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1. Einleitung, Stand des Wissens, Zielsetzung

Die Blatter vieler Nutzpflanzen, insbesondere Nachtschattengewéchse, enthalten wertvolle
Sekundarmetabolite, die industriell genutzt werden konnten (Taylor und Fraser, 2011).
Nichtsdestotrotz sind die Gehalte in Nutzpflanzen geringer als in den Utblicherweise zu lhrer
Gewinnung angebauten Pflanzen (Oksman-Caldentey und Inzé, 2004). Eine erhdhte
Biosynthese von Sekund&rmetaboliten wird unter anderem durch abiotischen Stress
induziert (Cramer et al., 2011; Ramakrishna und Ravishankar, 2011). Das interdisziplinare
BioSC-Projekt InducTomE untersucht das Potential, die Blattbiomasse von nach der
Tomatenernte  verbleibenden  Pflanzen im  Unterglasanbau durch gezielte
Stressbehandlungen zur Gewinnung hochwertiger Sekundarmetaboliten zu nutzen. Dazu
wird der Einfluss gezielter Stressbehandlungen auf den Sekundarmetabolitgehalt von unter
kommerziellen Bedingungen angebauten Tomatenpflanzen untersucht und geeignete
Extraktionsprozesse entwickelt, um zu evaluieren, ob der vorgeschlagene
Wertschopfungsprozess 6konomisch relevant gestaltet werden kann. Dadurch kénnte ein
Mehrwert beim gartenbaulichen Anbau von Nutzpflanzen generiert werden, ohne dass der
Fruchtertrag beeinflusst wird.

Als Grundlage dieser Untersuchungen haben wir in Experimenten mit jungen
Tomatenpflanzen unter kontrollierten Bedingungen untersucht, welche abiotischen
Stressfaktoren die Akkumulation von Rutin und Solanesol induzieren. Rutin ist ein
Flavonoid (Dixon und Steele, 1999), das in Pflanzen aufgrund seiner antioxidativen
Eigenschaften oxidativen Stress reduziert (Suzuki et al., 2005), und aus diesem Grund auch
als Nahrungserganzungsmittel genutzt wird. Im Gegensatz dazu ist die Funktion des
Isoprenoids Solanesol in der Pflanze noch nicht vollstandig aufgeklart (Yan et al., 2015). Es
ist jedoch elementar fiir die Synthese von Coenzym Q1o durch die Kosmetikindustrie und
besonders hochpreisig (Machado et al., 2010; Taylor und Fraser, 2011). Wir gehen davon
aus, dass Stickstoffmangel zu einer Induktion von Rutin und erhdhte
Wachstumstemperaturen zu einer Induktion von Solanesol fihren. Anhand siebentéagiger
Behandlungen mit unterschiedlichen Stressfaktoren untersuchen wir zudem, in welchem
Ausmal} der Sekundarmetabolismus von Tomatenpflanzen angeregt werden kann.



2. Material und Methoden

Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum ‘Lyterno’, Rijk Zwaan Welver GmbH,
Deutschland) wurden hydroponisch in Steinwolle unter kontrollierten Bedingungen
(22/18 °C Tag/Nachttemperatur, 50 % Luftfeuchte, 200 pmol m2s? Photonen
Lichtintensitat fur 10 h pro Tag) unter grofRziigiger Bewasserung mit Hoagland-
Nahrldsung angezogen. In zwei Experimenten wurden einen Monat alte Pflanzen fur
eine Woche Stickstoffmangel (N, Auswaschen des Substrates und anschlielRende
Bewdasserung mit stickstofffreier Hoagland-L6sung), erhohter Lichtintensitat (HL,
400 pmol m2 st), nachtlicher Kalte (°C, 20/12 °C Tag/Nachttemperatur), und
Kombinationen dieser Stresse sowie erhohte Tagestemperatur (e°C, 28/20 °C
Tag/Nachttemperatur), auch in Kombination mit HL, ausgesetzt. Nach sieben Tagen
wurde das viertalteste Blatt von je N=4 Pflanzen in Flussigstickstoff eingefroren,
gemorsert und bei -80 °C gelagert. Zur Berechnung der Trockenmasse (TM) wurden
die dritt- und funftaltesten Blatter fur drei Tage bei 80 °C getrocknet (TM liegt bei 9-
14 % des Frischgewichts, mit hdheren Werten fur Stickstoffmangelpflanzen, was auf
eine erhohten Einlagerung von Starke deutet).

30 mg des Probenmaterials wurden basierend auf den Methoden von Olsen et al. (2009)
und Zhao et al. (2007) fir 2 h in 1 ml Methanol extrahiert. Diese Methode erwies sich in
vorherigen Untersuchungen als besonders effizient und zuverlassig (Junker et al.,
eingereicht). Der Gehalt an Rutin und Solanesol wurde mit einem Waters ACQUITY
Ultrahochleistungsflissigkeits-chromatografie (UPLC)-System (Waters Technologies
Corp., MA, USA), gekoppelt mit einem Waters Xevo TQ-S Tripel-Quadrupol
Massenspektrometer bestimmt. Nach Auftrennung der Extrakte mittels einer Aqua Cis-
Saule (150x2 mm, 3 um PartikelgroRe; Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
wurden Rutin und Solanesol anhand externer Standards (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland; Glentham Life Sciences, Wiltshire, UK) quantifiziert. Die
Induktion der Sekundarmetabolitgehalte in stressbehandelten Pflanzen wurde relativ zu
den Kontrollpflanzen dargestellt und signifikante Unterschiede durch eine ANOVA mit
anschlieendem Tukey’s Posthoc Test aufgezeigt.

3. Ergebnisse

In Experimenten mit jungen Tomatenpflanzen unter Stickstoffmangel, né&chtlicher
Kaltebehandlung, erhodhter Lichtintensitdt sowie erhdhter Tagestemperatur konnten wir
zeigen, dass eine Induktion der Zielmetabolite Rutin und Solanesol durch gezielte
Stressbehandlungen unter kontrollierten Bedingungen maoglich ist.

Der Gehalt des Flavonoides Rutin in den Blattern der Kontrollpflanzen betrug
124 +93 mg kg™ in der Trockenmasse (TM). Im Vergleich dazu zeigte sich eine deutliche
Induktion unter Stickstoffmangel (Fig. 1). Eine maximale Induktion um den Faktor 6 wurde
durch Stickstoffmangel in Kombination mit erhéhter Lichtintensitdt und né&chtlicher
Kéaltebehandlung erreicht. Bei weiteren Untersuchungen der Blattproben zeigten sich
zudem erhohte Expressionslevel von Genen des Flavonoidstoffwechsels sowie erhdhte
Anthocyangehalte (Daten nicht gezeigt).
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Fig. 1. Induktion des Rutingehaltes in den Blattern von Tomatenpflanzen unter
abiotischen Stressbehandlungen relativ zu Kontrollpflanzen nach 7 Tagen Stress-
behandlung unter kontrollierten Bedingungen (HL: Hochlicht, °C: nachtliche Kélte, N:
Stickstoffmangel; Sternchen markieren eine signifikante Erh6hung, n=4+STF).

Der Gehalt des Isoprenoids Solanesol in den Blattern der Kontrollpflanzen betrug
durchschnittlich 25+2 mg kg TM. Der Gehalt an Solanesol war bei erhohter
Tagestemperatur stark erhéht, jedoch kaum durch erhéhte Lichtintensitat beeinflusst
(Fig. 2). Die Erhohung der Tagestemperatur um 6 °C fuhrte zu einer zwolffachen Induktion
des Solanesolgehaltes in den Pflanzen.
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Fig. 2: Induktion des Solanesolgehaltes in den Blattern von Tomatenpflanzen unter
abiotischen Stressbehandlungen relativ zu Kontrollpflanzen nach 7 Tagen
Stressbehandlung unter kontrollierten Bedingungen (HL: Hochlicht, e°C: erhéhte
Tagestemperatur; Sternchen markieren eine signifikante Erhéhung, n=4+STF).

4. Diskussion

In Experimenten mit jungen Tomatenpflanzen unter kontrollierten Bedingungen konnten
Stressbehandlungen identifiziert werden, die eine Steigerung des Gehaltes von
pflanzlichen Sekundarmetaboliten induzieren. Hierbei wurde eine 6-fache Induktion des
Rutingehaltes unter Stickstoffmangel in Kombination mit erhéhter Lichtintensitat und
nachtlicher Kaltebehandlung beobachtet (Fig. 1). Eine Steigerung von Phenolen und
Flavonoidgehalten in Tomatenpflanzen unter Stickstoffmangel wurde bereits mehrfach
beschrieben (Bénard et al., 2011; Lavdal et al., 2010). Nichtsdestotrotz ist der Rutingehalt
von 0,77 %o in der Trockenmasse nach der Stressbehandlung deutlich geringer verglichen
zu Buchweizen, der Ublicherweise zur Extraktion von Rutin genutzt wird, und bis zu 10 %
Rutin in der Trockenmasse enthalt (Suzuki et al., 2005).



Der Solanesolgehalt von Tomatenblattern ist geringer verglichen zu dem Gehalt an Rutin,
jedoch konnte eine starkere Induktion erreicht werden (Fig. 2). Bei einer um 6 °C erhdhten
Tagestemperatur verzwolffachte sich der Solanesolgehalt innerhalb von 7 Tagen auf 0,3 %o
in der Trockenmasse. Eine sechsfache Induktion konnte bereits fir Kartoffelpflanzen
gezeigt werden, die eine Woche lang einer Erhéhung der Tagestemperatur um 8 °C auf
30 °C ausgesetzt waren (Campbell et al., 2016). Weitere Faktoren, die den Solanesolgehalt
beeinflussen, sind genetische Variation sowie das Alter der Blétter. Der Solanesolgehalt in
Linien von Tabak variiert von 0,3 % bis 1,7 % sowie in Kartoffelpflanzen von 0,1 %o bis
0,5 %o (Campbell et al., 2016). Auch in Tomaten wurden bis zu 0,35 % Solanesol gefunden
(Kotipalli, 2008). Zudem konnte fur Kartoffelpflanzen gezeigt werden, dass altere Pflanzen
generell héhere Solanesolgehalte aufweisen, mit einem bis zu 9-fachen Gehalt in alteren
Pflanzen (Campbell et al., 2016). Eine Auswahl geeigneter Genotypen und Ernte von alten,
ausgewachsenen Tomatenpflanzen unter induzierenden Bedingungen konnte somit zu
einer noch starkeren Anreicherung von Solanesol in Tomatenpflanzen filhren. Zudem ist
Solanesol aufgrund seiner hoéheren Wertigkeit als sehr vielversprechend fir eine
intensivierte Machbarkeitsstudie der Wertschépfungskette einzuschatzen (Machado et al.,
2010; Taylor und Fraser, 2011). Ublicherweise wird Solanesol aus Tabak extrahiert, der zu
diesem Zweck angebaut wird (Yan et al., 2015). Der Gehalt an Solanesol in Tabak liegt
generell ungeféahr um den Faktor 10 héher verglichen zu Tomatenpflanzen (Kotipalli, 2008).
Diese Diskrepanz kénnte durch die Auswahl geeigneter Linien und Optimierung der
Stressbehandlungen reduziert werden. Dadurch kdnnte eine Extraktion von Solanesol aus
Tomatenrestbiomasse 6konomisch relevant werden und einen Mehrgewinn in der
Tomatenproduktion erzeugen. Zusatzlich kodnnten die regionale Verfligbarkeit der
Biomasse, sowie die kontrollierten Bedingungen, unter denen Tomatenpflanzen wachsen,
und der daraus resultierenden gleichbleibenden Qualitdt der Biomasse, zu einer
Konkurrenzfahigkeit des Modellprozesses beitragen.

Fur die erfolgreiche Etablierung der neuartigen Wertschépfungskette wird nun im Rahmen
des Projektes InducTomE untersucht, welche Sekundarmetabolitgehalte durch
Stickstoffmangel und erhéhte Temperatur in Produktionsgewdchshausern erreicht werden
konnen. Neben der Induktion durch die applizierten Behandlungen wird auch die technische
Umsetzung, die gartenbauliche Integration in Produktionsprozesse und die Akzeptanz der
Betreiber, bestehende Produktionsablaufe zu verandern, evaluiert.

5. Schlussfolgerung

Wir konnten erfolgreich zeigen, dass der Gehalt an Sekundarmetaboliten in den Blattern
von Tomatenpflanzen durch abiotische Stressbehandlungen induziert werden kann. Die in
unserem Experiment beobachtete starke Induktion des Solanesolgehaltes zeigt das
Potential von Tomatenpflanzen zur Produktion von Sekundarmetaboliten auf. Im Rahmen
des Projektes InducTomE werden unsere Ergebnisse zusammen mit Versuchen zu
Stressbehandlungen in Gewdachshéusern unter Produktionsbedingungen und der
Entwicklung einer kostengunstigen und umweltfreundlichen Extraktionsmethode genutzt,
um den Modellprozess zu evaluieren. InducTomE zeigt eine alternative biokonomische
Nutzung pflanzlicher Nebenprodukte zur Gewinnung hochwertiger Sekundarmetabolite auf,
die zu einem Mehrwert beim Anbau gartenbaulicher Kulturen fiihren kénnen.



Das Projekt InducTomE wurde durch das Ministerium fir Innovation, Wissenschaft und
Forschung innerhalb des Bioeconomy Science Center geférdert (No. 313/323-400-002 13).
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