436

spermidin
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RT Metabolit +m/z -m/z +MS2 -MS2
[min]
37,8 Kaempferol-3- 535 [M+H]* | 533 [M-H] | 287 285
malonylglucosid
37,9 Caffeoyl-dicumaryl- 600 [M+H]* | 598 [M-H] | 438, 420 478, 550,
spermidin 436, 358
38,1 Kaempferol-3- 489 [M- 287 285
malonylglucosid CO2-HJ
38,1 Kaempferol-3- 491 [M+H]* | 489 [M-H] | 287 285
acetyglucosid
38,6 Kaempferol-3- 595 [M+H]* | 593 [M-H] | 285, 447, 547 | 285, 447, 547
cumarylglucosid
38,8 Dicumaryl-hexose 495 471 [M-HJ 307, 427,
[M+Na]* 163, 453,
325, 291,
163, 187, 145
41,0 Biochanin A (Interner 285 [M+H]* | 283 [M-H]" | 285 283
Standard)

2.3.1.3. Quantifizierung

Die Quantifizierung der Metaboliten erfolgte tber die MS1 Spur mittels des Programms
QuantAnalysis. Fiur Anthocyane, Aminosduren und Peptide wurde die positive, fir alle
weiteren Metaboliten die negative Spur herangezogen.

Es wurde jeweils eine relative Konzentration in Bezug auf den internen Standard Biochanin A
berechnet.

o= F (Anal);t) JF(IS) m(S)

Crei [ppm Equ.1S]: relative Konzentration in ppm Equivalenten an Internem Standard
F (Analyt): Fliche des Analyten — Signals
F (IS): Flache des Internen Standard — Signals
E [g]: Probeneinwaage

m(IS)[ugl: Mennge an zugefiigtem Internem Standard

2.3.1.4. Ungerichtete Analyse

Fur die ungerichtete Analyse wurden die Massenspektren zunéchst mittels DataAnalysis in
positive und negative Spuren getrennt. Es folgte die Auswertung durch XCMS (R). Die
resultierenden Massenlisten wurden von Isotopen befreit. Die quantitativen Werte wurden

gemal 2.3.1.3 berechnet.

2.3.2.Grundlegende Molekularbiologische Methoden
2.3.2.1. DNA-Extraktion
Fur die DNA-Extraktion wurden 50 mg homogenes Probenmaterial (Friichte bzw. junge

Blatter) verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte gemalR der Anleitung des DNeasy® Plant Mini
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Kits. Die Elution erfolgte mit zweimal 100 pl Elutionspuffer fur frisches Blattmaterial und mit
50 pl fur Fruchtproben.

2.3.2.2. Polymerase-Kettenreaktion
Ein Mastermix fur die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde erstellt:

e 10,5 pl MQ-Wasser

e 1 pldNTPs (1:10 verdinnt)

o 4 ul GC-Puffer

e 0,5 pl Polymerase

e 2 ul Primer (forward) (1:10 verdiinnt)

e 2 ul Primer (reverse) (1:10 verdunnt)

Je 20 pl Mastermix wurden in PCR- Zentrifugenréhrchen vorbereitet. 4 ul DNA-Extrakt wurden
als Template verwendet.

AnschlieRend erfolgte die PCR nach folgendem Schema:

Tabelle 18: Parameter der PCR

Temperatur Zeit Cycles
Initialtemperatur 94 °C 5 min 1
Denaturierung 94 °C 30 sec 40
Annealing 62-67 °C 30 sec
Elongation 72 °C 30 sec per kb
Finale Elongation 72 °C 5 min 1
Ende 4°C 0 1

2.3.2.3. Aufreinigung des PCR-Produkts
Fur die Aufreinigung des PCR-Produkts wurde das Kit ,Nucleo Spin® Gel and PCR Clean up*

verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte geman der Anleitung.

2.3.2.4. A-Tailing

Der Ansatz des A-Tailings war folgendermalien:

e 21 pl PCR-Produkt
e 0,6 ul dATP (1:10 verdinnt)
e 3 ul Tag-DNA-Polymerase 10 x Reaction Buffer

e 3 pl Tag-DNA-Polymerase
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e 2,4 ul MQ-Wasser

Die Losung wurde 30 min bei 70 °C inkubiert.

2.3.2.5. Ligation
Die Ligation wurde mit aufgereinigtem (vgl. 2.3.2.3) PCR-Produkten durchgefihrt.

2.3.25.1. Ligation in pGEM-T Vector
Fir die Ligation in den pGEM-T Vector wurde das pGEM®-T Easy Kit verwendet. Gemal der
Empfehlung des Herstellers wurde ein molares Verhaltnis Fragment zu Insert von 1:3

eingehalten. Die Ligation wurde Gber 3 Tage bei 4°C durchgefuhrt.

2.3.25.2. Ligation in pGEX-4T-1 Vector

Zunachst wurde E. coli NEB10-beta pGEX-4T-1 Uber Nacht in LB-Medium bei 37 °C inkubiert.
Aus der Flussigkultur konnte mittels Plasmid-Aufreinigung (vgl. 2.3.2.10) der pGEX-4T-1
Vektor extrahiert werden. Es folgten Restriktion und Dephosphorylierung des Vektors nach

folgendem Ansatz:

e 4,1 pug pGEX-4T-1

o 6 pl 10x FastDigest Green Buffer
e 3 ul Notl (FD)

e 1 ulBamHI (FD)

o 2ulFastAP

o MQ-Wasser auf 60 ul auffillen

Das Reaktionsgemisch wurde 45 min bei 37°C und anschlieend 5 min bei 80°C inkubiert.
Nach Auftrennung im Agarose-Gel (vgl. 2.3.2.9) wurde der linearisierte und dephosphorylierte

Vektor aufgereinigt (vgl. 2.3.2.3) und anschliel3end fur die Ligation verwendet.

Fur die Vorbereitung des Templates wurde 300 ng PCR-Produkt ebenfalls mit Notl und BamHI
geschnitten. Die Inkubation erfolgte bei 37°C flir 15 min gefolgt von 5 min bei 80 °C. Die
geschnittene DNA wurde aufgereinigt (vgl.2.3.2.3).

Daraufhin wurde die Ligation nach folgendem Schema durchgefihrt:

e 40 ng Template

e 50 ng Vector

e 1 pul10x T4 Ligation Buffer

e 1 pul10x T4 DNA Ligase

o mit MQ-Wasser auf 10 pl auffullen
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Es folgte eine Inkubation von 3 h bei Raumtemperatur.

2.3.2.6. Herstellung kompetenter Zellen

Eine Cryo-Kultur wurde auf eine LB-Agar-Platte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die Agar-Platte wurde bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. 20 ml LB-Medium
wurden mit einer Einzelkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

2.3.2.6.1. Chemo-kompetente Zellen

Pro 100 ml LB-Medium wurden zum Animpfen 1 ml der Ubernachtkultur verwendet. Die
Sekundarkultur wurde unter gleichen Bedingungen bis zu ODso = 0,5 inkubiert. Nach dem
Herunterkiihlen auf Eis fir 30 min folgte eine Zentrifugation (10000 g, 10 min, 4 °C). Der
Uberstand wurde verworfen. Der Ruckstand wurde mit 40 ml pro 100 ml Priméarkultur
Reibungspuffer gewaschen. Dafur wurde dieser zundchst mit Reibungspuffer resuspendiert
und erneut zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde der Riickstand mit 10 ml pro
100 ml Primérkultur Reibungspuffer riickgeldst. Fir die Lagerung bei -80 °C wurden Aliquote

a 186 pl erstellt, zu denen zusatzlich 14 pl Glycerin zugefugt wurde.

2.3.2.6.2. Elektrokompetente Zellen

300 ml LB -Medium wurden mit 0,3 ml Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm
bis zu ODego = 0,6-0,9 inkubiert. Die Bakterien wurden daraufhin auf Eis fur 30 min gekuhlt und
anschlieRend zentrifugiert (10000 g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen wurden in 200 ml 10 %-Glycerin resuspendiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation
(10000 g, 10 min, 4 °C) und das Verwerfen des Uberstandes. Die Resuspension, sowie die
Zentrifugation wurde funf- bis sechsfach wiederholt. Am Schluss wurden die Bakterien mit 3 ml

10 % Glycerin resuspendiert und anschlief3end als 200 pl-Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.3.2.7. Plasmid Transformation

2.3.2.7.1. Transformation mit Hitzeschock

Die kompetenten Zellen und die Plasmide wurden zunéachst auf Eis aufgetaut. Dann wurden
45 ul an kompetenten Zellen in ein vorgekihltes 15 ml Falcon pipettiert. Die Zugabe von je
2 ul Plasmid folgte. Nach vorsichtigem Homogenisieren wurde das Zell-Plasmid-Gemisch flr
35 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte mittels Hitze-Schock. Das Gemisch wurde
fur 45 sec in ein 42 °C warmes Wasserbad gehalten und anschlieBend sofort auf Eis gestellt
und 500 pl SOC-Medium hinzugegeben. Daraufhin wurden die Zellen 1,5 h bei 37 °C und
150 rpm inkubiert. Nach Aufkonzentrieren der Zellen mittels Zentrifugation (3000 g, 5 min, RT)
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wurden 100 pl der Suspension auf eine LB-Agar-Platte (0,1 mg/ml Antibiotika) ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.2.7.2.

Die Elektroparation wurde mit einem MicroPulser™ unter Verwendung des Programms Ec3

Transformation mit elektrokompetenten Zellen

und einer 2 mm Spalt-Elektroporationskivette durchgefuhrt. 40 pl auf Eis aufgetauter
elektrokompetenter Zellen wurden mit 1 ng DNA versetzt und zusammen in die
Elektroporationskiivette pipettiert. Es folgte eine Spannungszufuhr von 3,0 kV mittels
MicroPulser™. Daraufhin wurde die Zellsuspension sofort mit 1 ml vorgewarmtem LB- oder
SOC-Medium versetzt und in ein 2 ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Das Reaktionsgefal? wurde
60 bis 90 min bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden 50 pl der Zellsuspension
auf eine LB-Agar-Platte (0,1 mg/ml Antibiotika) ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.2.8. Colony PCR
Zunéchst wurden 1 ml LB-Medium (0,1 mg/ml Antibiotika) mit einer Einzelkolonie angeimpft
und bei 37 °C/ 150 rpm inkubiert.

Ein Mastermix fur die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde erstellt:

e 11,5l MQ-Wasser

o 1 uldNTPs (1:10 verdunnt)
o 4 ul GC-Puffer

e 0,5 pl Phusion-Polymerase
o 1,5 pl Primer (forward)

e 1,5l Primer (reverse)

Je 20 pl Mastermix wurden in PCR-Reaktionsgefalie vorbereitet. Als DNA-Substrat wurde die
vorbereitete Flissigkultur verwendet.

Anschlie3end erfolgte die PCR nach folgendem Schema:

Tabelle 19: Parameter der Colony PCR

Temperatur Zeit Cycles
Initialtemperatur 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sec 35-40
Annealing 55-69 °C 30 sec
Elongation 72 °C 30 sec per kb
Finale Elongation 72 °C 10 min 1
Ende 4°C o0 1
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2.3.2.9. Agarosegelelektrophorese

Die Produkte der PCR wurden mit je 2 pl Orange Dye versetzt.

Das Agarosegel wurde mit 5 pl Laddermix (Molekulargewichtsmarker) und je 20 pl
Probenldsung beladen. Fir die Elektrophorese wurde eine Spannung von 120 V angelegt.

2.3.2.10. Plasmid Aufreinigung
Die Plasmid-Aufreinigung erfolgte mittels ,Pure Yield Plasmid Miniprep system® von Promega.
Es wurden jeweils 4 ml Bakterienkultur verwendet. Die Ausbeuten wurden mittels

Spektrophotometrie bestimmt.

2.3.2.11. Bradford

Die Proteinlésung wurde 1:20 und 1:40 mit MQ-Wasser verdinnt. Drei Replikate a 50 ul
wurden auf eine 96-Well Platte gegeben. AnschlieRend wurden 200 pl Roti-Nanoquant
Arbeitslosung zugefiigt. Nach 5 min folgte die Messung am Plate Reader bei 590 nm gegen
450 nm. Als Blank wurde MQ-Wasser verwendet. Die Kalibrierung erfolgte mittels Rinder

Serum Albumin in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 100 pg/ml.

2.3.2.12. SDS-PAGE

Fur die SDS-PAGE wurde ein diskontinuierliches System bestehend aus Sammelgel (7%
Acrylamid) und Trenngel (12% Acrylamid) verwendet (vgl. 392.1.5).

5 pg Protein wurden auf 26,5 pl mit MQ-Wasser verdinnt. Nach Zugabe von Lammli-Puffer
folgten ein kurzes Vortexen und ein Erhitzen auf 95 °C fur 5 min. Nach Abkuhlen wurde die
Ldsung in die Taschen der Gele geflllt. Daraufhin erfolgte die Elektrophorese bei 100 V in

Oberpuffer.

2.3.2.13. Gel-Farbung
Fur die Farbung der SDS-PAGE-Gele wurden diese entweder 15 min in Schnell-Farbel6sung
(Colloidal Staining) inkubiert und anschliel3end Uber Nacht entfarbt oder alternativ tiber Nacht

mit Colloidal Coomassie gefarbt und fur 3 h in Entfarbeldsung inkubiert.

2.3.2.14. Western-Blot

Ausgangsmaterial fir den Western-Blot waren die entwickelten, aber ungefarbten SDS-PAGE-
Gele. Diese wurden zunachst 10 min in Semidry Blotting Puffer inkubiert. Die Membran wurde
1 min mit Ethanol aktiviert und anschlieend 5 min in Semidry Blotting Puffer equilibriert. Des

Weiteren wurden vier Filterpapiere mit Semidry Blotting Puffer getrankt. Auf die Anode wurden
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nacheinander zwei Filterpapiere, die Membran, das SDS-PAGE-Gel, zwei weitere
Filterpapiere und zuletzt die Kathode aufgelegt. Die Proteinlbertragung erfolgte bei einer
angelegten Stromstarke von 39 mA (0.8 mA/cm?) fur 50 min. AnschlieRend wurde die
Membran Uber Nacht in Blocking Puffer inkubiert (4 °C, 150 rpm). Am néachsten Tag wurde die
Membran funfmal fir 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Daraufhin folgte die Inkubation in
1 pg/ml Primarantikérper in Blockierpuffer (1 h, 4 °C, 150 rpm). Danach wurde die Membran
erneut finfmal fir 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Der nachste Schritt war die Inkubation
mit 1,3 pg/ml Sekundérantikdrper (Anti-Kaninchen-AP) in Blockierpuffer (1 h, 4 °C, 150 rpm).
Es folgten fiinfmal 5 min Waschen mit Waschpuffer und zweimal 5 min Waschen mit
Detektionspuffer. Der Blot wurde anschlieRend in 20 ml Detektionspuffer, versetzt mit 50 pl
NBT und 25 pl BCIP, bei Dunkelheit entwickelt. Nach Farbung der Banden wurde die Reaktion
durch kurze Inkubation in Wasser gestoppt.

2.3.2.15. Proteinexpression

Eine Cryo-Kultur wurde auf eine LB-Agar-Platte (0,1 mg/ml Antibiotika) ausgestrichen und tGber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Agar-Platte wurde bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Fur
die Primarkultur wurden 50 ml LB-Medium (0,1 mg/ml Antibiotika) mit einer Kolonie der Agar-
Platte angeimpft. Die Priméarkultur wurde tber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Fur die
Sekundarkultur wurden 1 L LB-Medium (0,1 mg/ml Antibiotika) mit 10 ml Primarkultur
angeimpft. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C und 150 rpm bis zu ODego = 0,6. Nach Abkuhlen
der Kultur wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 ml IPTG (1 M) induziert. Wahrend
der Proteinexpression wurde die Kultur fir 24 h bei 18 — 20 °C und 200 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension zentrifugiert (5000 g. 10 min, 4 °C) und die

Bakterienpellets bei -80 °C eingefroren. Der Uberstand wurde verworfen.

2.3.3. Aktivitats-Test von rekombinanten Malonyltransferasen

2.3.3.1. Herstellung des rekombinanten Proteins

2.3.3.1.1. Klonierung

DNA aus Fruchtmaterial von 'Senga Sengana’ und ‘Candonga’ wurde gem. 2.3.2.1 extrahiert
und anschlieend mittels PCR amplifiziert. Nach Aufreinigung (vgl. 2.3.2.3) erfolgten ein A-
Tailing (vgl. 2.3.2.4) und eine erneute Aufreinigung (vgl. 2.3.2.3) nach Auftrennung im
Agarosegel (2.3.2.9). Im Anschluss konnte eine Ligation mittels pGEM®-T Easy Vector
System durchgefiihrt werden (vgl. 2.3.2.5.1). Die daraus gewonnen Plasmide wurden mittels
Hitzeschock (vgl. 2.3.2.7.1) in E. coli BL21 XL1-Blue transformiert und auf eine LB-Agar-Platte
(0,1 mg/ml Antibiotika; 0,5 M IPTG, 100 mg/ml X- B-Gal) ausplattiert. Diese wurden Gber Nacht

bei 37 °C inkubiert. Die Selektion der darauf gewachsenen Kolonien erfolgte Uber ein Blau-
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Weil3-Screening, sowie einer Kolonie-PCR (vgl. 2.3.2.8). Zur weiteren Verifizierung wurden die
Plasmide der Bakterien aus einer Flussigkultur extrahiert (vgl. 2.3.2.10) und durch die Eurofins

Genomics Germany GmbH sequenziert.

Fur die Umklonierung wurden die Zielgene der Plasmide mittels PCR amplifiziert und nach
Restriktion in den pGEX-4T-1 Vektor ligiert (vgl. 2.3.2.5.2). Es folgte eine Transformation in E.
coli BL21 (vgl. 2.3.2.7.2). Die Verifizierung der Kolonien erfolgte mittels Kolonie-PCR (vgl.
2.3.2.8). Positive Kolonien wurden bis zur Verwendung als Cryo-Kultur bei -80°C gelagert.

2.3.3.1.2. Zellaufschluss
Die Proteinexpression erfolgte geman 2.3.2.15.

Das Bakterienpellet wurde auf Eis aufgetaut und mit 10 ml GST-Wasch-/Bindepuffer
homogenisiert. Um Protease-Aktivitat zu verhindern, wurden des Weiteren 10 pl einer 100 mM
PMSF-Lo6sung zugefugt. Die Suspension wurde einer Ultraschallbehandlung (5x/ 30 sec/
40 %/ Circle 5) unterzogen. Anschlie3end folgte eine Zentrifugation (10000 g, 20 min, 4 °C).
Die darauffolgende Proteinaufreinigung wurde mit dem Uberstand durchgefiihrt. Der

Ruckstand wurde verworfen.

2.3.3.1.3. Proteinaufreinigung mit GST-Tag

500 pl des GST Bind™ Resin in einer Gravity Column wurden mit zwei Saulenvolumen Wasch-
/Bindepuffer konditioniert. Anschlielend wurde der unter 2.3.3.1.2 gewonnene Proteinextrakt
auf die Saule gegeben und zwei Stunden im Rotator bei 4 °C inkubiert. Die Flussigkeit wurde
entfernt und der Rickstand wurde mit 2,5 Saulenvolumen Wasch-/Bindepuffer gewaschen.
Die Elution der Proteine erfolgte durch siebenfache Inkubation mit 300 pl GST-Elutionspuffer
auf Eis. Die Eluate wurden getrennt aufgefangen. Zur Rekonditionierung des GST Bind™
Resins wurde dieses mit einem Saulenvolumen Wasch-/Bindepuffer gesplilt. Das Resin wurde

anschliel3end bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C in 20 % Ethanol gelagert.

Um die Lagerstabilitat der Proteine zu verbessern wurden die Eluate mit 150 pl Glycerin

versetzt und anschlie3end bei -20 °C gelagert.

2.3.3.2. Malonyltransferase Aktivitats-Assay
Die Reaktionsmischung des Malonyltransferase Aktivitats-Assays bestand aus folgenden

Komponenten:

e 2,5ug Protein
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e 2 pl 30 mM Substrat in DMSO

e 5 ul Reaktionspuffer

e 3 ul Malonyl-CoA (10 mM in MQ-Wasser)
e mit MQ-Wasser auf 50 pl auffillen

Nach Homogenisieren wurde das Gemisch fir 16 h bei 400 rpm und 30 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl Methanol gestoppt. Es folgte eine Zentrifugation
(10 min, 4 °C, 16000 g). Fur die Analyse mittels LC-MS wurden 50 pl des Uberstands in ein
Insert/ Vial pipettiert.

Die Assay Bedingungen wurden angelehnt an Luo et al. 2007 und Joshi et al. 2019.

2.3.4. Analysevon Fraa1.02 aus Erdbeeren
Die Analyse des Erdbeerallergens Fra a 1 wurde analog der Methode von Kurze et al. 2018

durchgefihrt.

2.3.4.1. Herstellung des rekombinanten Proteins

Die Proteinexpression erfolgte gemanR 2.3.2.15 mit E. coli BL21 (DE3) pLys_ FRAa-2 in
pQE70. Jedem Medium wurden die Antibiotika Chloramphenicol und Ampicillin zugesetzt.
Wahrend des gesamten darauffolgenden Proteinaufschlusses wurden die Proteine entweder

auf Eis oder bei 4 °C gelagert.

2.3.4.1.1. Zellaufschluss

Zunachst wurde das Bakterienpellet mit 10 ml Rickfaltungspuffer resuspendiert. Zur
Stabilisierung der Proteine wurden 1 mM B-Mercaptoethanol und 1 mM PMSF zugefigt.
AnschlieRRend folgte eine Ultraschallbehandlung (3x /1 min/ 50 %/ Cicle 5). Die Zellsuspension
wurde zentrifugiert (10000 g, 20 min, 4 °C). Der sich dadurch ergebende Rickstand wurde

beibehalten, wahrend der proteinhaltige Uberstand verworfen wurde.

2.3.4.1.2. Aufschluss Inclusion Bodies

Fur den Aufschluss der Inclusion Bodies wurde der unter 2.3.4.1.1 gewonnene Riickstand mit
7 ml Solubilisationpuffer resuspendiert. Daraufhin wurde die Suspension (ber Nacht im
Rotator bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag folgte eine Zentrifugation (13500 g, 30 min, 4 °C).
Zum Riickfalten der Proteine wurde der Uberstand tiber Nacht gegen Riickfaltungspuffer bei
4 °C dialysiert (MWCO 3500). Daraufhin folgte eine Zentrifugation des Dialysats (16000 g,
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20 min, 4 °C). Der Uberstand wurde abgetrennt. Es handelt sich hierbei um das Crude Protein

der Inclusion Bodies. Der Riickstand wurde verworfen.

2.3.4.1.3. Proteinaufreinigung mit His-Tag

Zur Vorbereitung wurde das His-Tag-Resin (500 pl) zunachst zweimal mit je 10 ml
Ruckfaltungspuffer gewaschen. Dann wurde das Crude Protein auf das Resin gegeben und
2 h bei 4 °C im Rotator inkubiert. Im Anschluss folgte ein zweimaliges Waschen des Resins
mit je 10 ml Ruckfaltungspuffer. Fur die Elution der Proteine wurde das Resin siebenmal mit
je 300 pl Elutionspuffer auf Eis inkubiert. Die Elutionen wurden getrennt aufgefangen. Am Ende
wurde das Resin mit 10 ml Ruckfaltungspuffer gewaschen. Die Lagerung des Resins erfolgte
auf 20 % Ethanol bei 4 °C.

2.3.4.1.4. Regeneration His-Tag-Resin

Nach vier Proteinaufreinigungen wurde das His-Tag-Resin regeneriert.

Dafur wurde es zunachst 5 min bei Raumtemperatur mit Lésung 1 inkubiert. Es folgte erneutes
Waschen mit 5 ml dieser Losung. Danach wurde das Resin 20 min bei 4 °C in einem Rotator
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 10 ml MQ-Wasser und 10 ml Lésung 3. AnschlieRend
wurde das Resin 5 min bei Raumtemperatur mit Lésung 4 und darauf 15 min mit 3 ml Lésung 5
im Rotator bei 4 °C inkubiert. Als letztes folgten Waschschritte mit 5 ml Lésung 4, 10 ml

MQ-Wasser und 5 ml Equilibrierungspuffer.

2.3.4.15. Endaufreinigung von Fra a 1.02 rek

Um die Protein-Eluate der His-Tag-Aufreinigung von dem im Elutionspuffer enthaltenen
Imidazol zu reinigen, war ein zweiter Aufreinigungsschritt notwendig. Fraktionen, die deutliche
Banden an rekombinanten Fra a 1.02 sowohl bei der SDS-PAGE (2.3.2.13) als auch im
Western-Blot (2.3.2.14) zeigten, wurden zunachst vereinigt. Die vereinigten Eluate wurden
Uber Nacht bei 4 °C gegen Carbonatpuffer dialysiert. Daraufhin wurde das Dialysat in ein 2 ml
ReaktionsgefaR uberfihrt und zentrifugiert (13500 g, 20 min, 4 °C). Der Uberstand wurde in
ein 15 ml Zentrifugenrdéhrchen Gberfuhrt und Gber Nacht lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde
bis zum Ricklésen bei -80 °C gelagert. Fir die Verwendung wurde es mit 1 ml 1 mM Cystein
riickgeldst. Aliquote a 100 ul wurden herstellt und bei -20 °C gelagert. Bei Bedarf wurden die

Aliquote auf Eis aufgetaut.

58



2.Material und Methoden

2.3.4.2. Proteinextraktion aus Erdbeeren

1 g Erdbeerpulver wurde in einem 15 ml Zentrifugenrohrchen eingewogen. Nach der Zugabe
von 2 ml Extraktionspuffer wurde das Gemisch kurz mittels Invertieren homogenisiert und
anschliel3end 30 min im Rotator bei 4 °C inkubiert. Die Suspension wurde zentrifugiert (5100 g,
15 min, 4 °C) und der Uberstand wurde iiber Nacht gegen PBS-Puffer dialysiert (MWCO
3500). Danach wurde das Dialysat erneut zentrifugiert (13000 g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand
wurde am selben Tag fur das ELISA verwendet und anschlieRend bei -20 °C gelagert.

2.3.4.3. Indirekt kompetitives ELISA

Zunéachst wurde eine 96-Well-Platte mit Fra a 1.02 beschichtet. Daflir wurde diese tber Nacht
mit 100 pl/ Well mit 0,5 bzw. 1 ng/ul rekombinanten Fra a 1.02 in PBS bei 4 °C inkubiert. Fur
die Blanks wurde 100 ul/ Well PBS verwendet. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit je 300 pl
PBST-Puffer. Als Néachstes wurden durch eine zweistiindige Inkubation auf einem
Taumelmixer von 200 pl/ Well mit 1 % Milchpulver bei Raumtemperatur die freien
Bindungsstellen der Wells blockiert. Danach wurde die Platte erneut dreimal mit je 300 ul/ Well
PBST-Puffer gewaschen. 50 pl/ Well an PBS-Puffer (Blank), Proteinextrakt bzw. Standard
wurden in die Wells pipettiert (Abbildung 16 und Abbildung 17). Als Standard fur die
Kalibrierung wurden Lésungen von 0,01 bis 50 pg/ml an rekombinanten Fra a 1.02 in PBS-
Puffer verwendet. Des Weiteren wurden 50 pl/ Well an 2 bzw. 4 ng/ul Primarantikérper (KUR-
FRA) zugeflgt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
4 pg/ul AK 4 ug/ul AK Leerwert
AV VIV 2 Lg/UlAK 0,01 ng/ul
4 pg/ul AK W— 0,1 ng/ul
4 pg/ul AK W— 0,3 ng/ul
4 ug/ul AK W— 1 ng/ul

4 ug/ul AK W— 3 ng/ul

4 ug/ul AK W— 10 ng/ul
4 ug/ul AK W— 50 ng/ul

I & m m OO W™ >»

Coating mit
1 ng/ul rFra al
Abbildung 16: ELISA Pipettierschema Optimierungsplatte
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Leerwert
0,0lng/ul | P1.1.1:4 | P1.2.1:4 P13.14
0,1 ng/ul
0,3 ng/ul P21.14 | P22.14 P23.14
1 ng/ul
3 ng/ul P31.14 | P3.2.14 P33.14
10 ng/ul
50 ng/ul P41.1:4 | P4.2.14 P4.3.1:4

I O T m o O W >

Abbildung 17: ELISA Pipettierschema Probenplatte

Die Platte wurde drei Stunden bei 4 °C auf einem Taumelmixer inkubiert und anschliel3end
viermal mit je 300 ul/ Well PBST-Puffer gewaschen. Die Quantifizierung des indirekt
kompetetiven ELISA basierte auf der photometrischen Bestimmung des Oxidationsprodukts
von TMB, dessen Bildung durch die Merrettichperoxidase (HRP) katalysiert wird. Hierflr
wurden anschlieBend 100 pl/ Well an 1 ng/ul Sekundéarantikorper (Anti-Kaninchen-HRP) auf
die Platte pipettiert und diese danach eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Taumelmixer inkubiert. Schlie3lich wurde die Platte finfmal mit je 300 ul/ Well PBST-Puffer
gewaschen. 100 ul/ Well TMB fur ELISA wurden zugefugt und die Platte 25 min bei RT
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch die Zugabe von 100 ul/ Well 2 M Schwefelsaure
gestoppt. Die Platte wurde bei 450 gegen 620 nm am Plate Reader vermessen. Bei jeder
neuen Charge an rekombinanten Fra a 1.02 wurde die Konzentration an Blockierlésung und

Primarantikérpenr neu optimiert.

2.4. Software
Tabelle 20: Software

Name Verwendung Entwickler

ChemDraw Professional Chemische Strukturen Perkin Elmer, Waltham, USA
16.0

Chem3D 16.0 Chemische Strukturen Perkin Elmer, Waltham, USA
DataAnalysis 6.2 Auswertung der Massen- und UV- | Agilent Technologies,

Spektren, Auftrennen der positiven | Californien, USA
und negativen MS-Spuren
Excel 2016 Datenauswertung und Microsoft, Miinchen
Datentabellen
GeneiousTM Pro 5.67 DNA- und Proteinsequenzen Biomatters, Auckland,

Neuseeland
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Name

Verwendung

Entwickler

Mars Data Analysis
Software
QuantAnalysis 6.2

Auswertung der Bioassays

Quantifizierung der

Massenspektren

Statistische Auswertung,

Untargeted Analysen

BMG LABTECH

Agilent Technologies,
Californien, USA
R Core Team (2019), Wien,

Osterreich

Tabelle 21: R-Pakete

Zusatzliche R-Pakete

Referenz

agricolae
corrplot
DescTools

dplyr

dunn.test
exactRankTests
FSA

ggfortify

ggplot2

ggpubr

ggrepel

magrittr
multcompView
PerformanceAnalytics
RColorBrewer
rcompanion

rgl

rim

sm

XCMS

Mendiburu 2020

Wei und Simko 2017
Signorell und et mult. al. 2020
Wickham et al. 2019

Dinno 2017

Hothorn und Hornik 2019
Ogle et al. 2020

Horikoshi und Tang 2016
Wilkinson 1999

Kassambara 2020
Slowikowski 2019

Milton Bache und Wickham 2014
Graves et al. 2019

Peterson und Carl 2020
Neuwirth 2014

Mangiafico 2020

Adler et al. 2020

Yegorov 2016

Bowman und Azzalini 2018
Smith 2010
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3. Ergebnisse

3.1. Validierungsparameter der verwendeten Analysemethoden

3.1.1. LC-MS-Screening der Sekundarmetaboliten

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der mittels LC-MS-Analysen detektierten
Erdbeerfruchtmetaboliten wurden angelehnt an die Leerwertmethode der DIN 32645
bestimmt. Als Nachweisgrenze (LOD) ist die mittlere Blankkonzentration zuziglich der
dreifachen Standardabweichung (STD) definiert. Fir die Bestimmungsgrenze (LOQ) gilt die
Addition der zehnfachen Standardabweichung (STD) (Abbildung 18). Da es jedoch nicht
moglich war eine Sekundarmetaboliten-freie Matrix zu evaluieren und auch keine absolute
Quantifizierung durchgefiihrt wurde, die eine Kalibriermethode zur Bestimmung der Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen ermoglichen wirde, beruhten die Berechnungen auf dem
Hintergrundrauschen von Blank-Laufen an dem LC-MS, die zwischen den Probenlaufen
wiederholt gemessen wurden. Die Konzentrationsberechnung erfolgte mittels mittlerer

Flachen des Internen Standards in den Probenlaufen.
LOD = Cpignk * 3STDpiank

LOQ = Cpiank = 10STDpignk

Abbildung 18: Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die LOQs der untersuchten Metaboliten reichten von 0,1 ppm fur (Epi)afzelechin-
(epi)catechin-(epi)catechin bis hin zu 200 ppm fir Pelargonidin-3-glucosid (Tabelle 22). Die
deutlich héhere Nachweis- und Bestimmungsgrenze von Pelargonidin-3-glucosid im Vergleich
zu den der anderen Metaboliten ist vermutlich auf die hohe Konzentration in den Extrakten,
sowie das hohe Probenaufkommen zurlickzufiihren. Dies resultierte letztendlich in einem
hohen Hintergrundsignal, das trotz taglichen Putzens des Spray-Shields und wiederholter

Reinigung der lonenoptik nicht vollstandig vermieden werden konnte.

Tabelle 22: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der mittels LC-MS detektierten Metaboliten

Analyt LOD [ppm Equ. LOQ [ppm Equ.
IS] IS]
(Epi)afzelechin-(epi)afzelechin-(epi)catechin 1 0,1 0,3
(Epi)afzelechin-(epi)afzelechin-(epi)catechin 2 0,2 0,5
(Epi)afzelechin-(epi)afzelechin-(epi)catechin 3 0,1 0,2
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Isomer 1 1 3
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Isomer 2 0,3 0,7
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 1 0,2 0,5
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 2 2 7
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 1 3
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Analyt LOD [ppm Equ. LOQ [ppm Equ.
IS] IS]
(Epi)afzelechin-(epi)catechin-(epi)catechin 0,1 0,1
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomer 1 1 3
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomer 2 0,7 2
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomer 3 2 7
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Trimer 0,3 0,7
(Epi)catechin-hexosid 0,2 0,4
Apfelsaure 1 3
Bis-HHDP-hexose 6 20
Caffeoyl-dicumaryl-spermidin 1 2
Catechin 0,7 2
Chelidonsaure 0,2 0,4
Citronensaure 5 20
Cyanidin-3-glucosid 8 20
Cyanidin-3-malonylglucosid 0,9 2
Dicaffeoyl-cumaryl-spermidin 2 6
Dicumaryl-hexose 0,9 2
Digalloyl-chinaséure 0,8 2
Digalloyl-hexose 0,3 0,6
Digalloyl-HHDP-glucose 0,7 2
Ellagsaure 1
Ellagtannin 0,6
Epiafzelechin-(4a->8)-pelargonidin-3-O-glucosid 0,2 0,5
Ferulasaure-glucoseester/glucosid 0,3 0,7
Galloyl-bis-HHDP-glucosid 1 4
Glutathion 5 10
Glutathion (reduziert) 4 10
Glutathion (oxidiert) 0,4 1,0
HDMF-glucosid 2 4
HHDP-galloyl-glucosid 0,5 1
Isorhamnetin-sophorose oder -dihexose 0,6 2
Kaempferol-3-cumarylglucosid 0,7 2
Kaempferol-3-malonylglucosid 0,2 0,6
Kaempferol-acetyl/malonylglucosid 2 5
Kaempferol-glucuronid 0,3 0,8
Kaempferol-glucosid 2 7
Kaempferol-hexose 0,2 0,4
Kaempferol-hexose-glucoronid 0,6 2
Kaempferol-pentose-glucuronid 1
Kaffeesaure-glucoseester/glucosid 0,6
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Analyt LOD [ppm Equ. LOQ [ppm Equ.
IS] IS]
p-Cumaryl-glucoseester 0,2 0,6
Pelargonidin-3-glucosid 70 200
Pelargonidin-3-malonylglucosid 5 10
Pelargonidin-3-rutinosid 9 20
Phenylalanin 1
Procyanidin B1 1
Procyanidin B1+B3 4 10
Procyanidin B3 0,3 0,7
Quercetin-3-glucosid 0,7 2
Quercetin-acetyl/malonylglucosid 0,9 2
Quercetin-glucosid 0,6 2
Quercetin-glucuronid 2 6
Quercetin-pentose-glucuronid 0,9 2
Quercetin-pentosid 10 40
Tetragalloyl-glucose 4 10
Trigalloyl-hexose 5
Tryptophan 0,3 0,7
Zimtsaure-glucoseester 3 7

Auf Grund einer Co-Elution mit einem unbekannten Metaboliten desselben m/z Verhaltnisses

konnte Kaffeesaureglucoseester/glucosid trotz ldentifizierung in den Erdbeerfriichten nicht

guantifiziert werden. Bezlglich Quercetin-3-acetyl/malonylglucosid und Kaempferol-3-

acetyl/malonylglucosid konnte keine Differenzierung zwischen Malonyl und Acetyl gemacht

werden, da die Malonyl-Form zu einer Decarboxylierung zu einer Pseudo-Acetyl-Form in der

lonenquelle des LC-MS neigte und beide Moleklle bei der verwendeten Methode nicht

chromatographisch getrennt werden konnten.

Die Prazisionen der LC-MS-Methode wurden nur fur die Fruchtmetaboliten ermittelt. Bei der

Wiederholprazision wurde dasselbe Fruchtmaterial dreifach mit jeweils einwéchigem Abstand

aufgearbeitet. Fur die Gerateprazision wurde ein Fruchtextrakt dreifach injiziert.

Tabelle 23: Gerate- und Wiederholprazision der LC-MS-Methode

Analyt Gerateprazision Wiederhol-
préazision
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 1 0,35 0,02
(Epi)afzelechin-(epi)catechin-(epi)catechin 0,24 0,11
(Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 2 0,27 0,20
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomer 1 0,32 0,21
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Analyt Geratepréazision Wiederhol-
prézision
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomer 2 0,21 0,25
(Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomer 3 0,24 0,16
Apfelsaure 0,14 0,05
Ascorbinséure 0,14 0,13
Catechin 0,19 0,06
Citronensaure 0,08 0,04
Cyanidin-3-glucosid 0,06 0,05
Cyanidin-3-malonylglucosid 0,08 0,03
Ellagsaure 0,18 0,06
Epiafzelechin-(4a->8)-pelargonidin-3-O-glucosid 0,13 0,32
Ferulasdure-glucoseester/glucosid 0,18 0,08
HDMF-glucosid 0,13 0,07
HHDP-galloyl-glucosid 0,16 0,07
Kaempferol-3-cumarylglucosid 0,14 0,14
Kaempferol-3-malonylglucosid 0,23 0,13
Kaempferol-acetyl/malonyl-glucosid 0,18 0,05
Kaempferol-glucosid 0,18 0,08
Kaempferol-glucuronid 0,26 0,15
p-Cumaryl-glucoseester 0,06 0,06
Pelargonidin-3-glucosid 0,07 0,07
Pelargonidin-3-malonylglucosid 0,02 0,04
Pelargonidin-3-rutinosid 0,05 0,09
Procyanidin B1 0,18 0,12
Procyanidin B3 0,20 0,10
Quercetin-acetyl/malonyl-glucosid 0,24 0,10
Quercetin-glucosid 0,15 0,22
Quercetin-glucuronid 0,11 0,05
Zimtssaure-glucoseester 0,18 0,20

Fur annahernd alle Analyten lieRen sich trotz des sehr weitgefacherten Metabolitenspektrums
Prazisionen von unter 0,3 ermitteln. Die meisten Anthocyane wiesen sogar Prazisionen von
unter 0,1 auf, was auf eine prazise Methode zurlickschlie3en lasst. Im Allgemeinen tendierten
die Gerateprazisionen schlechter zu sein als die Wiederholprazisionen. Da die Messung
mancher Probensets jedoch weit mehr als drei Wochen in Anspruch nahm, wurden die Proben

mittels eines Erdbeerkontrollstandards zwischen den Messreihen normalisiert (vgl. 2.1.2.2).
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3.1.2. Quantifizierung des Allergengehaltes mittels indirekt kompetitiven ELISA

Jeder Proteinextrakt wurde in zwei Verdiinnungen jeweils in Dreifachbestimmung analysiert.
Drei Probenextrakte (Replikate) ergaben dadurch 18 Messungen pro Probe/ Genotyp. Fur die
Bestimmung der Prazision wurde ein homogenes Erdbeerpulver dreimal extrahiert und diese

drei Extrakte gemaf der allgemeinen Probenanalyse quantifiziert.

Fir die innere Platten-Prazision wurde das Erdbeerpulver dreimal separat in jewelils einer
Dreifachbestimmung aufgearbeitet und auf derselben 96-Well-Platte analysiert. Es ergab sich
eine mittlere Standardabweichung der Messwerte einer Probe von 0,35. Diese Messprézision
ist zwar nicht sehr hoch, kann jedoch durch die hohe Anzahl der Messungen ausgeglichen
werden. Die Mediane der drei Probenquantifizierungen auf einer Platte wichen durchschnittlich

um nur 15 % voneinander ab.

Fur die Bestimmung der Inter-Platten Prazision wurden dieselben Extrakte auch auf einer
zweiten 96-Well-Platte analysiert. Hier ergab sich eine Prazision von 0,33. Um diese Prazision
zu optimieren wurde eine Normalisierung der Platten zueinander mittels wiederholt

analysiertem Erdbeerstandard fur die spateren Probenmessungen eingefuhrt.

Da bei dem ELISA keine lineare Korrelation, sondern ein sigmoider Kurvenverlauf das
Verhaltnis von Signal zu Konzentration bestimmt und somit auch keine direkte Umrechnung
des normalverteilten Fehlers zu einer Konzentration maglich ist, wurde fur den ELISA keine

Nachweisgrenzen- und Bestimmungsgrenzen gem. DIN 32645 bestimmt (Schneider 2005).

3.2. Sekundarmetabolitenanalyse von Kreuzungspopulationen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die methanolischen Extrakte der Frichte zweier Fragaria x
ananassa Kreuzungspopulationen mittels LC-MS untersucht, um die Vererbung von
Fruchtqualitdtsgenen in Folgestudien untersuchen zu kénnen. Der Schwerpunkt lag auf der
Bestimmung der Polyphenole. Da eine relative und keine absolute Quantifizierung der
Metaboliten erfolgte, wurden jeweils immer nur die Konzentrationen eines Metaboliten

miteinander verglichen.

3.2.1. Franzdsische Kreuzungspopulation ’Capitola’ x ’‘CF1116’

Bei der franzdsischen Kreuzungspopulation handelt es sich um Abkémmlinge einer Kreuzung
der Sorten 'Capitola ’ (Cap) und 'CF1116’. Die Metabolitengehalte von 50 Genotypen dieser
Kreuzungspopulation inklusive der Elternsorten wurden mit Hilfe der LC-MS identifiziert und
relativ als mg-interner Standardaquivalent pro kg Frischgewicht (ppm Equ. IS) quantifiziert und

verglichen. Es konnten 31 Metaboliten relativ quantifiziert werden.
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Abbildung 19: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der mittleren Metabolitengehalte der Genotypen der
franzdsischen Kreuzungspopulation. Hervorgehoben sind die beiden Elternsorten Capitola (Cap) und CF1116.

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Gehalte der Inhaltsstoffe der einzelnen Genotypen
zeigt, dass die beiden Elternsorten weitgehend in der Mitte der Population liegen (Abbildung
19). Das bedeutet, dass beide Elternsorten im Vergleich zur Gesamt-Population eine
durchschnittliche Konzentration der untersuchten Metaboliten aufwiesen und diesbeziiglich zu

keinen Extremwerten neigten.

Die Gehalte einzelner Metaboliten, wie beispielsweise der Primarmetaboliten Citronensaure
und der Apfelsaure, variierten relativ wenig in den untersuchten Genotypen. Bei der Apfelsaure
reichten die Konzentrationen von 52,5 £ 9,2 ppm Equ. IS bei Genotyp 146 bis zu 102 + 11 ppm
Equ. IS bei 116, Citronensaure von 398 + 65 ppm Equ. IS bei 117 bis 740 + 89 ppm Equ. IS
bei 109 (Abbildung 20). Bei den Flavanolen unterschieden sich die niedrigsten und héchsten
Werte um den Faktor zwei bis sechs. Bei den Flavonolen lagen die Schwankungen mit
Faktoren von vier bis sieben in einem &@hnlichen Bereich. Einzelne Metaboliten stachen jedoch
durch besonders hohe Differenzen zwischen den Genotypen hervor. Dies betraf u.a. das
HDMF-glucosid. Der Genotyp mit der niedrigsten Konzentration, 036, hatte einen Gehalt von
6,0 £ 1,2 ppm Equ. IS, wahrend Genotyp 150 eine Konzentration von 59,6 = 11,6 ppm Equ. IS
aufwies. Weitere extreme Schwankungen waren bei den malonylierten Anthocyanen
Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid zu erkennen. In beiden
Fallen lagen die Konzentrationen einzelner Genotypen unter den Bestimmungsgrenzen der

beiden Metaboliten von 10 bzw. 2 ppm Equ. IS wahrend jedoch auch Gehalte bis hin zu
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118 + 21 ppm Equ. (036) an Pelargonidin-3-malonylglucosid und 22,1 + 7,2 ppm Equ. IS (017)

an Cyanidin-3-malonylglucosid bestimmt wurden.
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Metaboliten von Genotypen der franzdsischen

Kreuzungspopulation. Die relativen Konzentrationen sind in ppm Equ. IS angegeben. Bei fehlendem Balken

befinden sich die Konzentrationen unter der Bestimmungsgrenze.
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Abbildung 21: Heatmap der relativen Metabolitenkonzentrationen der Genotypen der franzdsische
Kreuzungspopulation. 100 % entspricht der hdchsten relativen Konzentration eines Analyten im Datenset, 0 %
entspricht 0 % dieses Wertes.

Daruber hinaus konnte auch zwischen den unterschiedlichen Metaboliten eine Tendenz
bezluglich mancher Genotypen beobachtet werden (Abbildung 21). Genotypen, wie
beispielsweise 123, die zu einem hohen Gehalt an dem Flavanol Catechin neigten, wiesen
auch hohe Gehalte an den anderen untersuchten Flavanolen auf. Dabei war es unerheblich,
ob es sich um Dimere (Procyanidin B1, Procyanidin B3, (Epi)catechin-(epi)afzelechin) oder
Trimere ((Epi)catechin-(epi)catechin-(epi)catechin Isomere, (Epi)afzelechin-(epi)catechin-
(epi)catechin) handelte. Ein &hnliches Verhalten der Genotypen, wenn auch nicht so
ausgepragt, zeigten auch die beiden Primarmetaboliten Citronensdure und Apfelsaure. So
akkumulierten Genotyp 85, 116 und 172 relativ hohe Gehalte an Citronensdure und
Apfelsaure. Bei den Flavonolen Quercetin-glucuronid, Kaempferol-glucosid und Quercetin-
glucosid konnte dieses gemeinsame Verhalten ebenfalls beobachtet werden. Ein weiteres
Metaboliten-Paar waren in dieser Hinsicht auch die Anthocyane Pelargonidin-3-glucosid und

Pelargonidin-3-rutinosid.
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Die Analyse der Korrelationen der Metabolitengehalte ist nutzlich, um die Regulierung von
Metaboliten-Flissen innerhalb der Pflanze besser zu verstehen. Diese Korrelationen wurden
mittels der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman berechnet. Fir die Auswertung wurden
nur die Rangkorrelationskoeffizienten (rsp) -Werte der Metaboliten-Paare miteinbezogen, fur
die eine Signifikanz besteht (p < 0,05) (Abbildung 22). Uberwiegend bestanden zwischen den
analysierten Metabolitengehalten positive Korrelationen. Wenn nicht explizit als negativ

beschrieben, handelt es sich deswegen im Folgenden immer um positive Korrelationen.
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Abbildung 22: Korrelationsplot der Metabolitengehalte der Friichte der franzésischen Kreuzungspopulation nach
Spearman. Die Punkte zeigen den Korrelationskoeffizienten rsp zwischen zwei Metaboliten, rot:
entgegengesetzte Korrelation, blau: direkte Korrelation. Je groRer der Punkt und je dunkler die Farbe, desto
starker die jeweilige Korrelation. Weil3 bedeutet keine signifikante Korrelation zwischen zwei Metaboliten (p =
0,05).

Wie bereits bei der Heatmap im vorherigen Abschnitt ersichtlich (Abbildung 21), wiesen die
Konzentrationen aller Flavanole eine stark ausgepragte Korrelation zueinander auf (Abbildung
22 und Abbildung 23). Diese war unabhéngig vom Polymerisierungsgrad und den monomeren
Einheiten. Auch die Konzentrationen der ,Misch“-Polymere (Epi)afzelechin-(epi)catechin
(Abbildung 22) und (Epi)afzelechin-(epi)catechin-(epi)catechin (Abbildung 22) korrelierten mit

den Konzentrationen an Catechin, obwohl die Polymere neben (Epi)catechin auch aus
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(Epi)afzelechin bestehen und im Gegensatz dazu zuséatzlich kein Monomer, sondern ein Dimer

bzw. Trimer sind.

Des Weiteren korrelierten erwartungsgemalf die Flavonolgehalte miteinander (Abbildung 22).
Die einzigen Ausnahmen sind das Verhdltnis von Kaempferol-glucuronid zu Kaempferol-
malonylglucosid und von Kaempferol-glucuronid zu Quercetin-acetyl/malonylglucosid. Im
Gegensatz zu den Flavanolen gab es deutliche Schwankungen der rsp -Werte. Eine besonders
stark ausgepragte Korrelation war zwischen den Gehalten an Kaempferol-malonylglucosid
und Kaempferol-malonyl/acetylglucosid zu sehen. Dies kann darauf zurlickgefihrt werden,
dass es sich bei beiden Spuren hauptséachlich um dasselbe Ausgangsmolekil handelt.
Kaempferol-malonylglucosid decarboxyliert wahrend der lonisation zu pseudo-Kaempferol-
acetylglucosid. Da aber mit der verwendeten chromatographischen Methode nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass sich natives Kaempferol-acetylglucosid mit der pseudo-

Kaempferol-acetylglucosid-Spur Uberlagert, wurde diese Spur separat als Kaempferol-
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Abbildung 23: Korrelations-Scatterplots der Ellagsaure/Glutathion-Konzentrationen und der

Catechin/(Epi)afzelechin-(Epi)catechin-(Epi)catechin-Konzentration ~ der  Genotypen der franzdsischen
Kreuzungspopulation. Die obere Abbildung zeigt eine negative, entgegengesetzte Korrelation, die untere eine
positive, direkte Korrelation.
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malonyl/acetylglucosid ausgewertet. Auch die Konzentrationen von Quercetin-glucosid und
Kaempferol-glucosid korrelierten stark.

Obwohl Ellagsaure zur selben Metaboliten-Klasse wie HHDP-galloylglucosid gehdrt, war keine
Korrelation zwischen den Gehalten feststellbar. Gleiches gilt fir das Phenylpropanoid
Zimtsaure-glucoseester, dessen Gehalte keine Korrelation mit den Gehalten beider weiteren
Phenylpropanoide Ferulasédure-glucoseester/glucosid und p-Cumaryl-glucoseester zeigte.

Innerhalb der Anthocyane konnten Interaktionen berechnet werden. Uberraschend gab es
jedoch zwischen den Pelargondin-3-malonylglucosid-Gehalten und den Cyandin-3-
malonylglucosid-Gehalten keine signifikante Korrelation. Beide Molekiile haben eine
vergleichbare Biosynthese. Fur Cyandin-3-malonylglucosid wird nur eine zusatzliche
Hydroxylierung am B-Ring mittels Flavonoid-3’-Hydroxylase benétigt. Auch zwischen den
Gehalten an Pelargonidin-3-malonylglucosid und den Gehalten seines nicht-malonylierten

biosynthetischen Vorlaufers Pelargondin-3-glucosid bestand keine signifikante Korrelation.

Allerdings gab es nicht nur Korrelationen der Gehalte innerhalb der Metaboliten-Gruppen,
sondern auch zwischen den Gruppen. Die Gehalte der Ellagsdure wiesen eine negative
Korrelation mit den Glutathion-Gehalten auf (Abbildung 23). Eine positive Korrelation bestand
zwischen den Glutathion-Gehalten und den Gehalten der Flavanole, jedoch nicht immer
signifikant fur jedes Flavanol. Weitere negative Korrelationen gab es auch zwischen den
Konzentrationen des HDMF-glucosids und eines Flavanol-Trimers. Mit den Gehalten anderer

Flavanole waren diese auch zu erkennen, jedoch nicht signifikant.

Darlber hinaus korrelierten die Gehalte an HDMF-glucosid auch negativ mit den Gehalten der
Pelargonidin-Derivate  Pelargonidin-3-malonylglucosid, Pelargonidin-3-rutinosid  und
Epifzelechin-pelargonidin-3-glucosid (Abbildung 22). Die Anthocyane stehen in Beziehung mit
den Flavonolen. Insbesondere der Pelargondin-3-glucosid-Gehalt korrelierte mit annéhernd
allen Flavonolgehalten und die Pelargondin-3-malonylglucosid-Konzentrationen zeigte
Korrelationen mit den Konzentrationen der Flavonole Kaempferol-malonylglucosid und
Kaempferol-acetyl/malonylglucosid. Dariiber hinaus gab es auch eine positive Korrelation mit
dem Gehalt des Anthocyanderivats Epiafzelechin-pelargonidin-3-glucosid und mit dem Gehalt

des Flavanol Monomers Catechin.

3.2.2. GoodBerry-Kreuzungspopulation ’Senga Sengana’ x ’‘Candonga’

Die in dieser Arbeit analysierte Untergruppe der GoodBerry-Kreuzungspopulation umfasste 64
Genotypen inklusive der Elternsorten 'Senga Sengana’ und 'Candonga’. Diese wurden an funf
verschiedenen Standorten in Europa (Spanien: IFAPA, Italien: UPM, Frankreich: Ciref,

Deutschland: Hansabred und Polen: INHORT) fur zwei Jahre angebaut. Auf Grund von
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Vermehrungsproblemen der Pflanzen und Ernteausfallen konnten jedoch von beiden Jahren
und allen Standorten nur Fruchte von elf Genotypen flachendeckend analysiert werden
(Datenset 17/18). Im zweiten Erntejahr betrug die Anzahl der Genotypen aller Standorte 48
(Datenset 18). Die 48 Genotypen umfassten auch sechs Inzuchtlinien von ‘Candonga’. Die
folgenden Kapitel beziehen sich abwechselnd auf beide Datensets.

3.2.2.1. Einfluss von Genotyp und Umwelt

Die Metabolitengehalte der 11 Genotypen der Kreuzungspopulation, die in 2017 und 2018
(Abbildung 24) und der 48 Genotypen, die mittels LC-MS im Erntejahr 2018 (Abbildung 25)
relativ quantifiziert wurden, wurden einer PCA Analyse unterworfen, um den Einfluss des
Genotyps und der Umwelt auf die Metabolitengehalte zu ermitteln. Bei der Auswertung der
beiden Datensets mittels PCA fiel auf, dass vor allem der Genotyp eine Trennung der Proben
bedingt. In Abbildung 24 und Abbildung 25 sind die Elternsorten stets voneinander getrennt

angeordnet.

0-2

0-1 Standort
Ciref (Frankreich)
. - Hansabred (Deutschland)
E * IFAPA (Spanien)
< 00 ® INHORT (Polen)
= UPM (ltalien)
[a]]
O
o
Jahr
o < 2017
* 2018

0-2

022 0-0 0-2 04
PC1 (25.58%)

Abbildung 24: PCA der Metabolitengehalte ausgewahlter Genotypen (n=11) der GoodBerry-Population in den
Erntejahren 2017 und 2018 (Datenset 17/18). Die Symbole reprasentieren die verschiedenen Genotypen.
Hervorgehoben sind die Elternsorten ‘Senga Sengana‘und ‘Candonga’. Die Anférbung ist abhédngig vom Standort,
die Form der Symbole ist abhangig vom Erntejahr.

Die 'Candonga’-Inzuchtlinien (Abbildung 25) streuen um die jeweiligen 'Candonga’-Werte. Sie
neigen im Schnitt also zu extremeren Werten als ‘Candonga’, ihre Verbindung zu 'Candonga’
ist aber im Vergleich zu 'Senga Sengana’ deutlich zu erkennen. Neben dem Einfluss des
Genotyps konnte aber auch ein Einfluss der Umwelt festgestellt werden, was an der Streuung
der Metabolitengehalte fir die jeweiligen Genotypen an den verschiedenen Standorten zu

erkennen ist (Abbildung 25). Der Umwelteffekt zeigt sich auch beim Vergleich der
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Metabolitengehalte der Genotypen in den Erntejahren 2017 und 2018 (Abbildung 24). Die
unterschiedlichen Erntejahre flhrten zu verdnderten Metaboliten-Konzentrationen eines

Genotyps.
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Abbildung 25: PCA der Metabolitengehalte verschiedener Genotypen (n=48) einschliellich der Elternlinien ‘Senga
Sengana‘ und ‘Candonga‘ der GoodBerry-Kreuzungspopulation des Erntejahres 2018 (Datenset 18). Bei den
Genotypen H025, HO38, H041, HO44, HO61 und H092 handelt es sich um Inzuchtlinien von ‘Candonga’. Die Punkte
reprasentieren die verschiedenen Genotypen, die Farben die verschiedenen Standorte.

3.2.2.1.1. Genotypeneffekte

Um den Einfluss des Genotyps genauer zu betrachten wurden die aus allen Standorten
gemittelten Metabolitenkonzentrationen betrachtet. Falls nicht explizit erwahnt, beziehen sich
die Angaben auf das Datenset 18, das die Metabolitengehalte von 48 Genotypen enthélt, die
2018 geerntet wurden. Die gemittelten Metabolitengehalte Gber alle Standorte wurden als
Heatmap dargestellt (Abbildung 27). Hohe Konzentrationen der jeweiligen Metaboliten in den
einzelnen Genotypen sind hier in roter Farbe (> 50% der hdchsten relativen Konzentration)

angegeben und niedrige Gehalte in blauer Farbe (< 50% der relativen Konzentration).

Besonders hohe Flavanolgehalte waren in den Genotypen H024, H044, H091 und H118
vorzufinden. Bezlglich der hohen Flavanolgehalte gab es jedoch eine Ausnahme, die die
Ernte im Jahr 2017 betrifft. In Italien wiesen in diesem Jahr potenziell Flavanol-reiche
Genotypen nur noch durchschnittliche Konzentrationen auf Anhang Abbildung 4). Bei H044
handelt es sich um eine Inzuchtlinie von 'Candonga’. Interessanterweise zeigte 'Candonga’

stets hohe Flavanolgehalte, wahrend ‘Senga Sengana’ niedrigere Flavanol-Konzentrationen
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Abbildung 26: Heatmap der mittleren relativen Metabolitengehalte tiber alle Standorte, von 48 Genotypen, die 2018
geerntet wurden (Datenset 18). 100 % entspricht der héchsten relativen Konzentration eines Analyten im Datenset,
0 % entspricht 0 % dieses Wertes.

aufwies. Niedrige Gehalte waren dartiber hinaus auch stets bei H027, H036 und H063 zu

finden.

Auch die Phenylpropanoide wurden in den Genotypen oft in ahnlichen Mengen gefunden.
HO090 und H113 hatten stets hohe Gehalte sowohl an p-Cumaryl-glucoseester, Zimtsaure-
glucoseester als auch an Ferulasaure-glucoseester/glucosid. Im Gegensatz zu den
Flavanolen konnte hier jedoch bei den Eltern keine grof3e durchgehende Differenz im Gehalt

der Phenylpropanoide beobachtet werden.

Darlber hinaus gab es innerhalb der Flavonole und der Anthocyane auch fiir einzelne
Genotypen Extremwerte. Die Tendenz dazu konnten jedoch im Gegensatz zu den schon
erwahnten Stoffgruppen nicht auf die gesamte Flavonoid-Gruppe, sondern nur auf einzelne
Metaboliten bzw. Metaboliten-Paare bezogen werden. H041, H044, HO61, HO90, H092 und
‘Candonga’ waren die sechs Genotypen mit den hdchsten Gehalten an Kaempferol-
glucuronid, aber auch an Quercetin-glucuronid. ‘Senga Sengana’ wies hingegen immer sehr
niedrige Konzentrationen beider Metaboliten auf. Mit Ausnahme von H090 handelt es sich bei
den H-Linien mit hohen Gehalten um Inzuchtlinien von ’Candonga’. Bezlglich Quercetin-
acetyl/malonylglucosid und Kaempferol-acetyl/malonylglucosid wies H068 fiir beide

Metaboliten im Mittel stets die niedrigsten Konzentrationen auf. Einer der am starksten
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Abbildung 27: Boxplots der Pelargonidin-3-malonylglucosid Gehalte der Genotypen der GoodBerry-Population im
Jahr 2018. Werte fiir die einzelnen Genotypen wurde (ber alle Standorte gemittelt; * = ‘Candonga’-Inzuchtlinien
und 'Candonga’ sind in blau dargestellt. Senga Sengana (Senga) ist rot dargestellt. Zwei Genotypen haben

Konzentrationen unter der Bestimmungsgrenze (LOQ).

sichtbaren Genotypen-Effekte betraf jedoch die Anthocyane, und zwar spezifisch die

malonylierten Anthocyane Pelargonidin-3-malonylglucosid (Abbildung 27) und Cyanidin-3-

malonylglucosid. Analog der franzdsischen Kreuzungspopulation gab es auch hier Genotypen

mit Konzentrationen unter der Bestimmungsgrenze (LOQ (Pelargonidin-3-malonylglucosid) =

10 ppm Equ. IS/ LOQ (Cyanidin-3-malonylglucosid) = 2 ppm Equ. IS). Der Unterschied zur

franzosischen Kreuzungspopulation besteht jedoch in einer deutlich hdheren Varianz auf

Grund von auch deutlich hoheren Konzentrationen innerhalb der Population.

Der hochste mittlere Gehalt

malonylglucosid betrug 1085 + 156 ppm Equ. IS und der

an  Pelargonidin-3-
jeweilige Cyanidin-3-malonylglucosid-Gehalt war 116,6 =+
17,1 ppm Equ. IS. Ausgehend von der Bestimmungsgrenze
bedeutet das einen Faktor von lber 100 fur Pelargonidin-3-
50

malonylglucosid zwischen dem Genotyp mit dem héchsten

malonylglucosid und von (Uber fur Cyanidin-3-

und niedrigsten Gehalt. Beim Betrachten der Verteilung der

Pelagonidin-3-malonylglucosid-Konzentrationen in den
Genotypen mittels eines Histogramms fiel eine Auftrennung in
zwei Konzentrationspeaks auf (Abbildung 28). Im niedrigen
Konzentrationsbereich befand sich ’Candonga’ mit 37,5 +
17,2 ppm Equ. IS, wahrend ‘Senga Sengana’ mit 903 +

246 ppm Equ. IS im hohen Konzentrationsbereich zu finden
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Abbildung 28: Histogramm der
Pelargonidin-3-malonylglucosid-
Konzentrationen der Genotypen der
GoodBerry-Kreuzungspopulation im
Erntejahr 2018 (Datenset 18).
Gekennzeichnet sind die mittleren
Konzentrationen der beiden
Elternsorten.
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war. Innerhalb der gesamten im Rahmen dieser Arbeit analysierten GoodBerry-Population
konnte flr 37 Genotypen, inklusive ‘Candonga’ und der 'Candonga’-Inzuchtlinien festgestellt
werden, dass diese niedrige Gehalte an den malonylierten Anthocyanen in ihren Friichten
enthielten (rel. Konz. an Pelargonidin-malonylglucosid < 200 ppm Equ. IS). 26 Genotypen
inklusive ‘Senga Sengana’ zeigten hohere Gehalte an den malonylierten Anthocyanen.
Abzlglich der ’Candonga’-Inzuchtlinien und der Eltern ergibt sich eine Aufspaltung der
Kreuzungspopulation in 28:26. Also eine Aufspaltung von annéhrend 1:1.

Auch fir die anderen Anthocyane liel3 sich eine Genotypen-Abhéngigkeit feststellen, jedoch
war diese bei Weitem nicht so stark ausgepragt wie bei den malonylierten Anthocyanen. Im
Fall  von Pelargonidin-rutinosid betrug die hochste mittlere  Konzentration
602 + 168 ppm Equ. IS (HO60) und die niedrigste 112 +43 ppm Equ. IS (H118). Der
niedrigste relative Unterschied (Faktor 2) innerhalb der Anthocyane konnte bei Pelargondin-3-
glucosid festgestellt werden. Dies betraf die Genotypen H069 (2140 + 233 ppm Equ. IS) und
HO44 (1054 + 141 ppm Equ. IS), eine 'Candonga’-Inzuchtlinie. ‘Candonga’ akkumulierte
verhaltnismaRig niedrige Gehalte an Pelargondin-3-glucosid wahrend ‘Senga Sengana’

hohere Gehalt an Pelargonidin-3-glucosid enthielt.

3.2.2.1.2. Umwelteffekte
Da das Datenset 17/18 die Ernte der Erdbeerfriichte zweier Ernteperioden eines Standorts

umfasste, konnten mit Hilfe dieses Datensets die Umwelteffekte auf die Metabolitengehalte
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Abbildung 29: PCA der Flavonolgehalte einzelner Genotypen der GoodBerry-Kreuzungspopulation der Erntejahre
2017 und 2018 (Datenset 17/18). Die Punkte reprasentieren die verschiedenen Genotypen, die Farben die
verschiedenen Standorte und die Symbole die beiden Jahre. Die Genotypen gruppieren sich aufgrund ihrer
Flavonolgehalte zu den entsprechenden Standorten.
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ermittelt werden. Bei der PCA-Analyse war eine deutliche Trennung der Proben nach Standort
jedoch nur fir die Flavonole zu sehen (Abbildung 29). In ihren Flavonolgehalten unterschieden
sich vor allem die Genotypen die bei Ciref (Frankreich) bzw. bei INHORT (Polen) geerntet
wurden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Konzentration der Flavonole stark von der

Umwelt beeinflusst wurde.

Ciref | Hansabred| IFAPA INHORT UPM Standort
Soelr e@lr 2 E o2& @ |Jahr
8 8| & &|& &/ & & & & Metabolit
* Epiafze-pelargonidin-3-glc
Pelargonidin-3-glucosid
- Cyanidin-3-glucosid
HHDP-galloyl-glucosid
Ellags&ure
Ferulasaure-glcester/glc
Apfelsiure
Glutathion
Quercetin-glucosid
Kaempferol-glucosid

Quercetin-glucuronid
Kaempferol-glucuronid
Kaempferol-3-cumarylglc
Kaempferol-3-malonylglc
Kaempferol-acetyl/malonylglc

Max
13 Quercetin-acetyl/malonylglc
(Epi)afze-(epi)cat 1
Med q- Procyanidin B1
(Epi)afze-(epi)cat 2
Min -0,7- (Epi)afze-(epi)cat-(epi)cat

Abbildung 30: Heatmap der relativen Metabolitenkonzentration ausgewahlter Genotypen an den einzelnen
Standorten der Erntejahre 2017 und 2018 im Vergleich zum Gesamtmedian aller Proben (Datenset 17/18). Fur
jedes Erntejahr und jeden Standort wurde der Median der Metabolitengehalte Uber alle Genotypen bestimmt.
Dargestellt sind nur die Metabolitengehalte mit signifikanten Unterschieden zwischen den Erntesets (Kruskal-Wallis
p <0,05).

Fur die detailliertere Auswertung wurden die mittleren Metabolitgehalte aller Genoytpen an
einem Standort getrennt nach Erntejahr betrachtet (Abbildung 30). Dabei konnte erneut der
Einfluss des Standorts auf die Gehalte der Flavonole bestétigt werden, da sich die
Konzentrationen dieser Metaboliten in den Frichten stark zwischen den Standorten
unterschied. So enthielten die Genotypen, die bei Ciref gerntet wurden, niedrige Gehalte an
Quercetin-glucosid in beiden Erntejahren, wahrend die Konzentrationen dieses Metabolits in
Italien (UPM) stets signifikant héher waren (Abbildung 32). Ein gleiches Verhalten zeigte sich
auch fir Quercetin-glucuronid. Beide Metaboliten lagen in Frichten, die 2017 in Polen
(INHORT) geerntet wurden in héheren Konzentrationen vor als 2018. Kaempferol-glucuronid
ahnelte Quercetin-glucosid und Quercetin-glucuronid. In Polen waren in diesem Fall die
Konzentrationen stets erhéht und wichen in beiden Erntejahren nicht stark voneinander ab.
Bzgl. des Standorteffektes wiesen Kaempferol-glucosid (Abbildung 31), Kaempferol-
malonylglucosid, Kaempferol-acetyl/malonylglucosid und Kaempferol-cumarylglucosid ein
ahnliches Verhalten auf. Diese Metaboliten zeigten im Gegensatz zu Kaempferol-glucuronid,

Quercetin-glucosid und Quercetin-glucuronid in den Erdbeerfriichten aus Frankreich erhéhte
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Abbildung 32: Gehalte an Quercetin-glucosid augewahlter Genotypen anhéngig von Standort und Erntejahr
(Datenset 17/18). Die Buchstaben (a-c) symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p <0,05).
Die Farben reprasentieren unterschiedliche Standorte.

rel. Konzentration [ppm Equ. IS]

Konzentrationen. In Friichten, die in Spanien (IFAPA) geerntet wurden war die Konzentration,
insbesondere fur Kaempferol-cumarylglucosid erhoht. In Deutschland (Hansabred) und Polen
(INHORT) waren, im Gegensatz dazu die Konzentrationen von Kaempferol-glucosid
(Abbildung 31), Kaempferol-malonylglucosid, Kaempferol-acetyl/malonylglucosid und
Kaempferol-cumarylglucosid erniedrigt. Frichte aus Italien (UPM) wiesen beziglich der
Konzentrationen dieser vier Analyten grof3e Unterschiede zwischen beiden Erntejahren auf.
Diese waren im Fall von Kaempferol-acetyl/malonylglucosid signifikant (Dunn-Bonferroni-Test,
p < 0,05). Fur Quercetin-acetyl/malonylglucosid gab es abgesehen von einem signifikanten
Unterschied zwischen beiden Erntejahren in Spanien (IFAPA) keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Standorten.
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Abbildung 31: Gehalte an und Kaempferol-glucosid augewahlter Genotypen anhangig von Standort und Erntejahr
(Datenset 17/18). Die Buchstaben (a-c) symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p <0,05).
Die Farben représentieren unterschiedliche Standorte.
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Im Gegensatz zu den Flavonolen, war bei den Flavanolen kaum ein Unterschied zwischen den
Standorten bzw. den Erntesets feststellbar (Abbildung 30). In Italien waren die Gehalte an den
Flavanolen (Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 1, (Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 2 und
Procyanidin B1 im ersten Erntejahr in den Friichten erniedrigt. Dies normalisierte sich im
zweiten Erntejahr. In Deutschland konnte fur (Epi)afzelechin-(epi)catechin Dimer 1 in beiden
Erntejahren ein erniedrigtes Level in den Frichten festgestellt werden. Beziglich
(Epi)afzelechin-(epi)catechin-(epi)catechin fiel mit Ausnahme von Italien ein starker saisonaler
Effekt auf. Davon abgesehen konnten bei finf von neun analysierten Flavanolen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Erntesets festgestellt werden. Bei den
Phenylpropanoiden wiesen in Deutschland (Hansabred) geerntete Frichte einen niedrigen
Gehalt an Ferulasaure-glucoseester/glucosid auf. Bei dem Datenset 18 galt dies auch fir alle
anderen Phenylpropanoide. Bei dem Datenset 17/18 konnten beziglich der p-Cumaryl-
glucoseester und Zimtsaure-glucoseester-Gehalte keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Standorten festgestellt werden.

Bezlglich der Anthocyane wurde in Frichten, die in Frankreich (Ciref) geerntet wurden
tendenziell ein niedriger Gehalt an Cyanidin-3-glucosid nachgewiesen. Im Datenset 18 galt
dies auch fiur Cyandin-3-malonylglucosid. Im Gegensatz dazu war der Gehalt an
Epiafzelechin-pelargonidin-3-glucosid erhoht. Die Gehalte der Anthocyane wiesen an
mehreren Standorten einen saisonalen Unterschied auf. Dies betraf beispielsweise die
Gehalte an Cyanidin-3-glucosid, Epiafzelechin-pelargonidin-3-glucosid und Pelargonidin-3-

glucosid in Spanien (IFAPA). Bei Pelargonidin-3-glucosid waren die Unterschiede signifikant.

In Frichten, die in Deutschland geerntet wurden, konnte ein im Vergleich zu dem
Probenmedian stets erniedrigter Gehalt an HHDP-galloyl-glucosid und Ellagsaure
nachgewiesen werden. In Italien waren die Konzentrationen beider Metaboliten in den

Frichten im zweiten Erntejahr erhoht.

Die Standorteffekte im Datenset 17/18 waren in der Regel trotz der Inklusion vieler weiterer
Genotypen der Population auch auf das komplette Datenset 18 Uibertragbar. Dies bestétigt die
allgemeine Gultigkeit der oberen Aussagen bzgl. der Standorteffekte bzw. die Unabhangigkeit

des Standorteffekts von dem einzelnen Genotyp.

3.2.2.2. Korrelationen

Wie unter 3.2.1 beschrieben, wurden die Korrelationen der Metabolitengehalte geman der
Spearman-Methode in den Proben des Erntejahrs 2018 (Datensets 18) ermittelt. Es handelt
sich bei den Metaboliten-Konzentrationen und auch bei dem Verhaltnis der Metaboliten

zueinander, nicht um ein starres System, sondern um ein dynamisches Netzwerk, dessen
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Fluss auch von der Umwelt und dem Genotyp beeinflusst wird, wie unter 3.2.2.1 deutlich wird.
Die Betrachtung der Metabolitenkonzentration-Korrelationen des gesamten Datensets 18
(Abbildung 33), spiegelt die Uber Genotypen und verschiedene Umwelteinflisse hinweg am
starksten ausgepragten Effekte wieder und steht nicht reprasentativ fir den individuellen
Genotyp, gepragt von einem Umweltsystem.

Trotz der erwdhnten Dynamik zeigt sich fur viele Metaboliten, dass diese sich unabh&ngig von
Umwelt und Genotyp qualitativ gleich verhalten. Das bedeutet in diesem Fall, dass die
Metabolitengehalte zueinander stets positiv oder stets negativ korrelieren. Eine positive
Korrelation bedeutet, dass bei steigender oder sinkender Konzentration des einen Metaboliten,
auch die Konzentration des zweiten Metaboliten dementsprechend steigt bzw. sinkt. Bei einer
negativen Korrelation ist das Gegenteil der Fall. Steigt die Konzentration des einen
Metaboliten, sinkt die des anderen und umgekehrt.

[}
(&) — - (s}
5 o .5 25 o = ©
o % 222 a EE < =
55 ¢ 555 o5 2 £ I
TZFZ o0 222 oTo = § £, G35
= SRR © = @ i
58825 .588808388 oEE O 25 _ 2588
h R e e a Y o] =2 TS5 2
EEQEEO’CQQ.Q.C%&;% 2 L3 o S
T CeCoSTHELo Lo s> 2280 L0 PP2 P o535 5
C L S SELEZ I 8 cl 8858555505805 5
9ZnNo22238 505550 EEQELES8d 0 ESE D
S S8 g3 Eaaononcso0gillcs0sa] =
oy g MV B gl T h R
Pelargonidin-3-malonylgic ) @ 1
Cyanidin-3-malonylglc
Epiafze-pelargonidin-3-glc {§§ @
Pelargonidin-3-gic ¢ 0.8
Pelargonidin-3-rut @ ®
Cyanidin-3-gic )
Procyanidin B1 @9 990 ® © @ 0,6
(Epi)cat-(epi)cat-(epilcat 3 @B 9O © O > @ =
(Epi)cat-(epijcat-(epi)cat 1 OO O & > & | (o)
(Epi)cat-(epi)cat-(epi)cat 2@ @ B 0 @ 04 g
Procyanidn B3 4@ @ © @ =
(Epi)afze-(epi)cat 2 @O & I —
(Epi)afze-(epi)cat-(epi)cat 0,2 g
(Epi)afze-(epi)cat 1 o
Catechin @ =
L 0 O
Kaempferol-gic @ ® @ o)
Kaempferol-3-malonylgic @ @ 3
Kaempferol-acetyl/malonylglc @ i N
Ellagséure i 0,2 g
Kaempferol-3-cumarylglc @ —
Apfelsaure @ | a
Glutathion ) -0,47©
Quercetin-glc i}

Quercetin-acetyl/malonylgic
HHDP-galloyl-gic @& &
Quercetin-glu P&
Kaempferol-gludih
Ferulasaure-glcester/gic @ -0.8
p-Cumaryl-glcester @ @
Zimtsaure-glcester

S
(=]

-1

Abbildung 33: Korrelationsplot der Metabolitenkonzentrationen der GoodBerry-Population (Datenset 18). Die
Punkte zeigen den Korrelationskoeffizienten rsp zwischen zwei Metaboliten; rot = entgegengesetzte Korrelation,
blau = direkte Korrelation. Je gro3er der Punkt und je dunkler die Farbe, desto starker die jeweilige Korrelation.
Weil3 bedeutet keine signifikante Korrelation zwischen zwei Metaboliten (p = 0,05).
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Tabelle 24: Korrelationen der Gehalte ausgewahlter Metaboliten-Paare. Dargestellt werden die
Korrelationskoeffizienten nach Spearman (Datenset 18). Fir die Signifikanzen gilt *: p < 0,05; **: p <0,0; **: p <
0,001; rot = entgegengesetzte Korrelation, blau = direkte Korrelation. Je dunkler die Farbe, desto starker die

jeweilige Korrelation.

Vergleichspaar INHORT | Hansabred Ciref IFAPA UPM
Procyanidin B3/ Pelargonidin-3-glc -0.42** -0.32* -0.25 -0.17 -0.35*
Procyanidin B3/ Pelargonidin-3-rut -0.19 -0.25 -0.11 0.21 -0.23
Procyanidin B3/ Cyanidin-3-malonylglc -0.05 -0.03 -0.09 0.1 0.16
Procyanidin B3/ Cyanidin-3-glc 0.03 0.14 0.02 0.37 0.39**

Catechin/ (Epi)afze-(epi)cat 1
Catechin/ Procyanidin B1

Catechin/ (Epi)cat-(epi)cat-(epi)cat 1
Catechin/ (Epi)afze-(epi)cat-(epi)cat
Procyanidin B3/ Kaempferol-glc
Kaempferol-cumarylglc/ Kaempferol-glc 0.07 0.23 0.02

-0.17*

0.23*

Eine besonders stark Uber alle Umwelteffekte und Genotypen hinweg ausgepragte
Metaboliten-Konzentrations-Korrelation bestand innerhalb der Flavanole (Abbildung 33,
Anhang Abbildung 5). Unabhangig von Polymerisierungsgrad oder Monomer-Baustein zeigte
sich eine sehr stark ausgepragte Korrelation zueinander (Tabelle 24). Diese war auch bei den

Genotypen-Effekten der GoodBerry-Population (vgl. 3.2.2.1.1) zu erkennen.

Auch innerhalb der Gehalte der Phenylpropanoide und der Gehalte der Anthocyane zeigte
sich, wenn signifikant vorhanden, stets eine positive Korrelation. Die Quantitat der Korrelation,
sprich die Starke, war jedoch insbesondere bei den Anthocyanen stark abhangig vom Genotyp
und Umwelt. Generell galt, dass die Gehalte der Cyanidine gut miteinander und auch die
Gehalte der Pelargonidine gut miteinander korrelierten. Es existierten jedoch auch
Interaktionen zwischen den Gehalten der Pelargonidinen und Gehalten der Cyanidinen. Ein
besonderes Beispiel sind die malonylierten Anthocyane Pelargonidin-3-malonylglucosid und
Cyanidin-3-malonylglucosid, deren Gehalte unabhangig von Umwelteffekten Uber die
Gesamtpopulation eine sehr starke Korrelation aufwiesen. Basis fir diese Korrelation war,
dass sich die Population, wie bereits unter 3.2.2.1.1 beschrieben, flir Pelargonidin-3-
malonylglucosid und analog fur Cyanidin-3-malonylglucosid unabhéngig von der Umwelt stets
in zwei Genotypen-Gruppen einteilen lie3. Beim Betrachten der Korrelation der
Konzentrationen der malonylierten Anthocyane mit ihren jeweiligen nicht malonylierten
biosynthetischen Vorlaufern Pelargonidin-3-glucosid bzw. Cyanidin-3-glucosid fiel auf, dass
auch beide Verhaltnisse quantitativ jeweils abhangig von der Genotypen-Gruppe (hohe bzw.
niedrige Konzentration) in zwei Gruppen eingeteilt werden konnten (Abbildung 34 A). Die
‘Candonga’-Gruppe (niedrige Konzentration, blau markiert) zeigte bei gleichen Gehalten an
nicht malonyliertem Anthocyan eine niedrigere Konzentration an malonyliertem Anthocyan als

die 'Senga Sengana’-Gruppe (hohe Konzentration, rot markiert). Die Malonylierung der
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Abbildung 34: Korrelationen der Konzentrationen der Pelargonidin- und Cyanidin-Derivate der GoodBerry-
Population — A: Korrelationsscatterplot der Konzentrationen der malonylierten Anthocyane mit den nicht-
malonylierten Anthocyanen. B: Histogramm der vergleichenden Umsetzungsraten zwischen den malonylierten und
den nicht-malonylierten Anthocyanen; blau: ‘Candonga’ -Gruppe, rot: ‘Senga Sengana’-Gruppe.

Anthocyane wird durch Malonyltransferasen katalysiert. Entsprechend sollte bei der
’Candonga’-Gruppe die enzymatische Aktivitat niedriger sein als bei der ‘Senga Sengana’-
Gruppe. Durch Berechnung der Umsetzungsrate (Verhaltnis malonyliertes zu nicht
malonyliertem Anthocyan) und Vergleich der entsprechenden Werte des Pelargonidin-Paares
mit denen des Cyanidin-Paares in Abhéngigkeit von der Genotypen-Gruppe kann auf das
Verhdltnis der in vivo Aktivitaten zuriickgeschlossen werden (Abbildung 34 B). Dabei fiel auf,
dass die 'Senga Sengana’-Gruppe zu einer besseren Umsetzung von Pelargonidin-3-glucosid

im Vergleich zu Cyanidin-3-glucosid tendierte als die ‘Candonga’-Gruppe.

Davon abgesehen gab es auch Korrelationen zwischen den Konzentrationen verschiedener
Metabolitengrupppen. Die Anthocyangehalte zeigten in Bezug auf die Flavanolgehalte kein
einheitliches Verhalten. Insbesondere die Konzentrationen der Pelargonidin-Derivate wiesen
eine negative Korrelation mit den Konzentrationen der Flavanole auf. Die Cyandin-3-glucosid-
Gehalte zeigten vereinzelt jedoch auch signifikant positive Korrelationen mit den
Flavanolgehalten. Davon abgesehen war unabhangig von der Umwelt stets eine positive
Korrelation der Phenylpropanoidgehalte mit den Kaempferol-glucuronid-Gehalten zu
erkennen. Dieses Interaktionsnetzwerk wird durch die stets signifikant ausgepragte Korrelation

der Konzentrationen von Kaempferol-glucuronid und Quercetin-glucuronid vervollstandigt. Die

84



3.Ergebnisse

Gehalte an Ellagsaure und Glutathion korrelierten negativ miteinander. Die Gehalte an
Ellagsédure und HHDP wiesen eine positive Korrelation auf. Bei HHDP und Glutathion war dies
nicht der Fall.

Eine weitere deutliche Interaktionsgruppe innerhalb der Flavonole, die unabhangig von
Umwelteffekten  auftrat, waren  Kaempferol-glucosid, @ Kaempferol-malonylglucosid,
Kaempferol-acetyl/malonylgucosid und etwas schwacher miteingebunden Quercetin-
acetyl/malonylglucosid. Im Allgemeinen korrelierten die Gehalte der Flavonole positiv
miteinander, jedoch kehrte sich das Verhaltnis zueinander an manchen Standorten sogar um.
Ein Beispiel ist die Korrelation der Gehalte an Kaempferol-glucosid und Kaempferol-
cumarylglucosid. In Erdbeeren, die in Spanien geerntet wurden, gab es eine signifikant
negative Korrelation, in Erdbeeren aus Italien hingegen eine signifikant positive Korrelation
(Tabelle 24). Die Ursache ist vermutlich der Einfluss der Umwelt, der sich, wie unter 3.2.2.1.2
dargelegt, besonders stark auf die Flavonole auswirkt. Als Konsequenz daraus resultierten
qualitativ wechselnde Korrelationen der Flavonolgehalte mit den Gehalten anderer
Metaboliten-Klassen. Allerdings blieb die Korrelation der Gehalte an Kaempferol-
malonylglucosid mit den Gehalten beider malonylierten Anthocyanen unabhé&ngig von der
Umwelt stets positiv. Dies galt nicht fur Kaempferol-acetyl/malonylglucosid und Quercetin-
acetyl/malonylglucosid. Beim Betrachten der Korrelation der Gehalte an Kaempferol-
malonylglucosid mit den Gehalten an Kaempferol-glucosid kann jedoch im Gegensatz zu den
Anthocyanen (Abbildung 34 A) keine deutliche Abhéangigkeit, von den durch die malonylierten
Anthocyane festgelegten Genotypen-Gruppen identifiziert werden, obwohl auch hier
Malonyltransferasen in die Stoffumwandlung involviert sein sollten. Bei genauerer Betrachtung
lasst sich jedoch ein leichter Unterschied erkennen. Werden die jeweiligen linearen
Regressionslinien der Korrelationsplots mit Ursprung im Nullpunkt miteinander verglichen, fallt

ein etwas steilerer Anstieg, sprich eine etwas geringere Umsetzung fir die ’'Candonga’-Gruppe

y=1,32x, R*=0,86
y =1,05x, R?=0,91

]
(=]
I

[=7]
=]
|

e "ﬁ%g%
060
Hy17 HO95 ;

9
Ho29 HOEQEHO % 02
HO29 HO44 ) i
967 wigthas 6 H

I
o
|

darid
)
034393 ML i

rel. Konz. (K-3-gic) [ppm Equ. 1S]

H117

T T T T T T
o o o o o (=]
— w

relative Konzentration (K-3-mal-gic) [ppm Equ. IS]
Abbildung 35: Korrelationsscatterplot der Konzentrationen an Kaempferol-3-malonylglucosid und Kaempferol-3-

glucosid der GoodBerry-Genotypen im Erntejahr 2018 (Datenset 18). Blau: ‘Candonga’ -Gruppe, rot: ‘Senga
Sengana’-Gruppe.
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auf (Abbildung 35). Dies stimmt mit der geringeren Malonyltransferase-Aktivitat der
Anthocyane dieser Genotypen-Gruppe im Vergleich zur 'Senga Sengana’-Gruppe Uberein.

3.3. Allergengehalte der GoodBerry-Kreuzungspopulation ‘Senga Sengana’ x
’Candonga’

Von einem Subset (17 Genotypen) der GoodBerry-Population wurden mittels indirekt

kompetitiven ELISA die Gehalte des Erdbeerallergens Fra a 1 bestimmt, um die Abh&angigkeit

des Allergengehaltes vom Genotyp der Kreuzungspopulation zu ermittein.

3.3.1. Einfluss von Genotyp und Umwelt

Der Fra a 1 Gehalt der untersuchten Proben variierte in einem Bereich von ca. 0,86 bis
6,8 ug/g Fraa 1. Die Genotypen wiesen mit Ausnahme von H112 und HO37 signifikante
Unterschiede der Gehalte zwischen den Standorten auf. Im Jahr 2018 waren die
Konzentrationen an Fra a 1 im Schnitt in Italien (UPM) deutlich am niedrigsten (Abbildung 36).
Auch zwischen den Erntejahren innerhalb eines Standorts resultierten Unterschiede
(Abbildung 37). Signifikant waren diese jedoch nur bei’'Candonga’, ‘Senga Sengana’ und H098
in Deutschland (Hansabred), sowie bei H110 in Polen (INHORT) (nach Dunn-Test, p < 0,05).
Bei 'Candonga’, ‘Senga Sengana’ und H098 zeigte sich in Deutschland ein Anstieg des
Allergengehaltes im Jahr 2018 im Vergleich zum Vorjahr. Zusammen mit einem
gleichgerichteten Trend der anderen zwei Genotypen, die auch in beiden Jahren beprobt
werden konnten, resultierte daraus nach Wilcoxon (p = 0,0079) ein signifikanter Anstieg des
Allergengehaltes in Deutschland (Abbildung 37).

ab a ab a ab ab ab ab ab b

Konz. (Fra a 1) [ug/g]

[aS]
1
L]

Ciref 2017 |

Ciref 2018 4

Hansabred_2017 |
Hansabred 2018 |
IFAPA 2017 -
IFAPA 2018 -
INHORT 2017 |
INHORT 2018
UPM_2017
UPM_2018 |

Standort_Jahr

Abbildung 36: Boxplots der Allergengehalte ausgwahlter Genotypen der Erntejahre 2017 und 2018 an den
einzelnen Standorten (Datenset 17/18). Die Buchstaben (a-b) symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-
Bonferroni-Test, p < 0,05). Die Farbung der Boxplots ist abh&ngig vom Standort.
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Abbildung 37: Boxplots der Allergengehalte ausgewahlter Genotypen der Erntejahre 2017 und 2018 in
Deutschland (Datenset 17/18). Die Buchstaben (a-b) symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-
Test, p <0,05). Die Farbung ist abhéngig vom Erntejahr.
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Abbildung 38: Boxplots der Allergengehalte der Genotypen im Erntejahr 2018 in Spanien (Datenset 18). Die
Buchstaben (a-b) symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05).

Uberraschenderweise zeigten jedoch die Mediane der Allergengehalte der Genotypen iber
alle Standorte hinweg keine signifikanten Unterschiede (Anhang Abbildung 8), obwohl
innerhalb eines Standortes Unterschiede zwischen den Genotypen feststellbar waren
(Abbildung 38).

3.3.2. Korrelationen

Vorangegangene Studien konnten bereits eine Interaktion des Erdbeerallergens Fra a 1.02
mit Polyphenolen nachweisen (Mufioz et al. 2011; Mufioz et al. 2010; Casafal et al. 2013).
Um diese innerhalb des vorliegenden Datensets zu untersuchen wurden gemaf Spearman
die Korrelationen der quantifizierten Metabolitengehalte der Erdbeerfriichte mit den Fra a 1
Gehalten separat fir Datenset 17/18 (saisonaler Effekt) und Datenset 18 (mehr Genotypen

und Datenpunkte, hohere Sensitivitat) bestimmt.
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Nur zwischen wenigen der 30 untersuchten Metaboliten wiesen die Allergengehalte eine
signifikante Korrelation auf (Tabelle 25). Bei Datenset 18 umfasste das sechs Metaboliten, bei

Datenset 17/18 zwei Metaboliten.

Tabelle 25: Korrelationen der Gehalte an Fra a 1 mit ausgewahlten mittels LC-MS quantifizierten Metaboliten des
Datenset 17/18 und 18. Dargestellt werden die Korrelationskoeffizienten nach Spearman (rsp). Fiir die Signifikanzen
gilt *: p <£0,05; **: p <0,0; ***: p <0,001. Rot: negative Korrelation, blau: positive Korrelation. Je intensiver die Farbe
desto starker ist die Korrelation.

Korrelationspartner Datenset 17/18 Datenset 18
Epiafze-pelargonidin-3-glc 0,11 -0,17
Pelargonidin-3-malonylglc -0,13 -0,28*
Pelargonidin-3-glc -0,02 -0,08
Pelargonidin-3-rut 0,1 -0,08
Cyanidin-3-malonylglc -0,38* -0,39**
Cyanidin-3-glc -0,24 -0,22*
Zimtsaure-glcester 0,00 0,19*
Glutathion 0,22* 0,33**
Kaempferol-3-malonylglc -0,06 -0,02
Quercetin-glu -0,19 -0,06
(Epi)afze-(epi)cat 2 -0,07 -0,36%
(Epi)afze-(epi)cat 1 0,13 -0,23
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Abbildung 39: Korrelationsscatterplots der Gehalte an Fra a 1 und Cyanidin-3-glucosid bzw. Glutathion
verschiedener Genotypen im Erntejahr 2018 (Datenset 18)

Fur die Konzentrationen der beiden Metaboliten des Datensets 17/18, Cyanidin-3-
malonylglucosid und Glutathion, konnte auch in Datenset 18 eine Korrelation mit dem
Allergengehalt nachgewiesen werden. Der Cyanidin-3-malonylglucosid-Gehalt korrelierte
stets negativ mit dem Gehalt an Fra a 1, der Gehalt an Glutathion korrelierte stets positiv mit
dem Gehalt an Fra a 1 (Abbildung 39). Die vier zusatzlichen Metaboliten des Datensets 18,
die mit dem Fra a 1-Gehalt korrelieren umfassen dartber hinaus Pelargonidin-3-
malonylglucosid (negativ), Cyanidin-3-glucosid (negativ), Zimtsaure-glucoseester (positiv) und

(Epi)afzelechin-(epi)catechin 2 (Tabelle 25). Bei Pelargonidin-3-malonylglucosid und
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Cyanidin-3-glucosid konnte bereits im Datenset 17/18 eine Tendenz zu einer negativen
Korrelation ihrer Konzentrationen festgestellt werden, jedoch ohne Signifikanz. Bei Zimtsaure-
glucoseester und (Epi)afzelechin-(epi)catechin 2 zeigte sich in Datenset 17/18 keine Tendenz.
Die Gehalte an (Epi)afzelechin-(epi)catechin 1 tendierte sogar zu einer gegensatzlichen
Korrelation. Obwohl durch Casafial et al. 2013 bereits eine Bindung von Fra a 1-Homologen
mit Flavonolen, wie dem hier untersuchten Quercetin-glucuronid, nachgewiesen werden
konnte, wies bei den untersuchten Datensets keines der Flavonole eine signifikante
Korrelation seiner Gehalte mit den Fra a 1-Gehalten auf.

3.4. Identifizierung von Anthocyan-Malonyltransferasen der Erdbeere

Die GoodBerry-Kreuzungspopulation konnte an Hand des jeweiligen Gehaltes an den
malonylierten Anthocyanen Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid
in zwei Gruppen unterteilt werden. Sowohl die Gruppe mit einem niedrigen Gehalt an
malonylierten Anthocyanen als auch die Gruppe mit einem hohen Gehalt wurde jeweils durch
eine Elternsorte reprasentiert. Als Ursache dieser Segregation innerhalb der
Kreuzungspopulation wurde eine unterschiedliche Malonyltransferase-Aktivitat vermutet. Die
Gen-Annotation des Fragaria vesca Genoms (v2.0.al) beinhaltet potentielle Kandidaten-Gene
fur Malonyltransferasen (Tennessen et al. 2014). Um deren Bedeutung fur die Malonylierung
von Anthocyanen wahrend der Erdbeerfruchtfreifung abzuschatzen wurden zunachst die
jeweiligen Transkriptlevel der Kandidatengene in verschiedenen Fragaria vesca Varietaten

Uberpruft.

3.4.1. Genexpression in Fragaria vesca
Die Genexpressionsdaten der Fragaria vesca Varietaten ‘Reine des Vallées’, ‘Yellow Wonder

und ‘Hawaii 4° beruhen auf den Daten von Katja Hartl (Hartl et al. 2017).

Fur zehn der vierzehn als potenzielle Anthocyan-Acyltransferase annotierten Gene konnte
eine Transkription in den reifen Frichten der Fragaria vesca Varietaten festgestellt werden
(Abbildung 40). Das Zielgen sollte im Blutenboden exprimiert werden. Drei der zehn
transkripierten Gene wiesen nur in den Nusschen eine starke Transkription auf. Anthocyane
werden erst am Ende der Fruchtreifung gebildet, weswegen fir das Anthocyan-
Malonyltransferase-Kandidaten-Gen eine Genexpression im reifen Fruchstadium zu erwarten
ist. Fur Gen 29348 konnte weder in den Nusschen noch im Blitenboden der reifen Frucht eine

Genexpression festgestellt werden.
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Abbildung 40: Heatmap der Transkriptgehalte vermuteter Malonyltransferase-Gene in Fragaria vesca Varietaten
— Rdv: Reine des Vallées’, YW: Yellow Wonder’, HW4: ‘Hawaii 4° (Daten von Hartl et al., 2017). Die
Transkriptmengen sind als Anzahl der Transkripte pro Million kartierter Transkripte dargestellt. Minimum O in blau
und Maximum 779 in rot.

Bei den sechs verbleibenden wiesen

insbesondere Gen 03835 und Gen 29347 eine hohe Expression auf. Diese war insbesondere

Anthocyan-Malonyltransferase-Kandidaten

im grinen Fruchtstadium im Fruchtboden stark ausgepragt und fiel wahrend der Fruchtreifung
ab. Auch bei den Achanen war eine Reduzierung der Genexpression von Gen 03835 und Gen
29347 im Laufe der Fruchtreifung zu erkennen. Gen 04266 zeigte ein dhnliches Verhalten wie
Gen 03835 und Gen 29347 jedoch mit einem deutlich geringeren Expressionslevel. Gen 04261
wies im Blutenboden im Laufe der Fruchtreifung ein abfallendes Expressionsmuster auf. Die
einzige Ausnahme ist ein Anstieg in ‘Reine des Vallées' im reifen Fruchtstadium. In den
Nusschen wurde dieses Gen hingegen durchgehend exprimiert. Gen 04262 wies in allen
Varietaten eine relativ niedrige Expression auf. In ‘Reine des Vallées‘ konnte diese Uberhaupt
nur in den Nisschen des weil3en und roten Fruchtstadiums nachgewiesen werden. Beide
anderen Varietaten zeigten eine reduzierte Gen 04262 Expression im Blutenboden des weil3en

Fruchtstadiums und einen Anstieg in den Achanen im Laufe der Fruchtreifung.

Um die Ursache einer moglichen Segregation potenzieller Malonyltransferase-Gene innerhalb
der Kreuzungspopulation zu eruieren, wurden die Malonyltransferase-Kandidaten-Gene
04261 (1), 04262 (2), 03835 (3), 29347 (4) und 04266 (5) der beiden Elternsorten ‘Senga
Sengana’ (hoher Gehalt an malonylierten Anthocyanen) und ‘Candonga’ (niedriger Gehalt an
malonylierten Anthocyanen) isoliert, in E. coli transferiert und die rekombinanten Proteine

produziert.
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3.4.2.

Alle aus der isolierten DNA der Elternsorten ‘Senga Sengana‘ und ‘Candonga‘ amplifizierten

Gen- und Proteinsequenzvergleich der Erdbeerkultivare

Kandidaten-Gene waren frei von Inserts, weswegen kein Exon-Trapping notwendig war und
die DNA-Sequenzen folglich direkt in die jeweiligen Protein-Sequenzen translatiert werden
konnten. Alle funf Kandidatengene konnten mittels Primer, die anhand der F. vesca
Sequenzen generiert worden waren, erfolgreich aus den Elternsorten isoliert werden. Es
zeigten sich abhangig von den Kandidaten-Genen Unterschiede zwischen den aus ‘Senga
Sengana’ und 'Candonga’ isolierten Gen- und Proteinsequenzen (Tabelle 26 und Abbildung
41).

Tabelle 26: DNA- und Proteinsequenzibereinstimmung der FaMAT-Kandidaten

Gen FaMAT | DNA- Protein- Unterschiede in der
Nr. Sequenzidentitat | Sequenzidentitat | Proteinsequenz
04261 | 1 99,4 % 99,4 % 109: A T; 243: -V; 291(290):
A G
04262 | 2 96,9 % 80,8 %* Unterschied insbesondere
zwischen 279-346;
Stopp bei ‘Senga Sengana’
(375)
03835 | 3 100 % 100 % keine
29347 | 4 98,4 % 97,9 %* 10 AS Wechsel inklusive eines
Stopps (47) bei ’'Senga
Sengana’
04266 | 5 99,7 % 99,6 % 330:V_L;348:V_I
c1 ‘1 25 SIO 7‘5 190 1?5 1|50 175 200 225 250 27]5 30]0 325 350 335 490 425 46;3
S1 ‘1 2? .’:-ID 7‘5 190 1‘25 150 175 200 225 249 2?'4 2?9 324 349 3-34 3“!—9 424 4%‘2
| ; 4[9 7[4 5!:3 12[3 1?8 1']/3 1 QIE 22|3 21‘35 27‘3 208 3I23 348 373 EBIB 448
C2 i ! o s i e s e — o | —— | R BTz E T E—
S2 i ! ! ! i i ! : ! | —— IR R B
20 4 60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 2680 280 304
e e
gg 1 20 4 BE} SP 190 12|0 140 160 1§D 200 220 240 260 280 304
50 7I5 100 125 150 175 200 225 250 275 300 32|5 JSIU 375 400 425 46IT
g: ii.’_‘5Sll“vh_'ils-?‘zs—1o 17|5 290 52—5‘0 2I75 3|00 32:5 l?(l 37"5 AQG A2|5 46I7
C5 1 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 461
55 1| 2|5 SP 7‘5 190 1I25 ISIO 175 290 22|5 2?0 2'(5 390 32|5 _3§0 3'{5 490 4I25 4§1

Abbildung 41: Proteinsequenz-Alignment der Malonyltransferase-Kandidaten FaMAT1 bis FaMATS5. C1 bis C5 und
S1 bis S5 repréasentieren die jeweiligen allelischen Formen aus ‘Candonga‘bzw. ‘Senga Sengana®. griin — identisch,
gelb — ahnlich, grau — nicht &hnlich, schwarz — kein codierter Bereich.
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Die erhaltenen potenziellen Malonyltransferasen werden im Folgenden FaMATL1 bis FaMAT5
(Tabelle 6) genannt, wobei die Allele aus ‘Candonga‘ mit ‘C‘ (C1 bis C5) und aus ‘Senga
Sengana‘ mit ‘S* (S1 bis S5) abgekuirzt werden (Abbildung 43).

Bzgl. Gen 04261 (FaMAT1) konnten acht Basen-Unterschiede in der DNA Sequenz der Klone
aus ‘Candonga’ und 'Senga Sengana’ beobachtet werden. Diese umfassen 5 Basenwechsel
und eine Insertion dreier Basen in der ‘Candonga’-Sequenz. Bei drei der Punktmutationen
handelt es sich jedoch um stille Mutationen, die keine Auswirkung auf die Translation bzw. die
resultierende Proteinsequenz haben. Daneben zeigt der Vergleich der Proteinsequenzen von
FaMATS1 und FaMATC1 den Wechsel von Alanin zu Threonin an der Position 109 und von
Alanin zu Glycin an der Position 291 bzw. 290 in 'Senga Sengana’, sowie eine Insertion von

Valin an Position 243 in 'Candonga’.

In Gen 04262 (FaMATZ2) konnte mit einer Gensequenzibereinstimmung von nur 96,9 % die
geringste Ahnlichkeit zwischen den entsprechenden Allelen der beiden Kultivare beobachtet
werden. Insgesamt existierten 14 Punktmutationen und Insertionen von 6 Basenpaaren in
'Senga Sengana’. Diese resultierten jedoch in Uber 70 Aminosaure (AS)-Wechsel und 3
Insertionen, wodurch sich eine Proteinsequenzhomologie von nur 80,8 % ergab. Zusatzlich
fuhrte eine Mutation in der Sequenz von ‘Senga Sengana’ auch zu der Einflihrung eines
vorzeitigen Stopp-Codons bei Position 335, die eine Verkirzung des potenziellen Proteins um
25 % zu Folge hat (Abbildung 41). Da fiur dieses Protein von ‘Senga Sengana’ keine Aktivitat

Zu erwarten war, wurde FaMATS?2 in die weiteren Experimente nicht mehr einbezogen.

Im Gegensatz dazu konnte bei Gen 03835 (FaMAT3) in der Basensequenz und folglich auch
in der Proteinsequenz kein Unterschied zwischen dem ’Candonga’- und dem ’Senga

Sengana’-Allel festgestellt werden.

Bei Gen 29347 (FaMAT4) gab es 22 Punktmutationen in der DNA-Sequenz, die in einer
Ubereinstimmung von 98,4 % resultierten. Etwas mehr als die Halfte der Mutationen hatten
keine Auswirkungen auf die Proteinsequenz. 9 potenzielle AS-Wechsel konnten beobachtet
werden. Die gravierendste Anderung betraf eine Punkmutation bei ‘Senga Sengana’ im
Anfangsbereich der Sequenz (Position 47 von 407). Diese resultierte in einem Stopp-Codon.
Da fir das sich ergebende Polypeptid keine Aktivitat zu erwarten war, wurde dieses ebenfalls

bei den weiteren Experimenten nicht mitgefuhrt.

Vier Punktmutationen in Gene 4266 (FaMAT5) ergaben eine Sequenzhomologie auf DNA-
Ebene von 99,7 %. Zwei der Mutationen resultierten in einen AS-Wechsel von Valin zu Leucin
(AS 330) und Valin zu Isoleucin (AS 348) im ‘Senga Sengana’ Allel im Vergleich zu dem
‘Candonga’ Allel.

92



3.Ergebnisse

3.4.3.
Acht der
Malonyltransferasen kodieren, wurden in E. coli eingebracht, die rekombinanten Proteine

Aktivitats-Assay

zehn Gene von denen zu erwarten war, dass sie potenzielle, aktive
produziert und mittels des Glutathion-Transferase (GST)-Tags des Fusionsproteins
affinitatsgereinigt. In einem Aktivitats-Assay wurden die aufgereinigten rekombinanten
Proteine mit Acyl-Akzeptor-Substraten und Malonyl-CoA als Acyl-Donor bei pH 7 und 30 °C
fur 16 h inkubiert. Die ldentitat- und Reinheit der Proteine wurde zuvor mittels SDS-PAGE
Uberpruft. Als Acyl-Akzeptor Substrat wurden die Anthocyane Pelargonidin-3-glucosid (Pg-3-
glc) und Cyanidin-3-glucosid (Cy-3-gic), die Flavonole Kaempferol-3-glucosid (K-3-glc) und
Quercetin-3-glucosid (Qu-3-glc), sowie Furaneol-glucosid (Fur-glc) getestet. Alle diese
Verbindungen sind natirliche Metaboliten der Erdbeere, deren malonylierte Form bereits in
der Erdbeere nachgewiesen werden konnte (Hanhineva et al. 2011; Roscher et al. 1996). Als
Negativ-Kontrolle diente die pGEX-4T-1 bedingte Proteinexpression in E. coli BL21, die analog
der FaMAT Kandidaten durchgefiihrt wurde. Da fur keines der Produkte Referenzmaterial zur
Verfugung stand, wurde fir den quantitativen Vergleich der Enzymaktivitaten die relative
Peakflache betrachtet. Die Identitat der Produkte wurde mittels Fragmentierungsmuster und
Vergleich mit einem Erdbeerfruchtextrakt verifiziert. Die Quantifizierung der Produkte erfolgte
mittels UV-Spektrum (Anthocyane: 520 nm/ Flavonolglucoside und Furaneolglucosid:
280 nm).

Drei der getesteten FaMAT-Kandidaten zeigten katalytische Aktivitdt mit den getesteten
Substraten. Dabei handelt es sich um FaMATC1 und FaMATC4 aus 'Candonga’, sowie
FaMATS1 aus 'Senga Sengana’. Diese Enzyme zeigten Malonyltransferase-Aktivitat in Bezug

auf alle getesteten Acyl-Akzeptor-Substrate.

FaMATC4 zeigte sowohl fir die Umsetzung von Pg-3-glc als auch von Cy-3-glc signifikant

hohere Aktivitaten im Vergleich zu FaMATCL1 als auch FaMATS1, wobei FaMATS1 katalytisch
A 100% Pg-3-glc B 100% Cy-3glc C 90% Pg-3-glc + 10% Cy-3-glc
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Abbildung 42: Relative Produktbildung der Malonyltransferasen aus Candonga (FaMATC1 und C4) sowie aus
‘Senga Sengana‘ (FaMATS1). Als Akzeptorsubstrate dienten Anthocyane — A: Substrat Pg-3-glc (100%); B:
Substrat Cy-3-glc (100%); C: Substrat Pg-3-glc (90%) und Cy-3-glc (10%). Buchstaben (a-b) symbolisieren
signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05). Dargestellt werden die relativen Peakflachen der
Produkte bezogen auf den grofiten Peakflachen-Median eines Produkts.
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aktiver war als FaMATCL1 (Abbildung 42). Neben der Aktivitat gegenuber einem Einzelsubstrat
wurde fur die Anthocyane auch die simultane Umsetzung der beiden Substrate getestet. Das
Verhéltnis von Pg-3-glc und Cy-3-glc wurde dem Verhaltnis in der Erdbeerfrucht von ca. 9:1
nachempfunden (Lopes-da-Silva et al. 2007). Hier ergab sich erneut eine signifikant hdhere
Aktivitat von FaMATC4 im Vergleich zu FaMATC1. FaMATS1 setzte im Vergleich zu
FaMATC1 Pg-3-glc bevorzugt um, fiir Cy-3-glc konnte jedoch kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. FaMATC4 bildete mehr Cy-3-malglc. Ahnlich wie bei dem Metabolitenprofil
der GoodBerry-Kreuzungspopulation wurde fiir die beiden Analyten-Gruppen das Verhaltnis
zueinander, basierend auf dem Produkt zu Edukt Quotienten, berechnet. Fir FaMATC1 ergab
sich ein Pg-3-malglc/Pg-3-glc zu Cy-3-malglc/Cy-3-glc Verhéaltnis von 0,106 + 0,035, fur
FaMATS1 von 0,135 + 0,023 und fir FaMATC4 von 0,305 + 0,133. Das bedeutet, dass Pg-3-
glc im Vergleich zu Cy-3-glc mit FaMATC4 am besten umgesetzt wurde. FaMATC1
malonylierte mehr Cy-3-glc im Vergleich zu Pg-3-glc bei der simultanen Umsetzung.
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Abbildung 43: Relative Produktbildung der Malonyltransferasen aus ‘Candonga‘ (FaMATC1 und C4) sowie aus
‘Senga Sengana‘ (FaMATS1) mit Flavonolglucosiden — A: Produktgehalte bei Verwendung von K-3-glc als Substrat;
B: Produktgehalte bei Verwendung von Qu-3-glc als Substrat. Die Buchstaben (a-b) symbolisieren signifikante
Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p <0,05). Dargestellt werden die relativen Peakflachen der Produkte bezogen
auf den gréf3ten Flachen-Median eines Produkts (=1); C: postulierter Reaktionsmechanismus.

Neben den Anthocyanen wurden auch Flavonolglucoside als Akzeptorsubstrate der
Malonyltransferasen verwendet. Im Gegensatz zu der hohen Umsetzungsrate bei den
Anthocyanen zeigte FaMATC4 eine niedrige enzymatische Aktivitat fur K-3-glc im Vergleich
mit den beiden anderen untersuchten Malonyltransferasen (Abbildung 43). FaMATC1 und
FaMATS1 zeigten fur K-3-glc ahnliche Aktivititen. Qu-3-glc war das einzige getestete
Substrat, das im Enzymassay mit allen drei FaMATSs gleich gut umgesetzt wurde. Da das Edukt
Qu-3-glc nach der Reaktion im Vergleich zur Leerkontrolle in etwa die Halfte der Intensitat
aufwies, d.h. die Halfte des Akzeptorsubstrates umgesetzt wurde und das Akzeptor- und
Donor-Substrat anfanglich in einem 2:1 Verhaltnis zugegeben wurden, ist in diesem Fall davon

auszugehen, dass das gesamte Malonyl-CoA verbraucht wurde.

94
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Weil Furaneol-malglc ein naturlicher Inhaltsstoff von Erdbeerfriichten ist wurde
Furaneolglucosid mit den Malonyltransferasen in Gegenwart von Malonyl-CoA inkubiert.
Interessanterweise konnten bei den Assays mit Fur-glc nicht nur jeweils ein Peak, sondern
drei Peaks als Produkte identifiziert werden. Beim Vergleich mit den MS-Spektrum eines
Erdbeerfrucht-Extrakts wird deutlich, dass auch hier dasselbe drei-Peak Schema erkennbar
ist (Abbildung 44 A). Alle drei Peaks zeigen im MS2-Spektrum den Ubergang von m/z 377 zu
m/z 129, was einer Abspaltung von Malonylglucose zu Furaneol entspricht und dadurch die
Bildung von Fur-3-malglc verifiziert (Abbildung 44 B).
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Abbildung 44: LC-MS-Analyse der Fur-glc Produkte des FaMAT-Assay und eines Erdbeerfruchtextraktes — A:
Vergleich der LC-MS Spektren zwischen einem Erdbeerfruchtextrakt und dem Assay-Produkt; B: MS2-Spektrum
von m/z 377 zeigt das Fragmentierungsmuster der Fur-glc Produkte.
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Abbildung 45: Relative Produktbildung der Malonyltransferasen aus ‘Candonga‘ (FaMATC1 und C4), sowie aus
‘Senga Sengana‘ (FaMATS1) mit Furaneolglucosid. — A: Relative Produktkonzentrationen; Buchstaben (a-c/A-C)
symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05); dargestellt wird die relative
Umsetzungsrate in Bezug auf die eingesetzte Eduktmenge an Furaneol-glucosid (=1). B: relativer Produktanteil in
Prozent.

FaMATC4 zeigte fr alle drei Produkte eine signifikant hthere Bildungsrate als FaMATC1 und
FaMATS1 (Abbildung 45 A). FaMATS1 bildete signifikant mehr Produkt 2 und 3 als FaMATC1.

95
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Wird jedoch der relative Produktanteil der Reaktionen aller drei Enzyme betrachtet, wird
deutlich, dass das Verhaltnis der Produkte stets das gleiche ist (Abbildung 45 B). Den hochsten
Produktanteil hat Produkt 3 mit ca. 49 %, gefolgt von Produkt 2 mit ca. 42 % und Produkt 1 mit

ca. 9 %.

3.5. Sekundarmetabolitenprofil transgener Pflanzen

Um die biologische Funktion von Genen zu untersuchen werden in der reversen Genetik oft
deren Transkriptgehalte verandert und die Auswirkungen auf den Phénotyp analysiert. Die
Auswirkung der Herunterregulierung der Flavonol-Synthase und des Erdbeerallergens
Fra a 1.02 auf die Metaboliten in der Erdbeerpflanze wurde in dieser Arbeit untersucht. Der
Schwerpunkt lag dabei auf den Veranderungen der Sekundarmetaboliten.

3.5.1. siFLS-Pflanzen

Bei der Flavonol-Synthase (FLS) handelt es sich um ein Enzym der Polyphenolbiosynthese.
Das Enzym katalysiert die Bildung von Flavonolen aus Dihydroflavonolen. Pflanzen der siFLS-
Linie wurden in Durnast (GHL) kultiviert. Die siFLS-Linie, bei der das Flavonol-Synthase-Gen
herabreguliert worden war, wies im Vergleich zu der 'Senga Sengana’-Kontrolle keine
auRerlichen Veranderungen des Phanotyps auf (Abbildung 47 und Abbildung 47), sowohl
hinsichtlich der Blatter, der Bliten, der Frichte als auch der Wurzeln. Auch das Fruchtgewicht

veranderte sich nicht durch die Herabregulierung der FLS-Expression.
SSK

Y

Y

1 6 8Banl
e e e

]
)
e

L

2=z

ag

4

ol

S

= F29
i L O W
:o—§ -.'

Abbildung 46: Phanotyp der siFLS-Linie (F29) und der Senga Sengana-Kontrolle (SSK); dargestellt sind die
untersuchten finf Fruchtstadien der Erdbeere (klein griin, grof3 griin, weif3, wei3/rot und rot) als ganze Frucht und
im Querschnitt
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Abbildung 47: Phan_otyp der siFLS-Linie (F29) und der Séng;a Sengana-Kontrolle (SSK); dargestellt sind alte und
junge Blatter, Bliten und Wurzeln

3.5.1.1. Veranderungen in den Frichten der siFLS-Linie

Um Veranderungen des Metabolitenspektrums der Frichte durch die Herabregulation des
Flavonol-Synthase-Gens zu bestimmen, wurde die Metaboliten der Friichte verschiedener
Reifestadien der siFLS-Linie als auch von Kontrollfriichten mittels LC-MS analysiert (Abbildung
48).
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Abbildung 48: Metabolitenkonzentrationsveranderung in den siFLS-Frichten im Vergleich zu Kontrollfriichten — A:
Heatmap der Veranderungen der relativen Metabolitenkonzentrationen; weil3. keine Veranderung im Vergleich zur

Kontrolle, rot: Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle. F1: klein griin,
F2: gro grun, F3: weil3, F4: weil3/rot, F5: rot. B: Veranderungen verdeutlicht im Schema des
Polyphenolbiosynthesewegs.
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Abbildung 49: Beispiele der Metabolitenkonzentrationen in den Frichten der siFLS-Linien und Kontrollfriichten
wahrend der Fruchtreifung angegeben als relative Konzentrationen — F1: klein griin, F2: gro3 griin, F3: weil3, F4:
weil3/rot, F5: rot. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test berechnet (p < 0.05, *; p < 0.07,
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Im Vergleich zu der Kontrolle zeigte die siFLS-Linie (F29) signifikant niedrigere Gehalte an den
analysierten Flavonolen (Abbildung 49). Die Differenz zur Kontrolle stieg im Fall von
Kaempferol-3-cumarylglucosid im Laufe der Fruchtreifung an, wahrend das Gegenteil bei
Quercetin-3-glucosid der Fall war. Bei Kaempferol-glucuronid konnte nur in den griinen
Fruchtstadien ein niedrigerer Gehalt festgestellt werden. In den spateren Fruchtstadien war
der Unterschied nicht mehr statistisch signifikant (Abbildung 49). Generell nahm die
Konzentration der Glucuroniden von Kaempferol und Quercetin im Laufe der Fruchtreifung ab,
dies war sowohl bei der Kontrolle als auch bei F29 der Fall. Eine Steigerung im grof3 griinen
Stadium gefolgt von einem stetigen Abfall, konnte hingegen bei Kaempferol-glucosid,
Kaempferol-3-cumarylglucosid und Kaempferol-malonylglucosid in der Kontrolle beobachtet
werden. Bei Kampferol-3-malonylglucosid verhielt sich F29 &hnlich. Bei Kaempferol-3-
cumarylglucosid blieb jedoch die Steigerung im grof3 griinen Stadium aus. Es konnte nur ein
stetiger Abfall im Laufe des Reifungsprozesses beobachtet werden. Die Kaempferol-3-

glucosid-Gehalte von F29 blieben im Gegensatz zur Kontrolle konstant.

Eine weitere intereassante Verdnderung waren signifikant hohere Anthocyangehalte im
weillen und weil3/roten Fruchtstadium (F3 und F4). Dies betraf Cyanidin-3-glucosid und

Cyanidin-3-malonylglucosid (Abbildung 49).

A [Biattst. . B
1 | 2 Metabolit

Apfelsdure Shikimi- | {Gallus-l Ellagséure]

Citronenséaure séz‘ureweg o Derivate
Phenylalanin
Chelidonséaure

PAL

h 4

Ellagsédure o ] »
Ellagtannin enyilpropanoide
Galloyl-bisHHDP-glc Isomer i 4CL, CHS, CHI
Galloyl-HHDP-glc v
HHDP-galloyl-glc [ Flavanone ]
Tetragalloyl-hexose

FHT

Tris-galloyl-hexose

Dicumaryl-hexose
Kaempferal-glc [ Dihydroflavonole F;'avono;'e‘ ]

Kaempferol-pentose-glucuronid DFR
Quercetin-glucuronid

(Epi)afze-(epi)afze-(epi)cat 1
(Epi)afze-(epi)afze-(epi)cat 2 [Leucoanthocyanfdine
- (Epi)afze-(epi)afze-(epi)cat 3 ANS Flavanole/
(Epi)afze-(epi)cat 1 v Proanthoyanidine
(Epi)afze-(epi)cat 2 relative Verdnderung im P
(Epi)catechin-(epi)catechin Vergleich zur Kontrcﬂle [ Anthocyanidine
(Epi)catechin-hexosid 1.9
Catechin 0.0
Procyanidin (B1+B3) -0.9

Abbildung 50: Metabolitenkonzentrationsveranderung in den siFLS-Blattern im Vergleich zu Blattern der
Kontrollpflanzen — A: Heatmap der relativen Metabolitenkonzentrationsveranderung; weil3: gleiche Konzentration
wie in der Kontrolle, rot: Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle; (L1:
junges Blatt, L2: altes Blatt); B: Veranderungen verdeutlicht im Schema des Polyphenolbiosynthesewegs.
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3.5.1.2. Verédnderungen in den Blattern der siFLS-Linie

Auch in den jungen und alten Blattern der siFLS-Linie und Kontrollpflanzen wurden die
Metaboliten mittels LC-MS bestimt. In den Blattern konnten signifikant niedrigere Gehalte an
Flavonolen in beiden Entwicklungsstadien beobachtet werden (Abbildung 50). Dies traf
insbesondere auf Kaempferol-pentose-glucuronid zu. Hier war die Reduktion in jungen

Blattern ca. 90 % und in alten Blattern ca. 80 % im Vergleich zur 'Senga Sengana’-Kontrolle.

Bei den Flavanolen war hingegen ein erhohter Gehalt in der siFLS-Linie im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen zu erkennen, fur (Epi)catechin-(epi)catechin, sowie Procyanidin B1+B3 und
Catechin waren in beiden Blattstadien die Werte signifikant.

3.5.1.3. Verédnderungen in den Wurzeln der siFLS-Linie

In der Wurzel konnte keine signifikante Reduktion der Flavonole in der siFLS-Linie beobachtet
werden (Abbildung 51). Eine der wenigen signifikanten Anderungen war die Erhohung des
Gehaltes an HHDP-galloyl-glucose (Abbildung 51 B) und dreier Flavanole bestehend aus

Catechin. Allerdings lagen andere Flavanole in niedrigeren Konzentrationen vor.
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Abbildung 51: Metabolitenveranderung in den siFLS-Wurzeln im Vergleich zu Kontrollpflanzen — A: Heatmap der
relativen Metabolitenkonzentrationsveranderung; weil3. gleiche Konzentration wie in der Kontrolle, rot: Erhéhung

im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle; B: Beispiele der
Metabolitenkonzentrationen in Wurzeln der siFLS-Linien. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test berechnet (p < 0.05, % p < 0.01, *¥).

3.5.1.4. Veranderungen in den Bliten der siFLS-Linie
In den Bliten der siFLS-Pflanzen konnte in Bezug auf die meisten Flavonole ein signifikant

reduzierter Gehalt im Vergleich zu den Kontrollpflanzen festgestellt werden (Abbildung 52).
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Ausnahmen sind nur Quercetin-glucuronid, Quercetin-pentosid, sowie Isorhamnetin-

sophorosid/dihexosid. Die Reduktion betrug bis zu 70 %.

Dariber hinaus ergab sich fiir die Phenylpropanoide Kaffeesaure-glucoseester und p-
Cumaryl-glucoseester ein signifikant niedrigerer Gehalt in den Bliten der siFLS-Pflanzen.
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Abbildung 52: Metabolitenveranderung in den Bliten von siFLS-Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen — A:
Heatmap der relativen Metabolitenveranderung; weil3. gleiche Konzentrationen wie in der Kontrolle, rot: Erhéhung

im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle; B: Beispiele der
Metabolitenkonzentrationen in Bliten der siFLS-Linien. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test berechnet (p < 0.05, *; p < 0.01, ™).

3.5.2. siFraa 1.02-Pflanzen

Bei Fra a 1.02 handelt es sich um das Haupt-Bet v 1-homologe-Allergen der Erdbeere. Da es
Hinweise gibt, dass die Expression von Fra a 1-Genen flr die Bildung von Polyphenolen in der
Erdbeerfrucht von Bedeutung ist, wurde die Expression des Fra a 1.02-Gens in
Erdbeerpflanzen Fragaria x ananassa cv. ‘Senga Sengana‘’ mittels reverser Genetik
herabreguliert. Die Herunterregulierung dessen Expression hatte keine Auswirkung auf den
auRerlichen Phanotyp (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Phanotyp der siFra-Linie (F182) und der Senga Sengana-Kontrolle (SSK). Dargestellt sind alte und
junge Blatter, Bluten, Wurzeln und die untersuchten fiinf Fruchtstadien der Erdbeere (klein grun, grof3 grin, weil3,

weif3/rot und rot) als ganze Frucht und im Querschnitt.
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3.5.2.1. Verédnderungen in den Frichten der siFra a 1.02-Linie

Die Sekundarmetaboliten der siFra-Linien wurden mittels LC-MS fur die Erntejahre 2018 und
2019 bestimmt. Die Metabolitengehalte der siFra-Linien zeigten eine grof3e Varianz zwischen
den beiden Erntejahren (Abbildung 54). Auch die Richtung der Metaboliten-Verénderung der
siFra a 1.02-Linie (F182) im Vergleich zur ‘Senga Sengana’-Kontrolle wechselte bisweilen. Als
Beispiel ist hier Glutathion zu nennen, das im ersten Erntejahr signifikant hohere Gehalte in
den siFra-Pflanzen aufwies, wahrend im zweiten Erntejahr signifikant niedrigere
Konzentrationen festgestellt wurden. Dartiber hinaus gab es Metaboliten, wie HHDP-galloyl-
glucosid und Quercetin-glucosid, die 2018 einen deutlich niedrigeren Gehalt im Vergleich zu
der Kontrolle zeigten, wahrend 2019 keine deutliche Veranderung feststellbar war. Es gab
auch Metaboliten, deren Verhaltnis im Vergleich zur Kontrolle annéhrend gleichblieb. Der
Gehalt an Citronensdure war in beiden Erntejahren und in allen Fruchtstadien erniedrigt.
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Abbildung 54: Metabolitenveranderung in den siFra-Frichten im Vergleich zu den Kontrollfriichten — A: Heatmap
der relativen Metabolitenkonzentrationsveranderung im Vergleich zur Kontrolle; weil: gleiche Konzentration wie in
der Kontrolle, rot: Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle; (F1: klein
grun, F2: grof3 griin, F3: weil3, F4: weil3/rot, F5: rot); B: Beispiele der Metabolitenkonzentrationen. Die Buchstaben
(a-b) symbolisieren signifikante Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05).
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Besonders auffallig waren niedrige Konzentrationen an Kaempferol-3-cumarylglucosid,
Kaempferol-3-malonylglucosid und Kaempferol-3-glucosid. Die Differenz zur Kontrolle war
insbesondere in dem klein grinen Fruchtstadium grof3 und nahm im Laufe der Reifung ab.
Ebenfalls erniedrigt war der Gehalt an den Anthocyanen Cyanidin-3-glucosid und Cyanidin-3-
malonylglucosid. Die Reduktion betrug 50 % bis 80 % und war in allen Fruchtstadien, in denen
sich die Anthocyane quantifizieren lie3en, signifikant. Der einzige Metabolit, der in beiden
Erntejahren deutlich erhdht vorlag, war HDMF-glucosid.

3.5.2.2. Verédnderungen in den Bléattern der siFra a 1.02-Linie

Bei der Analyse der Metaboliten der jungen Blatter der siFra a 1.02-Pflanzen konnte nur bei
drei Flavanolen ein signifikanter Unterschied zu den Proben der Kontrollpflanzen festgestellt
werden (Abbildung 55). Dies betraf (Epi)catechin-(epi)catechin, Catechin und die Summe aus
Procyanidin B1 und B3. Die Gehalte waren stets in den Blattern der siFra a 1.02-Pflanzen
erhoht. Im alten Blattstadium waren jedoch die Gehalte mancher Flavanole auch reduziert.
Dies waren Proanthocyanidine, die eine Afzelechin-Einheit enthielten. Die Flavonole
Kaempferol-pentose-glucuronid und Quercetin-glucuronid sowie Chelidonsaure waren in den

alten Blattern signifikant erhdht und in den jungen Blattern signifikant erniedrigt im Vergleich
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Abbildung 55: Metabolitenveranderung in den siFra-Blattern im Vergleich zu Kontrollblattern — A: Heatmap der
relativen Metabolitenkonzentrationsveranderung im Vergleich zur Kontrolle; weil3 . gleiche Konzentration wie in der
Kontrolle, rot: Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle; (L1: junges Blatt,

L2: altes Blatt); B: Beispiele der Metabolitenkonzentrationen. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test berechnet (p < 0.05, * p < 0.01, **).
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zu den Kontrollblattern. Fir Phenylalanin konnte in den alten Blattern eine signifikante
Reduktion im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden.

3.5.2.3. Verédnderungen in den Wurzeln der siFra a 1.02-Linie

Die LC-MS Analyse der Metaboliten der Wurzeln zeigte, dass die Konzentration an
Phenylalanin in den Wurzeln der F182-Pflanzen mehr als doppelt so hoch war wie in den
Wourzeln der Kontrollpflanzen (Abbildung 56). Auch der Gehalt an Ellagsaure war signifikant
erhoht. Dies galt jedoch nicht fir HHDP-galloyl-glucosid. Apfelsaure war hingegen signifikant
erniedrigt. Das galt auch fur funf der quantifizierten Flavanole. Und auch die Flavanole, fur die
keine Signifikanz berechnet werden konnte, zeigten niedrigere Gehalte in den transgenen
Wurzeln. Die Flavonole tendierten ebenfalls zu erniedrigten Gehalten.
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Abbildung 56: Metabolitenveranderung in den siFra-Wurzeln im Vergleich zu den Wurzeln der Kontrollpflanzen —
A: Heatmap der relativen Metabolitenkonzentrationsveranderung im Vergleich zur Kontrolle; weil3: gleiche
Konzentration wie in der Kontrolle, rot: Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur
Kontrolle; B: Beispiele der Metabolitenkonzentrationen. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test berechnet (p < 0.05, * p < 0.01, **).
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3.5.2.4. Veranderungen in den Bliten der siFra a 1.02-Linie

Die LC-MS Untersuchung der Metaboliten der Bliten zeigte, dass bei den Bliten innerhalb
einer Metaboliten-Gruppe meistens derselbe Trend beobachtet werden konnte (Abbildung 57).
Die Aminosduren Phenylalanin und Tryptophan waren signifikant erniedrigt, im Vergleich zur
Kontrolllinie jeweils 21 % bzw. 9 % reduziert. Fir die meisten Gallus- und Ellagsaure-Derivate,

sowie Phenylpropanoide konnte auch eine Reduzierung in den transgenen Bliiten beobachtet
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werden. Hingegen waren die Flavanolgehalte erhéht, der Wert fur Procyanidin B1 (94 % mehr)
war signifikant. Mit Ausnahme von Quercetin-pentosid lagen geringere Konzentrationen aller
Flavonole in den siFra a 1.02-Bluten in Vergleich zu Kontrollbliten vor, die Werte fur vier der
funf quantifizierten Flavonole waren signifikant erniedrigt (Kaempferol-dihexose, Kaempferol-

hexose-glucuronid, Kaempferol-pentose-glucuronid und Quercetin-glucuronid).

A B Metabolit B Phenylalanin
Apfelséure | G
' N 800
Citronenséure
Glutathion 700 -
Phenylalanin
Tryptophan 600

Digalloylchinaséure
Digalloyl-hexose
Digalloyl-HHDP-glucose
Ellagséure

Galloyl-HHDP-glc
HHDP-galloyl-glc
Tetragalloyl-glc

Trigalloyl-glc
Caffeoyl-dicumaryl-spermidin
Dicaffeoyl-cumaryl-spermidin
Dicumaryl-dihexose

Kaffeesdure-glucoseester

p-Cumaryl-glucoseester

(Epi)afze-(epi)cat
(Epi)cat-(epi)cat

(Epi)cat-(epi)cat-(epi)cat

Catechin SSK  F182

q Procyanidin B1 Procyanidin B1
Procyanidin B3 _

Isorhamnetin-sophorose/dihexose i

Kaempferol-cumaryl-glc

Kaempferol-glucuronid
Kaempferol-dihexose

=

23}
=
=

I
=
=

relative Konzentration [ppm Equ. IS]

SSK  F182
Kaempferol-dihexose

[}
=
L

P2
=
L

relative Konzentration [ppm Equ. IS]

P2
=
L

[

relative Konzentration [ppm Equ. IS]

Kaempferol-hexose-glucuronifi 0 —
Kaempferol-pentose-glucuronid

Quercetin-glucuronid 0.9 . .
Quercetin-pentose-glucuronid 0

Quercetin-pentosid -0.4 SSK Fl82

Abbildung 57: Metabolitenveranderung in den siFra-Bliten im Vergleich zu den Bliten von Kontrollpflanzen — A:
Heatmap der relativen Metabolitenkonzentrationsveranderung; weif3. gleiche Konzentration wie in der Kontrolle,

rot: Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle, blau: Erniedrigung im Vergleich zur Kontrolle; (B: Blite); B: Beispiele der
Metabolitenkonzentrationen. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test berechnet (p < 0.05,
* *K

; p <0.01, *¥).

3.5.3. Spanische siFra a 1.02-Friichte

In einem unabhangigen Projekt wurden vom spanischen Projektpartner der Universitat Malaga
ebenfalls siFra a 1.02-Pflanzen hergestellt. Hier wurde die Expression von Fra a 1.02 in
Erdbeerpflanzen Fragaria x ananassa cv. ‘Camarosa‘ mittels reverser Genetik herabreguliert.
Von den spanischen siFra 1.02-Linien wurden die reifen Friichte auf Verédnderungen

hinsichtlich der Metaboliten untersucht. Es gab zwei Kontrolllinien (pBIN4 und pBIN5), sowie
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drei siFra a 1.02-Linien (Fra4, Fra5, Fra6). Die Herunterregulierung der Genexpression von
Fra a 1.02 in den Fra4-, Fra5- und Fra6-Pflanzen wurde mittels RNAseq vom
Kooperationspartner bestatigt und betraf nicht nur Fra a 1.02, sondern auch andere Fra a 1-
Homologe. Die LC-MS-Spektren der methanolischen Fruchtextrakte wurden sowohl mittels
Metabolic Profiling (Targeted Metabolomics) als auch ungerichteter Analyse (Untargeted

Metabolomics) ausgewertet.

3.5.3.1. Metabolic Profiling der spanischen siFra 1.02-Friichte
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Abbildung 58: PCA der Konzentrationen der identifizierten Metaboliten der spanischen siFra-Frichte. Die Punkte
repasentieren die Messwerte einzelner Proben, die Symbole die verschiedenen Proben und die Farben die

Probengruppen (orange: Kontrollen, blau: siFra-Linien). Die Pfeile stellen die Loadings der beiden
Hauptkomponenten dar.

Mittels PCA der Gehalte der identifizierten Metaboliten konnten die Extrakte der siFra-Linien
deutlich von den Extrakten der Kontrollen unterschieden werden (Abbildung 58). Jedoch war
die Variabilitat innerhalb der Probengruppen hoch, insbesondere beschrieben durch die
Hauptkomponente 1 (PC1). Die Trennung der Probengruppen basiert hauptsachlich auf PC2
(15,91 %). Bei Betrachtung der Loadings, den Variablen, die die PCs definieren, fallt auf, dass
die Kontrollgruppe vor allem zu héheren Konzentrationen an Cyanidin-3-glucosid, Cyanidin-3-
malonylglucosid, Pelargonidin-3-malonylglucosid und Quercetin-3-glucosid tendierten. Die
Fra-Gruppe hatte hingegen hohere Gehalte an HDMF-glucosid, Glutathion, HHDP-

galloylglucosid und Phenylalanin.
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Abbildung 59: Metabolitenkonzentrationen in den spanischen siFra-Friichten im Vergleich zu Kontrollfrichten —
(Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05)
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Diese Metaboliten wurden mittels Dunn-Bonferroni-Test auf Signifikanzen zwischen den
Genotypen untersucht (Abbildung 59). Erneut fiel die hohe Variabilitdt zwischen den
Probengruppen auf. Dies betraf sowohl den Vergleich beider Kontrollen als auch den Vergleich
der drei siFra-Linien. Bezlglich Phenylalanin wies pBIN5 signifikant hohere Gehalte als Fra4
und Fra5 auf. Zwischen pBIN4 und Fra6 konnte kein Unterschied festgestellt werden. Jedoch
hatten beide Kontrollen einen signifikant hoheren Gehalt an HHDP-galloyl-glucosid als Fra4.
Die beiden anderen Fra-Linien wiesen eine ahnliche Tendenz auf. PBIN4 und pBIN5 zeigten
ein vergleichbares Glutathion-Level, das signifikant hdher als bei Fra4 ausfiel.

Ahnlich wie bei HHDP-galloyl-glucosid konnte auch bei Glutathion im Vergleich von Fra5 und
Fra6 zu den Kontrollen kein signifikanter Unterschied der Konzentration berechnet werden.
Diese zeigten jedoch auch die Tendenz eines erniedrigten Gehaltes an Glutathion wie Fra4.
Auch fir HDMF-glucosid setzte sich dieses Muster fort. Obwohl durch die PCA ein Unterschied
im Quercetin-glucosid-Gehalt zu vermuten war, konnte dies bei der Einzelbetrachtung des
Metaboliten nicht bestétigt werden. Obwohl Fra4 einen signifikant héheren Gehalt hatte als die
Kontrolle pBIN4, hatte die zweite Kontrolle einen deutlich hoheren Gehalt, der in einem
ahnlichen bzw. sogar hoheren Bereich lag, als die beiden restlichen siFra-Linien. Beziglich
Cyandin-3-glucosid hatten zwei siFra-Linien signifikant hohere Gehalte als die pBIN4-
Kontrolle. Cyanidin-3-malonylglucosid zeigte ein ahnliches Muster. Allerdings waren die
Gehalte bei Fra5 und Fra6 signifikant hdher als bei pBIN4. Beide Kontrollen tendierten zu einer
niedrigeren Konzentration als alle siFra-Linien. Auch fur Pelargonidin-3-malonylglucosid

bestand diese Tendenz.

3.5.3.2. Ungerichtete Analyse der spanische siFra 1.02-Friichte

Die LC-MS Daten, die fur die Bestimmung der bekannten Erdbeermetaboliten verwendet
wurden, wurden anschliel3end fir die ungerichte Auswertung genutzt. Nach Trennung der
Massenspektren in eine positive und negative Spur, wurden die Spektren der Kontrollen und
der siFra-Friichte mittels XCMS auf weitere Metaboliten-Differenzen tberprift. Die Daten der
sich ergebenden Metabolitenliste wurden auf die Flache des Internen Standards Biochanin A

normalisiert und von Isotopologen befreit.

Auch die PCA der Gehalte der Metaboliten, die mittels ungerichteter Analyse im postiven und
negativen Modus gefunden wurden, trennt die Proben in zwei Gruppen (Abbildung 60). Es fallt
bei der Betrachtung der Loadings auf, dass fast alle neuen, meist unbekannten Metaboliten,
mit nur wenigen Ausnahmen, zu der Trennung in der PC1 (41,15 % bzw. 35 %) beitragen. Das
bedeutet, dass die Auswertung lUber XCMS erfolgreich potenziell veranderte Metaboliten

identifizieren konnte.
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Abbildung 60: PCA der Konzentrationen der Metaboliten aus der ungerichteten Analyse der spanischen siFra-
Frichte — A: positiver Modus; B: negativer Modus. Oben: Auftrennung der Probenmesswerte in Kontrollen (pBIN)
und siFra-Linien; unten: Loadings der Metaboliten der oben dargestellten PCAs.

eine Verifizierung dieser Metaboliten wurde eine geclusterte Heatmap der Metaboliten-
Mediane der verschiedenen Genotypen erstellt (Abbildung 61). Der Farbencode beruht auf
dem Vergleich der Signalintensitit des Metaboliten mit der hdchsten detektierten
Signalintensitat des Metaboliten. Hier zeigt sich, wie bereits bei der gerichteten Analyse, eine
grofl3e Variabilitéat zwischen den Genotypen bzw. auch innerhalb der Probengruppen. In den
positiven Spuren fallen vor allem Fra6é und pBiN5 mit besonders hohen Werten einzelner
Metaboliten auf, wahrend bei der negativen Spur zusatzlich auch noch Frad hervorsticht.
Dennoch gibt es auch unbekannte Metaboliten, die innerhalb einer Probengruppe dieselbe
Tendenz aufweisen. In der negativen Spur gibt es die Metaboliten m/z -757 (RT = 38,6 min)
und m/z -661 (RT = 32,3 min), die eine deutlich héhere Konzentration in allen drei siFra Linien
aufweisen. Es koénnen jedoch auch sieben Metaboliten identifiziert werden, die im Gegensatz
dazu eine deutlich héhere Konzentration in den Kontrollen aufweisen. Analog dazu gibt es in
den positiven Spuren ein Metabolitencluster mit erhéhten Konzentrationen in den siFra-Linien
und ein Cluster mit erniedrigter Konzentration in dieser Probengruppe. Unter diesen
Metaboliten befindet sich auch Glutathion, dass zuvor schon in der gerichteten Analyse als

beeinflusster Metabolit identifiziert werden konnte.
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Abbildung 61: Heatmap der Konzentrationen der durch ungerichtete Analysen gefundenen Metaboliten der Friichte
der spanischen siFra-Pflanzen — A: negativer Modus, B: positive Modus. Der Farbencode beruht auf dem Vergleich
der Signalintensitét des Metaboliten mit der hdchsten detektierten Signalintensitat des Metaboliten
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4. Diskussion

4.1. Metabolitenprofil der Erdbeer-Kreuzungspopulationen

Um trotz der Herausforderungen des Klimawandels auch in Zukunft einen verlasslichen Anbau
pflanzlicher Nahrungsmittel gewéhrleisten zu konnen ist ein genaues Verstandnis des
Pflanzenmetabolismus notwendig. Daher wurden die Sekundarmetaboliten der Genotypen
einer franzésischen Erdbeer-Kreuzungspopulation, sowie der GoodBerry-Erdbeer-Population
mittels LC-MS analysiert, um den Einfluss von genetischer Veranlagung und der Umwelt auf
das Pflanzenmetabolom zu untersuchen. Da die GoodBerry-Population an verschiedenen
Standorten und zudem fir zwei Jahre angebaut wurde, konnte fiir die Metaboliten der

Nachkommen dieser Kreuzung der Einfluss der Umwelt bestimmt werden.

4.1.1. Umwelteffekt auf die Metabolitengehalte

Generell wurden zwischen den Erntejahren der GoodBerry Population an einem Standort
grolRe Unterschiede der Metabolitengehalte der Genotypen beobachtet. Eine vergleichbare
Varianz zwischen zwei Erntejahren konnte auch bei einer Fragaria vesca NIL Kollektion
festgestellt werden (Urrutia et al. 2016). Zwischen den Erntejahren sind die geographische
Lage als auch annéhernd die die KultivierungsmalRnahmen gleich. Das heif3t, der saisonale
Effekt kann auf andere Faktoren, wie schwankende Wetterbedingungen (Sonneneinstrahlung,
Regen, Kéltetage, etc.) oder im Fall des GoodBerry-Standortes Italien (UPM) auf ein spates

Auspflanzen im Jahr 2016 zurlckgefuhrt werden.

Die Gehalte der Flavanole bzw. Proanthocyanidine zeigten kaum signifikante Umwelteffekte
in Bezug auf die Metabolitenmediane der Standorte. Interessanterweise zeigte sich ein
signifikanter Unterschied, wenn vorhanden, Uberwiegend bei den Proanthocyanidinen die
auch (Epi)afzelechin enthalten. Carbone et al. 2009 berichten von einem Einfluss der Umwelt
auf das Epicatechin/Catechin-Verhaltnis. Dieses konnte jedoch auf Grund der fehlenden
Diastereomeren-Information in der vorliegenden Studie nicht berechnet werden. In einer
Europaischen Studie in der die Metabolitengehalte von Erdbeerkultivaren untersucht wurden,
die in Norwegen, Danemark, Deutschland und der Schweiz angebaut wurden, war ein erhdhter
Gehalt an Proanthocyanidinen und Ellagtanninen in Frichten der Pflanzen, die in den
nordlicheren Landern wuchsen, feststellbar (Josuttis et al. 2012). Hakkinen und Toérrénen 2000
beschreiben einen erhdhten Gehalt an Ellagsdure in Friichten aus Finnland im Vergleich zu
Polen. Der Unterschied der Flavanolgehalte wurde in der GoodBerry-Population jedoch
hauptséchlich durch saisonale Effekte zwischen den Erntejahren verursacht und weniger von
den Standorteffekten. Die Gehalte an Ellagsaure und HHDP-galloyl-glucosid zeigten bei der

GoodBerry-Population ein vergleichbares Umweltverhalten. Jedoch wiesen die GoodBerry-
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Genotypen in Deutschland, einem in der GoodBerry-Studie am nordlichsten gelegenen
Standort, eher geringe Gehalte dieser beiden Metaboliten auf.

Fir die Gehalte von drei der funf Anthocyane liel3 sich ein signifikanter Einfluss der Umwelt
feststellen. Die Pelargonidine Pelargonidin-3-glucosid und Epiafzelechin-pelargonidin-3-
glucosid wiesen jeweils im Jahr 2017 verhaltnisméaflig hohe Gehalte in Frankreich und Spanien
auf. 2018 in Polen und 2017 in Italien hatten die Erdbeeren besonders niedrige Gehalte dieser
Metaboliten. Die niedrigsten Gehalte an Cyanidin-3-glucosid konnten jedoch 2018 in
Frankreich festgestellt werden. Studien berichten von einem deutlichen Einfluss des
Standortes auf die Anthocyane (Josuttis et al. 2012; Cocco et al. 2015). Palmieri et al. 2017
beschreiben diesen Einfluss jedoch im Vergleich zu den anderen Metaboliten als eher gering.
Bei den Anthocyanen dominiert vermutlich ein genetischer Einflluss (Guerrero-Chavez et al.
2015).

Trotz der generell gro3en Varianz der Metabolitengehalte gab es einzelne Metaboliten, die
unabhangig vom Erntejahr an einem Standort dieselben Tendenzen bezlglich ihrer
Konzentrationen zeigten. Dies betrifft insbesondere die Flavonole. Die Flavonole kénnen in
Bezug auf den Standorteffekt in zwei Gruppen unterteilt werden. Die Mengen an Quercetin-
glucosid, Quercetin-glucuronid und Kaempferol-glucuronid waren insbesondere in Friichten
aus Frankreich gering, waren jedoch in Friichten aus Italien relativ hoch. Kaempferol-3-
glucosid, Kaempferol-3-malonylglucosid, Kaempferol-3-acetyl/malonylglucosid und Quercetin-
3-acetyl/malonylglucosid zeigten in Frankreich, Spanien und 2018 in Italien hohe, in Polen,
Deutschland, sowie 2017 in Italien jedoch niedrige Gehalte. Wird die Ernte 2017 in Italien nicht
miteinbezogen, was durch das spéate Auspflanzen gerechtfertigt ist, kann die durch Josuttis et
al. 2012 beschriebene Nord-Sud-Unterteilung fir Kaempferol-3-malonylglucosid bestétigt
werden. Die Unterteilung der Flavonole im GoodBerry-Datenset in zwei Gruppen lasst sich
durch deren Fruchtgewebe-spezifische Konzentration erklaren. Kaempferol-
malonylglucose(hexose), Kaempferol-glucose(hexose) und Kaempferol-
cumarylglucose(hexose) kénnen nicht nur im Blutenboden sondern auch in den Nusschen
detektiert werden (Fait et al. 2008). Das bedeutet, dass das differenzierte Standortverhalten
der Flavonole mdglicherweise auf dem Unterschied der Flavonol-Synthese bzw. deren
Umweltinteraktion zwischen Nusschen und Blitenboden beruht. Im Buchweizen wurde die
Expression zweier Flavonol-Synthasen unterschiedlich von den Regulatoren Abscisinsaure,
Salicylsaure und Natriumchlorid beeinflusst (Li et al. 2013). In der Erdbeere werden auf Basis
von Genanalysen bis zu acht verschiedene Flavonol-Synthasen erwartetet (Almeida et al.
2007). In Kombination mit einer gewebespezifischen Genexpression kénnte dies zu einer
gewebspezifischen Umweltinteraktion fiihren. Alternativ kénnten jedoch auch generell die

Glucuronosyl-Transferase mit der Flavonoid-3'-Hydroxylase unabhéngig von den
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Acyltransferasen von der Umwelt beeinflusst werden. Interessanterweise gibt es eine
Korrelation der Flavonole mit dem Trockengehalt der Friichte (Abbildung 62). Auch die
Trockengehalte wiesen eine signifikante Abhangigkeit von dem Standort auf. Ein hoher
Trockengehalt konnte allgemein auf kleinere Friichte, mit einem kleineren Blutenbodenanteil
im Vergleich zu den Nusschen, zurtickzufihren sein. Die Nusschen haben einen deutlich
hoheren Trockenmasseanteil als der Blitenboden und gelten als besonders Polyphenol-reich
(Aaby et al. 2005). Die Gehalte, der in den Nusschen vorkommenden Kaempferol-
malonylglucose, Kaempferol-glucose und Kaempferol-cumarylglucose korrelierten jedoch
negativ mit dem Trockengewicht, wahrend die Gehalte der anderen Flavonole positiv damit
korrelierten. Im Rahmen des GoodBerry-Projekts wurde auch das durchschnittliche
Fruchtgewicht der Genotypen bestimmt. Mit diesem konnte jedoch keine signifikante
Korrelation nach Spearman festgestellt werden. Dies kann darauf hindeuten, dass das
Fruchtgewicht bzw. der Trockenmassenanteil nicht direkt mit dem Anteil der Nusschen
korreliert. Ein Grund hierfur wére eine schwankende Anzahl an Nisschen. Alternativ kénnte
dies auch der Beleg dafir sein, dass es keine spezifische Flavonol-Umwelt-Regulierung in den

Nusschen gibt. Es sollte auch beachtet werden, dass zwischen den Nisschen und dem
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Abbildung 62: Relative Konzentration der Flavonolglucoside in Abhangigkeit von der Trockenmasse — A:
Korrelationsscatterplot der Gehalte an  Quercetin-glucosid bzw. Kaempferol-glucosid mit den
Trockenmassengehalten ausgewahlter Genotypen angefarbt nach Standort und geformt nach Erntejahr; B:
Korrelationswerte der Flavonolgehalte mit der Trockenmasse nach Spearman (*: p < 0,05; **: p < 0,0; **: p <
0,001). rot: entgegengesetzte Korrelation, blau: direkte Korrelation. Je dunkler die Farbe, desto starker die jeweilige
Korrelation.
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Blitenboden eine Interaktion besteht. Beispielsweise induziert die Bildung von Auxin in den
Nusschen das Wachstum des Blitenbodens, weswegen die Grof3e des Blutenbodens mit der
Anzahl der Nusschen korreliert (Nitsch 1950). Ein weiterer Effekt des Pflanzenhormons Auxin
ist die Repression des Transkriptionsfaktors MYB10, der die Flavonoid-Synthese beeinflusst
(Medina-Puche et al. 2014). Dies verdeutlicht die Komplexitéat der Regulierungsmechanismen
und damit der potenziellen Umwelteffekte.

Die Umwelt ist von mehreren Faktoren gepréagt, die einen Einfluss auf die Metaboliten haben
kénnen. Zum einen spielt der Boden bzw. die Néhrstoffversorgung eine Rolle. Eine Diingung
kann zur Reduzierung der Flavonole, der Ellagsaure und der Anthocyane fiihren (Anttonen et
al. 2006; Moor et al. 2005). Preciado-Rangel et al. 2020 folgerten, dass ein optimales
Stickstoff-zu-Kalium-Verhaltnis wichtig fir die Bildung der Polyphenole ist. Aber auch das
Kultivierungssystem beeinflusst die Konzentrationen der Sekundarmetaboliten. Treftz und
Omaye 2015 konnten bei einer erdlosen Kultivierung einen signifikanten Anstieg der Gesamt-
Polyphenole im Vergleich zu einer Erd-Kultivierung feststellen. Bei der erdlosen Kultivierung
kann zudem das Substrat die Gehalte der Sekundarmetaboliten beeinflussen (Palencia et al.
2016). Bei erdhaltiger Kultivierung hat es einen Einfluss, ob die Pflanzen in mattierten Reihen
oder in Erdhuigeln mit Plastik- oder Strohmulch angepflanzt werden (Wang und Millner 2009;
Moor et al. 2005; Wang et al. 2002). Am Standort Frankreich wurde ein erdloses System fiir
die Kultivierung verwendet. An den vier restlichen Standorten wurden die Pflanzen in Erde
(jledoch unterschiedlicher Zusammensetzung) kultiviert. In Spanien wurden die
Erdbeerpflanzen auf Erdhiigeln, bedeckt mit einer Plastikmulch-Folie unter einem Folientunnel
angebaut. In Italien, Polen und Deutschland erfolgte der Anbau auf offenem Feld. Die
Kultivierungssysteme der GoodBerry-Population stellen daher einen potenziellen
Einflussfaktor dar. Dartber hinaus haben das Pflanzdatum und die Fruchtnummer einer
Erdbeerpflanze einen Effekt (Anttonen et al. 2006). Innerhalb des GoodBerry-Projekts wurden
die Erdbeeren wahrend der Hauptsaison geerntet. Jedoch hatten insbesondere die Pflanzen
in Polen und 2017 in Italien oft nur geringe Fruchtansatze, die zu geringen Ertrégen fuhrten.
In ltalien wurden die Pflanzen 2016 dariiber hinaus deutlich spater angepflanzt (Ende statt
Anfang August), was zur starken Differenz der Metabolitengehalte zwischen beiden
Erntejahren beitragen konnte. Die Temperatur gilt als grol3er Einflussfaktor. Bei dem
GoodBerry Projekt wurden die Erdbeeren an Standorten angebaut, die verschiedene
Klimazonen und damit verschiedene Temperaturverlaufe umfassten. Das sldlichste
Anbaugebiet, Huelva in Spanien, liegt in den Subtropen, wahrend der nddlichste Standort, bei
Skierniewice in Polen zur gemaRigten Zone gehoért. Diese Unterschiede in den
Temperaturverlaufen wirkten sich deutlich auf den Erntezeitpunkt aus. Aber auch innerhalb
eines Standortes konnten zwischen beiden Ermntejahren deutliche Temperaturdifferenzen

beobachtet werden. Josuttis et al. 2011 und Wang und Zheng 2001 folgerten aus ihren
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Versuchen einen Anstieg der Gehalte einzelner Sekundarmetaboliten mit zunehmender
Temperatur. Dies betraf jedoch bei beiden Studien nicht immer dieselben Metaboliten. Bei
Josuittis et al. 2011 waren dies die Anthocyane, die Proanthocyanidine, die Ellagtannine und
Kaempferol-3-malonylglucosid. Wang und Zheng 2001 beschrieben diesen Effekt fur p-
Cumarylhexose, Quercetin-3-glucosid, Quercetin-3-glucuronid, Kaempferol-3-glucosid und
die Anthocyane Cyanidin-3-glucosid und Pelargonidin-3-glucosid. Matsushita et al. 2016
konnten hingegen eine Reduktion des MYB10 Transkriptionsfaktors und damit eine
Reduzierung der Anthocyane und reduzierte Expressionslevel der an deren Synthese
beteiligten DFR, FaGT und ANS Gene feststellen, obwohl im Vergleich zu Wang und Zheng
2001 nur leicht verdnderte Temperaturen angewandt wurden. Diese Differenzen kdnnten
durch verschiedene Sorten oder Vorbehandlungen erklart werden. Ein weiterer Umwelteffekt
ist die Wasserversorgung. Ein durch Wassermangel induzierter Stress fuhrt zur Erhéhung der
Expression von MYB10 und folglich auch zur Erhéhung der Anthocyane (Medina-Puche et al.
2014). Im GoodBerry-Projekt wurden die Pflanzen bewassert, ein kurzfristiger Wassermangel
kann allerdings nicht ausgeschlossen werden. Das Licht ist ebenfalls ein Umweltfaktor. Die
MYB10-Expression und dadurch auch die Bildung der Anthocyane kann durch Licht induziert
werden (Kadomura-Ishikawa et al. 2015). Eine Filterung von UVB-Licht in Plastiktunneln fuhrt
zu reduzierten Gehalten an Cyanidin-3-glucosid, Quercetin-3-glucuronid, Kaempferol-3-
glucosid und Kampferol-3-glucuronid (Josuttis et al. 2010). In Frankreich, wo die Erdbeeren
unter einem Tunnel kultiviert wurden, waren insbesondere Cyanidin-3-glucosid, Quercetin-3-

glucuronid und Kaempferol-3-glucuronid reduziert.

Eine Vielzahl an Umweltbedingungen varriierten an den verschiedenen GoodBerry-Standorten
und zwischen den Erntejahren. Damit ist es schwierig fur die Schwankungen der

Metabolitkonzentrationen einzelne Umweltfaktoren als Ursache zu identifizieren.

4.1.2. Genotypeneffekt auf die Metabolitengehalte

Im Gegensatz zu der franzdsischen Kreuzungspopulation (Abbildung 19) befanden sich die
Eltern der GoodBerry-Population (Abbildung 24 und Abbildung 25) bei der PCA-Analyse der
Metabolitenkonzentrationen auch am Rand der Proben, sie neigten also auch zu
Extremwerten innerhalb der Population an einzelnen Standorten. Dies kann dadurch bedingt
sein, dass es sich bei ’'Senga Sengana’ und 'Candonga’ im Gegensatz zu den Elternsorten der
franzdsischen Population um sehr unterschiedliche Sorten handelt. 'Candonga’ ist eine
spanische Varietat, wahrend es sich bei’Senga Sengana’ um eine deutsche Ziichtung handelt.
Somit kann fiir beide Sorten eine unterschiedliche Adaption an Umweltbedingungen erwartet

werden.
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Die geringsten Schwankungen der Metabolitengehalte zwischen den Genotypen waren bei
den beiden Primarmetaboliten Apfelsaure und Citronenséaure, sowie bei dem Anthocyan
Pelargonidin-3-glucosid zu erkennen. Im Schnitt lag hier ein Faktor von etwa zwei zwischen
dem Genotyp mit dem niedrigsten und dem Genotyp mit dem hdchsten Gehalt.
Maglicherweise ist der Genotypeneffekt auf die Primarmetaboliten geringer ausgepragt als auf
die Sekundarmetaboliten. Der Primarmetabolismus ist wunter anderem fur die
Energieversorgung zustandig und als solches fiir das Uberleben der Pflanze unabdingbar.
Vielen Primarmetaboliten obliegt eine Schliisselrolle im Metaboliten-Netzwerk. Das bedeutet
aber auch, dass Anderungen eines einzelnen Metaboliten sich stark auf den gesamten
Metabolismus auswirken kdnnen. Moglicherweise ist der Evolutionsdruck die Gene, die im
Primarmetabolismus involviert sind, zu erhalten, deutlich groRBer als bei dem
Sekundarmetabolismus, da Mutationen in den involvierten Genen weitreichendere Folgen
haben koénnen. Der Sekundarmetabolit Pelargonidin-3-glucosid wies auch relativ geringe
Schwankungen zwischen den Genotypen auf. Bei Pelargonidin-3-glucosid handelt es sich mit
einem Anteil von ca. 77 — 90 % um das Hauptanthocyan der Erdbeere (Lopes-da-Silva et al.
2007). Die relativ geringe Schwankung kénnte analog der beiden Primarmetaboliten auf eine
zentrale Bedeutung dieses Anthocyans hinweisen, jedoch existieren auch weil3e Erdbeeren,
also Erdbeeren mit keinen bzw. geringen Anthocyangehalten (Franz-Oberdorf et al. 2017a;
Zhao et al. 2018). Eine alternative Hypothese ist, dass durch die Zuchtung vorwiegend
Genotypen mit starker Farbe bevorzugt wurden. Pelargonidin-3-glucosid tragt maf3geblich zu
der Farbung bei. Diese Selektion flhrte méglicherweise zu einer geringen Variabilitdt des
Genpools der Elternsorten und dadurch zu relativ konstanten Gehalten innerhalb der
untersuchten Erdbeerpopulationen. Analysen aus der Literatur zeigen jedoch eine deutlich
hohere Variabilitat an Pelarginidin-3-glucosid zwischen verschiedenen Sorten (Aaby et al.
2012). Daruber hinaus sollte auch erwahnt werden, dass bei der hier angewandten Methode
die Erdbeerextrakte stark konzentriert wurden, um auch Minor-Bestandteile zu erfassen. Da
Pelargonidin-3-glucosid in sehr hohen Konzentrationen in der Erdbeere vorkommt und nur
eine relative Quantifizierung durchgefiihrt wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
sich dessen Konzentrationen im Gegensatz zu den anderen Analyten nicht mehr in einem
linearen Messbereich, sondern in einem Sattigungsbereich bei der Detektion an der LC-MS
befanden, die zu einer Unterbewertung der Variabilitat der Pelargonidin-3-glucosid-Gehalte

fuhrte. Gleiches konnte auch fiir die Citronensaure und die Apfelsaure gelten.

Bei beiden Populationen war hingegen bei den malonylierten Anthocyanen Pelargonidin-3-
malonylglucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid eine sehr hohe Differenz zwischen Gehalten
in den Genotypen zu erkennen. In beiden Fallen wiesen einzelne Genotypen auch Gehalte
unter den Bestimmungsgrenzen auf. Die GoodBerry-Population zeichnete sich durch eine

noch hohere Varianz, bedingt durch teils hdohere Konzentrationen der malonylierten
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Anthocyane, aus. Bei der franzosischen Population lag der Faktor zwischen
Bestimmungsgrenze und hochster mittlerer Genotypen-Konzentration bei ca. 10, wahrend bei
der GoodBerry-Population mit 100 der Faktor deutlich groRer war. Basierend auf einer
Konzentrationsgrenze von 200 ppm Equ. IS an Pelargonidin-3-malonylglucosid kann die
GoodBerry-Population in eine Genotypen-Gruppe mit hohen Gehalten und Genotypen mit
niedrigen Gehalten an malonylierten Anthocyanen unterteilt werden. Grundlage hierfir ist ein
ahnliches Verhalten von Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid.
Dieses Phdnomen konnte auch schon durch Yoshida und Tamura 2005 beobachtet werden.
Auf Basis der Aufteilung an Hand der Konzentration an Pelargonidin-3-malonylglucosid ergibt
sich eine Segregation der GoodBerry-Population von 28 : 26. Interessanterweise gehdren die
Elternsorte ’Candonga’, sowie deren Inzuchtlinien, zu der Genotypen-Gruppe der niedrigen

Konzentration, wahrend sich ‘Senga Sengana’ zu der hohen-Konzentrations-Gruppe zuordnen

Abbildung 63: Varianz der Pelargonidin-3-malonylglucosid-Gehalte in den beiden untersuchten
Erdbeerkreuzungspopulationen — A: Histogramm und Boxplots der Pelargonidin-3-maloylglucosid-Gehalte der
Genotypen der GoodBerry-Population; B: Histogramm und Boxplots der Pelargonidin-3-maloylglucosid-Gehalte der
Genotypen der franzdsischen Kreuzungspopulation; *: Inzuchtlinie; die Elternsorten und Inzuchtlinien sind gemarf
der Konzentrationsgrenze von 200 ppm Equ. IS gefarbt. Bei fehlenden Boxplots liegen die Gehalte unter der
Bestimmungsgrenze (LOQ).
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l&sst. In der franzosischen Population haben alle Genotypen, auch beide Eltern ‘CF1116’ und
‘Camarosa’, Gehalte unter 200 ppm Equ. IS an Pelargonidin-3-malonylglucosid (Abbildung
63).

Die Seggregation, die deutlich bei den malonylierten Anthocyane zu erkennen ist, konnte nicht
bei den malonylierten Flavonolen beobachtet werden.

Bei Anwendung der mendelschen Vererbungs-Regeln (Mendel 1866) bedeutet die 1:1
Aufspaltung der GoodBerry-Population beziiglich der malonylierten Anthocyane, sowie die
fehlende Aufspaltung in den 'Candonga’-Inzuchtlinien und der franzdsischen Population, im
Ruckschluss, dass ein dominantes Gen fir die Vererbung der hohen Konzentrationen an den
malonylierten Anthocyanen verantwortlich ist. Dieses dominante Gen liegt heterozygot in
‘Senga Sengana’ vor, fehlt aber in den Varietaten 'Candonga’, ‘CF1116’ und ’Capitola’. Auch
Uber die weiteren im Rahmen dieser Arbeit analysierten Sorten kann eine Aussage beziglich
der Konzentrationen der malonylierten Anthocyane bzw. der Vererbung des verantwortlichen
Gens getroffen werden. Die niederléandische Sorte ’Elsanta’ hat hohe Gehalte, besitzt also das
verantwortliche Gen, wahrend 'Camarosa’, eine Zlichtung aus Kalifornien, eine niedrige

Konzentration der malonylierten Anthocyane hat und folglich dieses Gen nicht besitzen sollte.

Yoshida et al. 2000 kamen in ihrer Studie Uber die Vererbung von Pelargonidin-3-
malonylglucosid zu ahnlichen Ergebnissen. Jedoch unterschieden sie bei der Vererbung nicht
zwischen Genotypen niedriger Gehalte und hoher Gehalte, sondern zwischen Genotypen mit
oder Genotypen ohne das malonylierte Anthocyan. Vermutlich ist dies auf die verwendeten
Analysenmethoden zuriickzufihren. Wahrend in dieser Arbeit 1 g Probenmaterial in 0,070 ml
geldst wurde waren es bei Yoshida et al. 2000 3,0 ml. Dartiber hinaus wurde in dieser Arbeit
mit einer LC-MS gearbeitet, wahrend Yoshida et al. 2000 ein einfaches HPLC-System fur die
Analyse der Erdbeerextrakte verwendeten. Die hier angewendete Analysenmethode ist
deutlich sensitiver als die von Yoshida et al. 2000. Bei den in der Studie von Yoshida et al.
2000 als Genotypen ohne Pelargonidin-malonylglucosid bezeichneten Genotypen handelt es
sich vermutlich analog dieser Arbeit um Genotypen mit einer geringen Konzentration an dem

malonyliertem Anthocyan.

Spurenmengen an malonylierten Anthocyanen kénnen auch allein auf deren Vorkommen in
den Nusschen zuriickzufiihren sein, wenn ganze Friichte (mit Nisschen) aufgearbeitet werden
(Yoshida und Tamura 2005). Die Verteilung der Anthocyane ist stark von dem Fruchtgewebe
abhangig. Im Fruchtfleisch dominiert Pelargonidin-3-glucosid, wahrend in den Nisschen das
Verhaltnis von Cyanidin-3-glucosid und Pelargonidin-3-gucosid annahrend ausgeglichen ist
(Aaby et al. 2005). Das Verhaltnis des malonylierten zu dem nicht-malonylierten Pelargonidin-

3-glucosid ist in den Nusschen groRer (Aaby et al. 2005; Yoshida und Tamura 2005).
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Der Gehalt an malonylierten Anthocyanen konnte auch durch ein mit HCI angesauertes
Extraktionsmittel bzw. eine starke Einengung des Extrakts und damit Aufkonzentrierung der
enthaltenen S&uren unterbewertet werden (Lopes-da-Silva et al. 2007). Die Esterbindung der
verknupften aliphatischen S&auren kann durch sehr niedrige pH-Werte hydrolysiert werden. Bei
der verwendeten Methode wurde vollstdndig auf eine Ansauerung des L&sungsmittels
verzichtet. Die Erdbeerextrakte inklusive der natirlich vorkommenden Sauren wurden jedoch
stark eingengt und dennoch wurden auch sehr geringe Gehalte an malonylierten Anthocyanen
detektiert.

Yoshida et al. 2000 untersuchten nicht nur die Kreuzungs-Population von zwei Sorten mit
niedrigen Konzentrationen an Pelargonidin-3-malonylglucosid bzw. fehlendem Pelargonidin-
3-malonylglucosid, sowie zweier Sorten, die sich bezuglich dieses Merkmals unterschieden,
sondern auch eine Inzuchtlinie einer Sorte mit hohen Gehalten. Fir die Inzuchtlinie ergab sich
eine 3 : 1 Aufspaltung der Population. Offensichtlich ist die verwendete Elternsorte 'Nyoho’
ebenfalls heterocygot beziiglich dieses Merkmals. Darliber hinaus konnten Yoshida et al. 2000
die Vererbung des Phéanotypen bzgl. Pelargonidin-3-malonylglucosid in der Zichtung der
japanischen Sorten nachvollziehen. Dabei kamen sie zu der Schlussfolgerung, dass das fur
den Pelargonidin-3-malonylglucosid-Phanotypen verantwortliche Gen in den japanischen
Sorten hoher Konzentrationen vermutlich Uberwiegend heterocygot vorliegt und die
homocygote Vorlage dieses Gens sich daher eventuell negativ auf die Fruchtproduktion

auswirken konnte.

Ein groRRer Unterschied bezlglich der malonylierten Anthocyane kann nicht nur in Erdbeeren,
sondern auch in anderen Pflanzenarten festgestellt werden. Analog den Erdbeeren kénnen
rote Mais (Zea Mays)-Linien nach Malonylierungsgrad der Anthocyane in zwei Genotyp-
Gruppen unterteilt werden (Paulsmeyer et al. 2017). Durch QTL-Analysen einer Kreuzung von
Genotypen, mit unterschiedlichen Malonylierungsgrad, gelang es eine Malonyltransferase auf
Chromosom 1 zu identifizieren, die fur die differenzierte Auspragung der Malonylierung
innerhalb der Kreuzungspopulation (3 : 1 Segregation) verantwortlich ist. Der Knockout dieses
Gens in einer Transposon getaggten Linie der UniformMu-Linien bestatigte die Funktion des

Gens.

Auch in Wein (Vitis vinifera) kann ein dhnliches Phanomen beobachtet werden. Varietaten wie
‘Cabernet Sauvignon’ enthalten acylierte Anthocyane, wéhrend es anderen Varietaten wie
'Pinot Noir’ an diesen Anthocyanen mangelt (Rinaldo et al. 2015). In dem Fall von 'Pinot Noir’
konnte eine Mutation im Gen der Malonyltransferase VV3AT, die zu einer Verklrzung des

Proteins fuhrt, als Ursache fir die fehlenden acylierten Anthocyane identifiziert werden.
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Die Acylierung von Anthocyanen in Wein erhoht die Stabilitaét der Anthocyane und kann
dadurch zu einer verlangerten Farbstabilitit beitragen (van Buren et al. 1968). Diese
Beobachtung konnte von Suzuki et al. 2002 durch Experimente mit Cyanidin, Cyanidin-3-
glucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid bestatigt werden. Bei pH 2 konnte nach mehr-
stundiger Inkubation bei 30 °C keine Veranderung der Absorption der drei Anthocyan-Formen
bei 520 nm beobachtet werden. Bei pH 5 und pH 7 wurde die Absorption nach einer Stunde
deutlich reduziert. Diese Reduzierung war bei dem Malonylglucosid (-48 % bzw. -38 %)
deutlich am schwéchsten. Das Glucosid zeigte mit -96 % bzw. -70 % eine leicht bessere
Absorption als das Aglykon Cyanidin mit -100 % bzw. -70 %. Durch Ansduerung konnte dieser
Absorptionsverlust bei dem Glucosid und dem Malonylglucosid im Gegensatz zu dem Aglykon
wieder vollstandig ausgeglichen werden. Basis hierfir ist das Gleichgewicht der Anthocyane
zwischen verschiedenen molekularen Strukturen (Abbildung 64) (Brouillard und Dubois 1977).
Nur eine Gleichgewichtsform, das Flavylium-lon, ist verantwortlich fir die rote Farbe des
Cyanidins (Mazza 1993). Der pH-Wert hat jedoch einen starken Einfluss auf das
Gleichgewicht. Bei hoheren pH-Werten wird der Anteil an Flavylium-lon zunehmend reduziert.
Die Malonylierung erhoht die pH-Toleranz der Flavylium-Form und sorgt dadurch fur eine
hohere Farbstabilitdt bzw. -intensitéat auch bei héheren pH-Bereichen (Suzuki et al. 2002).
Diese Eigenschaft der malonylierten Anthocyane bzw. der Erdbeergenotypen mit erhéhten
Gehalten an Cyanidin-3-malonylglucosid und Pelargonidin-3-malonylglucosid kénnte auch
kommerziell fir Erdbeerprodukte von Interesse sein. Farbe und Farbstabilitat ist ein Teil der
Produktqualitat. Eine weitere Eigenschaft der malonylierten Anthocyane ist der Schutz vor

Deglucosylierung durch B-Glucosidasen (Suzuki et al. 2002).
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Abbildung 64: Anthocyan Gleichgewicht nach Mazza et al. 2002; R = Glucose

Eine Diskriminierung beziiglich der Malonylierung in verschiedenen Pflanzen-Varietaten kann

jedoch nicht nur bei Anthocyanen, sondern auch bei anderen Flavonoiden, wie den Flavonolen
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beobachtet werden. In Blattern von Maulbeeren (Morus ssp.) wird die Bildung von Quercetin-
3-malonylglucosid vermutlich durch ein dominantes Gen vererbt (Sugiyama et al. 2013).

Die Konzentration der Sekundarmetaboliten wird stark von dem Genotyp beeinflusst. Die
Konzentrationen einzelner Metaboliten, wie der malonylierten Anthocyane, lasst sich deutlich
auf die Vererbung durch einen Elternteil innerhalb der Population zurlckfuhren. Dies
unterstreicht die Bedeutung der Auswahl der Elternlinien bei der Zichtung. Fur andere
Metaboliten, wie den Flavanolen, ergaben sich auch deutlich héhere Gehalte einzelner
Genotypen als bei den Eltern, was die Komplexizitat der Vererbung verdeutlicht.

Die Zichtung neuer Sorten ist ein langwieriger Prozess und umfasst nicht nur die Kreuzung
zweier Eltern, sondern auch die Vermehrung, Bewertung und Auslese der Nachkommen Uber
mehrere Jahre hinweg (Petit 2017; Soria 2017). Um gezielter neue Sorten zu ziichten, kénnen
an Hand von Genmarkern schon im friihen Zuchtstadium verlassliche Vorauslesen stattfinden
(Mezzetti et al. 2018). Die Basis dafir ist eine valide Identifizierung von Genmarkern (Folta et
al. 2011). Hierfur ist die Kombination von Genanalysen in Verbindung mit Phanotyp-
Parametern, wie dem Gehalt einzelner Metaboliten entscheidend (Slovin und Michael 2011).
Im Rahmen des GoodBerry-Projekts sollen die hier dargestellten Metaboliten-Daten auch mit

separat analysierten QTL- und Transkriptom-Daten verknupft werden.

4.1.3. Korrelationen der Metabolitengehalte

Die Metabolitengehalte der Genotypen der GoodBerry-Population und der franzdsischen
Kreuzungspopulation wurden gemall Spearman auf Korrelationen analysiert. Die mit am
starksten ausgepragten Korrelationen betrafen die analysierten Flavanole. Die Gehalte dieser
Metaboliten korrelierten stets stark signifikant positiv miteinander. Die Korrelation war dabei

unabhangig vom Polymerisierungsgrad und Monomer.

Proanthocyanidine, oder auch kondensierte Tannine genannt, entstehen durch die
Polymerisierung von Flavanol-Monomeren, wie Catechin (He et al. 2008). Die Verknipfung
der Monomere findet Ublicherweise zwischen C4, der oberen Einheit, und C8 oder C6, der
unteren Einheit, durch eine a- oder B-Bindung statt (Bruyne et al. 1999). Dartber hinaus
besteht auch noch die Mdglichkeit einer Etherbindung des C2 der oberen Einheit mit dem
Sauerstoff der Hydroxygruppe an C7 oder C5 der unteren Einheit (Gu et al. 2003). Des
Weiteren kénnen Proanthocyanidine oder die Flavanol-Monomere auch mit Gallussaure oder
anderen Acylgruppen, wie Phenylpropanoiden, verestert werden (Constabel 2018). In der
Erdbeere wurden bisher jedoch nur B-Procyanidine bzw. B-Proanthocyanidine ohne
Acylierung nachgewiesen (Enomoto et al. 2019; He et al. 2008; Gu et al. 2003). Der B-

Namenszusatz beschreibt Proanthocyanidine mit einer Bindung zwischen C4 und C8 oder C6
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Abbildung 65: lonenspur-Chromatogramme fiir die Bestimmung von Flavanolen — quantifizierte Peaks sind markiert;
EIC: extrahiertes lonenchromatogramm mit Nennung des selektierten m/z Verhaltnis und dem Modus (negativ).

(He et al. 2008). Der durchschnittliche Polymerisierungsgrad, also die Anzahl der Monomer-
Einheiten, der Erdbeeren betrug in der Studie von Buendia et al. 2010 abhéngig von der Sorte
zwischen 3,4 und 5,8. Im Vergleich dazu haben Himbeeren eine durchschnittlichen
Polymerisierungsgrad von 2,1 und schwarze Johannisbeeren hingegen von 38,7 (Gu et al.
2003). Da bei der vorliegenden Arbeit die Detektion mittels LC-MS auf einen
niedermolekularen Bereich beschrankt war, konnten die Proanthocyanidine nur bis zu einem
Polymerisierungsgrad von 3, also Monomere, Dimere und Trimere bestimmt werden. Obwohl
im Massenspektrum noch weitere Proanthocyanidine zu vermuten waren, beschrankte sich
die Analyse zudem auf wiederholt gut trennbare und eindeutig identifizierbare Produktpeaks
(Abbildung 65). Die Endeinheit der Erdbeer-Proanthocyanidine ist ausschlief3lich (Epi)catechin
(Buendia et al. 2010). Davon sind ca. 60 % Catechin und ca. 40 % Epicatechin (Gu et al.
2003). In den Verlangerungseinheiten dominiert mit einem Anteil von 60 — 70 % erneut
(Epi)catechin gegentber (Epi)afzelechin mit nur 6 — 10 % (Buendia et al. 2010). Im Gegensatz
zu den Endeinheiten tberwiegt hier jedoch deutlich Epicatechin gegenlber Catechin (Gu et
al. 2003). Obwohl sehr viel Uber die Strukturen und den Biosyntheseweg der
Proanthocyanidine bekannt ist, ist der Polymerisierungsmechanismus noch nicht vollstandig
aufgeklart (James et al. 2017). Es wird sowohl ein enzymatischer (mittels Polyphenoloxidase)
als auch ein nicht enzymatischer Mechanismus diskutiert (He et al. 2008). Eine zentrale Rolle
in diesen Theorien spielt das Carbokation, das durch einen nucleophilen Angriff von

(Epi)catechin zur Polymerisierung fuhren kénnte. Die kirzlich erschienene Studie von Wang
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et al. 2020 konnte erstmals Carbokationen nachweisen und die Bildung von Procyanidin B2
und B3 simulieren, wodurch die Rolle des Carbokations bestétigt werden konnte. Die Vielfalt
an Proanthocyanidinen in den Erdbeerfriichten, sowie die starke Korrelation untereinander
unabhéngig vom Polymerisierungsgrad deuteten auf eine relativ ungesteuerte
Polymerisierung hin. Dies kdnnte auch durch die Beteiligung des Carbokations erklart werden.
Nach Initiation ausgelost durch die Oxidation des Flavanol-Monomers, unterliegt das
Carbokation mdoglicherweise ungerichtet einem nucleophilen Angriff anderer Flavanole.
Jedoch wurde bei der Analyse anderer Pflanzengewebe deutlich, dass die Zusammensetzung
der Proanthocyanidine abhangig vom Zellgewebe auch variieren kann. Darliber hinaus kann
der Polymerisierungsgrad der Erdbeerfriichte variieren (Buendia et al. 2010). Das bedeutet,
dass bei der Polymerisierung ein Kontrollmechanismus vorhanden ist, der diese steuert. Dies
konnte zum einen durch die Verfligbarkeit der Monomere oder zum anderen auch durch
andere Einflussfaktoren, wie dem pH-Wert, geschehen. Ein &hnlicher Kontrollmechanismus
wird auch fir die Polymerisierung von Lignin, einem weiteren Polyphenol-Polymer,
angenommen (Tobimatsu und Schuetz 2019). Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass
die Acidifizierung der Vakuole mittels einer Plasmamembran H*-ATPase essentiell fur die
Bildung von Proanthocyanidinen in Arabidopsis thaliana ist (Baxter et al. 2005). Eine
Steuerung der Struktur der Endprodukte kénnte moglicherweise auch Uber Dirigierende
Proteine erfolgen (Tobimatsu und Schuetz 2019; Effenberger et al. 2017). Aber nicht nur die
Gehalte der Polymere korrelieren untereinander, sondern auch der Gehalt an Catechin
korreliert ebenso stark mit denen der Proanthocyanidinen. Das deutet darauf hin, dass die
Polymerisierung ein essenzieller Prozess fiir die Pflanze ist. Die Polymerisierung verhindert
maoglicherweise, dass Flavan-3-ole, wie Catechin, phytotoxische Konzentrationen annehmen
(Kaushik et al. 2010; Baxter et al. 2005). AuRRerdem verdndert die Polymerisierung die
chemischen und biologischen Eigenschaften der Ursprungsmolekiile. Eine Besonderheit der
Proanthocyanidine ist ihre adstringierende bzw Protein-bindende Eigenschaft, auf Grund derer
sie auch kondensierte Tannine genannt werden (Bruyne et al. 1999; Peleg et al. 1999;
Hagerman und Butler 1981; Hofmann et al. 2006). Analog dazu erhéht die Polymerisierung
auch die antimikrobiellen und antiviralen Eigenschaften der Proanthocyanidine (Takechi et al.
1985; Baldé et al. 1991). In der Erdbeerfrucht sind Flavan-3-ole hauptsachlich in den
Nusschen, der Haut und den Leitbindeln vorhanden und tragen dort vermutlich zum Schutz
vor Pathogenen bei (Niziot et al. 2019; Enomoto et al. 2019). Interessanterweise sind
Proanthocyandine, die nur (Epi)catechine enthalten, in héheren Konzentrationen in den
Leitbiindeln als in der Epidermis enthalten, wahrend Proanthocyanidine mit (Epi)afzelechin
Einheiten in beiden Geweben in etwa gleichen Konzentrationen vorhanden sind (Enomoto et
al. 2019). Die Analyse der gesamten Erdbeerfrucht zeigte keine Differenzierung beziiglich der

enthaltenen Untereinheiten der Proanthocyanidine.
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Bei der GoodBerry-Population und der franzdsischen Kreuzungspopulation traten neben der
sehr starken Korrelation innerhalb der Flavanolgehalte auch positive Korrelationen innerhalb
der Anthocyangehalte auf. Diese waren jedoch tUberwiegend schwacher ausgepragt als bei
den Flavanolen und Anthocyan-Paar spezifisch. Eine der starksten Korrelationen konnte stets
zwischen den Gehalten an Cyanidin-3-glucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu war die Korrelation innerhalb der Pelargonidin-Gehalte deutlich
geringer ausgepragt. In der franzésischen Population konnte keine signifikante Korrelation der
Konzentration von Pelargonidin-3-malonylglucosid mit Pelarginidin-3-glucosid bestimmt
werden. Ebenso korrellierte der Pelargonidin-3-malonylglucosid-Gehalt nicht mit dem
Cyanidin-3-malonylglucosid-Gehalt. Diese Tatsache ist vermutlich darauf zuriickzufihren,
dass in der franzésischen Population ausschlieBlich Genotypen mit geringen Gehalten an
malonylierten Anthocyanen vorhanden sind, weswegen der Korrelationseffekt der Genotypen
mit hohen Gehalten fehlt, der in der GoodBerry-Population vorhanden ist. Auf Grund der
geringen Gehalte an Pelargonidin-3-malonylglucosid in den Friichten der Genotypen kdnnten
unterschiedliche Biosyntheseraten, die die Menge des Pelargonidin-3-glucosids beeinflussen
die Signifikanz der direkten Korrelation mit dem Gehalt des malonylierten Metaboliten mindern.
Ein interessanter Aspekt im Bezug auf die GoodBerry-Population war die Genotypen-
abhéngige Korrelation der Gehalte beider malonylierten Anthocyane mit ihren nicht
malonylierten biosynthetischen Vorlaufern Pelargonidin-3-glucosid und Cyanidin-3-glucosid,
die verdeutlichte, dass der Grund fur die unterschiedlichen Konzentrationen an malonylierten
Anthocyanen auf eine unterschiedliche Umsetzungsrate bzw. Aktivitat von Anthocyan-
Malonyltransferasen zurtckzufuhren ist. In Bezug auf die Korrelation wurde die
Umsetzungsrate des Pelargonidins mit der des Cyanidins miteinander verglichen. Dabei fiel
auf, dass in den Genotypen mit niedriger Malonyltransferase-Aktivitat im Verhaltnis mehr
Cyanidin-3-glucosid umgesetzt wurde als Pelargonidin-3-glucosid im Vergleich zu den
Genotypen mit einer hohen Aktivitat. Dies konnte nicht nur auf eine unterschiedliche
Enzymaktivitdt, sondern auch Substratspezifitit der involvierten Malonyltransferasen
hindeuten. Yoshida und Tamura 2005 postulieren, dass Spurenmengen an malonylierten
Anthocyanen immer in den Nisschen zu finden sind. AuBerdem konnten sie im Blutenboden
und Nusschen von Genotypen niedriger Konzentrationen an malonylierten Anthocyanen ein
anndhernd gleiches Verhaltnis der Cyanidine feststellen, wéhrend das Verhaltnis von
Pelargonidin-3-malonylglucosid zu Pelargonidin-3-glucosid im Blutenboden deutlich geringer
ausfiel als in den Nusschen. In Erdbeeren mit hohen Gehalten war bei beiden Verhaltnissen
kein wesentlicher Unterschied zwischen Bliutenboden und Nisschen feststellbar, was
wiederum die Hypothese unterschiedlicher Enzymaktivitat und Substratspezifitditen zwischen

den Erdbeergenotypen unterstiitzen wiirde.
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Die Gehalte der malonylierten Anthocyane wiesen auch eine Korrelation zu den Gehalten der
malonylierten Flavonolen auf. Bei Pelargonidin-3-malonylglucosid war diese besonders stark
mit Kaempferol-3-malonylglucosid und bei Cyanidin-3-malonylglucosid mit Quercetin-3-
acetyl/malonylglucosid ausgepréagt. Dies kann durch eine Substratpromiskuitat der
Malonyltransferasen erklart werden, die neben den Anthocyanen auch Flavonole akzeptieren
konnen. Pelargonidin und Kaempferol haben dieselbe Struktur im B-Ring (4'-Hydroxylierung).
Fur Cyanidin und Quercetin ist eine zusatzliche Hydroxylierung mittels Flavonoid-3‘-
Hydroxylase fiur ihre 3'4‘-Hydroxy-B-Ring Struktur notwendig, wodurch die bessere

Korrelation erklart werden kann.

Anhand der Konzentrationen an Quercetin-malonylglucosid und Kaempferol-malonylglucosid
war keine klare Differenzierung in Genotypen mit niedrigem und hohern Gehalt méglich. Dies
bedeutet, dass die Malonyltransferase, die fur den erhohten Gehalt an malonylierten
Anthocyanen im Blitenboden die Ursache ist, nicht im selben Ausmal3 auch die Gehalte an
malonylierten Flavonolen erhoht. Die betreffende Malonyltransferase weist wahrscheinlich
eine hohe Substratpraferenz fir Anthocyane auf. Eine andere mdgliche Ursache ware ein
gewebespezifisches Vorhandensein von Substraten. Fait et al. 2008 berichten von einer
besonders hohen Konzentration von Kaempferol-malonylhexosid in den Nusschen reifer
Erdbeerfriichte. In der Erdbeerfrucht ist Kaempferol-hexosid am hdchsten in den Nidsschen
des weiRen Fruchtstadiums konzentriert. In der reifen Frucht hat Kaempferol-hexosid im
Blutenboden jedoch eine etwas héhere Konzentration als in den Nisschen bei diesem
Fruchtstadium. Darlber hinaus konnten Fait et al. 2008 einzig im Blitenboden der reifen
Frucht Kaempferol-acetylhexosid nachweisen. Die Acetyl-substituierten Flavonole kénnen zur

Konzentration in den Misch-Spuren beitragen und so die Korrelation beeinflussen.

In beiden unterschiedlichen Erdbeerpopulationen korrelierten die Gehalte der Anthocyane
auch mit denen weiterer Flavonole und auch den Gehalten der Flavanole. Die Korrelation mit
den Flavanolgehalten war jedoch bei den Pelargonidin-Derivaten, wenn signifikant vorhanden,
bei der franzésischen Population stets positiv und bei der GoodBerry-Population Giberwiegend
negativ ausgepragt. Auch bei den Flavonolgehalten tGberwog in der franzdsischen Population
eine positive Korrelation mit den Pelargonidinen, wahrend bei der GoodBerry-Population eine
negative Korrelation tUberwog. Dieses gegenlaufige Verhalten spiegelt den Einfluss der
Genotypen wider. Wahrend in der franzdsischen Population (berwiegend die
Gesamtregulierung der Flavonoid-Synthese im Vordergrund steht, hat die Konkurrenz um die
Endprodukte bei der GoodBerry-Population eine gré3ere Bedeutung. Da bei der GoodBerry-
Population fiir den Cyanidin-3-glucosid-Gehalt im Gegensatz zu den Pelargonidinen in der

Regel auch eine positive Korrelation mit den Flavonolen und Flavanolen zu beobachten war,
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deutet dies auch auf eine bedeutendere Rolle der Flavonoid-3‘-Hydroxylase beim Metaboliten-
Fluss in der GoodBerry-Population hin.

Eine Korrelation, die jedoch unabhangig von der Erdbeerpopulation auftrat, war eine negative
Korrelation der Ellagsaure-Gehalte mit den Glutathion-Gehalten. Im Gegensatz dazu
tendierten die Flavanolgehalte zu einer positiven Korrelation mit den Glutathion-Gehalten.

Glutathion ist ein ubiquitdr vorkommendes Tripeptid SH
o] o) o)
bestehend aus Glutaminsaure, die Uber die Y- H
. . . ) Ho)l\./\/U\N/([(N\)J\OH
Carboxgruppe an Cystein gebunden ist, sowie Glycin H H g
2

(Abbildung 66) (Beutler 1989). Die Bioaktivitdt des
Glutathions ist vor allem durch die Thiol-Gruppe des ~ /APPlldung 66: Glutathion

Cysteins bedingt (Zagorchev et al. 2013). Glutathion oder Glutathion-Homologe sind
lebensnotwendig fur Pflanzen (Cairns et al. 2006), aber auch fir andere Organismen wie
Saugetiere (Meister 1994). Glutathion ist ein zentrales Element des Redox-Systems der Zellen
(Foyer und Noctor 2005). Es ist auch als Cofaktor bei vielen biochemischen Reaktionen
beteiligt (Noctor et al. 2012). Neben der funktionellen Ahnlichkeit mit den Polyphenolen als
Antioxidanz interagiert Glutathion mit den Flavonoiden als ein Element deren
Transportsystems (Zhao 2015). Vor Kurzem konnte nachgewiesen werden, dass die
Aufnahme von Cyanidin-3-glucosid mittels ABC-Transporter abhdngig von einem Co-
Transport von Glutathion ist (Behrens et al. 2019). Die Proanthocyanidine werden in den
Vakuolen der Pflanzen synthetisiert, daher ist der Transport der Flavanole zu diesem
Zellkompartiment entscheidend, wodurch die positive Korrelation der Flavanolgehalte mit den
Glutathion-Gehalten erklart werden kann. Dies erklart jedoch nicht die negative Korrelation mit
dem Ellagsaure-Gehalt. Jedoch ist fir die HHDP-galloyl-glucose, welches Uber den gleichen
Syntheseweg wie die Ellagsaure produziert wird, keine signifikante Korrelation der Gehalte mit
den Glutathion-Gehalten zu erkennen. Das deutet darauf hin, dass Ellagsaure eine besondere

Rolle im Pflanzen-Metabolismus hat, mdglicherweise als Regulator.

4.2. Allergengehalte der GoodBerry-Kreuzungspopulation ‘Senga Sengana’ x
’Candonga’

Von einem Subset der Genotypen der GoodBerry-Population wurde mittels indirekt

kompetitiven ELISA der Fra a 1-Gehalt der Erdbeerfriichte bestimmt. Die Variation des

analysierten Allergengehaltes befand sich in einem &hnlichen Bereich wie bei den Analysen

verschiedener Fragaria-Varietaten von Kurze et al. 2018. Ebenso konnte innerhalb einer

Saison an einem Standort ein Effekt des Genotyps, sowie zwischen den Jahren ein saisonaler

Effekt beobachtet werden. Auch Alm et al. 2007 kamen zu dem Schluss, dass sowohl der
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Genotyp als auch die Wachstumsbedingungen den Gehalt an Fra a 1 beeinflussen und
folgerten das deswegen fiir eine Beurteilung eines Genotyps dieser unter verschiedenen
Umweltbedingungen betrachtet werden sollte. Allerdings zeichnete sich innerhalb der
GoodBerry-Population kein Genotyp aus, der Uber die beiden beprobten Jahre und alle
Standorte hinweg einen signifikant hoheren oder niedrigeren Allergengehalt aufwies. Dies
deutet auf eine starke Umwelt-Genotypen-Interaktion von Fra a 1 hin.

Der beobachtete saisonale Effekt betraf insbesondere einen signifikanten Anstieg der
Allergengehalte in Deutschland im Jahr 2018 im Vergleich zum Vorjahr. Studien von Ishibashi
et al. 2019 konnten ebenfalls einen saisonalen Effekt bei der Genexpression von Fra a 1.01
erkennen und fuhrten dies auf einen Kaltestress zurlick, da erhohte Proteingehalte vor allem

in den Wintermonaten feststellbar waren und eine Beschattung keinen Effekt zeigte.

Bei Vergleich der Wetterdaten des deutschen Standorts (Hansabred) fallt auf, dass sich der
Temperaturverlauf der beiden Anbau-Jahre deutlich unterscheidet (Abbildung 67). Im Frihjahr
2018 kam es nach einem milden Winter im Gegensatz zum Vorjahr zu zwei Frostperioden,
gefolgt von deutlich héheren Temperaturen im April, die auch zu einer etwas friiheren Ernte
als im Vorjahr fuhrten. Dieser Temperaturstress kdnnte also die Ursache der erhdhten Fra a 1-
Gehalte im Jahr 2018 in Deutschland sein. Jedoch waren &hnliche Wettereffekte auch am
Standort in Polen zu sehen. Darlber hinaus wurden in Polen im Gegensatz zu Deutschland
Frost-Effekte auf die Erdbeerpflanzen nicht mit einem Anti-Frost-FlieR gemildert. Fir die
polnischen Proben konnte aber nur fir den Genotyp H110 ein signifikant hoherer Fra a 1-
Gehalt im Vergleich zum Vorjahr beobachtet werden. Hohe Temperaturen wahrend der
Fruchtreifung im Gegensatz zu milden und homogeneren Bedingungen waren bei Tulipani et
al. 2008 eine Erklarung fur reduzierte Fra a 1-Gehalte in grinen und rot/wei3en Friichten.
Jedoch konnte bei der reifen Frucht keine eindeutige Tendenz mehr festgestellt werden. Auch

eine der vier untersuchten Varietaten verhielt sich bei der Fruchtreifung gegenlaufig.
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Abbildung 67: Temperaturverlauf in Deutschland (am Standort Hansabred) der Anbaujahre 2016/2017 und
2017/2018 — min/ max: Temperaturminimum bzw. —maximum. Hervorgehoben sind die Ernteperioden (Ernte) der
Friichte in den Jahren 2017 bzw. 2018. blau: Temperaturverlauf 2016/2017, blau: Temperaturverlauf 2017/2018.

129



4 .Diskussion

Okochi et al. 2020 konnten zeigen, dass die Auswirkungen der Kélte auf das Erdbeerallergen
Fra a 1.01 Pflanzenorgan-spezifisch sind. Eine Kaltebehandlung bei 4 °C tber 28 Tage flhrte
bei der Krone und den Wurzeln zu einem starken Anstieg und bei den reifen Friichten zu einem
leichten Anstieg des Fra a 1.01-Transkriptionslevels. In Blattern wurde das Transkriptionslevel
jedoch gleichzeitig reduziert. Okochi et al. 2020 postulierten, dass durch eine Kaltebehandlung
der jungen Friichte die Proteine im reifen Fruchtstadium vermehrt angesammelt werden

konnten.

Unabhangig von der Temperatur gibt es noch weitere Einflussfaktoren, die die Gehalte der
Fra a 1-Homologen beeinflussen. Eine Behandlung geernteter Friichte mit UVC flhrte zu einer
erhéhten Konzentration an Fra a 1-Proteinen (Severo et al. 2015). Besbes et al. 2019b konnten
durch eine Pathogen-Infektion die Transkription von PR-10-Homologen erhdhen. Die
Veréanderung war Gen- und Organ-abhangig.

Die Genexpression in verschiedenen Pflanzenorganen ist fir jedes Fra a 1-Homolog
unterschiedlich (Mufioz et al. 2010; Besbes 2018). Auch die Phosphorylierungs-abhangige
RNAse-Aktivitat der Fra 1 Homologe ist Isoform-spezifisch. Folglich ist die Funktion der
Fra a 1-Proteine abhéngig vom Homolog. Bei der Quantifizierung mittels ELISA wird nicht
selektiv ein Fra a 1-Homolog quantifiziert. Auf Grund der groRen strukturellen Ahnlichkeit kann
der polyklonale IgE-Antikdrper potenziell verschiedene Homologe binden. In Kombination mit
einer unterschiedlichen Sensitivitdt der Homologe auf Umweltreize sowie einer Genotypen-
Abhangigkeit der einzelnen Homologe kdnnte dies zu der starken Genotyp-Umwelt-Interaktion

des Fra a 1-Gehaltes beitragen.

Die Fra a 1-Gehalte wurden auf Korrelation mit den Metabolitengehalten analysiert. Die beiden
am deutlichsten ausgepragten Korrelationen konnten zwischen den Fra a 1-Gehalten und
Glutathion- (positiv) und Cyanidin-3-malonylglucosid- (negativ) Gehalten beobachtet werden.
Negative Korrelationen waren auch mit Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-

glucosid vorhanden.

Mufoz et al. 2010 konnten bereits eine Korrelation zwischen den Gehalten der Anthocyane
und der Fra a 1.01- und Fra a 1.03-Expression feststellen. Eine transiente Herunterregulierung
der Fra a 1-Expression in Frichten via Agroinfiltration resultierte in reduzierten Gehalten an
Pelargonidin-3-glucosid, Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-glucosid bedingt
durch eine verringerte Expression des Phenylalanin-Ammonial-Lyase-Gens (PAL) und des
Chalkonsynthase-Gens (CHS). Jedoch impliziert dies eine positive Korrelation, wahrend das
vorliegende Datenset eine negative Korrelation zeigt. Dariiber hinaus konnte im vorliegenden
Datensatz keine Korrelation mit dem Gehalt des Hauptanthocyans der Erdbeere, Pelargonidin-

3-glucosid, abgeleitet werden.
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Die Malonylierung wird mit einer verbesserten Aufnahmeféahigkeit in die Vakuole in Verbindung
gebracht. Es existieren MATE-Transporter die spezifisch acylierte Anthocyane transportieren
konnen (Gomez et al. 2009). Diese kommen Uberwiegend im Tonoplast vor. Der Verlust des
Anthocyan-Transporters MATE2 im Gestutzten Schneckenklee (Medicago truncatula)
resultierte in reduzierten Anthocyangehalten (Zhao et al. 2011). Dies verdeutlicht, dass der
zellulare Transport der Metaboliten ein zentrales Element bei der Lenkung der Metaboliten-
Strome ist. Eine Verringerung bzw. Erhéhung der Malonylierung kdnnte sich potenziell ebenso
auf den Metaboliten-Fluss auswirken, da die Transportfahigkeit der Anthocyane in die Vakuole

verandert wird.

Fra a 1-Proteine kénnen Flavonoide binden und verringern dadurch mdoglicherweise die
Diffusion oder spielen beim Transport der Flavonoide in spezifische Zellkompartimente eine
Rolle (Casafal et al. 2013). Die negative Korrelation der Fra a 1-Gehalte mit den malonylierten
Anthocyanen kdnnte darauf zurlickzufuhren sein, dass Fra a 1 einen alternativen Transport-

bzw. Regulierungsprozess im Vergleich zur Malonylierung darstellt.

Glutathion ist Teil des Pflanzenabwehrsystems (Hasanuzzaman et al. 2017). Glutathion kann
Radikale binden und dadurch den ROS-Spiegel in der Pflanze regulieren (Zagorchev et al.
2013). ROS in Pflanzen kénnen durch Stress induziert werden und sind ein wichtiges
Pflanzensignal (Meyer 2008; Noctor et al. 2002). Ein erhdhter Glutathion-Gehalt in Pflanzen
wird in Verbindung mit verbesserter Toleranz gegentiber hohem Salzgehalt (Roxas et al. 1997;
Ruiz und Blumwald 2002), Durre (Hasanuzzaman und Fujita 2011; Alam et al. 2013) und
Temperaturstress (Kocsy et al. 2001; Kocsy et al. 2002; Dash und Mohanty 2002) gebracht.
Hohe Temperaturen und eine intensive Sonneneinstrahlung fihren im Apfel zu einer Erh6hung
des Glutathion-Gehaltes (Zhang et al. 2008a). Erhdhte Konzentrationen an Glutathion kénnen
sich wiederum auf die Bildung von Pflanzenhormonen, wie Absisinsaure, Auxin und Jasmonat,
auswirken (Cheng et al. 2015). Auch die Transkription von CHS kann durch die Bindung von
Glutathion an dessen Promoter-Region reguliert werden (Dron et al. 1988). Analog dazu

koénnte Glutathion auch die Bildung von Fra a 1 regulieren.

Darlber hinaus besteht bei Glutathion eine Verbindung mit dem Transport von Flavonoiden.
Neben dem MATE-Transportern, die bevorzugt malonylierte Anthocyane transportieren,
existiert auch noch die Méglichkeit des Transports der Anthocyane in die Vakuole (iber ABC-
Transporter (Zhao und Dixon 2010). Behrens et al. 2019 konnten nachweisen, dass der
Transport des Anthocyans Cyanidin-3-glucosid mittels ABC-Transporter in Arabidopsis

abhangig von einem Co-Transport von Glutathion ist.
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4.3. ldentifizierung von Anthocyan-Malonyltransferasen der Erdbeere
Malonyltransferasen sind an  diversen Reaktionen des Primér- und des
Sekundarmetabolismus im pflanzlichen, teils aber auch menschlichen und mikrobiellen
Organismus beteiligt. Die Reaktion, die durch diese Enzyme katalysiert wird, ist die
Ubertragung einer Malonyl-Einheit auf ein Akzeptor-Molekiil.

Eine der bekanntesten Malonylierungen betrifft die Fettsdurebiosynthese. Die schrittweise
Ubertragung von Malonyl-Einheiten auf ein Acyl-Akzeptor, gefolgt von einer Decarboxylierung
ermdglicht die Elongation um C.-Einheiten und somit die Synthese der Fettsauren (Ohlrogge
und Jaworski 1997). Aber auch bei der Synthese der Polyphenole spielt die Ubertragung von
Malonyl-Einheiten eine entscheidende Rolle. Der Ubergang der Phenylpropanoide zu den
Flavonoiden basiert auf einer schrittweisen Ubertragung von drei Malonyl-Einheiten durch die
Chalkonsynthase, jeweils gefolgt von einer Decarboxylierung (Dao et al. 2011). Unabh&ngig
von der Beteiligung an Schliisselreaktionen zentraler Biosynthesewege ist die Malonylierung
eine gangige Modifizierung von Biosynthese-Produkten. Dies betrifft Proteine (Hirschey und
Zhao 2015; Ishiguro et al. 2018; Peng et al. 2011), Aromastoff-Glucoside (Withopf et al. 1997;
Tikunov et al. 2010), aber auch Polyphenole, wie die Anthocyane (Matern et al. 1983). Die
Malonylierung kann zum einen die Stabilitdt verbessern (Suzuki et al. 2002), aber auch die
Bioaktivitat verandern (Li et al. 2018; Ishiguro et al. 2018; Koirala et al. 2014; Taguchi et al.
2005). AuRRerdem beeinflusst sie bei Pflanzen die Aufnahmeféahigkeit in die Vakuole (Gomez
et al. 2009; Zhao et al. 2011). Auf Grund dieser Eigenschaften ist die Malonylierung auch Tell
des Phase Il Metabolismus der Pflanzen und kann zum Entgiften von Herbiziden beitragen
(Cobb und Reade 2010).

Anthocyan-Malonyltransferasen und auch alle anderen Malonyltransferasen benétigen fir die
Ubertragung der Malonyl-Einheiten Malonyl-CoA (Sasaki und Nagano 2004). Malonyl-CoA
wird hauptsachlich durch Acetyl-CoA Carboxylasen synthetisiert (Kannangara und Stumpf
1972). Dabei werden zwei Moleklle Acetyl-CoA mit Hilfe von Biotin zu Malonyl-CoA addiert.
Darlber hinaus besteht auch die Moglichkeit einer direkten Veresterung von Malonsaure tber
eine Malonyl-CoA-Synthase (Chen et al. 2011).

4.3.1. Aktivitaten der FaMAT-Kandidaten

Es wurden jeweils funf allelische, potenzielle Anthocyan-Malonyltransferase Kandidaten-Gene
der GoodBerry-Elternsorten ‘Senga Sengana‘ und ‘Candonga’ isoliert, in E. coli transformiert
und die Aktivitat der aufgereinigten rekombinanten Proteine in einem in vitro Assay getestet.

Die Gene wurden aufgrund der Sequenzinformation des Fragaria vesca Genoms identifiziert.
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Die Proteinsequenzidentitat der Kandidaten von ‘Candonga‘ und ‘Senga Sengana‘ variierte
zwischen 80,8 % und 100 %. Diese basiert auf DNA Sequenzidentitéaten von 96,9 % bis 100 %.
Zwei der Kandidaten (FaMATS2 und FaMATS4 bei ‘Senga Sengana’‘) wiesen ein vorzeitiges
Stopp-Codon auf und wurden deshalb nicht auf Aktivitit getestet.

Fur drei Homologe (Gen 04261 (F. vesca): allelische Formen in F. x ananassa: FaMATS1,
FaMATC1,; Gen 29347: FaMATC4) konnte fur die kodierten Proteine eine katalytische Aktivitat
fur alle getesteten Substrate (Anthocyane, Flavonol-glucoside, Furaneol-glucosid)
nachgewiesen werden. Die weiteren drei Kandidaten (abgeleitete Proteine von Gen 04262,
Gen 03835 und Gen 04266), aus ‘Candonga’‘- und ‘Senga Sengana‘-Homologen zeigten keine
Aktivitat.

Vorangegangene Studien von Anthocyan-Acyltransferasen in u.a. Feuersalbei (Salvia
splendens), Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana), Chrysanthemen (Dendranthema
morifolium) und Dahlien (Dahlia variabilis) ermdoglichten die Identifizierung konservierter
Aminosaure-Sequenz Motive der Anthocyan-Malonyltransferasen (Suzuki et al. 2001; Unno et
al. 2007; D'Auria et al. 2007; D'Auria 2006; Suzuki et al. 2002). Durch Mutationsstudien konnte
belegt werden, dass eine Veranderung dieser Motive zu starken Verdnderungen der Enzym-
Aktivitat fahrt (Bayer et al. 2004; Suzuki et al. 2003). Einer dieser konservierten
Proteinsequenz-Bereiche ist das HxxxD-Motiv (Unno et al. 2007). Es gilt als wichtig fur die
Substratbindung von BAHD-ATSs (Bontpart et al. 2015). Mit Ausnahme der Proteine FaMATC5
und FaMATS5 (wobei es sich um die Orthologe des vom F. vesca Gen 04266 kodierten
Proteins handelt), weisen alle untersuchten Kandidaten dieses Motiv auf (Abbildung 68). Bei
diesen Proteinen befinden sich an dieser Stelle ein HxxxxD Motiv. Ein weiteres wichtiges Motiv
der BAHD-ATs und somit auch der Anthocyan-Malonyltransferasen ist das DFGWG-Motiv,
dem vermutlich eine strukturelle Bedeutung innewohnt (Unno et al. 2007; Bontpart et al. 2015).
Alle untersuchten Proteine, mit Ausnahme der rekombinanten vom Gen 03835 abgeleiteten
Proteine (FaMATC3/S3), haben dieses Motiv.

Das DFGWG-Motiv befindet sich im hinteren Bereich der Proteinsequenz einer
Malonyltransferase (ab ca. AS 433). Die Sequenzen von FaMATC3 und FaMATSS3 sind jedoch
stark verklrzt und enden schon vor dieser Aminosauren-Position. Das dritte Motiv YFGNC ist
spezifisch flr Anthocyan-Acyltransferasen, gilt jedoch als weniger konserviert (Nakayama et
al. 2003; Suzuki et al. 2003; Manjasetty et al. 2012; Suzuki et al. 2004b). Dieses Motiv ist in
allen Proteinsequenzen, mit Aushahme von FaMATC3, FaMATS3 und FaMATS2 enthalten.
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Abbildung 68: Protein-Sequenzalignment der jeweils 5 Malonyltransferase-Kandidaten aus ‘Candonga‘(C1 bis C5)

und ‘Senga Sengana‘ (S1-S5)
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Abbildung 69: Proteinsequenz-Alignment der aktiven FaMATs mit Anthocyan-3-glucosid-6"-O-MATSs der Literatur
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Fir FaMATC3 und FaMATS3 konnte im Malonyltransferase-Aktivitéats-Assay keine Aktivitat
nachgewiesen werden. Der Grund liegt in der Verkiirzung der Sequenz, die u.a. auch zum
Verlust der funktionell wichtigen Motive DFGWG und YFGNC fiihrte. Auch die Inaktivitat von
C5 und S5 gegeniber den Glucosiden kann aus der Proteinsequenz abgeleitet werden. Die
Inklusion einer zusatzlichen Aminosaure in das HxxxD Motivs zu HxxxxD kénnte in diesem
Fall die Ursache sein. Dies kdnnte jedoch auch zu einem veranderten Substratspektrum
fuhren, d.h. die préferierten Substrate sind noch unbekannt. C2, fir das ebenfalls keine
Aktivitat nachgewiesen werden konnte, wies jedoch samtliche konservierte Motive auf. Dessen
Inaktivitat kann also im Gegensatz zu den anderen Kandidaten nicht auf die fehlenden drei
bekannten konservierten Motive zurlckgefiihrt werden. Mdglicherweise gilt die Inaktivitat
dieses Enzyms nur fir die funf getesteten Acyl-Akzeptor Substrate oder FaMATC2 bendtigt
einen anderen Acyl-Donor anstelle von Malonyl-CoA.

Beim Vergleich der identifizierten FaMATSs der Erdbeere mit Anthocyan-3-glucosid-6“-O-MATs
aus der Literatur (Suzuki et al. 2002; Suzuki et al. 2004a) fallen neben den bereits
beschriebenen konservierten Sequenz-Motiven zusatzliche Uberlappungen der Sequenzen
auf. Insgesamt sind aber nur 21,8 % der Aminosauren identisch (Abbildung 69). Potenziell
lassen sich die spezifisch fur die Anthocyan-3-glucosid-6“-O-MAT-Aktivitat notigen
Strukturmotive folglich erweitern. Bei einem Einzel-Alignment der Erdbeer-MATs mit den
MATs aus Dahlie und Chrysanthemen ergibt sich eine Ubereinstimmung von mindestens
32,1 % (Tabelle 27). Erwartungsgeman ist die Ubereinstimmung der Sequenzen insbesondere
innerhalb einer Spezies bzw. einer Familie besonders hoch. Dahlie und Chrysantheme
gehoren beide zur Familie der Korbblutler (Asteraceae) und sogar zur selben Unterfamilie
(Asteroidae). Fragaria x ananassa gehort hingegen zu den Rosengewdachsen und ist daher
nur sehr entfernt mit Dahlie und Chrysantheme verwandt. Die Sequenzidentitat der beiden
FaMATSs ist mit maximal 58,4 % geringer als die zwischen Dahlie und Chrysantheme mit

mindestens 59,5 %.

Tabelle 27: Sequenzibereinstimmung der FaMATs mit Anthocyan-3-glucosid-6“-O-MATs aus der Literatur —
Dv3MAT: MAT aus Dahlie (Suzuki et al. 2002); Dm3MAT1 und Dm3MAR2: MATs aus Chrysanthemen (Suzuki et
al. 2004a). rot: > 50 %, blau: < 50 %. Die Farbintensitat vertieft sich bhis zu 100 % bzw. 0 %
Sequenzibereinstimmung.

FaMATS1 | FaMATC1 | FaMATC4 | Dv3MAT | Dm3MAT1 | Dm3MAT2
58,4 % 33,2 % 32,6 % 32,6 %

58,0 % 325% 322 % 32,0 %

MAT
FaMATS1
FaMATC1

FaMATC4 34,4 % 32,1 % 32,1%
Dv3MAT 70,1 % 69,5 %
Dm3MAT1
Dm3MAT?2
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Auch FaMATC2, fur das auf Grund der drei enthaltenen konservierten Anthocyan-MAT-Motive
eine Aktivitat zu erwarten gewesen wére, wurde mit den Sequenzen der aktiven Anthocyan-
Malonyltransferasen verglichen. Bei Inklusion dieser Sequenz in das Alignment aller Proteine
reduzierten sich die identischen Stellen von 21,8 % auf 19,2 %. Bei den fehlenden Sequenz-
Motiven in C2 handelt es sich um zehn betroffene Aminosaure-Positionen. U.a. fehlten L (98),
D (106), N (113), P (122), L (127), C (282), sowie zwei Aminoséauren folgend K, C (302), K
(398) und G (443). Moglicherweise sind diese Aminosduren wichtig fur die Bindungen der
verwendeten Substrate oder die Proteinstruktur, weswegen C2 keine Aktivitat im Assay

aufwies.

In der durchgefiihrten Studie wiesen alle aktiven Enzyme eine Substratpromiskuitat auf. Sie
akzeptierten, sowohl Anthocyane, Flavonole als auch Furaneol-glucosid als Acyl-Akzeptor. In
der Literatur werden AATS hingegen als relativ spezifisch fur Anthocyane als Acyl-Akzeptor-
Substrate beschrieben. Die Angaben reichen von 6,8 % bis 44 % fir die Umsetzung von
Flavonolen im Vergleich zu dem am besten umgesetzten Anthocyan (Luo et al. 2007; Suzuki
et al. 2002; Suzuki et al. 2004a). In dieser Studie wurde jedoch insbesondere auch das
Flavonol Quercetin-3-glucosid sehr gut umgesetzt. Jedoch wurde hier mit 16 h eine im
Vergleich deutlich langere Inkubation gewahlt. Bei Suzuki et al. 2002 betrug die Inkubationszeit
nur 20 min. Liu et al. 2017 inkubierten fur ihre Studie der MATs aus Nicotiona benthamiana
hingegen fiir 12 h und konnten fir diverse Polyphenolklassen (Flavonol-, Dihydroflavon-,
Isoflavon-, Cumarin- und Phenylethyl Chromon-Glycoside) eine ahnliche Aktivitat feststellen.
Es wurden keine Anthocyane getestet. Dieses Beispiel verdeutlicht jedoch die Auswirkungen
von Reaktionsbedingungen, wie der Reaktionszeit. Fur die vollstandige Beurteilung der
relativen Umsetzungsrate eines Substrates ist eine genaue Enzymcharakterisierung

notwendig.

4.3.2. Malonylierung von HDMF-glucosid

Furaneol (HDMF) ist ein wichtiger Aromastoff der Erdbeere (Schieberle und Hofmann 1997),
kommt aber auch in anderen Frichten, wie der Ananas (Rodin et al. 1965), der Tomate
(Buttery et al. 1995), der Kiwi (Garcia et al. 2011) und der Litschi (Ong und Acree 1999) vor.
Daruber hinaus kann Furaneol auch im Verlauf der Maillard-Reaktion entstehen und ist auf
Grund seiner Karamell-Note ein wichtiger Aromastoff bei prozessierten Lebensmitteln
(Slaughter 1999).

In Pflanzen liegt ein Teil des Furaneols gebunden als Glucosid oder Malonylglucosid vor
(Schwab 2013). Der Vorteil des Glucosids gegeniiber dem Aglykon ist eine deutlich erhéhte
Stabilitat. Roscher et al. (1997) konnten zeigen, dass HDMF-glucosid bei pH 2,0 bis 8,0 eine
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deutlich erhohte Stabiltat im Vergleich zum Furaneol aufweist (Halbwertszeit = 365 -102 Tage
statt Halbwertszeit = 141 - 4 Tage). Die Halbwertszeit von HDMF-malonylglucosid ist nur
geringfugig groRRer als die des HDMFs. Unter den stabilsten Bedingungen aller drei HDMF-
Varianten bei pH 3,5 weist das Malonylglucosid sogar die geringste Stabilitdt aller drei
Molekiile auf. Jedoch wird dieses stets zu dem Glucosid abgebaut, dass die deutlich grofdte
pH-Stabilitat hat. Das Malonylglucosid bietet durch seine Stabilitdt gegentiber B-Glucosidasen
einen Vorteil im Vergleich zum Glucosid. Fir den enzymatischen Abbau ist beim
Malonylglucosid zunachst eine Abspaltung der Malonyl-Gruppe durch eine Malonyl-Esterase

notwendig.

Studien von Roscher et al. 1998 und Pérez et al. 1999 belegen, dass D-Fruktose-1,6-
diphosphat der Ausgangsstoff fir die Biosynthese von Furaneol in der Erdbeere ist (Abbildung
70). Mit Hilfe eines oder mehrer bisher unbekannter Enzyme kann aus dem Zuckerphosphat
unter Abspaltung von Phosphat und Wasser HMMF, der Vorlaufer von HDMF, entstehen
(Schwab et al. 2008). Die Reaktion von HMMF zu HDMF wird durch eine Enon-Oxidoreduktase
(FaEO) katalysiert (Raab et al. 2006; Klein et al. 2007). Im Anschluss kann HDMF durch eine
O-Methyltranferase (FaOMT) zu dem Aromastoff DMMF reagieren (Wein et al. 2002). Wie
bereits erwahnt, wird ein Teil des HDMFs jedoch auch glucosyliert. Song et al. 2016 gelang
die ldentifizierung mehrerer Glucosyltransferasen in der Erdbeere, die die Bildung von
Furaneol-glucosid ermdglichen. Die identifizierten Malonyltransferasen kdnnen die daran

anschlieende Bildung von Furaneol-malonylglucosid katalysieren.

HO H
9 HO O HO O —0 o
20,p0 OHopo 2 FaEO FaOMT
N o —_— / —_— / —_— /
@) (0] (@)

D-Fruktose-1,6-diphosphat HMME HDMF DMME

OH l FaGT

0
"o o 9

OH /
HDMF-glucosid
0]
O O
HO 0]

s
HDMF-malonylglucosid

0]

Abbildung 70: Postulierter Biosyntheseweg von Furaneol (HDMF) und dessen Metabolisierung in der Erdbeere —
HMMF: 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon; HDMF (Furaneol): 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon;
DMMF: 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanon FaEO: Enon-Oxidoreduktase; FaOMT: O-methyltransferase; FaGT:
Glucosyltransferase; FaMAT: Malonyltransferase

138



4 .Diskussion

Uberraschenderweise waren in der LC-MS-Spur der enzymatisch gebildeten Produkte nicht
nur, wie erwartet, zwei Produkt-Signale fur die malonylierten diastereomeren Glucoside
(Abbildung 71), sondern drei Produkt-Signale zu erkennen. Die Fragmentierungsmuster der
Massenspektren aller drei Produkte zeigen die Abspaltung von Malonylglucosid zu Furaneol
und ermdglichen dadurch fur alle Produkte die Identifizierung als Furaneol-malonylglucosid
(Abbildung 44). Es ist bekannt, dass auf Grund der Keto-Enol-Tautomerie des HDMFs zwei
Diastereomere des HDMF-malonylglucosids in der Erdbeere existieren (Roscher et al. 1996).
Vermutlich handelt es sich bei zwei der drei Peaks folglich um die beiden Diastereomere der
Keto-Enolform (Abbildung 71). Das Verhdltnis der drei Produkte zueinander war fiir alle drei
aktiven FaMATSs stets gleich. Die zwei spater eluierenden Produkte (Produkt 2 und 3) wiesen
mit 41 % bzw. 50 % der Gesamtproduktmenge in etwa den gleichen Anteil auf (Abbildung 42).
Produkt 1 hatte hingegen mit nur ca. 9 % einen deutlich geringeren Produktanteil als die beiden
anderen HDMF-malonylglucoside. Auf Grund des vergleichbaren und gréf3ten Produktanteils,
ist anzunehmen, dass es sich bei Produkt 2 und Produkt 3 um die bereits in der Literatur

beschriebenen beiden Diastereomere des HDMF-malonylglucosids handelt.

HO OH

//o\\

OH HO Diendiol

M /

a-Diketon
m Ry: -H
\ R5: -Malonyl
OR o \
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o * (@) *
HO * * (@)
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Abbildung 71: Keto-Enol-Tautomerie des HDMF und seiner Derivate
Beim Vergleich der Produktspektren mit den Massen-Spektren eines methanolischen

Erdbeerextrakts, fallt auf, dass auch in der Erdbeere dasselbe drei-Peak-Muster zu erkennen

ist. D.h. dass die Produkte, die im Assay gebildet wurden, sind auch in Erdbeeren enthalten.
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Eine Erklarung fir Peak 1 konnte eine Malonylierung des Glucosids nicht an der tblichen
Position 6%, sondern an einer anderen Hydroxygruppe des Zuckers sein. Suzuki et al. 2004a
konnten mit Dm3MAT2 eine Malonyltransferase identifizieren, die Anthocyane nicht nur an
Position 6” des Zuckers malonyliert, sondern im Anschluss auch eine zusatzliche
Malonylierung an Position 3” ermdglicht. Jedoch waére fir HDMF-O-(3-O-malonyl-p-D-
glucosid) auch ein Diastereomeren-Paar zu erwarten. Im Massenspektrum und auch UV-

Chromatogramm lasst sich nur ein Peak erkennen.

Abbildung 72: 3D Struktur der HDMF-O-(6-O-malonyl-B-D-glucosid) Tautomere — rot: Sauerstoffatom; grau:
Kohlenstoffatom; weil3: Wasserstoffatom

Alternativ kbnnte es sich bei Peak 1 auch um die Diendiol-Form des HDMF-O-(6-O-malonyl-
B-D-glucosid) handeln. Die Racemisierung des HDMF ist als relativ langsam beschrieben. Bei
pH 7 dauert die Racemisierung mehr als 40 h (Raab et al. 2003). Unter sauren Bedingungen
braucht die Racemisierung sogar noch langer. Bei pH 3,8 und pH 5 konnte kaum eine
Racemisierung beobachtet werden. Bei pH 2 zeigte sich wieder eine Racemisierung, jedoch

langsamer als bei pH 7.

Bisher wurden allerdings keine detektierbaren Mengen der Diendiol-Form des HDMFs und
seiner Derivate mittels chromatographischer Methoden nachgewiesen (Emura et al. 2009).
Das Keto-Enol-Gleichgewicht des HDMFs liegt auf der Seite des Keto-Enols und nicht auf der
Seite des Diendiols oder Diketons (Abbildung 71). Studien konnten jedoch zeigen, dass das
Gleichgewicht von cyclischen Keto-Enol-Tautomeren von den Substituenten beeinflusst
werden kann (Capon et al. 1988; Fontana und O'Ferrall 1994; Friedrichsen et al. 2000). Bei
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der Betrachtung der 3D-Struktur des HDMF-O-(6-O-malonyl-3-D-glucosid) wird deutlich, dass
die Malonyl-Gruppe sich sterisch in der Nahe des Furan-Ringes des HDMF befindet
(Abbildung 72). Eine intramolekulare Wechselwirkung des HDMF mit der Malonyl-Gruppe
konnte das Keto-Enol-Gleichgewicht weiter in Richtung des Diendiols verschieben, wodurch
fur dieses Molekul auch das Diendiol-Derivat detektierbare Mengen erreicht.

4.3.3. Malonylierung von Flavonoiden

Sowohl FaMATC1, FaMATS1 als auch FaMAT4 katalysierten die Malonylierung der
Anthocyane Pelargonidin-3-glucosid und Cyanidin-3-glucosid, sowie der Flavanole Quercetin-
3-glucosid und Kaempferol-3-glucosid. Alle Produkte dieser Synthesen konnten bereits in den
Friichten der Erdbeere nachgewiesen werden (Hanhineva et al. 2011).

Interessanterweise zeigte FaMATC4 im Vergleich zu FAMATC1 und FaMATSL1 eine starkere
Umsetzung der einzelnen Anthocyane, jedoch eine deutlich schwachere Umsetzung von
Kaempferol-3-glucosid. Fur Quercetin-3-glucosid konnte kein Unterschied zwischen den
Enzymen festgestellt werden. Bei der simultanen Umsetzung der beiden Anthocyane zeigte
FaMATC4 eine deutlich hohere katalytische Aktivitat gegeniber Pelargonidin-3-glucosid im
Vergleich zu Cyanidin-3-glucosid. FaMATS1 war aktiver als FaMATC1.

Fur die Erdbeervarietat ‘Candonga’, der Ursprung von FaMATC1 und FaMATC4, konnte im
Vergleich zu ‘Senga Sengana‘’ (FaMATS1) ein niedrigerer Gehalt an malonylierten
Anthocyanen quantifiziert werden. Bei Vergleich der Gesamt-Frucht-Anthocyane wurde
Cyanidin-3-glucosid im Verhéltnis zu Pelargonidin-3-glucosid bei ‘Candonga‘ besser
umgesetzt als bei ‘Senga Sengana‘. Die Malonyltransferase-Assays weisen darauf hin, dass
nicht nur eine Malonyltransferase, sondern vielmehr mehrere Malonyltransferasen an der
Malonylierung der Flavonoide beteiligt sind. Die Ergebnisse des Assays kbnnen das
Metabolitenprofil der beiden Ursprungssorten auf den ersten Blick nicht erklaren. In ‘Senga
Sengana‘ ist das Allel der potenziell stark aktiven, Pelargonidin-3-glucosid-umsetzenden
FaMAT4 auf Grund einer Mutation zu Beginn der korrespondierenden DNA-Sequenz nicht
funktionell aktiv. Dadurch wirde eher ein héherer Gehalt an malonylierten Anthocyanen in
‘Candonga‘ und nicht in ‘Senga Sengana‘ gebildet werden. Zwischen den beiden allelischen
FaMATC1 aus ‘Candonga‘ und FaMATS1 aus ‘Senga Sengana’ ist aber ein Unterschied
feststellbar. FaMATS1 wies eine hohere Aktivitdt als FaMATC1 auf und bevorzugte
Pelargonidin-3-glucosid im Verhaltnis zu Cyanidin-3-glucosid. Dadurch spiegelt die
enzymatische Aktivitdit des FaMAT1-Proteins besser die Metabolitenkonzentrationen der

beiden Varietaten wider.
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Da bei den Genotypen der GoodBerry-Population im Gegensatz zu den malonylierten
Anthocyanen kaum eine Anderung der Gehalte der malonylierten Flavonole festgestellt
werden konnte, wurde vermutet, dass die fur die Umsetzung der Anthocyane verantwortliche
Malonyltransferase, Flavonole nicht im selben Mal3 differenzieren kann wie die Anthocyane.
Zwischen FaMATC1 und FaMATS1 war kein signifikanter Unterschied bei der Umsetzung der

Flavonole zu erkennen.

Entscheidend fur die Auswirkung auf die Metabolitengehalte ist neben der
Substratverfigbarkeit nicht nur die Aktivitit eines Enzyms, sondern auch dessen
Konzentration bzw. die Expression der korrespondierenden Gene. In Fragaria vesca sind
FVMAT4 und FYMAT1, die Homolgen Gene von FaMAT4 und FaMAT1 in Fragaria x ananassa,
sowohl in den Nisschen als auch im Blitenboden exprimiert. Die Expression von FYMAT4
nimmt jedoch im Laufe der Reifung ab, wodurch mdéglichweise die Beteiligung der erst spat
synthetisierten Anthocyane relativiert werden kann. Dasselbe ist auch fir FVYMAT1 im
Blutenboden mit Ausnahme einer der drei Vesca-Varietaten der Fall. Im Gegensatz zu
FVYMAT4 wird FYMAT1 in den Nisschen durchgehend stark exprimiert. Diese starkere
Expression im reifen Fruchtstadium konnte fir eine groRere Beteiligung bei der Malonylierung
von Anthocyanen sprechen. Ein weiterer Aspekt bei dem Vergleich der beiden Varietaten ist,
dass Fragaria x ananassa im Gegensatz zu Fragaria vesca octaploid ist. Fir eine vollstandige
Bewertung der Funktion eines Gens und der enzymatischen Aktivitat des kodierten Proteins
sollten alle homologen Gene analysiert werden. Jeweils nur ein Allel von acht mdglichen

Allelen einer Varietat wurde jeweils isoliert und das Protein auf Aktivitat getestet.

4.4. Einfluss der FaFLS

Die Flavonol-Synthase katalysiert die Bildung von Dihydroflavonolen zu den
korrespondierenden Flavonolen (Holton et al. 1993b). Darlber hinaus sind aber auch
Flavonol-Synthasen bekannt, die neben der FLS-Aktivitat eine FHT Aktivitat aufweisen und
die Synthese von den Flavanonen ber die Dihydroflavonole zu den Flavonolen katalysieren
kénnen (Lukacin et al. 2003; Park et al. 2019; Xu et al. 2012). Basis ist die hohe strukturelle
Ahnlichkeit der beiden Enzymklassen, die beide zu der Enzymfamilie der 2-Oxoglutarat-

abhangigen Dioxygenasen (2-ODG) gehoéren (Davies und Schwinn 2006).

Die hier untersuchte FLS-Linie wurde bereits von Ludwig Ring analysiert (Ring 2013). Die
meisten Veranderungen der Metabolitengehalte im Vergleich zu den Kontrollpflanzen konnten
erneut bestatigt werden. Dies betrifft insbesondere die Reduzierung der Flavonole in allen
untersuchten Pflanzenorganen mit Ausnahme der Wurzeln. Bei Ring 2013 war eine starkere

Reduzierung der Flavonole zu erkennen. Eine zusétzliche Ubereinstimmung zu Ring 2013 ist
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der reduzierte Gehalt an Phenylpropanoiden in der Blite bzw. in den Kronblattern. Auch der
Gehalt an Citronensaure war im Blitenboden grof3er griiner und reifer Frichte geringer. Bei
MALDI-IMS Analysen der Friichte war zwar eine Reduzierung des Citronenséure-Gehalts im
grinen Fruchtstadium, jedoch eine Erhéhung in den reifen Friichten zu erkennen (Crecelius
et al. 2017). Crecelius et al. 2017 konnten einen Anstieg der Proanthocyanidine im Laufe der
Fruchtreifung beobachten. In Erdbeerfrichten nimmt der Gehalt der Proanthocyanidine
normalerweise wahrend der Fruchtentwicklung ab. Fir die ebenfalls untersuchten
Fruchtextrakte wurde eine Reduktion der Gehalte an Proanthocyanidinen wéahrend der
Fruchtreifung beobachtet. Der Gegensatz zu den MALDI-IMS Analysen wurde auf das
Vorkommen der Metaboliten in den Nusschen zuriickgefiihrt, die bei den Fruchtextrakten mit
in das Extrakt bergehen konnen.

Im Gegensatz zu Ring 2013 konnte im Vergleich zu den Kontrollfrichten ein erhdhter
Anthocyangehalte in der transgenen Linie festgestellt werden, insbesondere im weiRen und
weil3-roten Fruchtstadium. Vermutlich war die Expression der FLS in den reifen Friichten
reduziert, wahrend die an der Synthese der Anthocyane beteiligten Enzyme (z.B. ANS, GT)
insbesondere in der reifen Frucht stark exprimiert waren (Carbone et al. 2009; Almeida et al.
2007). Dadurch ist auch in den Kontroll-Friichten eine Konkurrenz der Flavonol-Synthese und
der Anthocyan-Synthese im reifen Fruchtstadium reduziert, wodurch es hier zu einem

geringeren Unterschied der siFLS-Linie zu der Kontrolle kommt. Ein weiterer Unterschied im
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Vergleich zu Ring 2013 war ein erhohter Flavanolgehalt. Die Erhdhung der Anthocyangehalte
in den Fruchten und der Flavanolgehalte in den Blattern entspricht einer vermehrten Bildung
alternativer Metaboliten der Flavonoid-Biosynthese durch die Reduktion des Flavonol-
Seitenwegs (Abbildung 73). Der Unterschied zu den Analysen von Ring 2013 kdnnte zum
einen durch die langere Kultivierung der Pflanzen erklart werden, die zu einer verénderten
Anpassung des Metaboliten-Stroms gefuihrt hat, aber auch durch verénderte
Umweltbedingungen, oder dass hier die Gehalte nicht auf die Trockenmasse sondern auf das
Frischgewicht bezogen wurden. Die beobachtete Veréanderung der Metaboliten entspricht den
Daten aus der Literatur. Durch eine Herunterregulierung der FLS in Petunie, Lisianthus, Tabak,
Arabidopsis oder Zierapfel konnte eine Reduzierung der Flavonole, sowie eine Erh6hung der
Anthocyane, der Flavan-3-ole und/ oder der Dihydroflavonole beobachtet werden (Davies et
al. 2003; Mahajan et al. 2011; Nguyen et al. 2016; Schijlen et al. 2004; Zhou et al. 2013; Tian
et al. 2015; Nielsen et al. 2002; Mahajan et al. 2012). Eine Uberexpression der FLS fiihrte zu
einer gegenteiligen Veranderung der Metabolitengehalte (Park et al. 2019; Zhou et al. 2013;
Tian et al. 2015; Park et al. 2020).

In den Wurzeln der transgenen Erdbeerpflanzen konnte im Gegensatz zu den anderen
Pflanzenorganen keine Reduzierung der Flavonole festgestellt werden. Die Bildung der
Flavonole in der Wurzel wird vermultlich durch eine Wurzel-spezifische FLS katalysiert oder

die Flavonole der Wurzel werden Uber einen alternativen Biosyntheseweg gebildet.

Flavonole haben vielfaltige Aufgaben in Pflanzen. Die Bildung der Flavonole kann durch UVB
Strahlung induziert werden und schitzt die Pflanze vor dessen Schadeffekten (Falcone
Ferreyra et al. 2010; Emiliani et al. 2013). Flavonole reduzieren die durch UVB induzierten
DNA-Schaden und Schéaden an Elementen des Photosystems und schitzen vor
Fettsaureoxidationen (Emiliani et al. 2013). Neben Sonnenstrahlung kann die Bildung der
Flavonole auch durch andere Stressfaktoren, wie einem Pathogenbefall oder Kalte induziert
werden (Hamamouch et al. 2020; Bhatia et al. 2018). Die Kalte-induzierte Bildung ist dabei
abhangig von Licht und wird in Arabidopsis durch COP1 (constitiutive photomorphogenesis
protein 1) und HY5 (long hypocotyl 5) unter der Beteiligung der MYB-Transkriptionsfaktoren
MYB12, MYB11 und MYB111 reguliert. Die Bildung der Flavonole wird au3erdem von NacCl,
Ethephon, den Pflanzenhormonen Abscicinsaure, und Auxin, sowie Salicylsaure beeinflusst
(Xu et al. 2012; Li et al. 2013). Flavonole sind auch an Wachstumsprozessen beteiligt. Sie
ermdglichen die Pollenkeimung und das Pollenschlauchwachstum (Mahajan et al. 2011; Mo
et al. 1992). Mdglicherweise ist dies auf eine Regulierung der ROS-Homdbostase
zurlckzuftihren (Muhlemann et al. 2018). Dariber hinaus beeinflussen Flavonole den
Transport von Auxin (Emiliani et al. 2013; Kuhn et al. 2011). Eine erhdhte Bildung der

Flavonole fuhrte in Arabidopsis zu groReren Blattern auf Grund einer VergrofRerung der
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Blattzellen (Emiliani et al. 2013). In Tabak weisen Keimlinge durch eine Uberexpression von
FLS vergroRerte Primarwurzeln und Wurzelhaarlangen auf (Park et al. 2020) und der
Quercetin-Gehalt ist erhoht. In Wurzeln beeinflussen Flavonole den Wurzelphototropismus
und das Wurzelwachstum durch Regulierung des Ubergangs von Proliferation zu
Differenzierung (Silva-Navas et al. 2016).

4.5. Einfluss des siFraa 1.02

In zwei unabhangigen Experimenten wurde die Auswirkung einer stabilen Herunterregulierung
der Fra a 1.02-Expression auf die Metaboliten der Erdbeerpflanze untersucht. Aus Spanien
wurde das Fruchtmaterial mehrerer siFra-Linien und zweier Kontrollen erhalten. Bei den
Pflanzen aus Deutschland wurden verschiedene Fruchtstadien und Pflanzengewebe zweier

Erntejahre untersucht.

In den Frichten der deutschen siFra-Pflanzen waren die Anthocyane Cyanidin-3-glucosid und
Cyanidin-3-malonylglucosid in beiden Erntejahren signifikant reduziert. Kontrar dazu waren die
Gehalte an an Cyanidin-3-glucosid, Cyanidin-3-malonylglucosid und Pelargonidin-3-glucosid
in den reifen Frichten aus Spanien erhoht. Bei der Korrelationsanalyse innerhalb der
GoodBerry-Population konnte eine negative Korrelation des Fra a 1-Gehaltes mit den
Anthocyanen Cyanidin-3-malonylglucosid, Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-
glucosid festgestellt werden. Dies entspricht einer Erhéhung dieser Anthocyane bei
Reduzierung bzw. Herunterregulierung des Fra a 1-Gehaltes und entspricht somit den
Ergebnissen der spanischen Frichte. Mufioz et al. 2010 untersuchte die Auswirkung einer
transienten Herunterregulierung von Fra 1.01 und Fra a 1.03 in den Erdbeerfriichten mittels
Agroinfiltration und konnte eine Reduzierung von Pelargonidin-3-glucosid, Cyanidin-3-glucosid
und Cyanidin-3-malonylglucosid beobachten. Dies entspricht den Ergebnissen der Frichte
aus Deutschland. Im Gegensatz zu Mufioz et al. 2010 waren keine Effekte auf die

Pelargonidine zu sehen.

In den Fruchten aus Deutschland waren die Gehalte an Kaempferol-cumarylglucosid,
Kaempferol-malonylglucosid und Kaempferol-glucosid reduziert, insbesondere in den friihen
Fruchtstadien. Mufioz et al. 2010 konnten in der reifen Frucht eine Reduktion an Kaempferol-

3-glucosid feststellen.

Fra a 1-Proteine kénnen Flavonoide, wie Quercetin-3-glucuronid, Myricetin und Catechin
binden (Casafial et al. 2013). Dadurch verringern sie moglicherweise die Diffusion oder sind

beim Transport der Flavonoide in spezifische Zellkompartimente beteiligt.

Die transgenen Pflanzen wiesen einen veranderten Gehalt an Glutathion auf. In den

spanischen Frichten war dieser im Vergleich zu den Kontrollen erniedrigt. In den deutschen
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siFra-Friichten war der Gehalt an Glutathion 2019 ebenfalls niedriger, 2018 jedoch sogar
erhoht. Glutathion wies bei der GoodBerry-Population eine positive Korrelation mit Fra a 1 auf
und steht dadurch im Einklang mit den reduzierten Gehalten an Glutathion in den siFra-Linien.

Wie bereits unter 4.1.3 diskutiert, ist Glutathion ein ROS-Regulator (Zagorchev et al. 2013)
und beeinflusst auch die Bildung von Pflanzenhormonen und die Expression an der Flavonoid-
Synthese beteiligter Gene (Cheng et al. 2015; Dron et al. 1988). Glutathion ist auch an
Metaboliten-Transporten beteiligt (Zhao und Dixon 2010). Viele der veranderten
Konzentrationen in den siFra-Pflanzen betrafen malonylierte Metaboliten. Die Malonylierung
verbessert die Aufnahmefahigkeit in die Vakuole (Gomez et al. 2009; Zhao et al. 2011) und
beeinflusst dadurch auch den Transport. Die Veranderungen von Glutathion und insbesondere
den malonylierten Anthocyanen nach Herunterregulierung des Fra a 1.02 verdeutlicht erneut

die Beteiligung von Fra a 1.02 am Metaboliten-Transportsystem der Zellen.

Die in den Experimenten beobachteten gegenlaufigen Effekte lassen sich u.a. durch die
verschiedenen Umwelteinflisse erklaren. Jedes der Experimente inklusive der transienten
Herunterregulierung durch Muiioz et al. 2010 wurde unter verschiedenen Umweltbedingungen
durchgefuhrt. Die Gehalte an Fra a 1, Glutathion und den Sekundarmetaboliten sind abhangig
von aufleren Faktoren (vgl. 4.1.1, Hasanuzzaman et al. 2017). Darlber hinaus ist auch ein
Einfluss der Genotypen denkbar. Die Erdbeersorte, die in Deutschland zur Herstellung der
transgenen siFra Pflanzen verwendet wurde war ‘Senga Sengana‘ und die bei Mufioz et al.
2010 verwendete Sorte ‘Elsanta’ haben beide hohe Konzentrationen an malonylierten
Anthocyanen, wahrend die Sorte der spanischen siFra-Linien ‘Camarosa‘ deutlich niedrigere
Gehalte aufweist. Dadurch kdnnten in den Kontrollpflanzen andere Transportsysteme bzw.
Metabolitenfluss-Steuerungen ausgepragt sein, wodurch die Veranderung der Fra a 1.02-
Expression zu unterschiedlichen Effekten fUhrt. Auch andere genetische Dispositionen der
verschiedenen Sorten haben einen Effekt auf den Metabolitenfluss bzw. dessen Regulierung
und dadurch potenziell auch auf die Fra a 1.02-Effekte. Auf Grund der hohen Homologie
kbnnen neben Fra a 1.02 auch andere Homologe Fra a 1-Proteine von der
Herunterregulierung betroffen sein. Fir die spanischen siFra Linien wurde dies bereits
nachgewiesen. Die verschiedenen Fra a 1-Homologen unterscheiden sich in ihren
biologischen Aktivitdten (Besbes et al. 2019a; Besbes et al. 2019b; Franz-Oberdorf et al. 2016;
Franz-Oberdorf et al. 2017b). Bei Mufioz et al. 2010 waren jeweils Fra a 1.01 und Fra a 1.03
die Zielgene der RNAI-Experimente. Eine unterschiedlich starke Herunterregulierung anderer
Fra a 1-Homologe konnte zu den Unterschieden in den Metaboliten-Veranderungen beitragen.
Verschiedene Linien einer RNA-Interferenz-induzierten Gen-Stilllegung (RNAI) kénnen sich
deutlich voneinander unterscheiden (McGinnis 2010). Die Grinde einer stark variierenden

Transgenexpression konnen auf die Position des Inserts im Genom und andere Effekt
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zuruickgefuhrt werden (Schwab et al. 2011). Auch zwischen den spanischen Linien ist eine

deutliche Varianz zu erkennen.

Bei der deutschen siFra a 1.02-Linie wurden neben den Friichten auch noch Bliten, Blatter
und Wurzeln auf Metaboliten-Veréanderungen untersucht. Jedoch lasst sich fur einzelne
Polyphenolgruppen, wie den Flavonolen oder den Flavanolen, bzw. einzelner Metaboliten bei
Vergleich der verschiedenen Pflanzenorgane keine einheitliche Tendenz feststellen. Teils
wurden die Gehalte erhoht, teils reduziert oder blieben anndhernd konstant. Die Expression
der Fraa 1-Homologen unterscheidet sich jedoch stark in den verschiedenen Pflanzenorganen
(Mufioz et al. 2010; Besbes et al. 2019b). Mittels qPCR, die vom Julius Kihn-Institut in
Dresden durchgefuhrt wurde, konnte gezeigt werden, dass auch die Reduzierung der
Genexpression von Fra a 1.02 in den untersuchten siFra Linien nicht in allen Pflanzenorganen
und Fruchtstadien identisch ist. In den jungen Blattern wurde im Gegensatz zu anderen
Pflanzengeweben keine Reduktion der Fra-Expression festgestellt. In diesem Blattstadium
konnten deutlich weniger Veranderungen der Metaboliten als in den alten Blattern identifiziert
werden. In Verbindung mit einer unterschiedlichen Bindung der Homologe an die Flavonoide
bzw. biologischen Funktion koénnten dies die Grinde fir die Organ-spezifischen

Veranderungen sein.

Bei Apfel (Malus domestica) und Karotte (Daucus carota) wurden bereits stabile PR10
reduzierte Genotypen mittels RNAI erzeugt, deren Verzehr deutlich geringere Symptome bei
Allergikern bewirkten (Dubois et al. 2015; Krath et al. 2009; Peters et al. 2011). Im Fall der
Karotte betraf das Zielgen sowohl Dau ¢ 1.01 als auch Dau ¢ 1.02 (Peters et al. 2011).
Wahrend die Transkription von Dau ¢ 1.02 bei den Dau ¢ 1.01_RNAi-Pflanzen nur leicht
reduziert wurde, zeigte Dau ¢ 1.02_RNAIi eine deutliche Reduktion beider Homologe. Bei
Induktion mittels Salicylsaure blieb die Transkription der Zielgene der RNAi-Linien annahernd
konstant, wahrend die Transkription im Wildtyps deutlich anstieg. Dies verdeutlicht, dass durch
Herunterregulierung der PR-10-Proteine potenziell die Interaktion mit Umweltreizen verandert

wird.

4.6. Schlussfolgerung

Der Polyphenolgehalt der Erdbeeren wird durch Umwelt und Genotyp beeinflusst, wobei beide
Faktoren die Gehalte einzelner Metaboliten unterschiedlich verandern. Der Umwelteffekt,
welcher u.a. durch die Kultivierungsmethode, Nahrstoffzufuhr und das Klima gepragt wird
betrifft nicht jedes Polyphenol gleich wahrend Genotypeneffekt fur die Zichtung neuer

Erdbeersorten genutzt werden kdénnen, die z.B. reich an speziellen Pflanzeninhaltsstoffen sind.
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Zwischen verschiedenen Erdbeergenotypen und Erdbeervarietaten variiert der Gehalt an den
malonylierten Anthocyanen Pelargonidin-3-malonylglucosid und Cyanidin-3-malonylglucosid
sehr stark. Fur diesen Unterschied ist vermutlich die Vererbung eines dominanten
Malonyltransferase-Gens verantwortlich. Es konnte gezeigt werden, dass die Malonylierung
der Anthocyane und anderer Polyphenole durch mehrere promiskuitive Malonyltransferasen
katalysiert wird. Die analysierten rekombinanten Malonyltransferasen der Erdbeere konnten
neben Anthocyanen und Flavonolen auch HDMF-glucosid umsetzen.

Im Rahmen der Korrelationsanalysen der GoodBerry-Erdbeer-Population als auch durch die
stabile Herunterregulierung der Fra a 1.02-Expression mittels RNA-Interferenz-induzierter
Gen-Stillegung wurde bestatigt, dass Fra a 1 die Polyphenol-Biosynthese beeinflusst.
Glutathion konnte in Verbindung mit Fra a 1 gebracht werden. Diese Beobachtungen legen
nahe, dass Fra a 1 als Regulator oder Transporter in die Biosynthese der Polyphenole
involviert ist und stiitzen dadurch die Ergebnisse vorangegangener Studien. Der Einfluss auf
den Metabolitenstrom scheint abhangig vom Genotyp und/ oder der Umwelt zu sein. Diese
Erkenntnis kann dazu beitragen Erdbeersorten mit reduziertem Allergengehalt zu ziichten. Der
Fra a 1-Gehalt der Erdbeeren unterliegt jedoch einer Umwelt-Genotypen-Interaktion, die bei

der Beurteilung neuer Sorten bericksichtigt werden sollte.
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Nucleotid-Sequenz FaMATC1

ATGGCACATCCAAACTCACTTGTAAATGTGGTGGAAGTTTGCAGGGTCGCTCCAAACCCAGGCTC
ACCTGACTCAGCCACACCAGATTTCCTTCCTCTAACCTTGTTTGATATACGTTGGTTAAGGTTTGC
ACCGGTGCAGCGCCTGTACTTCTATGAAATATTTTCCACTGATTCCATAGTCCCCAAACTCAAAGC
CTCCCTCTCTCTCACACTCCAACACTTTCTGCCCCTTGCTGGAAACCTCACTTGGCCCCAAGACT
CCCCCAAACCCATTCTCCATTATGCCAAAGGTGACACCATTTCACTTACTGTAGCTGAATCCGCTG
CTGATTTTGGCCATCTTTCAAGCAATTACGACTTGCTTGAAGTCCAAGAATACCATCCTCTTGTAC
CTCAATTGGAAGCATCTCATGATCGATCTGCAGTAATGGCATTGCAAGTCACTGTCTTCCCCAACA
GAGGCTTTACCATTGGAACATCGATGCACCATGCTGTTTTGGATGGTAAAACTTCAACCTCCTTCC
TTAAGTCATGGGCTCACATATGCAAACATGAAGAACCGGGATCTTCATCTAGTTTGTTGTTACCAG
ATGAGCTAAAGCCATTTTATGACAGAACGGTCATCCAAGACTTGGCAGAGCTTGGGGCACTCTAC
TCGGACCAATACCGAAACATGGAGGGCCCCGACAATAGAAGCTTGATGGTTTGGAATCTTCAAGC
TCCAGTACTAGAGTCAATTCGAGGTACCTTCAAGCTCTGTCATGCAAAAATACAAAAACTAAGGCA
ATATGTCATGACTAGGATGGCAATGAAGAAACAATATGATGATTCTGAATCTTCAGTACTTCATTTA
TCAACGTTTTGTCTAGCATGTGCCTATACATGGGTTTGCTTAGTCAAAACTCAAGAAGCTAAAGAA
GATAAGACAAGACTCATATTTCCGGTGGACTGCAGATCTCGCCTAGACCCTCCTATACCTGCAAC
ATATTTTGGTAACTGCATAGCAGGCCGTTTGGCAATTGCAGAAACAAAAGGGCTATTGGGAGAAG
ATGGATTGGTTGTGGCTGTGAATGCAATCATTGAAGCTATAAAAAGTTTGGATTATGGAGTCTTGA
ATGGGGCAGAGAATTGGGTTTCAAGATTGTGCACTGTGCTGAGTGATAGAGTAGCTTCAGTTGCT
GGCTCACATCGGTTTGGTGTTTATGAAACTGACTTTGGGTGGGGAATACCCAAGAAAGTTGATCT
TGTTTCTATAGATAGGACAGGAGCAATCTCCCTTTCAGATACCAATAATGGTGACAGAGGTTTGGA
TGTTGGATTGGTTTTACAAAAACATTATATAGATGTTTTTGCATCACAATTTGCCAAAGGCCTTGAA
AACCTTTGA

Nucleotid-Sequenz FaMATS1

ATGGCACATCCAAACTCACTTGTAAATGTGGTGGAAGTTTGCAGGGTCGCTCCAAACCCAGGCTC
ACCAGACTCAGCCACACCAGATTTCCTTCCTCTAACCTTGTTTGATATACGTTGGTTAAGGTTTGC
ACCGGTGCAGCGCCTGTACTTCTATGAAATATTTTCCACTGATTCCATAGTCCCCAAACTCAAAGC
CTCCCTCTCTCTCACACTCCAACACTTTCTGCCCCTTGCTGGAAACCTCACTTGGCCCCAAGACT
CCCCCAAACCCATTCTCCATTATGCCAAAGGTGACACCATTTCACTTACTGTAGCTGAATCCACTG
CTGATTTTGGCCATCTTTCAAGCAATTACGACTTGCTTGAAGTCCAAGAATACCATCCTCTTGTAC
CTCAATTGGAAGCATCTCATGATCGATCTGCAGTAATGGCATTGCAAGTCACCGTCTTCCCCAAC
AGAGGCTTCACCATTGGAACATCGATGCACCATGCTGTTTTGGATGGTAAAACTTCAACCTCCTTC
CTTAAGTCATGGGCTCACATATGCAAACATGAAGAACCGGGATCTTCATCTAGTTTGTTGTTACCA
GATGAGCTAAAGCCATTTTATGACAGAACGGTCATCCAAGACTTGGCAGAGCTTGGGGCACTCTA
CTCGGACCAATACCGAAACATGGAGGGCCCCGACAATAGAAGCTTGATGGTTTGGAATCTTCAAG
CTCCACTAGAGTCAATTCGAGGTACCTTCAAGCTCTGTCATGCAAAAATACAAAAACTAAGGCAAT
ATGTCATGACTAGGATGGCAATGAAGAAACAATATGATGATTCTGAATCTTCAGTACTTCATTTATC
AACGTTTTGTCTAGGATGTGCCTATACATGGGTTTGCTTAGTCAAAACTCAAGAAGCTAAAGAAGA
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TAAGACAAGACTCATATTTCCGGTGGACTGCAGATCTCGCCTAGACCCTCCTATACCTGCAACAT
ATTTTGGTAACTGCATAGCAGGCCGTTTGGCAATTGCAGAAACAAAAGGGCTATTGGGAGAAGAT
GGATTGGTTGTGGCTGTGAATGCAATCATTGAAGCTATAAAAAGTTTGGATTATGGAGTCTTGAAT
GGGGCAGAGAATTGGGTTTCAAGATTGTGCACTGTGCTGAGTGATAGAGTAGCTTCAGTTGCTG
GCTCACATCGGTTTGGTGTTTATGAAACTGACTTTGGGTGGGGAATACCCAAGAAAGTTGATCTT
GTTTCTATAGATAGGACAGGAGCAATCTCCCTTTCAGATACCAATAATGGTGACAGAGGTTTGGAT
GTTGGATTGGTTTTACAAAAACATTATATAGATGTTTTTGCATCACAATTTGCCAAAGGCCTTGAAA
ACCTTTGA

Nucleotid-Sequenz FaMATC4

ATGGAGCAACCAAGCTCGGTGAAACTGGTGGAGATTTGCAGGGTGGCTCCAAAACCAGGGGCAC
AAGTAGATCTGTTGTCCCTTCCTCTCACCTACTTTGACTCGCTCTGGCTAAGGTTCCCACCCGTAC
AACGCCTTTACTTCTATGAATCAACATCTTCTTCTTCCACTACTACTACCGATTCTCTACTTGCCTA
TCTCAAAACCTCACTCTCTCTCACTCTCAAACACTTCGGACCTCTCGCCGGAAACCTAACTTGGC
CTCAGGACTCCCCCAGACCCGTTCTCAGCTATGTCGAAGGCGACGCCGTTTCGCTCACAGTAGC
CGAATCGACCGATGCTGATAATTTCGACCACCTTTCGAGCAACAGCGTCTTTGTCGAATCCAGAG
CTTACCATCCACTTGTTCCCCAATTGGAGTCGTCTCACGAACGAGCTGCAGCCATTGCCTTGCAA
ATAACCCTATTTCCTGGCCGTGGCTTTGCCATTGGAACAGCCATGCACCATGCCATCCTTGACGG
CAAAACATCAATCTCGTTTGTTAAGTCGTGGGCTCATGCATGCAGCAAACAAGTCGAAAATGGCG
TGTCCGATATTGGATCAGATGTCTCGTTACCGGAGAAGTTGAAGCCGTTATATGACAGAACGGTC
ATCCATGACTGGACTGGGCTCGGACTCGAATCCATCTACTTGAACGAATGGCAAAACATGGATGG
CCCCAACAACAGAAGCCTAAAGATTTGGGAGTTGAAAGCTCCACCAGATGACTCAGTTCGAGGCA
TCTTTGAGTTCACACGCGCAAATATACAAACCCTAAGGCAGATGGTAGTAGAAAAAGTTTCTGATC
TTCATTTGTCAACGTTTTCTCTAGTGTGTGCTTATACTTGGGTTTGTTTAGTCAAGGCACAAGAAGT
AGACGCCGGAAAAACTTCATATCAGGTATTTAGTGTGGACTGTAGGTCTCGCTTGGACCCTCCGG
TACCGGAAAACTATTTCGGGAACTGCACGAGGGGTGTGCCGGTGTTTGCAGAGGCAAATGAGTT
ATTGGGTGAAGATGGGTTGGTCGTGGCGGTCACAGCAATTAGTGAAGCTATAAAGGGTTTGGAC
AAGAATGGGGTTTTGAAGGGGGCCGACGAGGTTTACGTTTCGAAAGTCAAGGACTATTTTGGGG
TTGAGGGATTCTATTCTACTGCTGGTTCTCACCGATTTCAGATATATGATACCGACTTCGGATGGG
GTAGGCCGACGAAAGTTGAGGTGGTTTCTATAGATAGGACCGGAGCATTTTCAGTGTCGGATTCC
AAGAATGGTGGTGGAGGTGTAGAGGTCGGGGTGGTTCTGAAGAAACATGTTATGGAGGCTTTTG
CTTCTCTATTTGCTAAAGGTTTTGGAAAACACTGA
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Anhang Abbildung 4: Heatmap der Metabolitengehalte der GoodBerry-Kreuzungspopulation (Datenset 17/18);
dargestellt werden die relativen Konzentrationen der einzelnen Metaboliten pro Erntejahr und Standort; 1: héchste
gemessene Konzentration des Metaboliten im Datenset, 0,5: 50 % der héchsten gemessenen Konzentration, 0:
0 % der hochsten gemessenen Konzentration.
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Anhang Abbildung 5: Heatmap der Spearman-Korrelation der Metabolitenkonzentrationen ausgewahlter Proben
der GoodBerry-Population im Erntejahr 2018 (Datenset 18) getrennt nach Standort (Teil 1); dargestellt werden die

Korrelationskoeffizienten (rse), rot: positive Korrelation, blau: negative Korrelation, grau: keine signifikante
Korrelation (p < 0,05).
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Anhang Abbildung 6: Heatmap der Spearman-Korrelation der Metabolitenkonzentrationen ausgewahlter Proben
der GoodBerry-Population im Erntejahr 2018 (Datenset 18) getrennt nach Standort (Teil 2); dargestellt werden die
Korrelationskoeffizienten (rse), rot: positive Korrelation, blau: negative Korrelation, grau: keine signifikante
Korrelation (p < 0,05).
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Anhang Abbildung 7: Allergengehalte (Fra a 1) ausgewahlter Genotypen der GoodBerry-Population an den
einzelnen Standorten im Erntejahr 2018: (Datenset 18) — Buchstaben (a-e) symbolisieren signifikante Unterschiede
(Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05)
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Anhang Abbildung 8: Allergengehalte (Fra a 1) ausgewahlter Genotypen der GoodBerry-Population Uber alle
Standorte: (Datenset 18) — keine signifikanten Unterschiede (Dunn-Bonferroni-Test, p < 0,05)
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6.Anhang

Anlage (CD)
Tabellen der Rohdaten

Franzdsische Kreuzungspopulation (Metabolic Profiling)
GoodBerry-Kreuzungspopulation (Metabolic Profiling, Allergengehalte)
SiFLS-Pflanzen (Metabolic Profiling)

siFra a 1.02-Pflanzen (Metabolic Profiling)

Spanische siFra a 1.02-Frichte (Metabolic Profiling, ungerichtete Analyse)
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