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1 Einleitung

Die Familie der Ericaceae ist monophyletisch und wird in acht Unterfamilien
gegliedert (Simpson, 2006; http://www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb).
Ericaceae sind eine weltweit verbreitete Pflanzenfamilie, deren Arten meist als
(Zwerg-)Straucher (Hess, 2005), unter Bodenbedingungen mit niedrigem pH-
Wert, geringem Stickstoffgehalt sowie Frosttrocknis in  Symbiose mit
Ectendomycorrhiza anzutreffen sind (Korner, 2003; Ozenda, 1988). Ericaceae
zeichnen sich des Weiteren durch xeromorphe, sogenannte ericoide”
Laubblatter, mit dicker Cuticula sowie dem Vorhandensein unterschiedlicher
Trichomtypen aus (Cullen, 1980; Hess, 2005).

Flavonoide treten in Angiospermen meist in Form wasserloslicher und somit
in Zellsaftvakuolen gespeicherter Glycoside auf (Onyilagha & Groteworld,
2004). Es handelt sich um funktionell bedeutende polyphenolische
Sekundarmetabolite, welche bisher in allen hoheren Pflanzen detektiert wurden
(Williams & Grayer, 2004). Flavonoidaglyca sind als lipophile Stoffe hingegen
haufig Bestandteile der Laubblattexkrete von Pflanzen mit (semi-)arider
Verbreitung (Valant-Vetschera & Brem, 2006; Wollenweber & Valant-Vetschera,
1996). Das Vorkommen von Drusenhaaren sowie die Produktion von
atherischem Ol werden als Hinweis auf eine mogliche Produktion von Exkret-
Flavonoiden gesehen (Valant-Vetschera & Wollenweber, 2001; Wollenweber &
Valant-Vetschera, 1996). Die meisten Literaturdaten zur Familie der Ericaceae
beziehen sich auf die Zusammensetzung von Extrakten, ohne unterschiedliche
Stoffprofile in den Pflanzenorganen naher auszufuhren oder die Bildung von
mdglichen Exkretverbindungen zu bertcksichtigen. Aus Laubblattextrakten sind
bisher Flavonole wie Herbacetin, Gossypetin, 5-Methylether von Kampferol,
Quercetin, Myricetin  und Caryatin sowie auch Taxifolin-Derivate,
Dihydroflavonolglycoside, bekannt (Chosson et al., 1998; Hegnauer, 1989).
Louis et al. (2010) identifizierten im &therischen Ol von Rhododendron

ferrugineum L. die Flavonoidaglyca Quercetin, Myricetin und Farrerol sowie in



Bliten von Rhododendron. sp. Gossypetin und Quercetagetin, beides Derivate

des Flavonols Quercetin (Lattanzio et al., 2006).



2 Systematik & Morphologie

2.1 Systematik

Die Familie der Ericaceae (Ordnung Ericales) wird derzeit in acht
Unterfamilien gegliedert: Enkianthoideae, Monotropoideae (mit einigen semi-
sowie holoparasitischen Vertretern), Arbutoideae (Gattungen Arbutus und
Arctostaphylos), Cassiopoideae, Ericoideae (Erica, Rhododendron sowie
Gattungen der ehemaligen Empetraceae), Harrimanelloideae, Styphelioideae
(inklusive der frGheren Epacridaceae) und die Vaccinioideae mit der Gattung
Vaccinium (Simpson, 2006; http://www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb).
Aufgrund molekularsystematischer Analysen sind die Ericaceae eindeutig als
monophyletisch aufzufassen (Anderberg et al., 2002). Uber ihre geographische
Verbreitung informiert Abb. 1.

Abb. 1 Verbreitung der Ericaceae (http://www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb).

Im Gegensatz zur Familie der Ericaceae erweist sich die gro3e Gattung
Rhododendron, welche im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, bezuglich ihrer
infragenerischen Gliederung als problematisch. Systematische Bearbeitungen,
welche alle Untergattungen und Sektionen umfassen, wurden erstmals von
Sleumer  (1949)  durchgefihrt, woraus eine  Klassifikation mit
Bestimmungsschlissel fur Untergattungen und Sektionen resultierte.

Chamberlain et al. (1996) schlugen, basierend auf weitere enger fokussierten
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Arbeiten, eine alternative Klassifikation in acht Untergattungen vor, welche
breite Akzeptanz fand (Goetsch et al., 2005) und daher als Referenz fir diese
Arbeit gewahlt wurde. Wesentliche morphologische Merkmale zur
Differenzierung der Untergattungen und Sektionen sind vor allem die Stellung
der Blutenknospen (terminal/lateral), das Fehlen oder Vorhandensein von
Blattschuppen (Schilferschuppen) sowie die Unterscheidung zwischen
laubwerfenden und immergrinen Arten. In Tab. 1 sind die Untergattungen von
Rhododendron und ihre wesentlichsten Merkmalsdifferenzierungen angefuhrt
(Goetsch et al., 2005).

Auf Grund molekularsystematischer Ergebnisse wurde der Umfang der
Gattung Rhododendron (Kron, 1997; Kurashige et al., 2001) revidiert. Demnach
muss die frihere Gattung Menziesia inkludiert werden, um Rhododendron zu
einem monophyletischen Taxon zu machen. Innerhalb der Untergattung
Rhododendron  wurde die sect. Rhododendron subsect. Ledum
ausgeschlossen, weil diese Untergattung sonst nicht mehr monophyletisch
ware (Kurashige et al., 2001). Die Arbeiten von Goetsch et al. (2005) ergaben
ein Phylogramm mit gut definierten Clades A, B und C (Abb. 2), wobei sich die
sect. Rhododendron jedoch als paraphyletisch erwies. Zwar wurden aufgrund
dieser Daten einige Revisionen vorgenommen, die sect. Rhododendron
hingegen in ihrem jetzigen Umfang belassen (Goetsch et al., 2005). Damit
decken sich die blattmorphologischen Gemeinsamkeiten der Arten in dieser

Sektion nicht mit der aktuellen molekularen Phylogenie.

2.2 Morphologie

Ericaceae stellen weltweit ein wichtiges Element alpiner Strauchvegetation
dar. Sie sind in offenen Habitaten mit kaltem bis warm-temperatem Klima
anzutreffen. Eine besondere Diversitat findet sich in mediterranen Gebieten und
Gebirgen Sudostasiens sowie im tropischen Amerika, siehe Abb. 1 (Koérner,
2003; Ozenda, 1988). Haufige Wuchsformen dieser Holzgewachse sind
(Zwerg-) Straucher mit wechselstandigen, nebenblattlosen und oft wintergriinen
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Laubblattern (Hess, 2005). Hochstwahrscheinlich spielt ihre Ectendomykorrhiza
eine wichtige Rolle fur den Erfolg der Familie, denn viele Vertreter wachsen auf
relativ saurem und stickstoffarmem Boden (Korner, 2003). Um zusatzlich mit
der teilweise frostbedingten Trockenheit ihres Lebensraums zu Rande zu
kommen besitzen Ericaceae haufig xeromorphe Laubblatter. Diese weisen eine
reduzierte ledrige Oberflache auf und sind oft nadelférmig oder als Rollblatt
ausgebildet sowie mit tief versenkten Stomata versehen (Hess, 2005). Haufig
findet man eine dicke Cuticula sowie Trichome, wobei hier Deck- und
Drisenhaare unterschieden werden. Erstere kdnnen einzellig, einzellreihig,
schildférmig oder dendritisch verzweigt sein. Drisenhaare sind hingegen
gestielt und mit einem mehrzelligen runden bis ovalen Kopf ausgestattet
(Cullen, 1980).



Tab. 1 Untergattungen (Subgen.) und Sektionen (Sect.) der Gattung Rhododendron nach
Sleumer (1949) und Chamberlain et al. (1996).

Eigenschaft

Sleumer (1949) Chamberlain et al. (1996)

I. Infloreszenzknospen terminal

a Blattschuppen vorhanden Subgen. Lepidorrhodium Koehne

Sect. Pogonanthum G. Don
Sect. Lepipherum G. Don
Sect. Vireya Copel f.

Subgen. Rhododendron L.
Sect. Pogonanthum Aitch. & Hemsl.
Sect. Rhododendron

Sect. Vireya Copel f.

b Fehlen von Blattschuppen

1. Neue Blattanlage aus den
Achseln der Knospen des Vorjahrs

a Blatter immergrin Subgen. Eurhododendron Maxim. Subgen. Hymenanthes K.Koch

Sect. Ponticum G.Don
b Blatter abwerfend Subgen. Pseudanthodendron Sleumer Subgen. Pentanthera Pojarkova

Sect. Pentanthera G. Don Sect. Pentanthera G.Don
Sect. Rhodora G. Don Sect. Rhodora Torr.

Sect. Viscidula Matsum. & Nakai Sect. Viscidula Matsum. & Nakai

2. Neue Blattanlage aus Achseln

Subgen. Anthodendron Rehder & Wilson
der niedrigsten Schuppenblatter

Sect. Brachycalyx Sweet Sect. Sciadorhodion

Subgen. Tsutsusi Pojarkova
Sect. Brachycalyx Sweet
Sect. Tsutsusi Sweet

Sect. Brachycayx Sweet
Sect. Tsutsusi Sweet

Il. Infloreszenzknospen lateral

a Blatter immergriin Subgen. Azaleastrum Planch. Subgen. Azaleastrum Planch.

Sect. Euazaleastrum Sleumer Sect. Azaleastrum Maxim.

Sect. Choniastrum Franch. Sect. Choniastrum Franch.

b Blatter abwerfend Sect. Candidastrum Sleumer

Sect. Mumeazalea Sleumer
(auBerhalb Rhododendron)

Subgen. Candidastrum Franch.
Subgen. Mumeazalea Sleumer
Subgen. Therorhodion A.Gray




R. diglsiantim
R. konori
R. herzogii

1 R, radians
R. crassifloiium
R. soronum
R. asperulum
R. santapaui

R. vaccinioides
R. spinufiferum
. lutescens
R. triflorum
R. keiskel
R. mekongense
e . micranthum

R, genestieranum
R. afghanicum
R. campylogynum
R. trichanihum
R siderophylium
R, virgatum
R. nultaili
_E R. excellens
P |lR. ciliatum
. lappomicum
- I:R. orthacladum
R, sargetifianum
R. kongboense
——— R. anthopagon
R moupinense
R, sulfureum
R. xanthostephanum
R veitchianum
R. edgewarthii
R. pendulum
R, mucronwlatum
—— R ferrugineum
R. impecditurm
R. baileyi
R. minus

C R. hypaleucum
A, formentosum

R. stamineum
—|:|_— . champicnae
R. moulmainense
R wardii
R. maculifarum
R. macabeanum
R. forresti
R. roxieanum
R. brachycarpum
R. macrophyilurm
— R. aureum
R. calawbiense
R. psewdochrysanthum
R. hyperythrum
R. pachysanthum

I — R. ungermii

R. panticum
—— R. maximum

R. adenopodum
R formasanum
R, smimowii
R. degronianum
B R. makinoi
R. calenduwlaceum
R
1 R. canadanse
R. molle
R. canescens

_—
L——— R occidentale
R. tashiroi

R. tsusiophyium
R. samibarbatum
R nippomicum
R. avatum
R. leptothrium
M. fermuginea
M. ciliicalyx
R. vasayi
R, schlippenbachii
R, albrechti
R, albiffarum
R. camischaticum
E. migrum

0.005 substitutions/site

Abb. 2 Maximum parsimony strict consensus tree. Maximum parsimony strict consensus tree
(RPB2-1-Gensequenzen). Taxon-Namen beziehen sich auf Sektionen (Tab. 1). Senkrechte
Balken zeigen eindeutige synapomorphe Indels (nach Goetsch et al., 2005).
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Die Gattung Rhododendron mit mehr als 1000 Arten hat ihre grofite
Artenvielfalt in Asien (Goetsch et al., 2005). lhr weitestes zusammenhangendes
Verbreitungsgebiet reicht von Alaska Uber die norddstlichen und suddstlichen
Teile Asiens bis in den Norden Australiens (Krutzsch 1991). Alle Arten sind
mehrjahrig und verholzt, ihr Habitus ist Uberwiegend von strauchigen oder
zwergstrauchigen sowie halbstrauchigen Wuchsformen gepragt (Fischer et al.,
2008). Blattmorphologisch ist die Differenzierung der Trichome und der
sogenannten Schulferschuppen, welche sich von Trichomen ableiten, von
Interesse. So charakterisiert beispielsweise ihre Ausbildung an sowohl der
Blattunter- wie auch der —oberseite die Untergattung Rhododendron. Bekannte
heimische Vertreter sind R. ferrugineum L., R. hirsutum L. sowie deren Hybrid
R. intermedium Tausch. R. ferrugineum ist ein subalpiner, in den Pyrenaen und

Alpen in Seehdhen zwischen 1700 und 2300 m weit verbreiteter, Strauch,

welcher ausschlieRlich auf silikatischen Bdden wachst (Louis et al., 2010;
Ozenda, 1988), Abb. 3.

Abb. 3 Infloreszenz und Laubblatter von R. ferrugineum
(http://flora.nhm-wien.ac.at/Seiten-Arten/Rhododendron-ferrugineum.htm).
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2.3 Phytochemie und Verwendung der Ericaceae

Phenolische Verbindungen sind typisch fur die Ericaceae. Sie wurden in
Form von phenolischen Heterosiden (wie Arbutin und verwandte Glycoside),
Gerbstoffbausteinen (Gallussaure, Ellagsaure, Catechine und
Leucoanthocyane), kondensierten Gerbstoffen und Flavonoiden nachgewiesen.
Weiters sind innerhalb der Familie isoprenoide Sekundarstoffe zu finden: Mono-
und Sesquiterpene in atherischem Ol, Di- sowie Triterpene wie vor allem
Ursolsaure als Komponente des Epicuticularwachses (Hegnauer, 1989).
Aulerdem besteht in einigen Arten eine Tendenz zur Produktion giftiger
Grayanotoxine wie z.B. Grayanotoxin | (vgl. Abb. 9) aus der Verbindungsklasse
der Diterpene (Hess, 2005). Diese toxische Verbindung ist schon lange aus
dem Nektar von R. thomsonii Hook. f. bekannt (Carey et al., 1959) und wurde
spater auch in anderen Arten nachgewiesen (Constantine et al., 1967). Einer
allfalligen Giftigkeit von R. ferrugineum wiedersprechen die Ergebnisse von
Karten (1971) und Louis et al. (2010). Weitere Details zu den Sekundarstoffen

der Ericaceae werden in Kapitel 3 eingehender diskutiert.

Verwendung finden Ericaceae als Wildfrichte, Arzneipflanzen und
Zierpflanzen (Frohne & Pfander, 2004; Swiderski et al., 2004). Die wichtigste
Rolle als Wildobst spielt Vaccinium myrtillus L., welche ebenso wie andere
Vaccinium-Arten (V. corymbosum L., V. vitis-idaea L.) wegen ihrer Frichte
kultiviert wird (Lieberei, 2007). Diese sind auf Grund ihres Gehalts an
Flavonoiden interessant fur die Nahrungsmittelindustrie (Hakkinen et al., 1999).
Die Blatter von R. ferrugineum fanden traditionell Anwendung als Dekokt fur
Indikationen wie Rheumatismus, Blutdruck, Muskel- und
Stoffwechselerkrankungen (Goez, 1994). Laubblatter von R. cinnabarinum
Hook. F. sollen als Raucherwerk verwendet eine stark berauschende Wirkung
haben, und ein verhaltensverandernder Einfluss konnte sogar bei Yaks
beobachtet werden (Ratsch, 2009). Als Medizinalpflanze ist Gaultheria
procumbens L. durch ihre bekannte Wikung als Analgetikum und Anasthetikum



von Bedeutung (Halberstein, 2005). Zhang et al. (2006) berichten von

entzindungshemmender Wirkung von G. yunnanensis (Franch.) Rehder.
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3 Verbindungsklassen

Die Familie der Ericaceae zeichnet sich durch Inhaltsstoffe der Gruppe der
Polyphenole aus: phenolische Heteroside, Tannine, deren Bausteine sowie
Flavonoide. Des Weiteren sind isoprenoide Sekundarstoffe charakteristisch,
darunter Monoterpene und Sesquiterpene, Pseudoindikane, Diterpene und
Triterpene (Fan et al., 1999; Hegnauer, 1966; Hess, 2005). Im folgenden Kapitel
soll auf die beiden Verbindungsklassen Flavonoide inklusive Exkretflavonoide
sowie Terpenoide, mit speziellem Fokus auf Ericaceae, naher eingegangen

werden.

3.1 Flavonoide

Flavonoide sind mit ca. 9000 bekannten Vertretern eine sehr umfangreiche
Gruppe von polyphenolischen Verbindungen. Sie sind in Geweben hdherer
Pflanzen ubiquitar vertreten (Williams & Grayer, 2004). Flavonoide wurden in
allen Pflanzengruppen einschliel3lich niederer Pflanzen wie Tortula muralis
HEDW. (Bryophyta; Basile et al., 2002) oder dem Pilz Colletotrichum dematium
f. sp. epilobii (Abou-Zaid et al., 1997) nachgewiesen. Eine Detektion
verschiedener Flavone, Flavanone und Anthocyanidine erfolgte auch in den
Chloroplasten von Gefalipflanzen (Saunders & McClure, 1976) sowie im
Nucleus verschiedener Zelltypen von Arabidopsis sp. (Saslowsky et al., 2005).
Die Grundstruktur flavonoider Verbindungen ist in Abb. 4 dargestellt; mit
Ausnahme der Chalcone ist der heterozyklische Ring C geschlossen.
Modifizierungen dieser Grundstruktur erfolgen durch Hydroxylierungen,
Methylierung oder Prenylierung sowie Glycosidierung. Weitere funktionelle
Gruppen umfassen aromatische und aliphatische Sauren, welche vor allem bei

den Anthocyanen eine wesentliche Rolle spielen (lwashina, 2003).
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Abb. 4 Grundgerust der Flavonoide mit Ausnahme der Chalcone (nach Taiz & Zeiger, 2010).

Meist treten Flavonoide natlrlich in Verbindung mit Zucker in konjugierter
Form auf. Durch die Konjugation mit unterschiedlichen Zuckerderivaten entsteht
grolRe Diversitat innerhalb der Stoffklasse, wobei oft mehr als nur ein

Zuckermolekul angelagert wird (Taiz & Zeiger, 2010).

3.1.1 Biosynthese

Die aromatische Aminosaure Phenylalanin, welche auch Uber den
Shikimatsaure-Weg entsteht, ist bei der pflanzlichen Biosynthese der Vorlaufer
fur Phenylpropanoide und Flavonoide. Durch Kondensation von p-Cumaroyl-
CoA und 3 Molekllen Malonyl-CoA entsteht als erste flavonoide Struktur ein
Chalcon (Bowsher et al., 2008). Sowohl der B-Ring als auch die 3-Carbon-
Brucke wird aus p-Coumaroyl-CoA gebildet, woraus der C-Ring entsteht. Drei
Molekule Malonyl-CoA aus dem Acetat-Weg bilden Uber Kondensation den A-
Ring. Modifizierungen der drei Ringe, insbesondere der Grad an Oxidation der
C3-Brucke, sind die Grundlage der Klassifikation der Flavonoide (Taiz & Zeiger,
2010). Zur Darstellung der Hauptklassen siehe Abb. 5. Chalcone unterscheiden
sich von anderen Flavonoiden durch ihren offenen C-Ring. Sie sind zudem
Isomere der Flavanone, welche einen geschlossenen C-Ring aufweisen. Eine
C=C Doppelbindung zwischen C2 und C3 charakterisiert Flavone, Flavonole
und Isoflavone. Letztere entstehen aus Flavanonen durch Arylmigration des B-
Rings von C2 auf C3. Flavonole unterscheiden sich von Flavonen auf Grund

ihrer Hydroxyl-Gruppe am C3 des C-Rings (Bowsher et al., 2008).
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Abb. 5 Biosynthese der wichtigsten Flavonoidklassen ausgehend von Phenylalanin
aus dem Shikimatsaure-Weg und drei Molekulen Malonyl-CoA (nach Taiz & Zeiger,
2010).
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3.1.2 Exkretflavonoide

In Pflanzen kann eine Unterscheidung zwischen Sekretion und Exkretion
nicht so eindeutig vorgenommen werden wie in tierischen Organismen
(Romberger et al., 1993). Lipophile Flavonoide werden auch Exsudat- sowie
Oberflachen-Flavonoide oder externe Flavonoide genannt (Onyilagha &
Groteworld, 2004), wenn es sich um Exkretbestandteile handelt, welche auf

Epidermisoberflachen akkumuliert werden (Valant-Vetschera & Brem, 2006).

Pflanzen, welche apolare Exkrete sezernieren, weisen meist Drisenhaare
epidermaler Herkunft auf, in denen &therische Ole bzw. Terpenoide produziert
werden. Trichome allgemein sind in ihrer Struktur variabel und konnen sich auf
allen pflanzlichen Organen befinden. Grundsatzlich wird zwischen
Drisenhaaren und nicht-drisigen Trichomen unterschieden (Werker, 1993).
Beide Trichomarten sind in manchen Fallen auf dem gleichen Individuum oder
Organ lokalisiert (Schilmiller et al., 2008). In frihen Arbeiten wurde die Struktur
von Trichomen des Subgenus Rhododendron zur taxonomischen Einordnung
genutzt (Cullen, 1980). In manchen Arbeiten wird eine funktionelle
Unterscheidung von Drisenhaaren vorgenommen: Peltate Trichome, welche ihr
Drusensekret erst bei Beruhrung abgeben und versenkt vorliegen konnen,
sowie capitate Trichome, deren Inhaltsstoffe schon kurz nach Produktion
sezerniert werden (Werker, 1993). So wurden auf der Cuticula von Salvia
blepharophylla Brandegee ex Epling (Lamiaceae) neben nicht-sezernierenden
Trichomen peltate sowie capitate Drusenhaaren nachgewiesen (Bisio et al.,
1999).

Untersuchungen der Gattungen Nicotiana und Solanum (Solanaceae)
zeigten, dass hydrophile und lipophile Verbindungen jeweils von spezifischen
Drisenhaaren produziert werden. Es liegen ihnen verschiedene Transport- und
Exkretionsmechanismen zu Grunde (Wollenweber et al.,, 2005). In
Drisenhaaren der Laubblatter von Mentha x piperita L., pro spec. & Hylander

(Lamiaceae) konnte die Akkumulation von Flavonen nachgewiesen werden
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(Voirin et al.,, 1993). Bosabalidis et al. (1998) fanden bei Origanum x
intercedens (Lamiaceae) peltate Drisenhaare, welche im subcuticularen Raum
ausschlieRlich homogenes &therisches Ol produzieren, und Driisenhaare,
welche im atherischen Ol zahlreiche Tropfen mit freien Flavonaglyca aufweisen.
Die Bildung von &therischem Ol ist Ursache fir den charakteristischen
aromatischen Geruch z. B. von Asteraceae und Lamiaceae (Valant-Vetschera &
Brem, 2006). Im Sekret capitater Drisenhaare von Helianthus sp. (Asteraceae)
konnten 5-Deoxy-Flavone nachgewiesen werden (Gopfert et al., 2006), welche
innerhalb der Familie selten vertreten sind. Im autofluoreszenten Sekret wurden
Phenylalanin-Ammoniumlyase  (PAL) sowie Chalconsynthase (CHS)
nachgewiesen. Diese Enzyme sind fur die Synthese von Flvonoiden
unumganglich, womit in diesem Fall die direkte Produktion von Flavonoiden in

Drisenhaaren bestatigt wird.

Vorkommen und chemische Zusammensetzung

Der Gehalt an Exkretflavonoiden kann innerhalb einer Familie, wie
beispielsweise den Asteraceae, deutlichen Schwankungen unterliegen. In der
Unterfamilie Asteroideae ist mit Flourensia resinosa S. F. Blake (Asteraceae)
die Spezies mit der bisher quantitativ hochsten bekannten Produktion von
Exkretflavonoiden zu finden, mit einem Anteil von 27 % des Trockengewichts.
Normalerweise liegen meist geringe Mengen lipophiler Flavonoidaglyca in
einem mengenmafig groferen Terpenoid-Anteil vor (Wollenweber & Valant-
Vetschera, 1996). Fang et al. (1986) wiesen in den oberirdischen Pflanzenteilen
von Gutierrezia microcephala A.Gray (Asteraceae) 51 Flavonoide nach, davon
sind 43 Verbindungen Aglyca. In den Asteraceae treten Flavonoide teilweise
deutlich gattungs- oder artspezifisch bzw. nur in bestimmten Varietaten auf
(Wollenweber & Valant-Vetschera, 1996). In einigen Fallen tritt das Exsudat als
mehlartiger Belag in Erscheinung, wie etwa bei farinosen Farnen (Wollenweber
& Schneider, 2000) und der Gattung Primula (Valant-Vetschera et al., 2009).
Exkretflavonoide wurden auch im Wachs der Laubblatter von Eucalyptus L'Hérit

(Myrtaceae) oder im harzig-klebrigen Belag von in F. resinosa (Wollenweber,
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1990) detektiert. Fernandez et al. (1999) wiesen mit Hilfe von konfokaler
Laserrastermikroskopie =~ Flavonoid-Ablagerungen  auf  den Cuticulae

verschiedener Fruchte von Nutzpflanzen nach.

Neben freien Flavonoidaglyca wurden gelegentlich auch Glycoside in den
durch Abspulen gewonnenen Exsudaten festgestellt, wie etwa Quercetin-7-O-
Glycosid in Crysanthemum segetum L. (Asteraceae; Onyilagha & Groteworld,
2004; Valant-Vetschera et al.,, 2003) oder Flavonolglycoside in einigen
Vertretern der Solanaceae (Wollenweber et al., 2005). Umgekehrt wurden
lipophile Flavonoide in Zellsaftvakuolen von Vellozia streptophylla S. B. Sm
(Velloziaceae) detektiert (Williams et al., 1991).

Die Verbreitung von Exkretflavonoiden ist an das Vorhandensein von
sezernierenden  Strukturen gebunden, weshalb sie nicht in allen
Pflanzenfamilien anzutreffen sind. Daruber hinaus wird oftmals kaum
differenziert extrahiert. Es ist anzunehmen, dass sich Angaben zu freien
Flavonoidaglyca in Extrakten Uberwiegend auf Exsudatkomponenten beziehen
(Wollenweber & Valant-Vetschera, 1996). In Tab. 2 sind einige wesentliche
Familien und die Zusammensetzung der Exsudate angefuhrt. Weitere Beispiele
umfassen die Exkretflavonoide der Pteridaceae Pentagramma triangularis
(Kaulf.) Yatsk., Windham & E. Wollenw. und Notholaena standleyi Maxon
(Wollenweber & Schneider, 2000) sowie Ginkgo biloba L. (Gymnospermae),
welcher im Exsudat Biflavonoide enthalt (Wollenweber et al., 1998). Im
Gegensatz zu den dicotylen Vertretern konnten Exkretflavonoide bei
Monocotyledonae seltener nachgewiesen werden, wie etwa bei der Gattung

Vellozia (Velloziaceae; Williams et al., 1994).

In einigen Fallen wurden die Exkretflavonoid-Profile vergleichend untersucht
und chemosystematisch interpretiert, wie etwa in den Gattungen Achillea oder
Artemisia (Asteraceae; Valant-Verschera et al., 2003; Wollenweber & Valant-
Vetschera, 1996). Neben der Zusammensetzung von Exkretflavonoid-

Gemischen wurden in der Gattung Betula (Betulaceae) auch die Struktur,
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Dichte und Verteilung von Trichomen als weitere Merkmale zur taxonomischen

Gliederung herangezogen (Gopfert et al., 2006).

Tab. 2 Exkretflavonoide ausgewahlter Dicotyledonae.

Pflanzenfamilie Pflanzenart Inhaltsstoffe Quelle
Asteraceae Achillea 6-Hydrokaempferol-3,6-Dimethyl-Ether, Valant-Vetschera
moschata 3-Methylbetuletol, & Wollenweber,
Jacq. 6-Hydroxykampferol-3,6,7,4'- 2001
Tetramethylether,

Chrysosplenol-D, Centaureidin

Boraginaceae Nonea Iutea Apigenin, Apigenin-7-Methylether, Luteolin, Wollenweber et

Bory & Lut-7-Me, Lut-7,3-DiMe, Tricetin-4'-Me al., 2002
Chaub.

Fabaceae Ononis Apigenin, Ap-7-Me, Ap-4'-Me, Wollenweber et
fruticosa L. Ap-7,4'-DiMe, Scut-6-4'-DiMe, al., 2003

5-Scut-6,7,4'-TriMe, Luteolin,
Lut-7-Me, Quercetin, Qu-3-Glycosid

Lamiaceae Ocimum Salvigenin, Nevadensin, Cirsileol, Grayer et al.,
basilicumL.  Cirsilineol, Eupatorin, Apigenin, Acacetin, 1996
Genkwanin, Apigenin 7,4'-Dimethylether,
Cirsimaritin, Ladanein, Gardenin B

Solanaceae Physalis Quercetin, Que-3-Me, Que-3,3'-DiMe, Que- Wollenweber et
alkekengiL.  3,7-DiMe,  Que-3,7,3'-TriMe,  Myricetin al., 2005
3,7,3-TriMe, Myr-7,3',4' 5'-TetraMe

3.1.3 Funktion

Flavonoide sind physiologisch und Okologisch bedeutsame sekundare
Metabolite, indem sie wesentliche Funktionen gegen abiotischen und biotischen
Stress auslUben. Dazu zahlt der Schutz der Pflanzen vor UV-B-Strahlung sowie
ihre antioxidative Wirkung. Sie spielen auch eine wesentliche Rolle in Pflanzen-
Tier-Interaktionen, sowohl in mutualistischen (Signalmolekile) als auch
antagonistischen Beziehungen (Herbivore, Pathogene; Iwashina, 2003;
Lattanzio et al., 2006; Lien et al., 1999). Freie Flavonoidaglyca finden sich
oftmals in den Exsudaten von Pflanzen trockener und/oder alpiner Standorte,
weshalb sowohl eine Schutzfunktion gegenitber erhdéhter UV-Strahlung als auch
gegen Herbivore und Pathogene angenommen wird (Onyilagha & Grotewold,
2004; Valant-Vetschera & Brem, 2006). Die wichtigsten Funktionen werden

nachstehend diskutiert.
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3.1.4 UV-B-Schutz

Die meisten der polyphenolischen Verbindungen und besonders Flavonoide
konnen auf Grund ihrer Absorption in bestimmten Wellenlangenbereichen
Pflanzen vor UV-B-Strahlung schitzen (Lattanzio et al.,, 2006; Koérner, 2003).
Meist werden Flavonoidglycoside in Vakuolen der epidermalen oder
subepidermalen Schichten der vegetativen Organe (Yoshitama, 2000) oder als
lipophile Aglyca im Exsudat akkumuliert. Die Wellenlangenbereiche, in welchen
einzelne Gruppen von Flavonoiden absorbieren, sind unterschiedlich. Flavone
und Flavonole in Blattern oder im Exsudat auf Blattoberflachen schitzen
Pflanzen z. B. vor moglichem Schaden, indem sie deren Sensibilitdt gegenuber
UV-Strahlung bei 250 und 350 nm reduzieren (Lattanzio et al., 2006; Olsson et
al., 1998). Photosynthetisch aktive Wellenlangen kénnen hingegen ungehindert
passieren (Taiz & Zeiger, 2010). In vitro Tests zeigten, dass Flavonoide wie z. B.
Naringenin pflanzlichen Organismen durch ihre Absorptionsfahigkeit im
genannten Bereich auch deshalb von Nutzen sind, da sie UV-B-induzierte DNA-
Schaden verhindert kdnnen (Kootstra, 1994; Stapleton & Walbot, 1994).

Im Experiment an transgenen Petunia Pflanzen konnte ihre photoprotektive
Wirkung in Laubblattern bestatigt werden. Wenn diese Blatter entsprechender
UV-Strahlung ausgesetzt sind, steigt der Flavonoid-Gehalt im Vergleich zu
Kontrollpflanzen signifikant an, wobei das Flavonol Kampferol dominert (Ryan
et al., 2002). Ahnliche Ergebnisse wurden von Phillyrea latifolia L. (Oleaceae)
berichtet, indem in Laubblattern wund Drusenhaaren bei intensiver
Sonnenstrahlung eine verstarkte Akkumulation von Flavonoiden beobachtet
wurde (Tattini et al., 2000). Die Zahl der Drisenhaare auf Laubblattern stieg an,
und im Gegensatz zu Schattenblattern akkumulierten Sonnenblatter Flavonoide
in der oberen und unteren Epidermis sowie im Mesophyll. Zusatzlich fanden
sich Flavonoidglycoside in Drlsenhaaren, wenn die Blatter starker
Sonneneinstrahlung ausgesetzt wurden. Es wurden auch tages- und

jahreszeitliche Schwankungen des Flavonoidgehalts in Geweben alpiner
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und/oder in ariden Lebensraumen vorkommender Pflanzen beobachtet (Chaves
et al., 1997; Jalal et al., 1982; Veit et al., 1996). Neben diesen Befunden zu
Flavonoidglycosiden gibt es auch Hinweise zur Wirkung der Flavonoidaglyca
(Harborne & Williams, 2000). Da Flavonoide im Exsudat von Pflanzen haufig O-
Methylierung aufweisen, kdnnen sie UV-B-Strahlung speziell im Bereich von

250-320 nm absorbieren und schitzen so Pflanzen vor UV-Schadigung.

Interaktionen mit der Umwelt

Flavonoide sind in mutualistischen und antagonistischen Interaktionen
zwischen Pflanzen und ihrer Umwelt involviert. So spielen sie als Pigmente in
Bluten und Frichten bei Bestaubung und Fruchtverbreitung eine wichtige Rolle.
Isoflavone der Leguminosae sind als Signalmolekule wesentlich am
Zustandekommen der Symbiose mit den Stickstoff fixierenden Rhizobien
(Kndllchenbakterien) beteiligt (Gage, 2004; Subramanian et al., 2007; Taylor &
Grotewold, 2005). Flavonoide sind auch als Abwehrstoffe gegen Pilze,

herbivore Insekten, Mollusken sowie Vertebraten bekannt (Dakora et al., 1996).

Auf Grund ihres Vorkommens in fragilen Drisenhaaren und im Exsudat
konnten sie eine Rolle bei der Abwehr herbivorer Insekten spielen
(Wollenweber & Valant-Vetschera, 1996), oder mit Hilfe ihrer antimikrobiellen
Wirkung einen Schutz vor Pathogenen bieten (Onyilagha & Groteworld, 2004).
Nach dem Entfernen von Wachsen und Terpenoiden sowie anderer
Kohlenwasserstoffe aus dem Exsudat von Cistus ladanifer L. (Cistaceae)
wurden die enthaltenen Exkretflavonoide, vorwiegend Derivate des Flavons
Apigenin sowie des Flavonols Kampferol (Chaves et al.,, 1997), auf eine
Hemmung der Ca?*-ATPase-Aktivitit des Sarcoplasmatischen Reticulums
getestet. Daraus wurde geschlossen, dass schon ein Verzehr weniger mg der
Laubblatter eine Entspannung der Mundskelettmuskeln von Herbivoren
verhindern kann und damit ihr Fral3verhalten bei C. ladanifer einschrankt (Sosa
et al., 2004).
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Antioxidative Wirkung

Flavonoide konnen als Radikalfanger wirken, indem sie H-Atome aus ihren
phenolischen Hydroxylgruppen abgeben. Dabei ist die Anzahl ihrer OH-
Gruppen am B-Ring direkt proportional zur antioxidativen Wirkung (Cao et al.,
1997; Lien et al., 1999). So kdnnen Flavonoide oxidiertes a-Tocopherol wieder
in seine aktive Form umwandeln (Burda & Oleszek, 2001). Auch die Oxidation
von Linolsaure durch Peroxylradikale (ROO°) wird von Flavonoiden gehemmt
(Torel et al., 1985). Tests potentieller antioxidativer Verbindungen werden
groldtenteils in vitro durchgefuhrt (Bernsmann, 2002), weshalb auf die Wirkung
in vivo nur bedingt geschlossen werden kann. Deshalb wird eine Anwendung
mehrerer Testsysteme zur Abklarung der Wirkung empfohlen (Hernandez et al.,
2009), was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus verschiedenen Studien

erhohen sollte.

Die antioxidative Aktivitat von Flavonoiden spielt auch in der menschlichen
Ernahrung eine wesentliche Rolle. Flavonoide sind in fast allen Gemusesorten
und Fruchten enthalten, womit es bei entsprechender Diat zur Aufnahme
groRerer Mengen dieser Stoffe kommen kann (Brett et al., 2009; Narayana et
al.,, 2001; Spencer et al.,, 2003). Flavonole liegen neben Anthocyanen
beispielsweise in groer Menge in essbaren Frichten verschiedener
Grossulariaceae, Ericaceae (inklusive ehemalige Empetraceae) und Rosaceae
vor (Hakkinen et al., 1999; Li et al., 2008). Neben ihrer antioxidativen Wirkung
konnten auch positive Effekte bei Herzerkrankungen und Krebs festgestellt
werden Kyle & Duthie (2006). Weitere pharmakologische Aktivitaten umfassen
entzindungshemmende Wirkungen sowie antikanzerogene, antithrombotische
und kardioprotektive Effekte (Bravo, 1998; Chen & Dou, 2008; Harborne &
Williams, 2000; Zern & Fernandez, 2005).
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3.1.5 Flavonoide der Ericaceae

In chemotaxonomischen Untersuchungen konnten in Vertretern der
Ericaceae das Vorkommen von Flavonolen und Dihydroflavonolen in Blattern
und BlGten nachgewiesen werden (Hegnauer, 1989; Chosson et al., 1998). In
Gesamtextrakten (Infloreszenzen und Laubblatter) von R. ferrugineum wurden
mehrere Quercetin-Glycoside sowie die beiden Dihydroflavonolglycoside, trans-
Taxifolin-3-O-a-Arabinopyranosid  und  cis-Taxifolin-3-O-a-Arabinopyranosid
nachgewiesen (Chosson et al., 1998). Haufige Flavonole in Laubblattern sind
Herbacetin, Gossypetin sowie die 5-Methylether von Kampferol, Quercetin,
Myricetin und Caryatin (Hegnauer, 1989; vgl. Abb. 6). Im &therischen Ol der
Laubblatter von R.  ferrugineum  wurden  weitere  glycosidische
Flavonidverbindungen sowie die Flavonoidaglyca Quercetin, Myricetin und
Farrerol detektiert (Louis et al., 2010; Abb. 6). In capitaten Driasenhaaren von
E. nigrum (Ericaceae) wurden zwei dioxygenierte Chalcone sowie drei
dioxygenierte Dihydrochalcone  als Exkretflavonoide nachgewiesen
(Wollenweber et al., 1992). Die Blutenfarbe von Rhododendron sp. ist abhangig
vom Substitutionsmuster der Flavonole. So fuhrt eine zusatzliche
Hydroxylgruppe von Quercetin, an C6- (Quercetagetin) oder C8-Position
(Gossypetin), zu einem Farbwechsel von gelber, wie im Fall von
unsubstituiertem Quercetin, zu creme-farbener Blutenfarbe (Lattanzio et al.,
2006; Formel siehe Abb. 6).

Nur wenige Arbeiten beschaftigen sich mit der Funktion von Flavonoiden in
Ericaceae. In V. myrtillus wurde nach Infektion mit dem Pilzendophyten
Paraphaeosphaeria sp. oder dem Pilzpathogen Boftrytis cinerea eine erhdhte
Flavonoidsynthese und Akkumulation festgestellt (Koskimaki et al., 2009). Das
Exkret auf Laubblattern von E. nigrum ist vermutlich ebenfalls gegen Pathogene

wirksam (Wollenweber et al., 1992).
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Flavanone Flavonole

OH
R
HO O
Rj
OH O
Naringenin R4=R,=H Quercetin Ri=Rs=Rs=H; R,=R3;=R,=0H
Farrerol R1=R,=CHs; Kampferol R4=R,=Rs5=Rs=H; R3=R,=0H

Myricetin R1=R,=R3=R4=0H; Rs=Rs=H
Herbacetin R1=R,=Rs=H; R;=R4=Rs=0H
Gossypetin R1=R3;=R4=Rz=0H; R,=Rs=H

Caryatin R1=0OH; R,=Rs=Rs=H; R;=R;=OMe
Quercetagetin R1=R3=R4;=Rs=0H; R,=Rs=H

Abb. 6 Flavonoidaglyca aus Rhododendron spp.: Naringenin, Kampferol und Quercetin wurden
in der vorliegenden Arbeit im Exsudat von R. ferrugineum nachgewiesen.

3.2 Terpenoide

Terpenoide stellen mit ca. 25 000 Verbindungen die groflte sowie eine
hochst diverse Gruppe von Sekundarstoffen dar. Sie werden haufig auch als
Terpene oder Isoprenoide bezeichnet (Gershenzon & Dudareva, 2007).
Terpenoide bestehen aus C5-Isopren-Einheiten, deren Anzahl die Basis fur ihre
Klassifizierung darstellt. Monoterpene enthalten zwei, Sesquiterpene drei,
Diterpene vier, Triterpene sechs dieser Bausteine (Taiz & Zeiger, 2010), siehe
Abb. 7.
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Abb. 7 Grundstruktur ausgewahlter Mono-, Di- und Triterpene (nach Gershenzon & Dudareva,
2007; Harmannstein, 2008).
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Abb. 8 Biosynthese der Terpenoide. Biosynthese der Terpenoide. Im Mevalonat- und
Methylerythritol-phosphat-Stoffwechselweg werden die Isomere Isopentenyldiphosphat (IPP)

und Dimethyallyldi-phosphat (DMAPP) gebildet, woraus Mono-, Sesqui-, Di-, Tri- und
Tetraterpene entstehen (nach Taiz & Zeiger, 2010).
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3.2.1 Biosynthese

Einen Uberblick tber die Biosynthese von Terpenoiden gibt Abb. 8. lhren
ersten Schritt stellt die Bildung von Isopentenyldiphosphat (IPP), einer
Terpenoid-Vorstufe, dar. Diese kann in separierten subzellularen
Kompartmenten Uber den cytosolischen Acetat-Mevalonat-Weg (MVA-Weg),
welcher auch in tierischen Organismen zu finden ist, oder Uber den
Deoxyxylulose-Phosphat-Stoffwechselweg (oder Methylerythritolphosphatweg)
in Plastiden produziert werden. Anschlie®end werden IPP und sein Isomer
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) durch Prenyltransferasen verbunden, um die
Terpen-Vorlaufer Geranyl-Diphosphat (GPP, 10 C), Farnesyldiphosphat (FPP,
15 C), Geranylgeranyldiphosphat (GGPP, 20 C) etc. zu bilden. Im dritten Schritt
entstehen die unterschiedlichen Terpenoidklassen durch Terpensynthasen,
welche zur strukturellen Vielfalt fuhren. Eine Reihe von Enzymen, darunter
Hydroxylasen, Dehydrogenasen, Reduktasen, Glycosyltransferasen und
Methyltransferasen katalysieren die Anlagerungen funktioneller Gruppen,
woraus sich die hohe Zahl an bekannten Derivaten erklart (Bowsher et al.,
2008).

3.2.2 Funktion

Die biologische Funktion der Mehrzahl der Terpenoide ist nicht eindeutig
geklart (Gershenzon & Dudareva, 2007). Einige Terpenoide beeinflussen Tier-
Pflanzen-Interakionen als Duftstoffe, Gifte oder Fral3schutz. Andere dienen
pflanzlichen Organismen als Photosynthese-Pigmente, Komponenten der
Elektronen-Transport-Kette, pflanzliche Wachstumsregulatoren, Harze zur
Wundheilung oder entsprechen antibakteriellen Verbindungen (Bowsher et al.,
2008).
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3.2.3 Terpenoide der Ericaceae

In gestielten Driisenhaaren der Ericaceae wird haufig &therisches Ol
produziert, welches eine Vielzahl von Monoterpenen sowie Sesquiterpenen
enthalten kann (Hegnauer, 1966; Cao et al., 2004; Zhao et al., 2006). Louis et
al. (2010) wiesen kirzlich einen Gehalt von 0,7 % &therischem Ol in R.
ferrugineum nach, worin z. B. das Monoterpen Geraniol enthalten ist (Doss et
al., 1986), vgl. Abb. 7. Des Weiteren sind die sogenannten Grayanotoxine
hervorzuheben, toxische Vertreter der Diterpene, sowie eine grof3e Diversitat

von Triterpenen (Hegnauer, 1966).

Diterpene der Ericaceae

Insbesondere in Vertretern der Gattungen Andromeda, Kalmia, Pieris,
Leucothoe sowie Rhododendron besteht eine Tendenz zur Produktion giftiger
Diterpene bzw. Grayanotoxine (Cao et al., 2004; Constantine et al., 1967,
Frohne & Pfander, 2004; Hess, 2005). Diese werden in Laubblattern, Nektar
und Pollen angereichert (Hansel & Sticher, 2007). Die quantitativ héchsten
Werte von Grayanotoxin | wurden innerhalb der Unterfamilien
Rhododendroideae und Vaccinioideae (Kron et al.,, 2002) nachgewiesen. In
getrockneten Blattern von R. catawbiense Michx., R. metternichii Siebold &
Zucc., R. flavum G. Don sowie R. ponticum L. wurde Grayanotoxin | identifiziert
(Karten, 1971, siehe Abb. 9). Diese toxische Verbindung wurde erstmals aus
dem Nektar von R. thomsonii Hook. f. isoliert (Carey, 1959). Grayanotoxin |
bindet an Natrium-Kanale in Membranen, wodurch eine kontinuierliche
Depolarisierung ausgel6st wird und somit Einfluss auf Zentralnervensystem und
Skelettmuskeln hat (Bowsher et al., 2008).

Roth (2008) weist auf den hohen Grad an Giftigkeit von R. ferrugineum hin.
Louis et al. (2010) testeten die toxischen Eigenschaften der Inhhaltsstoffe

seines atherischen Ols aus Laubblattern unter Verwendung von MTT-Tests
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(Mitochondrial dehydrogenase activity), BrdU-Inkorporation (ELISA) und LDH-
Freisetzung (nekrotische Aktivitat). Damit werden die friheren Ergebnisse
(Kurten, 1971) im Wesentlichen bestatigt, wonach R. ferrugineum auf Grund

seiner Inhaltsstoffe als nicht toxisch anzusehen ist.

HO

Abb. 9 Grundgerust der Grayanotoxine Grayanotoxin | (R = COCHy;); Grayanotoxin Il (R = H).

Triterpene der Ericaceae

Viele Ericaceae produzieren Cuticularwachs, welches zahlreiche Triterpene
enthalt (Hegnauer, 1966, 1989). Als wichtigstes Derivat ist Ursolsaure zu
nennen, da sie innerhalb der gesamten Familie weit verbreitet ist und in
Laubblattern und Frichten auch quantitativ die wichtigste Verbindung darstellt
(Hegnauer, 1966), sieche Abb. 7. Balsdon et al. (1995) wiesen im epicuticularen
Wachs von Rhododendron spp. einen Gehalt von 11-30 % Ursolsaure nach.
Haufig vorkommende Triterpene umfassen a-, B-Amyrin und Dendropanoxid,
welche in der vorliegenden Arbeit aus dem Exsudat von R. ferrugineum isoliert
wurden (Abb. 10) sowie a- und B-Amyrin-Derivate, Taraxerol, Friedelinderivate,
Lupeol und Oleanolsaure (Balsdon et al., 1995; Fokina et al., 1971; Hegnauer,
1966). Es wird vermutet, dass beide Amyrin-Derivate Fral3feinde abwehren oder
negativen Einfluss auf die Eiablage herbivorer Insekten austuben. Aus E. nigrum
sind die Triterpene Ursol- und Oleanolsaure, Uvaol, Erythrodiol sowie Nigrum-
21-en-3-on bekannt (Toiron et al., 1995).

Die Triterpene 4,4-Dihydroxybenzoesaure und Methyl-3,4-Dihydroxybenzoat
wurden aus R. simsii Planch isoliert und zeigten in drei unterschiedlichen in

vitro Tests, antioxidative Wirkung (Takahashi et al., 2000). Mehrere Triterpen-
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Komponenten von R. formosanum Hemsl., einem endemischen Vertreter der
Gattung aus Taiwan, erwiesen sich ab einer Konzentration von 10* M hemmend
auf das Radicula-Wachstum von Brassica chinensis L., darunter 5,63-Epoxy-
5B-Stigmastan-33-ol, 5,6a-Epoxy-5a-Stigmastan-3(-ol, Lupeol und Ursolsaure
(Chou et al., 2009).

T2a

Abb. 10 Triterpene aus dem Exsudat von R. ferrugineum.Struktur der Verbindungen aufgeklart
unter Verwendung von NMR-Spektroskopie; T1a = Dendropanoxid; T1b = (20R)-3a,10a-Epoxy-
9-epi-cucurbita-24-en; T2a = a-Amyrin; T2b = B-Amyrin (nach Harborne & Baxter, 1993;
Ruecker et al., 1999).
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4 Material und Methoden

4.1 Pflanzenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden Arten verschiedener Gattungen aus der
Familie der Ericaceae untersucht. Das Pflanzenmaterial wurde im Botanischen
Garten der Universitat Wien (HBV) bzw. im Belvederegarten (BG) kultiviert.
Zusatzliche Aufsammlungen wurden im Rahmen mehrerer Sammelreisen in
unterschiedliche Gebiete Osterreichs gesammelt. Die Herkunft des
verwendeten Pflanzenmaterials von R. ferrugineum ist in Abb. 11 zu sehen. Um
die Untersuchungen abzurunden, erfolgte eine Analyse von Belegen aus dem
Herbarium des Fakultatszentrums fur Biodiversitat der Universitat Wien (WU).
Eine alphabetisch geordnete Liste der untersuchten Arten ist in Tab. 3
angefuhrt, Herbarbelege siehe Abb. 15-20.

4.2 Methoden

4.2.1 Exsudate

Das oberirdische Pflanzenmaterial wurde zunachst 3 - 5 Tage im
Trockenschrank bei ca. 30°C getrocknet, anschlieRend wurden die Laubblatter
und Sprosse mit Aceton p.a. abgespllt. Die erhaltenen Losungen wurden am
Rotavapor bei Raumtemperatur eingeengt. Fur weitere Arbeitsschritte wurde
eine Konzentration von 10 mg/mL bzw. 5 mg/mL eingestellt. Die Lagerung der
Proben erfolgte bei —20°C im Gefrierschrank. Eine Auflistung des prozentuellen

Anteils der Exsudate am Pflanzenmaterial siehe Kapitel 8, Tab. 10.
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4.2.2 Gesamtextrakte der Blatter

Nach Abspulen der oberirdischen Teile fur die Untersuchung der Exsudate
wurden ca. 5 g Blatter in einem Morser mit Aceton und feinem Seesand
zerrieben. Fur die HPLC- und DC-Vergleiche wurde eine Konzentration von 20

mg/mL bzw. 10 mg/mL eingestellt, eine Liste der Menge aller Gesamtextrakte
siehe Kapitel 8, Tab. 10.
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Abb. 11 Untersuchte Individuen von R. ferrugineum. Zahlen entsprechen den Sammelpunkten
untersuchter Individuen von R. ferrugineum innerhalb Osterreichs; 1 WU 045152; 2 WU
045163; 3 WU 045149; 4 WU GO 571A; 5 WU 12633; 6 WU S. N. **'; 7 WU 10804; 8 WU S. N.
*2 9 WU S. N. *** 10 WU S. N. ***(siehe Tab. 3).
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Tab. 3 Herkunft des untersuchten Pflanzenmaterials.

Nr. Artname Herkunft Datum Code

1 Arctostaphylos uva-ursi Spreng. Gorfenspitze, Galtur, T | 24.08.2008 | WU 045159
2 Calluna vulgaris Salisb. Fragant, K 12.07.2008 | WU 045153
3 C. vulgaris Arlberg-Gebiet, V 30.08.2008 | WU 045162
4 Empetrum hermaphroditum Hagerup Fragant, K 12.07.2008 | WU 045150
5 Erica carnea L. Uschova, K 27.07.2008 | WU 045156
6 E. carnea HBV 03.09.2008 | HBV 07039 °
7 Loiseleuria procumbens (L.) Loisel. Fragant, K 12.07.2008 | WU 045151
8 Rhododendron augustinii Hemsl. BG 13.10.2008 | WU 045169
9 R. ferrugineum L. (1) Fragant, K 12.07.2008 | WU 045152
10 R. ferrugineum (2) Arlberg-Gebiet, V 30.08.2008 | WU 045163
1" R. ferrugineum (3) Triebener Tauern, Stmk 25.08.09 | WU 045149
12 R. ferrugineum (4) Nockberge K 16.10.1988 | WU GO 571A
13 R. ferrugineum (5) Sattnitzzug, Std-K 27.04.1993 | WU 12633
14 R. ferrugineum (6) Zunderkopf bei Hall, T | 19.11.1902 | WU S. N. *+1
15 R. ferrugineum (7) Radstadter Tauern, S 23.06.2005| WU 10804
16 R. ferrugineum (8) Bdsenstein, Stmk S.D. + WU S. N. **2
17 R. ferrugineum (9) Lienzer Dolomiten, T 13.08.1911 | WU S. N. ***
18 R. ferrugineum (10) Truna-Tal bei Trins, T S.D. + WU S. N. **
19 R. fortunei Lindl. HBV 27.06.2008 | HBV 07049 °
20 R. hirsutum L. Uschova, K 27.07.2008 | WU 045158
21 R. hirsutum Arlberg-Gebiet, V 30.08.2008 | WU 045164
22 R. x intermedium Tausch Arlberg-Gebiet, V 30.08.2008 | WU 045165
23 R. luteum C. K. Schneid HBV 27.06.2008 | HBV 45001 °
24 R. oreotrephes W. W. Sm. BG 13.10.2008 | WU 045170
25 R. russatum Balf. f. & Forrest BG 13.10.2008 | WU 045173
26 R. smirnowi Trautv. Ex Regel BG 13.10.2008 | WU 045172
27 R. yunnanense Franch. BG 13.10.2008 | WU 045171
28 | Rhodothamnus chamaecistus (L.) Rchb. Uschova, K 27.07.2008 | WU 045157
29 Vaccinium gaultheroides Boiss. Fragant, K 12.07.2008 | WU 045154
30 V. gaultherioides Medrigkopf, See, T 26.08.2008 | WU 045161
31 V. gaultherioides Arlberg-Gebiet, V 30.08.2008 | WU 045166
32 V. myrtillus L. Arlberg-Gebiet, V 30.08.2008 | WU 045167
33 V. uliginosum J.J.Sm. Medrigalm, See, Tirol 26.08.2008 | WU 045160
34 V. vitis-idaea L. Arlberg-Gebiet, Vorarlberg | 30.08.08 | WU 045168

BG = Belvederegarten; # Pflanzenmaterial aus dem BG; HBV = Botanischer Garten der

Universitat Wien; ° Gartenbezeichnung des HBV; K = Karnten; S = Salzburg; Stmk =
Steiermark; T = Tirol; WU = Herbarium des Fakultatszentrums fir Biodiversitat der Universitat
Wien; V = Vorarlberg; + S. D. = sine die (Belege ohne Datum); ** S. N. = sine numero (Belege
ohne Herbarnummer): *! Handel-Mazetti, Herm.; *** Wettstein, R.; *** Watzl, B.; *** Wettstein,
R. und F., in: FI. Exsicc. Austro-Hung. 3689;
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4.2.3 Analytische Methoden

Dinnschicht-Chromatographie (DC)

Die vergleichende Analyse von Exsudaten und Gesamtextrakten erfolgte auf
Kieselgel-Dunnschichtplatten mit Fluoreszenz-Indikator UVss aus Glas
(Schichtdicke 0,25 mm; Fa. Merck, Artikelnummer 116835) und Alufolie
(Schichtdicke 0,20 mm; Merck, Artikelnummer 5555). Folgende
Laufmittelgemische  erwiesen sich als geeignet: Fur Flavonoide
Toluol/Dioxan/Essigsaure (90/25/5) (Valant-Vetschera & Wollenweber, 1996)
und fur Triterpene Petrolether/Aceton (23/2) (Brozek, 2002). Komponenten mit
chromophorer Gruppe kénnen mit Hilfe von UV-Licht bei zwei verschiedenen
Wellenlangen detektiert werden. Bei 254 nm kommt die Fluoreszenz I6schende
Wirkung von Verbindungen zum Tragen. In diesem Fall ist ein dunkler Spot zu
sehen. Die Eigenfluoreszenz einer Komponente ist bei 366 nm sichtbar. Alle
detektierbaren Spots wurden bei beiden Wellenlangen mit Bleistift
gekennzeichnet. Verbindungen ohne chromophore Gruppe konnten durch
Besprihen mit einer Anisaldehyd-Schwefelsaure Losung und anschlielfendem
Erhitzen der entwickelten DC-Platte sichtbar gemacht werden. Dieses Reagens
besteht aus 85 mL Methanol, 10 mL Eisessig, 8 mL konzentrierter
Schwefelsaure und 0,5 mL Anisaldehyd (Krebs et al., 1967). Zur Detektion der
Flavonoide wurde Naturstoffreagenz A (Fa. Roth) eingesetzt. Diese Stoffklasse
zeigt in Abhangigkeit ihres Substitutionsmusters sehr charakteristische
Farbreaktionen mit Diphenylborsaure--aminoethylester. Verwendet wurde eine

0,2%ige Losung in Methanol.

High Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC)

Diese Anwendung ist ein sehr leistungsfahiges
dunnschichtchromatographisches  Trennverfahren. Die  KorngroRe der

stationaren Phase ist kleiner als bei herkommlichen DC-Platten, wodurch eine
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bessere Auftrennung erzielt wird. Weitere Vorteile gegenuber der
herkdbmmlichen DC sind eine kiirzere Laufzeit sowie die Verwendung geringerer
Substanzmengen. Die Entwicklung der HPTLC- Platte (Schichtdicke 150 pm;
Analtech, Artikelnummer Z265292) erfolgte planar in einer speziell daflr

ausgelegten Trennkammer, R-Werte siehe Kapitel 8, Abb. 22 & 23.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Diese Methode ermoglicht eine genaue und rasche Analyse von
Stoffgemischen. Als stationare Phase wird sehr feines (5 ym Korngrof3e) und
chemisch modifiziertes Kieselgel mit lipophilen Seitenketten (reversed phase)
verwendet. Dies bewirkt eine hohe Trennleistung, erfordert jedoch auch einen
hohen Druck. Ein Dioden Array Detektor im Anschluss detektiert Verbindungen
mit chromophoren Gruppen, die im Chromatogramm als Peak dargestellt
werden. Die fur eine bestimmte Methode charakteristischen Retentionszeiten
von Substanzen in Kombination mit deren UV-Spektren ermdglichen einen
Vergleich mit Reinsubstanzen aus der Spektrenbibliothek, oder geben

zumindest erste Hinweise auf deren chemische Struktur.

Gerat: Agilent 1100 Series mit UV-Diodenarraydetektor, Detektion bei 230 nm
Saule: Agilent Hypersil® BDS-C18, 5 um, 4,6 x 250 mm

Laufmittel: Gemische von wassrigem Puffer (o-Phosphorsaure 0,015 mol und
Tetrabutylammoniumhydroxid 0,0015 mol, pH 3; verandert nach Reisch et al.,
1990) und Methanol (gradient grade), siehe Tab. 4.

Fluss: 1 mL/min., Einspritzvolumen 10 pL.

Tab. 4 Laufmittelgradient fir HPLC-Messungen.

Zeit MeOH
[min.] [Vol.%]
0 55
17 90
20 100
28 100
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HPLC-MS

Eine Detektion von Molekulmassen in kleinsten Mengen wird unmittelbar
nach der chromatographische Auftrennung der Probe ermdglicht. Das Eluat der
Saule wird in ein Massenspekirometer geleitet, wo die aufgetrennten Stoffe
ionisiert werden. l|hre Detektion erfolgt auf Grund der jeweiligen Masse
(Lottspeich, 1998).

Saule: Agilent Hypersil® BDS-C18, 5 um, 4,6 x 250 mm
Laufmittel: siehe 4.2.3.3 und Tab. 4.

Fluss: 1 mL/min., Einspritzvolumen 2-10 pL.

Tab. 5 Laufmittelgradient fir HPLC-MS-Messungen.

Zeit MeOH
[min.] [Vol.%]
0 55
17 90
20 100
28 95

UV-Spektralphotometrie

Diese Methode liefert wertvolle Hinweise zu Substitutionsmustern von
isolierten Flavonoiden. Ein grof3er Vorteil ist die Moglichkeit der Verwendung
sehr kleiner Mengen an Reinsubstanz. Die Messungen erfolgten an einem
Specord 205 UV-Photometer (Analytik Jena) und die erhaltenen
Verschiebungsspektren wurden mit Mabry et al. (1970) verglichen. Fur die
durchgefuhrten Messungen wurden Konzentrationen von 0,1 mg/ mL

eingestellt.

NMR-Spektroskopie

'H- und "*C-Kernresonanz-Spektren der isolierten Substanzen wurden am
Institut fir Organische Chemie der Universitat Wien auf einem Bruker AM-400
WB und einem WM 250 FT-Spektrometer in deuteriertem Chloroform
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gemessen. Die ldentifizierung der isolierten Verbindungen erfolgte mit Hilfe der
von Prof. Robien erstellten NMR-Datenbank (CSEARCH-NMR data base) am

genannten Institut.

4.2.4 Praparative Methoden

Saulen Chromatographie

Kieselgelsaule: Gesamtextrakte wurden einer groben Vortrennung Uber eine
Saule (Lange ca. 60 cm, Durchmesser 20 mm) unterzogen, welche mit
Kieselgel 60, KorngroRe 0,2 — 0,5 mm (Firma Merck) beflllt war. Die Elution
erfolgte durch mobile Phasen mit steigender Polaritat (Tab. 6). Das Eluat wurde
fur spatere HPLC-, HPTLC- und DC-Vergleiche in 50 mL Fraktionen geschnitten

und am Rotavapor auf konzentriert.

Sephadexsaule: Zur abschlieBenden Reinigung von erhaltenen
Trockensaulen- und MPLC-Fraktionen erfolgte eine Trennung Uber Sephadex
LH20 (GE Healthcare). Diese stationare Phase ist ein Polysaccharid mit
Isopropyl Seitenketten und ermoglicht eine Auftrennung nach Molekulgrofien.
Die Elution wurde isokratisch mit Methanol durchgefuhrt. Alle aufkonzentrierten

Fraktionen wurden mittels DC und HPLC analytisch verglichen.
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Tab. 6 Laufmittelgemische fir Trockensaulen-Chromatographie.
Petrolether | Ethylacetat | Methanol

Fraktionen [Vol.%] [Vol.%] [Vol.%)]

T 80 20

I 70 30

v 60 40

Vi 30 70

VI 10 90

Vil 100

IX 80 20

X 50 50

X 100

Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC)

Eine weitere Aufreinigung der Uber eine Trockensaule erhaltenen Fraktionen
gelang Uber eine Kieselgelsaule der MPLC. Die geringe Korngrdéflie von 40-63
pm der stationaren Phase bedingt einen Druck von etwa 2 - 4 bar. Die dabei
gesammelten und auf konzentrierten Fraktionen wurden mit DC bzw. HPLC
verglichen und aufgrund dieser Resultate dann weiter bearbeitet. Verwendete

Laufmittelgemische siehe Tab. 7.

Pumpe: Buchi Pump Module C-601

®
Saule: Lobar Glassaule 440 x 37 mm, nass gepackt mit Merck Kieselgel

T

LiChroprep Sl 60 (KorngrofRe 40-63 pm)
Detektor: UV-Detektor UA-6 ISCO bei 254 nm.
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Tab. 7 Laufmittelgemische fir MPLC-Messungen.

Fraktionen Petrolether | Ethylacetat | Methanol
[Vol.%] [Vol.%)] [Vol.%]

| 100

v 85 15

v 80 20

Vi 45 55
Vil 30 70

IX 15 85

X 70 30

X 100
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5 Ergebnisse und Diskussion

Auf der oberen und unteren Epidermis eingerollter hypostomatarer
Laubblatter von E. nigrum sind Drisenzellen lokalisiert, welche Flavonoide
synthetisieren und auf die Blattoberflache sezernieren (Wollenweber et al.,
1992). Daher war es naheliegend, weitere Arten der Ericaceae auf die Bildung
von Exkretflavonoiden zu untersuchen. Aus der grof3en Gattung Rhododendron
wurden vor allem heimische Arten zum ersten Mal vergleichend analysiert und
mit kultivierten Arten aus anderen Verwandtschaftskreisen verglichen. R.
ferrugineum ist durch auffalige namensgebende Schilfernhaare auf der
Unterseite seiner Laubblatter gekennzeichnet sowie Képfchenhaare (vgl. Abb.
13), was das Vorkommen von Exkretflavonoiden vermuten liel3. Daher wurde
diese Art umfassend bearbeitet, wobei sowohl mogliche infraspezifische
Schwankungen als auch Organspezifitat erfasst wurden. Obwohl die
Inhaltsstoffe von R. ferrugineum weitgehend bekannt sind (Louis et al., 2010),
standen zur chemischen Zusammensetzung des Exsudats bisher keine
Informationen zur Verfugung. Aus den Exkreten konnten einige Stoffe rein
gewonnen und so das Vorkommen von sowohl flavonoiden Verbindungen als
auch Triterpenen bestatigt werden. Im Folgenden werden die Daten bezogen
auf die Stoffklassen eingehender diskutiert. Ebenso wird auf die Unterschiede
zwischen Extrakten und Exsudaten bei R. ferrugineum sowie auf die
organspezifische Verteilung naher eingegangen. Zu analytischen Details wird

auf Kapitel 4 verwiesen.
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Abb. 12 Laubblattunterseite von R. ferrugineum mit Driisenhaaren einfachem Trichom und
Schiilfernschuppe (Fotos erstellt unter Verwendung von Microphot-SA, Fa. Nikon und Canon
EOS 40 D).

5.1 Flavonoide

In der vorliegenden Arbeit wurden dieselben Flavonoide sowohl in
Exsudaten als auch in den Geweben der untersuchten Arten nachgewiesen
(Rhododendron: Abb. 13, Abb. 14; Ubrige Gattungen siehe Tab. 8). Da die
Gesamtextrakte erst nach Abspllen mit Aceton p.a. hergestellt wurden, sollten
normalerweise keine Exkretflavonoide in Extrakten enthalten sein. Diese
Beobachtung ist in Widerspruch zu den meisten Literaturbefunden (Valant-
Vetschera et al., 2009; Valant-Vetschera & Brem, 2006). Im Gegensatz dazu ist
von den Velloziaceae bekannt, dass neben Glycosiden Flavonoidaglyca wie
Luteolin, Quercetin-3-Methylether, Luteolin-5-Methylether, Tricin sowie 5-
Deoxykampferol in Geweben vorkommen (Williams et al., 1991). Die Befunde
von Wollenweber et al. (1992) sprechen allerdings gegen einen ahnlichen Fall
bei den Ericaceae. Es ist weiters fraglich, ob die Vorgangsweise des Abspllens
mit Aceton im Fall dieser Pflanzenfamilie optimal ist, obwohl sich bislang dieses
Losungsmittel auf Grund seiner Polaritat als Methode der Wahl bestens bewahrt
hat. Moglicherweise konnte das Exsudat erst im Zuge der Gesamtextraktion

vollstandig gelost werden.

Insgesamt stammen 20 analysierte Arten aus der Gattung Rhododendron,
wobei mehrere Herklnfte von R. ferrugineum zur Verfigung standen (9-18, vgl.

Tab.3 , Kapitel 4). Eine genaue Auflistung der verwendeten Mengen an
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Pflanzenmaterial findet sich in Kapitel 8, Tab.10. Die groRte Ausbeute an
Exsudat lieferte R. ferrugineum (9), was eine praparative Auftrennung Uber
Trocken- und Sephadexsaulen-Chromatographie ermoglichte. Die HPLC-Profile
der Ausammlungen von R. ferrugineum (9-11) sind unter Hinweis auf
identifizierte Substanzen in Abb. 13 vergleichend dargestellt. Die analysierten
Proben zeigen eine variable chemische Zusammensetzung. Obwohl die
Trennung optimiert wurde, traten Uberlappende Peaks in den
Chromatogrammen von Gesamtextrakten bzw. Von Exsudaten auf. Durch
Fraktionierung Uber Saulenchromatographie konnte in Folge eine klarere
Darstellung der Peaks erreicht werden, womit die Zuordnung und Identifizierung
der Einzelsubstanzen wesentlich erleichtert wurde. Alle identifizierten
flavonoiden Verbindungen stammen aus dem Exsudat von R. ferrugineum (9),
darunter die Flavonole Quercetin (F1) und Kéampferol (F3) sowie das Flavanon
Naringenin (F2). Des Weiteren wurden die Verbindungen (UF1-UF3) detektiert,
welche auf Grund ihres UV-Spektrums auf das Vorliegen einer Flavanon-
Struktur schlie3en lassen. Moglicherweise handelt es sich bei einer dieser
Substanzen um Farrerol, ein Flavanon, welches Louis et al. (2010) im
Gesamtextrakt der Laubblatter von R. ferrugineum nachwiesen (vgl. Abb. 6).
Zur Position der Verbindungen im HPLC-Profil siehe Abb. 13. Die Strukturen
von drei unbekannte Verbindungen, (X1-X3) (UV-Spektra vgl. Abb. 24), konnten
auf Grund ihrer UV-Spektra nicht eindeutig zugeordnet werden. Alle Individuen
von R. ferrugineum aus Frischmaterial (9-11) zeigen ein Vorkommen dieser
Verbindungen im Exsudat sowie im Gesamtextrakt. Bedingt durch niedrige
Konzentrationen der nachgewiesenen Verbindungen aus dem Exsudat
untersuchter Individuen der Ericaceae war eine semi-quantitative Erfassung
nicht durchfiihrbar. Die Ergebnisse der HPTLC-Analyse decken sich gut mit
jenen der HPLC (siehe Abb. 14).
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Abb. 13 Vergleichende HPLC-Chromatogramme der Exsudate und Gesamtextrakte von R.
ferrugineum verschiedener Aufsammlungen (vgl. Tab. 1). Detektion bei 230 nm; Flavonoide:

(F1) = Quercetin, (F2) = Naringenin und (F3) = Kampferol. Zusatzlich ergaben sich Hinweise auf

drei weitere Flavanon-Derivate (UF1), (UF2), (UF3) sowie drei unbekannte Verbindungen (X1),
(X2), (X3); Formelbilder finden sich in Abb. 22 & 23, UV-Spektra Abb. 24.
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Abb. 14 HPTLC-Vergleich von Exsudaten und Gesamtextrakten verschiedener Aufsammlungen
der Gattung Rhododendron bei 366 nm nach der Detektion mit Naturstoffreagenz A. Laufmittel
Toluol/Dioxan/Essigsaure 90/25/5. Stationare Phase: Kieselgel 60 F254 nm. (T1) (20R)-3a-10a-
Epoxy-9-epi-cucurbita-24-en & Dendropanoxid, (T2) a-Amyrin & B-Amyrin; K Kdmpferol; N
Naringenin; Q Quercetin (9-11) R. ferrugineum; (22) R. intermedium, (21) R. hirsutum. Angaben
zu R~Werten siehe Abb. 22 & 23.

Quercetin zahlt zu den haufigsten Flavonoiden in pflanzlichen Organismen.
Es tritt auch in Ericaceae universell, jedoch in glycosidischer Form auf und
konnte in 206 Vertretern der Gattung Rhododendron nachgewiesen werden,
darunter R. augustinii, R. oreotrephes, R. russatum und R. yunnanense
(Harborne & Williams, 1971). Chosson et al. (1998) wiesen in Gesamtextrakten
der Laubblatter von R. ferrugineum mehrere Glycoside nach, darunter
Quercetin-3-0-(6"-O-Acetyl)-Glycosid, Quercetin-3-O-(6"-O-Acetyl)-Galactosid
sowie Quercetin-3-0-(3",6"-O-Diacetyl)-Galactosid. Naringenin wurde als
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Hydrolyseprodukt beispielsweise in R. brachycarpum D. Don, R. aureum
Georgii nachgewiesen, wo es an der Schutzfunktion vor Frost beteiligt ist
(Swiderski et al., 2004). Kampferol ist glycosidisch gebunden sehr haufig und
aus R. ferrugineum in Form von Kampferol-3-O-(6"-O-Acetyl)-Glycosid
beschrieben worden (Chosson et al., 1998). Harborne & Williams (1973) wiesen
es als Glycosid in einer umfangreichen chemotaxonomischen Studie in den
Laubblattern von 25% der 344 untersuchten Ericaceae, darunter R.
chamaecistus, E. carnea und C. vulgaris nach. Das entsprechende 3-
Arabinofuranosid, Juglanin, und 3-Rhamnofuranosid treten in den Blattern und
Bliiten von Aesculus hippocastanum (Hippocastanaceae) auf. Im &therischen Ol
der Laubblatter (Gehalt 0,7 %) von R. ferrugineum, wurden neben Quercetin
auch die Aglyca Farrerol und Myricetin detektiert (Louis et al., 2010; siehe Abb.
6). Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurden die beiden Flavonoide
Naringenin und Kampferol von Louis et al. (2010) jedoch nicht nachgewiesen.
Auf Grund der weiten Verbreitung in hoheren Pflanzen sind Quercetin,
Naringenin und Kampferol als chemische Merkmale zur Charakterisierung der

Ericaceae nicht geeignet.

Von R. ferrugineum wurden mehrere Individuen in Hinblick auf
infraspezifische Variabilitdt von Flavonoid-Profilen vergleichend analysiert (Abb.
13, Abb. 14). Alle Individuen zeigen das gleiche Muster an identifizierten
Flavonoiden im Exsudat bzw. Gesamtextrakt, unabhangig von geographischer
Verbreitung innerhalb Osterreichs, Sammelzeitpunkt sowie Seehche (Abb. 13,
Abb. 14). Es bestehen geringflgige quantitative Unterschiede der unbekannten
Verbindungen in den Aufsammlungen (9-11). So ist (UF1) offenbar in
geringeren Mengen in (11), verglichen mit (9) und (10) vertreten. Ahnlich verhalt
es sich mit (X2, Abb. 13)

Ein weiterer interessanter Aspekt sind Akkumulationsunterschiede im
Jahresverlauf. Untersuchungen der Variation phenolischer Inhaltsstoffe in
Gesamtextrakten von C. vwulgaris (Jalal et al., 1982) ergaben starke

Schwankungen in Anzahl und Quantitat nachgewiesener Verbindungen. Das 8-
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O-Flavanon-Glycosid Callunin erreichte seinen Héchstwert im Mai und August,
Quercetin (Hydrolysat) in den Monaten September und November, Quercetin 3-
O-Glucosid im Janner, Juni, August und September. Pflanzenmaterial von R.
ferrugineum (9), (10) und (11) wurde in den Sommermonaten Juli und August
gesammelt. Im Gegensatz dazu konnte keine Variation bei den
unterschiedlichen Herklnften von R. ferrugineum festgestellt werden. Es ware
daher aufschlussreich, ein quantitatives Screening der Exkretflavonoide
desselben Individuums von R. ferrugineum am selben Standort im
Jahresverlauf durchzufiihren, um eventuelle jahreszeitliche Schwankungen

feststellen zu konnen.

Monschein et al. (2010) untersuchten in ihrer Studie Schwankungen der
Konzentrationen an Phenolen in Gesamtextrakten von C. vulgaris Uber vier
Wachstumsperioden. Pflanzenmaterial aus Seehdhen von 800, 1000 sowie
1500 m wurde unter Berucksichtigung von Umweltfaktoren wie starken
Temperaturunterschieden, Wind und Sonneneinstrahlung analysiert. Es zeigte
sich, dass in hoheren Zonen speziell Flavonol 3-O-Glycoside angereichert
werden. So nahm der Gehalt der Quercetin-Glycoside Callunin, Hyperosid,
Isoquercitrin, Guajaverin bei steigender Hohe deutlich zu. Auch der prozentuelle
Anteil der Flavonoid-Glycoside Kampferol 3-O-Galactosid und Kampferol 3-O-
Triacetylarabinohexosid stieg an. Ein Vergleich der Flavonoidprofile der
Aufsammlung (9) aus 1990 m, (10) aus 1790 m und (11) aus 1820 m liel3 keine
qualitativen Unterschiede erkennen. Ebenso konnte kein Zusammenhang
zwischen Flavonoid-Profil und Seehdhe festgestellt werden (Abb. 13).
Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit Flavonoidaglyca untersucht. Es
kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass auch bei der alpinen Art R.

ferrugineum ein Unterschied in den Flavonoidglycosid-Profilen moglich ware.

Der Anteil von Flavonoiden kann in alpinen Pflanzen sehr hoch sein, im Farn
Cryptogramma crispa (Pteridaceae) koénnen sie bis zu 9,5 % des
Trockengewichts entsprechen. Des Weiteren wurde festgestellt, dass der

Flavonoid-Gehalt in Farnwedeln je nach einfallender UV-Strahlung variiert (Veit
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et al., 1996). Flavonoide allgemein sowie Flavonoidaglyca im Speziellen dienen
der Pflanze zum Schutz gegen Absorption von UV-B-Strahlung, weil sie mit
einer Wellenlange zwischen 280 und 320 nm absorbieren. UV-B-Strahlung hat
Okologisch gesehen hohes Schadigungspotential (Harborne & Williams, 2000).
Der Anteil von UV-B-Strahlung an der gesamten Sonneneinstrahlung nimmt mit
zunehmender Seehdhe zu (Koérner, 2003). Dieser Zusammenhang ist
besonders fur alpine Spezies wie R. ferrugineum und andere Ericaceae von
Relevanz. Es ist bekannt, dass die Produktion von Exkret-Flavonoiden haufig
mit alpinen und ariden Habitaten und der Produktion von &therischem Ol
korreliert ist (Valant-Vetschera & Brem, 2006; Wollenweber, 1985; Wollenweber
& Valant-Vetschera, 1996), was die 0okologische Bedeutung dieser
Sekundarmetabolite unterstreicht. Von besonderem Interesse ware jedenfalls
eine quantitative Analyse von Exkretflavonoiden unter Bertcksichtigung
saisonaler und tageszeitlicher Differenzierung (Jalal et al., 1982; Monschein et
al., 2010) sowie eine Studie zu ihrer 6kologischen

Bedeutung.

5.2 Triterpene

Vier Triterpene, welche in kristalliner Form ausfielen, wurden als
Triterpengemische (T1) und (T2) durch Trockensaulen-Chromatographie in
Kombination mit MPLC isoliert. Die Trockensaulenfraktionen | bis Il (Tab. 6) des
Exsudats von R. ferrugineum (9) konnten uUber MPLC weiter aufgetrennt
werden, wodurch zwei Triterpen-Gemische (T1, T2) in kristalliner Form isoliert
wurden. (T1) besteht aus Dendropanoxid und (20R)-3a,10a-Epoxy-9-epi-
cucurbita-24-en, (T2) aus a- sowie B-Amyrin sowie anderen Verbindungen,
deren Struktur nicht aufgeklart werden konnte (vgl. Abb. 10). Die Struktur der
Triterpene konnte mit Hilfe von von NMR-Spektroskopie identifiziert werden.
Beide Gemische wurden im getrockneten Frischmaterial von R. ferrugineum (9),
(10), (11) detektiert (Tab. 8). Es handelt sich um lipophile Verbindungen, welche
im HPLC-Chromatogramm nicht und auf HPTLC-Platten erst nach Bespruhen
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mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Sprihreagenz und anschlieRendem Erhitzen
detektierbar werden. Sie sind danach als rosa-rote Spots sichtbar und
fluoreszieren unter UV-Licht, R-Werte finden sich in, Abb. 22 & 23.

Von E. nigrum ist bekannt, dass durch Abspulen mit Aceton aus Exsudat und
anderem epicuticularem Material auch Triterpene abgespult werden (Toiron et
al., 1995). Takahashi et al. (2000) berichten von 19,24-Dihydroxy-12-en-3-on-
28-Ursolsaure aus R. simsii Planch. Neben Ursolsaure selbst, dem haufigsten
Triterpen in Ericaceae, zahlena - und B-Amyrin sowie Dendropanoxyd (Tori et
al.,, 1977) zu den in Ericaceae haufig vorkommenden Substanzen dieser
Verbindungsklasse. So wurden a- und B-Amyrin in R. metternichii Siebold &
Zucc. und R. westlandii Hemsl. nachgewiesen, B-Amyrin ebenfalls in V. myrtillus
(Hegnauer, 1966). Die Struktur von (20R)-3a-10a-Epoxy-9-epi-cucurbita-24-en

wurde im Detail von Ruecker et al. (1999) geklart.

a-Amyrin ist ebenso wie B-Amyrin und Dendropanoxid von heimischen
Ericaceae wie etwa R. ferrugineum (Fokina et al., 1971) und C. vulgaris
bekannt (Olechonwicz-Stepien et al., 1982), womit sich die Ergebnisse dieser
Arbeit gut mit den Literaturdaten decken. a-Amyrin wurde weiters in R.
cinnabarinum Hook. f. sowie R. simiarum Hance detektiert. Des Weiteren wurde
es oft im Milchsaft von Pflanzen nachgewiesen, manchmal als Acetat, z. B. in
Ficus variegata Blume (Moraceae), in Erythroxylum coca Lam.
(Erythroxylaceae) und Balanophora elongata Schott & End|. Balanophoraceae).
Oft tritt es gleichzeitig mit B-Amyrin auf (Fokina et al., 1971; Harborne & Baxter,
1993). Chou et al. (2009) untersuchten die allelopathische Wirkung
verschiedener Triterpene aus R. formosanum Hemsl. (Ericaceae), die auch in
R. ferrugineum nachgewiesen wurden. So fighrte -Amyrin-Acetat zu
stimulierenden Effekten des Radicula-Wachstums von Brassica chinensis L., o-
Amyrin zeigte einen stimulierenden oder inhibitierenden Effekt im gleichen

Bioassay. Fokina et al. (1971) wiesen B-Amyrin in R. ferrugineum nach.
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5.3 Unbekannte Verbindungen

Es war nicht nicht madglich, die Struktur von (X1-X3) durch Auftrennung Uber
MPLC sowie Saulenchromatographie zu isolieren, da es sich vermutlich um
instabile Verbindungen handelt. Auf Grund der UV-Spekiren aus der HPLC
konnten sie jedenfalls nicht identifiziert werden. Diese unbekannten
Verbindungen konnten in den HPLC-Profilen aller Aufsammlungen von R.
ferrugineum  nachgewiesen  werden. Interessanterweise zeigen die
Verbindungen jedoch gewisse Stabilitat beim Trocknen, da sie auch in geringen
Mengen in Pflanzenmaterial aus Herbarbelegen nachgewiesen werden
konnten. Dabei wurden die unbekannten Verbindungen (X1) und (X3) in Proben
aller Herbarbelege (12-18) festgestellt, wahrend (X2) nur in Probe (15,

Herbarbeleg) gefunden wurde.

5.4 Vergleich der Exsudatprofile untersuchter Ericaceae

Samtliche untersuchte Gattungen und Arten sowie deren Herklnfte sind
vergleichend in Tab. 8 zusammengefasst. Die Ergebnisse beruhen auf der
HPLC- bzw. HPTLC-Analyse (vgl. Abb. 13 und Abb. 14). Aus der Literatur sind
mit Ausnahme von E. nigrum keine Informationen zu Exkretbestandteilen
vorhanden. Wollenweber et al. (1992) isolierten daraus komplexe
Exsudatverbindungen, darunter zwei dioxygenierte Chalcone, drei dioxygenierte
Dihydrochalcone sowie zwei Dihydrophenanthren-Derivate.  Derartige
Verbindungen konnten jedenfalls in den untersuchten Proben nicht festgestellt

werden.

Die Ergebnisse der abgespulten Herbarbelege (12-18) unterscheiden sich
bezuglich der Exkret-Flavonoide Quercetin (F1), Naringenin (F2), Kampferol
(F3), sowie der unbekannten Verbindungen (UF1), (UF2) und (UF3) deutlich
von den Aceton-Abspulungen des getrockneten Frischmaterials. In vier von

sieben analysierten Proben konnten zwar Flavonoide nachgewiesen werden,
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obwohl kleinste Mengen an Pflanzenmaterial verwendet wurden. Trotzdem lag
das HPLC-Signal bei (15) und (16) vermutlich unter dem Detektionslevel. So
ergaben die entsprechenden Messungen keinen Nachweis von Flavonoiden im
Exsudat. Neben (UF1) konnte in (17) nur Naringenin nachgewiesen werden.
Grund dafur ist vermutlich ebenfalls, dass wegen der geringen Menge an
Pflanzenmaterial keine weiteren Signale in der HPLC-Messung detektiert

wurden.

Von R. hirsutum ist das Auftreten einfacher Trichome und Koépfchenhaare
auf Laubblattern bekannt (Westerkamp & Demmelmeyer, 1997). Trotzdem
konnten im Exsudat und Gesamtextrakt der Spezies (20) und (21), welche im
Sommer des gleichen Jahres gesammelt wurden, in beiden Proben Flavonoide
nicht eindeutig nachgewiesen werden. R. hirsutum (21) zeigt auf der HPTLC in
der Hohe von Kampferol schwache Spots, der HPLC-Vergleich weist jedoch auf
(UF3) sowie (X1-X3) hin.

Im Zuge dieser Arbeit wurde auch die hybridogene Art R. intermedium,
entstanden aus den vikarianten Arten R. ferrugineum und R. hirsutum, auf
Exkretflavonoide untersucht. Diese Art wachst auf Boden mit intermediarem pH
der Verbreitungsgebiete seiner Elternarten. Hybridisierung ist ein haufiges
Phanomen innerhalb der groRen Gattung Rhododendron und beeinflusst
Blattfarben sowie die Vererbung von Plastiden-DNA (Milne et al., 1999;
Ureshino & Miyajima, 2002; Zhang et al., 2007). Auf den abaxialen Seiten der
lanzettlichen Laubblatter des bis zu einem Meter hohen Strauchs R.
ferrugineum, befinden sich vielzahlige rostrote Schulfernschuppen. Er ist
ausschlieflich in silikatischen Regionen in Hohen zwischen 1600 und 2000 m
aufzufinden. Hingegen weisen die bewimperten, umgekehrt eiformigen
Laubblatter von R. hirsutum wenige Schulfernschuppen auf und sind auf
Kalkstein anzutreffen (Mayr et al., 2010; Milne & Abbott, 2008). In der Literatur
wird darauf hingewiesen, dass R. x intermedium einer physiologischen und
morphologischen Kreuzung der elterlichen Eigenschaften entspricht (Fischer et
al., 2008). Salasoo (1987) berichtete, dass innerhalb der heimischen Arten R.
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ferrugineum, R. hirsutum und R. intermedium ahnliche Verteilungsmuster von
Alkanen bestehen. Tab. 8 zeigt, dass vier der sechs Flavonoid-Verbindungen
aus R. ferrugineum im Gegensatz zu R. hirsutum detektiert werden konnten.
Auch in Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Inhaltsstoffe

liegt die hybride Art zwischen den chemischen Profilen seiner Elternspezies.

Tab. 8 Nachgewiesene Verbindungen ausgewahlter Ericaceae.

Flavonoide Triterpene

Nr. Art F1({F2|F3|FU1|FU2|FU3| T1 T2 |X1]|X2|X3
9 | R. ferrugineum (Exs.) J ol o]l o | o 0 o] o] 0 olofo
10 | R. ferrugineum (Exs.) Jo| o] o | o o o o 0 olo]o
11 | R. ferrugineum (Exs.)f o| o] o] o 0 o) o) 0 o|lofo
12 | R. ferrugineum (Exs.) o o o|lofo
13 | R. ferrugineum (Exs.) | o | o o o} 0
14 | R. ferrugineum (Exs.) | o of o o 0
15 | R. ferrugineum (Exs.) o|lofo
16 | R. ferrugineum (Exs.) o o)
17 | R. ferrugineum (Exs.) o 0 o
18 | R. ferrugineum (Exs.) 0 o
22 | R. intermedium (Exs.) olof| o 0 o) 0 o|lofo
20 R. hirsutum (Exs.) o|lo|o
21 R. hirsutum (Exs.) 0 0 o o|lofo
19 R. fortunei (Exs.) o)

27 | R. oreotrephes (Exs.) o o

27 | R. yunnanense (Exs.) | o o|o
25| R.russatum (Exs.) o o o

23 R. luteum (Exs.)

2 C. vulgaris (Exs.) olo]o

3 C. vulgaris (Exs.) o|lo]o

9 | R ferrugineum (Ext) Jo|l o] o | o o] o} o] o] o|lo|o
10 | R. ferrugineum (Ext.) Jo| o] o | o 0 o] o] 0 o|lo]|o
11 | R. ferrugineum (Ext) |l o]l o] o] o 0 o o 0 o|lofo
22 | R. intermedium (Ext.) olo]| o 0 o o] olo]o
21 R. hirsutum (Ext.) o 0 o o|lofo

Exs. = Exsudat in Aceton p.a., Ext. = Gesamtextrakt in MeOH, R = Rhododendron, X =
unbekannte Verbindung. Tabelle basiert auf Aussage von HPTLC-Profilen und HPLC-
Chromatogrammen.

Die monotypische Art der Gattung, C. wvulgaris, ein kleiner immergriner
Strauch, zeigte im Vergleich zu den anderen untersuchten Ericaceae (Tab. 8) in
beiden Aufsammlungen ausschlie8lich das Vorkommen der Exkret-Flavonoide

Quercetin, Naringenin und Kampferol. Aus Methanolextrakten sind die
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Flavonoide Quercetin, Kdmpferol, Myricetin und Isoscutellarein bekannt, jedoch
als Hydrolyseprodukte der entsprechenden Glycoside (Harborne & Williams,
1973; Jalal et al., 1982; Monschein et al., 2010). Weiters wurden in C. vulgaris
die Triterpene a-Amyrin, B-Sitosterol und Ursolsaure nachgewiesen
(Olechnowicz-Stepien, 1982). Das Vorkommen des Flavanons Naringenin ist
aus der Literatur nicht bekannt. Moglicherweise wurde bei herkdmmlichen
Untersuchungen der Nachweis von Nebenkomponenten vernachlassigt. In
friheren Arbeiten wurden Ericaceae in Bezug auf die Verbindungsklasse der
Flavonoide vorwiegend auf den Gehalt von Glycosiden untersucht (Chosson et
al.,, 1998); Angaben auf Aglyca beziehen sich nur auf Hydrolyseprodukte
(Harborne & Williams, 1973). Da in der vorliegenden Arbeit mit sehr genauen
Trennverfahren gearbeitet und in Vergleichen speziell Polaritat und
Retentionszeiten von Flavonoidaglyca beachtet wurde, konnten diese trotz
relativ geringer Konzentration eindeutig nachgewiesen werden. Auf Grund der
HPLC-Profile der hier untersuchten Ericaceae ist das Vorkommen der
komplexen Verbindungen aus dem Exkret von E. nigrum (Wollenweber, 1992)
unwahrscheinlich. Die relativ grollen Unterschiede der jeweiligen Exsudat-
Zusammensetzung sind vermutlich auch durch entfernte

Verwandtschaftsverhaltnisse (Kron et al., 2002) begrindet.

Erganzend wurde auch eine Analyse der Laubblatt-Exsudate von Vertretern
der Gattung Vaccinium durchgefiihrt. Dabei konnte das Vorliegen von
Naringenin und Quercetin in V. uliginosum (33) bestatigt werden. Diese
Verbindungen wurden jedoch nicht in V. gaultheroides (30) und (31), V. myrtillus
(32) sowie V. vitis-idea (34) nicht gefunden. Auf Grund von Literaturhinweisen
auf das Vorkommen von Exkretflavonoiden auf Friichten (Wollenweber & Doerr,
2008) wurden reife Fruchte von V. uliginosum diesbezuglich untersucht. Die
Flavonoid-Zusammensetzung des Exsudats reifer Frichte entsprach jenem der
Laubblatter. Aus Juglans cinerea L. (Juglandaceae) sowie anderen Vertretern
dieser Pflanzenfamilie ist bekannt, dass Exkretflavonoide auf Laubblattern und
jungen Fruchten variieren konnen (Wollenweber & Doerr, 2008). So wurden von

Blattexsudaten Apigenin, Acacetin, Isokaempferid, Ermanin, Santin sowie
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Quercetin-3-4'-Dimethylether identifiziert. Unreife Frichte akkumulierten
zusatzlich Quercetin, Quercetin-3-Methylether sowie Kampferol (Wollenweber &

Doerr, 2008). Allerdings ist das Exsudat-Profil reifer Frichte hier nicht bekannt.

In Hinblick auf Flavonoide in Frichten sind die Ericaceae relativ gut
untersucht. So ist von Arbutus unedo L. (Ericaceae) bekannt, dass der
Flavonoidgehalt in Blattern deutlich hoher ist als in Frichten (Malei et al., 2006).
Hakkinen et al. (1999) wiesen eine Konzentration von 158 mg/kg Quercetin in
den Frichten von V. uliginosum nach. Kampferol wurde bislang in den Beeren
von V. uliginosum nicht detektiert, was sich mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit deckt. Das Vorkommen geringer Mengen von Myricetin in
den Fruchten konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.
Quercetin und Kadmpferol kommen in den Beeren von V. myrtillus vor, wahrend
in Beeren von V. vitis-idaea nur Quercetin nachgewiesen wurde (Hakkinen et
al., 1999). In beiden Fallen wurden jedoch keine Exsudate analysiert. Von V.
myrtillus sowie V. vitis-idaea konnten keine weiteren Vergleiche durchgefihrt
werden, da leider nicht ausreichend Material zur Analyse von Laubblattexkreten

bzw. Beeren zur Verfligung stand.

5.5 R. ferrugineum: organspezifische Akkumulation

Tab. 9 Organspezifitdt nachgewiesener Sekundarstoffe in R. ferrugineum (11).

Flavonoide Triterpene

F1|(F2 F3|FU1 |FU2|FU3| T1 T2 X1 X2 X3

Gesamtextrakt o|o]| o o o] o] o} o) o] o} o]

Exsudat der o|lo]|o o o] o] o) o] o o) o]
Laubblatter
Exsudat der

Infloreszenz ohne| o | o | o o o o o o o o o
Stamina
Exsudat der

. o] o] o] o) 0]
Stamina
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Weitere Untersuchungen betreffen die organspezifischen Unterschiede der
Herkunft von R. ferrugineum (11). Analysiert wurden erstmalig die Exsudate der
Infloreszenzen inklusive Stamina im Vergleich zu jenen der Laubblatter sowie
zum Gesamtextrakt der Laubblatter (siehe Tab. 10). Auffallend ist das alleinige
Vorkommen der Flavonoide (F2) und (FU2) in den Stamina, im Gegensatz zu
Gesamtextrakt, Exsudat der Laubblatter und Exsudat der Infloreszenzen (ohne
Staubblatter). Die Stamina von (11) wurden unabhangig vom restlichen Material
untersucht, da sie auffallig klebrig waren, was generell einen Hinweis auf
Exsudat-Verbindungen darstellt (Valant-Vetschera & Brem, 2006). ,Mehlige“
Exkretflavonoide akkumulierende Infloreszenzen sind auch aus der Gattung
Primula (Primulaceae) bekannt (Valant-Vetschera et al, 2009). Die
Triterpengemische (T1) und (T2) kommen in den Staubblattern nicht vor,
hingegen wurden alle drei unbekannten Verbindungen (X1-X3) nachgewiesen.
Jedenfalls ist dies ein neuer Befund fir R. ferrugineum und die Ergebnisse

unterstreichen die Wichtigkeit, Pflanzenorgane separat zu analysieren.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden unter Verwendung analytischer und
praparativer phytochemischer Methoden die Inhaltsstoffe des Exsudats
ausgewabhlter heimischer Vertreter der Familie der Ericaceae untersucht und mit
Gesamtextrakten verglichen. Mit Ausnahme von Empetrum nigrum L. wurde
bisher noch keine andere Ericaceae auf das Vorkommen von Exsudaten und
deren Zusammensetzung publiziert. Die meisten phytochemischen Arbeiten
beschranken sich auf die Analyse von Gesamtextrakten. Da die Produktion von
Exsudaten haufig mit der Prasenz von Drisenhaaren korreliert ist, wurden
diesbezugliche mikroskopische Analysen an der heimischen Art Rhododendron
ferrugineum L. mit Erfolg durchgefuhrt, weshalb diese Art anschliefend auch
bevorzugt phytochemisch bearbeitet wurde. Aus dem Exsudat konnten mit Hilfe
von UV-Spektroskopie und HPLC-MS die beiden Flavonolaglyca Quercetin und
Kampferol sowie das Flavanonaglycon Naringenin identifiziert werden.
Vergleichende HPLC-Analysen von Exsudaten und Gesamtextrakten zeigten,
dass alle im Exkret identifizierten Flavonoide ebenfalls im Extrakt vorhanden
waren. Es wird vermutet, dass sich das Exsudat offenbar erst im Zuge der
Gewebsextraktion vollstandig geldst hat, da normalerweise nach Auflésung des
Exsudates keine Exkretverbindungen in den Geweben festzustellen sind. Des
Weiteren gelang unter Verwendung von MPLC die Isolation der vier Triterpene
a- und B-Amyrin, Epoxy-9-epi-cucurbita-24-en sowie Dendropanoxid. Die
unterschiedliche Verbreitung in den untersuchten Ericaceae-Arten, sowie die
infraspezifische organspezifische Verteilung der isolierten Verbindungen bei R.
ferrugineum wurden vergleichend analysiert. Die Ergebnisse werden in Relation
zu den Literaturdaten diskutiert. Erganzend werden wesentliche Informationen
zu den Verbindungsklassen Flavonoide und Terpenoide, zu ihrer Verbreitung

innerhalb der Familie sowie zu funktionellen Aspekten gegeben.
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8 Anhang

8.1 Weitere Abbildungen und Tabellen

045149

045150

Abb. 15 Herbarbelege WU 045149 - 045152 (vgl. Tab. 3).
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digiial image @ WU dafabased@WU digital Image @ WU dafabased@WL

Abb. 16 Herbarbelege WU 045153 — 045156 (vgl. Tab. 3).
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045157 045158

Abb. 17 Herbarbelege WU 045157 - 045160 (vgl. Tab. 3).
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Abb. 18 Herbarbelege WU 045161 - 045164 (vgl. Tab. 3).
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Abb. 19 Herbarbelege WU 045165 — 045168 (vgl. Tab. 3).
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Abb. 20 Herbarbelege WU 045169 - 045172 (vgl. Tab. 3).
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045173

Abb. 21 Herbarbeleg WU 045173 (vgl. Tab. 3).
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Verbindung Rs+Wert | Farbreaktion | Rt [min.] UV-Spektrum

Flavonoide

0,35 hellblau 13,3

250 300 350 nm

OH
HO. O. O
O 0,58 tlrkis 14,6

OH (o}

Naringenin (F2) 20 300 350 om

0,53 dunkelblau 15,1
OH [0}

Kampferol (F3) 20 300 350 am

(UF1) 1,7
T

(UF2) 16,2
30 300 350 nm

(UF3) 17,1

250 300 350 nm

Abb. 22 Ubersicht detektierter Flavonoide. Rt = Retentionszeit im HPLC-Chromatorgramm.
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Verbindungen R+-Wert Farbreaktion Rt [min.] UV-Spektrum

Triterpene
(T1) 0,45 rosa-rot
(T2) 0,20 rosa-rot

Unbekannte Verbindungen

(X1) 22,3

250 300 350 nm
(X2) 227 \ A

(VAR

250 300 350 nm
(X3) 25,3

250 300 30 nm

Abb. 23 Ubersicht detektierter Triterpene sowie unbekannter Verbindungen. Rt = Retentionszeit
im HPLC-Chromatorgramm.
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Tab. 10 Ubersicht der Ertrage an Exsudat des untersuchten Pflanzenmaterials.

Nr. Art Pflanzen- | Trockenmasse | Exsudat | %.-Exsudat/
teil [g] [mg] | Trockenmasse
1 A. uva-ursi Blatt 29 32 1,10
2 C. vulgaris Blatt 70 56 0,8
3 C. vulgaris Blatt 43 104 2,42
5 E. carnea Blatt 43 87 2,02
9 | R. ferrugineum (1) Blatt 245 694 2,83
10 | R. ferrugineum (2) Blatt 57 111 1,95
11 | R. ferrugineum (3) Blatt 55 90 1,64
R. ferrugineum (3) Blate 1 6 6
R. ferrugineum (3) | Stamina <1 2 -
12 | R. ferrugineum (4) Blatt - 2 -
13 | R. ferrugineum (5) Blatt - 0,2 -
14 | R. ferrugineum (6) Blatt - <1 -
15 | R. ferrugineum (7) Blatt - 2 -
16 | R. ferrugineum (8) Blatt - 11 -
17 | R. ferrugineum (9) Blatt - 7 -
18 | R. ferrugineum (10) Blatt - 16 -
19 R. fortunei Blatt 45 52 1,16
20 R. hirsutum Blatt 93 84 0,90
21 R. hirsutum Blatt 6 20 3,33
22 | R. xintermedium Blatt 53 130 2,6
23 R. luteum Blatt 249 79 0,31
24 R. oreotrephes Blatt 42 24 0,57
25 R. russatum Blatt 23 4 0,17
26 R. smirnowi Blatt 24 47 1,96
27 | R. yunnanense Blatt 47 256 5,44
28 | R. chamaecistus Blatt 50 54 1,08
29 | V. gaultheroides Blatt 12 8 0,67
30 | V. gaultherioides Blatt 29 14 0,48
32 V. myrtillus Blatt 24 8 0,33
33 V. uliginosum Blatt 117 27 0,23
V. uliginosum Frucht 4 41 10,25
34 V. vitis-idaea Blatt 4 2 0,5

72




a) MS1
284.8
2ne.0 308.0 3380
| [T Y
MS2 150.7
256.7
107.0  man J
g3.2 188.7 212 2047
| U T n I
MS3
151.0
258.0
— 160.0 2130
831 |
- P T Al Y . .
100 150 200 250 200 mz
b) MS1
2848
-
2640 agag 3380
l Ll Iu 1 1LL |
MS2
1507
256.7
107.0 eay 2127 J
93.2 L 2047
)\ u.,h“k m N | s
MS3 oo
256.9
107.0 15E.0 213.0 J
.9.3'Il L n.hllluklll .]I..ul. Jl. || lu.lll w ¥ .
50 100 150 200 250 300 miz
C
) MS1
3008
284.0 3370
A A i
MS2
1508 1787
107.0 & -
1927 2287 727
| i T A &
MS3 1510
78.0
271.0
1071 183.0 227.0 I
. | " i l: ‘. . b l n 3.’5.3 ,
100 150 200 250 300 350 miz

Abb. 24 Ergebnisse der HPLC-MS zur Strukturaufklarung von Flavonoiden aus dem Exsudat
von R. ferrugineum. a) Naringenin b) Kéampferol c¢) Quercetin. Fir jede Verbindung sind drei
Massensprektren (MS) dargestellt. MS1 zeigt das intakte [M-H]-lon, MS2 das
Fragmentionenspektrum dieses [M-H]-lons. MS3 ist entweder ein MS2 Vergleichsspektrum aus
der Datenbank des Departments fir Pharmakognosie der Universitat Wien oder ein MS3-

Spektrum des intensivsten Fragmentions in MS2.

73



8.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Verbreitung der Ericaceae ..o 3
Abb. 2 Maximum parsimony strict consensus tree ............cccoeevveiiiiiiiiiieeeeeeeeens 7
Abb. 3 Infloreszenz und Laubblatter von R. ferrugineum ....................c............. 8
Abb. 4 Grundgerust der Flavonoide ...............ouiiieiiiiiiiicceee e 12
Abb. 5 Biosynthese der wichtigsten Flavonoidklassen...............ccccooeeiiiieinnn. 13
Abb. 6 Flavonoidaglyca aus Rhododendron Spp............euecceeieieeeeeeeeiiiiiieeeennn. 22
Abb. 7 Grundstruktur ausgewahlter Mono-, Di- und Triterpene......................... 23
Abb. 8 Biosynthese der Terpenoide. Biosynthese der Terpenoide ................... 24
Abb. 9 Grundgerust der GrayanotOXine...........ccooeeiiieiiiiiiieee e 27
Abb. 10 Triterpene aus dem Exsudat von R. ferrugineum..................ccccccuuunnn. 28
Abb. 11 Untersuchte Individuen von R. ferrugineum ..................ccccccuvvuueeeeann... 30
Abb. 12 Laubblattunterseite von R. ferrugineum..................cc...ccooovvevviieeeee.... 39
Abb. 13 Vergleichende HPLC-Chromatogramme der Exsudate und

Gesamtextrakte von R. ferrugineum ...............cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 41
AbDb. 14 HPTLC-VErgleiCh ........cooiieeeeee et 42
Abb. 15 Herbarbelege WU 045149 - 045152 .......ovvvieiieiieieieeeeee e 63
Abb. 16 Herbarbelege WU 045153 — 045156 ......ccoeveiiiiiieieeieeeeeeee e 64
Abb. 17 Herbarbelege WU 045157 - 045160 ..........uuuuiimmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenens 65
Abb. 18 Herbarbelege WU 045161 - 045164 ........oooviiiiiiiiiiieeeeee e 66
Abb. 19 Herbarbelege WU 045165 — 045168 .........cooovieiiiiiiiiiiiiieeeee e 67
Abb. 20 Herbarbelege WU 045169 — 045172 .......oovvveeeeieiiiiiieeeeee e 68
Abb. 21 Herbarbeleg WU 045173 .. ..o 69
Abb. 22 Ubersicht detektierter Flavonoide ...............cccocveveeeeeeeeeeeeeeee e 70
Abb. 23 Ubersicht detektierter Triterpene sowie unbekannter Verbindungen...71
Abb. 24 Ergebnisse der HPLC-MS............oooiii e 73

74



8.3

Tabellenverzeichnis

Tab. 1 Untergattungen (Subgen.) und Sektionen (Sect.) der Gattung

I {gToTo (o0 (=Yg o o o SRR 6
Tab. 2 Exkretflavonoide ausgewahlter Dicotyledonae. ...........ccccevvvciieeeeinnnnns 17
Tab. 3 Herkunft des untersuchten Pflanzenmaterials. ..o, 31
Tab. 4 Laufmittelgradient fur HPLC-Messungen. ... 33
Tab. 5 Laufmittelgradient fur HPLC-MS-Messungen. ..., 34
Tab. 6 Laufmittelgemische fir Trockensaulen-Chromatographie...................... 36
Tab. 7 Laufmittelgemische flir MPLC-Messungen. ...........ccccooovviiviiiieeeeeeeeeeeees 37
Tab. 8 Nachgewiesene Verbindungen ausgewahlter Ericaceae. ...................... 49
Tab. 9 Organspezifitdt nachgewiesener Sekundarstoffe............ccccccceeeiiiiiinns 51
Tab. 10 Ubersicht der Ertrdge an EXSudat............ccoooveeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeee e, 72

75



8.4 Danksagung

Mein Dank gilt an erster Stelle Ao. Univ.-Prof. Dr. Karin Valant-Vetschera fur die konstruktive
und ermutigende Kritik wahrend der Betreuung meiner Diplomarbeit.

Prof. Dr. Wollenweber fiir zusatzliche Motivation zur Umsetzung des Diplomarbeitsthemas.

Dr. Michael Nagl fiir die Durchfiihrung der NMR Messungen am Institut fiir organische Chemie
der Universitat Wien.

Dr. Martin Zehl fir die Durchfiihrung der LC-MS Messungen am Institut fir Pharmakognosie der
Universitat Wien.

Ao. Univ.-Prof. i.R. Dr. Harald Greger fir die lehrreiche und wunderschéne Exkursion nach
Thailand.

Mag. Johann Schinnerl fiir methodische Hilfestellung und die Versorgung mit Apfeln.
Mag.? Tshering Doma Bhutia fir fachliche Zuversicht und Unterstiitzung.

Markus Hofbauer fiir das Sammeln von Pflanzenmaterial, hilfreiches Computerwissen sowie
Begeisterung die Familie der Ericaceae betreffend.

Christian Gilli und Mag. David Lyon fir die freundliche Bereitstellung ihrer Kamera.

Mag.? Mette Hanak fir die geduldige Beratung beim Erstellen der Fotos.

Mag.?Sonja LeiRer fiir unzahlige Motivationstees, wir haben uns perfekt erganzt, um
Stolpersteinen des phytochemischen Diplomarbeitens aus dem Weg zu gehen.

Mag.? Celine Zahradnik fiir alle hilfreichen Ratschlage und die Umsetzung unseres
Diplomarbeits-Spruchs. Mag.? Eveline und Fritz Zahradnik fir die Ermdglichung des legendaren
Diplomarbeits-Camps.

Sigrid Steins, Andrea Zraunig und Andreas Berger fir Beistand und Beratung.

Mag.? Elisabeth Kastlunger fiir Coaching in jeder Situation. Matthias Gassner fiir die
Sammelreise, Mag.? Barbara Tiefenbdck, Mag.? Gisela Proll und Elisabeth Kogler fiir den
Optimismus, Viktoria Igel und Mag.? Irma Pelikan fiir die allerersten Schritte in Richtung
Diplomarbeit.

Meinen Yoga-Lehrerlnnen und allen, die in den unzahligen Laborstunden an mich gedacht
haben.

Meinem Freund Clemens Hlauschek fiir Ratschlage und die Gesprache zum Thema
Wissenschaft.

Meiner Familie fur finanzielle Unterstlitzung und dafir, dass sie trotz meiner physischer
Abwesenheit immer an mich geglaubt hat.

76



8.5 Curriculum Vitae

Personliche Daten

Name
Geburtsdatum und -ort
Email

Nationalitat

Schulbildung

September 2008

Oktober 2006
Oktober 2002
1994- 2002

1990-1994

Arbeitserfahrung
09.2006 - 06.2009

2007 — 2010

03.2008 — 03.2010

10. 2002 — 06.2004

Birgit Gschweidl
28.10.1984, Hollabrunn
gschweidlbirgit@yahoo.de

Osterreich

Diplomarbeit ,Vergleichend phytochemische Analysen der
Exsudate ausgewabhlter Ericaceae mit besonderer
Berticksichtigung von Rhododendron ferrugineum L.,
Chemodiversity Research Group, Universitat Wien,

Ao. Univ.-Prof. Dr. Karin Valant-Vetschera
Lehramtsstudium Biologie und Umweltkunde & Spanisch
Diplomstudium Botanik - Biologie, Universitat Wien
Bundesgymnasium, Hollabrunn - Matura am 07.06.2002

Volksschule, Hollabrunn

Tutorin an der Universitat Wien (Pflanzenanatomie)

Sommerjob als Reisebegleiterin mit Jugendlichen aus den USA
zwischen Rom und Madrid (PDM Travel AG)

Studienassistenz einer kdrperlich behinderten Biologie-Studentin in

Zusammenarbeit mit Ao. Univ.-Prof. i.R. Dr. Roland Albert

Nachhilfestunden (Lerninstitut Bunter Schirm)

7



Sprachkenntnisse

Deutsch
Spanisch und Englisch

Franzosisch und Latein

Auslandsaufenthalte

Februar 2006

02. - 09. 2004

10.1987 — 07.1988

Muttersprache
FlieRend

Maturaniveau

Ethnobotanisch-Phytochemische Exkursion nach Thailand,

Universitat Wien, Ao. Univ.-Prof. i.R. Dr. Harald Greger

Europaischer Freiwilligendienst in Tarragona (Spanien);
Mitarbeit in der Organisation DEPANA, Arbeit mit Schulklassen

im Naturschutzgebiet ,Punta de la Mora®“.

Aufenthalt in Ecuador

78



	Einleitung
	Systematik & Morphologie
	Systematik
	Morphologie
	Phytochemie und Verwendung der Ericaceae

	Verbindungsklassen
	Flavonoide
	Biosynthese
	Exkretflavonoide
	Funktion
	UV-B-Schutz
	Flavonoide der Ericaceae

	Terpenoide
	Biosynthese
	Funktion
	Terpenoide der Ericaceae


	Material und Methoden
	Pflanzenmaterial
	Methoden
	Exsudate
	Gesamtextrakte der Blätter
	Analytische Methoden
	Präparative Methoden


	Ergebnisse und Diskussion
	Flavonoide
	Triterpene
	Unbekannte Verbindungen
	Vergleich der Exsudatprofile untersuchter Ericaceae
	R. ferrugineum: organspezifische Akkumulation

	Literaturverzeichnis
	Zusammenfassung
	Anhang
	Weitere Abbildungen und Tabellen
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Danksagung
	Curriculum Vitae


