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Einleitung

1. Einleitung

Obst stellt heutzutage ein global gehandeltes Produkt dar. Die Vielfalt an Obstarten in den
Supermarkten und im Lebensmitteleinzelhandel ist ebenso umfangreich wie die Zahl der
jeweiligen Herkunftslander. Entwicklungen im Bereich der Qualitatserhaltung auf dem Weg
vom Produzenten zum Verbraucher machen es heute méglich, dem Konsumenten liber das
ganze Jahr eine breite Palette an frischem Obst anzubieten. Fortschritte im Bereich der
Qualitatserhaltung sowie eine starke Konkurrenz im Lebensmitteleinzelhandel haben in den
vergangenen Jahrzenten jedoch nicht nur zu einer Verbesserung des Angebotes sowie zu
einer kontinuierlichen Belieferung des Marktes beigetragen, sondern auch zu strengen
Qualitatsstandards gefiihrt, so dass es fiir den Anbauer zunehmend schwieriger wird, den
Anforderungen des Marktes gerecht zu werden (Johnston et al.,, 2002a). Im Jahr 1967
wurden fiir Westdeutschland die EWG-Qualitdtsnormen zur Regelung gemeinsamer
Qualitatsstandards zwischen den damaligen EWG-Mitgliedslandern eingefiihrt. Diese
Normen wurden fiir Apfel seitdem mehrmals angeglichen, so zuletzt am 07. Juni 2011,
umfassen jedoch nur duRere Qualititsmerkmale der Apfel. Die Richtlinien der Vermarkter
und des Handels hingegen geben je nach Qualitatsklasse und Absatzweg spezifische, die
innere sowie duBere Qualitdt betreffende Richtlinien vor. So werden zum Beispiel im
Sortenprofil der Marktgemeinschaft Bodenseeobst flir ‘Braeburn® in der schwacheren
Klasse | (“Tafelobst”) Penetrometerwerte von mindestens 5,0 kg/cm?, ein Flachenanteil an
Deckfarbe von mehr als 10% sowie Zuckergehalte tber 10° Brix vorgeschrieben, wogegen die
Ware flir Premiumqualitat (“Symphonie vom Bodensee”) mindestens eine Festigkeit von 7,0
kg/cm?, mehr als 60 % Deckfarbe sowie Uber 13,5° Brix vorzuweisen hat (Quelle:
Marktgemeinschaft Bodenseeobst, 2011).

Entwicklungen in der Lagertechnik, wie die Einflihrung der Lagerung in “kontrollierter
Atmosphare” (controlled atmosphere = CA) bzw. bei “extrem niedrigem Sauerstoff” (ultra
low oxygen = ULO), die Weiterentwicklung zur “dynamischen CA-Lagerung” (dynamic
controlled atmosphere = DCA) oder der Einsatz von Reifeinhibitoren wie
1-Methylcyclopropen  (1-MCP)  haben  entscheidend zur  Verbesserung der

Lagermoglichkeiten beigetragen. Dennoch betragen nach Kader (2007) die geschatzten
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Einleitung

Nachernteverluste in entwickelten Liandern immer noch zwischen 5% und 25%, in
Entwicklungslandern sogar bis zu 50%.

MaBnahmen zur Qualitdtserhaltung zielen darauf ab, die wahrend der Reife ablaufenden
Prozesse zu steuern und dadurch, unter anderem, die Fruchtfleischfestigkeit zu erhalten.

Die Fruchtfleischfestigkeit stellt vor allem bei Kernobstarten, wie dem Apfel, eines der
wichtigsten Qualitatskriterien dar, da sie gewisse Textureigenschaften wie Knackigkeit,
Saftigkeit, aber auch eine geringere Empfindlichkeit der Frucht fiir mechanische
Beschadigungen garantiert (Siddiqui et al., 1996). In Befragungen in der Schweiz zum Beispiel
nannten neben Aroma (77%) und Saftigkeit (71%) 73% der Befragten die
Fruchtfleischfestigkeit als eines der fur sie wichtigsten Qualitadtsattribute beim Apfel (Hohn
et al.,, 2007). Neben sortentypischer Auspragung, Makellosigkeit der Frucht sowie
ausreichender Deckfarbe gilt fir den Markt immer mehr die Fruchtfleischfestigkeit als
wichtiges Kriterium, um dem Kunden das ganze Jahr Uber Ware mit den geforderten
Textureigenschaften anbieten zu kdnnen (Johnston et al., 2002a).

Trotz intensiver Forschung zum Thema Fruchtfleischfestigkeit sowie zur Wirkung von
Vorernte-, Ernte- und Nacherntefaktoren auf die Textureigenschaften einer Frucht sind die

biochemischen und physiologischen Ursachen fir deren Wirkung noch teilweise ungeklart.
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2. Literaturiibersicht

2.1. Die Bedeutung der Fruchtfleischfestigkeit als Qualitatsattribut beim Apfel

Die Fruchtfleischfestigkeit stellt beim Apfel eines der bedeutendsten Qualitatsmerkmale dar,
da sie zum einen die Akzeptanz am Markt bzw. beim Konsumenten bestimmt, andererseits
auch fir die Haltbarkeit der Frucht von entscheidender Bedeutung ist. Bei der Bestimmung
des optimalen Erntetermins von Apfeln wird die Fruchtfleischfestigkeit neben dem
Starkegehalt der Frucht sowie dem Gehalt an I6slicher Trockensubstanz (~Zuckergehalt) als
Qualitatsattribut zur Berechnung des Reife- oder “Streifindex” verwendet. Dabei gibt es fir
jede Sorte Festigkeitswerte, innerhalb derer sich das optimale Erntefenster bewegt (Streif,

1983).

Die Bedeutung der Fruchtfleischfestigkeit fiir den Konsumenten konnte in zahlreichen
Studien bestatigt werden. Untersuchungen in der Schweiz zeigten, dass die vom
Konsumenten als optimal empfundene Fruchtfleischfestigkeit je nach Sorte deutlich
variieren kann und dass fiir das Empfinden der optimalen Qualitdt durch den Konsumenten
die Fruchtfleischfestigkeit nicht einzeln, sondern in Verbindungen mit anderen
Qualitatsattributen, wie z.B. dem Zucker/Saure-Verhaltnis der Frucht zu sehen ist (Hohn et
al., 2007). Zu dhnlichen Ergebnissen kam eine Studie mit verschiedenen Apfelsorten in den
USA (Harker et al.,, 2008). Dabei konnte die Fruchtfleischfestigkeit als wichtigstes
Qualitdtsmerkmal fiir die Genussqualitdt bei Apfeln definiert werden, wobei auch hier, je
nach Sorte, ein deutlicher Zusammenhang zwischen Festigkeit, Zucker- und S&uregehalt
beobachtet wurde. Nach Hohn et al. (2001) ermdglichen instrumentelle Messungen des
Gehaltes an I6slicher Trockensubstanz, an titrierbarer Sdaure sowie der Fruchtfleischfestigkeit

bei einigen Sorten eine Vorhersage der Akzeptanz durch den Konsumenten.

Laut Redgwell et al. (2002) spielt fiir die Wahrnehmung der Textureigenschaften einer Frucht
vor allem die Beschaffenheit der Zellwdnde sowie ihre strukturelle Unversehrtheit eine
wichtige Rolle. Die Intaktheit des Zellgewebes kann vor allem auf die Adhasion benachbarter

Zellen sowie die Stabilitat der Primdarwand zurlickgefihrt werden. Die Adhdsion
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benachbarter Zellwdnde wurde als einer der entscheidendsten Einflussfaktoren fur das
Texturempfinden beschrieben (Diehl und Hamann, 1980; Pitt und Chen, 1983). Diese wird
vor allem durch die Festigkeit der Mittellamelle, der Kontaktflaiche zwischen den Zellen,
sowie durch das AusmaR plasmodesmischer Verbindungen bestimmt (Harker und Hallet,
1994). Das Empfinden der Textur einer Frucht im Mund hdngt nach Harker et al. (1997)
davon ab, wie sich das Zellgewebe beim Durchbeifen deformiert bzw. trennt. Er

unterscheidet dabei drei verschiedene Maoglichkeiten:

a) Die Zelle bricht durch deren dquatoriale Mitte, worauf abrupt Zellsaft freigesetzt wird

(Zell-Fraktur).

b) Nur ein Teil der Zelle bricht beim DurchbeifRen des Gewebes, die Zelle kollabiert und

Zellsaft wird freigesetzt (Brechen von Zellteilen).

c) Intakte Zellen trennen sich voneinander ohne dass dabei die Zelle zerstort wird. Es

wird kein Zellsaft freigesetzt (L6sen der Adhasion benachbarter Zellen).

Wihrend der Fruchtreife von Apfeln dndert sich der Mechanismus des Gewebebruchs
von der anfanglichen Zellfraktur (a) zum teilweisen Brechen und Kollabieren der Zellen
(b) und bei sehr reifen Frichten zur Gewebetrennung durch Losen der Adhésion
benachbarter Zellen (c) (Harker et al., 1997). Die sensorische Wahrnehmung verandert

sich dabei von einer anfanglich saftigen, knackigen zu einer mehligen, trockenen Frucht.

2.2. Die Fruchtreife bei klimakterischen Friichten

2.2.1. Definition der Fruchtreife

Als Fruchtreife wird das Ubergangsstadium zwischen Fruchtwachstum und der Frucht-
alterung (Seneszenz) bezeichnet. Es handelt sich dabei um physiologische und biochemische
Veranderungen, welche letztendlich zur GenielRbarkeit der Frucht flhren.
Der Entwicklungsprozess der Fruchtreife lasst sich in zwei Phasen unterteilen, der

Stoffeinlagerung oder Qualitatsbildung (engl. maturation) sowie der physiologischen
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Fruchtreife (ripening) (Stoll 1997; Streif, 2002). Nach Alexander und Grierson (2002) kénnen
bei nicht-klimakterischen Friichten (z.B. Erdbeeren, Trauben) beide Entwicklungsprozesse
synchron ablaufen, das heillt die Frucht erreicht ihre Genussreife zum Zeitpunkt der
Pfliickreife. Bei diesen Friichten erfolgt nach der Ernte keine Nachreife. Bei klimakterischen
Friichten (z.B. Apfel, Birne) hingegen sind beide Entwicklungsabschnitte deutlich getrennt zu
betrachten. Wahrend der Qualitatsbildung (maturation) wird die stoffliche Grundlage fiir

gute Qualitat gelegt.

Die Stoffeinlagerung hdangt von mehreren Faktoren ab, wie zum Beispiel den
vorherrschenden Assimilationsbedingungen oder dem Fruchtbehang, da diese den Aufbau
von Zuckern, Sduren und anderen Inhaltsstoffen qualitativ und quantitativ beeinflussen. Die
Phase der Stoffeinlagerung endet mit dem Stadium der Pfliickreife, bei dessen Erreichen die
Frucht morphologisch bereits voll ausgebildet ist. Wahrend der physiologischen Fruchtreife
entwickelt sich die zundchst unreife Frucht zu einer reifen, genielbaren Frucht
(Genussreife). Dabei wird unter anderem Aroma gebildet und die Fruchtfleischfestigkeit
nimmt ab. Dieser Vorgang beginnt bereits vor der Ernte am Baum und setzt sich nach dieser
fort. Der optimale Erntetermin der Friichte sollte so gewéahlt werden, dass der Prozess der
Qualitatsbildung und der Reifeprozess soweit fortgeschritten sind, dass die Friichte auch
nach Langzeitlagerung normal ausreifen und optimale Geschmacksqualitdt aufweisen (Streif,

2002).

Klimakterische Friichte, wie Apfel, Birnen oder Pfirsiche, zeichnen sich durch einen
deutlichen Anstieg der Ethylenbildung sowie der Atmungsintensitdat wahrend der Fruchtreife
aus (Kader, 2002). Dieser Anstieg wird als Klimakterium bezeichnet (Kidd und West, 1925).
Desweiteren erfolgt wahrend der Fruchtreife in der Regel eine Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit, der Abbau von Starke bzw. die Einlagerung von Kohlenhydraten
(Zuckern), der Abbau von organischen Sduren und phenolischen Verbindungen sowie der
Aufbau von Aromastoffen (Friedrich und Fischer, 2002; Kader, 2002; Watkins, 2002; Taiz und
Zeiger, 2007). Desweiteren fihrt bei vielen Friichten wie z.B. dem Apfel der Abbau von

Chlorophyll zu Farbveranderungen der Fruchtschale von Griin nach Gelb (Streif, 2002).
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2.2.2. Fruchtatmung (Respiration)

Die Fruchtatmung dient zur Versorgung der Frucht mit energiereichen Verbindungen und
den erforderlichen Kohlenstoffgeriisten zur Erhaltung der Zellfunktionen und der
Syntheseprozesse und stellt somit einen bedeutenden Stoffwechselprozess auch wahrend
der Lagerung von Obst dar (Turner und Turner, 1975; Kays, 1991). Wahrend die Frucht am
Baum Uber die Blatter mit Assimilaten versorgt wird, erfolgt nach der Ernte die
Aufrechterhaltung der Stoffwechselprozesse vor allem durch den Abbau von eingelagerten
Kohlenhydraten und organischen Sduren zu Kohlendioxid (CO;) und Wasser (H,0).

Die Atmung lasst sich in drei Abschnitte gliedern: die Glykolyse, den Zitronensaurezyklus
sowie die Atmungskette oder oxidative Phosphorylierung (Mir und Beaudry, 2002; Taiz und
Zeiger, 2007). Bei der Glykolyse werden im Cytosol Kohlenhydrate gespalten, das heiRt
Glucose wird abgebaut, wobei Pyruvat sowie Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP)
entsteht. Im weiteren Schritt, dem Zitronensaurezyklus, erfolgt die Oxidation dieser
Kohlenhydrate in den Mitochondrien. Dabei entstehen neben CO, die
Reduktionsdquivalente NADH, und FADH, Im dritten Schritt, der oxidativen
Phosphorylierung, werden Elektronen sowie daran gebundener Wasserstoff, welcher aus
dem Zitronensaurezyklus (NADH,, FADH,), dem Abbau von Fettsduren sowie aus der
Glykolyse stammt, in einer Reihe von Redoxvorgangen dazu genutzt, aus ADP und Phosphat
Energie in Form von ATP aufzubauen. Der Wasserstoff wird dabei an Sauerstoff gebunden
und es entsteht Wasser (Mohr und Schopfer, 1992; Mir und Beaudry, 2002; Helmich, 2003;
Taiz und Zeiger, 2007). Die wahrend der Respiration als ATP entstandene Energie deckt den
fir den Stoffwechsel der Friichte notwendigen Energiebedarf. Uberschiissige Energie wird
als Atmungswarme abgegeben. Diese stellt bei der Lagerung der Friichte eine bedeutende
technische GrofRe dar, da sich nach ihr unter anderem die Leistung der bendtigten
Kalteanlage richtet (Streif, 2002). Bei Sauerstoffmangel lduft die Atmung den Weg der
alkoholischen Garung. Dabei entstehen wahrend der Glykolyse aus Pyruvat neben weiteren
Zwischenprodukten Ethanol und CO, (Mohr und Schopfer, 1992). Der Garungsstoffwechsel
dient dazu, bei Hemmung des Elektronentransports und der oxidativen Phosphorylierung die
Glykolyse weiterhin aufrecht zu erhalten und somit durch Bereitstellung von ATP aus der

Substratphosphorylierung das Uberleben des Pflanzengewebes noch eine Weile zu sichern
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(Davies et al., 1974; Perata und Alpi, 1993). Dies kann unter Umstianden zu
Fruchtfleischverbrdunungen in Folge von Zellschdadigungen sowie zu alkoholischem
Fremdgeschmack der Friichte fihren (Streif, 2002). Nach (Kidd und West, 1925) ist die
Atmungsintensitat bei einer jungen Frucht sehr hoch. Zur Ernte hin erfolgt eine Abnahme bis
kurz vor der Ernte das Minimum erreicht wird. Bei klimakterischen Friichten wie zum
Beispiel Apfel oder Birnen kann nach der Ernte im Normalfall ein starker Anstieg der Atmung
bis zum sogenannten klimakterischen Maximum beobachtet werden. AnschlieBend erfolgt
wahrend der Lagerung eine stetige Abnahme der Atmungsintensitat bis kurz vor dem Zelltod
nochmals ein kleiner Anstieg auftritt.

Somit gibt die Hohe der Atmungsintensitdt Hinweise auf den Reifezustand der Frucht.

Nach Kader (2007) ist die Haltbarkeit einer Frucht meistens proportional zu deren
Atmungsintensitdit. Demnach zeichnen sich bei klimakterischen Frichten solche mit
geringerer Atmungsintensitat in der Regel durch eine bessere Haltbarkeit aus. Ziel
verschiedener Lagerverfahren ist es unter anderem, durch Reduzierung der Fruchtatmung
die Haltbarkeit zu verlingern. Nach Kays (1991) veratmen Apfel im Verlauf der Lagerung
zunachst bevorzugt Sauren, so dass deren Gehalt je nach Lagerbedingungen auf die Halfte
oder mehr reduziert wird. AnschlieBend dienen vor allem Kohlenhydrate als
Atmungssubstrat. Zudem ist der Zuckergehalt im Apfel ca. 10mal héher als der Gehalt an
Sauren (Hecke et al., 2006), so dass sich trotz des Abbaus von Zuckern dieser weniger

bemerkbar macht.

2.2.3. Ethylenproduktion

2.2.3.1. Bedeutung von Ethylen fiir die Fruchtreife

Das Phytohormon Ethylen besitzt bei den meisten Pflanzen groRe Bedeutung fir die
Regulierung verschiedener Wachstums-, Entwicklungs- oder Seneszenz-Prozesse. Wahrend
der Fruchtreife ist Ethylen vor allem fir die Steuerung der Reife von entscheidender
Bedeutung. Ethylen ist bereits in sehr geringen Konzentrationen (< 0,1ppm) physiologisch
aktiv (Reid, 2002). Klimakterische Frichte, wie Apfel, Birne, Pfirsich usw. zeigen zu Beginn

der Fruchtreife einen typischen Anstieg der Ethylenbildung sowie Respirationsrate (Kidd und
7
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West, 1925; Biale, 1960; Kader, 2002; Watkins, 2002; Taiz und Zeiger, 2007). Dennoch gibt es
nach Kader (2002) keine klare Beziehung zwischen der Ethylenbildungs-Kapazitat einer Art
bzw. Sorte und deren Haltbarkeit. Bei den meisten Obst- und Gemisearten beschleunigt
Ethylen den Reife- sowie den Alterungsprozess. Generell steigt die Ethylenbildungsrate mit
zunehmendem Reifegrad. Zudem kann das Auftreten mechanischer Beschadigungen,
physiologischer oder parasitdrer Fruchtkrankheiten, ein Anstieg der Temperatur oder
sonstiger physiologischer Stress zu einem Anstieg der Ethylenproduktion fiihren. Niedrige
Temperaturen sowie erhohte CO,-Konzentrationen oder niedrige Sauerstoffkonzentrationen
in der Atmosphadre kdnnen hingegen die Ethylenbildungsrate wie auch die Ethylenwirkung

reduzieren (Kader, 2002).

2.2.3.2. Biosynthese und Wirkungsmechanismus von Ethylen

Lieberman und Mapson (1964) konnten erste Hinweise liefern, dass es sich bei der
Aminosdure Methionin um die Vorstufe von Ethylen handelt. Im ersten Schritt der
Ethylenbiosynthese  erfolgt zundchst die Umwandlung von Methionin zu
S-Adenosylmethionin (SAM), wie Burg und Clagett (1967) nachweisen konnten. Im zweiten
Schritt wird SAM in 1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure (ACC) umgewandelt. Dieser Prozess
wird durch die ACC-Synthase (ACS) katalysiert. In einem weiteren Schritt erfolgt die
Umwandlung von ACC zu Ethylen mit Hilfe der ACC-Oxidase (ACO) (Kende, 1989; Kende,
1993). Die Aktivitdt beider Enzyme wird durch Umweltbedingungen, einschlieRlich
Temperatur, O,- und CO,- Gehalt in der Atmosphare beeinflusst (siehe Kapitel 2.5) (Kader,
2002, Watkins, 2002). Nach Adams und Yang (1979) wird bei zwei Schritten der
Ethylenbiosynthese Sauerstoff bendtigt: fur die Synthese von ATP im Zuge der Atmung, was
fiir die Aktivierung von Methionin notwendig ist, sowie fiir den oxidativen Abbau von ACC zu
Ethylen. Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Umwandlung von SAM in ACC mittels
ACS den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt auf diesem Syntheseweg darstellt (McKeon
et al.,, 1995). Weitere Untersuchungen zeigten zudem, dass der Gehalt an ACC sowie die
Aktivitat von ACS sowie ACO wahrend der Fruchtreife zunehmen. Folglich kann ein Anstieg

der Ethylenbiosynthese beobachtet werden. Bei der Ethylenbiosynthese handelt es sich um
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einen autokatalytischen Prozess, dass heiRt das gebildete Ethylen stimuliert wiederum
dessen erneute Biosynthese. Diese positive Riickkoppelungsschleife der Ethylenbiosynthese
bewirkt bei klimakterischen Frichten das Reifen der gesamten Frucht, sobald die
Reifeprozesse einmal induziert wurden. Im Gegensatz dazu bewirkt eine Behandlung mit
Ethylen bei nicht-klimakterischen Friichten zwar einen Anstieg der Respiration in Folge
erhohter Ethylenkonzentrationen, jedoch wird dadurch in der Regel nicht die Bildung von
endogenem Ethylen bzw. ein Beschleunigen der Reifevorgdnge ausgelost (Taiz und Zeiger,
2007).

Nach Binder und Bleeker (2003) handelt es sich bei der Wirkungsweise von Ethylen um einen
negativ regulierten Prozess. In der Zellmembran befindet sich eine Gruppe von
Ethylenrezeptoren (ETR1, ETR2, EIN4, ERS1 und ERS2). Manche dieser Rezeptoren wirken
direkt, manche indirekt auf die sogenannte Serin-Threonin-Kinase (CTR1), ein Protein, das
wiederum ein weiteres Protein, EIN2, aktivieren bzw. inaktivieren kann. EIN2 spielt eine
essentielle Rolle fiir das Auslosen ethylengekoppelter Reifeprozesse. Bei Abwesenheit von
Ethylen befinden sich die Rezeptoren ETR1, ETR2, EIN4, ERS1 und ERS2 in aktivem,
inhibitorischem Zustand, wodurch das CTR1 Protein aktiviert wird, was wiederum zu einer
Inaktivierung von EIN2 flhrt. Bindet sich Ethylen an die Rezeptoren, kommt es zu einer
Inaktivierung von CTR1 und einer folglichen Aktivierung von EIN2. Die Expression
reifebezogener Gene, welche zum Beispiel fir die Synthese bestimmter Zellwand

abbauender Enzyme kodieren, wird dadurch induziert (Binder und Bleeker, 2003).

b)
ETR*
ETR1
. ‘ @ —> Signaliibertragung
EIN4
’ CTR1 O
ERS1 EIN2
ERS2 ERS2 CzHq

Abbildung 1: Ethylenrezeptor-Modell nach Binder und Bleeker 2003: Bei geringen Ethylen-
Konzentrationen aktivieren die unbesetzten Rezeptoren CTR1, wodurch EIN 2
inaktiviert wird (a); durch Bindung von Ethylen an die Rezeptoren kommt es zur
Inaktivierung von CTR1, folglich zur Aktivierung von EIN 2 und somit zur Stimulierung
der Reifeprozesse (b).
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2.2.3.3. Inhibierung von Ethylensynthese und -wirkung

Neben Ethylen-fordernden MalRnahmen im Vorerntebereich, wie z.B. dem Einsatz von
Ethephon (2-Chlorethylphosphonsdure) zur Behangsregulierung, spielen im Nachernte-
bereich bzw. zur Ernte vor allem Maglichkeiten zur Inhibierung der Ethylenbiosynthese und -
wirkung eine bedeutende Rolle. Aminoethoxyvinylglycin (AVG) (Handelsname Retain®) zum
Beispiel blockiert durch Inhibierung der ACS die Umwandlung von SAM in ACC (Cuadrado et
al., 2004). Niedrige O,-Gehalte in der Atmosphare konnen z.B. die Aktivitat der ACC-Oxidase
hemmen und somit ebenfalls die Bildung von Ethylen unterdriicken (siehe Kapitel 2.5.2.2).
Inhibitoren der Ethylenwirkung beeinflussen nicht die Synthese, sondern den
Wirkungsmechanismus des Phytohormons, bzw. kénnen die Empfindlichkeit gegeniber
Ethylen verringern. Das momentan bekannteste Beispiel aus dem Nacherntebereich ist dabei

h™), welcher die

der Wirkstoff 1-Methylcyclopropen (1-MCP) (Handelsname SmartFres
Ethylenrezeptoren blockieren und somit eine Bindung des Ethylenmolekiils an diesen Stellen
verhindern kann (siehe Kapitel 2.5.2.3) (Kader et al., 2002; Watkins, 2002; Taiz et al., 2007;
Streif, 2008). Eine weitere Moglichkeit zur Inhibierung sowohl der Ethylensynthese wie auch
dessen Wirkung ist der Einsatz molekulargenetischer Verfahren. Bei Tomaten konnte zum
Beispiel durch Expression einer Antisense-Variante entweder der ACC-Synthase oder
-Oxidase zur Eliminierung der Ethylenbiosynthese und zur kompletten Blockierung der
Reifevorgange fiihren. Erst nach Applikation von externem Ethylen wurde die Reife wieder in

Gang gesetzt (Oeller et al.,, 1991). Dies zeigt die Notwendigkeit des Ethylens fir die

klimakterische Fruchtreife.

2.3. Der Abbau der Fruchtfleischfestigkeit wahrend der Fruchtreife

Bourne (1979) teilte Frichte aus gemafRigten Klimaten beziglich ihrer Festigkeits-
eigenschaften in zwei Gruppen ein: Friichte, welche wahrend ihrer Reife weiche
Textureigenschaften erreichen (z.B. Pflaumen, Tomaten, Kiwifriichte) sowie Frichte, welche
sich durch eine knackige Textur auszeichnen (z.B. Apfel). Friichte aus erst genannter Gruppe

weisen ein Gewebe mit schwacher interzellularer Bindung auf, das bei minimaler Zerstorung
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der Zellen getrennt werden kann. Friichte aus zweiter Gruppe zeigen deutlich festere
Verbindungen zwischen den Zellen. Durch das Brechen der Zellen ergibt sich dabei die als
knackig empfundene Textureigenschaft (Bourne, 1979; Harker et al., 1997). Batisse et al.
(1996) konnten an Kirschen mit geringer Fruchtfleischfestigkeit eine dennoch intaktere,
besser erhaltene Mittellamelle beobachten als bei noch knackigen Friichten. Dies weilst
darauf hin, dass Texturverdanderungen wahrend der Fruchtreife auch auf Verdnderungen der

inneren Zellwandschichten (Primarwand) zurlickzufihren sind.

Beim Apfel folgt der Abbau der Fruchtfleischfestigkeit bei den meisten Sorten einer nicht
linearen Kurve, die nach Johnston et al. (2002a) in drei Phasen unterteilt werden kann (siehe
Abb. 2). Wahrend der ersten Phase kann in der Regel ein sehr geringer Abbau der Festigkeit
beobachtet werden, in Phase Il hingegen verliert die Frucht deutlich an Festigkeit, wahrend
in Phase Il wiederum nur sehr geringe Veranderungen festzustellen sind. Bei den meisten
Apfelsorten erreicht der Abbau der Fruchtfleischfestigkeit Minimalwerte zwischen ca. 35
und 40 N, danach ist in der Regel keine weitere Abnahme zu beobachten. MaBnahmen zum
Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit zielen vor allem darauf ab, das Weichwerden der Frucht in

moglichst frihem Stadium (Phase ) zu verzogern.

Fruchtfleischfestigkeit [N]

35 o =

Zeit nach der Ernte

Abbildung 2: Typisches Festigkeitsprofil sowie 3 Phasen der Festigkeitsveranderung fiir Apfelfriichte
bei 0-5°C Lagertemperatur (nach Johnston et al., 2002a).
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Als Ursache fiir die Texturbeschaffenheit einer Frucht bzw. deren Festigkeitsverlust wahrend
der Reife konnen eine Reihe von Faktoren, wie die Fruchtanatomie und Beschaffenheit der
Zellen, Zellwandveranderungen wahrend der Fruchtreife sowie der Verlust des Zell-Turgors
genannt werden (Knee and Bartley, 1981; Fischer und Bennett, 1991; Siddiqui and Bangerth,
1996; Pefia and Carpita, 2004). Auch die Bedeutung der Calciumversorgung einer Frucht fir
deren Textureigenschaften konnte in zahlreichen Studien untersucht werden (Bangerth et

al., 1972; Poovaiah et al., 1988; Ferguson und Watkins, 1989; Song und Bangerth, 1993).

2.4. Die Bedeutung der Zellwand fiir die Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel

2.4.1. Aufbau der pflanzlichen Zellwand

Die pflanzliche Zellwand ist aus verschiedenen Schichten aufgebaut, wie Abbildung 3 zeigt.

/ Mittellamelle

__— Primarwand

Sekundarwand

Plasmamembrane
/

—— Cytoplasma

T~ Vakuole

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der pflanzlichen Zellwand .

Die aulerste Schicht, die Mittellamelle, stellt die Verbindungsschicht zwischen den
einzelnen Zellen dar und ist somit von entscheidender Bedeutung fiir den Zusammenhalt der
Zellverbande. Im Gegensatz zum Rest der Zellwand besteht sie liberwiegend aus Pektinen
zusammen mit verschiedenen Proteinen und entsteht wahrend der Zellteilung aus der
Zellplatte (Jarvis, 1984; Carpita und Gibeaut 1993; Jarvis et al., 2003). Der Abbau der
Mittellamelle wahrend der Fruchtreife fihrt zum Auflésen dieser Verbindungen und somit

zum Verlust der Gewebestabilitdt (Harker et al., 1997; Waldron et al., 1997).
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Die nachste Schicht, die Primdrwand, entsteht wahrend der Zellstreckungsphase. Sie besteht
Zu ca. 25% der Trockenmasse aus Zellulose, welche in Form von Mikrofibrillen in eine
hydratisierte Matrix eingebettet ist. Diese Matrix setzt sich aus zwei Hauptgruppen von
Polysacchariden, aus Pektinen und Hemizellulosen, sowie aus sogenannten
Strukturproteinen (lUberwiegend Glycoproteinen) zusammen. Dieser Aufbau verleiht der
Primdarwand eine Fieberglas &hnliche Struktur, welche sich durch Elastizitdit und
Reil¥festigkeit, aber auch plastische Verformbarkeit auszeichnet, so dass ein Ausdehnen der
Primarwand wahrend der Zellstreckungsphase ermaoglicht wird (Mohr und Schopfer, 1992;

Taiz und Zeiger, 2007).

Die Zusammensetzung der Matrixpolysaccharide variiert je nach Zelltyp und Pflanzenart. Die
Bezeichnung dieser Polysaccharide richtet sich nach dem Hauptzucker, den sie enthalten. So
handelt es sich bei Xyloglucan z.B. um ein Glucangeriist, also einer Kette aus
Glucosebausteinen, mit Xylose-Zuckern an den Seitenketten. Die Dicke der Primarwand

betragt zwischen 0,1 und 1 um (Mohr und Schopfer, 1992; Taiz und Zeiger, 2007).

Die als nachstes angrenzende Schicht wird als Sekunddrwand bezeichnet. Sie wird, sobald
die Zelle ihre endgiiltige GroRRe und Gestalt erreicht hat, an die Primdrwand angelagert. Sie
ist deutlich dicker als die Primarwand und enthalt kein Pektin, sondern besteht zu ca. 90%
aus Zellulose (Wachtershduser, 2003). Sekundarwande kommen nicht in allen pflanzlichen
Zellwanden vor. So besitzen zum Beispiel in Friichten vorkommende Zellwdnde in der Regel

keine Sekundarwand (Fischer, 1993).

Wie bereits erwahnt besteht die pflanzliche Zellwand lberwiegend aus den Polysacchariden
Zellulose, Hemizellulose und Pektin sowie aus sogenannten Strukturproteinen. Abbildung 4
stellt schematisch die Verkniipfung der verschiedenen Polysaccharide in der Zellwand dar.

Im Folgenden sollen diese Bestandteile genauer beschrieben werden.
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Zellulosefibrillen

/ Glykoprotein

“Egg-Box“

lonische Bindungen mittels
Ca2*-Briicken

Hemicellulose T

Pektin

Homogalacturonan Pektin

Ramnogalacturonan

Abbildung 4: Verteilung und Funktion verschiedener Polysaccharide in der pflanzlichen Zellwand
(verandert nach: www.voneinanderlernen.uni-kiel.de; Stand 15.04.2011).

Zellulose

Zellulose stellt den Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand dar. Sie ist damit das in der
Natur am haufigsten vorkommende Polysaccharid. Ihr Anteil an den gesamten organischen
Kohlenstoffverbindungen in der Biosphdre betrdagt mehr als 50%, wodurch sie eine
bedeutende Rolle im Kohlenstoffkreislauf unseres Okosystems spielt. Die Zellulosemolekiile
liegen in der Zellwand gebindelt als kompakte Mikrofibrillen vor, welche durch
Wasserstoffbriickenbindungen zusammen gehalten werden. Die Einzelstrange dieser
Mikrofibrillen bestehen aus 2000 bis {iber 25000 (1,4)-glykosidisch miteinander
verbundenen Glucoseeinheiten, ihre Lange betragt zwischen 1 und 5 um (Brown et al.,,
1996). 60 bis 100 solcher Glucoseketten bilden eine Mikrofibrille. Die Bildung der
Zellulosemikrofibrillen erfolgt in der Plasmamembran in sogenannten Rosetten- oder
Terminal-Komplexen.

Durch die Bindelung dieser Strange besitzt die Zellulose eine hohe, mit Stahl vergleichbare
Zugbelastbarkeit. Zellulose ist (iberwiegend unléslich, chemisch stabil und relativ

unempfindlich gegen chemischen sowie enzymatischen Abbau und stellt somit ein optimales
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Strukturmaterial fir eine stabile Zellwand dar. Der Anteil der Zellulose in der Primarwand
betrdgt ca. 25% (Carpita und McCann, 2000; Redgwell und Fischer, 2002; Taiz und Zeiger,
2007).

Hemizellulose

Bei den Hemizellulosen handelt es sich um ein heterogenes Gemisch verschiedener
Polysaccharide, dessen Zusammensetzung je nach Pflanzenart variieren kann. Bei
Dikotyledonen besteht die Hemizellulosefraktion hauptsdchlich aus Xyloglucan,
1,4 B-verknipften Glucoseketten, an denen sich, im Gegensatz zur Zellulose, kurze
Seitenketten befinden, welche Xylose, Galactose und haufig Fucose enthalten. Ein Teil der
Xyloglucane ist Uber Wasserstoffbriicken miteinander verbunden, ein weiterer Teil fest an
die Zellulosefibrillen gebunden sowie liber Seitenketten in der Zellwandmatrix verankert.
Hemizellulosen bilden somit eine Festigungsstruktur, indem sie den Kontakt zwischen den
Mikrofibrillen und den anderen Matrixbestandteilen herstellen. Da Xyloglucane langer sind
(50-500 nm) als die Zwischenrdume zwischen den Zellulosefibrillen (20-40 nm), kdnnen sie
mehrere solcher Fibrillen miteinander verbinden. Der Anteil an Hemizellulosen in der
Primdrwand betragt ebenfalls ca. 25%. Das Herausldsen aus pektinfreien Zellwanden erfolgt
normalerweise durch starke Laugen (2-4 M NaOH) (Carpita und McCann, 2000; Mohr et al.,
1992; Redgwell und Fischer, 2002; Taiz und Zeiger, 2007).

Pektin

Pektine stellen die gelbildende Komponente der Zellwand-Matrix dar. Es handelt sich dabei
um ein Gemisch heterogener, verzweigter und stark hydratisierter Polysaccharide. Sie
dienen als Kittsubstanz mit wichtiger Stiitz- und Festigungsfunktion. Der Pektinanteil in der
Primarwand betrdgt ca. 35%, der hochste Gehalt an Pektinen ist allerdings in der
Mittellamelle zu finden. Die genaue Zusammensetzung der Pektine kann je nach Pflanzenart,
Pflanzenorgan und Alter der Pflanze unterschiedlich sein. Charakteristisch enthalten Pektine
saure Zucker, wie z. B. Galacturonsaure, sowie neutrale Zucker, wie Rhamnose, Galactose

oder Arabinose (Carpita und McCann, 2000; Taiz und Zeiger, 2007).
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Das Pektinmolekiihl besteht aus verschiedenen Abschnitten:

- Der als Homogalacturonan (HGA) oder auch Polygalacturonsidure bezeichnete Abschnitt
besitzt eine relativ einfache, unverzweigte Struktur aus (1,4) verkniUpften a-D-
Galacturonsaure- Bausteinen. Die Carboxylreste sind dabei haufig methylverestert. Auf
Grund seiner unverzweigten Struktur wird dieser Abschnitt auch als “smooth region”

bezeichnet.

Ein weiteres pektisches Polysaccharid ist Rhamnogalacturonan | (RG 1). Das Riickgrat
besteht dabei alternierend aus (1-4)- verknipfter a-D-Galacturonsdure und (1,2)-
verknilpfter a-D-Rhamnose. Das RG |- Molekil tragt Seitenketten aus Arabinanen,
Galactanen oder Arabinogalactanen, welche an den Rhamnosebausteinen sitzen. Die Lédnge
der Seitenketten kann stark variieren. Die Galacturonsdure-Bausteine in der Hauptkette
sind methylverestert. Die RG I- Seitenketten kdnnen laut Popper und Fry (2005) kovalent
an Xyloglucan gebunden sein sowie feste Verbindungen mit der Zellulose eingehen
(Redgwell, et al., 1997), moglicherweise durch eine Quervernetzung der Zellulosefibrillen
oder durch Verzahnung der Xyloglucan-Zellulose und Pektin-Netzwerke miteinander

(Vincken et al., 2003; Zykwinska et al., 2005).

Ein deutlich starker verzweigtes Polysaccharid ist Rhamnogalacturonan Il (RG Il), welches

ein HGA-Geriist besitzt, an dem mindestens zehn verschiedene, in komplizierten
Verkniipfungsmustern verbundene Zucker sitzen. RG | und RG Il sind in ihrer Struktur sehr
unterschiedlich. RG II- Einheiten sind in der Zellwand durch Boratdiester quervernetzt (Ishii
et al., 1999). Nach Ryden et al. (2003) sowie O’Neill et al. (2004) fiihrt eine fehlende RG II-
Quervernetzung durch Bor zum Anschwellen der Zellwand, zunehmender Wandporositat
sowie letztlich zu einer mechanischen Schwachung der Zellwand. Dies erklart vermutlich
auch an Frichten auftretende Verkrippelungserscheinungen bei Bohrmangel. Die
verzweigten Bereiche des Pektinmolekils werden auf Grund ihrer Struktur auch als ,hairy

regions” bezeichnet.

Man nimmt an, dass die beschriebenen pektischen Polysaccharide in der Zellwand kovalent
aneinander gebunden vorliegen, wobei die genaue Struktur noch unklar ist. Abbildung 5

zeigt zwei mogliche Pektinmodelle. Modell A beschreibt die herkdmmliche (traditionelle)
16
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Pektinstruktur, in der sich HGA und RG |- Abschnitte alternierend abwechseln. RG | kann
zusammen mit anderen pektischen Polymeren hochverzweigte Strukturen bilden. In Modell
B wird das Riickgrat ausschlief3lich durch RG | gebildet. HGA bildet dabei zusammen mit den
anderen Polysacchariden die Seitenketten des Molekiils (Carpita und Gibeaut, 1993; Carpita
und McCann, 2000; Redgwell und Fischer, 2002; Taiz und Zeiger, 2007).

(A) (B)
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Arabinan \NVMJ\,?\,
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Abbildung 5: Pektinmodelle nach Vincken et al. (2003): (A) traditionelles Model: Geriist aus
alternierenden HGA und RG |- Abschnitten; RG | kann mit anderen Polysacchariden
stark verzweigt sein. In Model (B) besteht das Geriist aus RGI, alle anderen
Polysaccharide bilden die Seitenketten.

Wie bereits erwdhnt, besitzen Pektine gelbildende Eigenschaften. Durch ionische
Quervernetzung der Carboxylgruppen mittels Ca**-Briicken kommt es zu einer Vernetzung
benachbarter Pektinketten und somit zur Bildung unloslicher Gele. Die Verbindung solcher

Pektinketten mittels Ca®*-Briicken wird auch als “egg-box” bezeichnet (siehe Abb. 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung mittels Ca®*- Briicken vernetzter Pektinketten (“egg-box“)
(verandert nach Cabrera et al., 2008).

Viele der sauren Reste konnen wahrend der Biosynthese im Golgi-Apparat mit Methyl-,
Acethyl- oder mit anderen Gruppen verestert werden. Durch diese Methylierungen werden
die freien Carboxylgruppen blockiert, wodurch die Bildung von Ca-Briicken verhindert und
damit die Fahigkeit der Pektine Gele zu bilden reduziert wird. Sobald die synthetisierten
Pektine in die Zellwand abgesondert werden, kdénnen mit Hilfe bestimmter Enzyme,
sogenannter Methylesterasen, diese Ester gespalten werden (siehe Kapitel 2.4.3.4). Die
Fahigkeit der Pektine Gele zu bilden nimmt wieder zu. Das Herauslosen der Ca-lonen kann
durch Oxalsdure (Bildung von Ca-Oxalat) oder durch EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
erfolgen. Ein weiterer Effekt dieser Esterspaltung ist das Erhdhen der elektrischen
Ladungsdichte innerhalb der Zellwand, wodurch die Aktivitdit von Zellwand-Enzymen
beeinflusst werden kann (Taiz und, Zeiger, 2007). Zusatzlich zu den Ca-Briicken kdnnen
Pektine durch verschiedene kovalente Bindungen, z. B. Ester-Bindungen zwischen
phenolischen Bausteinen (z. B. Ferulasdure), miteinander vernetzt werden. (Friedrich et al.,

1978; Strassburger et al., 1978; Mohr und Schopfer, 1992; Taiz und Zeiger, 2007).
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Strukturproteine

Die Strukturproteine, auch Glykoproteine, stellen in der Primarwand einen Anteil von ca. 5%
dar. Das bedeutendste Glykoprotein der Primarwand ist das Extensin. Es besteht zu ca. 50%
aus Protein sowie zu ca. 50% aus Kohlenhydraten. Es handelt sich dabei um ein basisches,
Hydroxyprolin reiches Glycoprotein (HRGP), in dem zahlreiche Seitenketten an Serin und
Hydroxyprolin gebunden sind. Die Seitenketten bestehen vor allem aus Arabinosylresten (an
Hydroxyprolin) sowie Galactosylresten (an Serin). Extensin dient der Stabilisierung der
Zellwand durch Verbindung mit den Pektinen. HRGPs kénnen in der Zellwand teilweise tber

kovalente Bindungen zu einem Netzwerk verknipft sein.

Neben HRGP enthalten die Primarwande des Weiteren ein saures, Arabinogalactan reiches
Glykoprotein (AGP). AGPs besitzen ein Gerist aus kurzen Polypeptidketten (B-1,3-D-
Galactose), an dessen Aminosadureresten Uber glykosidische Bindungen verschiedene
Seitenketten sitzen. Hauptbestandteil der Seitenketten sind Galaktose und Arabinose sowie
Uronsdaure und andere Zucker. AGPs sind wasserldslich und leicht quellbar. Der
Kohlenhydratanteil in den AGPs betragt laut Gaspar et al. (2001) mehr als 90%. AGPs spielen
unter anderem eine Rolle fir die Adhasion der Zellen sowie fiir die zelluldren Signalwege

wahrend der Zellteilung (Mohr et al., 1992; Carpita und McCann, 2000).

2.4.2 Zellwandverdanderungen wihrend des Weichwerdens der Frucht

Das Weichwerden von Friichten wdhrend der Reife ist vor allem auf den Abbau der
Zellwandstruktur, aber auch auf eine Reduzierung des Zellturgors zuriickzufiihren (Shackel et
al., 1991). Zellwandverdanderungen wahrend der Reife fiihren zur Schwéachung der
Primdrwand, zu einem teilweisen Anschwellen der Zellwdnde bei den meisten Obstarten
(Redgwell et al., 1997) sowie zu einer schrittweisen Schwachung der Mittellamelle, welche
vor allem fir den Zusammenhalt benachbarter Zellen verantwortlich ist (Jarvis et al., 2003).
Die genannten Veranderungen sind vor allem auf den Abbau von Zellwand-Polysacchariden
sowie auf den Verlust der polymeren Netzwerkstruktur der Zellwand zuriickzufiihren. Nach

Gross und Sams (1984) erfolgt zu Beginn der Reife ein Verlust von Galactanen und
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Arabinanen aus der Zellwand. Der Abbau der Arabinan-Seitenketten aus RGI kann zum Teil
bereits vor beginnendem Festigkeitsverlust beobachtet werden (Brummel et al., 2004; Pena
und Carpita, 2004). Man geht davon aus, dass das Pektin-Netzwerk die Porositdt der
Zellwand bestimmt (Baron-Epel et al., 1988) und somit ein Abbau der entsprechenden RGI-
Seitenketten die Diffusion von Enzymen innerhalb des Apoplasten erhoht (Brummel et al.,
2006). Untersuchungen nach de Veau et al. (1993) weisen ebenfalls auf eine Bedeutung des
Verlustes neutraler Zucker der pektischen Polysaccharide fir die physikochemischen
Eigenschaften der Zellwand hin: Pektine aus Avocado-Friichten, welche R-Galactosidase-
Aktivitat ausgesetzt wurden, zeigten eine offensichtliche Beeintrachtigung der molekularen
Aggregation, wodurch die Loslichkeit des Pektins zunahm und das Molekulargewicht sichtbar

geringer wurde.

Ein weiterer, fiir den Festigkeitsverlust bedeutender Schritt ist die Spaltung der Methylester
Gruppen an Homogalacturonan mit Hilfe von Pektinmethylesterasen. Durch die
Esterspaltung entstehen freie, geladene Carboxylgruppen, welche ionische Bindungen mit
ca* eingehen koénnen. Mit Hilfe dieser Ca**-Bricken kénnen sich unveresterte HGA-
Abschnitte aneinander binden, was zu einer Versteifung der Zellwand fihren kann (Jarvis,
1984). Bei Nicht-Vorhandensein von Ca**-lonen kann es durch elektrostatische AbstolBung
der unveresterten, negativ geladenen HGA-Abschnitte zu einer Lockerung der Bindung in der
Zellwand kommen, wodurch das Losen von Pektinstrukturen sowie ein Anschwellen der
Zellwéande gefordert werden kann (Brummel et al., 2006). In Untersuchungen hat die
Anwendung von Chelatoren wie CDTA zu einer nahezu vollstindigen Trennung der
Zellverbindungen gefiihrt (Pefia und Carpita, 2004), was darauf schlieBen lasst, dass die
Adhasion zwischen benachbarten Zellen in reifen Friichten moéglicherweise zum Grofteil auf
Pektin-Quervernetzungen mittels Ca**-Briicken zwischen den HGA-Abschnitten in der
Mittellamelle zuriick zu fihren ist.

Des Weiteren wird durch die Methylester-Gruppen die Depolymerisierung des HGA-Geristes
mit Hilfe der endo-Polygalacturonsase (PG) unterbunden. Eine effektive Aktivitdt der endo-
PG erfordert daher zundchst eine, zumindest teilweise Spaltung der Methylester mittels

Pectinmethylesterasen (Wakabayashi et al., 2000).
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Ein weiterer Prozess, der bereits in frihem Stadium der Fruchtreife beginnt und eng mit dem
Verlust an Fruchtfleischfestigkeit in Verbindung steht, ist der Abbau von Hemizellulosen.
Eine Abnahme des Molekulargewichtes von Xyloglucanen, dem Hauptbestandteil der
Hemizellulosen, konnte bei vielen Fruchtarten nachgewiesen werden. Obwohl Xyloglucan
wahrend der Fruchtreife depolymerisiert wird, ist der Abbau der Seitenketten im Vergleich
zu denen der pektischen Polysaccharide deutlich geringer. Vor allem an den Stellen, an
denen Zellulose-Mikrofibrillen durch Hemizellulosen verbunden sind, kann die Hydrolyse von
Xyloglucanen Einfluss auf die Integritat der Zellwand haben (Knee et al., 2002). Der Abbau
des Hemizellulose-Zellulose Netzwerkes mittels Expansin sowie die Depolymerisierung von
Hemizellulosen mittels Hydrolasen oder Transglycosylasen kann von groRer Bedeutung fiir
das Anschwellen der Zellwdnde sein und die Verflugbarkeit von Substraten der

Depolymerasen spater wahrend der Reife verbessern (Brummel et al., 2006).

Die Solubilisierung von Pektinen nimmt wahrend der Fruchtreife zu, wobei der Abbau
pektischer Polyuronide Gberwiegend in einem spateren Stadium der Reife erfolgt und in der
Regel deutlich mit dem Verlust an Festigkeit korreliert. Untersuchungen zeigten, dass bei
Friichten mit knackiger Textur, wie z. B. bei Apfeln, der Abbau der Polyuronide im Vergleich
zu Friichten mit weicheren Textureigenschaften deutlich geringer ausgepragt ist (Yoshioka et

al., 1992; Harpster et al., 2002).

Der Abbau des Homogalacturonans, welches als Pektinbestandteil eine der Hauptkompo-
nenten der Mittellamelle darstellt, flihrt zu einer Schwachung des Kontaktes benachbarter
Zellen. Dieser Abbau der interzellularen Adhéasion tragt maRgeblich zu Texturveranderungen
wadhrend der Fruchtreife bei. Zellulose-Mikrofibrillen scheinen bei den meisten Obstarten

nicht abgebaut zu werden (McLachlan und Brady, 1994).

Nach Goulao und Oliveira (2008) kann die Bedeutung bzw. das Vorhandensein einzelner am
Zellwandabbau beteiligter Prozesse je nach Fruchtart unterschiedlich sein. Verdanderungen
der Pektinstrukturen konnen z.B. sowohl durch Depolymerisation als auch durch
Solubilisierung der Pektine erfolgen. Wahrend die Solubilisierung von Pektinen in den
meisten Fruchtarten vorzukommen scheint, spielt die Depolymerisation nur bei manchen

eine Rolle. Bei Tomaten ist das Weichwerden der Frucht sowohl mit einer Depolymersisation
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sowie Solubilisierung der pektischen Polyuronide (Huber und O’'Donoghue, 1993; Brummel
und Labavitch, 1997) sowie der Depolymerisation von Hemizellulosen (Maclachlan und
Brady, 1994; Brummel et al., 1999a) verbunden, wihrend bei Apfeln die Depolymerisation
von Pektinen (Yoshioka et al., 1992) sowie Hemizellulosen (Percy et al., 1997; Siddiqui et al.,
1996) keine Rolle zu spielen scheint. Zusammen mit der Solubilisierung von Pektinen ist der
Verlust an neutralen Zuckern, wie Galactose, Arabinose und Xylose, von den Seitenketten
des Pektinmolekiils ein Prozess, der bei allen Fruchtarten, jedoch mit gewissen
Unterschieden, auftritt. Nach Seymour et al. (1990) und Redgwell et al. (1992) scheint sich
die Solubilisierung von Pektinen durch den Zerfall der zusammenhdngenden Pektin-Matrix
zu ereignen, welche durch den Schwund an Galactosylresten oder anderen neutralen
Zuckern aus den Seitenketten des verzweigten Rhamnogalacturonans verursacht wird. Diese
Veranderungen fiihren offenbar zum Auflésen der pektinreichen Mittellamelle, somit zu
einer Schwachung der Adhésion benachbarter Zellen und letztlich zu Texturveranderungen

der Frucht.

2.4.3. Aktivitdt zellwandabbauender Enzyme

2.4.3.1 Allgemeiner Uberblick

Strukturelle Veranderungen der Zellwdande wahrend der Fruchtreife erfolgen sowohl in den
Pektinen als auch in den Hemizellulose- und Zellulose- Fraktionen (Huber, 1983; Seymour et
al., 1990). Veranderungen der Polysaccharid-Strukturen der Zellwand werden auf die
Aktivitat einer Reihe zellwandabbauender Enzyme zurlickgefiihrt (Siddiqui et al., 2004;
Brummel, 2006; Nikolic" und Mojovic, 2006; Ortiz und Lara, 2008). Viele Studien zur
Fruchtreife und zur Bedeutung zellwandabbauender Enzyme wurden an Tomaten, als Modell
einer klimakterischen Frucht, sowie an Erdbeeren, als Modell einer nicht-klimakterischen
Frucht, durchgefiihrt, Erkenntnisse zu anderen Fruchtarten sind jedoch teilweise noch
unvollstdandig und mangelhaft. Bisherige Studien an verschiedenen Friichten zeigen jedoch,
dass es in der Bedeutung einzelner Enzyme fiir die Reife bzw. das Weichwerden einer Frucht
deutliche Unterschiede zwischen Arten und sogar Sorten gibt (Goulao und Oliveira, 2008).
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Nach Wei et al. (2010) wurde bisher noch wenig untersucht, wie Genexpression und Aktivitat

der entsprechenden Enzyme mit Verdnderungen der Textureigenschaften einer Frucht in

Zusammenhang stehen.

Die einzelnen enzymkatalysierten Veranderung der Zellwandstruktur beinhalten nach

Brummel et al. (2006) folgende Prozesse:

Abspaltung polymerer oder monomerer Zucker-Seitenketten

Abspaltung von Methylestern oder Acetylgruppen aus den unverzweigten

Homogalacturonan-Abschnitten des Pektins

Spaltung der polymeren Riickgrat-Geriiststrukturen

Loésen von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Zellulose-Mikrofibrillen und

Hemizellulosen

Die Funktion zellwandabbauender Enzyme wird im folgenden Uberblick kurz beschrieben

(Pharr et al., 1976; Rexova-Benkova und Markovic, 1976; Dominguez und Puigjaner et al.,

1997; Medina-Escobar et al., 1997; Bewley et al., 2000; Brummel und Harpster, 2001; Chen

und Paull, 2003; Itai et al., 2003; Schroder et al., 2004):

Endo-Polygalacturonase (endo-PG): hydrolytische Spaltung des Homogalacturonan

(HGA)-Rickgrates im Pektinmolekal

Exo-Polygalacturonase (exo-PG): schrittweise Abspaltung der Galacturonsaurereste aus

dem HGA-GerlUst

Pectatlyase (PL): Spaltung des HGA-Rickgrates durch B-Eliminierung

Pektinmethylesterase (PME): Spaltung der Methylestergruppen an den HGA-

Abschnitten, wodurch geladene Carboxylsdaure-Gruppen entstehen und Methanol frei

wird.

B-Galactosidase (B-Gal): abspalten der Galactanseitenketten aus den Rhamno-

galacturonan | (RG I)-Abschnitten des Pektinmolekdils
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- a-L-Arabinofuranosidase: Abspalten der Arabinan-Seitenketten an RG |

- B-D-Endoglucanase: hydrolytische Spaltung der 1,4-B-D-Glucanketten im Inneren der

Zellulose

- Xyloglucan-endotransglycosylase (XET): Spaltung des Glucan-Geriistes im Xyloglucan und

Bindung an ein anderes Xyloglucan-Molekiil

- B-Xylosidase (B-Xyl): Hydrolyse der B-1,4-D-Xylopyranosyl Verbindungen am Xylan,

wobei B-D-Xylose vom nicht reduzierenden Ende frei wird

- Expansin: Loésen von Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Zellulose-Mikrofibrillen

und Hemizellulosen

Man geht davon aus, dass nicht einzelne Enzymgruppen fiir den Abbau der Zellwand
verantwortlich sind, sondern dass vor allem das synergistische Zusammenspiel
verschiedener Enzyme zum Weichwerden der Frucht fihrt, wobei die Aktivitdten der
Enzyme in Interaktion zueinander stehen kénnen (Rose und Bennett, 1999). Nach Seymour
und Manning (2002) konnten die groRten Fortschritte bei der Erforschung der Rolle
einzelner Enzyme in den vergangenen Jahren mit Hilfe von transgenen Pflanzen zur
Uberpriifung von Hypothesen zur Rolle einzelner, zellwandabbauender Enzyme erreicht

werden (siehe Kapitel 3.4.3.2 bis 3.4.3.10).

Zellwandabbauende Enzyme werden, entsprechend der Polysaccharide, welche ihnen als
Substrat dienen, eingeteilt in pektolytische Enzyme (Pektinasen) sowie nicht pektolytische
Enzyme. Zu den Pektinasen zdhlen endo- sowie exo-Polygalacturonasen (endo-EC3.2.1.15;
exo-EC3.2.1.67), Pectatlyasen (EC 4.2.2.2), Pektinmethylesterasen (EC 3.1.1.11),
B-Galactosidasen (EC 3.2.1.23) sowie a-L-Arabinofuranosidasen (EC 3.2.1.55). Diese Enzyme
sind in der Lage, die Spaltung oder Veranderung des Polysaccharid-Riickgrates oder die
Abspaltung neutraler Zucker an den verzweigten Seitenketten im Pektinmolekil zu
katalysieren. Nicht pektolytische Enzyme hingegen katalysieren Veranderungen der
Hemizellulosen bzw. die Spaltung der Bindungen zwischen Hemizellulosen und
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Zellulosefibrillen. Zu dieser Klasse der Enzyme zdhlen unter anderem 1,4-B-D-
Endoglucanasen (EC 3.2.1.4), endo-1,4-B-Xyloglucan-Endotransglycosylasen (E.C. 2.4.1.207),
B-Xylosidasen (EC 3.2.1.37) sowie Expansine (ltai et al., 2003; Goulao und Oliveira, 2008),

wobei Expansine eigentlich nicht zur Klasse der Enzyme zahlen (Redgwell und Fischer, 2002).

2.4.3.2 Polygalacturonase (PG; endo-EC 3.2.1.15; exo-EC 3.2.1.67)

Nach Seymour und Manning (2002) handelt es sich bei der Polygalacturonase um das wohl
am meisten untersuchte, zellwandabbauende Enzym. Polygalacturonasen sind Enzyme,
welche die Hydrolyse der «-1,4-D-glykosidischen  Bindungen zwischen den
Galacturonsaurebausteinen im Pektinmolekiil katalysieren. Man unterscheidet dabei
zwischen endo- sowie exo-Polygalacturonasen. Exo-Polygalacturonasen katalysieren die
schrittweise Abspaltung einzelner Galacturonsdurereste vom nicht reduzierenden Ende des
HGA-Gerlstes aus, wogegen endo-Polygalacturonasen die hydrolytische Spaltung im Inneren
des HGA-Rlickgrates katalysieren (Brummell und Harpster, 2001). In der Regel bezieht sich
die reifebezogene Bezeichnung Polygalacturonase auf den endo-Typ, wobei beide Typen in

Friichten vorkommen (Hadfield und Bennett, 1998).

Die Zunahme der PG-Aktivitat wahrend der Fruchtreife korreliert nach Redgwell und Fischer
(2002) deutlich mit Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit, wobei die GroRenordnung an
messbarer PG-Aktivitdt je nach Pflanzen- bzw. Fruchtart sehr unterschiedlich sein kann
(Hobson, 1962). Nach Redgwell und Fischer (2002) ist in Tomaten wie auch in Kiwifriichten
eine intensive Depolymersisation des Pektins mit hoher endo-PG-Aktivitat verbunden. In
zahlreichen Friichten, in denen hingegen endo-PG Aktivitdt nur auf sehr geringem Level
gemessen werden kann, wie z.B. an Apfeln (Wu et al, 1993), erfolgt eine nur geringfiigige
Depolymersisation des Pektins. Uber das Vorhandensein von endo-PG in Apfeln lassen sich in
der Literatur unterschiedliche Aussagen finden. Bartley und Knee (1982), Abeles und Biles
(1991) sowie Goulao et al. (2007) konnten in Untersuchungen an Apfeln keine messbaren
Mengen an endo-PG finden. Liang et al. (1982) und Kramer et al. (1992) hingegen wiesen

endo-PG Aktivitat in Apfeln nach.
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Ein GroRteil an Untersuchungen zur Rolle der Polygalacturonasen wurde an Tomaten als
Modellfrucht durchgefiihrt. Wahrend der Tomatenreife nimmt die Aktivitdt der endo-PG
verbunden mit einer standigen de novo Synthese des Enzyms deutlich zu (DellaPenna et al.
1986). Nach Tucker et al. (1980) finden sich in Tomaten zwei Isoformen der endo-PG, PG1,
welche sehr friih wahrend der Fruchtreife akkumuliert wird, und PG2 welche als Haupt-
Isoform in reifen Tomatenfrichten auftritt. Redgwell und Fischer (2002) weisen darauf hin,
dass die Depolymerisation des Pektins zu einem spateren Stadium des Weichwerdens zu
erfolgen scheint, wenn das Substrat (gelostes Pektin) fir die Polygalacturonase leicht
verfugbar ist. Nach Daas et al. (2000) bendtigen Polygalacturonasen zur Initialisierung sowie
zur Aufrechterhaltung ihrer Aktivitdt verschiedene Galacturonosyl-Reste in der freien
Saureform. Pektine, welche methylveresterte oder acetylierte Galacturonosyl-Reste
besitzen, sind nach Redgwell und Fischer (2002) ungiinstige Substrate fir die endo-
Polygalacturonase. Nach Jarvis (1984) muss bei methylveresterten HGA-Abschnitten
zundchst eine Spaltung der Methylester erfolgen, um das Substrat verfligbar fir
Polygalacturonasen zu machen. Dies weist vor allem auch auf die Bedeutung der

Pektinmethylesterase fir die Substratverfligbarkeit der Polygalacturonase hin.

Versuche mit transgenen Pflanzen konnten zeigen, dass Polygalacturonasen zwar eine
wichtige Rolle beim Pektinabbau sowie teilweise bei der Solubilisierung von Pektinen
spielen, dass sie jedoch nur eine unter vielen, am Weichwerden einer Frucht beteiligten
Komponenten darstellen. So war in Untersuchungen von Sheehy et al. (1988) sowie Smith et
al. (1988) nach Unterdriickung der PG-Genexpression in Tomaten zwar eine deutliche
Reduzierung an PG mRNA zu beobachten, jedoch hatte dies keinen Einfluss auf das
Weichwerden der Friichte. In einer entsprechenden Studie hatte eine Hochregulierung eines
PG Transgens in einer “non softening” Mutante bei Tomaten ebenfalls keinen Einfluss auf die
Fruchtfleischfestigkeit (Giovannoni et al., 1989). Hinweise auf eine endo-PG unabhangige
Solubilisierung des Pektins in Apfeln konnte Knee (1978) liefern. In den Untersuchungen
erfolgte trotz nicht vorhandener endo-PG Aktivitat ein Abbau der Zellwand wahrend der
Fruchtreife. Auch wenn die Aktivitat der endo-PG fir die Solubilisierung der Zellwand von
Bedeutung ist, besteht nach Redgwell et al. (1997b) kein direkter Zusammenhang zwischen

dem Grad der Pektin-Solubilisierung und dem Aktivitdtslevel der endo-PG.
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In Untersuchungen von Carrington et al. (1993) mit transgenen Tomaten zeigten Friichte mit
unterdriickter PG-Aktivitdt nach Zellwandfraktionierung einen reduzierten Anteil H,O-
|6slicher Pektine sowie gleichzeitig eine Zunahme an Na,COs-l6slichen (kovalent
gebundenen) Polyuroniden. Sie schlossen daraus, dass Polygalacturonasen vor allem bei der
Depolymerisation kovalent gebundener Pektine sowie deren Solubilisierung in die H,0-
I6sliche Fraktion agieren. Brummel und Labavitch (1997) konnten hingegen mit Hilfe der
GroBenausschlusschromatographie an  antinsense-PG  Friichten im  Vergleich zu
Kontrollfrichten eine leicht verzogerte Depolymerisation CDTA I6slicher (ionisch
gebundener) Pektine in reifen und Gberreifen Friichten, einen reduzierten Anteil an Na,COs-
I6slicher, kovalent gebundener Zellwandfraktion in (iberreifen Friichten und einen daraus
resultierenden héheren Anteil an grofleren Molekiilen sowie geringeren Anteil an Molekilen
geringer und mittlerer GroRe nachweisen. Auch Shelf-life verbessernde Eigenschaften der
Friichte, geringere Anfalligkeit fir Platzen und mechanische Beschadigungen sowie eine
erhohte Widerstandsfahigkeit gegen Pathogene konnten in verschiedenen Untersuchungen
an antisense-Tomaten beobachtet werden (Schuch et al., 1991; Kramer et al., 1992; Langley

et al., 1994).

Nach Sitrit und Bennett (1998) wird die Anreicherung von PG mRNA durch Ethylen reguliert
und nimmt mit zunehmender Dauer des Ethyleneinflusses zu, wobei bereits geringe Mengen
an Ethylen fur eine Induzierung ausreichen. Diese Tatsache konnten auch Untersuchungen
an Apfeln von Wakasa et al. (2006) bestitigen. Dabei wurde in einem Vergleich an 14
verschiedenen Apfelsorten festgestellt, dass alle untersuchten Sorten mit sehr gutem Erhalt
der Festigkeit, wie z.B. "Fuji’, eine sehr schwache oder schwankende Expression des fir PG
kodierenden Md-PG1 Gens aufwiesen, dies jedoch wunabhidngig von der
Ethylenproduktionsrate der jeweiligen Sorte war. An Friichten, welche mit 1-MCP behandelt
wurden, konnte dabei kein Hybridisierungssignal von Md-PG1 sowie weiteren untersuchten

Genen und eine nur geringe Ethylenproduktion gemessen werden.

Wahrend nach Kertesz (1951), Pilnik und Voragen (1970), Bartley (1978) sowie Abeles und
Biles (1991) in Apfeln ausschlieBlich exo-Polygalacturonasen eine Rolle spielen, ergaben

Studien von Wu et al. (1993), dass es sich, im Gegensatz zu friiheren Beobachtungen, beim
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Apfel vor allem um endo-Polygalacturonasen handelt. Nach Wu et al. (1993) beruhen
frithere Ergebnisse, wonach in Apfeln keine endo-PG-Aktivitit zu finden ist, vor allem auf der
Tatsache, dass der Proteingehalt im Apfelgewebe ca. 50- bis 100-fach niedriger ist als in
Tomaten, woraus eine, bezogen auf das Frischgewicht, deutlich geringere PG-Aktivitat
resultiert. Wu et al. (1993) konnten an Friichten der Apfelsorte "Mclntosh’, an denen er
zuvor PG-Aktivitdt nachgewiesen hatte, in Immunoblots mit Hilfe von “anti-tomato-PG
Antikorpern” Proteinbanden identifizieren, welche sich anhand der Molekularmasse endo-
PG-Banden zuordnen lieRen, welche in friheren Versuchen von Ali und Brady (1982) sowie
Della Penna et al. (1990) an Tomaten beschrieben worden waren. Zusatzlich konnten Wu et
al. (1993) mittels Viskosititstests an aufgereinigtem PG-Probenmaterial aus Apfeln eine
schnelle Abnahme der Viskositat der Proben in den ersten beiden Stunden der Inkubation,
einen relativ langsamen Anstieg an reduzierenden Gruppen sowie das Fehlen monomerer
Galacturonsaure wahrend der gesamten Reaktionszeit beobachten. Somit konnten sie
zeigen, dass es sich bei der in "Mcintosh™ nachgewiesenen Polygalacturonase um eine endo-
agierende Form des Enzyms handelt. Dem gegenliber stehen aktuellere Ergebnisse von
Goulao et al. (2007), wonach in Apfeln der Sorte “Gala® ausschlieBlich exo-, jedoch keine
endo-Polygalacturonase-Aktivitdt gemessen werden konnte. Nach Goulao et al. (2008) sind
diese teilweise gegensatzlichen Resultate beziglich der Bedeutung von endo-PG noch
weitestgehend aufzuklaren, konnen jedoch vermutlich auf methodische Differenzen bzw.

Unterschiede zwischen den einzelnen Sorten zuriickgefiihrt werden.

2.4.3.3 Pektatlyase (PL; EC 4.2.2.2)

Pektatlyasen katalysieren die Spaltung der Polygalacturonsduren im Pektin-Hauptgerist
mittels B-Eliminierung. Nach Payasi und Sanwal (2003) gibt es bisher nur wenig Klarheit Giber
die Aktivitat der Pektatlyase in der Zellwand sowie nur wenige Berichte Uber deren Rolle
wahrend der Fruchtreife. Untersuchungen konnten eine Akkumulation von vermeintlicher
PL-mRNA in reifenden Erdbeeren (Medina-Escobar et al., 1997) sowie Bananen (Dominguez-
Puigjaner et al., 1997; Medina-Suarez et al., 1997; Marin Rodriguez et al., 2003) beschreiben.
In Versuchen von Jimenez-Bermudez et al. (2002) zeigten Erdbeeren mit unterdriickter

PL- mRNA-Expression signifikant hohere Fruchtfleischfestigkeit als die Kontrollfriichte. Im
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Gegensatz zu Payasi et al. (2004), der in praklimakterischen Bananenfriichten keine
PL-Aktivitdat nachweisen konnte, stellte Goulao et al. (2007) in Untersuchungen an ‘Gala’
Apfeln die héchste Enzymaktivitdt zum Zeitpunkt des Fruchtansatzes fest, konnte jedoch
auch wahrend der Fruchtreife sowie Alterung PL-Aktivitdt messen, was auf eine mogliche
Rolle des Enzym:s fiir das Weichwerden von Apfeln hinweist. Auch wenn man davon ausgeht,
dass in Apfeln keine Depolymerisation des Pektins erfolgt, kénnte die Pektatlyase wichtige
Zellwandveranderungen bewirken (Goulao et al., 2007). Trainotti et al. (2003) untersuchte
an Pfirsichen ('Red Haven’) zu verschiedenen Tagen (d) nach der Vollbliite (40 d, 65 d, 85 d,
95 d, 115 d, 120-125 d) die Genexpression einer Reihe zellwandabbauender Enzyme. Die
Expression der beiden fir die Pektatlyase kodierenden Gene, Ctg251 und Ctg257, stieg ca. 90
Tage nach der Vollbliite deutlich an, erreichte maximale Expressionslevels 115 Tage nach der
Vollbliite und nahm anschliefend nach dem klimakterischen Ethylenanstieg drastisch ab. Die
Expression der restlichen pektolytischen Enzyme, Polygalacturonase, B-Galactosidase und
Pektinmethylesterase setzte hingegen mit Beginn des klimakterischen Ethylenanstiegs ein
und stieg anschlieRend bis 125 Tage nach der Vollbliite weiter an. Trainotti et al. (2003)
schlossen daraus, dass Pektatlyasen womoglich in relativ friihem Stadium zum Abbau der
Pektine beitragen und dadurch die pektolytische Wirkung weiterer Enzyme ermaéglichen

bzw. erleichtern.

Zu 3hnlichen Schlussfolgerungen kam Goulao et al. (2008) in Untersuchungen an Apfeln der
Sorte ‘Gala’. Dabei wurden die hochsten Expressionswerte von Md-PL1, einem fir die PL-
Aktivitat kodierenden Gen, vor allem in der Periode vom Fruchtansatz bis zum Ende der
Zellstreckung gemessen. Zur Ernte war eine nur sehr geringe Expression bzw. nach der Ernte
keine Genexpression festzustellen, was darauf hindeutet, das die Rolle der PL fiir das
Weichwerden von Apfeln, falls vorhanden, vor allem zu Beginn des Festigkeitsverlustes von
Bedeutung ist (Goulao et al., 2008). Im Gegensatz zu den beschriebenen Ergebnissen an
Apfeln konnten Ortiz et al. (2011) in Versuchen mit 'Golden Delicious’ Apfeln wihrend
14 Tagen Shelf-Life bei 20°C im Anschluss an 19 und 31 Wochen Kihl- bzw. CA-Lagerung bei
1°C einen Anstieg der PL-Aktivitat feststellen. Eine PLSR (Partial least squares regression)-
Analyse ergab dabei einen deutlichen Zusammenhang zwischen PL-Aktivitat und

Solubilisierung des Zellwandmaterials bzw. eine negative Korrelation zur Verdnderung der
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Fruchtfleischfestigkeit. An unter ULO-Bedingungen (1 kPa O,; 2 kPa CO,) gelagerten
Friichten konnte dabei eine geringere PL-Aktivitit gemessen werden als an Apfeln aus dem
Kihllager. Ca-Tauchbehandlungen mit 2% CaCl;, hatten in den Untersuchungen von Ortiz et
al. (2011) ebenfalls eine geringere PL-Aktivitdit sowie einen verbesserten Erhalt der

Fruchtfleischfestigkeit im Vergleich zu unbehandelten Kontrollfriichten zur Folge.

2.4.3.4 Pektinmethylesterase (PME; EC 3.1.1.11)

Pektinmethylesterasen katalysieren die Hydrolyse der Esterbindung zwischen Methanol und
der Carboxylfunktion der Galacturonsdurebausteine im Pektinmolekiil. Dabei entstehen
sowohl freie Carboxylgruppen als auch freies Methanol (Benen et al.,, 2002). Durch diese
Demethylierung des Pektins kommt es zu pH- Wert- und Ladungs-Anderungen in der
Zellwand, zu Ca*-Quervernetzungen der Pektine an den freien Carboxylgruppen und
dadurch zur Bildung sogenannter “egg-box“-Strukturen, was zu einer Festigung der Zellwand
fliihren kann (Phan et al., 2007). Zudem erméglicht dies die Verfligbarkeit der Polyuronide fiir
enzymatischen Abbau durch Polygalacturonasen (Pressey und Avants, 1982; Jarvis, 1984;
Seymour et al., 1987; Koch und Nevins, 1989; Carpita und Gibeaut, 1993).

Untersuchungen zur Enzymaktivitat der PME an Tomaten ergaben, evtl. Sorten- oder
Methoden-bedingt (Goulao et al. 2008), teilweise gegensatzliche Ergebnisse. Wahrend Gaffe
et al. (1994) an der Sorte ‘Rutgers’ einen Anstieg der PME-Aktivitdt wahrend des griinen
Stadiums der Frucht mit anschlieBender Abnahme der Aktivitat beobachteten, berichten
Tucker et al. (1982) an "Ailsa Craig” (iber einen Anstieg der Aktivitat wahrend der Fruchtreife.
Harriman et al. (1991) konnten ebenfalls an "Rutgers’ eine Zunahme der PME-Aktivitat bei
Tomaten wahrend der Phase des Farbumschlags beobachten, anschlieRend nahm diese ab.
Ebenfalls an Tomaten wurden verschiedene Isoenzyme der PME nachgewiesen (Pressey und
Avants, 1972; Delincee, 1976; Tucker et al., 1982). Tucker et al. (1982) konnten zum Beispiel
an ‘Ailsa Craig’ zwei verschiedene Isoenzyme, PME1 und PME2, identifizieren. Wahrend
PME1 im Zuge der Fruchtreife leicht abnahm, war bei PME2 ein starker Anstieg der Aktivitat
zu beobachten.

Um die Rolle der PME fir die Fruchtentwicklung und-reife bei der Tomatensorte ‘Rutgers’

zu untersuchen bauten Tieman et al. (1992) jeweils ein PME sense (pTiPMES) sowie ein
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antisense (pTiPMEA) Konstrukt mittels Agrobacterium tumefaciens in das Genom der
Friichte ein. Friichte mit einer hohen Expression an PME antisense RNA zeigten nur 10% der
Enzymaktivitat des Wildtypes und keine messbaren Mengen an PME Protein sowie mRNA.
Die geringere Enzymaktivitdt in den antisense-Friichten war mit einem hoheren
Molekulargewicht sowie Veresterungsgrad der Pektine verbunden. Zudem wiesen diese
Friichte héhere Gehalte an l6slicher Trockensubstanz auf als der Wildtyp. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Inhibierung der PME-Aktivitdat an Tomaten deutlichen Einfluss auf den
Pektin-Metabolismus hatte, die Reifeprozesse jedoch nicht beeinflusst wurden.

In weiteren Untersuchungen von Tieman und Handa (1994) mit Frichten der vierten
Generation der transgenen antisense Tomaten hatten die Unterdriickung der PME-Aktivitat
und die damit verbundene geringere Depolymerisation des Pektins negativen Einfluss auf
das Shelf-life der Frichte. In den Untersuchungen flhrte die Inhibierung der
Pektinmethylesterase-Aktivitdt zwar zu einer reduzierten Pektin-Depolymerisation, hatte
jedoch wahrend der normalen Reifephase keinen Einfluss auf die Fruchtfleischfestigkeit. Erst
in Uberreifen Friichten fiihrte die reduzierte PME-Aktivitdit zum kompletten Verlust der
Gewebestabilitdt (Tieman und Handa, 1994), was vermutlich auf die Verhinderung ionischer
Ca-Briickenbindungen zwischen den Pektinen zuriickzufihren war. Die Ursache fir die
geringere Polyuronid-Depolymerisation und die abnehmende Menge an EDTA-I6slichem
Pektin in den transgenen Tomaten (Tieman et al., 1992) besteht nach Brummel und Harpster
(2001) darin, dass der hohere Grad der Methyl-Veresterung die durch Polygalacturonasen
katalysierte Hydrolyse des Pektins erschwert. Nach Brummel und Harpster (2008) spielt die
Aktivitat der PME auf Grund der Bedeutung fir den Zusammenhalt benachbarter Zellen
mittels ionischer Bindungen vor allem zum spateren Zeitpunkt der Fruchtreife (Shelf-life)
eine wichtige Rolle fur die Stabilitat des Gewebes.

In Apfeln bleibt der Veresterungsgrad insgesamt wahrend der Reife unverdndert (Klein et al.,
1995), wobei nach Knee (1978) und Yoshioka et al. (1992) der Grad der Methyl-Veresterung
in der Wasser- sowie in der CDTA-l6slichen Zellwandfraktion abnimmt, wahrend die
entsprechende unldsliche Fraktion diesbezliglich unverdandert bleibt. Da die Wasser-16slichen
Pektine einen geringeren Methyl-Veresterungsgrad aufweisen als die in EDTA- und HCI-

l6sliche Zellwandfraktion, scheint die Spaltung der Methylester an den Pektinen eher zu
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deren Solubilisierung zu flihren als eine Depolymerisation der Polyuronide (Yoshioka et al.,
1992). Dies spricht fiir eine Bedeutung der Pektinmethylesterasen fiir das Weichwerden von
Apfeln und stiitzt nach Goulao et al. (2007) die Vermutung, dass endo-Polygalacturonasen

beim Apfel keine bzw. eine nur sehr geringe Rolle spielen.

Goulao et al. (2007) konnten an “Gala" Apfeln zu allen Entwicklungsstadien vom Fruchtansatz
bis zur Uberreife der Apfel PME-Aktivitit messen, wobei die héchsten Werte wihrend des
Fruchtwachstums sowie zur Ernte beobachtet wurden. Nach der Ernte nahm die Aktivitat
der PME leicht ab. Ein Rlickgang nach der Ernte konnte auch bei Birnen (Ahmed und
Labavitch, 1980), Tomaten (Gaffe et al., 1994; Tieman und Handa, 1994) sowie Apfeln
(Siddiqui et al., 2004) beobachtet werden. Uberraschenderweise konnten Goulao et al.
(2008) an ‘Gala® sowie an ‘Golden Delicious® in PCR-Analysen selbst nach 40
Amplifikationszyklen keine mRNA-Akkumulation von Md-PME1, einem fiir PME-Aktivitat
kodierenden Gen, feststellen. Wei et al. (2010) untersuchten Enzymaktivitdt sowie
Genexpression der Pektinmethylesterase an Apfeln der Sorte ‘Golden Delicious” sowie ‘Fuji'.
Dabei konnten sie an beiden Sorten eine negative Korrelation zwischen PME-Aktivitat und
Fruchtfleischfestigkeit (‘Golden Delicious™: r = -0,982; "Fuji’: r = -0,881) feststellen. Wahrend
an “Fuji’, der Sorte mit geringerem Festigkeitsverlust nach der Ernte, die PME-Aktivitat zu
Beginn der Lagerung nur leicht anstieg, zwischen 14 und 42 Tagen Lagerung konstant blieb
und anschliefend wieder abnahm, war bei ‘Golden Delicious’ ein permanenter und
deutlicher Anstieg der Enzymaktivitdt messbar. An beiden Sorten wirkte eine Behandlung
mit 1-MCP sowie die Lagerung bei niedrigen Temperaturen (0°C) hemmend auf die Aktivitat
der PME. An "Fuji' stimulierte zudem die Applikation von Ethephon die Aktivitat des Enzyms.
Die entsprechende Genexpression (Md-PME) nahm bei "Golden Delicious” unmittelbar nach
der Ernte deutlich zu, wogegen an "Fuji’ erst nach ca. 42 Tagen Lagerung ein Anstieg zu
verzeichnen war. Vor allem bei "Golden Delicious’ flihrte 1-MCP zu einer starken Inhibierung

der Genexpression.
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2.4.3.5 B-Galactosidase (B-Gal; EC 3.2.1.23)

B-Galactosidasen stellen zusammen mit o-Arabinofuranosidasen die wichtigsten
Galactosidasen dar (Wei et al.,, 2010). Eine der deutlichsten Veranderungen in den
Zellwanden reifender Friichte ist nach Gross und Sams (1984) der Abbau von Galactose-
Resten aus den Zellwand-Polymeren. Bis zu 70% der in der Zellwand befindlichen Galactose
wird wahrend der Fruchtreife durch Abspaltung von den Galaktan-Seitenketten entfernt
(Redgwell et al., 1997a). Dennoch ist nach diesem Autor noch nicht geklart, ob der Prozess
der Pektin-Solubilisierung sowie der Verlust an Galactose in der Zellwand urséachlich, zufallig

oder als Folge fiir das Weichwerdens der Frucht zu sehen ist.

Ein GroRteil der in der Zellwand vorkommenden Galactose befindet sich als Seitenketten
gebunden an die Rhamnose-Reste des Rhamnogalacturonan I-Gerlistes (Carpita und
Gibeaut, 1993). B-Galactosidasen katalysieren die Hydrolyse von endstandigen, nicht
reduzierenden B-D-Galactosyl-Resten der B-D-Galactoside (Redgwell und Fischer, 2002). In
Apfeln wurde das Weichwerden der Frucht mit einem Riickgang des Galactosegehaltes in
der Zellwand und einem Anstieg an B-Galactosidase- Aktivitdt in Verbindung gebracht
(Bartley, 1974). Ross et al. (1993) konnten an Apfeln zwar eine relativ geringe in vitro
Aktivitat der B-Galactosidase feststellen, schlossen jedoch daraus, dass bereits geringe in
vivo Aktivitat des Enzyms erheblichen Einfluss auf die Loslichkeit der Pektine haben kann,
indem die Fahigkeit der Pektine sich aneinander zu binden reduziert wird (De Veau et al.,
1993). Eine begrenzte Aktivitat der B-Galactosidasen an den Seitenketten des Pektingeristes
kann nach Ross et al. (1994) grofRen Einfluss auf die Substratverfligbarkeit fir die Aktivitat
anderer, zellwandabbauender Enzyme haben. Nach Lidster et al. (1985) konnen
Behandlungen mit Polyphenolen, welche die Aktivitdt der B-Galactosidase hemmen (Dick
und Bearne, 1988), den Abbau der Fruchtfleischfestigkeit verzogern und das Shelf-life

verlangern.

Yoshioka et al. (1995) konnten an reifenden Apfeln vier verschiedene Isoenzyme der B-
Galactosidase identifizieren, wobei nur bei einem, GA-ase |, bei dem die Aktivitat wahrend
der Lagerung zunahm, eine effektive Abgabe von Galactose aus den pektischen

Polysacchariden festgestellt werden konnte. GA-ase I, lll, und IV hingegen waren in der
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Lage, die Hydrolyse von Arabinogalactan zu katalysieren. Da einzelne Isoenzyme der
B-Galactosidase je nach Fruchtart eine unterschiedliche Rolle fir Verdanderungen im Bereich
der Zellwdande wahrend der Fruchtentwicklung und —reife spielen, ist es nach Tateishi (2008)
notwendig, die Rolle der B-Galactosidasen fir das Weichwerden auf genetischer Ebene zu

betrachten.

In Untersuchungen von Smith et al. (2002) wurde bei Tomaten durch Einbau einer antisense
TBG4 cDNA (TBG4 = eines von mindestens sieben Genen, welche bei Tomaten fir die
B-Galactosidase kodieren (Smith et al., 1998)) die Aktivitdt der B-Galactosidase gehemmt.
Dies fiihrte zu einer bis zu 40% hoheren Fruchtfleischfestigkeit in den Antinsense-Friichten.
Die entsprechenden Tomaten wiesen aulRerdem die niedrigsten Gehalte an TBG4 mRNA und
an exo-Galactanase sowie den hdchsten Galctosylgehalt in der Zellwand wahrend der friihen
Reifestadien auf, was Hinweise auf die Bedeutung der B-Galactosidase fir Zellwand-

veranderungen und das Weichwerden der Frucht lieferte.

Wallner (1978) konnte in Untersuchungen mit vier verschiedenen Apfelsorten einen Anstieg
der B-Galactosidase-Aktivitat wahrend der Fruchtreife feststellen, wobei die Enzymaktivitat
in engem Zusammenhang mit dem Festigkeitsverlust der Friichte zu stehen schien. Ein
Absenken der Temperaturen fihrte dabei zu geringeren B-Galactosidase Aktivitaten sowie
zu einem geringeren Verlust an Fruchtfleischfestigkeit wahrend der Lagerung. Ein Anstieg
der B-Galactosidase Aktivitit wahrend der Reife von Apfeln konnte in weiteren Studien
beobachtet werden (Goulao et al.,, 2007; Ortiz et al. 2011). Ross et al. (1994) konnte an
Apfeln der Sorte ‘Granny Smith" einen B-Galactosidase cDNA Klon, pABG1, identifizieren. Sie
stellten wahrend der Fruchtenwicklung und —reife eine Akkumulation von pABG1-homologer
RNA fest. Goulao et al. (2008) untersuchten die Akkumulation von pABG1-homologer RNA an
‘Gala® Apfeln. Sie konnten dabei sehr hohe Expressionswerte zur Ernte beobachten sowie
einen Erhalt der hohen Expressionslevel wahrend des Weichwerdens der Friichte. Im
Gegensatz zu den Untersuchungen mit ‘Granny Smith™ (Ross et al., 1994) war bei "Gala" ein
friherer Beginn der Transkription zu erkennen, was nach Goulao et al. (2008) unter
Umstdnden mit dem friiheren Weichwerden der Sorte ‘Gala’ im Vergleich zu "Granny Smith®

zusammenhangt. Wie schon bei der Pektinmethylesterase beschrieben wurde von Wei et al.
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(2010) an zwei Apfelsorten mit sehr unterschiedlichem Festigkeitsabbau wéahrend der
Lagerung, ‘Golden Delicious™ und “Fuji’, die Aktivitat zellwandabbauender Enzyme sowie die
Expression der entsprechenden Gene untersucht. ‘Golden Delicious’ zeigte verglichen zu
“Fuji” einen deutlich rascheren Abbau der Fruchtfleischfestigkeit zu Lagerbeginn, verbunden
mit einem zlgigen Anstieg der Enzymaktivitdit sowie hoheren Werten der Genexpression.
Bei ‘Fuji" war dabei bis 42 Tage nach Lagerbeginn eine nur sehr geringe B-Galactosidase
Aktivitat zu messen. Bei beiden Sorten fiihrte sowohl eine Temperaturabsenkung von 20°C
auf 1°C als auch die Behandlung mit 1-MCP zu einer deutlichen Reduzierung von
Enzymaktivitit und Genexpression, wogegen mit Ethephon behandelte Apfel héhere
Enzymaktivitditen sowie bei 'Golden Delicious’ hohere Genexpressionswerte zeigten. Die
Autoren folgerten, dass die B-Galactosidase eine wichtige Rolle fiir das Weichwerden von

Apfeln spielt, vor allem im friihen Stadium des Festigkeitsabbaus.

2.4.3.6 a-L-Arabinofuranosidase (AFase; EC 3.2.1.55)

Nach Redgwell et al. (1997b) gehort zu den ersten Verdanderungen des Pektinmolekiils zu
Beginn der Reifeprozesse die Abnahme an neutralen Zuckern, vor allem an Galactose und
Arabinose. Beide befinden sich als Seitenketten der Rhamnosylreste am Hauptgeriist des
Rhamnogalacturonan-Abschnittes. Der Abbau beider Glycosylreste erfolgt mit Hilfe der
Aktivitat von B-Galactosidasen (siehe Kapitel 2.4.3.5) und Arabinofuranosidasen (Fry, 1995;
Beldmann et al., 1997). Arabinofuranososidasen gehdren somit neben B-Galactosidasen zu
den wichtigsten Glycosidasen (Wei et al., 2010). Das Freiwerden von Arabinosylresten wurde
bei zahlreichen Obstarten beobachtet (Gross, 1984; Gross und Sams, 1984), wobei das
Ausmald des Arabinose-Abbaus nach Brummel (2006) von der jeweiligen Art abhdngig ist.
a-L-Arabinofuranosidasen katalysieren die Hydrolyse nicht-reduzierender Arabinofuranosyl-
Reste in der Zellwand. Nach Tateishi (2008) scheint das Vorhandensein von
Arabinosylresten, bestehend aus verschiedenen Zellwand-Polysacchariden, eine wichtige
Rolle fiir die Adhasion der Polysaccharide untereinander sowie fir die Verbindung zwischen
den Zellen zu haben. Ein Anstieg der Aktivitat von Arabinofuranosidasen wahrend der Reife

konnte an Kaki-Friichten (Xu et al., 2003), Tomaten (Sozzi et al., 2002), Birnen (Tateishi et al.,
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1996; 2005; Mwaniki et al. 2007), Erdbeeren (Rosli et al., 2009; Villareal, 2010) sowie an

Apfeln (Wei et al., 2010) nachgewiesen werden.

An Birnen konnten Tateishi et al. (2005) nach Aufreinigung des a-L-Arabonofuranosidase-
Enzyms anhand von Northern-Blots zeigen, dass die entsprechende mRNA nur in reifenden
Friichten stark exprimiert wird. Itai et al. (2003) konnten an der Tomatensorte “Ailsa Craig’
wahrend der frilhen Fruchtentwicklung hohe Aktivitdt der Arabinofuranosidase messen,
jedoch wahrend der Fruchtreife keine Zunahme feststellen. Sozzi et al. (2002) hingegen
beobachteten an Tomaten bei zwei AFase-Isoformen eine Abnahme der Enzymaktivitat,
wahrend bei einem dritten Isoenzym ein Anstieg zu verzeichnen war. In Untersuchungen an
zwei verschiedenen Erdbeersorten stellten Rosli et al. (2009) eine Zunahme der AFase-
Aktivitdit wahrend der Fruchtreife fest, wobei bei der Sorte mit geringerer
Fruchtfleischfestigkeit eine hohere spezifische AFase-Aktivitat gemessen wurde. Villareal et
al. (2010) konnten ebenfalls an Erdbeeren wahrend 2 Tagen bei 22°C einen Anstieg der
AFase-Aktivitdt messen. Eine Behandlung mit 1-MCP bzw. mit Ethephon hatte dabei im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keinen Einfluss auf die Enzymaktivitat, woraus man
schloss, dass die Aktivitdat des Enzyms nicht durch Ethylen reguliert wird. Im Gegensatz dazu
war in Untersuchungen von Wei et al. (2010) mit Apfeln der Sorten ‘Golden Delicious’ und
“Fuji’ nach Behandlung mit 1-MCP sowie bei einer Temperaturabsenkung von 20°C auf 1°C
eine deutliche Reduzierung der Enzymaktivitdit sowie der Genexpression der
a-L-Arabinofuranosidase festzustellen. Die Applikation von Etephon hingegen flhrte zu
einem Anstieg von Enzymktivitdt und Genexpression. Die Autoren folgerten daraus, dass
Arabinofuranosidasen auf Ethylen und niedrige Temperaturen reagieren und eine wichtige
Rolle fiir das Weichwerden von Apfeln spielen. Zwischen den beiden Sorten konnten Wei et
al. (2010) ebenfalls deutliche Unterschiede feststellen. Die gemessene Aktivitdit der
Arabinofuranosidase war in "Golden Delicious’, der Sorte mit intensiverem Festigkeitsabbau,
hoher als bei "Fuji'. Auch war der Effekt von 1-MCP, tiefer Temperatur sowie Etephon auf
Fruchtfleischfestigkeit, Enzymaktivitdit sowie Genexpression bei ‘Golden Delicious
ausgepragter als bei 'Fuji’. In Apfeln |duft nach Pefia und Carpita (2004) der Abbau hoch
verzweigter Arabinane vor dem Einsetzen des Festigkeitsverlustes zu Beginn der

Fruchtalterung ab. Dies konnten sie in Versuchen mit den Apfelsorten "Gala’, ‘Red Delicious’,
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'Firm Gold™ sowie ‘Gold Rush® beobachten. Sie nahmen dabei an, dass der Abbau von
Arabinanen nicht direkt fir das Weichwerden der Friichte verantwortlich ist, jedoch
eventuell Voraussetzung dafiir ist, dass andere Zellwandkomponenten durch Enzyme
modifiziert werden kdnnen. Goulao et al. (2007) konnten bei "Gala® einen drastischen
Anstieg der AFase-Aktivitat von der Pfllickreife bis ins tGberreife Stadium beobachten. Goulao
et al. (2008) identifizierten an Apfeln ein fiir die AFase kodierendes Gen, Md-AF1, das mit
einem an Birnen identifizierten Gen, welches wahrend der Reife hochreguliert wird, nahezu
identisch war. Wahrend bezliglich der mRNA-Akkumulation des fir die B-Galactosidase
kodierendem Gens pABG1 zur Ernte sowie Uber die Reife hinweg hohe Expressionswerte
gemessen werden konnten, nahm die Transkription von Md-AF1 nach der Ernte ab, war
jedoch zu jedem Zeitpunkt wahrend der Nachernteperiode messbar.
Nach Wei et al. (2010) scheinen B-Galactosidasen und a-L-Arabinofuranosidasen mehr in
Beziehung zur Lagerfihigkeit von Apfeln zu stehen als Polygalacturonasen sowie

Pektinmethylesterasen, vor allem zu Beginn der Fruchtreife und des Festigkeitsabbaus.

2.4.3.7 B-D-Endoglucanase (EGase; E.C. 3.2.1.4)

Endoglucanasen katalysieren die hydrolytische Spaltung der 1,4-B-D-Glucanketten im
Inneren der Zellulose. In vitro sind Endoglucanasen aktiv gegeniiber den Modelsubstraten
Carboxymethylzellulose (CMC), Xyloglucanen, Zello-Oligosacchariden sowie nicht kristalliner
Zellulose (Hayashi et al., 1984; Hatfield und Nevins, 1986; Nakamura und Hayashi, 1993;
Ohmiya et al., 1995). Nach Brummel und Harpster (2001) umfassen die in vivo-Substrate der
Endoglucanasen moglicherweise Xyloglucan, innere und duflere Bereiche nicht kristalliner
Zellulose, vor allem die duReren Schichten der Zellulosefibrillen, an denen Glucanketten mit
Xyloglucanketten verbunden sind, sowie moéglicherweise Glucomannane. Nach Bonghi et al.
(1998) nimmt die Endoglucanase-Aktivitat wahrend dem Fruchtwachstum ab. Wéhrend der
Reife hingegen konnte ein Anstieg der EGase-Aktivitat bei zahlreichen Fruchtarten, wie
Erdbeeren (Abeles und Takeda, 1990), Pfirsich (Bonghi et al., 1998), Tomaten (Mac Lachlan
und Brady, 1992), Himbeeren (Sexton et al., 1997) sowie Avocado (Awad und Young, 1979)
dokumentiert werden, jedoch variiert die Intensitat der Aktivitat deutlich je nach Fruchtart

(Brummel und Harpster, 2001). In Avocados liegt die gemessene Aktivitat bezogen auf die
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Frischmasse 160 mal hoher als in Pfirsichfriichten sowie 770 mal héher als in Tomaten (Lewis

et al., 1974).

Die Rolle der Endoglucanasen fiir das Weichwerden von Apfeln scheint gering bzw. noch
unklar zu sein. Siddiqui et al. (2004) konnten trotz verschiedener Bestimmungsmethoden an
‘Golden Delicious’ Apfeln aus priklimakterischem sowie aus klimakterischem Reifestadium
keine Aktivitdt von Endoglucanasen nachweisen. Goulao et al. (2007) konnten an Apfeln der
Sorte "Gala” die hochste Endo-1,4-B-Glucanase-Aktivitdt zum Zeitpunkt des Fruchtansatzes
messen. AnschlieBend nahm wahrend des Fruchtwachstums sowie nach der Ernte die
Aktivitat deutlich ab. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch Abeles und Biles (1991) in
Untersuchungen mit den Apfelsorten ‘Stark Lodi’, ‘Paulared™ und ‘Golden Delicious’. Im
Gegensatz zu zahlreichen anderen klimakterischen Friichten konnten sie an Apfeln keine
Zunahme an extrahierbarer Endoglucanase wahrend der Reife beobachten. Goulao et al.
(2008) stellten an Untersuchungen mit ‘Gala’ Apfeln fest, dass Md-EG1, ein fir die
Endoglucanase kodierendes Gen, vor allem zum Zeitpunkt des Fruchtansatzes exprimiert
wird. AnschlieBend war zwar ebenfalls Md-EG1-Expression vorhanden, jedoch kaum
messbar. Im Gegensatz dazu konnte an Tomaten eine Akkumulation fiir Endoglucanase
kodierender Gene, Le-Cell, Le-Cel2, nicht nur in friihen Stadien der Zellstreckung, sondern
auch wahrend der Fruchtreife festgestellt werden (Lashbrook et al., 1994; Gonzales-Bosch et
al., 1996; Brummel et al., 1997), was auf eine unterschiedliche Steuerung sowie Rolle des

Enzyms in Tomaten und Apfeln hinweist (Goulao et al., 2008).

3.4.3.8 Xyloglucan-Endotransglycosylase (XET; E.C. 2.4.1.207)

Obwohl beim Apfel wahrend der Fruchtreife keine Veranderung der molekularen Masse der
Hemizellulose-Fraktion aufzutreten scheint (Percy et al.,, 1997), ist bekannt, dass
Modifizierungen der Struktur sowie der Verbindung zwischen den Zellwandpolysacchariden
zu Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit flihren (Goulao et al., 2007). Zu den Enzymen,
welche auf das Zellulose-Hemizellulose-Netzwerk in der Zellwand wirken, zahlen
Endoglucanasen, Xyloglucan-Endotransglycosylasen sowie Expansin (Goulao et al., 2007).
Nach Atkinson et al. (2009) geht man davon aus, dass Xyloglucan-Endotransglycosylasen eine

wichtige Rolle wdhrend der Fruchtreife spielen, in dem sie zum Lésen der Zellwand als
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Voraussetzung fir die spatere Aktivitdt weiterer Enzyme sowie zum Abbau von
Hemizellulosen beitragen. Im Gegensatz zu Endoglucanasen, welche an einer irreversiblen
Spaltung der Xyloglucane beteiligt sind, handelt es sich bei der Spaltung mit Hilfe von
Xyloglucan-Endotransglycosylasen um einen reversiblen Vorgang (Smith und Fry, 1991).
Diese Enzyme katalysieren die Spaltung der internen Verbindungen des (1->4)B-D-Glucan
Riickgrates des Xyloglucans und transferieren diese neu entstandenen, reduzierenden
Enden der Xyloglucankette (“donor”) an die C-4 Position der Glucoseeinheit an den nicht
reduzierende Enden anderer Xyloglucanpolymere oder Oligosaccharide (“acceptor”) (Farkas
et al. 1992; Fry et al. 1992; Nishitani und Tominaga, 1992; Brummel und Harpster, 2001).
Endotransglycosylasen ermdoglichen Zellstreckung durch zeitweise Auflockerung der
Zellwand in schnell wachsenden Zellen (Nishitani und Tominaga, 1992) und bauen neu
gebildete Xyloglucanketten in die Zellwand ein (Fry et al., 1992). XET kodierende Gene
konnten bei zahlreichen Fruchtarten wie z.B. Bananen (Lu et al., 2004), Birnen (Hiwasa et al.,
2004), Kaki (Cutillas-lturralde et al., 1994), Tomaten (Arrowsmith und de Silva, 1995) und
Apfeln (Goulao et al., 2008; Atkinson et al., 2009) identifiziert werden. In Versuchen von
Asada et al. (1999) fuhrte eine Unterdriickung des entsprechenden Gens Le-EXGT1 in griinen
Tomatenfriichten zu geringeren FruchtgrofRen. In reifen Friichten jedoch hatte eine Down-
Regulierung von Le-EXGT1 hingegen keinen Einfluss auf die Fruchtfleischfestigkeit (Brummel

und Harpster, 2001).

Nach Goulao et al. (2007) sind bisherige Aussagen zur Aktivitdit der Xyloglucan-
Endotransglycosylase teilweise widerspriichlich. Percy et al. (1996) konnten an Apfeln der
Sorte 'Braeburn’ die hdchste XET-Aktivitdit wahrend der ersten beiden Wochen der
Zellteilungsphase feststellen. Nach anschlieBender Abnahme der Aktivitat stieg diese im
Laufe der Zellstreckungsphase bis zur Ernte wieder an. Wahrend des Weichwerdens der
Apfel im Anschluss an die Ernte konnten Percy et al. (1996) eine erneute Abnahme der XET-
Aktivitat feststellen. Im Gegensatz zu den Apfeln war bei Kiwi-Friichten im inneren Bereich
des Fruchtfleisches auch eine Zunahme der XET-Aktivitdit nach der Ernte messbar. Sie
schlossen aus ihren Beobachtungen, dass XETs Bedeutung fiir verschiedene Prozesse
wahrend der Pflanzen- bzw. Fruchtentwicklung haben kdénnen, von denen nicht alle in

Verbindung mit dem Zellwandabbau stehen. Vincken et al. (1998) untersuchten bei
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‘Jonagold® Apfeln von Juni bis Mitte Oktober am Baum sowie wihrend der anschlieBenden
Lagerung bei 4°C Verdanderungen der XET-Aktivitdt. Wahrend in den ersten Monaten keine
Enzymaktivitdat gemessen werden konnte, erfolgte ab September bis zur Ernte Mitte Oktober
ein deutlicher Anstieg der XET-Aktivitat. Im Anschluss an die Ernte wahrend der Lagerung
nahm diese wieder ab. Er schloss daraus, das Xyloglucan-Endotransglycosylasen vermutlich
weniger wahrend des Fruchtwachstums, jedoch vor allem wahrend der physiologischen
Reife eine wichtige Rolle spielen. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Redgwell und Frey (1993)
in Untersuchungen an Kiwifriichten. Dabei wurden durch Applikation von exogenem Ethylen
die Reifeprozesse induziert. Sie schlossen aus ihren Untersuchungen, dass XET eine Rolle fiir
das Weichwerden von Kiwifriichten spielt. In Untersuchungen von Goulao et al. (2007) an
‘Gala® Apfeln war die gemessene Aktivitit der Xyloglucan-Endotransglycosylase zum
Zeitpunkt des Fruchtansatzes gering, stieg mit dem Ende des GréRenwachstums bis zur Ernte
stark an und blieb wahrend dem anschlieRenden Weichwerden der Frucht auf hohem
Niveau. In der Regel wird angenommen, dass die Aktivitat von Endoglucanasen notwendig
ist, um Oligosaccharide zu generieren, welche als Rezeptoren fiir die Aktivitat der
Xyloglucan-Endotransglycosylase dienen (Goulao et al., 2007). Obwohl beim Apfel zum
Zeitpunkt des Fruchtansatzes hohe EGase Aktivitaiten gemessen werden, scheint dies die
Aktivitat der XETs nicht zu beeinflussen. Goulao et al. (2007) nehmen daher an, dass beim
Apfel die Aktivitaiten beider Enzyme nicht voneinander abhdngen. Zwei fiir Xyloglucan-
Endotransglycosylasen kodierende Gene (Md-XTH1, Md-XTH10) konnten bei Apfeln der
Sorte ‘Gala’ identifiziert werden (Goulao et al., 2008). Die gemessene Expression beider
Gene war in den Friichten zum Zeitpunkt der Ernte am héchsten und nahm anschlieRend
wiahrend des Weichwerdens der Apfel ab. Atkinson et al. (2009) konnten an Apfeln der Sorte
‘Grany Smith” insgesamt 11 verschiedene XTH-Gene isolieren, wobei, im Unterschied zu den
Ergebnissen von Goulao et al. (2008) in reifen Friichten vor allem Md-XTH2 sowie Md-XTH10
exprimiert wurden, jedoch ein nur geringes Expressionslevel von Md-XTH1 gemessen
werden konnte. Mogliche Ursachen fiir die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten durch
sortenspezifische Expressionseigenschaften oder Unterschiede im Reifegrad der

verwendeten Friichte liegen (Atkinson, 2009).
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2.4.3.9 B-Xylosidase (B-Xyl; EC 3.2.1.37)

Entsprechend Angaben in der Literatur kdnnen B-Xylosidasen sowohl pektolytische
Funktionen haben als auch am Abbau von Hemizellulosestrukturen beteiligt sein. Wichtige
Bestandteile der Hemizellulosen stellen Arabinoxylane sowie Xylane dar (Carpita, 1987).
Xylane bestehen aus B-D-Xylopyranosyl-Resten, welche das zentrale Rickgrat bilden und mit
a-L-Arabinofuranosyl oder a-D-Glucuronsdure substituiert sein konnen. B-Xylosidasen
katalysieren die Hydrolyse der B-1,4-D-Xylopyranosyl Verbindungen am Xylan, wobei B-D-

Xylose vom nicht reduzierenden Ende frei wird (Itai et al., 2003).

Xylose liegt in den Zellwdnden sowohl in Hemizellulosen als auch in Pektinen vor. Obwohl
die Gehalte an B-Xylose in der Zellwand gering sind (Martinez et al., 2004), kénnen sie fur die
Struktur der Zellwand wichtig sein. Nach Ortiz et al. (2008) kann die B-Xylosidase
moglicherweise auch fir die Solubilisierung von Pektinen, fiir die Freisetzung von Xylosyl
oder anderen neutralen Zuckern aus den Seitenketten der Pektinpolymere sowie fir
Veranderungen der Verbindungen zwischen verschiedenen Polysacchariden von Bedeutung

sein.

B-Xylosidase kodierende Gene wurden an pilzlichen Pathogenen intensiv untersucht,
wogegen es nur wenige Informationen zu deren Vorkommen in Pflanzen gibt (Martinez et al.
2004). Uber Untersuchungen zum Vorhandensein von B-Xylosidasen wurde unter anderem
an Erdbeeren (Martinez et al.,, 2004), Birnen (Ahmed und Labavitch, 1980), Weizenmehl
(Cleemput et al., 1997), Avocado (Ronen et al., 1991) und Pfirsichen (Ruperti et al., 2002)
berichtet. In Arabidopsis hatte eine down-Regulierung eines B-Xylosidase kodierenden Gens
Ar-BXL1 Veranderungen der Zellwandkomposition sowie der Entwicklung der Pflanzen zur

Folge (Goujon et al., 2003).

Martinez et al. (2004) untersuchten die Aktivitat der B-Xylosidase sowie die Expression eines
B-Xylosidase-kodierenden Gens Fa-Xyll wahrend der Fruchtentwicklung und -reife von
Erdbeeren. Mit Beginn der Fruchtreife zeigte sich dabei eine zunehmende Akkumulation von
Fa-Xyl1 mRNA bis zu einem Maximum bei 25-50% Rotfarbung der Frucht, anschlieend nahm

diese in den reifen Frichten deutlich ab. Enzymatische Aktivitat der B-Xylosidase konnte in
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allen Reifestadien gemessen werden, jedoch auch mit einem Maximum bei 25-50%
Rotfarbung der Frucht und anschlielender Abnahme. Im Gegensatz dazu konnten ltai et al.
(1999) an japanischen Birnen maximale Expressionswerte von JPR-XYL, einem B-D-Xylosidase
kodierenden Gen, in liberreifen Friichten feststellen. Die Expression von JPR-XYL nahm dabei
wahrend der Reife von unreifen zu reifen und Uberreifen Frichten zu, woraus Itai et al.
(1999) schlossen, dass das entsprechende Gen fiir eine zellwandgebundene B-Xylosidase
kodiert, welche den Abbau von Xylan oder Arabinoxylan in den Hemizellulosen katalysiert,
wodurch es zum Verlust der Gewebefestigkeit kommt. Itai et al. (2003) untersuchten an
Tomaten die Expression von zwei B-Xylosidase cDNAs, Le-Xyll und Le-Xyl2, sowie die
Aktivitat der B-Xylosidase wahrend der Fruchtentwicklung und —reife. Sie stellten fest, dass
Le-Xyl2 vor allem wahrend der Fruchtentwicklung, jedoch nicht wahrend der Reife
exprimiert wird. Im Gegensatz dazu war beziiglich Le-Xyl1 wahrend des Fruchtwachstums
keine Expression zu messen, jedoch nahm die mRNA-Akkumulation vor allem wahrend der
Uberreife deutlich zu. Die héchste B-Xylosidase-Aktivitit konnte dabei wahrend friiher
Wachstumsstadien gemessen werden, anschlieBend nahm diese wahrend der weiteren
Entwicklung und Reife ab. In den “non-ripening“-Mutanten Nr, Nr2, nor sowie rin der
gleichen Sorte konnte Le-Xyl2 mRNA in reifen Friichten aller Mutanten gefunden werden.
LeXyll mRNA hingegen wurde nur in reifen Friichten der Nr-Mutante gemessen. Eine
Behandlung mit 1-MCP hatte weder bei LeXyl1l noch bei LeXyl2 Einfluss auf die Expression,
was darauf hindeutet, dass beide Gene bei Tomaten nicht durch Ethylen gesteuert werden,
die Regulierungsmechanismen der beiden Isoforme sich jedoch voneinander unterscheiden.
In Untersuchungen von Ronen et al. (1991) an Avocado Friichten nahm die Aktivitdt der
B-Xylosidase wahrend der Fruchtreife zu und erreichte die héchsten Werte mit dem

Maximum des klimakterischen Ethylenanstiegs.

Uber die Bedeutung von B-Xylosidasen bei Apfeln gibt es bisher kaum Studien. Ortiz et al.
(2010) konnten an Friichten der Sorte ‘Fuji* nach CA (3 kPa O, ; 2 kPa CO,) bzw. ULO (1 kPa
0, ; 2 kPa CO,)- Lagerung eine deutliche Inhibierung der B-Xylosidase Aktivitdt im Vergleich
zur normalen Kihllagerung bei 1°C feststellen. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen gelang

es Dick et al. (1990) nicht, an der Sorte “Spartan’ B-Xylosidase-Aktivitdt nachzuweisen.
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3.4.3.10 Expansin (EXP)

Bei Expansinen handelt es sich um Zellwandproteine, welche eine Auflockerung der Zellwand
wahrend der Zellstreckungsphase induzieren konnen (McQueen-Mason et al.,, 1992;
Cosgrove, 2000). Sie zeigen keine messbare Hydrolase- oder Transglycosylase-Aktivitat und
fihren nicht zur Depolymersisation von Carboxymethylzellulose, Zellwandmatrix-Glycanen
oder Pektinen (McQueen-Mason und Cosgrove, 1994; Darley et al., 2001), sondern man geht
davon aus, dass sie an der Spaltung der Bindungen an der Oberflache zwischen Zellulosen
und Hemizellulosen beteiligt sind (Whitney et al., 2000). Nach Brummel und Harpster (2001)
binden sich Expansine in vitro an kristalline Zellulose sowie vor allem an mit Matrix-Glycanen
ummantelte Zellulose. Die Wirkung von Expansinen beruht vermutlich auf einer reversiblen
Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Zellulose-Mikrofibrillen und Matrix-
Polysacchariden, vor allem Xyloglucanen, was eine Zellturgor-bedingte Verschiebung der
Mikrofibrillen zur Folge hat (McQueen-Mason und Cosgrove, 1995; Cosgrove, 2000; Whitney
et al.,, 2000). Nach Brummel (2001) und Harpster unterscheidet man zwei Arten von
Expansinen:  a-Expansin kommt vor allem in dikotylen Pflanzen vor, ist aber auch in
Monokotylen zu finden. B-Expansin hingegen kommt hauptsachlich in Pollen von Grasern

vor, tritt jedoch auch in dikotylen Pflanzen auf (Cosgrove et al., 1997).

Im Laufe des Wachstums und der Reife von griinen Tomaten zeigen mindestens 6 Expansin
kodierende Gene eine zum Teil gestaffelte, zum Teil Gberlappende mRNA-Akkumulation
(Brummell et al., 1999b). Wahrend der Reife von Tomaten ist vor allem die mRNA von drei
Expansin kodierenden Genen prasent: mRNA von Le-Exp5, welche sehr frih wahrend der
Reife stark abnimmt, mRNA von Le-Exp3, welche langsam wahrend der Reife abnimmt sowie
Le-Expl1, welche durch die Reifephase hindurch auf hohem Expressionslevel gemessen
werden kann (Rose et al., 1997; Brummell et al., 1999b). Wahrend nach Brummel und
Harpster (2001) in griinen Frichten exprimierte Expansine vor allem in den Prozess der
Zellstreckung involviert sind, scheinen reifebezogene Expansine andere Zellwand-
modifikationen zu katalysieren. In Versuchen von Brummel et al. (1999b) fihrte die
Unterdrickung der Akkumulation des Expl Proteins auf 3% im Vergleich zum Wildtyp in

transgenen Tomaten zu festeren Friichten sowie zu einer Inhibierung der Depolymersisation
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von Pektinen wahrend der spateren Reifestadien, konnte jedoch nicht den Abbau von
Hemizellulosen unterbinden. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Uberexpression des Expl
Proteins zu weicheren Friichten. Dieses Weichwerden war mit intensiver Depolymersisation
der Hemizellulosen verbunden, wogegen die Depolymerisation von Pektinen nicht verandert
wurde. Als Ursache fiir diese Beobachtungen sehen Brummel et al. (1999b) drei
Komponenten fiir das Weichwerden sowie Texturveranderungen bei Tomaten: eine
Lockerung der Zellwand direkt durch die Aktivitdt von Expl, eine limitierende Funktion von
Expansin auf die Depolymerisation von Pektinen wahrend der spateren Fruchtreife, evtl.
durch Einfluss auf die Substratverfligbarkeit verschiedener Pektinasen, sowie eine
Depolymerisation der Hemizellulosen, welche unabhdngig oder bereits durch sehr geringe
Mengen an Expl Protein ablauft (Brummel et al., 1999b). Nach Rose et al. (1997) wird die

Expression von Le-Expl bei Tomaten durch Ethylen positiv reguliert.

Civello et al. (1999) konnten an Erdbeeren, als Model einer nicht klimakterischen Frucht, ein
Expansin kodierendes, reife-reguliertes Gen Fa-Exp2, isolieren. Eine Akkumulation von
Fa-Exp2 mRNA war dabei mit Beginn der Fruchtreife zu messen und nahm bis zu mittlerem
Reifestadium deutlich zu. Im Gegensatz zu den meisten anderen reiferegulierten Genen in
Erdbeeren zeigte sich jedoch die Expression von Fa-Exp2 nicht ausschlieBlich durch Auxine
gesteuert, woraus Civello et al. (1999) schlossen, dass an Erdbeeren neben Auxinen andere

nicht-klimakterische Signale fir die Steuerung der Reifeinduzierung verantwortlich sind.

Bei der Apfelsorte ‘Golden Delicious konnten Wakasa et al. (2003) sechs Expansin
kodierende Gene aus Trieben (Md-Exp1), aus dem Fruchtfleisch reifender Friichte (Md-Exp2,
Md-Exp3, Md-Exp4) sowie aus dem Gewebe der Fruchtstiele (Md-Exp5, Md-Exp6) isolieren.
Unter den untersuchten Genen im Fruchtfleisch reifender Friichte stellte sich Md-Exp3 als
Reife-bezogenes Gen heraus. Die Expression des Gens nahm wahrend der Fruchtreife in
etwa parallel mit dem klimakterischen Anstieg der Ethylenproduktion zu. Durch Behandlung
mit 1-MCP konnte die Expression von Md-Exp3 nahezu vollstandig inhibiert werden, woraus
Wakasa et al. (2003) schlossen, dass Md-Exp3 beim Apfel durch Ethylen reguliert wird. Md-
Exp2 wurde mit Beginn der Zellstreckungsphase exprimiert. Bei der Expression von Md-Exp3

sowie Md-Exp4 wurde zudem wahrend Zellteilung sowie Zellstreckung ein “up-down-up-
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Zyklus“ beobachtet. Goulao et al. (2008) stellten an ‘Gala" Apfeln einen Beginn der
Transkription von Md-EXPA3 zum Zeitpunkt des Fruchtansatzes fest. AnschlieRend stieg
diese bis auf maximale Werte zur Ernte an und nahm danach langsam wieder ab.
Kasai et al. (2008) untersuchten den Zusammenhang zwischen der Expression von Md-EXPA3
im Exokarp sowie Mesokarp von 'Fuji* Apfeln und dem Auftreten von “Cracking” (Aufplatzen
der Friichte). Da ein Spannungsabbau in den Zellwanden durch Reduzierung des Zellturgors
das Wasserpotential in den Zellen verdandert, kénnen Expansine nach Kasai et al. (2008)
durch Forderung der Wasseraufnahme eine Streckung der Zellen induzieren. In den
Untersuchungen an ‘Fuji’ konnten sie feststellen, dass das Aufplatzen der Friichte vor allem
dann auftrat, wenn im Exokarp der Friichte geringere Mengen an Md-EXPA3 mRNA
gemessen wurden als im Mesokarp. Nach Kasai et al. (2008) kommt es dadurch womaéglich
im Mesokarp zu einer starker ausgepragten Zellstreckung als im Exokarp, was in der Phase
des Wachstums durch Spannungen zu winzigen Rissen und somit zum Aufplatzen der

Frichte fihren kann.

2.5. Einflussfaktoren auf die Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel

Die Fruchtfleischfestigkeit wird sowohl durch Vorernte- wie auch Nacherntefaktoren
bestimmt. Wahrend vor der Ernte der Aufbau der Fruchtqualitdt die Grundlagen fur die
spatere Haltbarkeit und Fruchtreife bildet, zielen die NacherntemalRnahmen darauf ab, die
gebildeten Qualitatseigenschaften moglichst optimal zu erhalten. Im Folgenden wird ein
kurzer Uberblick Uber die die Fruchtfleischfestigkeit bestimmenden Vorerntefaktoren
gegeben. AnschlieBend wird ausfuhrlicher auf die Wirkung der Lagerbedingungen

eingegangen.

2.5.1 Vorernte Faktoren
Nach Sams et al. (1999) beeinflussen sowohl Umweltfaktoren und KulturmaBnahmen wie
auch physiologische und genetische Faktoren die Fruchtfleischfestigkeit. Jahres- sowie

standortabhédngige Einflisse werden in der Literatur mehrfach belegt (Luton und Holland,
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1986; Knee und Smith, 1989). Dabei sind sowohl die jeweiligen Lichtverhaltnisse wie auch
die entsprechenden Voraussetzungen beziiglich Temperatur und Feuchtigkeit bzw.
Niederschlag von Bedeutung (Johnston et al., 2002a). Nach Blanpied et al. (1978) zeigen zum
Beispiel Apfel aus schattigen, inneren Kronenbereichen um ca. 3 N geringere Festigkeits-

werte als sonnenexponierte Friichte.

KulturmalBnahmen wie die Nahrstoffversorgung der Pflanze bzw. der Frucht, Mallnahmen
der Behangsregulierung, SchnittmaRnahmen sowie der Einsatz von Wachstumsregulatoren
spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle fiir die Entwicklung der Festigkeitseigenschaften
(Sams, 1999). Nach Blanpied et al. (1978) und Link et al. (2002) fiihrt eine zunehmende
Stickstoff (N)-Versorgung der Friichte zu abnehmenden Festigkeitswerten. Eine deutliche
N-Uberversorgung kann zu drastischem Festigkeitsverlust nach der Ernte fiihren (Link, 2002),
was vor allem auf die GroRe und damit Stabilitdt der Zellen zurilickzufiihren ist. Hipps und
Perring (1989) konnten in einem mehrjahrigen N-Dlingeversuch in Anlagen mit héherer,
jahrlicher Stickstoffgabe (189 kg N x ha™) etwas groRere Frichte mit geringerer
Fruchtfleischfestigkeit ernten als in den Anlagen mit niedrigerer N-Menge (63 kg N x ha™).
Das Auftreten physiologischer Lagerkrankheiten in Verbindung mit unginstigen
Textureigenschaften wird bei Uberversorgung der Friichte mit Kalium und einem daraus
resultierenden niedrigen Kalium/Calcium- Verhaltnis geférdert (Bramlage et al.,, 1983).
Calciumspritzungen gehoren in der obstbaulichen Praxis, vor allem bei Sorten, welche zu Ca-
Mangelerscheinungen neigen, zu den StandardmaBnahmen um das Auftreten
physiologischer Fruchterkrankungen zu reduzieren. Die Bedeutung von Calcium beruht vor
allem auf dessen Rolle fiir die Stabilitdt der Zellwand auf Grund seiner gelbildenden,
pektinvernetzenden Eigenschaften (siehe Kapitel 2.4.2.) (Sams und Conway, 1984; Glenn und
Poovaiah, 1990; Poovaiah, 1993; Siddiqui und Bangerth, 1993; Stow et al., 1993). Laut Raese
und Drake (1993) kdnnen Calciumspritzungen vor der Ernte sogar zu einer Erhéhung der
Fruchtfleischfestigkeit fiihren, wogegen nach Link et al. (2002) in zahlreichen Ca-Diinge-

versuchen dies nicht erreicht werden konnte.

Neben den genannten kulturtechnischen Malinahmen bestimmen auch physiologische

Eigenschaften die Fruchtfleischfestigkeit. Nach Sams (1999) besteht eine negative
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Korrelation zwischen FruchtgroBe und Fruchtfleischfestigkeit. In Friichten jlingerer Bdume
erfolgt der Abbau der Fruchtfleischfestigkeit nach der Ernte meist schneller als in solchen
von dlteren Baumen, was auf die groBeren Fruchtkaliber bei niedrigerem Fruchtbehang
zurlickzufiihren ist (Streif, 2002). Mit zunehmender Zelldichte steigt auch die Festigkeit des
Fruchtgewebes (Friedrich und Fischer, 2000).

Bei Apfeln besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Festigkeit zur Ernte sowie
dem Festigkeitsverhalten nach der Ernte (Knee und Smith, 1989). Da die Friichte mit
zunehmender Reife an Festigkeit verlieren, weiBen Apfel von spiteren Ernteterminen in der
Regel eine geringere Fruchtfleischfestigkeit auf als friher geerntete (Sams, 1999).
Dementsprechend ist der optimale Erntetermin fiir Langzeitlagerung so zu wahlen, dass die
Frucht zwar ausreichend biochemisch entwickelt ist, die physiologischen Reifeprozesse

jedoch erst beginnen (Streif et al., 2010).

2.5.2. Nacherntefaktoren

2.5.2.1 Temperatur und Luftfeuchte

Die Regelung der Temperatur im Lager stellt den bedeutendsten Faktor zur Verldngerung der
Haltbarkeit und zum Erhalt der Fruchtqualitat dar. Eine Absenkung der Temperatur fihrt vor
allem zur Verlangsamung der Stoffwechselprozesse in der Frucht (Mitchell, 1992; Kader,
2002; Lurie, 2002; Watkins, 2002; Burg, 2004). Nach der Van't Hoffschen Regel
(Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel) wird bei einer Temperaturerniedrigung um
10°C die Aktivitdt der Enzyme, welche Reife und Stoffumsatz steuern, um das Zwei- bis
Dreifache verlangsamt (Streif, 2002). Ein weiterer reifeinhibierender Effekt niedriger
Lagertemperaturen basiert auf deren Einfluss auf die Ethylenproduktion bzw. -wirkung. Zum
Beispiel bei Apfeln fiihrt eine Absenkung der Temperatur zur Verzégerung des
klimakterischen Ethylenanstiegs (Knee et al., 1983). Die beiden Enzyme ACC-Synthase und
ACC-Oxidase, welche eine entscheidende Rolle wahrend der Ethylenbiosynthese spielen,
reagieren temperaturabhangig. Die Absenkung der Temperatur fiihrt zu einer geringeren
Aktivitat beider Enzyme und somit zur Reduzierung der Ethylensynthese (Larrigaudierre et

al., 1997).
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Das Schrumpfen der Frichte im Lager in Folge von Wasserverlust wird ebenfalls deutlich
durch die Temperatur beeinflusst. Die Wasserabgabe der Frucht hangt vor allem von der
Dampfdruckdifferenz zwischen der Frucht und der Umgebungsluft ab, welche wiederum in
Beziehung zur Temperatur sowie zur relativen Feuchte steht. Da kihlere Luft im geséattigten
Zustand weniger Wasserdampf aufnehmen kann, ist die Wasserabgabe und somit der

Gewichtsverlust bei niedrigen Temperaturen geringer (Kader, 2002; Lurie, 2002).

Ein weiterer Punkt, der deutlich von der Lagertemperatur abhangt, ist die Keimung sowie
das Wachstum pathogener Pilze. Bei Temperaturen unter 2°C zum Beispiel wird das
Mycelwachstum von Botrytis cinerea gehemmt sowie gekeimte Sporen dringen nicht in die

Frucht ein (Sommer, 1985).

2.5.2.2 Kontrollierte Atmosphire (CA-Bedingungen)
Uberblick CA-Lagerung

Kidd und West (1927; 1934) fanden bereits in der ersten Hilfte des vergangenen
Jahrhunderts, dass niedrige Sauerstoff (0,)- sowie erhdhte Kohlendioxid (CO,)-
Konzentrationen in der Atmosphare die Respiration klimakterischer Frichte inhibieren und
sich positiv auf die Lagerdauer von Apfeln auswirken kénnen. Burg und Burg konnten 1962
zeigen, dass die physiologische und biochemische Wirkung dieser veranderten Atmosphare
nicht nur auf einer Reduzierung der Fruchtatmung, sondern auch auf einer Inhibierung der
Ethylenbildung und -wirkung basiert. Bei den meisten Frucht- bzw. Gemiisearten verbessert
eine Absenkung der O,- bzw. ein Anheben der CO,-Gehalte in der Atmosphdre die
Haltbarkeit (Kader et al.,, 1989). Fortschritte in der CA-Technik in den vergangenen
Jahrzenten haben zu verbesserten Moglichkeiten der Kontrolle und Regelung der
Gaskonzentrationen im Lager, zu einer verbesserten Isolierung und Gasdichte der Raume,
effektiveren Stickstoffmaschinen sowie einer verbesserten CO,-Adsorber-Technik mit
geringerem O,-Eintrag in den Raum wahrend des Adsorptionsvorganges gefiihrt (Malcolm,

2005).
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Die Lagerung in kontrollierter Atmosphéare (CA) fuhrt in der Regel zu einer Reduzierung der
Aktivitat zellwandabbauender Enzyme und somit zu einem verbesserten Erhalt der
Fruchtfleischfestigkeit, zu einem reduzierten Sdure- sowie Starkeabbau, zu einem
langsameren Um- bzw. Abbau von Monosacchariden sowie zu einer gehemmten Synthese
von Aromastoffen. Desweiteren konnen CA-Bedingungen den Abbau von Chlorophyll sowie
die Synthese von Carotinoiden sowie Antocyanen und die Biosynthese und Oxidation
phenolischer Verbindungen verzégern (Forsyth und Eaves, 1975; Brackmann et al., 1995;

Yahia, 2010).

Die Wirkung der CA-Lagerung auf den Erhalt der Fruchtqualitat basiert zum einen auf deren
Einfluss auf die Stoffwechselprozesse, welche in einer reduzierten Fruchtatmung resultieren
(Watkins, 2002), zum anderen auf der Inhibierung der Ethylensynthese sowie -Wirkung
(Bufler und Streif, 1986). Nach Mir und Beaudry (2002) kénnen O, und CO, als wichtige
Bestandteile zahlreicher chemischer Reaktionen viele Prozesse in der Pflanzenzelle
beeinflussen, wie die Stoffwechselprozesse z.B. von Farbstoffen, Phenolen,
Zellwandbestandteilen, Aromastoffen, Starke, organischen Sauren usw.. Nach Kanellis (1993)
kann Sauerstoffmangel im Gewebe sowohl die Synthese neuer Proteine, unabhangig vom
Entwicklungszustand der Frucht, induzieren, wie auch die Neusynthese bestimmter Enzyme
in reifenden Friichten unterdriicken. Metzidakis und Sfakiotakis (1993) konnten an Avocados
ein reduziertes Weichwerden der Frucht in Verbindung mit geringerer endo-1-4 Glucanase-
Aktivitat, Cellulase mRNA und geringerer Polygalacturonase-Aktivitat durch Absenkung der
0,-Gehalte von 5 kPa auf 1 kPa feststellen. Bei Kanellis et al. (1991) fiihrte eine Absenkung
der O,-Konzentration ebenfalls bei Avocados zu einer Férderung der Synthese von Alkohol-

Dehydrogenase Isozymen.

Zahlreiche Studien, die sich mit der Wirkung kontrollierter Atmosphare befassen, haben die
Wirkung reduzierter O,-Konzentrationen in Kombination mit erhéhten CO,-Konzentrationen
untersucht, weshalb es zum Teil schwierig ist, die Wirkung der beiden Gase getrennt

voneinander zu beurteilen (Mathooko, 1996).
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Einfluss von O, und CO, auf die Fruchtatmung

Eine Regulierung der Respiration kann durch Beeinflussung der drei Hauptprozesse der
Fruchtatmung erfolgen, der Glykolyse, dem Zitronensdurezyklus und der Atmungskette
(Mathooko, 1996). Eine schnelle Abnahme der Atmungsintensitat, reduzierte Gewinnung
von Energie in Form von ATP sowie eine entsprechende Herunterregulierung von
Zitonensaurezyklus und Glykolyse sind nach Solomos (1982) und Geigenberger (2003) die
ersten Stoffwechselreaktionen auf niedrige O,-Konzentrationen. Der Stoffwechselweg, der
hauptsachlich durch die O,-Konzentration beeinflusst wird, ist die mitochondriale Atmung.
Eine Absenkung des Gehaltes an O,, welches als Elektronenakzeptor im letzten Schritt des
Atmungsstoffwechsels, der Atmungskette, dient, verhindert die Oxidation der Reduktions-
dquivalente aus der Glykolyse bzw. dem Zitronensdurezyklus. Dies fiihrt zum Unterbinden
der ATP-Produktion und somit zum Einstellen der Glykolyse. (Kader et al. 2002; Mir und
Beaudry, 2002; Taiz und Zeiger, 2007; Kanellis et al., 2010).

Die Wirkung von O, auf den Zitronensadurezyklus ist nach Mir und Beaudry (2002) mehr ein
indirekter, substratlimitierender Effekt durch die inhibierende Wirkung auf den
Elektronentransport in der Atmungskette, als ein direkter Einfluss. Im Zitronensaurezyklus
wird folglich der Umbau von Pyruvat zu Citrat sowie von a-Ketoglutarat zu Succinat
beeintrachtigt. Desweiteren kann die Sauerstoffkonzentration in der Atmosphédre auch
Einfluss auf spezifische Enzyme der Glykolyse, dem ersten Schritt des Atmungsstoffwechsels,
nehmen, und zwar auf die Saccharose-Synthase, die ATP abhangige Phosphofructokinase

sowie die Pyruvatkinase.

Unter anaeroben Bedingungen kann durch Umschalten auf den Garungsstoffwechsel
weiterhin Energie produziert werden, wobei die Ausbeute deutlich geringer ist als bei der
aeroben Respiration (Kanellis et al., 2010). Bei zu niedrigen O,-Gehalten (Mir und Beaudry,
2002) bzw. zu hohen CO,-Konzentrationen kann es in Folge der gchemmten mitochondrialen
Aktivitat zur Fermentation und dabei zur Umwandlung von Pyruvat in Acetaldehyd und
Ethanol mittels Pyruvatdecarboxylase (PDC) und Alkohldehydrogenase (ADH) kommen
(Shipway und Bramlage, 1973; Ke et al. 1994) (siehe Kapitel 2.2.2).
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Erhohte CO,-Konzentrationen flihren zur Inhibierung verschiedener Enzyme des
Atmungsstoffwechsels (Kerbel et al.,, 1990; Ke et al., 1993) und haben, vermutlich durch
direkten Einfluss auf die Aktivitat in den Mitochondrien, einen Entkoppelungseffekt auf die
oxidative Phosphorylierung (Fanestil, 1963; Kader, 1986). Eine Hemmung verschiedener
Enzyme des Zitronensaurezyklus, vor allem der Succinat-Hydrogenase, kann dabei zur
Akkumulation von Succinat, einem fir Pflanzengewebe giftigen Stoff, fliihren (Frenkel und
Patterson, 1973; Knee, 1973; Shipway und Bramlage, 1973; Monning, 1983; Romo-Parada et
al., 1989; Ke et al., 1993).

Die Steuerung des Zitronensaurezyklus erfolgt weitgehend in Abhangigkeit des
mitochondrialen Energiestatus (Mathooko, 1996). Erhéhte CO,-Konzentrationen wirken
inhibierend auf die Aktivitdt der Mitochondrien bzw. auf die Aktivitat der sich darin
befindlichen Enzyme der oxidativen Phosphorylierung, wodurch sich der reduzierende Effekt
auf die Fruchtatmung erklaren lasst (Ranson et al., 1960; Shipway und Bramlage, 1973).
Somit beeinflusst CO, den Zitronensadurezyklus direkt auf Ebene der beteiligten Enzyme, im
Gegensatz zu O,, welches indirekt tiber seinen Effekt auf die Elektronentransportkette wirkt

(Mir und Beaudry, 2002).

Nach Mathooko (1996) kann der Wirkungsmechanismus von CO, auf die Respiration auf pH-
Wert Verdnderungen im Zytoplasma, die Unterdriickung oder Induzierung der
Proteinsynthese, die Aktivierung oder Inaktivierung bereits existierender Enzyme, die
Induzierung von Isoenzymen, einer antagonistischen Wirkung gegeniber Ethylen oder dem
Einfluss auf die Polyamingehalte zuriickzufiihren sein. Kubo et al. (1989) konnten zeigen,
dass CO, bei klimakterischen Friichten im nicht klimakterischen Stadium kaum eine
reduzierende Wirkung auf die Respiration hatte, wogegen der Effekt im klimakterischen
Stadium deutlich war. Dies deutet darauf hin, dass der inhibierende Effekt von CO, auf die
Atmungsaktivitdt zumindest teilweise mehr auf dessen hemmenden Effekt auf die
Ethylenwirkung als auf dessen direkten Effekt auf den Atmungsstoffwechsel zuriickzufiihren

ist (Mathooko, 1996).
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Einfluss von O, und CO, auf Ethylensynthese und -wirkung

Die Lagerung in kontrollierter Atmosphare fiihrt sowohl zu einer reduzierten Ethylenbildung
wie auch zu einer geringeren Reaktionsempfindlichkeit der Frucht auf Ethylen (Kader et al.,
2002). Nach Solomos (2000) erfordert eine wirksame Verzogerung des klimakterischen
Ethylenanstiegs bei Gala Apfeln ein Absenken der O,-Konzentrationen unter 6 kPa. Fiir die
kommerzielle CA bzw. ULO- Lagerung von Apfeln liegen die Sauerstoffwerte im Lager, je

nach Sorte und technischen Maoglichkeiten, zwischen 1 kPa und 3 kPa.

Da fir die Aktivitdit der ACC-Oxidase Sauerstoff notwendig ist, flihren niedrige
0,-Konzentrationen in der Atmosphare zu einer Unterdriickung der ACC-Oxidase und damit
Ethylenbildung (Adams and Yang, 1979; John, 1997). In Untersuchungen an Apfeln fiihrte ein
Absenken der O,-Konzentrationen nur zu einer Inhibierung der Umwandlung von ACC zu
Ethylen (Li et al., 1983), wogegen eine Erhohung der CO,-Konzentrationen zusatzlich die
Synthese von ACC hemmte (Li et al. 1983; Chaves und Thomas, 1984; Bufler und Streif,
1986). Erhohte CO,-Gehalte in der Atmosphare konnen fordernden, hemmenden oder
keinen Einfluss auf die Ethylensynthese haben (Mathooko, 1996). Gorny und Kader (1997)
konnten an Apfeln sowohl im priaklimakterischen als auch im klimakterischen Stadium eine
deutliche Reduzierung der ACC-Synthase mRNA und eine folglich verminderte
Ethylensynthese durch erhohte CO,- (20 kPa) oder geringe O,- Konzentrationen (0,25 kPa)
feststellen. ACC-Oxidase Transkription, Proteinmenge sowie Enzymaktivitdat wurde dagegen
durch die entsprechenden O,- und CO,-Konzentrationen vor allem an préaklimakterischen

Frichten gehemmt, wogegen der Einfluss im klimakterischen Stadium gering war.

Burg und Burg (1967) beschrieben eine kompetitive Hemmwirkung von CO, gegeniiber
Ethylen, indem CO, die Ethylenrezeptoren besetzt. De Wild (1999) hingegen konnte an
1-MCP behandelten Birnen eine vergleichbare Wirkung von CO,-Behandlungen (5 kPa) auf
die Ethylenproduktion feststellen wie bei Kontrollfriichten ohne 1-MCP. Dies spricht gegen
einen kompetitiven Effekt und fir zwei getrennte Hemmmechanismen. Nach Kader et al.
(2002) nimmt bei klimakterischen Friichten die Reaktionsempfindlichkeit auf Ethylen bei
0,-Konzentrationen < 8kPa oder CO,-Konzentrationen > 1kPa ab. Eine Stimulierung der

Ethylenproduktion in Folge hoher CO,-Konzentrationen ist nach Mathooko (1996) auf eine
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Akkumulation von ACC sowie eine gestiegene Aktivitdat von ACC-Synthase und-Oxidase
zurlickzufuhren.

Abbildung 7 zeigt schematisch Biosynthese und Wirkungsmechanismus von Ethylen sowie
entsprechende Moglichkeiten der Reifeinhibierung durch CA-Lagerbedingungen sowie dem

Einsatz von 1-MCP (siehe Kapitel 2.5.2.3).
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Abbildung 7:  Biosynthese und Wirkungsmechanismus von Ethylen sowie entsprechende
Moglichkeiten der Reifeinhibierung durch CA-Lagerbedingungen sowie dem Einsatz
von 1-MCP (Streif, 2008).

2.5.2.3 Einsatz von 1-Methylcyclopropen (1-MCP)

Die Anwendung des Ethyleninhibitors 1-Methylcyclopropen (1-MCP) in der Lagerpraxis hat in
den vergangenen Jahren zu neuen Moglichkeiten der Reifesteuerung bei klimakterischen
Frichten gefihrt. Es handelt sich dabei um eine gasformige Verbindung, welche bereits in
sehr geringen Konzentrationen die reifeinduzierende Wirkung von Ethylen unterdriicken
kann. Die Entdeckung dieses Reifeinhibitors begann in den 1980er Jahren durch Sisler und
Blankenship, welche nach einer Substanz suchten, die sich an die Ethylenrezeptoren bindet
und somit als Marker zur Erforschung der Rezeptoraktivitit verwendet werden kann
(Blankenship und Dole, 2003). 1996 wurde 1-MCP als Ethylen inhibierende Verbindung zum

Patent angemeldet (Sisler und Blankenship, 1996).
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Der Wirkungsmechanismus von Ethylen basiert nach Binder und Bleeker (2003) auf einem
negativ regulierten Model der Ethylenrezeptor-Funktion (siehe Kapitel 2.2.3.2). 1-MCP
hemmt die Ethylenwirkung, indem es sich an die Ethylenrezeptoren bindet, wodurch die
Serin-Threonin-Kinase (CTR1) im aktiven, also die weiteren Reifevorgange inhibierenden
Zustand bleibt (Binder und Bleeker, 2003). Wie sich 1-MCP an die Rezeptoren bindet und
warum es dabei nicht wie bei Ethylen zu einer Deaktivierung der Rezeptoren kommt, ist

bislang noch unklar (Prange und DelLong, 2003).

’ =1-MCP
* ERS2

Abbildung 8: Wirkungsmechanismus von 1-MCP: durch Bindung an die Ethylenrezeptoren werden
diese im aktiven, inhibitorischem Zustand gehalten (verdndert nach Binder und
Bleeker, 2003).

1-MCP ist in verschiedenen Landern fiir die Anwendung bei zahlreichen Fruchtarten, wie
Apfel, Birne, Pfirsich, Nektarine, Mango, Papaya und anderen klimakterischen Friichten

registriert (Watkins, 2006).

Beim Apfel fihrt 1-MCP zu einer deutlichen Inhibierung der Reifeprozesse. Die mit dem
klimakterischen Reifeanstieg verbundene Zunahme der Ethylenproduktion wird dabei
verlangsamt bzw. ganz unterdrickt, wobei die Wirkung von Sorte, Reifezustand,
Lagermethode und Lagerdauer abhangig ist. Zudem bewirkt 1-MCP eine deutliche
Reduzierung der Respirationsrate der Frucht (Fan et al., 1999; Fan und Mattheis, 1999;
Rupashinghe et al., 2000; Watkins et al., 2000; Jiang und Joyce, 2002).
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Durch den inhibierenden Effekt auf Ethylenwirkung bzw. -produktion sowie Atmungsrate
bewirkt 1-MCP eine Verlangsamung bzw. Unterdriickung zahlreicher Reifevorgange. Einer
der Hauptvorteile liegt dabei in der lange anhaltenden reifeverzégernden Wirkung auch
wahrend der Shelf-life-Phase (Streif et al., 2010). Dabei wird besonders der Abbau der
Fruchtfleischfestigkeit verzogert, die Friichte bleiben langer fest und knackig (Fan et al. 1999;
Baritelle et al. 2001; Younes und Streif, 2005).

Es gibt bisher wenige Untersuchungen zu Zellwandveranderungen in 1-MCP behandelten
Frichten, jedoch wurden bei einigen Obstarten Studien zur Aktivitat zellwandabbauender
Enzyme durchgefiihrt (Watkins, 2006). Liu et al. (2005) konnten zum Beispiel an 1-MCP
behandelten Pfirsichen einen verzégerten Anstieg an geldsten Pektinen feststellen. In 1-MCP
behandelten Avocados wurden eine verzégerte Solubilisierung und ein verzogerter Abbau
von Polyuroniden (Jeong und Huber, 2004) sowie geringere Aktivitdten von Polygalac-
turonase (PG) und Endoglucanase (EGase) gemessen. Balogh et al. (2005) konnte an
Erdbeeren einen Einfluss von 1-MCP auf die Expression Zellwand bezogener Gene feststellen
(weitere Angaben zur Wirkung von 1-MCP auf Genexpression und Enzymaktivitat siehe

Kapitel 3.4.3).

Neben dem Effekt auf die Fruchtfleischfestigkeit flihrt die Anwendung von 1-MCP zu einem
verzogerten Abbau titrierbarer Sduren (Fan und Mattheis 2001; Zanella, 2003), sowie zu
einem verzogerten Chlorophyllabbau und damit verbesserten Erhalt der griinen Grundfarbe
(Fan und Mattheis, 2001). Der Einfluss auf den Gehalt an I6slicher Trockensubstanz hingegen
ist relativ gering (DeEll et al., 2002). Ein Nachteil beziglich der geschmacklichen Qualitat liegt
in der reduzierten Aromastoffbildung 1-MCP behandelter Friichte (Xuan und Streif, 2005).
1-MCP fuhrt beim Apfel zu einer reduzierten Esterbildung, wogegen die Wirkung auf andere
Aromakomponenten je nach Sorte und Lagerbedingungen unterschiedlich sein kann (Fan
und Mattheis, 1999; Defilippi et al. 2004; Mattheis et al., 2005). Nach Saquet et al. (2003) ist
die Verfiigbarkeit energiereicher Verbindungen fiir die Biosynthese von Fettsdauren und
Aromastoffen durch die Lagerung unter CA-Bedingungen sowie in dhnlicher Weise durch die

Applikation von 1-MCP limitiert.
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Neben den genannten Aspekten kann sich der Einsatz von 1-MCP sowohl positiv wie auch
negativ auf das Auftreten physiologischer Lagerkrankheiten auswirken (Watkins und Miller,
2005). Das Auftreten von Schalenbrdaune (soft scald) zum Beispiel kann durch 1-MCP
reduziert werden, wogegen Apfelsorten, die zu inneren Verbrdunungen neigen, wie
‘Braeburn’, auf Grund der Symptom verstarkenden Wirkung von 1-MCP nicht behandelt

werden sollten.

Konsumentenstudien mit "Elstar’ Apfeln zeigten, dass sich die reifeinhibierende Wirkung von
1-MCP bei kurzer Lagerdauer unter Umstanden negativ auf die Akzeptanz beim Kunden
auswirken kann, bei langerer Lagerung hingegen in der Regel einen deutlichen Vorteil

darstellt (McCormick et al., 2008).
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2.6. Ziel der Arbeit

Ausgehend von den bisherigen Darstellungen sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit

Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit in Zusammenhang mit dem Zellwandabbau beim

Apfel wahrend der Lagerung betrachtet werden. Besonderes Augenmerk gilt dabei der

zentralen Rolle von Ethylen fiir die Steuerung der reifebezogenen Texturveranderungen.

Im Zuge der durchgefiihrten Versuche werden die wichtigsten, die Fruchtfleischfestigkeit

beeinflussenden Faktoren und deren Wirkung auf Veranderungen im Bereich der Zellwande,

die Genexpression und Aktivitat zellwandabbauender Enzyme sowie die Fruchtreife beim

Apfel genauer untersucht.

Dabei sollen vor allem folgende Themen- bzw. Fragestellungen bearbeitet werden:

Verbessertes Verstandnis zu Festigkeitsveranderungen wahrend des Reifeprozesses
bei Apfelfriichten

Wodurch unterscheiden sich Sorten mit unterschiedlich starkem Festigkeitsabbau?
Welche Rolle spielen einzelne zellwandabbauende Enzyme fiir das Weichwerden
beim Apfel?

Welches sind die physiologischen Ursachen fiir die Wirkung von Lagerverfahren auf
die Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel?

Welche Rolle spielt Ethylen fir den Festigkeitsverlust und Zellwandabbau sowie fiir
die Regulierung dieser Veranderungen?

Auf welchen physiologischen Ursachen basiert die zum Teil nahezu komplette
Inhibierung des Festigkeitsabbaus durch 1-MCP?

Welche Rolle spielt Calcium fir Texturverdnderungen beim Apfel wahrend der

Lagerung?
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Zur Klarung dieser Fragen wurde der Einfluss von Sorte, Lagerbedingungen bzw.

Lagerverfahren (Kuhllager, ULO/CA-Lager, 1-MCP), Lagerdauer, Calciumversorgung der

Friichte sowie Ethylen auf folgende Parameter wahrend der Fruchtreife untersucht:

Fruchtfleischfestigkeit

Genexpression und Aktivitat zellwandabbauender Enzyme
Pektinabbau (Zellwandfraktionierung) wahrend der Fruchtreife
Fruchtreife (Respiration sowie Ethylenbildung) der Apfel

Fruchtfleischfestigkeit in unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe
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3. Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche erfolgten in den Jahren 2007 bis 2010
am Kompetenzzentrum Obstbau Bodensee (KOB). Das Fruchtmaterial stammte aus den
Versuchsanlagen am KOB. Fir den Grofteil der Untersuchungen wurden die beiden
Apfelsorten ‘Elstar’ und ‘Pinova’ ausgewadhlt. Ziel war es dabei, eine Sorte mit eher
begrenzter Lagerfahigkeit und intensiverem Festigkeitsabbau wahrend der Lagerung
(‘Elstar’) sowie eine lagerstabile Sorte mit geringerem Festigkeitsverlust (‘Pinova’) zu
untersuchen. Daneben wurden ergdnzende Untersuchungen mit der Sorte ‘Golden
Delicious’ durchgefiihrt. Die Bestimmung des optimalen Erntetermins erfolgte in allen
Versuchen anhand des Streif-Index (Streif, 1989), wobei die Messwerte Fruchtfleisch-
festigkeit, Gehalt an l6slicher Trockensubstanz (~Zuckergehalt) und Stdrkeabbau nach

folgender Formel miteinander verrechnet wurden:

Fruchtfleischfestigkeit (kg/cm?)
Starkeabbauwert (1 — 10) * Refraktometerwert (°Brix)

Streif-Index =

Die Stufen 1-10 zur Beurteilung des Starkeabbauwertes beschreiben dabei eine Boniturskala
bei der Durchfiihrung des Jod-Starke-Tests, wobei Stufe 10 den maximalen Starkeabbau
bezeichnet (siehe Kapitel. 3.1.1). Der Erntetermin wurde anhand der Mittelwerte von
mindestens 24 Einzelfriichten bestimmt. Dabei wurden die vom Kompetenzzentrum Obstbau
Bodensee empfohlenen Reifefenster fiir die jeweiligen Sorten herangezogen
(http://www.kob-bavendorf.de; Stand 24.10.2011). Unmittelbar nach der Ernte erfolgte das
Sortieren der Apfel per Hand in Versuchskisten. Dabei wurden Friichte, die aufgrund der
FruchtgroRe, der Grundfarbe oder der Deckfarbe fir die jeweilige Partie untypisch waren,
aussortiert. Gelagert wurden die Friichte in der Versuchslagereinrichtung des KOB. Diese
umfasst insgesamt 48 gasdichte Kunststoffbehalter zur Simulierung von CA-Bedingungen,
verteilt auf insgesamt vier Kiihlrdume. Die Halfte der Behalter umfasst ein Lagervolumen von
je 0,5 m3, die restlichen 24 Container fassen jeweils 0,25 m3. Die Kihlung der CA-Behalter
erfolgt dabei als Mantelkiihlung indirekt Gber die Kilteanlage im Kihlraum. Die Messung

und Regelung der Temperatur sowie der O,- und CO,- Gehalte im Lager erfolgt computer-
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gesteuert. Nachlagerungen, Shelf-life Versuche sowie Messungen der Ethylen- und CO,-

Produktion wurden in speziellen, temperierbaren Rdumen durchgefiihrt.

3.1 Untersuchungen zur Fruchtreife und Fruchtqualitat

Im Folgenden werden alle im Zuge der einzelnen Versuche durchgefiihrten Methoden
genauer beschrieben. Angaben zu Hersteller und gegebenenfalls Typenbezeichnung der

verwendeten Gerate und Materialien erfolgen jeweils in Klammern.

3.1.1 Untersuchungen der Fruchtqualitat

Soweit im Text nicht anders vermerkt, wurden zur Untersuchung der Qualitdtsparameter je
Variante und Probenahmetermin 3 Wiederholungen mit je 8 Friichten, also insgesamt 24
Apfel verwendet. Die Fruchtfleischfestigkeit wurde in allen Versuchen gemessen. Zusétzlich
erfolgten fiir die Bestimmung des optimalen Erntetermins (Streif-Index) Analysen zum

Gehalt an 16slicher Trockensubstanz sowie zum Starkeabbau.

Die Fruchtfleischfestigkeit wurde mit einem halbautomatischen Penetrometer (Fa. Guss,
Fruit Texture Analyzer) nach Magnus-Taylor bestimmt. Dazu wurde ein Stempel mit einer
Flaiche von 1 cm? 8 mm tief ins Fruchtfleisch gedriickt. Die Ergebnisse werden in kg/cm?
angegeben, bzw. mit dem Faktor 9,81 in Newton (N) umgerechnet. Um reprasentative Werte
zu erhalten, wurden die Messungen am Ubergang zwischen Schatten- und Sonnenseite der

Frucht nach Entfernung der Schale durchgefiihrt. Pro Frucht erfolgte jeweils eine Messung.

Die Bestimmung des Starkeabbaus erfolgte mit dem Jod-Kali-Test. Dazu wurde aus der
Frucht &dquatorial eine Scheibe herausgeschnitten und mit Lugol'scher Lésung (10 g
Kaliumjodid + 3 g Jod + 1 | destilliertes Wasser) bestrichen. Die Bestimmung des Starke-
abbaus erfolgte anhand einer Boniturskala von 1-10 (1 = kein Stareabbau; 10 = kompletter

Starkeabbau).

Zur Bestimmung des Gehaltes an l6slicher Trockensubstanz (TSS), welcher ndherungsweise
den Zuckergehalt angibt, wurden die Friichte mit einem Haushaltsentsafter (Zentrifugal-

Prinzip) entsaftet und filtriert. Die Messung des Gehaltes an l6slicher Trockensubstanz
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erfolgte mit einem digitalen Refraktometer (Atago PR1). Die Darstellung der Ergebnisse

erfolgt in °Brix.

3.1.2 Messen der CO,-Produktion wahrend der Shelf-Life Phasen

Zur Messung der CO,-Produktion wahrend der Shelf-life Phasen wurden je Variante drei
Wiederholungen zu je 4 Frichten gewogen und in Glasern (Volumen: 4,25 ) der
Respirations- Messsanlage eingeschlossen. Die maximale tolerierte Differenz zwischen den
Varianten bei Einwaage betrug dabei 50 g. Wahrend der Nachlagerung wurden die Glaser
permanent bei definiertem Durchfluss (~14-17 I/h) mit Frischluft durchspilt. Zur CO,-
Messung wurde die aus den einzelnen Gldasern ausstromende Luft Uber ein Infrarot
CO,-Melgerat (URAS-2, Fa. Mannesmann) geleitet. Die Verrechnung der Ergebnisse erfolgte
anschlieBend in ml CO,*(kg*h)™®. Abbildung 9 zeigt den schematischen Aufbau der

Respirationsmessanlage.

<o - - E.............. .................................................................. : .:.:.
Wi S = T
-.."iq_> ; ° " H

“HHHHMMM

C
A = Pumpe E = Befeuchtungseinrichtung | = Durchflussmesser
B = Ventil zur Durchflussregulierung  F = Kapillaren J = CO,-Messgerat
C = WasservorratsgefiR G =48 Gladser mit Fruchtproben K = Registriergerat und Steuerung

. der Magnetventile
D = Druckausgleich-Feinregulierung H = Magnetventile

Abbildung 9: Aufbau der Respirationsmessanlage
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3.1.3 Messen der Ethylenproduktion wahrend der Shelf-life Phasen

Zur Messung der Ethylenproduktion wahrend der Shelf-life Phasen wurden ebenfalls die
Friichte in der Respirationsmessanlage verwendet. Nachdem der Durchfluss fiir 2 Stunden
unterbrochen und die Glaser verschlossen wurden, erfolgte mit einer 10 ml Spritze die
Entnahme der Proben aus dem Headspace der einzelnen Glaser. Die Ethylenkonzentration in
den Proben wurde gaschromatographisch (Carlo Erba, Fractovap Series 2150) bei folgenden

Messbedingungen bestimmt:

Volumen der injizierten Probe: 1 ml

Detektor: FID (Flammenionisationsdetektor)

Injektor-Temperatur: 175°C

Saule: Edelstahl, 0,9m x 1/8 Zoll; Fullung: aktiviertes Aluminiumoxid, 60 mesh

Saulen-Temperatur: 100°C
Die Berechnung der Ethylenkonzentration erfolgte mit Hilfe eines definierten Standards in

Wi*(kg*h)™.

3.1.4 Methode zu Festigkeitsmessungen in unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe
Die Messungen der Gewebefestigkeit in unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe erfolgten mit
einem Gerat zur Werkstoffprifung der Firma Zwick-Roell in Ulm (Zwicki-line Priifmaschine Z
0.5). Mit dieser Methode konnten die Festigkeitseigenschaften der beiden Sorten ‘Elstar’
und ‘Pinova’ genauer charakterisiert werden. Im Gegensatz zu den Messungen mit dem
Penetrometer, bei denen ausschlieBlich die fiir das Eindringen des Messstempels maximal
notwendige Kraft (Fnax) erfasst wird, liefert diese Messmethode Informationen zur
Gewebefestigkeit in unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe. Dies ermoglicht zumindest
anndhernd eine Simulation des BeiBvorgangs in die Frucht durch den Konsumenten sowie
eine Analyse der dabei auftretenden Festigkeitsverhaltnisse. Analog zu den Messungen mit
dem Penetrometer wurden dabei ein Stempel mit einer Flache von 1 cm? verwendet und
folgende Messparameter eingestellt:

- Vorkraft: O,5N

- Geschwindigkeit Vorkraft: 50 mm/min

- Eindringtiefe: 8 mm
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- Eindringgeschwindigkeit: 200 mm/min
- Messlbertragungsrate: 100 Hz
Mit der Prifsoftware TestXpert® wurde anschlieBend ein Kraft/Weg-Diagramm zu den

jeweiligen Messreihen erstellt.

3.1.5 Mineralstoffanalysen

Der Mineralstoffgehalt pro Versuchsvariante wurde aus einer Mischprobe von jeweils 25
Apfeln bestimmt. Nach dem Waschen der Friichte in H,0 + Tween®21 (Sigma-Aldrich) wurde
aus den Apfeln dquatorial eine Scheibe herausgeschnitten, von der wiederum ein Teil der
Schatten- sowie ein Teil der Sonnenseite fiir die Durchfihrung der Analysen verwendet
wurden. Das Fruchtmaterial wurde zunachst in einer Messermiihle (GRINDOMIX GM 200, Fa.
Retsch) homogenisiert, etwa 100 g Frischsubstanz eingewogen, anschlieRend gefriergetrock-
net, nach dem Trocknen erneut gewogen und bis zur Durchfihrung der Analysen in einem
Exsikkator trocken gehalten. Zur Bestimmung des Gehaltes an Kalium, Calcium Magnesium
und Phosphor wurde 1-1,5 g des Fruchtpulvers eingewogen und bei 480 °C wahrend 6 h im
Muffelofen verascht. Der Aufschluss der Asche erfolgte mit 2 ml 20%-tiger Salzsdaure und
Uberfiihrung mit destilliertem Wasser in einen 100 ml Messkolben. Um stérende Einfliisse
durch P bei den Calcium-Messungen zu vermeiden, wurde jeder Aschelosung 0,001 M
Lanthan zugegeben. Die Bestimmung des Ca-, K- und Mg-Gehaltes erfolgte mit einem
Atomabsorptionsspektrometer (Fa. GBC, Geratetyp 908). Der P-Gehalt der Proben wurde mit
einem Spektralphotometer kolorimetrisch mit der Molybdan-Blau-Methode nachgewiesen.

Die Mineralstoffkonzentrationen werden in mg/100 g Frischsubstanz angegeben.

3.2 Biochemische sowie molekulargenetische Methoden

3.2.1 Probenaufbereitung

Weiterflihrende Untersuchungen erfolgten anhand einer Mischprobe des Fruchtfleisches
von 8-10 Einzelfriichten je Wiederholung. Dazu wurde eine Scheibe aus der dquatorialen
Ebene der Apfel entnommen, die Schale entfernt, das Fruchtfleisch mit dem Messer
zerkleinert, in Flissigstickstoff schockgefroren und bis zur Gefriertrocknung (Pio-K-E-W, Fa.

Piatkowski) bei -40°C aufbewahrt. Nach ca. einer Woche Gefriertrocknung wurde das
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Fruchtmaterial in Kunststoffbeuteln luftdicht verpackt, sodann fein gemahlen und bis zur

Durchfiihrung der Analysen wieder bei -40°C gelagert.

3.2.2 Gewinnung des Zellwandmaterials und Zellwandfraktionierung

Die Zellwandfraktionierung erfolgte in Anlehnung an Regwell et al. (1992) mit einigen
Anderungen. Das Zellwandmaterial der Apfel wurde als alkoholunléslicher Riickstand isoliert.
AnschlieBend erfolgte eine fraktionierte Extraktion des Zellwand-Materials in eine
wasserlosliche, eine komplexbildner-l6sliche sowie eine in Natriumcarbonat [Gsliche
Pektinfraktion. Im Anschluss an die Extraktionsschritte wurden die jeweiligen Fraktionen in
destilliertem Wasser auf einem Magnetriihrer flir 2 Tage mit Hilfe von Dialysemembranen
(Spectra/Por® Dialysis Membrane, MWCO: 6-8,000) dialysiert, um die Fraktion zu reinigen
und lonen des Extraktionspuffers zu entfernen. Wahrend der Dialyse wurde 2 bis 3-mal
taglich die Dialyselosung (bidest. H,0) gewechselt. Alle Zentrifugier-Schritte erfolgten bei 4°C
und 4000 g (14000 upm) fir 50 min.

3.2.2.1 Extraktion des alkoholunldslichen Zellwandmaterials

Zur Extraktion des Zellwandmaterials wurden 3 g gefriergetrocknetes Material in 15 ml| PAW
(phenol : acetic acid : water; 2:1:1 (w/v/v)) gegeben, 2 min auf dem Vortex und wahrend 15
min auf dem Probenschiittler homogenisiert, anschlieRend zentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und gesammelt (Uberstand 1). Danach wurden der Riickstand erneut in 15 ml
destilliertem Wasser resuspendiert und die vorherigen Schritte wiederholt. Die Uberstinde
aus beiden Schritten wurden zusammen gegeben, fir 2 Tage dialysiert und erneut
zentrifugiert, um eventuelle Fillungsprodukte aus der Dialyse zu entfernen. Der Uberstand
wurde anschlieBend gefriergetrocknet und gewogen. Die PAW-I6sliche Fraktion

reprasentiert Pektine, die bereits wahrend der Fruchtreife in vivo gelost wurden.

Das alkoholunlésliche Zellwandmaterial (AIR = alcohol insoluble residue) aus dem
Extraktionsschritt wurde mit Aceton gewaschen, vakuumfiltriert, gefriergetrocknet und
ebenfalls gewogen. Die Gehalte an PAW-I6slichem Pektin sowie alkoholunléslichem

Zellwandmaterial wurden bezogen auf das Gewicht in mg/g Trockensubstanz umgerechnet.
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3.2.2.2 Extraktion der Pektinfraktionen

100 mg gefriergetrocknetes Zellwandmaterial wurde wahrend 2 h bei 20°C in 20ml
destilliertem H,0 homogenisiert, anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert
(Schritt 1). Nach anschlieRender Dialyse wurde die Fraktion durch MiraCloth (Calbiochem,
Darmstadt) filtriert, gefriergetrocknet und gewogen. Die H,0-l6sliche Fraktion besteht

ebenfalls aus Pektinen, die bereits wahrend der Fruchtreife in vivo geldst wurden.

Der Riickstand aus Schritt 1 wurde in 20 ml 0,05M CDTA (1,2-Diamino-cyclohexan-N,N,N',N'-
tetraacetat) wihrend 6 h bei 20°C geschiittelt, zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert.
Der Riickstand wurde in 10 ml destilliertem H,0 resuspendiert, 5 min bei 20°C geschiittelt
und erneut zentrifugiert. Die beiden Uberstinde wurden zusammen gegeben, dialysiert, mit
MiraCloth filtriert, gefriergetrocknet und gewogen. Die CDTA-l6sliche Fraktion enthalt

ionisch, durch Ca**-Briicken gebundene Pektine aus der Mittellamelle.

Der Riickstand wurde in 20ml 0,05M Na,COs (iber Nacht (16 h) bei 4°C geschiittelt. Na,CO3
extrahiert kovalent gebundene, hoch verzweigte RG1 (Rhamnogalacturonan), also fest an die
Zellwand gebundene Pektine. Wie bei der CDTA-Extraktion wurde auch hier der Riickstand in
einem zweiten Schritt mit destilliertem H,O resuspendiert und die beiden Uberstinde
(Na,COs3 und H,0) zusammen gegeben. Vor der Dialyse wurde mit konzentrierter Essigsdure
(99-100 %) in der Fraktion ein pH-Wert von 5,0 eingestellt. Nach anschlieBender Dialyse

wurde der Uberstand filtert und gewogen.

Die Ergebnisse fiir die H,0-, CDTA- sowie Na,COs-l6slichen Fraktionen wurden bezogen auf
die eingewogene Menge an Zellwandmaterial in mg/100mg Zellwandmaterial (ZWM)
angegeben. Der Ablauf der einzelnen Extraktionsschritte ist in Abbildung 10 schematisch

dargestellt.
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AIR (Zellwandmaterial)

. . ] - . “‘unvernetzte®, nicht
Extraktion mit H,O - HyOlésliches Pektin gebundene Pektine in der
- Zellwand
Ruckstand
i i — = [ . ionisch gebundene Pekti
Extraktion mit COTA | CDTA I8sliches Pektin o Sesen]
Rickstand
; : . . “hoch verzweigte “ RG1,
Extraktion mit NaZCOS NagCO3 |6sliches Pektin kovalentgebundene
Pektine

Rickstand

Abbildung 10: Schematische Darstellung zur Extraktion der Pektinfraktionen aus alkoholunl&slichem
Zellwandmaterial (AIR = alcohol insoluble residue) (nach Crouch und Huysamer, 2010).
3.2.3 Methoden zur Bestimmung der Genexpression
Die Untersuchungen zur Genexpression zellwandabbauender Enzyme erfolgten zum einen
durch die Firma NSure in den Niederlanden, zum anderen in Zusammenarbeit mit dem
Institut fir Pflanzen-Biotechnologie der Universitat Freiburg durch Gastwissenschaftler aus
Palastina, Dr. Jamil Harb und Omar Saleh. Die Untersuchungen wurden bei NSure mit
gefriergetrocknetem Material, an der Universitat Freiburg mit in flissigem N, gefrorenem
Probenmaterial durchgefiihrt. Im Folgenden werden zur Vereinfachung die Analysen der

Firma NSure mit (1) und die Untersuchungen an der Universitdt Freiburg mit () bezeichnet.

3.2.3.1 Bestimmung der Genexpression zellwandabbauender Enzyme (l)

Um zu testen, ob die RNA des Probenmaterials wahrend des Trocknungsvorganges stabil
geblieben war, wurde RNA aus dem Fruchtmaterial isoliert und mittels Gel-Elektrophorese
sowie quantitativer PCR analysiert. Dabei wurden die ribosomale RNA sowie ein mRNA Gen
untersucht.

Zur anschlieRenden Isolierung und Vorbereitung der RNA wurde 0,5 g getrocknetes Material
verwendet. Die Isolierung der RNA erfolgte anhand einer veranderten CTAB Methode nach

Sambrook et al (2000). Die RNA wurde mit Hilfe des RNA Cleanup Protokolls von Quiagen
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(Nr. 74104) gesaubert. Nach Behandlung der RNA mit 2U SIGMA DNAse wurden 0,5ug RNA
mit einem iScript Synthesis Kit von Bio-Rad (Nr. 170-8890) in cDNA umgesetzt. AnschlieRend
erfolgte eine RT-PCR mit iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Nr. 170-8882) 10 s bei 95°C und
20 s bei 55°C auf einem MyiQ terminal Cycler. Die mRNA- Expressionswerte wurden mit Hilfe
der 2-ACT Methode berechnet (Livak und Schmittgen, 2001), wobei B-Aktin als endogene

Referenz verwendet wurde.

Tabelle 1: Umrechnungsfaktoren zur spateren vergleichenden graphischen Darstellung der normali-
sierten Werte der Genexpressionsanalysen.

Enzym/ Gen Multiplikationsfaktor
Polygalacturonase x10™
Endoglucanase x 10
Pectatlyase x 10°
B-Xylosidase x1
B-Galactosidase x10"
Pectinmethylesterase x10"

Die Ergebnisse wurden als normalisierte Expression ausgedriickt. Zur vergleichenden
Darstellung in den Graphiken erfolgte die Umrechnung der Expression in relative Werte
anhand der in Tabelle 1 dargestellten Faktoren. Tabelle 2 zeigt Accession-Nummern sowie

Primersequenzen der entsprechenden Gene.

Tabelle 2: Accession-Nummern und Primersequenzen der analysierten Gene (I) zellwandabbauender

Enzyme.
Gen Accession Number Forward Reverse
Pectatlyase AY376878.1 CATGACGCACCATGATAAGG TGATTGAACGCAATGGTGAT
Endo B-1,4-Glucanase |EB153493 ATGTCCTCTATGGCGAGGTG CTTGTAAGCCTGGCGGTTAG
Pectinmethylesterase |Mdltx7526A12.g1 TAAATGTCGAGGTCGGGAAG TAAACCCATCACCAACAGCA
B-Xylosidase AB007121.1 TGCTGATGTTCTATTCGGCACTACA  ACACAACTGGGCCCTTGTAAAATCT
Polygalacturonase 51507672 CTCGAGCTCGGTTATAGGAACAGGT TCCCAAGCTACCAATACTGATTCCA
B-Galactosidase 51507376 GTCAGGGTGGAAATGGACATACAAG TGGTCCTTCTACCCATTCAACAGAA
rRNA GU198997 TGACGGAGAATTAGGGTTCG CCTCCAATGGATCCTCGTTA
Actin GQ339778 TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC
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3.2.3.2 Bestimmung der Genexpression zellwandabbauender Enzyme (l1)

RNA Extraktion: Die RNA Extraktion erfolgte nach Chang et al. (1993) mit einigen
Veranderungen. 20 ml eines vorgewarmten (65°C) und mit 2-Mercaptoethanol-behandelten
(2 % v/v) CTAB Puffers wurden zu 8 g in flussigem N, gefrorenem, gemahlenem
Fruchtgewebe (ohne Schale) hinzugegeben. Nach dem Mischen wurden die Proben bei 65°C
fir 10 min inkubiert und anschlieRend bei Raumtemperatur fir 10 min bei 8000 upm
zentrifugiert. Anschliefend wurde die entsprechende Menge Chloroform : Isoamylalcohol
(24:1) zweimal zum Uberstand hinzugegeben und wahrend 20 min erneut bei 8000 upm
zentrifugiert, bevor die RNA mit 5 M LiCl Uber Nacht bei 4°C ausgefallt wurde. Nach
anschlieendem Zentrifugieren (8000 upm) bei 4°C fir 60 min wurde der Niederschlag
zweimal mit 70 % EtOH gewaschen, fir 10 min zentrifugiert und bei Raumtemperatur unter
der Sterilbank getrocknet. Der Niederschlag wurde in RNAse-freiem H,O erneut gelost, fur 5
min auf 65°C erhitzt und auf dem Vortex geschiittelt um die RNA zu I6sen. Zum Schluss
wurden die unloslichen Partikel bei 13000 upm und 4°C wdhrend 10 min abzentrifugiert.
Quantitat und Qualitat der RNA wurden photometrisch und durch Gelelektrophorese (1%
Agarose-Gel) bestimmt. Die RNA wurde anschlieBend mit einem RNeasy® MinElute® Cleanup
Kit (Qiagen) aufgereinigt und der DNase-Behandlung mittels RNase-Free DNase Set (Qiagen)

unterzogen.

gPCR Analyse: Die cDNA wurde aus 2pug DNA-verdauter RNA mit Hilfe eines TagMan reverse
transcription reagents kit (Applied Biosystems) entsprechend dem Protokoll des Herstellers
mit random-Hexamer-Primern synthetisiert. Das PCR Programm erfolgte dabei wie folgt: 10
min bei 25 °C, 1 h bei 48 °C und 5 min bei 95 °C. Um die quantitativen Veranderungen in der
Expression der ausgewadhlten Gene zu erfassen, wurden Gen spezifische Primer entworfen
(Tabelle 3), basierend auf Sequenzen aus der NCBI Datenbank. Pro Variante wurden zwei
biologische mit jeweils drei technischen Wiederholungen verwendet. Jede technische
Wiederholung erfolgte mit 50 ng cDNA. AnschlieBende gRT-PCRs wurden mit einem
SensiMix kit (Bioline) an einem LightCycler 480l (Roche, Applied Science, Penzberg)
ausgefiihrt. Folgendes Programm wurde dabei gefahren: 10 min bei 95 °C (hot start), 15 sec

bei 95°C, 1 min bei 60 °C und 20 sek bei 72 °C (Amplikationszyklen = 40), dann 5 min bei
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95°C, anschliefend 1 min bei 65 °C. Danach wurde die Temperatur auf 95 °C erhoht (melting

step). Im letzten Schritt wurde auf 40°C wahrend 30 sec gekihlt.

Die Expressionslevel der untersuchten Gene wurden bezogen auf die Transkriptions-

abundanz des Referenz-Gens 18S nach Livak und Schmittgen (2001) berechnet.

Tabelle 3: Gen spezifische Primer zur Bestimmung der Genexpression zellwandabbauender Enzyme

Gen Accession Number Forward Reverse

Md-AFasel [AY309436.1 GAATCGAGCGATGTCATCAGGACT  CGACTGACCACATACTACATGCCA
Md B-GS L29451 TCAACTCTGCCACTCTCTCTCTGT TCCCTTGCTTCTGAAACGCTCA
MdEXP2 AY083167 AGCACTTTGATTTGGCTGAGCCTG TCCCTTCTTCACACACGAAACCCT
MdXTH10 [EU494969 CAATCCCCAAGAAGCTGAAAGACTG TCTGCTCCGGTGGTGATGCTT
MdXTH2 EU494961 TCAGGCACTTCCCGTTGTCCTT GCCCTGTGGAATCGAGTGACTGA
MdPG L27743.1 GGAATTGATCAGGCCAAGAA GCTCCACTGGAAGAACAAGC
Md-PL Y376878.1 ACCTCGCTTTGTTTCTCTGAGGCT GTCAACACTTCAACACTTGTCTTCTC
185* GU198997 CGGAGAGGGAGCCTGAGAA CCCGTGTTAGGATTGGGTAATTT

3.3 Methodenentwicklung zur Bestimmung der Aktivitat zellwandabbauender
Enzyme

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit bestand darin, Methoden zur Bestimmung der Aktivitat
zellwandabbauender Enzyme zu priifen und entsprechend zu optimieren. Zur Durchfihrung
der enzymatischen Untersuchungen wurden zunachst 100 mg gefriergetrocknetes,
gemahlenes Fruchtmaterial verwendet. Die Enzymextraktion erfolgte mit entsprechendem
Puffer nach Lohani et al. (2004). Die Ergebnisse wurden anfangs bezogen auf den Gesamt-
gehalt an Protein im Extrakt als spezifische Aktivitdt ausgedriickt. Die Bestimmung des
Proteingehaltes im Extrakt erfolgte nach Bradford (1976) mit Hilfe des Protein Assay Kits von
Bio-Rad (Minchen). Dabei wurden 900 pl des entsprechenden Puffers, 100 pl Enzymextrakt
sowie 200 pl Enzym-Assay-Reagenz in Einmalkivetten fir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend erfolgte photometrisch die Bestimmung der Proteinkonzentration
bei einer Wellenlange von 595 nm. Als Standard diente BSA (bovine serum albumin) von Bio-
Rad. Der Gehalt an Gesamtprotein im Enzymextrakt wurde in mg pro Menge eingewogenem

Fruchtmaterial (~100 mg Trockensubstanz) angegeben.

69



Material und Methoden

Die Aktivitdt der Pektinmethylesterase (PME) wurde zunachst nach Hagermann und Austin
(1986) mit leichten Veranderungen bestimmt, wobei eine 0,5%-ige Pektinlosung (w/v) als
Substrat diente. Die Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat (B-Gal) erfolgte nach Vicente
et. al. (2005). Die Ergebnisse wurden als g freies p-Nitrophenol*(mg Protein*h)™ bei einer
Wellenldange von 410 nm erfasst. Die Bestimmung der Polygalacturonase-Aktivitat (PG)
wurde nach Pathak und Sanwall (1998) durchgefiihrt. Als Substrat diente dabei eine 1%-ige
(w/v) Pektin-Losung (Sigma-Aldrich) mit pH 4,5. Die Ergebnisse wurden als Menge an
freigewordener Galacturonsdure [ug]*(mg Protein*h)’ angegeben. Abbildung 11 zeigt
exemplarisch die als Polygalacturonase-Aktivitat bestimmten Werte 1-MCP-behandelter

sowie unbehandelter Apfel der Sorte "Pinova’ wihrend 10 Wochen Lagerung bei 10°C.

Pinova: Polygalacturonase

A5 o

Akt. spez. [umol GalUa* (mg*Protein*min}!]

Wochen Lagerung bei 10°C

Abbildung 11: Ergebnisse nach der urspriinglichen Methode zur Bestimmung der
Polygalacturonase-Aktivitat: spezifische Enzymaktivitdt bei 'Pinova’ wahrend 10
Wochen bei 10°C.

Uberraschenderweise zeigten sich zu Beginn in den Analysen an den mit 1-MCP behandelten
Frichten in einem GroBteil der durchgefiihrten enzymatischen Messungen stets hohere
Enzymaktivitdten als an den Kontrollfriichten, obwohl auf Grund des verbesserten Erhalts
der Fruchtfleischfestigkeit an diesen Friichten sowie aufgrund von Angaben aus der Literatur
(z.B. Jeong und Huber, 2004; Wei et al.,, 2010) eine Hemmung der Enzymaktivitdten zu

erwarten gewesen ware.
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Um die Richtigkeit dieser Ergebnisse zu (iberprifen wurde versucht, das Vorhandensein
eventueller Stérfaktoren zu untersuchen und diese gegebenenfalls zu identifizieren bzw. zu

eliminieren.

3.3.1 Nachweis von Storfaktoren durch Proteinaufreinigung mittels Ultra-Filtration

Zur Trennung der Proteine im Extrakt von eventuellen StorgroRen erfolgte vor dem Messen
der Enzymaktivitat zundchst eine Ultra-Filtration des Extrakts mit Hilfe von Zentrifugenfiltern
(Amicon Ultra-0.5, Millipore). Die molekulare Trenngrenze (MWCO) der Filtrationsmem-
brane betrug dabei 10000. In Abbildung 12 werden die einzelnen Schritte schematisch
dargestellt. Zunachst wurden 500 pl vom Enzymextrakt in den Zentrifugenfilter-Einsatz
pipettiert. Nach 30 min zentrifugieren bei 13000 upm erfolgte die Rickgewinnung des
Proteins durch Herausnehmen des Filtereinsatzes, Wenden, Einsetzen in ein sauberes
Zentrifugenrohrchen sowie erneutes Zentrifugieren wahrend 2 min bei 1500 upm. Das
Proteinkonzentrat wurde anschlieRend mit entsprechendem Reaktionspuffer wieder auf das
anfangliche Volumen von 500 pl aufgefiillt. Die Messung der Enzymaktivitdit am Beispiel der
Polygalacturonase sowie die Bestimmung des Gesamtgehaltes an Protein im Extrakt
erfolgten sowohl im Proteinkonzentrat als auch im Protein-freien Filtrat. Parallel dazu
wurden die Analysen mit identischem Fruchtmaterial ohne vorherige Protein-Aufreinigung

durchgefiihrt.

Abbildung 12: Schematischer Ablauf der Protein-
Aufreinigung mit Zentrifugenfiltern
(Quelle: www.millipore.com; Stand:
24.10.2011)

Spin Recover Collect

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Polygalacturonase-Aktivitdt bezogen
auf das Trockengewicht der Einwaage im proteinfreien Filtrat, im Proteinkonzentrat sowie
im Standard-Enzymextrakt. Die gemessene Enzymaktivitat war im Filtrat vergleichbar mit der

Messung im Standard-Enzymextrakt und damit deutlich héher als im Proteinkonzentrat.
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Aktivitdt PG
[umol GalUA.*(100mg TS*min)*]
()}

+MCP -MCP +MCP ‘ -MCP +MCP ‘ - MCP ‘

Filtrat (ohne Protein) Proteinkonzentrat Standard-Enzymextrakt ‘

Abbildung 13: PG-Aktivitat im Filtrat, Proteinkonzentrat sowie im Standard-Enzymextrakt; die Fehler-
indikatoren geben die Standardabweichung an.

In Abbildung 14 wird der gemessene Gesamtproteingehalt im Filtrat, Proteinkonzentrat und
im Standard-Extrakt dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass zwar auch im Filtrat eine
Restmenge an Protein zu finden war, der GroBteil an gemessenem Protein jedoch, wie zu
erwarten, im Proteinkonzentrat vorlag. Im Standard-Extrakt war der Gehalt insgesamt am

hochsten.

0,012 T - T T T T TS ST CS oSS SoSoooooosoooooooo
0,010 -
0,008 -
0,006 -
0,004 -

0,002 -

0,000

Gesamtprotein [mg*(100mg TS)?]

+MCP ‘ - MCP +MCP - MCP +MCP - MCP

ohne Protein Proteinkonzentrat Standard-Enzymextrakt

Abbildung 14: Menge an Gesamtprotein im Filtrat, Proteinkonzentrat sowie im Standard-Enzym-
extrakt; die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an.

Abbildung 15 zeigt die berechnete spezifische PG-Aktivitdt bezogen auf die Menge an
Protein im Extrakt. Hierbei wird deutlich, dass vor allem im Uberwiegend Protein-freien
Filtrat hohe Werte an spezifischer Aktivitdat gemessen wurden. Dies zeigt, dass sich im

Enzymextrakt Storfaktoren befinden, welche die Farbreaktion und folglich photometrische
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Messung beeinflussen und dementsprechend félschlicherweise als Enzymaktivitat
interpretiert werden. Um zu (berprifen, ob es sich dabei um Monosaccharide im

Enzymextrakt handelt, wurden weitere Untersuchungen mittels Gelfiltration durchgefihrt.
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Abbildung 15: Spezifische PG-Aktivitat im Filtrat, Proteinkonzentrat sowie im Standard-Enzymextrakt;
die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an.

3.3.2 Nachweis des Einflusses von Monosacchariden mittels Gelfiltration

Zum Uberpriifen der Hypothese, dass freie, im Enzymextrakt bereits vorhandene Mono-
saccharide die Ergebnisse der photometrischen Messungen beeinflussen und somit deren
Gehalt falschlicherweise als Enzymaktivitat interpretiert wird, erfolgte eine Fraktionierung
des Enzymextraktes mit Hilfe von Sephadex-Gelfiltrations-Saulen (PD-10 Desalting Column,
GE Healthcare). Das Verfahren funktioniert nach dem Prinzip der GréBenausschluss-
chromatographie, wobei Molekiile entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt werden.
Niedermolekulare Verbindungen, wie z.B. Monosaccharide, kénnen in die Poren des Gels
eindringen und laufen dementsprechend langsamer durch die Sdule als héher molekulare
Verbindungen. Die jeweilige Porositat des Gels bestimmt dabei den Fraktionierungsbereich
des Typs (Determann, 1967). Das Kalibrieren der Sidulen erfolgte zunachst mit BSA (bovine
serum albumin ) in zwei verschiedenen Konzentrationen (0,1% und 1%). Zuvor wurden die
Saulen mit 25 ml des entsprechenden Puffers equilibriert. Nach dem Auftragen auf die Saule
wurde der BSA Standard erneut mit entsprechendem Puffer eluiert. Das Eluat wurde in 1 ml

Fraktionen aufgefangen und anschlieBend Proteingehalt, Enzymaktivitat am Beispiel der
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Polygalacturonase, sowie der Gehalt an verschiedenen Monosacchariden in den einzelnen

Fraktionen mittels Hochfllssigkeitschromatographie (HPLC) bei folgenden Bedingungen

bestimmt:
- Detektor: Electrochemical Detector ED 40 (Dionex)
- Pumpe: Gradient Pump GP 40 Dionex (isokratisch mit 1,0 ml/min Flow)
- Saulen:

Vorsiulen: (1) Borate Trap™; 4 x 50 mm, Trap Column (Dionex)

(2) CarboPac™ PA — 100; 4 x 50 mm, Guard (Dionex)

Hauptsaule:(3) CarboPac™ PA — 100; 4 x 250 mm, Analytical (Dionex)

- Laufmittel: 100 mM NaOH

- Laufzeit: Insgesamt 25 min (nur die ersten 15 min wurden aufgezeichnet)
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Abbildung 16: Gesamtproteingehalt (nach Bradford), gemessene Enzymaktivitdt (in vitro) sowie
Gesamtgehalt an Sorbit, Mannit, Glucose, Fructose und Saccharose in den mittels

Gelfiltration aufgetrennten 1ml-Fraktionen.
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Abbildung 16 zeigt den Gesamtproteingehalt, den Gehalt an einzelnen Sacchariden sowie die
mit der Methode zur Bestimmung der Polygalacturonase-Aktivitit erfasste Anderung der
Absorbanz (A Abs.) in den aufgetrennten 1 ml Fraktionen. Dabei wird deutlich, dass vor allem
in den monosaccharid-haltigen Fraktionen photometrisch eine deutliche Erhdéhung der
Absorbanz gemessen werden konnte, kaum jedoch in den proteinhaltigen Fraktionen.

In einer anschlieBRenden Korrelationsanalyse wurde der statistische Zusammenhang
zwischen als PG-Aktivitdt gemessener Absorbanz und dem Gesamtproteingehalt bzw. Gehalt
des jeweiligen Saccharids in den Fraktionen bestimmt. Der Test auf Signifikanz erfolgte dabei
tabellarisch anhand der Zufallshochstwerte des Korrelationskoeffizienten bei einseitigem
Test. Wie Tabelle 4 zeigt, konnte zwischen der mit der urspriinglichen Polygalac-turonase-
Methode bestimmten Absorbanz [A Abs.] und den einzelnen Sacchariden ein
hochsignifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Tabelle 5 hingegen zeigt, dass
zwischen Proteingehalt und gemessener Enzymaktivit kein Zusammenhang bestand. Dies
bestatigt eindeutig die These, dass Verdanderungen vor allem im Gehalt an Monosacchariden
zu einer falschlichen Interpretation der Enzymaktivitdten fihren. Ausgehend von diesen
Erkenntnissen wurden in weiteren Schritten die Methoden zur Bestimmung der Enzym-
aktivitat angepasst und ein Schritt zur Aufreinigung des Proteinextraktes bzw. zur

Eliminierung von Monosacchariden im Extrakt integriert.

Tabelle 4: Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen Sacharid-Gehalt und gemessener
A Absorbanz (Polygalacturonsase Methode nach Pathak und Sanwall (1998)) in den
einzelnen Fraktionen; a%=0,1.

Korrelation zwischen Saccharid-Gehalt [g/1] und gemessener A Absorbanz
Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | Korrel.-Koeff. | Signifikanz
AAbsorbanz | 0,07 006 010 011 -005 -028 167 267 264 171 040 014 006 0,06 059 oy
Sorbit 000 000 000 000 000 003 062 107 05 013 001 000 000 0,00
A Absorbanz | 0,07 006 010 011 -0,05 -028 1,67 267 264 171 040 014 006 0,06 058 .
Mannitol | 0,00 000 000 000 000 001 020 019 017 002 000 000 000 0,00
A Absorbanz | 0,07 006 010 011 -0,05 -028 1,67 267 264 171 040 014 006 0,06 050 i
Glucose | 000 000 000 000 000 013 197 400 224 051 005 001 000 0,00
AAbsorbanz | 0,07 006 010 011 -005 -028 167 267 264 171 040 014 006 0,06 052 i
Fructose | 0,00 0,00 000 000 000 036 633 1427 929 205 021 002 001 001
AAbsorbanz | 0,07 006 010 011 -005 -028 167 267 264 171 040 014 006 0,06 07 oy
Saccharose | 0,00 0,00 000 000 000 010 060 066 027 006 00l 000 000 0,00
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Tabelle 5: Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen Gesamtprotein-Gehalt und gemessener
A Absorbanz (Polygalacturonsase Methode nach Pathak und Sanwall (1998)) in den
einzelnen Fraktionen; a%=0,1.

Korrelation zwischen Gesamtproteingehalt [(mg/ml)*10] und gemessener A Absorbanz
Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | Korrel.-Koeff. | Signifikanz
Proteingehalt| 0,20 0,11 -0,14 1,78 1,83 011 012 0,0 000 0,08 -006 -0,30 -0,20 -0,20
Sorbit 0,00 0,00 000 000 000 003 062 107 05 013 001 000 0,00 0,00 o e
Proteingehalt| 0,20 0,11 -0,24 1,78 183 011 0,12 0,10 000 0,08 -0,06 -0,30 -0,20 -0,20
Mannitol 0,00 000 000 000 000 001 020 0,19 017 002 0,00 000 0,00 0,00 o e
Proteingehalt| 0,20 0,11 -0,14 1,78 18 011 012 0,10 000 0,08 -0,06 -030 -020 -0,20
Glucose 0,00 0,00 000 000 000 013 197 400 224 051 005 001 000 0,00 o e
Proteingehalt| 0,20 0,11 -0,14 1,78 18 011 012 0,10 000 0,08 -0,06 -030 -020 -0,20
Fructose 0,00 0,00 000 000 000 036 633 1427 929 205 021 002 001 0,01 o e
Proteingehalt| 0,20 0,11 -0,24 1,78 1833 011 0,12 0,20 000 0,08 -0,06 -0,30 -0,20 -0,20
Saccharose | 0,00 0,00 000 000 000 010 060 066 027 006 001 000 0,00 0,00 08 e

3.3.3 Bestimmung der Aktivitat zellwandabbauender Enzyme

3.3.5.1 Erstellen des Enzymextrakts

Da wahrend der spateren Proteinaufreinigung mittels Gelfiltration eine Verdinnung der
Enzymkonzentration im Extrakt erfolgt, wurde die Menge an Extraktionspuffer auf 500 ul je
Extraktionsschritt reduziert, um eine ausreichende Proteinkonzentration zu gewaéhrleisten.
Die Menge an gefriergetrocknetem Fruchtmaterial betrug nach wie vor 100 mg. Nach 2 min
Homogenisieren der Proben (Vortex) wurden diese 20 min in Eis auf den Probenschittler
gegeben, danach 45 min bei 4°C und 13000 upm zentrifugiert und der Uberstand abgenom-
men und aufbewahrt. Der Extraktionsschritt wurde anschlieBend in gleicher Weise zweimal
wiederholt. Die Uberstinde aus den drei Extraktionen wurden gemischt, auf Eis gesetzt und

far weitere Schritte als Enzymextrakt verwendet.

3.3.5.2 Enzym-Aufreinigung mittels Gelfiltration

Die Eliminierung der Monosaccharide und damit Aufreinigung des Enzymextrakts erfolgte
wie in den Vorversuchen mit Hilfe von Sephadex-Gelfitrations-Sdulen (PD-10 Desalting
Column, GE Healthcare, siehe Kapitel 3.3.2). Dazu wurden die Saulen zunachst mit 25 ml des
entsprechenden Reaktionspuffers, der spater fiir die Messung der Enzymaktivitdt verwendet

wurde, equilibriert und der Durchfluss verworfen. AnschlieBend wurde 1 ml des
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entsprechenden Enzymextraktes auf die Sdule gegeben und gewartet, bis die Probe
vollstdndig in die Saule eingedrungen war. Der Durchfluss wurde erneut verworfen. Danach
erfolgte die Zugabe von 2 ml des entsprechenden Puffers auf die Saule. Das Filtrat wurde
wiederum verworfen. Im Anschluss daran wurden erneut 2 ml des Reaktionspuffers auf die
Sdule gegeben, das Filtrat in 2ml Zentrifugen-Rohrchen (Eppendorf) aufgefangen, in Eis
gesteckt und fiir die weitere Messung der Enzymaktivitdt verwendet. Die Reinigung der

Sdule erfolgte durch mehrmaliges Spiilen mit 10-15 ml 0.2 M NaCl Lésung.

3.3.5.3 Messen der B-Galactosidase-Aktivitat

Zur Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat diente 4-Nitrophenyl B-D-Galactopyranosid
(PNP-Gal) (Sigma-Aldrich) als Substrat. 600 pul 10 mM PNP-Gal-Lésung (pH 4,5) wurden mit
700 pl Enzymextrakt in ein Reagenzglas gegeben. In der Nullprobe wurde der Enzymextrakt
durch 50 mM Acetat-Puffer (pH 4,5) ersetzt, da zuvor in Tests bezliglich der Ergebnisse kein
Unterschied zwischen abgekochtem Extrakt (zur Inaktivierung der Enzyme) und Reaktions-
puffer in der Nullprobe festgestellt werden konnte. Nach 45 min Inkubation bei 40°C wurden
300 pl der Probe in 1000 pl 0.4 M Na,CO3 gegeben. Da die Farbe von p-Nitrophenol, dem
Endprodukt der enzymatischen Reaktion, bei einem pH-Wert zwischen 5,4 und 6,6 von
farblos in gelb umschlagt, dient die Intensitat der Gelbfarbung als Indikator fiir die Aktivitat
des Enzyms. Die Bestimmung der Enzymaktivitdit wurde photometrisch in Kivetten
(Plastibrand, 1,5ml halbmicro, PMMA) bei einer Wellenldange von 410 nm durchgefiihrt. Die
Berechnung der Ergebnisse erfolgte anhand einer zuvor erstellten Standardkurve als freies

p-Nitrophenol*(100 mg Trockensubstanz*h)™.

3.3.5.4 Messen der Pektinmethylesterase-Aktivitat

Zur Bestimmung der Pektinmethylesterase (PME)-Aktivitat wurde Apfel-Pektin (Sigma-
Adrich) (0,5%, w/v, pH 7,5) als Substrat verwendet. 800 pl Pektinlésung, 200 pl 0,01% (w/v)
Bromothymolblau (Fluka) sowie 100 pl Enzymextrakt wurden in eine Kivette (Plastibrand)
gegeben, durch vorsichtiges Wenden homogenisiert und anschlielend wahrend 5 h bei 28°C
inkubiert. Bromothymolblau verfarbt sich bei einem pH-Wert zwischen 6 und 7,6. Bei pH < 6

nimmt es gelbe Farbe, bei pH > 7,6 blaue Farbe an. Durch die Abspaltung der Methyl-
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estergruppen am Pektinmolekiil infolge der PME-Aktivitat (siehe Kapitel 2.4.3.4) kommt es

zur pH-Wert Erniedrigung im Enzymextrakt und somit zu einer Gelbfarbung der Probe. Die

Bestimmung der PME-Aktivitdit wurde photometrisch bei einer Wellenldange von 620 nm

durchgefiihrt. Da die gemessene Aktivitat auf den Veranderungen des pH-Wertes durch die

PME-Aktivitat beruht, erfolgt die Darstellung der Ergebnisse nicht als Menge des

entsprechenden Endproduktes der enzymatischen Reaktion sondern als A Absorbanz*(100

mg Trockensubstanz*h)™.

3.4 Durchfiihrung der Lagerversuche

Im Verlauf der verschiedenen Versuchsjahre wurden im Einzelnen die in Tabelle 6 im

Uberblick gezeigten Lagerversuche und Analysen durchgefiihrt.

Tabelle 6: Ubersicht zu den in den einzelnen Versuchsjahren durchgefiihrten Untersuchungen

Versuch|Versuchsjahr Titel/ Thema Durchgefiihrte Analysen
1 2007/2008 Einfluss verschiedener Lager- - Reifetest und Fruchtqualitat
verfahren auf Fruchtreife und - CO, und Ethylenbildung
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel |- Aktivitit zellwandabbauender Enzyme
- Genexpression zellwandabbauender Enzyme
2 2007/2008 Einfluss von Calcium auf - Reifetest und Fruchtqualitat
Fruchtreife und - Mineralstoffanalysen
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel |- CO, und Ethylenbildung
- Aktivitat zellwandabbauender Enzyme
- Zellwandfraktionierung (Pektinabbau)
- Genexpression zellwandabbauender Enzyme
3 2007/2008 Einfluss von Ethylen auf - Reifetest und Fruchtqualitat
Fruchtreife und - CO; und Ethylenbildung
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel
4 2008/2009 Shelf-life-Versuch bei 10°C - Reifetest und Fruchtqualitat
- Aktivitat zellwandabbauender Enzyme
- Zellwandfraktionierung (Pektinabbau)
5 2008/2009 Einfluss verschiedener Lager- - Reifetest und Fruchtqualitat
verfahren auf Fruchtreife und - CO, und Ethylenbildung
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel
6 2008/2009 Einfluss von Ethylen auf - Reifetest und Fruchtqualitat
Fruchtreife und
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel - €Oz und Ethylenbildung
7 2009/2010 Einfluss des Erntetermins auf die - Reifetest und Fruchtqualitat
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel
8 2009/2010 Einfluss der Temperatur auf das - Reifetest und Fruchtqualitat
Festigkeitsverhalten beim Apfel - CO, und Ethylenbildung
- Messungen der Gewebefestigkeitin
unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe
9 2010 Untersuchungen zur Wirkung von |- CO, und Ethylenbildung

1-MCP und Ethylen auf die
Fruchtreife beim Apfel

78



Material und Methoden

3.4.1 Untersuchungen zum Einfluss des Erntetermins

An den Sorten “Elstar’, "Pinova’ und ‘Golden Delicious” wurde der Einfluss des Erntetermins

auf Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel untersucht. Dazu wurde jede der

drei Sorten in wochentlichem Abstand zu 5 verschiedenen Terminen geerntet, wobei Termin

4 jeweils dem fiir Langzeitlagerung optimalen Termin entsprach. Bei ‘Golden Delicious’

erfolgten nur 4 Erntetermine (T2-T5). In Tabelle 7 werden die Parameter Fruchtfleisch-

festigkeit, Starkeabbau, Gehalt an |6slicher Trockensubstanz sowie der berechnete Streif-

Index fur die einzelnen Erntetermine dargestellt.

Tabelle 7: Versuch zum Einfluss des Erntetermins auf die Fruchtfleischfestigkeit bei “Elstar’, *Pinova’
sowie 'Golden Delicious’ Apfeln: Fruchtfleischfestigkeit, Gehalt an l8slicher Trocken-
substanz (TSS = total soluble solids), Starke-Index sowie Streif-Index zu den jeweiligen
Ernteterminen.

Sorte |Parameter Ernte 1 Ernte 2 Ernte 3 Ernte 4 Ernte 5
Festigkeit [N] 76,2 70,7 68,7 61,4 60,7
Elstar TSS [° Brix] 12,1 12,5 13,0 13,7 14,6
Starke [1-10] 1,0 1,0 1,9 3,9 4,4
Streif-Index 0,64 0,58 0,29 0,12 0,10
Festigkeit [N] 89,9 81,4 77,5 72,7 73,9
. TSS [° Brix] 11,8 12,5 12,8 13,3 13,8

Pinova .

Starke [1-10] 2,9 3,0 3,8 4,4 5,0
Streif-Index 0,27 0,23 0,16 0,13 0,11
Festigkeit [N] 75,2 71,5 71,5 65,5
Golden D. TSS [° Brix] 13,3 13,1 13,8 13,5
Starke [1-10] 4,8 5,4 7,1 8,5
Streif-Index 0,12 0,10 0,07 0,06

Im Anschluss an die Ernte wurden die Friichte bei 10°C unter normaler Atmosphare und

Folienabdeckung zur Minderung von Verdunstungsverlusten bis zu einer Dauer von 73 Tagen

gelagert.

Zu jeweils

fleischfestigkeit [N].

10 Probenahmeterminen erfolgte die Messung der

Frucht-
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3.4.2 Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur

Um den Einfluss der Temperatur auf das Festigkeitsverhalten bei verschiedenen Apfelsorten
genauer zu prifen, wurden Untersuchungen mit den Sorten ‘Elstar’ sowie ‘Pinova’
durchgefiihrt. Im Anschluss an die Ernte wurde die Halfte der Versuchsfriichte pro Sorte mit
1-MCP (625 ppb) behandelt. AnschlieRend erfolgte die Lagerung bei 1°C, 3°C sowie 6°C bis zu
20 Wochen. In wéchentlichem Abstand wurde die Fruchtfleischfestigkeit [N] gemessen. Nach
8 Wochen Lagerung erfolgten zusatzliche Untersuchungen zur Gewebefestigkeit in

unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe (Kraft/Weg- Diagramm).

3.4.3 Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Lagerverfahren

Um den Einfluss verschiedener Lagerverfahren auf Fruchtfleischfestigkeit und Fruchtreife
beim Apfel zu erfassen wurden in zwei Jahren (2007/2008; 2008/2009) Versuche mit den
beiden Sorten ‘Elstar und ‘Pinova’ durchgefihrt. In Tabelle 8 werden die jeweiligen

Erntetermine, Lagerbedingungen sowie Aus- und Nachlagertermine dargestellt.

Tabelle 8: Versuche zum Einfluss verschiedener Lagerverfahren auf Fruchtfleischfestigkeit und
Fruchtreife beim Apfel (2007-2008; 2008-2009): Streif-Index, Lagerbedingungen, Ernte-
sowie Analysentermine (Auslag.=Auslagerung; NL=Nachlagerung bzw. Shelf-life).

Streifindex Lagerbedingungen Termine
Jahr| Sorte ]
PR | lager Temp.['C] O, COp| Ernte NLI  Auslag.1 NLUI  Auslag.2  NLII
Kiihllager 1 - -
o .1 23,0807 £ 1: 0309071 ) 11 2007 | 06.12.2007 | 06.05.2008 | 13.05.2008
o Emte2=009 | CA 3 3 3 |E2:03.00.07| £ 2:14.0007 | o e h
o
2 uLo 1 1 25
~~
~
S Kiihllager 1 - -
~ Ernte 1= 0,18 E.1: 10.09.07 | E. 1: 21.09.07
Pinova| o 10.12.2007 | 20.12.2007 | 14.05.2008 | 21.05.2008
Emte2= 016 | CA 3 25 3 |E2:19.00.07] £ 2:001007
ULo 1 1 25
Kiihllager 1 i i
o | istar | Ernte=0,12 09.09.2008 | 19.09.2008 |26.01.2009 |05.02.2009 | 02.06.2009 | 15.06.2009
S uto 1 1 25
~~
2 Kiihllager 1 i i
S | pinova| Emte=0,14 29.09.2008 | 09.10.2008 | 26.01.2009 |05.02.2009 | 02.06.2009 | 15.06.2009
ulo 1 1 25
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In 2007/2008 erfolgte die Ernte zu zwei Terminen, wobei der erste Termin einem fiir die CA-
Lagerung (blichen Zeitpunkt entsprach. Da bei anschlieBender Behandlung mit 1-MCP ein
verzogerter Erntetermin empfohlen wird, um eine ausreichende geschmackliche Qualitat zu
gewadhrleisten, wurde die zweite Ernte 10 Tage verzogert durchgefihrt und entspricht damit
einem fir die 1-MCP-Behandlung geeigneten Erntezeitpunkt. In 2008/2009 erfolgte die
Ernte nur zu einem Termin. Unmittelbar nach der Ernte wurden die Apfel randomisiert in
Versuchskisten sortiert und die Halfte der Versuchsdpfel in gasdichten Lagerbehadltern
wahrend 24 Stunden bei 1°C mit 1-MCP (625 ppb) behandelt (siehe Kapitel 3.4.7). Die
Lagerung der unbehandelten Kontrollfriichte erfolgte wahrend dieser Zeit ebenfalls bei 1°C
im Kihllager. AnschlieBend wurden die Behélter gedffnet und die Friichte entsprechend
unter Kuhllager-, CA- oder ULO- Bedingungen eingelagert (siehe Tab. 8). In 2007/2008 wurde
zusatzlich eine “Energiespar-Variante” bei 3°C durchgefiihrt. Da bei 'Elstar’ in dieser CA-
Lagervariante technische Fehler bei der Regulierung der CA-Konzentrationen auftraten,
konnten die Ergebnisse nicht fur weiterfiihrende Auswertungen verwendet werden. Im
Anschluss an die einzelnen Auslagertermine wurden die Friichte einer Nachlagerung bei 20°C
unterzogen, um Verkaufsbedingungen (Shelf-life) zu simulieren. Wahrend dieser Nachlager-
phase erfolgten taglich Messungen der Atmung sowie in zweitagigen Abstanden der
Ethylenproduktion der Friichte (siehe Kapitel 3.1.2; 3.1.3). Zur Ernte, zu den
Auslagerterminen sowie am Ende der jeweiligen Nachlagerung (NL I, NL I, NL Ill) wurde die
Fruchtfleischfestigkeit der Friichte gemessen. Im ersten Versuchsjahr erfolgten zur Ernte
bzw. im Anschluss an die Nachlagerungen NL | und NL lll auRerdem Probenahmen fir
Analysen der Genexpression (Polygalacturonase, B-Galactosidase, Expansin, Xyloglucan-
Endotransglucosylase, Arabinofuranosidase, Pectatlyase) sowie Aktivitat zellwandabbau-

ender Enzyme (B-Galactosidase, Pektinmethylesterase, siehe Kapitel 3.2.3.2 bzw. 3.3.3).

3.4.4 Untersuchungen zum Einfluss von Ca-Infiltrationen

Ziel dieses Versuches war es, den Einfluss von Calcium auf die Fruchtfleischfestigkeit sowie
auf Verdnderungen im Bereich der Zellwdnde beim Apfel am Beispiel der Sorte ‘Elstar’
genauer zu untersuchen. Unmittelbar nach der Ernte (Streif-Index = 0,17) wurde zunéachst

die Hélfte der Versuchsfriichte mit 1-MCP (625 ppb wahrend 24 h) behandelt. Drei Tage nach
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der Anwendung erfolgte die Ca-Applikation. Um eine ausreichende Calciumaufnahme der
Friichte zu gewihrleisten wurden die Apfel vakuuminfiltriert. Abbildung 17 zeigt den

schematischen Aufbau der Infiltrationsanlage.

(1) Exsikkator (30 I)

(2) Infittrationslésung
(300 mM Mannit+ 150 mM CacCl,)

@ Unterdruck
(-100 mbar)

@ Zweiwegeventil

@ Manometer

@ Vakuumpumpe

Abbildung 17: Schematischer Aufbau der Anlage zur Durchfiihrung von Ca-Infiltrationen.

Die Infiltration erfolgte bei einem Unterdruck von 100 mbar. Die Friichte wurden zusammen
mit der Infiltrationslosung in einen Exsikkator (Volumen: 30 |) gegeben und Unterdruck
angelegt, wodurch den Friichten aus den Interzellularen sowie aus dem Kerngehduse Luft
entzogen wurde. Nach Reduzieren des Unterdruckes wurde die Infiltrationsldsung von den
Apfeln aufgenommen. Die Uberpriifung der Wirksamkeit der Infiltration erfolgte durch
Wiegen der Einzelfriichte vor und nach der Behandlung. Um Zellschdadigungen bei der
Infiltration zu vermeiden, wurde mit einer isotonischen Mannit-Losung gearbeitet. Die
Zusammensetzung der Losung betrug fir die Ca-Variante 300 mM Mannit + 150 mM CaCl,,
fir die Kontrolle (ohne Ca) ausschlieRBlich 300 mM Mannit. Wie die Mineralstoffanalysen
ergaben bewirkte die Infiltration in etwa eine Verdoppelung der Calciumkonzentration in

den Friichten von 4,48 mg auf 9,42 mg Ca/100 g Frischsubstanz.

Im Anschluss an die Behandlung erfolgte an den infiltrierten Friichten eine Probenahme fir
die Durchfiihrung der Mineralstoffanalysen (siehe Kapitel 3.1.5). Der Probenumfang betrug
dabei jeweils 25 Friichte. Sodann wurden die Versuchs-Apfel bei 1°C im Kiihl- bzw. CA-Lager

(3 kPa O,/ 3 kPa CO,) fir 4,5 bzw. fur 9 Monate gelagert. Nach der Lagerung erfolgte eine
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Nachlagerung bei 20°C wobei die Dauer der Nachlagerung zur ersten Auslagerung 11 Tage,
zum zweiten Termin 7 Tage betrug. Wéahrend der Nachlagerung wurden CO,- sowie
Ethylenproduktion der Apfel gemessen. Die Fruchtfleischfestigkeit wurde zur Ernte, zu den
Auslagerterminen sowie am Ende der beiden Nachlagerungen bestimmt. Zudem erfolgten
zur Ernte, am Ende der ersten Auslagerung sowie nach der anschlieBenden Shelf-Life Phase
Probenahmen zur Untersuchung der Aktivitdt zellwandabbauender Enzyme (B-Galactosi-
dase, Pektinmethylesterase) sowie fir die Durchfihrung von Zellwandfraktionierungen zur
Untersuchung des Pektinabbaus. Nach dem Shelf-Life im Anschluss an Auslagerung 1
erfolgten auBerdem Analysen der Genexpression zellwandabbauender Enzyme
(Polygalacturonase, B-Galactosidase, B-Xylosidase, Endoglucanase, Pectatlyase,

Pektinmethylesterase) (siehe Kapitel 3.2.3.1).

3.4.5 Untersuchungen zum Einfluss von Ethylenbehandlungen

Um den Einfluss von Ethylen in Verbindung mit 1-MCP auf Fruchtfleischfestigkeit und
Fruchtreife zu untersuchen wurden insgesamt drei Versuche in den Jahren 2007/2008,
2008/2009 sowie Ende 2010 durchgefiihrt. Dabei sollte anhand von Applikationen mit
externem Ethylen unter anderem untersucht werden, ob es sich bei der reifeverzégernden
Wirkung des Ethyleninhibitors 1-MCP um einen reversiblen Vorgang handelt. In 2007/2008
sowie 2008/2009 erfolgte die Durchfiihrung der Versuche mit der Sorte 'Elstar’, in 2010
wurde ‘Golden Delicious®™ verwendet. Tabelle 9 gibt Informationen zu Erntetermin, Streif-
Index, Lagerbedingungen sowie den jeweiligen Analysenterminen fir Aus- und

Nachlagerung.
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Tabelle 9: Versuche zum Einfluss von Ethylenbehandlungen auf Fruchtfleischfestigkeit und
Fruchtreife beim Apfel: Streifindex, Lagerbedingungen, Ernte- sowie Analysentermine
(Auslag. = Auslagerung; NL = Nachlagerung).

" e Streifindex Lagerbedingungen Termine
(zur Ernte) Lager Temp.[C] O,p €Oy Ernte Auslag. 1 NLII Auslag.2  NLII

o0

g Erte 1= 0,17 E. 1. 23.08.07

S Elstar uLo 1 1 2,5 07./08.01.08/17./18.01.08| 29.05.08 | 05.06.08
S Ernte 2=0,09 E.2:03.09.07

o~

(=)}

g Ernte 1=0,12 E. 1: 09.09.08

g Elstar uLo 1 1 2,5 09.03.09 19.03.09

S Ernte 2=0,09 E.2:18.09.08

o~

o

S | Golden Delicious| Ernte=0,12 [ Shelf-life 20 - - 15.10.2010 13 Tage Shelf-life bei 20°C

o~

3.4.5.1 Untersuchungen mit der Sorte “Elstar’

In den ersten beiden Versuchsjahren erfolgte die Ernte zu jeweils zwei Terminen, wobei in
2007/2008 die Ernte den in Versuch 1 beschriebenen Terminen entsprach. In 2007/2008
wurde nach der Applikation von 1-MCP (625ppb, 24 h) im Anschluss an die Ernte die Menge
der Versuchsfrichte in zwei Partien aufgeteilt und in zwei getrennten Behdltern bei 1°C
unter ULO-Bedingungen (siehe Tab. 8) eingelagert. In einem der beiden Behilter erfolgte
wahrend der Lagerung eine wiederkehrende Behandlung mit C,H; in wdchentlich drei
Applikationen mit jeweils 200-300 ppm (bezogen auf die Konzentration im Lagerbehdlter).
Bei der zweiten Partie wurde die Ethylenbehandlung erst im Anschluss an die Auslagerung zu
Beginn der Shelf-Life Phase mit 1000 ppm H,0,4 durchgefiihrt. In beiden Fallen erfolgte die
Ethylen-Behandlung mit dem Produkt Lenogan® (4% C,H; , Rest N,), welches bei der
Bananenreifung Verwendung findet. Zur Behandlung wahrend der Lagerung wurde bei jeder
Applikation die entsprechende Menge Lenogan® liber einen Druckminderer direkt aus der
Druckgasflasche in den Lagerbehadlter eingeleitet. Zur C;Hs-Anwendung im Anschluss an die
Lagerung wurden die Apfel in gasdichte Kunststoffbehilter (Volumen: 30 I) eingeschlossen
und mithilfe einer 200 ml Glasspritze die entsprechende Menge Lenogan® zugegeben. Die
Friichte in den Gldsern der Respirationsmessanalage wurden ebenfalls direkt mit Ethylen aus

60 ml Kunststoffspritzen behandelt. Die Applikation in den geschlossenen Behaltern erfolgte
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wahrend 12 Stunden. Nach anschlieBendem Liften wurden die Glaser wieder an die

Respirationsmessanlage angeschlossen.

In 2008/2009 erfolgte die Ethylenapplikation im Anschluss an die Lagerung zunachst durch
eine Minute Tauchbehandlung mit dem Produkt Flordimex® 420 (= 420 g/l Ethephon) mit
1000 ppm Ethylen. Da nach zwei Tagen Shelf-Life bei 20°C im Anschluss an die Behandlung
beziiglich des Reifeverhaltens der Apfel kein Unterschied zwischen den Varianten festgestellt
werden konnte, wurden die Apfel erneut entsprechend der Versuchsdurchfiihrung im ersten

Jahr mit Ethylen (Lenogan®) behandelt.

Zu den einzelnen Auslagerterminen wurden die Apfel einer Nachlagerung bei 20°C und
Respirations- sowie Ethylenmessungen unterzogen. AuRerdem erfolgten zur Ernte, zu den
Auslagerterminen sowie nach dem Shelf-Life Bestimmungen der Fruchtfleischfestigkeit
sowie die Entnahme von Proben zur Durchfiihrung weiterer Untersuchungen
(Enzymaktivitat, Pektinabbau). Da in beiden Jahren zu keinem der Probenahmetermine ein
eindeutiger Einfluss der Ethylenbehandlung auf Fruchtfleischfestigkeit, Atmung bzw.
Ethylenproduktion festgestellt werden konnte, wurde jedoch auf weiterfiihrende Analysen

mit der Sorte ,Elstar’ verzichtet.

3.4.5.2 Untersuchungen mit der Sorte ‘Golden Delicious’

Da in den ersten beiden Versuchsjahren mit ‘Elstar’, einer Sorte die selbst relativ wenig
Ethylen produziert, kein eindeutiger Effekt der Ethylenbehandlungen beobachtet werden
konnte, erfolgten 2010 Untersuchungen mit der Sorte ‘Golden Delicious’. Nach dem
Sortieren bzw. Randomisieren der Apfel wurden diese in vier Partien aufgeteilt. Bei zwei
Partien erfolgte am Tag der Ernte eine Behandlung bei 3°C mit 1000 ppm Ethylen (Lenogan®)
bzw. 625 ppb 1-MCP durch Injektion in gasdichten Behéltern (26,4 Liter), die anderen beiden
Partien blieben unbehandelt. Nach ca. 20 Stunden wurden die Behalter gedffnet und die
Frichte in die Glaser der Respirationsmessanlage (20°C) lGberfiihrt. Nach drei Tagen erfolgte
eine erneute Behandlung der Friichte. Ein Teil der Varianten wurde dabei mit Ethylen oder 1-
MCP behandelt bzw. blieb unbehandelt. In Tabelle 10 werden die entsprechenden

Behandlungen der Varianten zum besseren Verstandnis dargestellt.
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Tabelle 10: Behandlungsvarianten Ethylenversuch 2010 mit "Golden Delicious’.

Variante [Behandlung am 15.10.2010 |Behandlung am 19.10.2010

1 keine Behandlung keine Behandlung

2 keine Behandlung mit Ethylen

5 keine Behandlung 1-MCP

3 1-MCP keine Behandlung

4 1-MCP mit Ethylen

6 mit Ethylen keine Behandlung

7 mit Ethylen 1-MCP

Wahrend der 13-tagigen Shelf-Life-Phase erfolgten taglich Messungen der CO,-Produktion
bzw. in zweitdgigen Abstanden der Ethylenabgabe. Zum letzten Analysentermin wurde

zusitzlich die Fruchtfleischfestigkeit der Apfel bestimmt.

3.4.6 Shelf-Life- Versuch bei 10°C
Die Apfel der Sorten ‘Elstar’ und ‘Pinova" fiir diesen Versuch stammten jeweils von einem
Erntetermin (Streif-Index: Elstar 0,12; Pinova 0,11). Nach der Behandlung der Halfte der
Apfel mit 1-MCP (625 ppb) wurden die Friichte wahrend 10 Wochen bei 10°C und normaler
Atmosphéare gelagert, wobei sie zur Reduzierung des Wasserverlustes mit Plastikfolie
abgedeckt wurden. In wochentlichen Abstanden erfolgten Probenahmen zur Bestimmung
der Fruchtfleischfestigkeit sowie zur

Durchfiihrung weiterfiihrender Untersuchungen

(Aktivitat zellwandabbauender Enzyme, Zellwandfraktionierungen).

3.4.7 Methode zur 1-MCP- Applikation

Die Behandlung der Frichte mit 625 ppb 1-MCP (1-Methylcyclopropen) erfolgte im
Anschluss an die Ernte in gasdichten Lagerbehiltern (0,5 m3) bei einer Temperatur von
1-3°C. Pro Behandlung wurden dazu 0,5 g des Handelsproduktes SmartFresh™ in eine mit
einem Septum verschlossene 50 ml Spritze eingewogen. Uber das Septum wurden ca. 4 ml
Wasser hinzugegeben und bis zum Lésen des SmartFresh-Pulvers mehrmals geschuttelt.
AnschlieBend erfolgte die Injektion des Spritzeninhalts Gber eine Schlauchverbindung in den

Lagerbehalter. Nach 24 h Applikationszeit wurden die Behilter gedffnet, geliiftet und danach
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mit der jeweiligen Lagerung begonnen. Die Lagerung der unbehandelten Kontrolle erfolgte

wihrend der SmartFresh™- Behandlung bei identischen Temperaturen.

3.5 Statistische Auswertung

Die Durchfihrung der Varianzanalysen sowie der anschlieRende Mittelwertvergleich
erfolgten mit der Statistik-Software MiniTab V 14 fir Windows (MiniTab Inc.) bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (= signifikant) sowie 1 % (= hoch signifikant). Ergab sich in
den Varianzanalysen ein mindestens signifikanter Einfluss (p < 0,05) der Faktoren auf den
gepriften Parameter, so wurde zur Berechnung der Grenzdifferenzen der Bonferroni-Test
bei p < 0,05 durchgefiihrt. Die sonstige Bearbeitung der Daten, Berechnung der
Stanardabweichungen sowie graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft

Excel 2007.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei Versuchsjahre beschrieben. Die Kapitel im
Ergebnisteil gliedern sich dabei nach den untersuchten Parametern Fruchtfleischfestigkeit,
Fruchtreife (CO,- und Ethylenbildung), Genexpression zellwandabbauender Enzyme,
Aktivitat zellwandabbauender Enzyme sowie Zellwandabbau (Zellwandfraktionierung). In
den Abschnitten der einzelnen Kapitel werden die Resultate zum Einfluss verschiedener
Faktoren, wie Erntetermin, Lagermethode, 1-MCP, Calcium usw. auf den entsprechenden

Parameter beschrieben.

In den tabellarischen Darstellungen geben die Spalten mit der Bezeichnung “Einfluss” an, ob
der jeweilige Faktor einen signifikanten Einfluss auf den untersuchten Parameter hatte,
wobei ** = hochsignifikant (p < 0,01), * = signifikant (p < 0,05), bzw. n.s. = nicht signifikant
bedeuten. Die Buchstaben in den Spalten mit der Bezeichnung “Sign.” zeigen, zwischen
welchen Mittelwerten mindestens signifikante Unterschiede (p < 0,05; ungleiche
Buchstaben) bzw. keine Unterschiede (gleiche Buchstaben) festgestellt werden konnten.
Zwischen den Werten, die im gleichen Buchstabenformat (grof}, klein, kursiv)

gekennzeichnet werden, erfolgte dabei der entsprechende Mittelwertvergleich.

4.1 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Fruchtfleischfestigkeit

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse zum Einfluss von Erntetermin, Lagermethode,
1-MCP, Temperatur, Calcium sowie Ethylen auf die Fruchtfleischfestigkeit der beiden
Apfelsorten ‘Elstar’ und ‘Pinova’ beschrieben. Vorangestellt ist ein erster Teilabschnitt
(4.1.1), der sich mit methodischen Untersuchungen zur Verdanderung der Fruchtfleisch-
festigkeit bei beiden Sorten in Abhdngigkeit der Eindringtiefe des Messstempels in das

Fruchtgewebe befasst.

4.1.1 Fruchtfleischfestigkeit in Abhdngigkeit der Fruchtfleischtiefe und der Sorte
Um die Festigkeitseigenschaften der beiden Sorten zu charakterisieren, wurden Unter-
suchungen mit einem Spezialgerdt der Firma Zwick zur Werkstoffpriifung durchgefiihrt

(siehe Kapitel 3.1.4). In den Abbildungen 17 A und B werden exemplarisch Kraft-Weg-
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Diagramme zum Zusammenhang zwischen Fruchtfleischtiefe und —festigkeit dargestellt.
Dabei handelt es sich um die Messwerte von zwei Einzelfriichten der Sorte “Elstar’ ohne (A)
bzw. mit 1-MCP (B) nach 8 Wochen Lagerung bei 1°C. Bis zu einer Eindringtiefe von ca. 3 mm
zeigt sich bei beiden Friichten zunéachst eine deutliche Zunahme bei der zum Eindringen des
Stempels in das Fruchtgewebes notwendigen Kraft, was letztlich der Festigkeit des
Fruchtgewebes entspricht. An der 1-MCP behandelten Frucht (B) steigt die Kurve anfangs
deutlich steiler an und erreicht im Vergleich zur Kontrolle (~40N) hohere Festigkeitswerte
von bis zu 70 N. Im Anschluss kann bei beiden Varianten ein kurzes, abruptes Absinken der
gemessenen Festigkeit durch das Brechen der Zellen beim tieferen Eindringen des Stempels
ins Fruchtfleisch beobachtet werden. Wahrend anschlieBend bei der unbehandelten
Kontrollfrucht der Festigkeitswert bis zu einer Eindringtiefe von 10 mm kaum weiter
ansteigt, zeigt sich an der 1-MCP behandelten Frucht erneut eine deutliche Zunahme des

Festigkeitswertes bis auf 75 N.

Beispiel: Elstar, 1°C, ohne 1-MCP A Beispiel: Elstar, 1°C, mit 1-MCP B
80 80
v ol
70 70 '\ ,‘\,‘
%- 60 %- 60 / s’
‘o ‘g
® 50 ® 50
g g
£ 40 £ 40
2 // N\ 2 /
2 30 3 30
s / s /'
E- =
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£/ £/
10 10
0 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fruchtfleischtiefe [mm)] Fruchtfleischtiefe [mm]

Abbildung 17: Kraft-Weg-Diagramm zum Zusammenhang zwischen Fruchtfleischtiefe und -festigkeit
bei “Elstar’ ohne (A) und mit (B) 1-MCP nach 8 Wochen Lagerung bei 1°C am Beispiel
einer typischen Einzelfrucht (Versuch 8: 2009/2010).

Abbildung 18 stellt den Verlauf der Kraft-Weg-Kurven bei unbehandelten bzw. 1-MCP

behandelten ‘Elstar’ und ‘Pinova" Apfeln nach 8 Wochen Lagerung in Abhingigkeit der

Lagertemperatur (1°C, 3°C, 6°C) dar. Die einzelnen Linien ergaben sich dabei nicht wie in

Abb. 17 aus den Werten von Einzelfriichten, sondern aus Mittelwerten von jeweils 20

Apfeln.
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Die 1-MCP Behandlung hatte bei beiden Sorten einen inhibierenden Effekt auf das
Weichwerden der Friichte, wobei der Unterschied zwischen 1-MCP behandelten und
unbehandelten Friichten bei “Elstar’ deutlich groRer war als bei "Pinova’. Bei "Elstar’ waren
in allen drei Temperaturvarianten die 1-MCP behandelten Apfel deutlich fester als die
Kontrollfriichte. Wahrend bei den Kontrollfriichten die Festigkeit mit steigender Temperatur
abnahm waren an den 1-MCP-Varianten keine Unterschiede zwischen 1, 3 und 6°C zu
erkennen. Bei allen Varianten war nach Eindringen des Stempels ins Fruchtfleisch (erster
Peak) durchschnittlich ein weiterer Anstieg der Messwerte mit zunehmender Eindringtiefe
zu verzeichnen. Bei 'Pinova’ blieben auch die Kontrollvarianten mit héherer Temperatur
deutlich stabiler als bei “Elstar’. Hier zeigten sich nur zwischen den bei 3°C und bei 6°C
gelagerten Apfeln leichte Unterschiede. Letztere wurden tendenziell etwas frither weich
bzw. wiesen in unterschiedlicher Fruchtfleischtiefe etwas geringere Festigkeitswerte auf.
Zwischen den restlichen Varianten konnten keine Unterschiede beobachtet werden.
Insgesamt entsprach das Kraft-Weg-Diagramm bei den 1-MCP behandelten "Elstar” Friichten

in etwa dem Verlauf bei "Pinova” ohne 1-MCP.

A & 80 -
o Elstar | B o Pinova
Z 60 260 -
g £ ———
< g
® 50 % 50 \‘
i g
£40 £ 120
2 ES
2 30 230
£ £
3 20 1 520
w = /
10 10 /
0 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Eindringtiefe [mm)] Eindringtiefe [mm]

1°Cohne MCP @ 3°Cohne MCP @ 6°Cohne MCP
@ 1°Cmit MCP @ 3°Cmit MCP &= 6°Cmit MCP

Abbildung 18: Kraft-Weg-Diagramm zum Zusammenhang zwischen Fruchtfleischtiefe und -festigkeit
bei "Elstar’ (A) und "Pinova" (B) mit und ohne 1-MCP nach 8 Wochen Kiihllagerung bei
1, 3 und 6°C (Versuch 8: 2009/2010).
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4.1.2 Einfluss des Erntetermins

Wie Tabelle 11 zeigt, war in den Untersuchungen zur Wirkung der Lagermethoden in
2007/2008 nur bei ‘Elstar’ ein Einfluss des Erntetermins auf die Fruchtfleischfestigkeit
festzustellen. Friichte der ersten Ernte hatten dabei deutlich héhere Festigkeitswerte als die
der spateren Pfllicken. Dies war zu beiden Terminen sofort zur Auslagerung sowie am Ende
der Nachlagerungen, sowohl im Kiihl- wie auch im CA-Lager an 1-MCP behandelten und an
unbehandelten Apfeln der Fall. Bei ‘Pinova’ hingegen zeigte der Erntetermin in diesem
Versuch keinen Einfluss auf die Festigkeit (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Einfluss von Erntetermin, Auslagertermin, Lagermethode, Nachlagerung sowie 1-MCP auf
die Fruchtfleischfestigkeit bei ‘Elstar” und "Pinova’ (Versuch 1: 2007/2008) (p < 0,05).

. Elstar: Fruchtfleischfestigkeit [N] Pinova: Fruchtfleischfestigkeit [N]
Faktor Variante . ) . . . .
Einfluss Mittel Sign. Einfluss Mittel Sign.

o Ernte 1 60,1 a 75,0 a

£ * % n.s.

w Ernte 2 54,6 b 75,9 a
8 c Auslagerung 1 60,0 A 76,9 A
®E serung * * sk
3 2 Auslagerung 2 54,7 B 73,9 B

g Kiihllager 52,3 b 69,2 b

*'g 78,6

e CA-Lager * % - - ¥k ) a

@

E’ ULO-Lager 62,4 a 78,4 a

o0

: sofort (zur Ausl. 59,9 A 73,5 B

s § ( | s %
(]
= kS Nachlagerung 54,8 B 77,3 A

a ohne 1-MCP 49,9 b 72,1 b

§ £ X 3 £ X 3

- mit 1-MCP 64,8 a 78,7 a

In den Versuchen mit Ethylenbehandlungen bei ‘Elstar’ in 2007/2008 (Versuch 3) und
2008/2009 (Versuch 6) hatte der Erntetermin hochsignifikanten Einfluss auf die Frucht-
fleischfestigkeit (Tab. 16, 17) bei Ende der Nachlagerungen. Dabei waren erneut die Friichte
des ersten Termins fester als die der spateren Pfliicken. Dies konnte in beiden Jahren sowohl

an 1-MCP behandelten sowie an unbehandelten Friichten beobachtet werden.
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Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss des Erntetermins auf das Weichwerden von
‘Elstar’, ‘Pinova’ und 'Golden Delicious’ Apfeln bei 10°C zeigt die Abbildung 19. Auf die
Darstellung der Standardabweichungen in den Graphiken wurde der Ubersichtlichkeit wegen
verzichtet. Bei der Sorte 'Elstar’ und zum Teil auch bei ‘Golden Delicious’ lies sich der
Prozess des Weichwerdens in drei Phasen teilen. Bei 'Elstar’ zeigte sich die Festigkeit in
Phase 1 wahrend der ersten 10-14 Tage stabil. AnschlieBend war in Phase 2 ein intensiver
Festigkeitsverlust bis ca. 25 bis 30 Tage nach Shelf-life-Beginn zu beobachten. Die spater
geernteten Friichte wurden dabei tendenziell etwas friiher weich als die der friihen
Erntetermine. Bis zu diesem Zeitpunkt verlief der Festigkeitsabbau der unterschiedlichen
Varianten in etwa parallel, wobei die friheren Pflicken nach wie vor die hochsten
Festigkeitswerte zeigten. Die spate Ernte hatte bereits zu Beginn von Phase 3 nahezu die
Endwerte der Festigkeit erreicht, so dass bei diesen im weiteren Verlauf kaum noch
Veranderungen zu sehen waren. Bei allen anderen Varianten war wahrend Phase 3 ein
leichter Festigkeitsabbau zu messen, wobei dieser bei friiherem Erntetermin mit grofRerer
Verzogerung ablief. Ab 45 Tagen nach Shelf-life-Beginn unterschieden sich die verschiedenen
Varianten nicht mehr voneinander. Die Endwerte der Festigkeit lagen bei "Elstar’ bei ca.
45 N. "Golden Delicious” zeigte mit ‘Elstar’ vergleichbare Veranderungen der Fruchtfleisch-
festigkeit in drei Phasen. Tendenziell setzte bei "Golden Delicious™ das Weichwerden der
Apfel etwas frither ein. Die Werte am Ende der Shelf-life-Phase lagen mit ca. 35 bis 40 N
niedriger als bei "Elstar’. Ab ca. 30 Tagen nach Beginn der Messungen waren kaum mehr

signifikante Unterschiede zwischen den Erntetermin-Varianten festzustellen.

Der Verlauf des Festigkeitsabbaus der Sorte "Pinova" unterschied sich deutlich von dem der
anderen beiden Sorten. Hier waren wdhrend des Weichwerdens keine unterschiedlichen
Phasen zu erkennen. Der Verlust an Festigkeit zeigte sich deutlich weniger intensiv als bei
“Elstar’ und “Golden Delicious™ und verlief kontinuierlich (iber die gesamte Shelf-life-Periode.
Die Unterschiede zwischen den Erntetermin-Varianten blieben dabei erhalten. Apfel des
vierten sowie des flinften Pflicktermins unterschieden sich bezliglich der Festigkeit zu
keinem Zeitpunkt. Die Festigkeitswerte zum Ende der Shelf-life Phase lagen mit ca.

63 bis 73 N deutlich tiber denen der anderen beiden Sorten.
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Abbildung 19: Festigkeitsabbau bei Friichten der Sorten “Elstar’, ‘Golden Delicious’ und "Pinova" von
verschiedenen Ernteterminen wahrend 73 Tagen Shelf-life bei 10°C im Anschluss an

die jeweilige Ernte (Versuch 7: 2009/2010).
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4.1.3 Einfluss der Lagermethode

Die Abbildungen 20 und 21 zeigen exemplarisch den Einfluss der Lagermethode auf die
Fruchtfleischfestigkeit bei ‘Elstar’ Apfeln des ersten Erntetermins nach 9,5 Monaten sowie
bei 'Pinova’ Frichten des ersten Erntetermins nach 8 Monaten Lagerung (Versuch 1:
2007/2008). Fiir “Elstar® wie auch fiir ‘Pinova” ergaben die Untersuchungen einen signifikan-
ten Einfluss der Lagermethode auf die Fruchtfleischfestigkeit (Tab. 11). Dabei war die
Festigkeit der ULO-Varianten deutlich hoher als die der Friichte aus dem Kihllager. CA-
gelagerte ‘Elstar’ waren bei diesem Lagervergleich nicht verfligbar. Der Einfluss der
Lagermethode war bei ‘Elstar’ zu beiden Auslagerterminen sowohl im unmittelbaren
Anschluss an die Lagerung wie auch nach dem Shelf-life, an Friichten beider Erntetermine,

an 1-MCP behandelten sowie unbehandelten Apfeln festzustellen.

100 -------====—mmmmmmmmpmmmm——— - lnach 9,5 MonatenlLagerung|- - - - - ———— - _____

= 30 a a

= a a a

S b bc

9] cd

fo 60 - - --- e el E b - ---- S p— -

‘

2

S 40 - ----I-- -1 i BEEE et R -+ - - ---1 --
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3

b=

< 20 - ----I-- -1 o R - ---- - ---1 --
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i

0
ohne | ohne | mit | ohne mit | ohne | mit | ohne | mit | ohne | mit | ohne | mit
MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP | MCP
sofort [Nachlagerung sofort Nachlagerung sofort Nachlagerung sofort Nachlagerung
Kahllager CA-Lager ULO-Lager
Lagerbeginn Lagerende

Abbildung 20: Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP-behandelter sowie unbehandelter ‘Elstar’ Apfel des
ersten Erntetermins zu Lagerbeginn und nach 9,5 Monaten Lagerung, jeweils sofort
nach Lagerende sowie nach 7 Tagen Shelf-life bei 20°C. Die Ergebnisse aus dem CA-
Lager waren nicht auswertbar (Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).
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Abbildung 21: Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP-behandelter sowie unbehandelter ‘Pinova’ Apfel des
ersten Erntetermins zu Lagerbeginn und nach 8 Monaten Lagerung, jeweils sofort nach
Lagerende sowie nach 7 Tagen Shelf-life bei 20°C (Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).

Bei "Pinova’ konnte zwischen der CA-Variante und den bei ULO-Bedingungen gelagerten
Apfeln kein Unterschied festgestellt werden (Tab. 11). Der Einfluss der Lagermethode war
bei "Pinova’ ebenfalls zu beiden Auslagerungen “sofort“ sowie nach der Nachlagerung zu
beobachten, jedoch bestanden hier Wechselwirkungen zwischen Lagermethode und 1-MCP
Behandlung. Die Lagermethoden unterschieden sich nur bei den Kontrollfriichten ohne
1-MCP, nicht jedoch bei den 1-MCP-behandelten Apfeln.

Im Kihllager war bei beiden Sorten bereits zur Auslagerung ein deutlicher Effekt der 1-MCP
Behandlung zu sehen, bei den unter ULO Bedingungen gelagerten 'Elstar’ Apfeln erst im
Anschluss an die Nachlagerung. Bei "Pinova" zeigte sich im ULO-Lager diesbeziiglich kein

Einfluss von 1-MCP (siehe Kapitel 4.1.4).

Wie bereits in 2007/2008 konnte der positive Einfluss der ULO-Lagerung auf den Erhalt der
Fruchtfleischfestigkeit auch in 2008/2009 bestatigt werden. Die ULO-Varianten zeigten
durchschnittlich héhere Festigkeitswerte als die Apfel aus dem Kiihllager (Tab. 12). Der
Effekt der 1-MCP Behandlung war ebenfalls im Kihllager deutlich starker als im ULO-Lager,
wie die Abbildungen 22 und 23 zeigen. Bei "Pinova’ brachte 1-MCP an den ULO-Varianten

keine zusatzliche Wirkung (siehe Kapitel 4.1.4).
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Tabelle 12: Mehrfaktorielle Auswertung zum Einfluss von Lagerdauer, Lagermethode, Nachlagerung
(bei 20°C) sowie 1-MCP auf die Fruchtfleischfestigkeit bei “Elstar” und "Pinova” (Versuch
5:2008/2009; p < 0,05).

) Elstar: Fruchtfleischfestigkeit [N] Pinova: Fruchtfleischfestigkeit [N]
Faktor Variante . . . . q q
Einfluss Mittel Sign. Einfluss Mittel Sign.
% c Auslagerung 1 55,5 A 72,3 A
¥ E * %k * %k
— =
3 3
< Auslagerung 2 47,1 B 69,6 B
g
S Kiihllager 45,5 b 66,5 b
E %k %k %k Kk
=
% ULO-Lager 57,1 a 75,4 a
. o» sofort (zur Ausl.) 48,1 A 71,9 A
£
8 e % % n.s.
E Nachlagerung 54,4 B 70,0 A
o ohne 1-MCP 45,1 b 64,7 b
g %k Kk %k Kk
- mit 1-MCP 57,4 a 77,2 a
100 - nach 9 Monaten Lagerung|————w ————————————————————————————————————
Z 80 |- S
= a a a
] bed abc
in 60 J I ._______d _______ | ________________CS’____
g d
QL e e
G 40  EEEEREEanEE  EEEEEEE S --1-- - -
K]
=
2 18- -1--H-----B----- - BB
15}
>
= 0
ohne ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit
MCP MCP MCP MCP MCP MCP MCP MCP MCP MCP MCP
sofort ‘ Nachlagerung sofort ‘ Nachlagerung sofort ‘ Nachlagerung
Kuhllager ULO-Lager
Lagerbeginn Lagerende
Abbildung 22: Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP-behandelter sowie unbehandelter ‘Elstar’ Apfel zu

Lagerbeginn und nach 8,5 Monaten Lagerung, jeweils sofort nach Lagerende sowie
nach 13 Tagen Shelf-life bei 20°C (Versuch 5: 2008/2009; p < 0,05).
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Abbildung 23: Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP-behandelter sowie unbehandelter ‘Pinova" Apfel zu
Lagerbeginn und nach 8 Monaten Lagerung, jeweils sofort nach Lagerende sowie
nach 13 Tagen Shelf-life bei 20°C (Versuch 5: 2008/2009; p < 0,05).

In den Untersuchungen zum Einfluss von Calcium auf die Fruchtfleischfestigkeit hatte die
Lagermethode nur zur zweiten Auslagerung nach 9 Monaten einen Einfluss, nicht jedoch
nach 4,5 Monaten (Tab. 15). Unterschiede zwischen den Lagermethoden waren dabei zudem
nur unmittelbar im Anschluss an die Lagerung sowie nur an 1-MCP behandelten Friichten
festzustellen. Die Kihllagervariante ohne Ca-Infiltration war zu diesem Zeitpunkt deutlich
weicher als die CA-Varianten bzw. die Friichte aus dem Kiihllager in Kombination mit Calcium

(Abb. 27, Kapitel 4.1.6).

4.1.4 Einfluss von 1-MCP

In den Untersuchungen zum Einfluss der 1-MCP Behandlung auf die Fruchtfleischfestigkeit in
2007/2008 (Versuch 1) war sowohl bei “Elstar’ wie auch bei "Pinova" eine hochsignifikante
Wirkung zu beobachten (Tab. 11). Hohere Festigkeitswerte nach 1-MCP-Behandlung waren
an Frichten beider Erntetermine, zu beiden Auslagerterminen sowohl unmittelbar bei
Lagerende wie auch nach Shelf-life zu messen. Der Effekt von 1-MCP war bei ‘Elstar’ im
Kihllager groBer als im ULO-Lager, da die CA-Bedingungen ihrerseits ebenfalls einen
deutlichen Hemmeffekt aufwiesen. Bei 'Pinova™ zeigte die 1-MCP Behandlung nur im

Kihllager Wirkung, nicht jedoch im CA- bzw. ULO-Lager (Abb. 11, 12), wo die Hemmung des
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Festigkeitsverlustes bereits so ausgepragt war, dass 1-MCP keine zusatzliche Wirkung mehr
zeigen konnte. Im darauffolgenden Jahr (Versuch 5) konnten die Ergebnisse aus dem ersten
Versuchsjahr bestatigt werden (Tab. 12). Insgesamt war in beiden Jahren der Unterschied
zwischen 1-MCP behandelten und unbehandelten Kontrollfriichten bei “Elstar™ groRRer als bei
"Pinova’. Wahrend im Anschluss an die ULO-Lagerung die unbehandeltete Kontrolle bei
“Elstar’ deutlich an Festigkeit verlor, war bei "Pinova’ nach CA- bzw. ULO-Lagerung keine
Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit zu beobachten (Abb. 21, 23).

Auch in den Untersuchungen mit Ca-Infiltrationen (Versuch 2) wirkte sich 1-MCP positiv auf
den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit aus. So waren zu beiden Auslagerterminen die 1-MCP
behandelten Apfel im Durchschnitt deutlich fester als die Friichte ohne 1-MCP (Tab. 15). Der
Effekt der 1-MCP Behandlung war im Kihllager starker als im CA-Lager. Abb. 26 (Kapitel
4.1.6) zeigt die Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP behandelter sowie unbehandelter Friichte in
Kombination mit und ohne Ca-Infiltration zur Ernte sowie nach 4,5 Monaten Kihl- bzw. CA-
Lagerung. Im CA-Lager zeigte sich zu diesem Zeitpunkt der Effekt der 1-MCP Behandlung erst
wahrend des Shelf-lifes. Unmittelbar nach der Lagerung war zwischen den Varianten kein
Unterschied festzustellen. Nach dem Kihllager hingegen waren bereits zur Auslagerung die
Frichte ohne 1-MCP und ohne Calcium deutlich weicher als die restlichen Varianten. An den
Ca-infiltrierten Apfeln war bei ‘Elstar’ kein Unterschied zwischen 1-MCP behandelten und
unbehandelten Apfeln zu sehen, da die Ca-Infiltration einen mit der 1-MCP Behandlung
vergleichbaren Effekt auf den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit bei "Elstar’ bewirkte. Bei der
zweiten Auslagerung nach 9 Monaten Lagerung zeigten die 1-MCP-Varianten bei den
Frichten aus dem Kihllager nur in Kombination mit Calcium deutlich hohere
Festigkeitswerte, wobei auch an diesen wahrend des Shelf-lifes ein starker Verlust an
Festigkeit zu beobachten war. Die 1-MCP behandelten Friichte ohne Calcium unterschieden
sich hier nicht von den anderen Varianten: Nach 9 Monaten CA-Lager waren die 1-MCP
Friichte deutlich fester als die anderen Varianten, und allein bei der Kombination 1-MCP plus
Calcium blieben wahrend der Shelf-life-Phase die hohen Festigkeitswerte erhalten (Abb. 27)

(weiteres zur Wirkung von Calcium siehe Kapitel 4.1.6).
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Abbildung 24: Anderung der Fruchtfleischfestigkeit bei 1-MCP behandelten sowie unbehandelten
‘Elstar’ und ‘Pinova’ Apfeln wihrend 10 Wochen Shelf-life bei 10°C unmittelbar im
Anschluss an die Ernte. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an
(Versuch 4: 2008/2009; p<0,05).

Abbildung 24 stellt die Anderung der Fruchtfleischfestigkeit bei 1-MCP behandelten sowie

unbehandelten ‘Elstar’ und ‘Pinova’ Apfeln wihrend 10 Wochen Shelf-life bei 10°C dar.

Sowohl die Dauer der Shelf-life Phase wie auch die Behandlung mit 1-MCP hatten hoch

signifikanten Einfluss auf das Weichwerden der Apfel. Bei 'Elstar’ zeigte die Kontrollvariante

einen deutlichen Rickgang der Fruchtfleischfestigkeit, vor allem zwischen Woche 2 und

Woche 4. AnschlieBend nahmen die Werte nur noch geringfligig ab. Die 1-MCP behandelten

Apfel hingegen verloren wihrend der gesamten Shelf-life-Phase kaum an Festigkeit. Der
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Festigkeitsverlust von Lagerbeginn bis zur 10. Woche betrug bei diesen 5,7 N, wahrend bei
der Kontrollvariante ein Unterschied von 18,8 N gemessen wurde (keine tabellarische
Darstellung der Werte). Im Vergleich zu “Elstar’ zeigte sich "Pinova" deutlich stabiler. Zwar
konnten auch hier an den 1-MCP behandelten Frichten ab Woche 4 hohere
Penetrometerwerte gemessen werden als an den Kontrollfriichten, jedoch betrug bei

letzteren die Differenz zwischen Woche 0 und Woche 10 lediglich 1,3 N.

In den Untersuchungen zum Einfluss der Lagertemperatur (Versuch 8: 2009/2010) zeigte die
1-MCP Behandlung bei beiden Sorten einen inhibierenden Effekt auf das Weichwerden der
Frichte, wobei der Unterschied zwischen 1-MCP behandelten und unbehandelten Friichten
bei “Elstar’ wiederum deutlich gréBer war als bei "Pinova® (Abb. 25). Bei ‘Elstar’ waren in
allen drei Temperaturvarianten die 1-MCP behandelten Apfel deutlich fester als die
Kontrollfriichte. Bei "Pinova” konnte dies nur an den bei 3°C und bei 6°C gelagerten Friichten
beobachtet werden. In den Varianten mit 1°C ergaben sich dagegen keine Unterschiede

(weiteres siehe Kapitel 4.1.4).

Die Versuche mit Ethylenbehandlungen ergaben nur in 2007/2008 (Versuch 3) einen
positiven Effekt der 1-MCP Applikation auf die Fruchtfleischfestigkeit (Tab. 16). Bei der sechs

monatigen Lagerdauer im darauffolgenden Jahr (Versuch 6) war dies nicht der Fall.

4.1.5 Einfluss der Temperatur

Abbildung 25 zeigt die Veranderung der Fruchtfleischfestigkeit bei 1-MCP behandelten bzw.
unbehandelten Friichten der Sorten “Elstar’ und "Pinova’ wahrend 11 Wochen Lagerung bei
1°C, 3°C bzw. 6°C. Auf die graphische Darstellung der Standardabweichungen wurde der
Ubersicht wegen verzichtet. Bei beiden Sorten hatte die Temperatur hoch signifikanten
Einfluss auf den Festigkeitsverlust, wobei die bei 1°C gelagerten Apfel fester waren als die
3°C und 6°C Varianten. Letztere unterschieden sich bei keiner der beiden Sorten

voneinander (Tab. 13).
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Tabelle 13: Mehrfaktorielle Varianzanalyse zum Einfluss von 1-MCP, Temperatur und Lagerdauer auf
die Fruchtfleischfestigkeit bei "Elstar” und "Pinova’ wahrend einer elf wochigen Lagerung

bei 1°C, 3°C° und 6°C (Versuch 8: 2009/2010; p < 0,05).

. Elstar: Festigkeit [N] Pinova: Festigkeit [N]
Faktor Variante . . . . . q
Einfluss Mittel Sign. Einfluss Mittel Sign.
[-% ohne 52,5 b 64,1 a
§ %k %k %k %k
- mit 63,2 a 67,5 a
5 1°C 59,8 A 66,6 A
®
g 3°C & % 57,2 B * %k 65,9 AB
£
- 6°C 56,7 B 64,9 B
1 65,2 a 68,5 a
2 64,1 ab 67,4 ab
3 63,8 ab 68,3 ab
4 62,0 b 65,5 bd
c
g 5 58,8 c 67,2 abc
[*]
<]
s 6 * % 58,8 c * % 65,7 abcd
£
]
2 7 54,4 d 65,6 abcd
[a]
8 54,3 d 63,2 d
9 53,4 de 64,3 d
10 51,3 ef 64,7 cd
11 50,6 f 63,2 d

Tabelle 14: Wechselwirkung zwischen Lagertemperatur und 1-MCP Behandlung auf die Frucht-
fleischfestigkeit von “Elstar’ und "Pinova™ wahrend 11 Wochen Lagerung. (Versuch 8:

2009/2010; p < 0,05).

Sorte | Lagertemperatur | 1-MCP | Fruchtfleischfestigkeit [N] | Sign.
1°C ohne 56,0 a
3°C ohne 50,8 b
8 6°C ohne 50,8 b
@ 1°C mit 63,6 A
3°C mit 63,6 A
6°C mit 62,5 A
1°C ohne 65,7 a
3°C ohne 63,9 ab
% 6°C ohne 62,7 a
£ 1°C mit 67,5 A
3°C mit 67,8 A
6°C mit 67,0 A
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Abbildung 25: Veranderung der Fruchtfleischfestigkeit bei 1-MCP behandelten bzw. unbehandelten
Friichten der Sorten “Elstar’ und "Pinova® wahrend 11 Wochen Lagerung bei 1°C, 3°C
bzw. 6°C. (Versuch 8: 2009/2010).

Zwischen den Faktoren Temperatur und 1-MCP Behandlung bestanden bei beiden Sorten
Wechselwirkungen (Tab. 14). So hatte bei den 1-MCP behandelten Friichten beider Sorten
die Temperatur keinen Einfluss auf den Festigkeitsabbau.

Die ‘Elstar’ Kontrollfriichte (ohne 1-MCP) zeigten einen deutlichen Verlust der Festigkeit
wahrend der Lagerung (Abb. 25). Mit héheren Temperaturen wurden dabei die Apfel
schneller weich. An den 1-MCP behandelten Friichten hingegen nahm die Festigkeit (iber die
gesamte Lagerdauer hinweg nur in geringem MaRe ab. Unterschiede zwischen den Tempera-
turen konnten hier nicht beobachtet werden. Anders als bei "Elstar’ zeigten sich bei "Pinova’
auch die Kontrollfriichte wahrend der Lagerung sehr stabil (Abb. 25). Erst ab einer

Lagerdauer von ca. 7 Wochen verloren die beiden warmer gelagerten Varianten (3°C, 6°C)
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leicht an Festigkeit. Die bei 1°C gelagerte Kontrollvariante unterschied sich nicht von den

1-MCP behandelten Friichten.

4.1.6 Einfluss von Calcium

Die Ca-Infiltrationen an ‘Elstar’ hatten nach 4,5 sowie nach 9 Monaten Lagerung einen
positiven Effekt auf den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit (Tab. 15), wobei dieser bei den
Frichten im Kihllager deutlicher ausgepragter war als im ULO-Lager.

Tabelle 15: Mehrfaktorielle Varianzanalyse zum Einfluss von Ca-Infiltration, Lagermethode, 1-MCP
sowie Nachlagerung (7 Tage Shelf-life bei 20°C) auf die Fruchtfleischfestigkeit der Sorte
“Elstar’ nach 4,5 Monaten sowie nach 9 Monaten Kihl- bzw. CA-Lagerung (Versuch 2:
2007/2008; p < 0,05).

Fruchtfleischfestigkeit [N]
Faktor Variante Auslag. 1 (4,5 Monate) Auslag. 2 (9 Monate)
Einfluss Mittel Sign. | Einfluss Mittel Sign.

£ ohne Ca** 567 | b 385 | b
8 mit Ca®* 64,6 | a 470 | a
S Kiihllager 60,4 | A 412 | B
'g % %k
(]
£ n.s.
@
ki CA-Lager 60,8 | A 43 | A
a ohne 52,8 b 37,5 b
§ % % % %
- mit 685 | a 480 | a
£ ohne 64,3 B 44,6 A
o % %k % %k
£ mit 569 | A 209 | B

Zum ersten Auslagertermin nach 4,5 Monaten Lagerdauer konnten deutliche
Wechselwirkungen zwischen der Lagermethode, 1-MCP sowie der Ca-Behandlung
festgestellt werden. So unterschieden sich die mit Calcium infiltrierten von den Kontroll-
Friichten im Kiihllager nur bei den Apfeln ohne 1-MCP, nicht jedoch bei den 1-MCP behan-
delten Friichten. Da die 1-MCP-Varianten bis zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zur Ernte
nicht an Festigkeit verloren, konnte Calcium bei diesen Friichten keine zusatzliche Wirkung
bringen (Abb. 26). Ahnlich war im CA-Lager zu diesem Zeitpunkt keine zusatzliche Wirkung

der Ca-Infiltration zu erkennen. Bei der zweiten Auslagerung nach 9 Monaten (Abb. 27)
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konnte hingegen nur an den 1-MCP Varianten eine Ca-Wirkung beobachtet werden, nicht
jedoch an den Kontrollfriichten ohne 1-MCP. Diese Wirkung der Calcium-Behandlung zeigte
sich zudem an den Friichten aus dem Kihllager nur unmittelbar im Anschluss an die
Lagerung, nicht jedoch nach dem Shelf-life, wogegen an den CA-Varianten ausschlieBlich

nach dem Shelf-life entsprechende Unterschiede auftraten.

100

Fruchtfleischfestigkeit [N]

-MCP | +MCP | -MCP | + MCP | -MCP | + MCP | -MCP | + MCP | -

Mannit (Ko)

Calcium+Mannit| Mannit (Ko) |Calcium+Mannit| Mannit (Ko) |Calcium+Mannit| Mannit (Ko) |Calcium+Mannit

Ernte nach 4 Monaten Lagerung nach 4 Monaten Lagerung +

Shelf-life

nach 4 Monaten Lagerung nach 4 Monaten Lagerung +

Shelf-life

Abbildung 26: Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP behandelter sowie unbehandelter Friichte der Sorte
“Elstar’, in Kombination mit Calcium + Mannit bzw. nur Mannit zur Ernte sowie nach
4,5 Monaten Kihl- bzw. CA-Lagerung (Versuch 2: 2007/2008; p < 0,05).
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g o . cde €| C pu ¢ @
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Z*: 30 --2----.---1 ------ - -- - --- - - - - - -
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10 -+ - -1 - -1

0 -
-MCP | +MCP | -MCP | + MCP | -MCP | + MCP | -MCP | + MCP | -MCP | + MCP
Mannit (Ko) |Calcium+Mannit| Mannit (Ko) |Calcium+Mannit| Mannit(Ko) |Calcium+Mannit| Mannit (Ko) |Calcium+Mannit
Ernte nach 9 Monaten Lagerung nach 9 Monaten Lagerung + nach 9 Monaten Lagerung nach 9 Monaten Lagerung +
Shelf-life Shelf-life
Abbildung 27: Fruchtfleischfestigkeit 1-MCP behandelter sowie unbehandelter Friichte der Sorte

“Elstar’, in Kombination mit Calcium + Mannit bzw. nur Mannit zur Ernte sowie nach
9 Monaten Kiihl- bzw. CA-Lagerung (Versuch 2: 2007/2008; p < 0,05).
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4.1.7 Einfluss von Ethylen

Die Ethylenbehandlungen zur Férderung der Fruchtreife zeigten bei "Elstar’ in den beiden
ersten Versuchsjahren keinen Einfluss auf die Fruchtfleischfestigkeit, wie in den Tabellen 16
und 17 zu sehen ist. Die Bezeichnung ‘Dauerethylen’ beschreibt in der Tabelle die Variante,
bei der wahrend der Lagerung in regelmaRigen Abstdnden Ethylen appliziert wurde. Bei
Shelf-life-Ethylen hingegen erfolgte bei Beginn der Nachlagerung eine einmalige Ethylen-
behandlung (siehe Kapitel 3.4.5). Auch bei ‘Golden Delicious® konnte keine Auswirkung der
Ethylenbehandlungen auf die Festigkeit beobachtet werden (Abb. 28). Auf weitere

Ausfiihrungen dazu wird deshalb im Folgenden verzichtet.

Tabelle 16:  Mehrfaktorielle Variananalyse zum Einfluss von Ethylenbehandlung, Erntetermin,
Lagerdauer und 1-MCP auf die Fruchtfleischfestigkeit bei ‘Elstar® (Versuch 3:
2007/2008) (p < 0,05).

Fruchtfleischfestigkeit [N/cm?]

Faktor Variante Auslagerung 1
Einfluss Mittel Sign.
4 ohne Ethylen 61,29 a
c S
9 3
> c Dauerethylen n.s. 60,52 a
L ®©
5 <
3 Shelf-life Ethylen 61,14 a
£ Ernte 1 (normal 65,19 a
g R
o o8 Ernte 2 (spét) 56,78 b
é.-’o § Auslag. 1 (4,5 Monte) %% 62,29 a
©
33 Auslag. 2 (9 Monate) 59,67 b
a ohne 51,41 b
g %k %k
- mit 70,56 a

Tabelle 17: Mehrfaktorielle Variananalyse zum Einfluss von Ethylenbehandlung, Erntetermin und
1-MCP auf die Fruchtfleischfestigkeit bei "Elstar’ nach 6 Monaten Lagerung (Versuch 6:
2008/2009) (p < 0,05).

Fruchtfleischfestigkeit [N/cm?]

Faktor Variante Auslagerung 1
Einfluss Maittel Sign.

o0

s 5 ohne 62,76 a

QL3

> n.s.

-

w g mit 62,54 a
)

- Ernte 1 (normal 64,56 a

¢ el w

I Ernte 2 (spét) 60,74 b
8 ohne 62,16 a
2 n.s.

L] mit 63,13 a
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Fruchtfleischfestigkeit [N]
o [ N w H (6] )} ~ o] ©

a a
b b I I b b
ohne MCP, ohne MCP, mit MCP, mit MCP, ohne Ethylen, mitEthylen, mitEthylen,
mit Ethylen ohne Ethylen ohne Ethylen mitEthylen mit MCP ohne MCP mit MCP

Abbildung 28: Einfluss von 1-MCP und Ethylenbehandlung in Kombination bzw. einzeln auf die
Fruchtfleischfestigkeit bei 'Golden Delicious’ nach 12 Tagen Shelf-life bei 20°C
(Versuch 9: 2010; p < 0,05).

4.2 Einflussfaktoren auf die Fruchtreife

Das folgende Kapitel beschreibt die Ergebnisse zum Einfluss von Erntetermin, Lagermethode,
1-MCP, Calcium sowie Ethylen auf die Fruchtreife der beiden Apfelsorten ‘Elstar’ und
"Pinova’. Die Tabellen 18 - 26 zeigen die Ergebnisse mehrfaktorieller Varianzanalysen zum
Einfluss der verschiedenen Faktoren auf die CO,- sowie Ethylenproduktion. Zusatzlich zur
tabellarischen Darstellung der Mittelwerte sowie der Ergebnisse der statistischen
Auswertungen dienen Liniendiagramme zur besseren Vorstellung des Verlaufs der

klimakterischen Respiration bzw. Ethylenbildung wahrend des Shelf-lifes.

4.2.1 Einfluss der Sorte

Abbildung 29 zeigt die Ethylenproduktion der Sorten “Elstar’ und "Pinova’ wahrend 8 Tagen
Shelf-life bei 20°C unmittelbar im Anschluss an die Ernte (Versuch 5: 2008/2009). Die Hohe
der anfanglichen Menge an produziertem Ethylen war bei beiden Sorten in etwa gleich.
Wahrend die Kontrollfriichte bei “Elstar™ ab ca. 6 Tagen nach Beginn der Nachlagerung einen
deutlichen Anstieg in der Ethylenabgabe aufwiesen, nahm diese bei den Kontrollfriichten
von Pinova’ wahrend des Shelf-lifes ab. Die behandelten Varianten sowohl bei "Elstar’ wie

auch bei Pinova® zeigten als Reaktion auf die 1-MCP-Behandlung einen starken Riickgang der
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Ethylenproduktion, so dass bei Ende der Nachlagerperiode bei beiden Sorten kein Ethylen

mehr messbar war.

o
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o
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o
~

o
w

o
i

o

Ethylenproduktion [ul*(kg*h)]
o

Tage Self-life bei 20°C

=o—Elstar ohne MCP  =ll=Elstar mit MCP

o
=)}

o
"

o
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o
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o

=4=Pinova ohne MCP  =lll=Pinova mit MCP

Abbildung 29: Ethylenproduktion von ‘Elstar’ und "Pinova® wahrend 8 Tagen Shelf-life bei 20°C
unmittelbar im Anschluss an die Ernte (Versuch 5: 2008/2009).

Der Verlauf der CO,-Produktion wahrend 8 Tagen Shelf-life bei 20°C verlief bei den “Elstar’
wie auch ‘Pinova" Apfeln vom selben Versuch fast identisch (Abb. 30): Bei beiden Sorten
nahm sowohl in den behandelten wie auch in den unbehandelten Apfeln die CO,-Produktion
nahezu linear ab. Nach 1-MCP-Anwendung sank die Respirationsrate gegeniber den

Kontrollfrichten um ca. 1/3.
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Abbildung 30: CO,-Produktion von ‘Elstar’ und ‘Pinova" wahrend 8 Tagen Shelf-life bei 20°C
unmittelbar im Anschluss an die Ernte (Versuch 5: 2008/2009).

Abbildung 31 A und B zeigen die Ethylen- sowie die CO,-Produktion der Sorten "Elstar’ und
"Pinova” ebenfalls nach dem Shelf-life bei 20°C unmittelbar im Anschluss an die Ernte von
Versuch 1 (2007/2008), bei dem jeweils 2 Erntetermine in Kombination mit bzw. ohne
1-MCP getestet wurden. Bezliglich der Ethylenproduktion ergab eine einfaktorielle
Varianzanalyse zwar einen signifikanten Unterschied zwischen den Varianten, jedoch konnte
ein anschlieBender Bonferroni-Test zwischen den einzelnen Mittelwerten keine Signifikanzen
bestatigen. Wie Abb. 31 A jedoch zeigt, konnte zumindest bei ‘Elstar’ tendenziell eine
inhibierende Wirkung von 1-MCP auf die Ethylenbildung von Friichten beider Erntetermine
beobachtet werden. "Pinova’ wies insgesamt eine etwas niedrigere Ethylenabgabe auf als

“Elstar’, die 1-MCP-Applikation hatte hier unmittelbar nach der Ernte keinen deutlichen
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Effekt. Insgesamt war bei beiden Sorten die Ethylenproduktion sehr niedrig bzw. bei

einzelnen Varianten nicht messbar.

Betrachtet man die CO,-Produktion beider Sorten (Abb. 31 B), so zeigt sich ein in etwa
vergleichbares Niveau der Respirationsrate. Bei beiden Sorten wurde die Fruchtatmung

signifikant durch 1-MCP gehemmt.

0 e— | A]

+MCP |a

Ernte 1

Elstar
Elstar

-MCP

-MCP ha
+MCP |a

Ernte 1 |Ernte 2

Pinova
Pinova

-MCP ma

Ernte 2

+MCP ma

00 02 04 06 08 10 12 14

Ernte2 |[Erntel |Ernte 2 |Ernte 1

0,0 10 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
CO,-Poduktion [ml*(kg*h)!]

Ethylenproduktion [pl*(kg*h)!]

Abbildung 31: Ethylen- (A) sowie CO, -Produktion (B) von “Elstar’ und "Pinova" nach 10 Tagen Shelf-
life bei 20°C (Versuch 1: 2007/2008; p<0,05).

4.2.2 Einfluss des Erntetermins

Im Versuch 1 (2007/2008) zeigte sich bei ‘Elstar’ kein Einfluss des Erntetermins auf die
Respiration. Jedoch war bezliglich der Ethylenabgabe der Friichte beim zweiten
Auslagertermin nach 9 Monaten Lagerung ein hochsignifikanter Einfluss des Erntetermins
vorhanden, wobei Friichte der ersten Ernte mehr Ethylen produzierten als Apfel des zweiten
Erntetermins. Zwischen Erntetermin, Lagermethode und 1-MCP-Behandlung waren dabei
hochsignifikante Wechselwirkungen festzustellen. Die beiden Erntetermine unterschieden
sich nur im Kiihllager sowie nur an Apfeln ohne 1-MCP voneinander.

Bei 'Pinova’ hatte der Erntetermin nur bei der ersten Auslagerung (nach 4,5 Monaten)
Einfluss auf die Fruchtatmung. Hier bildeten die spiter geernteten Apfel wihrend der
Nachlagerung mehr CO; als die vom ersten Erntetermin. Bei langerer Lagerdauer (9 Monate)

war dieser Unterschied nicht mehr vorhanden. Bezliglich der Ethylenproduktion konnten bei
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‘Pinova’ keine Unterschiede zwischen den beiden Ernteterminen festgestellt werden
(Tabelle 18).
Tabelle 18: Einfluss von Erntetermin, Lagermethode und 1-MCP- Applikation auf die CO,-und

Ethylenproduktion bei “Elstar’ und "Pinova’ zu zwei Auslagerterminen nach 4.5 und 9
(‘Elstar’) bzw. 4 und 8 (‘Pinova‘) Monaten Lagerung (Versuch 1: 2007/2008).

CO,-Produktion [mI*(kg*h)™] Ethylenproduktion [ul*(kg*h)‘l]
Sorte |  Faktor Variante Auslagerung 1 Auslagerung 2 Auslagerung 1 Auslagerung 2
Einfluss Mittel  Sign. |Einfluss Mittel  Sign. | Einfluss Mittel Sign. | Einfluss Mittel Sign.
2 Ernte 1 4,62 a 5,50 a 0,58 a * % 20,58 a
£ n.s. n.s. n.s.
w Ernte 2 4,75 a 5,53 a 1,17 a 15,13 b
§ Kihllager 5,47 A 6,81 A 1,57 A 35,57 A
P =
g E CA (3°C) %k R B % %k R B % ¥ R B E X3
w =
[
& uLo 3,90 B 4,22 B 0,18 B 0,14 B
a ohne 5,60 a 6,78 a 1,54 a 35,38 a
§ %k %k %%k %k
- mit 3,77 b 4,25 b 0,21 b 0,33 b
o Ernte 1 * % 4,46 a 4,18 a 1,81 a 5,01 a
c n.s. n.s. n.s.
w Ernte 2 5,09 a 4,25 a 1,73 a 4,36 a
% Kihllager 5,83 A 5,37 A 4,94 A 13,47 A
© <
>
g 2 ca(c) | ** 48 B | *¥*% | 37 B % | 08 | B | **% | 051 | B
& @
& uLo 4,10 B 3,53 B 0,10 B 0,07 B
a ohne 5,52 a 4,76 a 3,32 a 9,08 a
§ %k %k %%k %k
- mit 4,04 b 3,68 b 0,22 b 0,28 b

In Untersuchungen zur Wirkung von Ethylenbehandlungen bei “Elstar™ hingegen (Tabellen 24
und 26) war bei allen Analysenterminen ein mindestens signifikanter Einfluss des Ernte-
termins sowohl auf die Fruchtatmung wie auch die Ethylenbildung zu sehen. Der spéatere
Erntetermin flihrte dabei durchschnittlich zu héherer CO,- sowie Ethylenbildung wahrend
der Shelf-life Phasen im Vergleich zur friheren Ernte. In 2007/2008 konnten dabei bei
beiden Sorten im Anschluss an die zweite Auslagerung nur an den Kontroll-Friichten, jedoch
nicht bei den 1-MCP behandelten Apfeln Unterschiede zwischen den Ernteterminen
beziiglich der Ethylenproduktion festgestellt werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich zur
ersten Auslagerung in Bezug auf die Respiration. Hier waren an Apfeln des ersten
Erntetermins ebenfalls nur bei den Varianten ohne 1-MCP geringere CO,-Werte zu

beobachten.
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In 2007/2008 (Versuch 3) bestand zur zweiten Auslagerung eine Wechselwirkung zwischen
dem Einfluss von Erntetermin und Ethylen-Behandlungsvariante. Nur bei den Friichten mit
Dauer-Ethylenbehandlung wahrend der Lagerung waren Unterschiede zwischen den Ernte-

terminen zu erkennen (Kapitel 4.2.6).

4.2.3 Einfluss der Lagermethode

Die Lagermethode hatte bei beiden Sorten in den meisten Untersuchungen einen deutlichen
Einfluss auf die CO,-Produktion und Ethylenbildung der Apfel. Wie die Tabellen 18 und 19
zeigen, war in 2007/2008 (Versuch 1) sowie in 2008/2009 (Versuch 5) bei beiden Auslager-
terminen nach Kiihllagerung eine deutlich hohere CO,- sowie Ethylenbildung zu messen als
nach ULO- bzw. CA-Lagerung, sowohl bei "Elstar” wie auch bei ‘Pinova’.

Tabelle 19: Einfluss von Lagermethode und 1-MCP-Applikation auf CO,-und Ethylenproduktion bei

“Elstar’ und "Pinova" zu zwei Auslagerterminen nach ca. 4,5 und 8,5 (Elstar’) bzw. 4 und 8
(‘Pinova’) Monaten Lagerung (Versuch 5: 2008/2009).

CO,-Produktion [ml*(kg*h)™] Ethylen-Produktion [ul*(kg*h)™]
Sorte Faktor Variante Auslagerung 1 Auslagerung 2 Auslagerung 1 Auslagerung 2
Einfluss Mittel  Sign. | Einfluss Mittel  Sign. |Einfluss Mittel  Sign. |Einfluss Mittel  Sign.
Q
8 Kiihllager 5,43 A 8,33 A 22,00 A 34,58 A
=
fg ¥ % ¥ % %k ¥ %
& uLo 2,92 B 4,03 B 0,08 B 0,38 B
= s
>
W
ohne 5,26 a 7,68 a 21,84 a 32,68 a
(-9
’~§’ X3 %k %% %k
- mit 310 | b 468 | b 0,25 b 228 | b
Q
8 Kiihllager 4,98 A 5,95 A 7,16 A 20,17 A
=
fg ¥ % ¥ % %% ¥ %
o & uLo 3,09 B 3,50 B 0,11 B 0,09 B
> —
o
(=
£
ohne 4,91 a 5,43 a 7,13 a 17,06 a
(-9
’~§’ % ¥ %k %% %k
- mit 3,16 b 4,02 b 0,13 b 3210 | b

Bei 'Pinova’ war zwischen ULO-Lagerung bei 1°C und der CA-Lagervariante bei 3°C kein
Unterschied festzustellen. Der Einfluss der Lagermethode war bei Frichten ohne 1-MCP
Applikation deutlich ausgepréagter als bei den behandelten Varianten. So zeigte sich z.B. bei

“Elstar’ in 2007/2008 bei beiden Auslageterminen eine deutlich geringere Ethylenproduktion
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im Anschluss an die ULO-Lagerung im Vergleich zum Kihllager nur bei den Apfeln ohne
1-MCP. Bei den 1-MCP Friichten war der hemmende Effekt durch die Behandlung bereits so
grof3, dass die ULO-Lagerung keinen zusatzlichen inhibierenden Effekt auf die Ethylen-

produktion mehr hatte.

Abbildung 32 zeigt den Verlauf der Ethylenabgabe im Shelf-life bei “Elstar’ im Anschluss an
9,5 Monate Lagerung. Nach Kihllagerung (A) war bei den Kontrollfriichten ein deutlicher
klimakterischer Anstieg der Ethylenproduktion zu sehen. Die ULO-Lagerung hingegen flihrte

zu einer nahezu vollstdandigen Unterdriickung der Ethylenbildung bei allen Varianten.

?100 B Rttt ittt A 100 - B
= 90 - e LU R
% 80 1 I
T 70 - [ T
3 60 L
= ES

_3 50 ~ e 50 oo
% 40 QA0
B30 [ 330
B 20 B 20 fororeoree e
§ 10 L
g 0 T T ! 1 E. 0 r 1
w 0 1 2 3 4 5 6 7 8 s 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tage Nachlagerung Tage Nachlagerung

=== Ernte 1 ohne MCP === Ernte 1 mit MCP Ernte 2 ohne MCP === Ernte 2 mit MCP

Abbildung 32: Ethylenproduktion der Sorte ‘Elstar” wahrend 7 Tagen Nachlagerung bei 20°C im
Anschluss an 9,5 Monate Kiihllager (A) bzw. ULO-Lager (B). Die Fehlerindikatoren
geben die Standardabweichung an (Versuch 1: 2007/2008).

Bei ‘Pinova’ war wahrend der ersten Nachlagerung im Anschluss an 4,5 Monate
Kihllagerung ebenfalls ein deutlicher Anstieg der Ethylenproduktion bei den Kontroll-
friichten (ohne 1-MCP) zu beobachten, wiahrend bei den Varianten aus dem ULO-Lager die

Ethylenbildung fast vollstandig inhibiert wurde (Ergebnisse nicht dargestellt).

Abb. 33 zeigt den Verlauf der Ethylenproduktion bei "Pinova’ nach 8 Monaten Lagerdauer.
Die Unterschiede zwischen den mit und ohne 1-MCP-behandelten Friichten waren nach
Kihllagerung sehr groB. Die Ethylenbildung wahrend des Shelf-lifes nahm jedoch im
Gegensatz zur friheren Auslagerung bei den Kontrollfriichten ab. Nach CA- sowie nach ULO-

Lagerung (dargestellt ist nur ULO-Lagerung, Abb.33 B) war weder ein Unterschied zwischen
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den Ernteterminen noch zwischen 1-MCP- behandelten und Kontrollfrichten zu erkennen.

Bei allen Varianten erfolgte hier eine nahezu vollstandige Inhibierung der Ethylenbildung.

BN N W W b
nun O uu o u O

Ethylenabgabe [pl*(kg*h)1]
w B

o] 1 2 3 4 5 6 7
Tage Nachlagerung

Ethylenabgabe [pl*(kg*h)!]

B R N N W W b
un O un o uun o »nn O

(o] 1 2 3 4 5 6 7 8

Tage Nachlagerung

Abbildung 33:

=== Ernte 1 ohne MCP === Ernte 1 mit MCP

Ernte 2 ohne MCP === Ernte 2 mit MCP

Ethylenproduktion der Sorte "Pinova® wahrend 7 Tagen Nachlagerung bei 20°C im

Anschluss an 8 Monate Kihllager (A) bzw. ULO-Lager (B). Die Fehlerindikatoren
geben die Standardabweichung an (Versuch 1: 2007/2008).

Auch die Ergebnisse der Atmungsmessungen zeigten bei Pinova nach 8 Monaten Lagerung

deutliche Unterschiede je nach Lagerart: Nach Kihllagerung gab es zwischen 1-MCP

behandelten und den unbehandelten Apfeln nahezu eine Halbierung der Atmungsintensitit,

wobei sich die Frichte der ersten und zweiten Ernte nicht unterschieden. Nach CA- bzw.-

ULO-Lagerung (dargestellt sind nur die ULO-Varianten) waren die Unterschiede durch die

1-MCP-Behandlung nahezu aufgehoben und die Atmung verlief bei allen Behandlungen auf

ahnlich tiefem Niveau.
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Abbildung 34: CO,-Produktion der Sorte ‘Pinova’ wahrend 7 Tagen Nachlagerung bei 20°C im
Anschluss an 8 Monate Kihllager (A) bzw. ULO-Lager (B). Die Fehlerindikatoren
geben die Standard-abweichung an. (Versuch 1: 2007/2008).

In den Untersuchungen zum Einfluss von Calcium auf die Fruchtreife bei "Elstar® (Versuch 2,
siehe Tabelle 22) bestétigten sich die zuvor gemachten Aussagen: nach Kihllagerung grole
Unterschiede in der Ethylenbildung und Atmungsintensitat, dagegen nach CA- bzw. ULO-

Lagerung relativ kleine Unterschiede im Atmungsverhalten und in der Ethylenabgabe.

4.2.4 Einfluss von 1-MCP

Die Applikation von 1-MCP flhrte in fast allen Versuchen zu einer deutlichen Verminderung
der klimakterischen Respiration und Ethylenbildung bei beiden Sorten (Tabellen 18-24, 26).
Dieser Effekt war jedoch im Kihllager deutlich starker als im ULO bzw. CA-Lager. Zwischen
Lagermethode und 1-MCP Applikation bestand in vielen Fallen eine klare Wechselwirkung,
wie Tab. 20 exemplarisch am Beispiel der Sorte “Elstar’ und "Pinova" (Versuch 1) zeigt. So war
nur nach Kiahllagerung, nicht jedoch nach ULO-Lagerung (sowie CA-Lagerung bei ‘Pinova’)
ein signifikant inhibierender Effekt der 1-MCP Applikation auf CO,- und Ethylenbildung
festzustellen (siehe z.B. Abb. 32, 33). Aufgrund der bereits fast vollstaindigen Hemmung

durch die CA/ULO-Bedingungen zeigte die 1-MCP Applikation hier keinen zuséatzlichen Effekt.
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Tabelle 20: Wechselwirkung zwischen Einfluss von Lagermethode und 1-MCP auf CO,- und Ethylen-
produktion. Mittelwerte der Ergebnisse fur ‘Elstar’ und ‘Pinova’ nach 4 sowie 9,5
(‘Elstar’) bzw. 8 ('Pinova‘) Monaten Lagerung aus Versuch 1: 2007/2008, (p < 0,05).

CO,-Produktion [mi(kg/h)™] Ethylen-Produktion [l(kg/h)”]
Sorte | Lagermethode [ 1-MCP
Auslagerung 1 [Sign.| Auslagerung2 [Sign.| Auslagerung1 | Sign. Auslagerung 2 Sign.
Kihllager ohne 6,86 a 8,95 a 2,83 a 70,53 a
Kihllager mit 4,08 b 4,66 b 0,32 b 0,60 b
s CA-lager ohne / / / / / / / /
@ CA-Lager mit / / / / / / / /
ULO-Lager ohne 4,35 b 4,61 b 0,25 b 0,22 b
ULO-Lager mit 3,45 b 3,83 b 0,11 b 0,07 b
Kiihllager ohne 7,38 A 6,63 A 9,49 A 17,55 A
Kiihllager mit 4,27 C 4,10 B 0,38 B 0,46 B
% CA-Lager ohne 4,88 B 4,10 B 0,34 B 0,63 B
-E CA-Lager mit 3,93 C 3,42 ¢ 0,22 B 0,05 B
ULO-Lager ohne 4,28 C 3,53 BC 0,12 B 0,03 B
ULO-Lager mit 3,92 C 3,52 BC 0,08 B 0,07 B

Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich in 2008/2009. Auch hier bestanden zu beiden
Auslagerterminen hochsignifikante Wechselwirkungen zwischen Lagermethode und
1-MCP-Applikation. Nach dem Kihllager waren sowohl CO,- wie auch Ethylenbildung der
1-MCP behandelten Friichte deutlich niedriger im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Bei
den ULO-Varianten konnte dieser Einfluss zwar ebenfalls tendenziell beobachtet, jedoch
nicht statistisch abgesichert werden (Tabelle 21).

Tabelle 21: Wechselwirkung zwischen Einfluss von Lagermethode und 1-MCP auf CO,- und Ethylen-

produktion. Mittelwerte der Ergebniss fir “Elstar’ und "Pinova’ nach 4,5 und 8,5 (Elstar)
bzw. 4 und 8 (‘Pinova‘) Monaten Lagerung (Versuch 5: 2008/2009) (p < 0,05).

CO,-Produktion [ml(kg/h)™] Ethylen-Produktion [l(kg/h)"]
Sorte | Lagermethode | 1-MCP

Auslagerung 1 | Sign.| Auslagerung 2 [Sign.| Auslagerung 1| Sign. | Auslagerung 2 sign.

Kihllager ohne 7,42 a 10,98 a 43,62 a 64,86 a

8 Kiihllager mit 3,44 b 5,68 b 0,37 b 4,31 b
= ULO-Lager ohne 3,09 bc 4,38 Cc 0,05 b 0,51 b
ULO-Lager mit 2,75 c 3,68 c 0,12 b 0,24 b
Kihllager ohne 6,51 a 6,90 a 14,12 a 33,95 a

% Kiihllager mit 3,45 b 5,01 b 0,19 b 6,40 b
-E ULO-Lager ohne 3,31 b 3,96 c 0,14 b 0,16 b
ULO-Lager mit 2,88 b 3,03 c 0,07 b 0,02 b

In den Untersuchungen mit Ca-Infiltration (Versuch 2) fiihrte 1-MCP ebenso zu einer
deutlichen Inhibierung der Fruchtreife (Tabelle 22). Zu beiden Auslagerungen war sowohl die

CO,- wie auch die Ethylenbildung der 1-MCP Varianten deutlich niedriger als in den
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Kontrollfriichten, nach der Kiihllagerung wie nach ULO-Lagerung. Nur zu Auslagerung 2 war
nach dem ULO-Lager kein signifikanter Einfluss von 1-MCP auf die CO,-Produktion
festzustellen. Der Effekt der 1-MCP Applikation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(ohne 1-MCP, ohne Calcium) war im Kiihllager deutlich groBer als im CA-Lager, wie
Abbildung 35 exemplarisch zeigt. Im Anschluss an die zweite Auslagerung nach 9 Monaten
Lagerung war im Kihllager bei beiden Varianten ohne 1-MCP sowie bei der Kombination
“Calcium mit 1-MCP“ eine deutlich hohere Ethylenproduktion zu messen als bei den

Friichten “ohne Calcium mit 1-MCP“ (Ergebnisse nicht dargestellt).

50 50
T A z |
f 40 *.: 0
g / 1\1 %o 4
* *
3 Y
c 30 = 30
2 o
£ £
3 3
2 9 T T
g g 1 I 1
o 10 0 10 o .
—
& 0 - — - . & 0 ;/

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
Tage Nachlagerung Tage Nachlagerung

e Ohne Calciumohne MCP === ohne Calcium mit MCP

mit Calciumohne MCP e mit Calcium mit MCP

Abbildung 35: Ethylenproduktion Calcium-behandelter bzw. unbehandelter Apfel der Sorte “Elstar’ in
Kombination mit bzw. ohne 1-MCP wahrend 10 Tagen Shelf-life bei 20°C im Anschluss
an 4,5 Monate Kihllager (A) bzw. CA-Lager (B).

Die CO,-Produktion wurde sowohl im Kihl- wie auch im CA-Lager durch die Behandlung mit
1-MCP gehemmt, wobei die Kombination der beiden Behandlungen (Calcium mit 1-MCP)
weniger Effekt hatte als 1-MCP alleine. Die inhibierende Wirkung von 1-MCP sowohl auf die
Ethylenbildung wie auch auf die Respiration war zur ersten Auslagerung nach ca. 4,5
Monaten grofler bei den Varianten ohne Calcium, nach ca. 9 Monaten jedoch bei den

Calcium-infiltrierten Friichten (weiteres siehe 4.2.5).

Die Versuche zur Wirksamkeit von Ethylen-Behandlungen bei “Elstar’ zeigten in 2007/2008
ebenfalls einen deutlich inhibierenden Effekt von 1-MCP auf die Respiration sowie die

Ethylenbildung (siehe Tabelle 24), wobei dieser mit spaterer Ernte sowie langerer
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Lagerdauer im Vergleich zu den Frichten ohne 1-MCP zunahm. In 2008/2009 hingegen

wurde nur die Fruchtatmung, nicht jedoch die Ethylenbildung vermindert (Tabelle 26).

4.2.5 Einfluss von Calcium

Die Infiltration mit CaCl, hatte zu beiden Auslagerterminen einen hochsignifikanten Einfluss
auf die Ethylenbildung der Friichte. Dabei war die Ethylenproduktion der Kontrollfriichte
(ohne Infiltration) wahrend der Nachlagerungen deutlich héher als die der Ca-behandelten
Apfel (siehe Tab. 22). Zu beiden Auslagerungen konnten jedoch hochsignifikante Wechsel-

wirkungen zwischen Lagermethode, 1-MCP und Calcium-Behandlung festgestellt werden.

Tabelle 22: Einfluss von Lagermethode, Ca-Infiltration und 1-MCP-Applikation auf die CO,-und
Ethylenproduktion bei “Elstar’ und "Pinova" zu zwei Auslagerterminen nach 4,5 sowie 9
Monaten (Versuch 2: 2007/2008).

CO,-Produktion [ml*(kg*h)'ll Ethylen-Produktion [p.l*(kg*h)'l]
Faktor Variante Auslagerung 1 Auslagerung 2 Auslagerung 1 Auslagerung 2
Einfluss Mittel  Sign. | Einfluss Mittel  Sign. | Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel  Sign.

Y

E Kuhllager 5,48 a 7,09 a 10,52 a 47,73 a
g n.s £ X 3 £ X 3 k%

iy CA-Lager 5,83 a 5,74 b 4,40 b 8,43 b
©

-

£ ohne CaCl, 5,68 A 6,76 A 11,30 A 38,29 A
.E n.s * %k %k * ¥k

©

© mit CaCl, 5,63 A 6,07 B 3,62 B 17,86 B
o ohne 6,72 a 7,29 a 14,17 a 38,90 a
g Kk £ X 3 k% £ X 3

- mit 4,60 b 5,54 b 0,75 b 17,25 b

Tabelle 23: Wechselwikung zwischen Lagermethode, 1-MCP sowie Ca-Behandlung auf die Ethylen-
produktion bei ‘Elstar" (Versuch 2: 2007/2008) (p < 0,05).

. Mittelwert Auslag. 1 | . Mittelwert Auslag. 2 | .
Lagermethode| 1-MCP | Calcium 4 Sign. 4 Sign.
[ul(kg/h)"] [w(kg/h) "]
Kihllager ohne ohne 39,33 a 68,59 a
Kihllager ohne mit 1,27 cd 54,13 a
Kihllager mit ohne 0,02 d 65,13 a
Kihllager mit mit 1,44 cd 3,08 b
CA-Lager ohne ohne 5,68 C 19,07 b
CA-Lager ohne mit 10,40 b 13,82 b
CA-Lager mit ohne 0,16 d 0,40 b
CA-Lager mit mit 1,38 cd 0,42 b
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Bei der frihen Auslagerung war im Kihllager nur an den Friichten ohne 1-MCP ein
inhibierender Effekt der Ca-Behandlung zu beobachten. In den 1-MCP behandelten Frichten
war sowohl im Kuhl- wie auch im CA-Lager aufgrund der bereits starken Inhibierung kein
zusitzlicher Effekt durch Calcium zu sehen. Bei den Apfeln ohne 1-MCP fiihrte im CA-Lager
die Calciuminfiltration zu einem Anstieg der Ethylenbildung (siehe Tabelle 23). Nach der
zweiten Auslagerung hingegen zeigten die 1-MCP behandelten Friichte ohne Calcium im
Kihllager eine deutlich gestiegene Ethylenabgabe, wogegen die Kombination aus 1-MCP und
Calcium zu einer starken Hemmung von Ethylen fihrte. An den Friichten ohne
1-MCP war zu diesem Termin sowohl bei den Kihl- wie auch bei den CA-Lager-Varianten
zwar tendenziell ein inhibierender Effekt durch die Ca-Behandlung zu beobachten, jedoch

konnten die Unterschiede statistisch nicht abgesichert werden.

Die Wirkung der Calciumbehandlung auf die Ethylenproduktion war insgesamt deutlich von
der jeweiligen Lagermethode abhangig. Wahrend im Kihllager die Ca-infiltrierten Frichte
durchschnittlich eine niedrigere Ethylenproduktion wahrend der Nachlagerung aufwiesen als

die Kontrollfriichte, war im CA-Lager kein inhibierender Effekt durch Calcium zu erkennen.

Insgesamt war der Einfluss der Ca-Infiltration auf die Ethylenproduktion deutlich groRer als
auf die Fruchtatmung. Zum frihen Auslagertermin waren bezuglich der CO,-Produktion
keine Unterschiede zwischen Ca-infiltrierten und nicht infiltrierten Friichten festzustellen.
Bei spater Auslagerung bestanden zwischen 1-MCP und Ca-Behandlung sowie zwischen
Lagermethode und Ca-Behandlung Wechselwirkungen (Tabelle 22). Im CA-Lager zeigte die
Ca-Infiltration keinen signifikanten Effekt. Zudem war nach den 9 Monaten Lagerung nur in
den 1-MCP Varianten eine zusatzliche Wirkung von Ca auf die Respiration zu beobachten. An

den Apfeln ohne 1-MCP gab es keinen Unterschied.

4.2.6 Einfluss von Ethylen

Tabelle 24 und 26 zeigen den Einfluss von Ethylenbehandlung, Erntetermin und 1-MCP auf
Atmung und Ethylenproduktion bei ‘Elstar’ in den Jahren 2007/2008 bzw. 2008/2009.
Insgesamt hatten die Ethylengaben nur geringe Wirkung. In 2007/2008 war nur nach 9

Monaten Lagerung (Auslagerung 2) ein Einfluss von Ethylen auf Respiration und Ethylen-
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produktion festzustellen. Dabei wurde in der Variante mit “Dauerethylen” die héchste CO,-
sowie Ethylenbildung der Friichte wahrend der Nachlagerung gemessen. Friichte ohne
“Dauerethylen” und mit Ethylenbehandlung zu Shelf-life-Beginn unterschieden sich nicht

voneinander.

Tabelle 24: Einfluss von Ethylenbehandlung, Erntetermin und 1-MCP auf Atmung und Ethylen-
produktion bei ‘Elstar’ nach 4,5 sowie 9 Monaten ULO-Lagerung (Versuch 3: 2007/2008).

CO,-Produktion [ml*(kg*h)™] Ethylen-Produktion [ul*(kg*h)"]
Faktor Variante Auslagerung 1 Auslagerung 2 Auslagerung 1 Auslagerung 2
Einfluss Mittel  Sign. |Einfluss Mittel  Sign. | Einfluss Mittel Sign. | Einfluss Mittel  Sign.
o ohne Dauerethylen 3,65 a 4,21 a 0,05 a 0,66 b
=]
e
&
< Dauerethylen n.s. 4,21 a * 5,25 b n.s. 0,52 a * % 1,74 a
2
[
z
o Shelf-life Ethylen 4,04 a 4,45 ab 0,37 a 0,88 b
Ernte 1 3,72 B 4,20 B 0,06 B 1,87 B
£ % %% % %%
fr]
Ernte 2 4,21 A 5,08 A 0,56 A 0,31 A
ohne 4,61 a 5,38 a 0,48 a 1,97 a
a.
E. % %k k% n.s. % %k
-
mit 3,33 b 3,89 b 0,15 a 0,21 b

Die Wechselbeziehungen zwischen den Faktoren Ethylenbehandlung, Erntetermin und
1-MCP erwiesen sich als signifikant. Nur bei Friichten des zweiten Erntetermins ohne 1-MCP
fihrte die Variante “Dauerethylen” zu einer hdheren Ethylen- sowie CO,- Bildung im
Vergleich zu den anderen Varianten (Tab. 25). In 2008/2009 konnte ebenfalls eine Wirkung
der Ethylenbehandlung auf Respiration und Ethylenproduktion beobachtet werden, jedoch

waren die Unterschiede sehr gering (Tab. 26).
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Tabelle 25: Wechselwirkung zwischen Ethylen-Begasung, Erntetermin und 1-MCP auf CO,- und
Ethylenabgabe bei ‘Elstar’ nach 9 Monaten Lagerung (Versuch 3: 2007/2008) (p < 0,05).

€O,-Produktion [ml(kg/h)"] | Ethylen-Produktion [ul(kg/h)”]
Ethylenvariante Erntetermin | 1-MCP
Auslagerung 2 Sign. Auslagerung 2 Sign.

ohne Dauerethylen 1 ohne 4,32 b 0,57 b
ohne Dauerethylen 1 mit 3,52 b 0,00 b
ohne Dauerethylen 2 ohne 4,47 b 1,71 b
ohne Dauerethylen 2 mit 4,52 b 0,35 b
Dauerethylen 1 ohne 4,82 b 0,83 b
Dauerethylen 1 mit 3,68 b 0,00 b
Dauerethylen 2 ohne 8,67 a 6,11 a
Dauerethylen 2 mit 3,85 b 0,02 b
Shelf-life Ethylen 1 ohne 4,84 b 0,48 b
Shelf-life Ethylen 1 mit 4,01 b 0,00 b
Shelf-life Ethylen 2 ohne 5,18 b 2,14 b
Shelf-life Ethylen 2 mit 3,78 b 0,90 b

Tabelle 26:  Einfluss von Ethylenbehandlung Erntetermin und 1-MCP auf Atmung und Ethylen-
produktion bei ‘Elstar’ nach 6 Monaten Lagerung (Versuch 6: 2008/2009).

_ g * *h). _ i * *h).
Faktor Variante CO,-Produktion [ml*(kg*h)-1] Ethylen-Produktion [ul*(kg*h)-1]
Einfluss Mittel Sign. Einfluss Mittel Sign.
oo
e S ohne Ethylen 3,61 b 0,19 b
S 2
=32 * *
f ©
o g mit Ethylen 3,78 a 0,29 a
Ko}
© Ernte 1 3,45 B 0,15 B
£ ¥k ¥ %
w
Ernte 2 3,93 A 0,32 A
a ohne 3,89 a 0,26 a
Q
s * ¥ n.s.
- mit 3,50 b 0,21 a

Die Abbildungen 36 und 37 zeigen die Ergebnisse der Versuche mit Ethylenbehandlung bei
‘Golden Delicious’. Die Bezeichnung in den Graphiken gibt die jeweiligen Behandlungen
einzelner Varianten an. So bedeutet z.B. “mit Ethylen, mit MCP“ dass die jeweiligen Friichte
vor Beginn des Shelf-lifes (Termin 1) mit Ethylen sowie zusatzlich nach 3 Tagen Shelf-life
(Termin 2) mit 1-MCP behandelt wurden. Nur bei “mit MCP, mit Ethylen” sowie “mit Ethylen,
mit MCP“ wurde ab Tag 9 zusétzlich eine tagliche Ethylen- Applikation durchgefiihrt (siehe

Kapitel 3.4.5.2).
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Abbildung 36: Einfluss von Ethylen- und 1-MCP-Behandlungen auf die CO,-Produktion bei ‘Golden
Delicious™ wahrend 12 Tagen Shelf-life bei 20°C (Versuch 9: 2010).

Bei den Friichten, die zu Termin 1 mit 1-MCP behandelt wurden, war wahrend des Shelf-lifes
eine deutliche Abnahme der Respiration zu verzeichnen. Alle anderen Varianten zeigten zu
Beginn einen Anstieg der Fruchtatmung. Ein eindeutiger Effekt der anfanglichen Ethylen-
behandlung konnte zu diesem Zeitpunkt nicht erkannt werden. Die Applikation von 1-MCP
zu Termin 2 flhrte zu einer starken Abnahme der CO,-Produktion, wobei auch hier zwischen
den Varianten mit bzw. ohne Ethylen keine Unterschiede beobachtet werden konnten. Die
Ethylenbehandlung zu Termin 2 zeigte verglichen mit der Kontrolle (“ohne MCP, ohne
Ethylen”) keine Wirkung. Die taglichen Ethylenbehandlungen ab Tag 9 hatten jedoch einen
deutlichen Effekt auf die Respiration und fiihrten bei den beiden 1-MCP-Varianten “mit
Ethylen, mit MCP“ sowie “mit MCP, mit Ethylen” zu einem Anstieg der CO,-Produktion.
Insgesamt bewirkte die 1-MCP Anwendung zu Termin 1 eine deutlich starkere Inhibierung

der Respiration als die Behandlung zu Termin 2.

In Bezug auf die Ethylenbildung (Abb. 37) fliihrte die 1-MCP-Behandlung zu Termin 1 zu einer
kompletten Hemmung. Wie bei der Atmung zeigten auch hier alle anderen Varianten einen
Anstieg zu Beginn des Shelf-lifes. Auch die 1-MCP Behandlung zu Termin 2 fiihrte zu einer
starken Hemmung der Ethylenproduktion, wogegen die Ethylenbildung aller anderen
Varianten weiter anstieg. Dagegen konnte ein eindeutiger Effekt der Ethylen-Behandlungen

auf die Steigerung der Ethylenbildungsrate der Friichte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 37: Einfluss von Ethylen- und 1-MCP auf die Ethylenproduktion bei ‘Golden Delicious’
wahrend 12 Tagen Shelf-life bei 20°C (Versuch 9: 2010).

4.3 Einfluss von Sorte und Lagerfaktoren auf die Genexpression
zellwandabbauender Enzyme

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur Genexpression (Il) von
B- Galactosidase (B-Gal), Expansin (Exp), Polygalacturonase (PG), Xyloglucan-Endotrans-
glycosylase I+l (XTH I, Il), Arabinofuranosidase (AFase) sowie Pectatlyase (PL) bzw. der im
Rahmen der Ca-Infiltrationsversuche durchgefiihrten Analysen (I) fir Polygalacturonase,
Endoglucanase (EGase), Pectatlyase, pB-Xylosidase (B-Xyl), PB-Galactosidase sowie
Pektinmethylesterase (PME) in Abhangigkeit der Sorte sowie verschiedener Lagerfaktoren
dargestellt. Zur besseren optischen und statistischen Darstellung wurden die jeweiligen
Expressionswerte z.T. mit entsprechenden Faktoren, wie in den Tabellen bzw. Abbildungen
angegeben, multipliziert. Die Ergebnisse beinhalten dabei zum einen aus den
Untersuchungen zum Einfluss der Lagermethode (Versuch 1: 2007/2008) jeweils Daten der
drei Analysentermine “Ernte + Shelf-Life”, “Kiihllager + Shelf-Life” sowie “ULO-Lager + Shelf-
Life“. Zum anderen stammen die Ergebnisse von Untersuchungen an Friichten zum Einfluss
von Ca-Infiltrationen (Versuch 2: 2007/2008) unmittelbar zur Ernte sowie ebenfalls im

Anschluss an die Shelf-Life Phase nach 4,5 Monaten Kihl- bzw. CA-Lagerung.
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4.3.1 Einfluss der Sorte

Tabelle 27 zeigt die Genexpression verschiedener zellwandabbauender Enzyme bei den
Sorten “Elstar’ und ‘Pinova” nach 10 Tagen Shelf-Life bei 20°C unmittelbar im Anschluss an
die Ernte (Versuch 1: 2007/2008). AuRer der Genexpression von Md-PL, welches fir die
Pectatlyase kodiert, war bei allen anderen Enzymen ein mindestens signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Sorten zu beobachten. Die Genexpression von Md-PG2
(Polygalacturonase) und Md-Exp2 (Expansin) war bei 'Elstar’ hochsignifikant groer, die
Expressionslevel von Md-B-GS (B-Galactosidase) und Md-XTH10 (Xyloglucan-Endotrans-
glycosylase 2) sowie Md-AFase (Arabinofuranosidase) signifikant héher als bei "Pinova’. Nur
beziglich Md-XTH2 (Xyloglucan-Endotransglycosylase 1) war bei ‘Pinova’ eine hohere

Genexpression messbar als bei "Elstar’.

Tabelle 27:Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Mittelwertvergleich zur Genexpression
von B-Galactosidase, Expansin, Polygalacturonase, Xyloglucan-Endotransglucosylase (I+11),
Arabinofuranosidase sowie Pectatlyase bei "Elstar’ und "Pinova® nach 10 Tagen Shelf-life
(SL) bei 20°C unmittelbar im Anschluss an die Ernte (Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).

B-Galactosidase Expansin Polygalacturonase |Xylogluc.-Endotrans.Xylogluc.-Endotrans.Arabinofuranosidase[  Pectatlyase
Sorte| Variante | (Md p-6S)x10° | (MdExp2)x10° | (MdPG2)x10* | (MdXTHZ)x10° | (Md XTHI0)x 10" | (Md AFase)x10° | (Md PL)x 10’
Niv. Mittel Sign.| Niv. Mittel Sign.| Niv. Mittel Sign.| Niv. Mittel Sign.| Niv. Mittel Sign.| Niv. Mittel Sign.| Niv. Mittel Sign.

< Ernte ¢ 622 | a LI a 8700 a 059 | b 194 | a 162 | a 049 | a
| 10TageSL
¥ k% % k% ¥ ¥ n.s
= Ernte+
° 070 b 1121b 2061 b 1,86 1451 b 098 | b 5,54
_E 10 Tage SI_ I ) ) ) a ) 1A 1A a

Da die Lagerdauer bis zur zweiten Auslagerung mit 9,5 Monaten fiir "Elstar’ bzw. 8 Monaten
fir ‘Pinova’ fir beide Sorten unterschiedlich war, erfolgte nach Auslagerung kein
statistischer Vergleich beider Sorten bezliglich der Genexpression zellwandabbauender
Enzyme. Wie Tabelle 28 zeigt, waren tendenziell beziiglich Md B-GS (B-Galactosidase),
MdExp2 (Expansin), MdPG2 (Polygalacturonase), MdXTH2 (Xyloglucan-Endotransglycosylase
1) und MdAFase (Arabinofuranosidase) bei "Elstar’ nach 8 Tagen Shelf-life im Anschluss an

die Kihl- bzw. ULO-Lagerung hohere Genexpressionen zu messen als bei "Pinova'.
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4.3.2 Einfluss der Lagermethode

Die Lagermethode hatte bei "Elstar’ in den Analysen im Anschluss an die Shelf-life Phasen
nach der Ernte sowie nach 9 (‘Elstar’) bzw. 8,5 ('Pinova’) Monaten Kihl- und ULO-Lagerung
(Versuch 1) bei allen Enzymen, auBer der AFase, einen signifikanten Einfluss auf die
Genexpression, wobei der Bonferroni-Test im Anschluss an die Varianzanalyse Unterschiede
in den Expressionswerten der B-Galactosidase sowie der Pectatlyase nicht bestatigen konnte
(Tab. 28). Bei der B- Galactosidase waren an der Variante “ULO + Shelf-life” die hochsten
Expressionswerte zu messen. Bezogen auf Expansin zeigten sich die hochsten Werte nach
dem Shelf-life im Anschluss an die Ernte, gefolgt von der Kuhllager-Variante. Die ULO-
Lagerung fihrte hier zu einer deutlich niedrigeren Genexpression. Im Gegensatz dazu
konnten fiir die Polygalacturonase im Anschluss an die ULO- Lagerung + Shelf-life die
hochsten Expressions-Level analysiert werden. Die Werte bei Ernte bzw. Kihllager + Shelf-
life unterschieden sich nicht voneinander. Xyloclucan-Endotransglycosylase (l) zeigte
deutlich héhere Expressionswerte nach der Lagerung, sowohl bei der Kiihllager- als auch bei
der ULO-Lager-Variante. Beide unterschieden sich nicht voneinander und wiesen signifikant
hohere Expressionswerte auf als die Friichte im Anschluss an die “Ernte + Shelf-life“. Die
Expressionslevel der Xyloclucan-Endotransglycosylase (Il) hingegen waren zur “Ernte + Shelf-

life” deutlich hoher als nach der Lagerung.

Tabelle 28: Ergebnisse der mehrfaktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss von Lagerung und Shelf-Life
(SL) auf die Genexpression von [-Galactosidase, Expansin, Polygalacturonase,
Xyloglucan-Endotransglucosylase (l+Il), Arabinofuranosidase sowie Pectatlyase bei
‘Elstar” und ‘Pinova’. Mittelwerte beinhalten Ergebnisse 1-MCP behandelter sowie
unbehandelter Friichte (Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).

Lagermethode
B-Galactosidase Expansin Polygalacturonase [Xylogluc.-Endotrans.|Xylogluc.-Endotrans.|Arabinofuranosidase|  Pectatlyase
Sorte| Variante | (Mdp-GS)x10' | (MdExp2)x10' | (MdPG2)x10' | (MdXTH2)x10' | (MdXTHI0)x10* | (Md AFase)x10° | (Md PL)x 10’
Einfl. Mittel Sign. |Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign. [Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.
Ernte +SL 366 | a 145 | a 4368 b 065 [ b 162 | a 15| a 027 | a
= |Kahllager+SL| * 266 | a | *¥¥ |12 | b | ¥¥|a303 b [¥¥ 10| @ |*¥F| 109 | b [ns |12 | a | ¥ |08 a
ULO +SL 276 | a 063 ¢ 8493 a 162 | a 112 (b 102 | a 009 | a
Ernte +SL 049 [ b 0,70 | ab 103 ] b 162 | b 138 | a 075 | a 6,60 | a
S [Khllager +sL| ** | 080 | a | * [o75| o [*¥¥|1083] o |**| 17| b [ns.| 14 | a [ns.| 091 | a [ns.|748] a
= ULO +SL 047 b 060 | b 1837 a 374 | a 127 | a 076 | a 492 | a
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Bei ‘Pinova” hatte die Lagermethode auf die Genexpression von B-Galactosidase, Expansin,
Polygalacturonase sowie Xyloclucan-Endotransglycosylase (I) einen deutlichen Einfluss.
Bezliglich der restlichen Enzyme war keine Wirkung zu sehen (Tab. 28). Bei B-Galactosidase
zeigte die Variante “Kihllager + Shelf-Life” die hochsten Expressionswerte. “Ernte + Shelf-
life” bzw. “ULO + Shelf-life” lagen deutlich niedriger und unterschieden sich nicht
voneinander. Auch bei Expansin waren nach Kihllagerung die héchsten Expressionswerte zu
messen, nach dem ULO-Lager die niedrigsten. Im Gegensatz dazu zeigten sich bei der
Polygalacturonase sowie der Xyloclucan-Endotransglycosylase (I) nach ULO-Lagerung + Shelf-

life die hochsten und zur Ernte + Shelf-life die niedrigsten Expressionslevel.

Bei einem Teil der Enzyme bestanden Wechselwirkungen zwischen Lagermethode bzw.
Analysenzeitpunkt und 1-MCP auf die Expression der entsprechenden Gene. So waren bei
“Elstar” beziglich der Genexpression von B-Gal, PG und XTH (I) nur an den Kontrollfriichten
ohne 1-MCP, nicht jedoch an den 1-MCP behandelten Apfeln Unterschiede zwischen “Ernte
+ Shelf-life”, “Kihllager + Shelf-life” und “ULO-Lager + Shelf-life”“ festzustellen. Gleiches
konnte an "Pinova" beziglich der Genexpression der PG beobachtet werden. Im Gegensatz
dazu zeigten sich die Expressionswerte der PL nur an den 1-MCP behandelten Apfeln
signifikant unterschiedlich, nicht jedoch an Kontrollfrichten ohne 1-MCP. Weitere
Informationen zur Wirkung von 1-MCP auf die Genexpression der untersuchten Enzyme

werden im folgenden Kapitel gegeben.

Eine Beschreibung der Ergebnisse zum Einfluss der Lagermethode in den Untersuchungen

mit Calciuminfiltrationen erfolgt in Kapitel 4.3.4.

4.3.3 Einfluss von 1-MCP

Tabelle 29 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung zum Einfluss von 1-MCP auf die
Genexpression von B- Galactosidase, Expansin, Polygalacturonase, Xyloglucan-Endotrans-
glycosylase (l+1l), Arabinofuranosidase sowie Pectatlyase bei “Elstar’ und ‘Pinova’. 1-MCP
hemmte bei ‘Elstar’ deutlich die Genexpression aller untersuchten Enzyme. Vor allem
beziglich der Polygalacturonase waren erhebliche Unterschiede zwischen 1-MCP und
Kontrollvariante zu beobachten. Bei "Pinova" konnte kein statistisch signifikanter Einfluss der

1-MCP Behandlung auf die Genexpression der Xyloglucan-Endotransgylcosylase (ll) sowie der
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Arabinofuranosidase festgestellt werden. Die Genexpression der Pectatlyase war bei
‘Pinova’ in den 1-MCP behandelten Apfeln deutlich héher als in der Kontrolle. Bei allen
anderen Enzymen konnten signifikant niedrigere Expressionslevel in den 1-MCP behandel-
ten Frichten gemessen werden. Vor allem beziglich B-Galactosidase, Expansin und Poly-
galacturonase zeigte die Kontrollvariante bei 'Elstar’ deutlich hohere Expressionswerte als
bei "Pinova’. Dementsprechend war auch die hemmende Wirkung von 1-MCP auf die Gen-

expression dieser Enzyme bei "Elstar’ starker ausgepragt als bei "Pinova'.

Tabelle 29: Ergebnisse der mehrfaktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss von 1-MCP auf die
Genexpression von B-Galactosidase, Expansin, Polygalacturonase, Xyloglucan-Endotrans-
glucosylase (I+1l), Arabinofuranosidase sowie Pectatlyase bei ‘Elstar’ und ‘Pinova'.
Mittelwerte beinhalten Ergebnisse der drei Analysentermine “Ernte + 10 Tage Shelf-life”
sowie “9,5 (Elstar) bzw. 8 (Pinova) Monate Kiihl- bzw. ULO-Lagerung + 7 Tage Shelf-life”

(Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).

1-MCP
B-Galactosidase Expansin Polygalacturonase [Xylogluc.-Endotrans.|Xylogluc.-Endotrans.|Arabinofuranosidase|  Pectatlyase
Sorte|  Var. (Md B-GS) x10° | (MdExp2)x10° | (MdPG2)x10' | (MdXTH2)x10' | (MdXTH10)x10° | (Md AFase)x10° | (MdPL)x10’
Einfl. Mittel Sign. | Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.|Einfl. Mittel Sign.
- ohne 4,89 a 1,67 a 106,32 a 1,66 a 1,46 a 1,46 a 034 | a
s *% *% *% *% *% *% *%
= mit 116 | b 053 | b 810 [ b 1,00 | b 109 [ b 079 | b 009 [ b
© ohne 1,00 [ a 097 | a 2055| a 3,13 a 1,30 a 1,00 | a 368 | b
s *k *k % *k N N *¥
pot .S, .S,
o mit 018 [ b 039 | b 040 | b 158 | b 183 | a 060 | a 899 | a

Zur besseren Erfassung der Ergebnisse zeigt Abbildung 38 A-G grafische Darstellungen der
durchschnittlichen Expressionswerte der einzelnen Enzyme, jeweils “zur Ernte + Shelf-life”,
sowie nach 9 (‘Elstar’) bzw. 8,5 (*Pinova’) Monaten “Kiihllager + Shelf-life“ und “ULO-Lager +
Shelf-life” in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP. Die Fehlerindikatoren geben dabei die
Standardabweichung an. Tab. 30 zeigt dazu die Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse

mit anschliefendem Mittelwertvergleich.
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B-Galactosidase (Md B-GS) Expansin (Md EXP2)
: ! : ! A : ! B
Ernte+SL Ernte+SL
£ Kuhllager +SL £ Kuhllager +SL
] ]
ULO +SL ULO+SL
B ohneMCP B ohne MCP
Ernte+SL it MCP Ernte+SL = mit MCP
© ©
3 ki 8 Kuhllager+SL
2 Kihllager +SL 2 Kuhllager +
a a
ULO+SL § § ULO+SL
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Expressions Level relativzu 185 RNAx 10* Expressions Level relativzu 185 RNA x 10
Polygalacturonase (Md PG2) logl endotr. { lase (MdXTH2)
C D
Ernte+SL Ernte+SL
g Kiihllager + SL 2 Kihllager + SL
- [n
ULo+sL ULO +SL :
H ohne MCP B ohne MCP
H mit MCP H mit MCP
Ernte+SL F Ernte+SL
g ©
E Kiihllager + SL 2  Kihllager +SL
a
ULO +SL ULO+SL
0 50 100 150 200 0 1 2 3 4 5 6
Expressions Level relativ zuinternem Standard x 10* Expressions level relativ zu internem Standard x 10*
endotransglucosylase (MdXTH10) E . Arabinofuranosidase (Md AFase) ) F
Ernte+SL Ernte+SL
- g
£ Khllager+SL 4 Kihllager +SL
w w
ULO+SL ! ULO+SL |
u ohne MCP | MohneMCP
W mit MCP | W mit MCP
Ernte+SL Ernte+SL |
s g
2 Kihllager +SL E Kuhllager +SL
a a
ULO+SL ULO+SL
t t ! !
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 0,0 05 10 1,5 2,0
Expressions Level relativzu 185 RNA x 10* Expressions Level relativzu 185 RNA*10°
Pectatlyase (Md Pl)
o G
Ernte+SL
E Kihllager +SL
w
uto+st | |
; ®ohneMCP

| mmit MCP

Ernte+SL

Kihllager +SL

Pinova

ULO+SL

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Expressions Level relativ zu internem Standard* 107

Abbildung 38: Genexpression von pB-Galactosidase (A), Expansin (B), Polygalacturonase (C),
Xyloglucan-Endotransglycosylase |, Il (D,E), Arabinofuranosidase (F), Pectatlyase (G) bei "Elstar’
u. "Pinova’ nach 10 Tagen Nachlagerung bei 20°C im Anschluss an die Ernte sowie nach 9,5
(‘Elstar’) bzw. 8 (*Pinova’) Monaten Kihl- oder ULO-Lagerung und 7-tdgiger Nachlagerung bei

20°C. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. (Versuch 1: 2007/2008).
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Tabelle 30: Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Mittwertvergleich zur Genexpression
von B-Galactosidase, Expansin, Polygalacturonase, Xyloglucan-Endotransglycosylase (I+11),
Arabinofuranosidase sowie Pectatlyase an “Elstar’ und ‘Pinova “zur Ernte + Shelf-life”,
sowie nach 9,5 (‘Elstar’) bzw. 8 ("Pinova’) Monaten “Kihllager + Shelf-life” und “ULO-
Lager + Shelf-life” in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP (Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).

4 . 4 4 4 4 5 7
S Termin ohne/mit MCP B-Gal. /10" |Expansin /10 PG /10 XTH2 /10" | XTH10/10" | Afase /10 PL/10
Mittel Sign. |Mittel Sign. |Mittel Sign.|Mittel Sign.|Mittel Sign.|Mittel Sign.|Mittel Sign.
ohne MCP 6,22 a 2,71 a 87,00 b 059 b 1,94 a 1,62 a 0,49 a
zur Ernte + SL| .
mit MCP 1,11 ¢ 0,20 ¢ 0,35 ¢ 0,71 b 1,30 b 0,68| d 0,03 b
S
© " ohne MCP 384 b 1,32 b 67,45 b 2,28| a 1,200 b 1,48| ab 0,41| ab
+ |Kuhllager + SL| .
o mit MCP 1,48] ¢ 1,12 b 18,60 ¢ 1,15 ab 098] b 0,96] bed 0,16 ab
ULO + SL ohne MCP 4,63| ab 0,99 b |164,50[ a 2,12 a 1,25 b 1,30| abc| 0,11 ab
mit MCP 0,83 ¢ 0,27 ¢ 536 ¢ 1,13 ab 1,000 b 0,74| cd 0,07 b
ohne MCP 0,70 B 1,12( A 2,06 B 1,86 B 1,45 AB 0,97 A 5,54| BC
zur Ernte + SL| |
© mit MCP 029 C 0,28| DE 0,01 B 1,38 C 1,31 AB 0,51] A 7,67
3 " ohne MCP 1,39] A 0,78 BC 22,90 A 1,14 C 1,01 B 1,14 A 1,79
2 Kiihllager + SL| .
= mit MCP 0,20] C 0,74 ¢D 0,23| B 2,30 B 1,90 A 0,70 A | 10,32
ULO + SL ohne MCP 092 B 1,03 AB | 36,70 A 6,40 A 1,44 AB 0,89] A 3,72| BC
mit MCP 0,03] D 0,18 E 0,03] B 1,09] C 1,11 AB 0,62 A 6,12 BC

Abbildung 39 zeigt den Einfluss von 1-MCP auf die Genexpression fiir Polygalacturonase,

Endoglucanase, Pectatlyase, B-Xylosidase, B-Galactosidase sowie Pektinmethylesterase aus

dem Ca-Infiltrationsversuch. Die Mittelwerte in der Darstellung stammen nur von Kontroll-

Friichten ohne Ca-Infiltration. Nach Abb. 39 fiihrte 1-MCP bei PG, EGase, PL sowie B-Xyl zu

einer deutlichen Inhibierung der Genexpression. Bei PME und B-Gal waren die Ergebnisse

weniger eindeutig. Die Expressionswerte der B-Galactosidase waren nur nach Kiihllagerung

durch 1-MCP gehemmt, die der Pektinmethylesterase hingegen nur nach CA-Lagerung.

Expressions Level relativ zu B-Aktin RNA

| = ohne MCP lmitMCP|

P0|V83(|:f;}:)ronase Endo(gxllllg)anase Pec(zaltolg/)ase B-Xylosidase B-Gal(i\i?ls)idase Pektinn(')\(eltol'l\)/lester.
6
5 Lol
a B Nl
3 4 - o] |
2 - .| e | _pmm
mHELI Ly L L I N a
, B | - .

Kihll.  CA-Lager Kiihll. CA-Lager Kiuhll. CA-Lager Kiuihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager

Abbildung 39: Relative Werte der Genexpression von Polygalacturonase, Endoglucanase, Pectatlyase,
B-Xylosidase, B-Galactosidase sowie Pektinmethylesterase 1-MCP behandelter bzw.
unbehandelter “Elstar’ Apfel nach 4,5 Monaten Kiihl- bzw. CA-Lagerung und anschlie-
Render Shelf-Life Phase wahrend 7 Tagen bei 20°C.
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4.3.4 Einfluss von Calcium

Wie Abbildung 40 zeigt hatte die Infiltration mit Ca im Kiihllager einen deutlich hemmenden
Effekt auf die Genexpression von PG, EGase, PL, B-Xyl sowie B-Gal. Die Expressionswerte der
PME hingegen blieben von der Ca-Infiltration unbeeinflusst. Nach CA-Lagerung waren in den
Ca-infiltrierten Apfeln zum Teil héhere Expressionswerte zu messen als in den Kontroll-

frichten (PG, EGase, PL) bzw. es waren keine Unterschiede festzustellen (3-Gal, PME).

Polygalacturonase Endoglucanase Pectatlyase
(x101) (x10) (x103%)

R-Galactosidase Pectinmethylester.
(x10Y) (x10%)

B-Xylosidase

Kihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager Kiihll. CA-Lager

Expressions Level [rel. zu B-Aktin RNA]

| H Kontrolle H Calcium |

Abbildung 40: Relative Werte der Genexpression von Polygalacturonase, Endoglucanase, Pectatlyase,
B-Xylosidase, B-Galactosidase sowie Pektinmethylesterase CaCl2-infiltrierter Frichte bzw. von
Kontrollfriichten (ohne CaCl,) der Sorte ‘Elstar’ nach 4,5 Monaten Kiihl- bzw. CA-Lagerung und
anschlieRender Shelf-Life Phase wahrend 7 Tagen bei 20°C.

Abbildung 41 A-F zeigt die relativen Werte der untersuchten Genexpressionen von Friichten
mit und ohne Ca-Infiltration, in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP Behandlung nach 4,5
Monaten Kiihl- sowie CA-Lagerung. Im Kiihllager fiihrte die CaCl,-Infiltration an Apfeln ohne
1-MCP bei fast allen Enzymen (PG, EGase, PL, B-Xyl, B-Gal) zu einer deutlichen Hemmung der
Genexpression. Bei den 1-MCP behandelten Friichten war der inhibierende Effekt von 1-MCP
auf die Genexpression vor allem bei PG, EGase, PL sowie B-Xyl bereits so ausgepragt, dass Ca
keine zusatzliche Wirkung mehr zeigte. Bei B-Gal sowie tendenziell bei PME war auch hier
ein inhibierender Effekt der Ca-Behandlung zu beobachten, wobei 1-MCP alleine keine
hemmende Wirkung zeigte.

Im CA-Lager war an den Apfeln ohne 1-MCP im Gegensatz zum Kiihllager nur bei B-Xyl ein
inhibierender Effekt der Ca-Infiltration festzustellen. Bei PG, EGase, sowie PL fiihrte Ca sogar

zu hoheren Werten der Genexpression im Vergleich zu den Friichten ohne Behandlung. Bei
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B-Gal und PME waren keine Unterschiede zu sehen. Die 1-MCP Behandlung fiihrte im CA-

Lager bei den meisten Enzymen (PG, EGase, PL, B-Xyl) zu einer fast vollstandigen Inhibierung

der Genexpression. Eine hemmende Wirkung der CA-Lagerung auf die Genexpression konnte

insgesamt in diesem Versuch nicht bestatigt werden.
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Abbildung 41: Genexpression von Polygalacturonase (A), Endoglucanase (B), Pectatlyase (C),
B-Xylosidase (D), B-Galactosidase u. Pektinmethylesterase (F) von mit/ohne Ca-
infiltrierten Frichten der Sorte “Elstar’ in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP nach 4,5
Monaten Kihl- bzw. CA-Lagerung und anschliefender Shelf-Life Phase wahrend
7 Tagen bei 20°C.
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4.4 Einfluss von Sorte und Lagerfaktoren auf die Aktivitdt zellwandabbauender
Enzyme

4.4.1 Einfluss der Sorte

Wahrend 10 Wochen Lagerung bei normaler Atmosphéare und 10°C (Versuch 4: 2008/2009)
zeigte sich ein hoch signifikanter Einfluss der Sorte auf die Enzymaktivitat sowohl bei der
B-Galactosidase wie auch der Pektinmethylesterase (Tab. 32). Dabei waren bei der
festfleischigeren Sorte "Pinova® durchschnittlich niedrigere Aktivitdten der B-Galactosidase,
jedoch hohere Aktivitdten der Pektinmethylesterase zu beobachten. Nahere Informationen
zu Unterschieden zwischen den beiden Sorten beziiglich der Aktivitat von B-Gal und PME

werden in den Kapiteln 4.4.2 bis 4.4.4 gegeben.

4.4.2 Einfluss der Lagermethode
Tabelle 31 zeigt die Ergebnisse der zwei-faktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss von
Lagermethode und 1-MCP auf die Aktivitat von B-Galactosidase und Pektinmethylesterase

bei den beiden untersuchten Sorten “Elstar’ und "Pinova" (Versuch 1: 2007/2008).

Tabelle 31: Ergebnisse einer zweifaktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss von Lagermethode sowie
1-MCP auf die Enzymaktivitat der B-Galactosidase sowie der Pektinmethylesterase nach
9 (‘Elstar’) bzw. 8,5 ('Pinova’) Monaten Lagerung und anschlieBender Shelf-life-Phase
wéahrend 7 Tagen bei 20°C (Versuch 1: 2007/2008; p<0,05).

Elstar: B-Galactosidase | Elstar: Pektinmethylester. | Pinova: B-Galactosidase |Pinova: Pektinmethylester.
Faktor | Variante | [umol pnp*(100mg TS*h)’] [A Abs.*(100mg TS*h) "] [umol pnp*(100mg Ts*h)"] | [A Abs.*(100mg TS*h)™]
Einfluss  Mittel Sign. | Einfluss Mittel Sign. | Einfluss  Mittel Sign. | Einfluss Mittel Sign.
[}
o
2 Kiihllager 0,978 a -0,233 a 0,697 a -0,338 a
g %% %% %% %%
gﬂ ULO-Lager 0,627 b -0,205 b 0,463 b -0,248 b
-
o ohne 1-MCP 1,032 a -0,265 a 0,697 a -0,310 a
§ £ 3] * ¥ * %k *
- mit 1-MCP 0,573 b -0,173 b 0,463 b -0,277 a
Kuhllager, 1,307 0,293 0,893 0,393
ohne 1-McP ’ 2 - 2 ' 2 - 2
(] -
Kiihllager,
RN I 0650 | be 0173 | ¢ 0500 | b 0283 | b
@ x § E 3] * % * % £33
E = | ULO-Lager
[ ’ N -
& ohne LMCP 0,757 b 0,237 b 0,500 b 0,227 b
ULO-Lager, 0,497 0,173 0427 | b 0270 | b
mit 1-MCP ’ ¢ - ¢ ' -

131



Ergebnisse

Das Messen der Enzymaktivitat erfolgte dabei nach 7 tagiger Shelf-Life Phase bei 20°C im
Anschluss an 9 Monate (Elstar) bzw. 8,5 Monate (Pinova) Kihl- bzw. ULO-Lagerung. Die
jeweilige Lagermethode hatte bei beiden Sorten einen hochsignifikanten Einfluss auf die
Aktivitat sowohl der B-Gal als auch der PME. Dabei zeigten die Apfel nach Kiihllagerung stets
hohere Enzymaktivitaten als nach ULO-Lagerung. Zwischen Lagermethode und 1-MCP
Behandlung bestanden durchweg deutliche Wechselwirkungen. Bei den Friichten ohne
1-MCP fihrte die ULO-Lagerung stets zu einer deutlich inhibierten Enzymaktivitat von B-Gal
und PME im Vergleich zum Kiihllager. Dies war bei beiden Sorten zu beobachten. An den mit
1-MCP behandelten Apfeln hingegen unterschieden sich die beiden Lagermethoden
beziliglich ihrer Wirkung auf die Enzymaktivitdt nicht voneinander. Informationen zur

Wirkung von 1-MCP folgen in Kapitel 4.4.3.
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Abbildung 42: Enzymaktivitat der B-Galactosidase (A) und der Pektinmethylesterase (B) bei 1-MCP
behandelten sowie unbehandelten Apfeln der Sorten ‘Elstar’ und "Pinova" zur Ernte
sowie nach 9 (‘Elstar’) bzw. 8,5 (‘Pinova’) Monaten Lagerung und anschlieRender
Shelf-life Phase wahrend 7 Tagen bei 20°C (Versuch 1: 2007/2008; p < 0,05).
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Die Abbildung 42 zeigt die Aktivitdt der beiden Enzyme im Anschluss an die Lagerung + Shelf-
life im Vergleich zu unmittelbar nach Ernte. Bei "Elstar’ war vor allem bei den Friichten ohne
1-MCP sowohl bezliglich der B-Galactosidase wie auch der Pektinmethylesterase ein
deutlicher Anstieg der Enzymaktivitat wahrend der Lagerung zu beobachten, wobei dieser

im Kuhllager deutlich starker ausgepragt war als bei ULO-Bedingungen.

Nach ULO-Lagerung war die gemessene Enzymaktivitat jeweils signifikant niedriger als nach
dem Kihllager, jedoch signifikant hoher als zur Ernte. Bei "Pinova’ zeigte die B-Galactosidase
in den Kontrollfrichten (ohne 1-MCP) nach Kiihllagerung ebenfalls einen deutlichen Anstieg
der Aktivitat, wogegen sich die Aktivitat unter ULO-Bedingungen nicht von der zur Ernte
unterschied. Die Aktivitdit der PME nahm bei "Pinova’ in der ULO-Variante wahrend der
Lagerung ab. Zwischen der Enzymaktivitat zur Ernte und nach Kihllagerung + Shelf-life
waren hier keine Unterschiede festzustellen. Eine Beschreibung der Wirkung von 1-MCP

folgt in Kapitel 4.4.3.

Eine 4-faktorielle Auswertung der Ergebnisse zur Wirkung von Ca-Infiltrationen ergab
insgesamt bezlglich B-Gal- sowie PME-Aktivitat keinen signifikanten Einfluss der
Lagermethode (siehe Tabelle 33). Jedoch lieRen sich gewisse Wechselwirkungen zwischen
Lagermethode, Analysentermin (Auslagerung, Shelf-life), Ca-Infiltration sowie 1-MCP auf die

Aktivitat der B-Galactosidase und der PME feststellen (weiteres dazu siehe Kapitel 4.4.4).

4.4.3 Einfluss von 1-MCP

Tabelle 32 zeigt die Ergebnisse einer dreifaktoriellen Auswertung zum Einfluss von Sorte,
1-MCP sowie Lagerdauer auf die Aktivitdt von B-Gal und PME bei ‘Elstar’ und ‘Pinova’
wahrend 10 Wochen Lagerung bei normaler Atmosphare und 10°C. Alle drei untersuchten
Faktoren hatten dabei einen hochsignifikanten Einfluss auf die Aktivitat beider Enzyme.

Wie Abbildung 43 zeigt, war bei ‘Elstar’ in der Variante ohne 1-MCP wadhrend der 10
wochigen Lagerung ein signifikanter Anstieg der B-Galactosidase-Aktivitat festzustellen,
wihrend bei den 1-MCP behandelten Apfeln der Anstieg der Enzymaktivitat vergleichsweise
deutlich geringer ausfiel. Im Vergleich zu “Elstar’ zeigte B-Gal bei "Pinova’ wahrend der 10-

wochigen Untersuchungsperiode einen nur maRigen Aktivitdtsanstieg in der Kontrollvariante
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sowie in den 1-MCP behandelten Friichten, der aber lGber die ganze Versuchszeit betrachtet

dennoch signifikant von Lagerbeginn bis Lagerende zunahm (Tabelle 32).

Tabelle 32:Ergebnisse einer dreifaktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss von Sorte, 1-MCP sowie
Lagerdauer auf die Enzymaktivitdt der B-Galactosidase sowie der Pektinmethylesterase
bei “Elstar’ und "Pinova’ wahrend 10 Wochen Lagerung bei normaler Atmosphéare und
10°C (Versuch 4: 2008/2009; p<0,05).

B-Galactosidase-Aktivitat Pektinmethylester.-Aktivitdt
Faktor | Variante [umol pnp*(100mg TS*h)™] [A Abs.*(100mg TS*h)™]
Einfluss Mittel Sign. Einfluss Mittel Sign.
® Elstar 0,533 a -0,023 b
‘g %k %k %k %k
@ Pinova 0,388 b -0,034 a
a ohne 1-MCP 0,542 a -0,037 a
§ %k %k %k
- mit 1-MCP 0,379 b -0,020 b
S
g 5 Wochen 0,406 b -0,033 a
3 % %k %k %k
)
£ 10 Wochen 0,515 a -0,024 b
-
o E— [pistar:-Gaactosidase a O [pinova: B Galactosidase
w08 w08
N e ';,
g o7 b 3 07 3
8 06 S 06
s oY ab
£ 05 d ///* *g- 05 be )/_{
& 04 = 204 $
3 be .< /
03 £ L
g d cd 2 03 bc T bc
= 02 = 02
T b C
5 o1 g 0,1
£ 00 < 00
Tug' Ernte 5Wochen 10 Wochen g Ernte 5Wochen 10 Wochen
@ Lagerdauer bei 10°C @ Lagerdauer bei 10°C
=4-ohne 1-MCP  =fli=mit 1-MCP ~4—ohne 1-MCP ==mit 1-MCP

Abbildung 43: Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit bei 1-MCP behandelten sowie unbehandelten
Frichten der Sorten “Elstar’ und "Pinova” wahrend 10 Wochen Lagerung bei normaler
Atmosphére und 10°C (Versuch 4: 2008/2009; p<0,05).

Bezlglich der Aktivitdt der Pektinmethylesterase war bei ‘Elstar zwischen Ernte und 5
Wochen Lagerung ein signifikanter Anstieg zu sehen, zwischen 5 Wochen und 10 Wochen
blieb das Aktivitatsniveau jedoch in etwa gleich. Die 1-MCP Behandlung zeigte hier einen
deutlich inhibierenden Effekt auf die Enzymaktivitat, so dass zwischen den drei
Analysenterminen keine Unterschiede gemessen werden konnten. Bei 'Pinova" stieg die
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PME-Aktivitat wahrend der ersten 5 Wochen deutlich an, fiel jedoch anschlieBend bis zu
Woche 10 sogar unter das Anfangsniveau zurick. Bei der 1-MCP Variante war eine
kontinuierliche Abnahme der Enzymaktivitdat von der Ernte bis nach 10 Wochen Lagerung

festzustellen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Anderung der Pektinmethylesterase-Aktivitit bei 1-MCP behandelten sowie
unbehan-delten Friichten der Sorten ‘Elstar’ und ‘Pinova® wahrend 10 Wochen
Lagerung bei normaler Atmosphére und 10°C (Versuch 4: 2008/2009; p<0,05).
In den Untersuchungen zum Einfluss der Lagermethode (Versuch 1: 2007/2008) zeigte sich
ebenfalls ein deutlich inhibierender Effekt der 1-MCP Behandlung auf die Enzymaktivitat von
B-Gal und PME sowohl bei “Elstar® wie auch bei "Pinova’ (Tab. 31). Wie die Abbildungen 42 A
und B zeigen waren bei ‘Elstar’ nach dem Kiihllager + Shelf-life stets deutlich niedrigere
Enzymaktivititen in den 1-MCP behandelten Apfeln zu messen als in den Kontrollfriichten
ohne 1-MCP. Nach ULO-Lagerung war dies nur bei der Sorte 'Elstar’ der Fall. Bei "Pinova’
waren keine Unterschiede (B-Gal) bzw. leicht héhere Aktivitaten (PME) bei der 1-MCP
Variante zu verzeichnen. Die ULO-Lagerung bewirkte bei "Pinova’ eine deutliche Inhibierung
der B-Galactosidase, so dass wahrend der ULO-Lagerung + Shelf-life keine Veranderung der

Enzymaktivitat im Vergleich zur Ernte festzustellen war.

4.4.4 Einfluss von Calcium
Auch in den Untersuchungen zur Ca-Infiltration zeigte sich ein hochsignifikant inhibierender
Effekt der 1-MCP Applikation auf B-Gal- sowie PME-Aktivitat. Ca bewirkte sowohl bei der

B-Galactosidase wie auch bei der Pektinmethylesterase eine Hemmung der Enzymaktivitat.
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Diese konnte statistisch mit hoher Signifikanz abgesichert werden, wie Tabelle 33 zeigt.

Wahrend dem Shelf-life war insgesamt eine Zunahme der Aktivitdt beider Enzyme zu

beobachten.

Tabelle 33: Ergebnisse einer 4-faktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss von Ca-Infiltration, Lager-
methode, 1-MCP sowie Shelf-life auf die Enzymaktivitdit von B-Galactosidase und

Pektinmethylesterase bei ‘Elstar’ nach 4,5 Monaten Kiihl- bzw. CA-Lagerung (Versuch 2:
2007/2008; p<0,05).

B-Galactosidase-Aktivitat Pektinmethylester.-Aktivitat
Faktor Variante [umol pnp*(100mg TS*h)'1] [A Abs.*(100mg TS*h)'1]
Einfluss  Mittel Sign. Einfluss  Mittel Sign.

£ ohne Ca®* 0,715 a -0,036 a

3 * % * %

S mit Ca?* 0,471 b -0,028 b
. 3 Kiihllager 0,607 a -0,033 a
S 2 n.s. n.s.
= £ | cA-lager 0,578 a -0,031 a

a ohne 0,708 a -0,037 a

§ % % ¥ %k

- mit 0,477 b -0,027 b

& ohne 0,515 b -0,030 b

; % % ¥ %k

[}

S mit 0,671 a -0,034 a

Die Wirkung der Ca-Infiltration war jedoch im Kiihllager wesentlich starker als im CA-Lager.
Im Kiihllager nahm die Aktivitdt der B-Galactosidase in den Friichten ohne Ca und ohne
1-MCP von der Ernte bis zur Auslagerung deutlich zu (Abb. 45 A), nach Ca-Infiltration kam es
aber zu einer signifikanten Hemmung der Enzymaktivitat. Die B-Gal-Aktivitaten der Calcium-
infiltrierten Apfel in Kombination mit sowie ohne 1-MCP unterschieden sich zur Auslagerung
nicht von den zur Ernte gemessenen Werten, wogegen die Aktivitat in den Frichten ohne Ca
deutlich héher lag. Vor allem in den Apfeln ohne 1-MCP waren die Unterschiede zwischen
Ca-Variante und Kontrolle am grofSten und nahmen im Verlauf des Shelf-lifes noch weiter zu.
Bei den 1-MCP behandelten Friichten hingegen unterschieden sich die beiden Varianten am

Ende der Nachlagerung nicht mehr signifikant voneinander.
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Im CA-Lager zeigte die Ca-Behandlung kaum Unterschiede in der Aktivitait der
B-Galactosidase zwischen den Varianten mit oder ohne 1-MCP (Abb. 45 B). Nur bei der
Auslagerung waren bei den Apfeln ohne 1-MCP geringere Enzymaktivititen an den Calcium-
infiltrierten Apfeln im Vergleich zur Kontrolle festzustellen. Ansonsten war im CA-Lager vor

allem ein inhibierender Effekt der 1-MCP Applikation zu beobachten (siehe Kapitel 3.4.2).
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Abbildung 45: B-Galactosidase-Aktivitdt von CaCl,-infiltrierten Apfeln sowie von Kontrollfriichten
(ohne Calciumbehandlung) der Sorte ‘Elstar’ in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP zur
Ernte, nach 4,5 Monaten Kiihl- (A) oder CA-Lagerung (B) sowie nach jeweils anschlie-
Bender Shelf-Life Phase wahrend 7 Tagen bei 20°C (Versuch 2: 2007/2008; p < 0,05).

Die PME-Aktivitat zeigte im Kiihllager von der Ernte bis zur Auslagerung ebenfalls einen
deutlichen Anstieg. Wahrend dem Shelf-life blieben die gemessenen Werte auf etwa

gleichem Niveau. Unterschiede zwischen Ca-infiltrierten Apfeln und Kontrollfriichten waren
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nur bei den Varianten ohne 1-MCP festzustellen. Bei den infiltrierten Frichten hatte die
1-MCP Behandlung keine zusatzliche hemmende Wirkung. Insgesamt waren im Kihllager nur
bei Apfeln ohne Ca-Infiltration und ohne 1-MCP im Verlauf der Lagerung sowie nach dem
Shelf-life signifikant hohere Enzymaktivitaten feststellbar (Abb. 46 A).

Im CA-Lager konnte kein signifikanter Effekt der Ca-Behandlung auf die PME-Aktivitat
beobachtet werden (Abbildung 46 B).
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Abbildung 46: Pektinmethylesterase-Aktivitit von Ca-infiltrierten Apfeln sowie von Kontrollfriichten
(ohne Ca) der Sorte ‘Elstar’ in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP, nach 4,5 Monaten
Kihl- (A) oder CA-Lagerung (B) sowie nach jeweils anschlieRendem Shelf-life wahrend
7 Tagen bei 20°C (Versuch 2: 2007/2008; p<0,05).
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4.5 Einfluss von Sorte und Lagerfaktoren auf die Pektinfraktionen der Zellwand

Im Folgenden wird der Einfluss verschiedener Faktoren auf die Pektinfraktionen der
Zellwand beschrieben. Die Ergebnisse stammen aus den Untersuchungen zur Ca-Infiltration
(Versuch 2: 2007/2008) sowie aus dem Shelf-life Versuch mit 10-wochiger Lagerung bei 10°C
(Versuch 4: 2008/2009). Bei den Zellwandfraktionierungen erfolgten je Variante stets nur
zwei Wiederholungen, was bei der Beurteilung der Ergebnisse der statistischen Auswertung

zu bericksichtigen ist.

Wie in Kapitel 3.2.2 (Material und Methoden) beschrieben, erfolgte bei der Fraktionierung
der Pektine eine Einteilung in bereits wahrend der Fruchtreife geloste (PAW-I6sliche sowie
H,0-l6sliche Fraktion), ionisch gebundene (CDTA-lI6sliche Fraktion) sowie kovalent

gebundene (Na,COs-l6sliche Fraktion) Pektine.

4.5.1 Einfluss der Sorte

Eine mehrfaktorielle Auswertung der Ergebnisse des Shelf-life Versuches bei 10°C (Versuch
4: 2008/2009) ergab zwischen den beiden Sorten ‘Elstar’ und ‘Pinova™ hochsignifikante
Unterschiede bezliglich der Menge an extrahierbarem Zellwandmaterial sowie an Phenol-
Essigsaure-Wasser (PAW)-l6slichen Pektinen, sowohl an den 1-MCP behandelten, wie auch
an den Kontrollfrichten (Tabelle 34). Bei 'Pinova’, der Sorte mit der hdheren
Fruchtfleischfestigkeit, konnten deutlich groRere Mengen an Zellwandmaterial extrahiert
werden als bei “Elstar’. Entsprechend dazu war auch die Menge an PAW-|6slichen (bereits
wahrend der Fruchtreife gelosten) Pektinen bei "Pinova” signifikant niedriger als bei "Elstar’.
Dies konnte sowohl an den 1-MCP behandelten, wie auch an den Apfeln ohne 1-MCP
beobachtet werden. Beziiglich der Menge an CDTA-l6slichen Pektinen konnten nur in den
Kontroll-friichten ohne 1-MCP signifikant hohere Werte bei "Pinova’ gemessen werden, an
den

1-MCP behandelten war dies nicht der Fall. Die Menge an H,0-l6slichen sowie an Na,COs-

|6slichen Pektinen war nicht signifikant von der jeweiligen Sorte beeinflusst (Tabelle 34).
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Tabelle 34:Zweifaktorielle Varianzanalyse zum Einfluss von Sorte und Lagerdauer auf den Gehalt an
extrahierbarem Zellwandmaterial sowie an PAW-, H,0-, CDTA und Na,COs-l6slichen
Pektinen bei 1-MCP behandelten sowie unbehandelten Friichten der Sorten “Elstar’ und
‘Pinova” wahrend 10 Wochen Lagerung bei 10°C (Versuch 4:2008/2009; p<0,05).

Zellwandmaterial (ZWM)| PAW-l6sliche Fraktion | H,0-l6sliche Fraktion | CDTA-lésliche Fraktion |Na,CO;-l6sliche Fraktion
Faktor | Variante [mg/ g TS] [mg/ g TS] [mg/ 100mg ZWM] [mg/ 100mg ZWM] [mg/ 100mg ZWM]
Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign.
ohne 1-MCP

° Elstar 143,2 b 6,1 a 1,7 a 25,2 b 13,9 a

T ¥k *ok n.s. *% n.s.

v Pinova 180,0 a 3,2 b 1,5 a 41,1 a 14,4 a

= Ernte 228,3 a 4,0 a 11 b 30,3 a 10,0 b

B |[5wochen| ** | 1243 b ns. | 49 a * 2,1 a ns. | 306 a *% | 151 a

2

= 10 Wochen 132,1 b 5,0 a 1,7 a 38,6 a 17,3 a

mit 1-MCP

° Elstar 146,6 b 4,8 a 1,0 a 27,2 a 13,1 a

£ *% *k n.s. n.s. n.s.

» Pinova 184,9 a 2,8 b 1,4 a 32,3 a 14,7 a

= Ernte 228,3 a 4,0 a 1,1 a 30,3 a 10,0 b

3

oS | 5Wochen| ** [ 1397 b ns. | 36 a | ns. | 10 a ns. | 304 a *% | 164 a

2

= 10 Wochen 129,3 b 3,7 a 1,4 a 28,6 a 15,4 a

4.5.2 Einfluss der Lagermethode

Die Lagermethode zeigte in den Untersuchungen mit Ca-Infiltration weder signifikanten

Einfluss auf die Menge an extrahiertem Zellwandmaterial, noch auf die PAW-I6sliche

Fraktion. Bezlglich der H,0-l6slichen, der CDTA-I6slichen sowie der Na,COs-l6slichen

Pektinfraktionen hingegen war jeweils ein hoch signifikanter Einfluss der Lagermethode zu

erkennen. Die CA-Lagerung fiihrte im Vergleich zum Kihllager zu einer deutlich geringeren

Menge an H,0-l6slichen, also bereits gelosten, Pektinen in der Zellwand. Bei der PAW-

Ioslichen Fraktion (ebenfalls geloste Pektine) waren zwar andeutungsweise, jedoch keine

statistisch signifikanten Unterschiede erkennbar.

Der Anteil an CDTA-l6slichen (ionisch

gebundenen) sowie Na,COs-l6slichen (kovalent gebundenen) Pektinen war bei den CA-

Varianten im Durchschnitt signifikant hoher als im Kihllager (Tab. 35).
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Tabelle 35: Mehrfaktorielle Varianzanalyse zum Einfluss von Lagermethode, Calciuminfiltration,
1-MCP sowie Shelf-life auf den Gehalt an extrahierbarem Zellwandmaterial sowie an
PAW-, H,0-, CDTA und Na,COs-loslichen Pektinen bei ‘Elstar’ nach 4,5 Monaten
Lagerung bzw. anschlieBender Shelf-life Phase bei 20°C wahrend 7 Tagen (Versuch 2:
2007/2008; p<0,05).

Zellwandmaterial (ZWM)| PAW-Idsliche Fraktion | H,0-losliche Fraktion | CDTA-losliche Fraktion |Na,CO;-losliche Fraktion
Faktor | Variante [mg/ g TS] [mg/ g TS] [mg/ 100 mg ZWM] [mg/ 100 mg ZWM] [mg/ 100 mg ZWM]
Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign. |Einfluss Mittel Sign.

=

S [Kiihllager 125,1 a 3,9 a 3,1 a 17,1 b 13,1 b

g n.s. n.s. *k *k *k

E’n CA-Lager 128,9 a 3,7 a 0,9 b 37,6 a 16,8 a

—

=

E ohne 126,6 a 39 a 2,7 a 29,7 a 14,5 a

©

s n.s. n.s. ok *k n.s.

>

@ mit 127,5 a 3,7 a 1,2 b 25,0 b 15,3 a

S

s ohne 125,4 a 41 a 2,7 a 25,0 b 13,8 b

= ns. *% * % * % * %

- mit 128,7 a 35 b 13 b 29,7 a 16,1 a

2 ohne 123,2 b 33 b 2,4 a 34,2 a 16,0 a

< * * % * * ¥ * %

-E mit 130,9 a 4,2 a 1,6 b 20,5 b 13,9 b

Von der Ernte bis zum Lagerende (nach 4,5 Monaten) nahm der Gehalt an extrahierbarem
Zellwandmaterial insgesamt deutlich ab, gleichermalRen im Kiihl- wie auch im CA-Lager.

Wahrend des Shelf-lifes war jedoch keine weitere Abnahme festzustellen (Abb. 48 A).

Dagegen erhohte sich der Gehalt an PAW-I6slichen Pektinen wahrend des Shelf-lifes. Auch
nach Kiihllagerung war dies tendenziell zu beobachten, lieR sich jedoch nicht statistisch
absichern. Auch war die Zunahme der geldsten Pektine (PAW) nur an den Friichten ohne

1-MCP feststellbar (Abb. 48 B).

Bei der H,0-l6slichen Fraktion konnten Wechselwirkungen zwischen den Faktoren
Lagermethode, Shelf-life, 1-MCP und Ca-Behandlung festgestellt werden. Im Durchschnitt
waren hier nur zur Auslagerung nach 4,5 Monaten, jedoch nicht im Anschluss an das Shelf-
life Unterschiede zwischen den Kihl- und CA-gelagerten Frichten zu erkennen. Wie Abb.
48 C zeigt, konnte dies auch nur an den Apfeln ohne 1-MCP und ohne Ca-Infiltration

beobachtet werden. Nach dem Shelf-Life war der Gehalt an H,0-l6slichem Pektin in der
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entsprechenden Variante signifikant niedriger als nach Auslagerung und unterschied sich

nicht mehr von den Gbrigen Varianten.

Die CDTA-l6sliche Fraktion zeigte Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Lagermethode,
Shelf-life, 1-MCP und Ca-Behandlung. Hohere Gehalte an CDTA-I6slichen Pektinen in den CA-
gelagerten Apfeln konnten sowohl bei Lagerende als auch nach dem Shelf-Life beobachtet
werden, wobei die Unterschiede bei Lagerende deutlich ausgepragter waren (Abb. 48 D).
Nach dem Shelf-life nahm der Gehalt an CDTA-I6slichen Pektinen im Anschluss an beide
Lagermethoden ab. Dies war sowohl an den Calcium-infiltrierten und an den Kontroll-
friichten ohne Ca sowie an den 1-MCP behandelten Apfeln und den Apfeln ohne 1-MCP-

Behandlung festzustellen.

Zwischen Lagermethode und Ca-Infiltration zeigten sich Wechselwirkungen auf die Na,COs-
l6slichen Pektinfraktionen. In den Apfeln ohne Ca waren die Unterschiede zwischen Kiihl-
und CA-Lager groRer als an den Ca-infiltrierten Friichten. In beiden Fallen waren jedoch die
Anteile der Na,COs-16slichen Fraktion nach dem CA-Lager gréRer als nach dem Kihllager
(Abb. 48 E). Der Gehalt an Na,COs-l6slichen Pektinen in der Zellwand war im Durchschnitt
nach dem Shelf-Life geringer als zur Auslagerung, sowohl im Anschluss an die Kiihl- wie auch

an die CA-Lagerung.

4.5.3 Einfluss von 1-MCP

Entsprechend Tab. 35 konnte nach Ca-Infiltration (Versuch 2: 2007/2008) kein signifikanter
Einfluss von 1-MCP auf die Gesamtmenge an extrahiertem Zellwandmaterial festgestellt
werden, obwohl dessen Gehalt in den 1-MCP behandelten Apfeln tendenziell héher lag als
bei den Kontrollfriichten. Jedoch war ein jeweils hochsignifikanter Einfluss von 1-MCP auf die
PAW-, H,0-, CDTA-, sowie Na,COs-l6oslichen Pektine festzustellen.

In den 1-MCP behandelten Apfeln wurde ein signifikant niedrigerer Anteil an PAW-Islichen
(gelosten) Pektinen gemessen als in den Kontrollfrlichten. Dabei bestanden Wechsel-
wirkungen zwischen den Faktoren Shelf-life und 1-MCP. Unterschiede zwischen mit und
ohne 1-MCP konnten nur nach dem Shelf-life, nicht jedoch zur Auslagerung beobachtet

werden. Wie Abb. 48 B zeigt, war dies auBerdem nur im Kihllager der Fall.
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Entsprechend Abb. 48 C war nur unmittelbar bei Kihllagerende (4,5 Monate) bei der
Variante ohne Ca-Infiltration und ohne 1-MCP ein deutlich hoherer Anteil an H,0-l6slichen
Pektinen zu messen als bei der Ca-Variante ohne 1-MCP. Alle anderen Behandlungen
unterschieden sich nicht voneinander. Der Anteil an CDTA-I6slichen sowie Na,COs-16slichen
Pektinen in der Zellwand war bei den 1-MCP behandelten Friichten im Durchschnitt aller
Lagerbehandlungen zwar signifikant hoher als bei der Kontrolle ohne 1-MCP (Tab. 35),
Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten waren zum Teil jedoch gering bzw. nicht
vorhanden (Abb. 48 D+E).
Tabelle 36: Einfaktorielle Varianzanalyse mit anschlieBendem Mittelwertvergleich fiir den Gehalt an
extrahierbarem Zellwandmaterial sowie an PAW-, H,0-, CDTA und Na,CO;-16slichen
Pektinen bei 1-MCP behandelten sowie unbehandelten Friichten der Sorten “Elstar™ und

‘Pinova’ zur Ernte sowie nach 5 und 10 Wochen Lagerung bei 10°C (Versuch 4:
2008/2009; p<0,05).

' Zellwandmaterial (ZWM)| PAW | H;0 . (DTA . Na,(0, .
Sorte) - Variante [mg/575] Sign. [mg/575] Sign, [mg/ 100mg ZWM| Sign [mg/ 100mg ZWM] Sign [mg/ 100mg ZWM| Sign

Ernte 205,45 ab 5,45 a 0,45 d 27,00 ] 10,45 ]

_ |5Wochen ohne 1-MCP 116,80 C 6,35 a 2,25 ab 25,70 ] 14,60 a
i 5Wochen mit 1-MCP 126,45 ¢ 4,45 a 0,65 ¢ 25,75 ] 16,50 a
**[10 Wochen ohne 1-MCP 107,20 C 6,40 a 245 a 2,90 ] 16,60 a
10 Wochen mit 1-MCP 107,95 3 440 a 1,85 abc 2,75 h 12,45 h
Ernte 251,20 a 2,60 a 170 abed 33,50 ] 9,45 ]

« |5 Wochen ohne 1-MCP 131,85 C 335 a 1,90 abc 36,20 ] 15,65 a
E 5Wochen mit 1-MCP 152,85 ¢ 2,65 a 1,3 abed 3510 h 16,35 a
= (10 Wochen ohne 1-MCP 157,00 he 355 a 1,00 bed 54,25 a 17,9 a
10Wochen mit 1-MCP 150,55 ¢ 3,00 a 1,00 bed 28,35 h 18,40 a

Im Shelf-life Versuch bei 10°C (Versuch 4: 2008/2009) ergab die mehrfaktorielle Auswertung
einen signifikanten Einfluss von 1-MCP nur auf die PAW-I6sliche Pektinfraktion, nicht jedoch
auf die restlichen Fraktionen (keine graphische Darstellung der Ergebnisse). Dabei wiesen die
1-MCP behandelten Apfel mit einem Mittelwert von 3,6 mg/100 mg Zellwandmaterial
signifikant niedrigere Werte an geldsten Pektinen in der Zellwand auf als die Kontrollfriichte
mit 4,9 mg/100 mg. Zwar ergab die Varianzanalyse auch einen hochsignifikanten Einfluss auf
die kovalent gebundenen, Na,COs-l6slichen Pektine, jedoch konnte der Bonferroni-Test
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Mittelwert der Kontrollfriichte (16,2 mg/100

mg) und dem der 1-MCP-Varianten (15,9 mg/100 mg ) bestatigen.
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Tabelle 36 zeigt die Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse mit anschlieRendem

Mittelwertvergleich von Zellwandmaterial sowie allen untersuchten Pektinfraktionen bei

“Elstar’ und "Pinova’ zur Ernte sowie nach 5 und 10 Wochen Lagerung bei 10°C. In Abbildung

47 A-E werden die Ergebnisse graphisch dargestellt. Die Fehlerindikatoren geben dabei die

Standardabweichung an.
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Abbildung 47: Gehalt an extrahierbarem Zellwandmaterial (A) sowie an PAW-(B), H20-(C), CDTA (D)
und Na2CO3-(E) loslichen Pektinen bei 1-MCP behandelten sowie unbehandelten
Frichten der Sorten ‘Elstar’ und "Pinova® zur Ernte sowie nach 5 und 10 Wochen
Lagerung bei 10°C (Versuch 4: 2008/2009; p<0,05). Die Fehlerindikatoren geben die

Standardabweichung an.
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4.5.4 Einfluss von Calcium
Die Infiltration mit Ca hatte einen hochsignifikanten Einfluss auf die H,0-l6slichen sowie

CDTA-I6slichen Pektine im Zellwandmaterial (Tab. 35).
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Abbildung 48: Gehalt an extrahierbarem Zellwandmaterial (A) sowie an PAW (B), H,O (C), CDTA (D)
und Na,COs (E) I6slichen Pektinen bei Friichten der Sorte “Elstar’ mit und ohne Ca-
Infiltration in Kombination mit bzw. ohne 1-MCP zur Ernte sowie nach 4,5 Monaten
Kihl- bzw. CA-Lagerung sowie nach anschlieBendem Shelf-Life wahrend 7 Tagen bei
20°C (Versuch 2: 2007/2008; p<0,05).
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Dabei waren an den Ca-infiltrierten Friichten durchschnittlich niedrigere Gehalte an
wasserloslichen sowie an ionisch gebundenen (CDTA-I6slichen) Pektinen zu messen als an
den Apfeln der Kontrolle ohne Ca-Infiltration. Beziiglich der Menge an extrahierbarem
Zellwandmaterial sowie des Gehaltes an PAW- und Na,COs-l6slichen Pektinen war keine
Wirkung der Ca-Infiltration festzustellen. Die Mittelwerte der einzelnen Varianten sowie die
Ergebnisse des einfaktoriellen Mittelwertvergleichs werden in den Abbildungen 48 A-D
dargestellt. Bezlglich der H,0-l6slichen Pektine bestanden Wechselwirkungen zwischen
Lagermethode, 1-MCP, Shelf-life und Ca-Infiltration. Die Ca-Infiltration zeigte nur zur
Auslagerung im Kiihllager, jedoch nicht im CA-Lager, sowie nur an Apfeln ohne 1-MCP, nicht
jedoch an den 1-MCP behandelten Friichten eine signifikante Wirkung auf den Gehalt an
H,0O-l6slichen Pektinen (Abb. 48 C). Signifikant héhere Gehalte an ionisch gebundenen
Pektinen (CDTA) konnten nur nach dem Shelf-life im Anschluss an 4,5 Monate CA-Lagerung

festgestellt werden (Abb. 48 D).

146



Diskussion

5 Diskussion

Die schematische Abbildung 49 beschreibt das Versuchsmodell der vorliegenden Arbeit. Um
Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel in Zusammenhang mit dem
Zellwandabbau wahrend der Lagerung zu untersuchen, wurde die Wirkung der in der
Abbildung rot markierten Einflussfaktoren in den verschiedenen Versuchen genauer geprift.
Die Pfeile symbolisieren einen zu erwartenden Einfluss des jeweiligen Faktors auf die
einzelnen Parameter, bzw. moégliche Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Faktoren.
Die im Zuge der Arbeit untersuchten Parameter sind in der Ubersicht mit griinem
Hintergrund markiert. Im Fokus der Versuche stand dabei die zentrale Rolle von Ethylen flr
die Steuerung der reifebezogenen Texturveranderungen wahrend der Lagerung. Die beiden
Apfelsorten ‘Elstar’ und ‘Pinova’ dienten jeweils als Modellsorten fiir Genotypen mit
besonders stabilem Lagerverhalten bzw. geringem Festigkeitsverlust im Lager ('Pinova’) bzw.
mit rascherem Weichwerden nach der Ernte (‘Elstar’). Neben genetisch bedingten
Sortenunterschieden und dem Einfluss des Erntetermins wurden vor allem die Wirkung
verschiedener Lagerbedingungen, der Einsatz des Ethyleninhibitors 1-MCP sowie die
Bedeutung von Calcium genauer untersucht. Insbesondere sollte dabei betrachtet werden,
welchen Einfluss die einzelnen Parameter auf die am Zellwandabbau beteiligten Prozesse
haben, auf welchen physiologischen Vorgdangen diese Wirkung beruht und welche Folgen
sich beziiglich der Fruchtfleischfestigkeit der Apfel daraus ergeben. Um ein verbessertes
Verstandnis zu den Festigkeitsveranderungen beim Apfel zu bekommen, war es vor allem
wichtig zu sehen, welche Rolle einzelne, am Zellwandabbau beteiligte Enzyme spielen und
wie die untersuchten Parameter deren Genexpression und Aktivitat beeinflussen. Die
durchgefiihrten Zellwandfraktionierungen sollten dabei vor allem helfen, die Ergebnisse in
Bezug zu Verdanderungen der Pektinstrukturen in der Zellwand und somit letztlich zu

Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit zu sehen.
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Abbildung 49: Schematische Darstellung des Versuchsmodells mit den untersuchten Einflussfaktoren
(rot) sowie den analysierten Parametern (griiner Hintergrund).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert, wobei eine
Einteilung der Kapitel in die Themenschwerpunkte “Sortenunterschiede”, “Lagermethoden”,
,Ethylen und 1-MCP“ sowie “Calcium” erfolgt. Innerhalb der einzelnen Kapitel werden die
Resultate beziiglich Fruchtfleischfestigkeit, Fruchtreife, Genexpresssion und Aktivitat
zellwandabbauender Enzyme sowie des Pektinabbaus in der Zellwand behandelt und
gegebenenfalls mit Erkenntnissen aus der Literatur verglichen. Im Anschluss daran werden in
einer Zusammenfassung der Diskussion die wichtigsten Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit
sowie deren praktische Bedeutung fiir die Obstwirtschaft herausgestellt und in Bezug zu den

anfangs angefiihrten Versuchsfragen diskutiert.
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5.1 Unterschiede zwischen den Sorten beziiglich Fruchtfleischfestigkeit, Reife und
Zellwandabbau

Ein Hauptaugenmerk der durchgefiihrten Arbeit lag darauf, sortenbedingte Unterschiede
beziglich der Festigkeitseigenschaften im Lager bzw. die Ursachen fir unterschiedlichen

Abbau der Fruchtfleischfestigkeit genauer zu untersuchen.

Zwischen den beiden Apfelsorten "Elstar’ und ‘Pinova’ konnten in der vorliegenden Arbeit
deutliche Unterschiede beziiglich Fruchtfleischfestigkeit, Reifeverhalten, Genexpression
sowie Aktivitat zellwandabbauender Enzyme sowie des Abbaus von Pektinstrukturen

beobachtet werden.

Wahrend sich bei ‘Elstar’ ein fir viele Apfelsorten typischer, nicht linearer Abbau der
Festigkeit in drei Phasen, wie von Johnston et al. (2002a) beschrieben, charakterisieren lies,
waren bei ‘Pinova die Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit wahrend der Lagerung
deutlich geringer und folgten einer linearen Abbaukurve. Die Wirkung von 1-MCP auf die
Fruchtfleischfestigkeit war bei ‘Elstar’ deutlich ausgepragter als bei ‘Pinova'. Eine
sortenabhdngige Wirkungsintensitdt von 1-MCP konnte bereits von anderen Autoren
bestatigt werden (z.B. Watkins et al.,, 2000; Bai et al. 2005). In den vorliegenden
Untersuchungen wurde bei "Elstar’ eine schnellere Abnahme der Festigkeit durch Zunahme
der Lagertemperaturen deutlich gefordert, wogegen diese bei "Pinova’, zumindest bis zu
einer bestimmten Lagerdauer, kaum Wirkung zeigten. Mit spadterer Ernte nahm bei ‘Elstar’,
Pinova” sowie bei der Vergleichssorte "Golden Delicious’™ die Festigkeit ab, jedoch konnten
auch diesbeziiglich bei "Pinova’ geringere Unterschiede festgestellt werden als bei den
anderen beiden Sorten. Grundsatzlich zeigte sich, dass alle reifeinhibierenden bzw.
Festigkeits-erhaltenden MaRnahmen, wie Kihl-, CA- bzw. ULO-Lagerung oder 1-MCP, an
“Elstar’” grofRere Wirkung zeigten als an "Pinova’, was unter anderem daran lag, dass "Pinova’
auch in den entsprechenden Kontrollvarianten relativ geringe Veranderungen der Festigkeit
aufwies. Die Untersuchungen zeigten zudem, dass die Textureigenschaften der Sorte
Pinova’ sich bereits zum optimalen Erntetermin fiir Langzeitlagerung deutlich von denen
der Sorte “Elstar’ durch eine um ca. 10 bis 15 N héhere Fruchtfleischfestigkeit unterscheiden.

Nach Johnston et al. (2002a) stellen die Form und GroRe der Zellen, die Zelldichte sowie die
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Anatomie der Frucht bereits Voraussetzungen fir spatere Textureigenschaften dar. Nach
Harker et al. (1997) weisen Frichte mit groReren Zellen und mehr Interzellularrdaumen in der
Regel ein schwacheres Gewebe auf als Friichte mit kleineren Zellen bzw. kleineren
Interzellularen. Es gibt Anzeichen dafir, dass friiher reifende Sorten groRere Zellen, groRere
Interzellularrdume und eine geringere Gewebedichte aufweisen als spater reifende Sorten
und dadurch haufig schneller weich werden (Kahn und Vincent, 1990). Dies scheint plausibel,
zumal es sich bei den heutigen festfleischigeren Apfelsorten wie "Braeburn’, ‘Kanzi® oder
“Fuji vor allem um spater reifende Genotypen handelt. Dies ldsst zumindest eine teilweise
Erkldrung der Unterschiede zwischen den Sorten “Elstar’ und ‘Pinova’ zu. Entgegen diesen
Vermutungen konnten McAtee (2009) in Untersuchungen an finf verschiedenen Apfelsorten
keine Korrelation zwischen Zellgr6Be und Fruchtfleischfestigkeit innerhalb der selben Sorte
sowie zwischen den einzelnen Genotypen feststellen. Die Autoren konnten jedoch
beobachten, dass vor allem Sorten mit eher “eckigen” Zellformen ein festeres Fruchtfleisch
aufwiesen. Mikroskopische Untersuchungen liesen dabei aulerdem erkennen, dass die
festere Sorte ‘Jazz’™ im Vergleich zu der weicheren Sorte ‘Pacific Rose’™ eine héhere
Zelldichte und einen damit groReren Zell-zu-Zell-Kontakt aufwies. Dies deckt sich mit
Untersuchungen von Lapsley et al. (1992), die an ‘Granny Smith" Apfeln dichter gepackte
Zellen im Vergleich zu den runderen Zellen der weicheren Sorte ‘Rubinette’ beobachteten.
Entgegen den Ausfihrungen von Harker et al. (1997) konnten Mann et al. (2005) in einem
Vergleich von 10 verschiedenen Apfelsorten mit unterschiedlichen Textureigenschaften
feststellen, dass vor allem Friichte mit geringerer Zelldichte, wie "Honeycrisp® knackiger
waren als Apfel mit hoher Zelldichte. Um zellanatomische Unterschiede zwischen den Sorten
Elstar’ und ‘Pinova’ zu kldaren, missten in weiterflihrenden Versuchen histologische

Untersuchungen zur Beschaffenheit der Zellen durchgefiihrt werden.

Ein weiterer Textur-bestimmender Aspekt konnten Unterschiede im Zellturgor-Potential
beider Sorten sein, wie Tong et al. (1999) an den Sorten "Honeycrisp®, ‘Golden Delicious’,
"Honeygold’, sowie "Macoun feststellten. An den beiden erstgenannten Sorten war dabei in
Korrelation mit der Fruchtfleischfestigkeit ein deutlich besserer Erhalt des Zellturgors

wahrend 6 Monaten Kiihllagerung zu beobachten als bei den anderen beiden Sorten.
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“Elstar’” und ‘Pinova" zeigten in den durchgefiihrten Untersuchungen etwa vergleichbare
Respirationsraten. Die Ethylenproduktion war bei beiden Sorten unmittelbar nach der Ernte
eher niedrig, nahm jedoch bei 'Elstar’ wahrend des Shelf-life bzw. der Lagerung deutlich
starker zu als bei "Pinova’. Unterschiede zwischen den Ernteterminen waren bei “Elstar’
deutlicher ausgepragt als bei "Pinova’, sowohl unmittelbar nach der Ernte als auch nach
unterschiedlich langer Lagerung. Nach Jonhnston et al. (2001; 2002) gibt es bei Apfelsorten
drei verschiedene “Softening“-Typen. Typ 1, zu dem Sorten wie 'Royal Gala’ oder "Cox
Orange’ zdhlen, zeigen eine rasche Abnahme der Festigkeit nach der Ernte, auch ohne
vorherigen Kalteimpuls oder Ethylenbehandlung. An "Granny Smith’, welche zu Reaktionstyp
2 zahlt und in der Regel eine nur langsame Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit zeigt, konnte
Johnston et al. (2002b) eine Induzierung der autokatalytischen Ethylensynthese sowie ein
beschleunigtes Weichwerden durch vorherige Temperatur (0,5°C)- oder Ethylenbehandlung
(100 pI*h™ fur 24 h) nachweisen. Bei der Sorte ‘Pacific Rose’, welche zu Typ 3 zihlt,
veranderten sich hingegen die Ethylensynthese sowie der Festigkeitsverlust durch

vorhergehende Temperatur oder Ethylenbehandlung nicht.

Pinova" zeigte in der vorliegenden Arbeit unmittelbar nach der Ernte eine Abnahme der
Ethylenproduktion, wogegen bei ‘Elstar’ ein deutlicher Anstieg zu verzeichnen war. Eine
mogliche Erklarung fir diese Unterschiede kdnnte ebenfalls in der unterschiedlichen
Reaktionsempfindlichkeit beider Sorten auf Ethylen liegen. Trotz anfangs vergleichbar,
niedriger Ethylenproduktion nahm bei ‘Pinova’ die Menge an gebildetem Ethylen mit
zunehmender Dauer des Shelf-lifes ab. Vermutlich bewirken bei ‘Elstar’ bereits geringe
Mengen an Ethylen eine Steigerung der autokatalytischen Ethylensynthese, wogegen
“Pinova’, dhnlich der Sorte “Pacific Rose’, eine geringe Sensitivitdt fir Ethylen besitzt. Dass
sowohl bei ‘Elstar’ wie auch bei "Pinova’ Ethylen jedoch eine entscheidende Rolle spielt,
konnte durch den reifehemmenden und dadurch den Festigkeitserhalt verbessernden Effekt
der Behandlung mit 1-MCP nachgewiesen werden. Dennoch zeigten insgesamt alle
reifeverzogernden und letztlich Ethylensynthese oder -wirkung inhibierenden MalRnahmen,
wie die Lagerung unter CA- und ULO-Bedingungen oder die Applikation von 1-MCP an

“Elstar’ eine deutlich intensivere Wirkung als an "Pinova’.
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Handelt es sich bei "Elstar’ tasdchlich um eine Sorte mit ausgepragter Ethylen-Sensitivitat, so
wire in den Versuchen mit Ethylenbehandlungen zunichst eine deutliche Reaktion der Apfel
bezlglich Respiration, Ethylenproduktion oder Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit zu
erwarten gewesen. In den Untersuchungen von Johnston et al. (2002b) fiihrte bei "Granny
Smith" die Behandlung mit Ethylen zwar zur Induzierung der Ethylensynthese und zum
beschleunigten Festigkeitsverlust ohne vorherige Kiltebehandlung, jedoch trat dieser Effekt
erst 15 bis 20 Tage verzogert nach der entsprechenden Applikation auf. Dies wirde erklaren,
warum in der vorliegenden Arbeit eine dauerhafte Ethylenapplikation zumindest wahrend
langerer Lagerung mit zwei bis drei wochentlichen Applikationen eine, wenn auch geringe,
fordernde Wirkung auf die Ethylenproduktion wahrend der anschlieRenden Nachlagerphase
hatte, wogegen eine Applikation erst zu Beginn des Shlef-lifes keinen Effekt zeigte. Unter
Umstanden fihrte auch bei “Elstar’ dhnlich wie von Johnston et al. (2002b) an ‘Granny
Smith™ beschrieben der Kaltereiz durch die Lagerung bei 1°C zusatzlich zu einer teilweisen
Induzierung der Ethylensynthese. Unterschiede zwischen den beiden Sorten beziglich
Ethylenbildungsrate sind unter anderem vermutlich auf unterschiedliche Intensitdten der
Bildung von Ethylen-Vorstufen (ACC) zurlickzufiihren. Larrigaudiere et al. (1997) konnten an
‘Granny Smith® einen Anstieg des 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure (ACC)-Level nach
erfolgter Temperaturbehandlung (4°C) und anschlieRendem Uberfiihren der Friichte in 20°C
feststellen. Zudem korrelierte der klimakterische Ethylenanstieg wahrend der Lagerung bei
20°C in Apfelfriichten mit dem Anstieg an ACC-Oxidase-Aktivitat, wobei reifere Friichte mehr
Etylen bildeten bzw. eine héhere ACC-Oxidase-Aktivitat aufwiesen als friher geerntete
Frichte. Bezliglich der Ethylenbildungrate konnten &hnliche Beobachtungen in der
vorliegenden Arbeit vor allem bei der Sorte ‘Elstar’ gemacht werden, bei "Pinova’ dagegen
hatte der Erntetermin einen geringeren Einfluss auf die Ethylenbildung. Ein verzogertes
Eintreten des klimakterischen Ethylenanstiegs in weniger reifen Frichten hangt, wie von
Yang und Hoffmann (1984) diskutiert, womoglich mit dem verzogerten Abbau eines
Reifeinhibitors zusammen. In den vorliegenden Versuchen zeigten “Elstar’ Apfel des fritheren
Erntetermins nach 9 Monaten Lagerung eine erhohte Ethylenproduktion im Vergleich zu den
spater geernteten Friichten aus dem Kdihllager. Dies lasst sich vor allem durch eine

“Uberreife” der Apfel erkliren. Vergleichbar konnte Larrigaudiere et al. (1999) in
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Untersuchungen mit "Granny Smith™ im Verlauf von 30 Tagen bei 20°C an unreifen Friichten
nur geringe Level an ACC sowie MACC (Malonyl ACC) messen. Bei den zum optimalen Termin
geernteten Apfeln stieg die Menge an ACC zunichst deutlich an und nahm nach ca. 17 Tagen
wieder ab, wahrend gleichzeitig die Menge an MACC anstieg. Dagegen blieb bei den Gberreif
geernteten Friichten die ACC-Konzentration wahrend der 30 Tage vergleichsweise niedrig,
wahrend MACC stetig zunahm. Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei “Elstar™ in dieser
Arbeit konnten Larrigaudiere et al. (1999) bei Lagerung der Frichte bei 1°C keine
Unterschiede zwischen den Reifegraden feststellen. Friichte aller drei Erntetermine zeigten
ein adhnliches Verhalten bezlglich Ethylenproduktion und ACC-Aktivitdt. Die Autoren
schlossen daraus, dass das Ethylenbildungsvermdgen unreifer Apfel moglicherweise auf eine
zunehmende Aktivitdt der ACC-Oxidase verursacht durch niedrige Temperaturen

zurtckzufihren ist.

Wirden niedrige Temperaturen bei "Elstar” dhnlich wie bei "Granny Smith" eine Induzierung
der Ethylensynthese bewirken, wéaren nach 9 Monaten Lagerung vermutlich keine
Unterschiede zwischen den Ernteterminen zu beobachten gewesen. Dies deutet darauf hin,
dass ‘Elstar’ im Vergleich zu "Pinova® zwar scheinbar eine hohere Sensitivitat fiir Ethylen
besitzt, niedrige Temperaturen fir die Induzierung der Ethylensynthese jedoch keine oder
nur eine geringe Rolle zu haben scheinen. Nach Harkett et al. (1971) nimmt die Sensitivitat
fur Ethylen bei Apfeln mit zunehmendem Reifegrad zu, was in der vorliegenden Arbeit auch
die deutlich zunehmende Ethylenproduktion mit langerer Lagerdauer bei beiden Sorten
zeigte. Nach Harada et al. (2000) hangt eine niedrige Ethylenproduktion bestimmter
Apfelsorten mit einer Mutation der Allele von ACS1, einem der wichtigsten Gene fir die
Ethylenproduktion wahrend der Reife, zusammen. In einem Vergleich von 35 verschiedenen
Apfelsorten konnten sie feststellen, dass 11 der untersuchten Sorten, welche homozygot
beziglich dem Allel ACS1-2 waren, deutlich weniger internes Ethylen bildeten als Sorten,
welche homo- oder heterozygot fiir das Allel ACS1-1 waren. Nach Harada et al. (2000)
konnte Md-ACS1-2, dessen Promotor bei der Insertion mutiert wird, in Zusammenhang mit
der langen Lagerfahigkeit bestimmter Apfelsorten, wie der Sorte ‘Pinova’ in der
vorliegenden Arbeit, stehen. Auch Costa et al. (2005) konnten in Untersuchungen mit

verschiedenen Kreuzungen nachweisen, dass vor allem Apfelsorten, die homozygot
153



Diskussion

beziglich Md-ACS1-2 sowie Md-ACO1-1 waren, eine geringere Ethylenproduktion sowie
einen besseren Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit aufweisen als die Vergleichssorten. Am
stabilsten wahrend des Shelf-lifes zeigten sich dabei diejenigen Abkémmlinge, bei denen

beide Allele, Md-ACS1 und Md-ACO1, fehlten.

Hinweise auf sortenabhdngige Unterschiede beziglich der Sensitivitat fur Ethylen sind in der
Literatur ebenfalls zu finden (z.B. Johnston et al. 2002b; Tatsuki und Endo, 2006), jedoch gibt
es kaum Hinweise auf Untersuchungen, in denen vergleichsweise die Sensitivitat
verschiedener Sorten tatsiachlich gemessen werden konnte. Die unterschiedliche
Empfindlichkeit verschiedener Genotypen auf Ethylen kénnte unter Umstdanden auf eine
unterschiedliche Dichte bzw. Anzahl an Ethylenrezeptoren in der Zellmembran oder auf
Unterschiede in der Signallbertragung nach Aktivierung der Rezeptoren durch Ethylen
zurlickzufiihren sein. Nach Binder und Bleeker (2003) handelt es sich bei der Wirkungsweise
von Ethylen an den Rezeptoren um ein negativ reguliertes Modell. Das bedeutet, dass Sorten
mit geringerer Anzahl an Rezeptoren empfindlicher auf Ethylen reagieren und dadurch eine
geringere Menge des Hormons notwendig ware, um durch Unterbrechung des
inhibitorischen Zustands der Rezeptoren tber Inaktivierung des CRT1-Proteins und folglicher
Aktivierung von EIN2 ethylenbezogene Reifeprozesse zu induzieren. Tatsuki und Endo (2006)
konnten an ‘Fuji* und ‘Orin’ Apfeln, zwei Sorten mit unterschiedlichem Shelf-life, drei
mogliche Ethylenrezeptor-Gene, Md-ETR1, Md-ERS1 sowie Md-ERS2, isolieren und deren
Expression messen. Bei beiden Sorten hatte 1-MCP eine inhibierende Wirkung auf die
Ethylenproduktion sowie die Genexpression von Md-ERS1 und Md-ERS2. Unterschiede
zwischen den beiden Sorten bestanden jedoch vor allem darin, dass bei "Fuji’, der Sorte mit
langerem Shelf-life, mehr Md-ERS1 und Md-ERS2 mRNA akkumuliert wurde als bei "Orin’. Da
es sich bei der Ethylen-Signallibertragung an den Rezeptoren, wie bereits erwdahnt, um einen
negativ regulierten Wirkungsmechanismus handelt, schlossen die Autoren, dass die
Ethylensensitivitdt der jeweiligen Sorten in Zusammenhang mit dem Expressionslevel der
Rezeptoren steht. Eine Bestimmung der Sensitivitat verschiedener Sorten ware evtl. moglich,
indem man Veranderungen der Genexpression von Md-ERS1 und Md-ERS2 nach Applikation

verschiedener Ethylen-Konzentrationen misst.
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Beziglich der Genexpression der meisten untersuchten zellwandabbauenden Enzyme
wurden bei “Elstar’ deutlich hohere Werte gemessen als bei "Pinova’. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen niedrigerer Festigkeitswerte bei ‘Elstar’, einer schnelleren Abnahme an
extrahierbarem Zellwandmaterial sowie eines intensiveren Anstiegs an gelésten (PAW-
|6slichen) Pektinen im Vergleich mit "Pinova’. Das bedeutet, dass der Abbau der Zellwand bei
“Pinova’ im Vergleich zu “Elstar’ deutlich verzégert ablauft. Nach der Anwendung von 1-MCP
zeigte sich bei den meisten Enzymen eine Inhibierung der Genexpression bzw.
Enzymaktivitdt verbunden mit einem reduzierten Abbau der Fruchtfleischfestigkeit (siehe
auch Diskussion Kapitel 5.3). Dies ist ein klarer Hinweis dafiir, dass Ethylen fir die

Regulierung der am Zellwandabbau beteiligten Enzyme eine zentrale Rolle spielt.

Die hoheren Expressionswerte von Md-PG2 bei ‘Elstar’ wiedersprechen zunachst den
Aussagen in der Literatur, wonach beim Apfel als Frucht mit nur sehr geringer endo-
Polygalacturonase-Aktivitat keine oder eine nur sehr geringfiigige Depolymerisation des
Pektins erfolgt (Redgwell und Fischer, 2002). Eventuell beruht die an Apfeln fehlende
Depolymerisation des Pektins sowie der haufig fehlende Nachweis von PG-Aktivitat auf der
Tatsache, dass der Proteingehalt im Apfelgewebe ca. 50-100-fach niedriger ist als in
Tomaten, wie von Wu et al. (1993) bemerkt wird. Dies kdnnte dazu fiihren, dass zwar eine
Expression der entsprechenden PG-kodierenden Gene gemessen werden kann, diese jedoch
nicht fiir eine messbare Enzymaktivitdt oder Depolymeristation des Pektins ausreicht.
Dennoch konnte an Apfeln von verschiedenen Autoren auch PG-Aktivitit nachgewiesen
werden (Liang et al.,, 1982; Kramer et al., 1992). Die in dieser Arbeit beobachteten
niedrigeren Expressionswerte bei der Sorte "Pinova” entsprechen Ergebnissen von Wakasa et
al. (2006), der bei einem Vergleich von 14 verschiedenen Apfelsorten feststellen konnte,
dass alle Sorten mit sehr gutem Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit eine sehr schwache
Expression des fir die Polygalacturonase kodierenden Gens MdPG1 aufwiesen, dies jedoch

unabhangig von der Ethylenbildungsrate der jeweiligen Sorte war.

Hatte eine Aktivitat der Polygalacturonasen in der vorliegenden Arbeit Einfluss auf die
Depolymerisation der Pektine gehabt, so ware in den Zellwandfraktionierungen wahrend der

Lagerung eine Abnahme an kovalent gebundenen, Na,COs-l6slichen Pektinen und dabei ein
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intensiverer Rickgang bei “Elstar™ als bei "Pinova’ zu erwarten gewesen. Paull et al. (1999)
konnten zum Beispiel an Papaya Friichten eine Abnahme an Na,COs-l6slichen Pektinen
wahrend der Fruchtreife durch eine Depolymerisation der Pektine mittels
Polygalacturonasen beobachten. An ‘Elstar’ und ‘Pinova" hingegen wurde wahrend der
Lagerung eine Zunahme an Na,COs-I6slichen Pektinen festgestellt, wobei zwischen den
beiden Sorten keine Unterschiede vorlagen. Dieser Anstieg ist vermutlich auf eine
zunehmende Extrahierbarkeit der Pektine mit zunehmender Reife zurlickzufiihren. Es ware
denkbar, dass die Aktivitat von Xyloglucan-Endotransglycosylasen sowie Expansin durch das
Losen von Zellulose-Hemizellulose-Verbindungen zu einer zunehmenden Extrahierbarkeit

der Pektine beitragt.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Unterschiede beziiglich der Genexpression der
B-Galactosidase (Md-BGS) zwischen den beiden Sorten entsprechen Ergebnissen von Wei et
al. (2010) mit “Golden Delicious™ und ‘Fuji'. "Elstar’ zeigte nach 10 Tagen Shelf-life bei 20°C
im Anschluss an die Ernte deutlich hohere Expressionswerte als ‘Pinova’. An "Pinova war nur
eine minimale Expression von Md-BGS zu messen. Ahnlich konnten Wei et al. (2010) bei
‘Golden Delicious’, der Sorte mir schnellerer Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit, hohere
Werte der Genexpression sowie einen deutlich rascheren Anstieg der B-Galactosidase-
Aktivitat messen als bei "Fuji*. Goulao et al. (2008) fiihrten als eine mogliche Ursache fiir das
friihere Weichwerden der Sorte ‘Gala” im Vergleich zu der festfleischigen Sorte "Granny
Smith" eine friihere Transkription von pABG1-homologer RNA, eines fir die Aktivitat der B-
Galactosidase kodierenden Gens, an. Ahnlich kénnten die héheren Expressionslevel von Md-
BGS bei ‘Elstar’ am Ende des Shelf-lifes auf ein zeitlich friiheres Einsetzen der Genexpression
zurlickzufiihren sein. Jedoch wies ‘Pinova® auch nach Kuhl- und CA-Lagerung nur sehr
geringe Md-BGS-Expressionswerte auf. "Elstar’ zeigte wahrend der Lagerung einen rascheren
Anstieg der B-Galactosidase-Aktivitdt als ‘Pinova’. Verdnderungen der B-Galactosidase-
Aktivitat korrelierten bei beiden Sorten mit der jeweiligen Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit. Dies deckt sich mit Aussagen von Bartley et al. (1974) sowie Wallner
(1978), wonach das Weichwerden bei Apfeln mit einem Riickgang des Galactosegehaltes in
der Zellwand und einem Anstieg an B-Galactosidase-Aktivitdt in Verbindung steht. Ein

Anstieg der B-Galactosidase-Aktivitdt wahrend der Lagerung bzw. der physiologischen Reife
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von Apfeln wurde unter anderem auch von Ortiz et al. (2011) sowie Goulao et al. (2007)

beschrieben.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit bezliglich der Aktivitat der B-Galactosidase stimmen vor allem
auch mit den Messungen aus den Zellwandfraktionierungen Uberein. Bei "Pinova’ waren
bereits zur Ernte deutlich hohere Mengen an gesamtem Zellwandmaterial bezogen auf die
Trockensubstanz des Fruchtgewebes extrahierbar als bei ‘Elstar’, was auf eine hoéhere
Zelldichte oder auf dickere Zellwdnde in dieser Sorte hinweisen kdnnte. Wahrend der
Lagerung bei 10°C zeigten beide Sorten eine dhnliche Abnahme an extrahierbarem
Zellwandmaterial, vor allem wahrend der ersten 5 Wochen, jedoch blieben die Unterschiede
bis zum Lagerende nach 10 Wochen erhalten. Die deutlich hoheren Anteile an bereits
gelosten Pektinen (PAW-I6sliche Fraktion) bei “Elstar’ weisen darauf hin, dass bei dieser
Sorte der Abbau der Zellwande bereits friher einsetzt als bei der Sorte "Pinova’. Die durch
B-Galactosidasen bewirkte Abspaltung der Galactan-Seitenketten, Uberwiegend an den
Rhamnoseresten des Rhamnogalacturonan I-Abschnittes des Pektinmolekiils (Carpita und
Gibeaut, 1993), fuhrt zur Solubilisierung des Pektins. Diese zunehmende Losbarkeit konnte in
der vorliegenden Untersuchung bei beiden Sorten deutlich beobachtet werden, wobei die
Zunahme an gel6sten Pektinen wahrend des Shelf-lifes bei "Elstar’ ausgepragter war als bei
"Pinova” und deutlich mit dem jeweiligen Anstieg der B-Galactosidase-Aktivitat bei beiden
Sorten korrelierte. Dies deutet darauf hin, dass PB-Galactosidasen bei den beiden
untersuchten Sorten eine wichtige Rolle fiir das Lésen von Pektinen in der Zellwand und
somit fir den Verlust an Fruchtfleischfestigkeit spielen. Billy et al. (2008) untersuchten an
*Fuji* und “Golden Delicious® Apfeln Veridnderungen der Fruchtfleischfestigkeit wahrend der
Lagerung in Kombination mit Analysen zur Veranderung der Pektinfraktionen. Dabei konnten
sie bei beiden Sorten eine Abnahme an neutralen Zuckern in der alkohol-unldslichen
Zellwandfraktion feststellen, was nach Yoshikoa et al. (1994) vor allem auf eine Abnahme
des Gehaltes an Galaktose und Arabinose zurlckzufuhren ist. Bei "Golden Delicious’ setzte
die groBenordnungsmaRige Abnahme der neutralen Zucker tendenziell etwas friiher ein als
bei “Fuji. Dies unterstreicht die Bedeutung von Glycosidasen, vor allem der
B-Galactosidasen sowie der Arabinofuranosidasen, fiir das Weichwerden bei Apfeln. In der

wasserloslichen Zellwandfraktion konnten die Autoren bei "Fuji’ ebenfalls eine Abnahme an
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neutralen Zuckern wahrend der Lagerung messen, wogegen an 'Golden Delicious’
Uberraschenderweise diesbeziiglich keine Verdanderungen beobachtet wurden (Nara et al.,

2001).

Unterschiede zwischen "Elstar’ und "Pinova’ beziglich der Genexpression sowie der Aktivitat
der B-Galactosidasen fiihren vermutlich neben weiteren Faktoren zu Unterschieden im
Festigkeitsverlust beider Sorten. Die Beobachtung, dass 1-MCP die Genexpression und
Aktivitat der B-Galactosidase bei beiden Sorten deutlich inhibierte, legt die Annahme nahe,
dass das Enzym durch Ethylen reguliert wird und eine Ursache fiir die Expression bzw.
Aktivitat in der jeweiligen Ethylenbildungsrate oder Sensivitat fiir Ethylen der beiden Sorten

zu finden ist (siehe Kapitel 5.3).

Neben B-Galactosidasen gehoren Arabinofuranosidasen zu den wichtigsten Glycosidasen.
Beide Enzyme katalysieren die Abspaltung neutraler Zucker, Galaktose und Arabinose, von
den Seitenketten der Rhamnosylreste am Hauptgerist des Rhamnogalacturonan-Abschnittes
(Redgwell, 1997). Sie spielen deshalb eine wichtige Rolle fiir die Adhdsion der Polysaccharide
untereinander und fiir die Stabilitdt der Mitellamelle (Tateishi, 2008). Die Expression von
Md-AFase, einem fir die Aktivitat der Arabinofuranosidase kodierenden Gen, war in den
vorliegenden Untersuchungen bei ‘Elstar’ deutlich héher als bei "Pinova’. Ahnlich konnte
Wei et al. (2010) an ‘Golden Delicious’ eine hohere Aktivitdt der Arabinofuranosidase
feststellen als an "Fuji’. Auch war die Wirkung von 1-MCP sowie niedrigen Temperaturen,
wie  bei  Elstar’, an  ‘Golden Delicious’ ausgepragter als an  CFuji.
1-MCP wirkte in der vorliegenden Arbeit bei beiden Sorten auch inhibierend auf die
Genexpression der Arabinofuranosidase, was zeigt, dass Ethylen fiir die Regulierung der

Genexpression des Enzyms eine wichtige Rolle spielt.

Zur Genexpression von Pektinmethylesterasen wurden in dieser Arbeit keine Analysen
durchgefiihrt, jedoch erfolgten Messungen zur Aktivitat des Enzyms. Pinova™ zeigte zur
Ernte und wahrend der Lagerung héhere PME-Aktivitat als "Elstar’. Diese Beobachtung deckt
sich ebenfalls mit den Ergebnissen der Zellwandfraktionierungen. Dabei nahm der Anteil an
ionisch gebundenen Pektinen bei ‘Pinova’ nach langerer Lagerung deutlich zu, was

vermutlich mit der héheren gemessenen Pektinmethylesterase-Aktivitat im Vergleich zu
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‘Elstar’ zusammenhangt. Durch die Abspaltung der Methylester am Pektin mittels
Pektinmethylesterasen entstehen freie Carboxylgruppen, welche die Bildung von Ca**-
Quervernetzungen zwischen den Pektinmolekilen Uber ionische Bindungen ermdoglichen,
was zu einer Festigung der Zellwand, vor allem wahrend der spateren Reifephasen bzw.
wahrend des Shelf-lifes flihren kann (Phan et al., 2007). Nach 5 Wochen Lagerung bei 10°C
konnte in der vorliegenden Arbeit an "Pinova" die hochste Aktivitdt der Pektinmethylesterase
gemessen werden. Ab diesem Zeitpunkt nahm der Gehalt an ionisch gebundenen Pektinen
deutlich zu, auch wenn die Enzymaktivitdt wahrend dessen wieder abnahm. Der hdhere
Anteil an ionisch mittels Ca**-Briicken gebundenen Pektinen und die dadurch verbesserte
Stabilitat der Mittellamelle kdnnte an ‘Pinova™ ein Grund fiir die im Vergleich geringere
Abnahme der Festigkeit wahrend der Lagerung, aber vor allem wahrend des Shelf-lifes sein.
Vergleichbar konnte Billy et al. (2008) an der festfleischigen Apfelsorte "Fuji* eine deutliche
Abnahme des Methylierungsgrades der Pektine gegen Ende der Lagerung nach 4 bis 7
Monaten feststellen, was ebenfalls auf eine hohere Aktivitdt der Pektinmethylesterase
zurickzufiihren sein konnte und somit, dhnlich wie bei "Elstar’ und “Pinova’, teilweise das
bessere Shelf-life der Sorte gegenliber "Golden Delicious’ erklaren wiirde. Ob die hoéhere
PME-Aktivitat bei ‘Pinova" Einfluss auf die Substratverfligbarkeit der Polygalacturonasen
hatte, wie von zahlreichen Autoren (Koch und Nevins, 1989; Carpita und Gibeaut, 1993)
beschrieben, konnte nicht geklart werden, da keine Messungen der PG-Enzymaktivitat
durchgefiihrt wurden. Da jedoch die Genexpressionswerte von Md-PG2 in “Elstar’ um ein
Vielfaches hoher waren als in ‘Pinova’, ist davon auszugehen, dass ein PG-
Substratverfliigbarkeit-fordernder Effekt der Pektinmethylesterasen keinen oder nur
minimalen Einfluss auf die Aktivitat der Polygalacturonasen hatte, bzw. das dieser keine
messbare Wirkung auf den Festigkeitsverlust der Friichte zeigte. Zu vergleichbaren
Ergebnissen kamen Tieman und Handa (1994) mit transgenen antisense Tomaten. Dabei
hatte die Unterdriickung der PME-Aktivitdit wahrend der normalen Reifephase keinen
positiven Einfluss auf die Fruchtfleischfestigkeit, flihrte jedoch in Uberreifen Friichten zu
einem deutlich intensiveren Verlust der Gewebestabilitdt im Vergleich zum Wildtyp. Die
vorliegenden Ergebnisse mit 'Elstar’ und "Pinova® stehen im Gegensatz zu den Resultaten

von Wei et al. (2010), der an der festfleischigen Sorte ‘Fuji* im Vergleich zu der schneller
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weichwerdenden Sorte ‘Golden Delicious’ einen geringeren Anstieg der PME-Aktivitat
feststellte. Betrachtet man die PME-Aktivitdt in der vorliegenden Arbeit, so weist ‘Pinova’
bereits zur Ernte deutlich hohere gemessene Werte auf als “Elstar’. Bedenkt man, dass in
den Zellwandfraktionierungen an ‘Pinova™ zur Ernte hohere Gehalte an extrahierbarem
Zellwandmaterial erfasst wurden, so konnte man die Hohe der PME-Aktivitdt im Verhaltnis
zur Menge an Zellwandmaterial bewerten, was bedeuten wiirde, dass bei héherer Menge an
Zellwandmatarial entsprechend hohere Aktivitdit eines Enzyms notwendig ware, um
vergleichbare Anderungen der Zellwandstrukturen zu bewirken. In diesem Fall wiirde an
“Elstar” bereits eine geringere PME-Aktivitat ausreichen um zum Beispiel mittels Spaltung der
Methylester an den Pektinen zu deren Solubilisierung beizutragen. Entsprechend den
Beobachtungen von Wei et al. (2010) fiihrte 1-MCP zu einer deutlichen Inhibierung der PME-

Aktivitat bei beiden Sorten (siehe Kapitel 5.3).

Xyloglucan-Endotransglycosylasen sowie Expansin wirken auf das Zellulose-Hemizellulose
Netzwerk in der Zellwand und kénnen so eine wichtige Rolle fiir Verdnderungen der
Fruchtfleischfestigkeit spielen. In den vorliegenden Untersuchungen wurden Bestimmungen
der Genexpression von Md-XTH2 sowie Md-XTH10 durchgefiihrt. Atkinson et al. (2009)
konnte unter insgesamt 11 isolierten XTH-Genen bei der Sorte ‘Granny Smith" feststellen,
dass in reifen Frichten vor allem diese beiden Gene exprimiert werden. In den meisten
Untersuchungen zur Aktivitat der Xyloglucan-Endotransglycosylasen konnte vor der Ernte ein
Anstieg der Enzymaktivitat gemessen werden, der nach der Ernte wieder abnahm (Percy et
al. 1996; Vincken et al., 1998) oder auf gleich hohem Niveau blieb (Goulao et al., 2007).
Ahnliches konnte in der vorliegenden Arbeit beziiglich Md-XTH10 bei ‘Elstar’ und 'Pinova’
beobachtet werden. Zur Ernte wurde bei beiden Sorten das hochste Expressionsniveau
gemessen, anschliefend nahm dieses ab. Im Gegensatz dazu stieg die Expression von Md-
XTH2 tendenziell an. ‘Elstar’ wies im Anschluss an 10 Tage Shelf-life unmittelbar nach der
Ernte eine niedrigere Expression von Md-XTH2, jedoch ein hoheres Expressionslevel von Md-
XTH10 auf. Zusatzliche Untersuchungen zur Aktivitdat des Enzyms konnten Aufschluss
dariiber geben, welche Bedeutung die beiden Gene wiahrend der Fruchtreife bei beiden
Sorten spielen. Unterschiede bezlglich der Expression verschiedener Xyloglucan-

Endotransglycosylase-kodierender Gene zu unterschiedlichen  Zeitpunkten der
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Fruchtentwicklung und Reife konnten unter anderem an Tomaten von Asada et al. (1999)
sowie Brummel und Harpster (2001) bzw. an Apfeln von Goulao et al. (2008) und Atkinson et
al. (2009) beobachtet werden. Es ware moglich, dass verschiedene Gene zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Fruchtentwicklung und —reife Bedeutung fiir die Aktivitat
der Xyloglucan-Endotransglycosylase spielen und diese im Einzelfall nicht zwingend mit dem
Verlust an Fruchtfleischfestigkeit in Verbindung steht. Ethylen scheint bei beiden Sorten die
Genexpression der Xyloglucan-Endotransglycosylase zu beeinflussen, da 1-MCP Md-XTH2 bei
‘Elstar’ und ‘Pinova’ bzw. Md-XTH10 bei ‘Pinova" inhibierte. Welche Rolle letztendlich
Xyloglucan-Endotransglycosylasen fir die Fruchtfleischfestigkeit beider Sorten spielen, ist
noch wunklar, zumal nach Angaben in der Literatur beim Apfel keine messbare
Depolymerisation der Hemizellulosen zu erfolgen scheint (Siddiqui et al. 1996; Percy et al.
1997). Es ware jedoch denkbar, dass das Enzym durch eine teilweise Lockerung der Zellwand
bzw. der Netzwerkstrukturen zwischen Zellulosen und Hemizellulosen zusammen mit
Expansin Einfluss auf die Aktivitat weiterer zellwandabbauender Enzyme und somit indirekt

auf die Solubilisierung der Pektinmolekdile hat.

Die Genexpression von Expansin (Md-Exp2) war bei ‘Elstar® deutlich héher als bei "Pinova’.
Der schnellere Verlust an Fruchtfleischfestigkeit bei "Elstar’ kdnnte somit unter anderem auf
eine intensivere Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Zellulose-
Mikrofibrillen und Xyloglucanen zurlickzufiihren sein, wodurch es zu einer starkeren
Lockerung des Zellulose-Hemizellulose-Netzwerkes in der Zellwand kommt. Rose et al.
(1997) beobachteten in Untersuchungen an Tomaten, dass die Expression des Expansin
kodierenden Gens Le-Exp1 durch Ethylen reguliert wird. An Apfeln konnten Wakasa et al.
(2003) eine Zunahme der Expression des Expansin kodierenden Gens Md-Exp3 mit dem
klimakterischen Anstieg der Etyhlenproduktion beobachten. Gleichzeitig inhibierte 1-MCP
fast vollstandig die Expression des Gens. Dies entspricht auch den Beobachtungen in der
vorliegenden Arbeit. Die Applikation von 1-MCP inhibierte deutlich die Genexpression von
Md-Exp2 bei beiden Sorten, was auf eine Regulierung der Genexpression des Enzyms durch

Ethylen hinweist (siehe Kapitel 5.3).
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5.2 Einfluss der Lagermethode auf Fruchtfleischfestigkeit, Reife und Zellwandabbau

In der vorliegenden Arbeit sollten Verdanderungen der Fruchtfleischfestigkeit in
Zusammenhang mit dem Zellwandabbau wahrend der Lagerung genauer untersucht werden,
um unter anderem ein verbessertes Verstandniss der den Festigkeitsverlust bestimmenden
Prozesse zu bekommen. Deshalb war es notwendig, in den durchgefiihrten Untersuchungen
die verschiedenen praxistiblichen Lagerverfahren, wie die Kiihllagerung oder die Lagerung
bei geregelter Atmosphédre (CA-Lager) bzw. bei extrem niedrigen Sauerstoffkonzentrationen
(ULO-Lager) anzuwenden. Da die Wirkung der genannten Lagerverfahren auf die
Fruchtfleischfestigkeit, wie in Kapitel 2.5.2.2 beschrieben, vor allem auf einer Inhibierung der
Ethylensynthese und —wirkung sowie der Respiration der Frichte beruht, dienten die
durchgefiihrten Untersuchungen unter anderem dazu, die Rolle von Ethylen fiir die Textur-

bestimmenden bzw. verdndernden Prozesse genauer zu betrachten.

Der in zahlreichen friheren Untersuchungen beobachtete Einfluss von Lagertemperatur
sowie CA- bzw. ULO-Bedingungen auf den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit sowie die
Respiration und Ethylenproduktion der Friichte konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden. Ein inhibierender Effekt niedriger Temperaturen, niedriger O,- sowie erhdohter CO,-
Konzentrationen auf die Respiration und Ethylenbildung bzw. -wirkung bei Apfeln und
anderen klimakterischen Fruchtarten wurde von vielen Autoren beschrieben (z.B. Kidd und

West, 1927; Burg und Burg, 1962; Streif 1978; Brackmann 1995; Stow, 2000).

Dementsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit ein deutlicher Einfluss der Temperatur
und Lagermethoden auf Fruchtfleischfestigkeit, Reifeverhalten, Genexpression und Aktivitat
zellwandabbauender Enzyme sowie auf den Abbau von Pektinstrukturen bei den Apfelsorten
“Elstar’ und ‘Pinova’ nachgewiesen werden, wobei die Wirkung an ‘Elstar’ grundsatzlich
ausgepragter war als an 'Pinova'. Die Lagerung unter CA- bzw. ULO-Bedingungen im
Vergleich zu Kihllager in Normalatmosphare fluhrte zu einem deutlich besseren Erhalt der
Fruchtfleischfestigkeit wahrend der Lagerung, wobei an ‘Pinova’ kaum Unterschiede
zwischen beiden (CA/ULO) Lagermethoden beobachtet werden konnten. Der Abbau der
Fruchtfleischfestigkeit nahm erwartungsgemaf mit steigender Lagertemperatur zu, wobei

entsprechende MaRnahmen, wie die Lagerung unter CA-Bedingungen oder der Einsatz von
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1-MCP diesen Temperatureffekt, vor allem bei ‘Pinova’ deutlich abschwachten. Sowohl CA-
als auch ULO-Lagerung wirkten sich an beiden Sorten positiv auf das Shelf-life nach der
Lagerung aus. Die beste Wirkung bezuglich des Erhalts der Fruchtfleischfestigkeit konnte bei
Kombination von ULO-Lagerung und der Applikation von 1-MCP erzielt werden. Allerdings
brachte bei 'Pinova’ auf Grund der hohen Lagerstabilitdt der Sorte unter CA- und ULO-

Bedingungen die 1-MCP Behandlung kaum einen zusatzlichen Effekt.

Neben dem direkten Einfluss der Temperatur auf die an der Reife sowie den
Stoffwechselprozessen beteiligten Enzyme, wirken alle reifeverzégernden Mallnahmen vor
allem (ber eine Inhibierung der Ethylenproduktion und —wirkung (Banks et al. 1984; Bufler
und Streif, 1986) sowie der Respiration (Watkins, 2002). Die Verzogerung des
klimakterischen Ethylenanstiegs durch niedrige Temperaturen konnte zum Beispiel von Knee
et al. (1983) nachgewiesen werden. Larrigaudierre et al. (1997) konnten an verschiedenen
Apfelsorten zeigen, dass eine Absenkung der Temperatur inhibierend auf die Enzyme der

Ethylenbiosynthese, ACC-Synthase und ACC-Oxidase, wirkte.

An ‘Elstar und ‘Pinova’ bewirkte die Lagerung unter CA- sowie ULO-Bedingungen eine
deutliche Inhibierung sowohl der Respiration als auch der Ethylenbildung. Da “Elstar’ nach
Kihllagerung vor allem nach langerer Lagerdauer eine deutlich héhere Ethylenproduktion
zeigte als "Pinova’, war der inhibierende Effekt der CA- bzw. ULO- Lagerung bei ‘Elstar’
deutlicher ausgepragt. Eine Regulierung der Respiration durch niedrige O, sowie erhdhte
CO,-Konzentrationen erfolgt vor allem ({ber eine Beeinflussung von Glycolyse,
Zitronensaurezyklus sowie der Atmungskette durch entweder direkten Einfluss auf die
Oxidation der Reduktionsdquivalente aus der Glycolyse, durch direkte Inhibierung der am
Atmungsstoffwechsel beteiligten Enzyme oder Uber einen indirekten, substratlimitierenden
Effekt (z.B. Mathooko et al., 1996; Mir und Beaudry, 2002) (siehe Kapitel 2.5.2.2). Durch die
Inhibierung des Atmungsstoffwechsels kommt es vor allem zu einer reduzierten Gewinnung

von Energie in Form von ATP (Geigenberger, 2003).

Bezliglich der Respiration bzw. der Wirkung der Lagerbedingungen auf den respiratorischen
Anstieg der CO,-Produktion wahrend des Shelf-lifes waren die Unterschiede zwischen

“Elstar’ und ‘Pinova’ relativ gering, deutliche Unterschiede konnten jedoch vor allem in
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Bezug auf die Ethylenproduktion sowie deren Hemmung im Lager beobachtet werden.
Niedrige Sauerstoffwerte in der Atmosphére wirken auf die Ethylensynthese vor allem lber
eine Hemmung der ACC-Oxidase (Adams und Yang, 1979; John, 1997), wodurch der
Syntheseschritt von ACC zu Ethylen unterbunden wird (Li et al. 1983). Auch erhohte CO,-
Konzentrationen hemmen zusatzlich die ACC-Synthese (Li et al. 1983; Chaves und Thomas,
1984). So konnten Gorny und Kader (1997) an “Golden Delicious’ Apfeln eine Inhibierung der
ACC-Synthase mRNA Akkumulation und eine daraus resultierende, geringere

Ethylenproduktion nachweisen.

Lagerbedingungen beeinflussen die Fruchtfleischfestigkeit letztendlich durch ihre Wirkung
auf die Aktivitdit zellwandabbauender Enzyme wund den daraus resultierenden
Veranderungen der Polysaccharidstrukturen in der Zellwand. Respiration und
Ethylenproduktion der Friichte spielen dabei eine entscheidende Rolle, da es zum einen
denkbar ist, dass die Fruchtatmung einen direkten Effekt auf die Synthese bzw. Aktivitat
einzelner Enzyme durch Bereitstellung der notwendigen Energie in Form von ATP hat, zum
anderen, da Ethylen eine entscheidende regulatorische Rolle fir die meisten
zellwandabbauenden Enzyme zu spielen scheint. Hinweise darauf liefert der deutlich
inhibierende Effekt von 1-MCP auf die Genexpression bzw. Aktivitat der meisten in dieser

Arbeit analysierten zellwandabbauenden Enzyme (siehe Kapitel 5.3).

Bei der Bewertung der Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass die Analysen zur
Genexpression der zellwandabbauenden Enzyme am Ende der Shelf-life-Periode bei
Lagerbeginn und Lagerende durchgefihrt wurden. Aussagen Uber dazwischenliegende
Veranderungen der Genexpression sind daher nur bedingt moglich. Zudem war die
Lagerdauer in vergleichenden Untersuchungen zwischen "Pinova’ und ‘Elstar’ nicht gleich,

sondern betrug 8 Monate fiir ‘Pinova” und 9,5 Monate fir "Elstar’.

Die in den Versuchen festgestellte Zunahme der Genexpression von Md-PG2 wahrend der
Lagerung deckt sich mit Beobachtungen von Della Penna et al. (1986) an Tomaten, bei denen
die Autoren eine zunehmende Aktivitdt der Polygalacturonase verbunden mit einer
standigen de novo Synthese des Enzyms beobachten konnten. Zudem konnten Tucker et al.

(1980) in einem Vergleich von zwei PG-Isoformen an Tomaten feststellen, dass PG-2 vor
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allem wahrend der spateren Reife eine Rolle spielt. Dies legt die Vermutung nahe, dass
moglicherweise weitere als die in dieser Arbeit analysierten Isoforme der einzelnen Enzyme
im Verlauf der Fruchtreife eine Rolle spielen kénnten. Uber die Bedeutung der
Polygalacturonasen wahrend der spateren Fruchtreife wurde von mehreren Autoren
berichtet (z.B. Redgwell und Fischer, 2002). Uberraschend war dennoch die héhere
Genexpression nach ULO-Lagerung im Vergleich zu Lagerbeginn sowie Kiihllagerung. Es ware
moglich, dass dieser Effekt auf einen verzogerten Anstieg der Genexpression von Md-PG2
gegeniiber den Apfeln aus dem Kiihllager zuriickzufiihren ist und dementsprechend an den
Kahllagervarianten, bedingt durch die fortgeschrittene Reife, bereits eine Abnahme der
Genexpression erfolgte, wiahrend nach ULO-Lagerung die Expression noch zunahm. Dies
wirde auch erklaren, warum bei 'Elstar’ die Expression von Md-PG2 nach 9,5 Monaten
Kihllager niedriger war als unmittelbar nach der Ernte. Die Ergebnisse bezlglich der
Genexpression der Polygalacturonase aus den Untersuchungen mit Calciuminfiltrationen
stiitzen diese Hypothese, da bei friiherer Auslagerung nach nur 4,5 Monaten die Apfel aus
dem CA-Lager tendenziell ein etwas niedrigeres Expressionslevel aufwiesen als Friichte aus
dem Kihllager. Ein dhnlicher Effekt der Reife auf die Enzymaktivitdt der Polygalacturonase
konnte von Wei et al. (2010) beobachtet werden. Dabei war in “Golden Delicious -Apfeln
wahrend der Fruchtreife bei 20°C zundchst ein deutlicher Anstieg der PG-Aktivitat bis 42
Tage nach der Ernte zu messen, anschlieBend nahm diese wieder ab. In 1-MCP behandelten
Frichten war die Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert, stieg aber im

Laufe der Versuchsperiode kontinuierlich an.

Ein verzogerter Anstieg der Genexpression bzw. der Enzymaktivitat der Polygalacturonase
wahrend der ULO-Lagerung kdnnte neben einem direkten Einfluss auf die Expression von
Md-PG2 auch auf einen zusdtzlichen indirekten Einfluss durch die Aktivitdat der
Pektinmethylesterasen zurlickzufiihren sein. Geht man davon aus, dass fiir die
Substratverfligbarkeit der Polygalacturonasen tatsachlich eine vorhergehende Abspaltung
der Methylester an den Homogalacturonan-Abschnitten des Pektinmolekiils und somit die
Aktivitat der Pektinmethylesterasen von Bedeutung ist, wie z.B. von Jarvis (1984) sowie Daas
et al. (2000) beschrieben, koénnte die hemmende Wirkung der ULO-Lagerung auf die

Enzymaktivitdt der Pektinmethylesterase zu einer verzogerten Substratverfiigbarkeit und
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somit zu einem spateren Anstieg der Genexpression und Enzymaktivitdit der

Polygalacturonasen gefiihrt haben.

Die Rolle des Ethylens fiir die Genexpression von Md-PG2 zu diesem Zeitpunkt scheint
jedoch unklar, da bei beiden Sorten die ULO-Lagerung sowohl mit als auch ohne 1-MCP die
Ethylenbildung zwar deutlich inhibierte, die ULO-Varianten ohne 1-MCP aber dennoch eine
deutlich héhere Genexpression aufwiesen als die 1-MCP-Varianten. Méglicherweise reichen
bereits minimale Unterschiede in der Menge an produziertem Ethylen aus, um deutliche
Unterschiede zwischen 1-MCP behandelten und unbehandelten Frichten nach der ULO-

Lagerung zu bewirken.

Die Rolle der Pektatlyasen wdhrend der Fruchtreife und deren Bedeutung fiir den
Zellwandabbau ist nach Payasi und Sanwal (2003) weitgehend unklar. Die deutlich
niedrigeren Expressionswerte von Md-PL bei ‘Elstar’ im Vergleich zu ‘Pinova’ deuten
zumindest darauf hin, dass bei ‘Elstar’ Pektatlyasen eine geringere Bedeutung fiir das
Weichwerden der Friichte wahrend der Lagerung spielen. Trotzdem wiesen bei "Elstar’ die
Frichte nach 9,5 Monaten CA- bzw. ULO-Lagerung geringere Expressionswerte auf als nach
der Ernte bzw. Kiihllagerung. Die Ergebnisse bei ‘Pinova™ sind unklar, da an den 1-MCP
behandelten Apfeln eine deutlich héhere Expression von Md-PL gemessen werden konnte
als an den unbehandelten Apfeln. So war zum Beispiel bei 'Pinova" nach Kiihllagerung in den
Kontrollfriichten ohne 1-MCP die niedrigste Expression zusammen mit den geringsten
Festigkeitswerten gemessen worden, in den 1-MCP behandelten, festeren Apfeln hingegen

die hochsten Expressionswerte.

Trainotti et al. (2003) sowie Goulao et al (2008) machten an Pfirsichen sowie Apfeln die
Beobachtung, dass Pektatlyasen vor allem in der Periode vom Fruchtansatzes bis zum Ende
der Zellstreckung eine Bedeutung zu haben scheinen. Nach der Ernte stellten sie dagegen
beide eine Abnahme der Expression PL kodierender Gene fest. Die reifeverzogernde
Lagerung unter ULO-Bedingungen hat in der vorliegenden Arbeit bei "Pinova® womaoglich den
Rickgang der Expression von Md-PL gegeniber dem Kihllager verzdgert. Eine verzogerte

Reife nach 1-MCP Anwendung konnte ebenfalls erklaren, warum in diesen Varianten
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deutlich héhere Expressionslevel von Md-PL gemessen wurden als in den Kontrollfriichten

(siehe Kapitel 5.3).

Genexpression sowie Enzymaktivitat der B-Galactosidase beider Sorten waren deutlich von
der Lagerung abhangig. So wurden bei "Elstar’ wie auch bei "Pinova’ bei Lagerende deutlich
hohere B-Galactosidase-Aktivitditen gemessen als zur Ernte, wobei die ULO-Lagerung
gegenlber dem normalen Kihllager eine signifikante Inhibierung der Enzymaktivitat
bewirkte. Diese Beobachtungen korrelierten mit den fortgeschrittenen Reifemerkmalen:
geringere Fruchtfleischfestigkeit, erhéhte Respiration und Ethylenproduktion der Apfel

sowie hohere Anteile an geldsten Pektinen in den Zellwandfraktionen.

Die Ergebnisse weisen, darauf hin, dass die Lagerung unter ULO-Bedingungen durch
Hemmung der B-Galactosidase-Aktivitat zu einer reduzierten Abspaltung der Galactan-
Seitenketten im Pektinmolekill und somit zu einer verzogerten Solubilisierung des Pektine
gefiihrt hat. Zudem wiesen die Apfel aus dem Kiihllager geringere Gehalte an kovalent
gebundenen, Na,COs-l6slichen Pektinen auf, was ebenfalls die Hypothese einer starkeren
Solubilisierung der Pektine durch die Aktivitdt verschiedener zellwandabbauender Enzyme
unterstreicht. Die Korrelation der Enzymaktivitdat und der CO,- sowie Ethylenbildung der
Apfel legt nahe, dass beide reifebestimmenden Prozesse eine zentrale Rolle fiir die Regelung

der Enzymaktivitat spielen.

Die gemessene Genexpression von Md-BGS entsprach bei "Pinova® ebenfalls dem Abbau der
Fruchtfleischfestigkeit sowie der Aktivitat des Enzyms: Im Anschluss an die Ernte wurde die
niedrigste Expression gemessen, wahrend der Lagerung nahm diese deutlich zu, wobei ULO-
Bedingungen gegeniiber dem normalen Kiihllager eine deutliche Inhibierung bewirkten.
Anders als bei "Pinova’ wurde an ‘Elstar’ bereits zur Ernte die hdchste Genexpression
gemessen. Dies deckt sich mit Ergebnissen von Goulao et al. (2008), der an ‘Gala’ Apfeln
bereits zur Ernte sehr hohe Expressionswerte von pABG1, einem fiir die B-Galactosidase
kodierenden Gen, messen konnte. Bei der Bewertung der Ergebnisse bezliglich
Genexpression und Enzymaktivitat in der vorliegenden Arbeit gilt es zu beachten, dass die
Bestimmung der Enzymaktivitdt unmittelbar zur Ernte erfolgte, wogegen die Bestimmung

der Genexpression erst nach 10-tdagigem Shelf-life bei 20°C im Anschluss an die Ernte
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durchgefiihrt wurde. Bei Lagerende erfolgten die Messungen von Genexpression und
Enzymaktivitdt zum gleichen Analysenzeitpunkt, allerdings bereits nach 7 Tagen Shelf-life.
Die deutlich hohere Genexpression der P-Galactosidase bei ‘Elstar’ zur Ernte konnte
bedeuten, dass bei dieser Sorte im Vergleich zu "Pinova’ die Abspaltung von neutralen
Zuckern aus dem Pektinmolekihl mittels B-Galactosidasen friiher einsetzt als bei "Pinova’.
Wiren die Messungen der Enzymaktivitat zur Ernte wie die der Genexpression ebenfalls erst
nach dem Shelf-life durchgefiihrt worden, ware auch hier vermutlich eine deutlich héhere
Enzymaktivitdt, entsprechend der Genexpression, gemessen worden. Warum bei ‘Elstar
nach Kihllagerung eine geringere Expression von Md-BGS trotz héherer Enzymaktivitat
gemessen wurde als nach der ULO-Lagerung ist unklar. Es ware denkbar, dass die Aktivitat
der B-Galactosidase neben Md-BGS durch weitere Gene kodiert wird und diese nach dem

Kihllager ein héheres Expressionslevel aufweisen.

Die Genexpression der Arabinofuranosidase (Md-AFase) wurde in der vorliegenden Arbeit
nicht signifikant durch die Lagermethode beeinflusst. Jedoch konnte bei beiden Sorten
tendenziell ein Anstieg der Aktivitat in den Kuhllagervarianten beobachtet werden, wogegen
sich die Genexpression nach ULO-Lagerung kaum von den Werten bei Lagerbeginn
unterschied. Es ware moglich, dass Arabinofuranosidasen bei beiden Sorten dhnlich der
B-Galactosidasen durch die Hydrolyse neutraler Zucker (Arabinofuranosyl) aus dem
Pektinmolekil Einfluss auf die Adhdsion der Polysaccharide untereinander und auf die
Verbindung zwischen den Zellen haben. Da die gemessenen Expressionslevel der
Arabinofuranosidase deutlich niedriger waren als die der B-Galactosidase ist jedoch zu
vermuten, dass die Wirkung der Lagermethoden auf die B-Galactosidase eine grofRere Rolle

fiir den Festigkeitsverlust der Friichte spielt.

Die Lagerung unter CA bzw. ULO-Bedingungen fiihrte bei beiden Sorten zu einer Inhibierung
der Pektinmethylesterase-Aktivitat, wobei die Unterschiede zwischen den Lagermethoden
bei 'Pinova" starker ausgeprdagt waren als bei ‘Elstar’. Es wdre dementsprechend zu
erwarten, dass die Frichte nach CA- bzw. ULO-Lagerung aufgrund der geringeren
Demethylierung durch Pektinmethylesterasen einen héheren Methylierungsgrad der Pektine

aufweisen als nach dem Kuhllager, was die Bildung von Ca®"-Briicken sowie die Hydrolyse
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der Pektine durch Polygalacturonasen, falls vorhanden, erschweren kénnte (Brummel und
Harpster, 2001). In den Zellwandfraktionierungen zeigten die Frichte aus dem CA-Lager
jedoch nach der Lagerung deutlich hohere Gehalte an ionisch gebundenen Pektinen als die
Kihllagervarianten. Dies kdonnte zum einen darauf zurlickzufiihren sein, dass bereits
gebildete ionische Bindungen unter CA-Bedingungen ldnger stabil bleiben, unter
Kihllagerbedingungen  hingegen  durch die  hohere  Aktivitdat  verschiedener
zellwandabbauender Enzyme und eine daraus resultierende verstarkte Solubilisierung der
Pektinmolekiile die Stabilitit der mittels Ca?*-Briickenbindungen gebildeten “Egg-box“-
Strukturen beeintrachtigt wird. Zum anderen berichten Massiot et al. (1996) sowie Billy et al.
(2008) von einer Zunahme des Methylierungsgrades wahrend der Lagerung durch die
Neusynthese hoch-methylveresterter Pektine, wobei dies nicht einen hoheren
Methylierungsgrad in den CA-Varianten gegeniiber den Kihllager-Varianten erklaren wirde.
Neben den Messungen der PME-Aktivitdt in den verschiedenen Versuchen erfolgte in den
Untersuchungen mit Calciuminfiltrationen an "Elstar’ zudem eine Analyse der Genexpression
von Pektinmethylesterase (Md-PME) im Anschluss an die Shelf-life-Phase nach 4,5 Monaten
Kihl- bzw. CA-Lagerung. Dabei zeigte die CA-Variante ein héheres Expressionslevel von Md-
PME als die Kihllagervariante. Dies wiederspricht zunachst den Beobachtungen einer
inhibierenden  Wirkung von  ULO-Bedingungen auf die Enzymaktivitdit der
Pektinmethylesterase. Tucker et al. (1982) konnten jedoch an der Tomatensorte "Ailsa Craig’
zwei verschiedene Isoenzyme, PME1 und PME2, identifizieren und beobachten, dass PME1
im Zuge der Fruchtreife leicht abnahm, wogegen bei PME2 ein starker Anstieg der Aktivitat
zu beobachten war. Auch Goulao (2007) konnte an ‘Gala’ Apfeln eine Abnahme der PME-
Aktivitdit nach der Ernte feststellen. Eine mogliche Ursache fir die héhere PME-
Genexpression in den CA-gelagerten Apfeln kénnte im Vorhandensein verschiedener PME-
Isoenzyme bei ‘Elstar’ liegen, wobei die Messungen der Enzymaktivitdt evtl. den Anstieg
eines Isoenzyms reprasentieren, die Abnahme der Genexpression eines weiteren Isoenzyms
jedoch durch die Lagerung unter CA-Bedingungen verzégert wurde und dementsprechend
ein hoheres Expressionslevel in der CA-Variante gemessen werden konnte. Eine weitere

mogliche Ursache ware, dass die Infiltration mit Sorbit in Kombination mit anschlieRender

169



Diskussion

Lagerung bei niedrigen O,- bzw. erhohten CO,-Konzentrationen eine Art Stressreaktion

stimulierenden Effekt auf die Expression von Md-PME bewirkte.

Percy et al. (1996) sowie Vincken et al. (1998) konnten wahrend der Lagerung von
‘Braeburn’ sowie ‘Jonagold® Apfeln nach der Ernte eine Abnahme der Enzymaktivitit der
Xyloglucan-Endotransglycosylase feststellen. Vergleichbar konnten Goulao et al. (2008) an
Gala Apfeln nach der Ernte eine Abnahme von Md-XTH10 messen. Die Abnahme der
Genexpression von Md-XTH10 in der vorliegenden Arbeit entspricht diesen Beobachtungen.
Im Gegensatz zu Md-XTH10 nahm jedoch die Genexpression von Md-XTH2 bei beiden Sorten
wahrend der Lagerung zu. Betrachtet man die Ergebnisse, so scheinen geringe
Expressionswerte von Md-XTH10 mit niedrigen Festigkeitswerten zu korrelieren, wie am
Beispiel "Elstar’ nach der Lagerung deutlich wurde. Auch bei "Pinova’ spiegelt die Expression
von Md-XTH10 in etwa die Festigkeitsverhaltnisse wieder. Wahrend der ULO-Lagerung mit
anschlieBendem Shelf-life erfolgte im Vergleich zur Ernte weder eine signifikante
Veranderung der Fruchtfleischfestigkeit, noch der Genexpression. In der Kiihllagervariante

hingegen nahmen wahrend dieser Zeit beide Parameter deutlich ab.

Die gemessenen Expressionswerte flr Expansin entsprachen den beschriebenen Ergebnissen
zu Md-XTH10 und spiegelten somit ebenfalls die Festigkeitsverhdltnisse wieder. Zur Ernte
waren bei ‘Elstar’, der Sorte mit intensiverem Festigkeitsverlust, deutlich hohere
Expressionswerte zu messen als bei ‘Pinova’. AnschlieBend nahmen diese bei beiden

Lagervarianten entsprechend dem Festigkeitsverlust ab.

In wie weit die inhibierende Wirkung der ULO-Bedingungen Einfluss auf Veranderungen der
Hemizellulosestrukturen wahrend der Lagerung bei beiden Sorten hatte, konnte nicht
geklart werden, da diesbezlglich keine Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Es ware
jedoch moglich, dass eine inhibierte Aktivitdt von Xyloglucan-Endotransglycosylase sowie
Expansin einen hemmenden Effekt auf die Lockerung des Zellulose-Hemizellulose-
Netzwerkes, dadurch einen indirekten, evtl. Subsrat-limitierenden Effekt auf die Aktivitat
weiterer Enzyme und somit eine hemmende Wirkung auf die Solubilisierung der Pektine in
der Zellwand hatte. Die gemessenen hohen Expressionswerte zur Ernte sowie die

anschlieBende Abnahme wahrend der Lagerung legen nahe, dass die Aktivitat von
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Xyloglucan-Endotransglycosylase sowie Expansin vor allem zu Beginn des Weichwerdens
eine groRere Rolle spielen konnte. Dass Expansine Einfluss auf die Substratverfiigbarkeit
anderer Enzyme haben kdnnen, konnten Brummel et al. (1999b) an transgenen Tomaten
nachweisen, indem eine Unterdriickung der Akkumulation des Expl1 Proteins nicht nur zu
festeren Friichten gegeniiber dem Wildtyp flhrte, sondern auch eine Inhibierung der

Depolymerisation von Pektinen wahrend spaterer Reifestadien zur Folge hatte.

Im Gegensatz zur in dieser Arbeit gemessenen Abnahme der Expression von Md-Exp2
konnten Wakasa et al. (2003) an "Golden Delicious’ wahrend der Reife zusammen mit dem
klimakterischen Ethylenanstieg eine Zunahame der Expression eines weiteren Expansin
kodierenden Gens, Md-Exp3, beobachten. Goulao et al. (2008) hingegen stellten an ‘Gala’
Apfeln maximale Expressionswerte von Ms-Expa3 zur Ernte und anschlieRend eine
Abnahme, entsprechend den vorliegenden Ergebnissen zu Md-Exp2 an “Elstar’ und ‘Pinova’,
fest. Dies zeigt, dass zum einen bezliglich der Genexpression deutliche Sortenunterschiede
bestehen kdnnen, zum anderen, dass die Expression verschiedener, fiur das gleiche Enzym
kodierender Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Fruchtreife deutlich variieren kann.
Um genauere Aussagen dazu machen zu konnen ware es jedoch notwendig, parallel zur

Analyse der Genexpression Messungen der Enzymaktivitaten durchzufihren.

Die Ergebnisse aus den Zellwandfraktionierungen zeigen, dass die Lagermethode deutlichen
Einfluss auf den Abbau der Zellwdnde hatte. Die Abnahme an extrahierbarem
Zellwandmaterial bei beiden Sorten wdhrend der Lagerung spiegelt den Abbau der
Polysaccharidstrukturen in der Zellwand und deren Ubergang in die gelste Form wieder.
Entsprechend konnten Siddiqui et al. (1996) an ‘Golden Delicious" Apfeln eine Abnahme an
extrahierbarem Zellwandmaterial wahrend sechsmonatiger Lagerung feststellen, wobei,
vergleichbar zu den vorliegenden Ergebnissen, diesbeziiglich kein Unterschied zwischen
Kihl-, CA- oder ULO-Lagerung bestand. Wie von zahlreichen Autoren beschrieben (z.B.
Yoshioka et al., 1992; Harpster et al., 2002) spielt beim Apfel wahrend des Weichwerdens
weniger eine Depolymerisation der Pektine, also ein Abbau der Hauptgeriststrukturen,

sondern viel mehr eine zunehmende Solubilisierung der Pektinmolekiihle eine
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entscheidende Rolle. Dementsprechend zeigte sich bei beiden Sorten wiahrend der Lagerung

eine Zunahme an geldsten, vor allem PAW- aber teilweise auch H,0-16slichen Pektinen.

Untersuchungen zum vergleichenden Einfluss von Kiihl- und CA-Lagerung erfolgten nur bei
der Sorte ‘Elstar’. Dabei zeigte sich ein inhibierender Effekt der CA-Lagerung auf die
Solubilisierung der Pektine und dementsprechend niedrigere Gehalte an gelosten Pektinen
in der Zellwandfraktion. Entsprechend den Ergebnissen zu Genexpression und Aktivitat
verschiedener Enzyme ist davon auszugehen, dass die gemessene Solubilisierung der Pektine
wahrend der Lagerung vor allem auf den Abbau neutraler Zucker an den Seitenketten der
Rhamnogalacturonanabschnitte im Pektinmolekihl mittels der Aktivitat von Glycosidasen
und dabei besonders der P-Galactosidasen zurilickzufiihren ist. Dieser Zerfall der
Pektinmatrix fihrt nach Redgwell et al. (1992) offenbar zum Auflésen der pektinreichen
Mitellamelle, somit zu einer Schwachung der Adhéasion benachbarter Zellen und letztlich zu
Texturveranderungen der Frucht. Es ware zudem denkbar, dass Hemizellulasen, wie
Xyloglucan-Endotransglycosylasen sowie Expansin, durch Lockerung der Zellulose-
Hemizellulose-Strukturen, evtl. Gber eine Verbesserung der Substrat-Verfligbarkeit anderer
Enzyme, den Prozess der Solubilisierung positiv beeinflussen. Die inhibierende Wirkung der
Lagerung bei niedrigen O,- sowie erhohten CO,-Konzentrationen auf die Aktivitat der
entsprechenden Enzyme hat somit vermutlich zur verzégerten Solubilisierung der Pektine in
der Zellwand gefiihrt. Wie bereits beschrieben war in den Frichten nach CA-Lagerung
ebenfalls ein signifikant hoherer Gehalt an CDTA-I6slichen, ionisch gebundenen Pektinen
messbar als nach Kiihllagerung. CDTA-I6sliche Pektine stammen nach Selvendran (1985) vor
allem aus der Mittellamelle. Paull et al. (1999) konnten wahrend der Reife von
Papayafriichten eine Zunahme an CDTA-l6slichen Polymeren feststellen, wobei die
zunehmende Extrahierbarkeit mit dem Anstieg an H,0-l6slichen Pektinen korrelierte.
Entsprechend dazu sind die geringeren Gehalte an ionisch gebundenen, CDTA-IGslichen
Pektinen nach Kuhllagerung vermutlich auf eine im Vergleich zur CA-Lager-Variante

intensivere Solubilisierung der Pektine zurlckzufiihren.

Der Gehalt an kovalent gebundenen, Na,COs-l6slichen Pektinen war bei “Elstar’-Apfeln nach

CA-lagerung ebenfalls signifikant hoher als nach dem Kihllager, was Ergebnissen von
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Siddiqui et al. (1996) entspricht. Demnach war wahrend 4 sowie 6 Monaten Lagerung der
Verlust an kovalent gebundenen Pektinen im Kihllager deutlich starker als im CA- bzw. ULO-
Lager. Im Gegensatz dazu nahm in den vorliegenden Versuchen wahrend der Lagerung bei
10°C der Gehalt an kovalent gebundenen Pektinen bei “Elstar’ und "Pinova® zu. Hatte die
Aktivitdat von Pektinasen, wie Polygalacturonasen oder Petatlyasen zu einer messbaren
Depolymerisation der Pektinmolekihle wahrend der Lagerung gefiihrt, so wéare anstatt des
Anstiegs eine Abnahme an kovalent gebundnen Pektinen zu erwarten gewesen. Es ware
moglich, dass z.B. die Aktivitat von Xyloglucan-Endotransglycosylasen oder Expanin Uber die
Lockerung der Verbindungen zwischen Zellulosen und Hemizellulosen zu einer
zunehmenden Extrahierbarkeit der kovalent gebundenen Pektine gefiihrt haben, woraus
sich der gemessene Anstieg erkldren liese. Anhand von Gelfiltrationen konnten Siddiqui et al.
(1996) in ihren Untersuchungen mit ‘Golden Delicious’ feststellen, dass sich die
MolekiilgroBe der Polyuronide wahrend der Lagerung in den solubilisierten, den ionisch
gebundenen sowie den kovalent gebundenen Pektinfraktionen kaum anderte, woraus die
Autoren schlossen, dass die Solubilisierung der Pektine mehr auf die enzymatische Spaltung
der Verbindungen zwischen den Pektinen als auf eine Depolymeristation der Pektinketten
selbst zurlickzufiihren ist. Wenn man folglich davon ausgeht, dass der Abbau des
Hauptgeristes der Pektinketten keine oder eine nur geringe Rolle spielt, stellt sich die Frage,
welche Bedeutung die in der vorliegenden Arbeit gemessene Genexpression der Pektinasen,
vor allem der Polygalacturonasen, fiir das Weichwerden der Apfel hat. Nachweise iiber eine
messbare Genexpression (Wu et al., 1993; Wakasa et al., 2006; Goulao et al., 2008; Wei et
al., 2010) sowie Enzymaktivitat (Abeles und Biles, 1991; Wu et al. 1993; Goulao et al., 2007;
Wei et al., 2010) der Polygalacturonasen an Apfeln lassen sich in der Literatur finden. Die in
der vorliegenden Arbeit gemessene Genexpression von Md-PG2 deutet darauf hin, dass
Polygalacturonasen eine Rolle wihrend der Fruchtreife von Apfeln spielen. Welche Prozesse
durch die Aktivitdt des Enzyms dabei katalysiert werden und ob diese tatsdchlich von
Bedeutung fir das Weichwerden der Friichte sind, kann anhand der durchgefiihrten

Analysen nicht eindeutig festgestellt werden.

173



Diskussion

5.3 Einfluss von Ethylen und 1-MCP auf Fruchtfleischfestigkeit, Reife und
Zellwandabbau

Ein zentraler Punkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Rolle von Ethylen fiir
die Veranderungen der Fruchtfleischfestigkeit und fir die Regulierung des Zellwandabbaus
bzw. der daran beteiligten Enzyme. Neben der stimulierenden Wirkung durch die Applikation
von exogenem Ethylen wurde eine Reihe von Untersuchungen zur hemmenden Wirkung des

Ethyleninhibitors 1-MCP durchgefiihrt um diese Fragen ndher zu untersuchen.

1-MCP wirkte in der vorliegenden Arbeit bei beiden Sorten inhibierend auf den Abbau der
Fruchtfleischfestigkeit, auf die Respiration, die Ethylenbildung, auf die Genexpression sowie
Enzymaktivitdit der meisten untersuchten zellwandabbauenden Enzyme sowie auf den
Abbau der Pektinstrukturen in der Zellwand. Da der Effekt von 1-MCP auf einer Blockierung
der Ethylenwirkung an den Rezeptoren beruht, zeigen diese Ergebnisse deutlich, dass die
genannten Prozesse und Verdnderungen wahrend der Fruchtreife, zumindest teilweise,

durch Ethylen reguliert werden.

Die Wirkung von 1-MCP auf die Fruchtfleischfestigkeit war bei ‘Elstar’ deutlich starker
ausgepragt als bei "Pinova’, da ‘Pinova’ selbst in der unbehandelten Kontrolle im Vergleich
zu ‘Elstar’ einen sehr guten Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit aufwies. So brachte zum
Beispiel 1-MCP bei ‘Pinova’ in Kombination mit CA- bzw. ULO-Lagerung keinen steigernden
Effekt auf die Festigkeit. Deutlich wurden die Unterschiede zwischen 1-MCP behandelten
und unbehandelten Frichten vor allem wadhrend der Shelf-life-Phasen bei 20°C sowie
wahrend der Lagerung bei 10°C, also unter Bedingungen, die eine beschleunigte Fruchtreife
verursachen. In Kombination mit der CaCl,-Infiltration brachte bei kiirzerer Lagerdauer
1-MCP keinen zusatzlichen Effekt zur bereits festigkeitserhaltenden, positiven Wirkung von
CaCl,; nach langerer Lagerung jedoch zeigte eine Kombination beider MaBnahmen das beste

Ergebniss auf den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit.

Ein positiver Effekt von 1-MCP auf den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit wahrend der
Lagerung sowie wahrend des Shelf-lifes wurde in den letzten Jahren von zahlreichen Autoren

beschrieben (z.B. Fan et al. 1999; Baritelle et al. 2001; Younes und Streif, 2005, Streif et al.,
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2010). Auch die Inhibierende Wirkung von 1-MCP auf Ethylen- sowie CO,-Produktion, wie in
der vorliegenden Arbeit beobachtet, konnte in vielen Untersuchungen festgestellt werden
(z.B. Fan et al., 1999; Fan und Mattheis, 1999; Rupashinghe et al. 2000; Watkins et al., 2000;
Jiang und Joyce, 2002). Eine sortenabhangige Wirkung von 1-MCP, wie bei ‘Elstar’ und
‘Pinova’, wurde z.B. von Bai et al. (2005) beschrieben. Dabei zeigte die Applikation von
1-MCP bei "Gala’, "Golden Delicious® sowie ‘Granny Smith" eine deutlich intensivere Wirkung

auf die Fruchtfleischfestigkeit als bei der festfleischigen Sorte "Fuji.

In den Versuchen mit ‘Elstar’ und ‘Pinova’ wurde durch 1-MCP vor allem die
Ethylenproduktion nahezu vollstandig reduziert. Dieser Effekt war hauptsachlich nach der
Ernte sowie nach Kihllagerung zu sehen, da sowohl CA- als auch ULO-Lagerung alleine
bereits eine  starke Hemmung  der  Ethylenbildung  bewirkten. Grolere
Festigkeitsunterschiede, wie sie normalerweise bei einem Vergleich von Kiihl-, CA- sowie
ULO-Lager zu beobachten sind, wurden durch die Anwendung von 1-MCP nahezu
ausgeglichen. Dies weist deutlich darauf hin, dass der Abbau der Fruchtfleischfestigkeit beim
Apfel weitestgehend durch Ethylen reguliert wird. Auch beziglich der Atmungsintensitat der
Apfel wihrend des Shelf-lifes gab es bei 1-MCP behandelten Friichten kaum Unterschiede
zwischen Kihl-, CA- oder ULO-Lager. Im Gegensatz zur Ethylenproduktion war jedoch bei
den 1-MCP behandelten Apfeln bei beiden Sorten noch eine deutliche CO,-Produktion zu
messen, wenn auch diese, vor allem bei Apfeln aus dem Kiihllager, gegeniiber den

unbehandelten Friichten deutlich niedriger war.

Nach Binder und Bleeker (2003) hemmt 1-MCP die Ethylenwirkung indem es sich an die
Ethylenrezeptoren bindet, wodurch die Serin-Threonin-Kinase (CTR1) im aktiven, also die
weiteren Reifevorgange hemmenden Zustand bleibt. Die Expression reifebezogener Gene,
welche zum Beispiel fir die Synthese bestimmter Zellwand abbauender Enzyme kodieren,
wird dadurch inhibiert. Tatsuki und Endo (2006) untersuchten an ‘Fuji* und "Orin" Apfeln den
Einfluss von 1-MCP auf die Expression der Ethylenrezeptor-Gene Md-ETR1, Md-ERS1 sowie
Md-ERS2. Bei beiden Sorten fiihrte 1-MCP zu einer deutlichen Inhibierung von Md-ERS1
sowie Md-ERS2, Md-ETR1 hingegen wurde nur geringfligig gchemmt. Die Autoren schlossen

daraus, dass eine mégliche Ursache fiir die intensive Wirkung von 1-MCP an Apfeln darin
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liegt, das ETR1 bei Anwesenheit von 1-MCP in aktivem, also inhibitorischen Zustand gehalten
wird. Zudem konnten Tatsuki und Endo (2006) an ‘Fuji’, der Sorte mit stabileren
Festigkeitseigenschaften bzw. langerem Shelf-life, eine intensivere Akkumulation von Md-
ERS1 und Md-ERS2 mRNA messen. Unter Bericksichtigung eines negativ regulierten
Ethylenwirkungsmechanismus wiirde dies Unterschiede in der sortenspezifischen Sensitivitat
fir Ethylen bzw. 1-MCP, wie an ‘Elstar’ und "Pinova" beobachtet, erkldren. Cin et al. (2006)
konnten an ‘Golden Delicious’ nach 1-MCP Behandlung neben einer Inhibierung der
Ethylenbiosynthese sowie der Genexpression der entsprechenden Enzyme ACC-Synthase
(Md-ACS1) und ACC-Oxidase (Md-ACO) eine down-Regulierung von Md-ETR1 sowie Md-ERS1

messen, wogegen Md-CTR1 durch 1-MCP kaum beeinflusst wurde.

Diese Untersuchungen zeigen, dass die Wirkung von 1-MCP an Apfeln scheinbar darauf
zurlickzufiihren ist, das einzelne Rezeptoren durch die Bindung von 1-MCP in aktivem,
inhibitorischem Zustand gehalten werden, anstatt durch Ethylen inaktiviert zu werden.
Sortenunterschiede sind dabei womoglich auf unterschiedliche Expressionslevel sowohl der
an der Ethylenbiosynthese beteiligten Enzyme als auch der Ethylenrezeptoren
zurlickzufiihren. Warum 1-MCP im Gegensatz zu Ethylen keine Inaktivierung der Rezeptoren
bewirkt, ist bislang noch unklar (Prange und De Long, 2003). Rodriguez et al. (1999) konnten
an Arabidopsis feststellen, dass Kupfer eine wichtige Rolle als Kofaktor fur die Bindung von
Ethylen an den Rezeptor ETR1 darstellt. Nach Binder und Bleeker (2003) ware es moglich,
dass sich 1-MCP an den “Kupfer-Kofaktor” des Rezeptors bindet und dadurch, eventuell
raumlich bedingt, die Bindung nicht ausreicht, um den Rezeptor in einen inaktiven Zustand

Zu versetzen.

Anhand von Ethylenapplikationen sollte in der vorliegenden Arbeit unter anderem
untersucht werden, ob es sich bei der Wirkung von 1-MCP um einen reversiblen Vorgang
handelt. Erfahrungen in den letzten Jahren zeigten, dass die reifeinhibierende Wirkung von
1-MCP nach langerer Lagerdauer je nach Lagerbedingungen friher oder spater nachlassen
kann, was zu einem fortschreitenden Festigkeitsabbau in Verbindung mit weiteren

Reifeprozessen fiihrt. Als mogliche Ursachen dafiir werden eine Neusynthese von
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Ethylenrezeptoren oder eine Lockerung der Rezeptor-1-MCP-Bindung diskutiert (Huber et al.

2003).

Ein deutlicher Einfluss der Ethylenapplikationen auf die Fruchtfleischfestigkeit der Friichte
konnte in keinem der Versuche, weder an ‘Elstar’ noch an ‘Golden Delicious™ festgestellt
werden. In den Untersuchungen mit ‘Elstar’ war zumindest tendenziell in der Variante mit
2-3 maliger Ethylenbehandlung pro Woche wahrend der Lagerung ein, wenn auch geringer,
fordernder Effekt auf die Ethylenproduktion wahrend der anschlieBenden Shelf-life Phase
festzustellen. Mogliche Ursachen fiir diese geringe Wirkung kénnten zum einen in der
Ethylensynthse-hemmenden Wirkung der niedrigen O, bzw. erhéhten CO,-Konzentrationen
im Lager zu finden sein, welche, wie andere Versuche in der vorliegenden Arbeit zeigten,
auch wahrend dem Shelf-life im Anschluss an die Lagerung eine nahezu vollstandige
Inhibierung der Ethylenproduktion bewirken kénnen. Eine zweite Moglichkeit wéare, dass der
Messzeitraum bzw. die Shelf-life Phase zu kurz war, um eine signifikante Wirkung der
Ethylenbehandlung zu beobachten. Dies deckt sich mit Untersuchungen von Johnston et al.
(2002b), in denen bei ‘Granny Smith™ die Behandlung mit Ethylen zwar zur Induzierung der
Ethylensynthese und zum beschleunigten Festigkeitsverlust fiihrte, dieser Effekt jedoch erst
15 bis 20 Tage verzogert nach der entsprechenden Applikation auftrat. Dies wirde auch
erkldaren, warum nach dauerhafter Ethylenapplikation wahrend der Lagerung zumindest eine
geringe fordernde Wirkung auf die Ethylenproduktion beobachtet werden konnte, wogegen
eine Applikation erst zu Beginn des Shelf-lifes keinen Effekt zeigte. Eine dritte Moglichkeit
ware, dass die Sorte ‘Elstar’ nur eine geringe Empfindlichkeit auf extern appliziertes Ethylen

aufweist.

Aus den genannten Grinden wurden im dritten Versuchsjahr erneut Untersuchungen zur
Wirkung von Ethylenapplikationen durchgefiihrt, jedoch mit der Sorte "Golden Delicious’
sowie unmittelbar nach der Ernte ohne vorherige Lagerung. Wahrend die 1-MCP-Applikation
zu Beginn des Shelf-lifes bereits eine nahezu vollstiandige Inhibierung der Ethylensnthese
sowie eine signifikant niedrigere, abnehmende Respiration der Apfel bewirkte, nahmen in
den unbehandelten sowie den C,H;-behandelten Apfeln Atmung und Ethylenproduktion in

gleicher Weise, ohne erkennbare Unterschiede, zu. Nach erneuter Ethylenapplikation
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3 Tage nach Shelf-life-Beginn zeigten die Ethylen-behandelten Apfel eine nur leicht erhdhte
Respiration. Eine deutliche Inhibierung von Atmung und Ethylenproduktion bewirkte jedoch
die Applikation von 1-MCP nach 3 Tagen Shelf-life, sowohl bei den Friichten, die anfangs mit
Ethylen behandelt worden waren als auch bei denen, die bis zu diesem Zeitpunkt
unbehandelt blieben. Diese Beobachtung kdnnte zum einen darauf hinweisen, dass 1-MCP
Uber eine kompetitive Wirkung gegeniliber Ethylen zu einer Art “Verdrangung” der
Ethylenmolekile an den Rezeptoren fiihrt. Zum anderen ware denkbar, dass 1-MCP sich an
bis zu diesem Zeitpunkt unbesetzte oder neu synthetisierte Rezeptoren bindet, was ebenfalls
zu einer Inhibierung der Reifeprozesse fuhrt. Es zeigte sich zudem deutlich, dass eine friihe
Applikation von 1-MCP eine intensivere Hemmung der Fruchtreife bewirkte als eine spéatere
Anwendung. Nach 9 Tagen Shelf-life erfolgte an den 1-MCP behandelten Friichten eine
erneute, tagliche Applikation von Ethylen. Die Ethylenproduktion der anfangs mit 1-MCP
behandelten Apfel reagierte nicht auf die erneute Applikation von Ethylen. Die am Tag 3 mit
1-MCP behandelten Apfel jedoch zeigten, unabhingig davon ob zu Beginn Ethylen appliziert
wurde, einen allmdhlichen Anstieg der Ethylenproduktion. Dies wiirde auf eine deutliche
Abhangigkeit der Hemmwirkung vom Applikationstermin hinweisen. Werden die Friichte
bereits in sehr friihem Stadium mit 1-MCP behandelt, fiihrt dies vermutlich zur
inhibitorischen Aktivierung eines GroRteils der Rezeptoren. Es wadre moglich, dass eine
spatere Neusynthese von Ethylenrezeptoren ebenfalls Ethylen-abhdngig erfolgt und somit
bei nahezu vollstandiger Hemmung der Rezeptoren zu Beginn der Fruchtreife in
praklimakterischem Stadium die Neusynthese von Rezeptoren inhibiert wird. Dies kdnnte
erklaren, warum zu einem spéateren Zeitpunkt mit 1-MCP behandelte Friichte beziglich ihrer

Ethylenproduktion auf die taglichen Ethylengaben reagierten.

Zu dhnlichen Schlissen kamen Cin et al. (2006). Ausgehend von der Hypothese, wonach sich
1-MCP an die zum Zeitpunkt der Behandlung vorhandenen Rezeptoren bindet und eine
dadurch inhibierte Regeneration der Rezeptoren zum Ausbleiben der Reifeprozesse fiihrt
(Blankenship und Dole, 2003), vermuteten Cin et al. (2006), dass dhnliche Prozesse in Apfeln,
in denen die Expression von Md-ERS1 inhibiert wird, ablaufen. Basierend auf der Annahme,
dass das Level an Rezeptor mRNA die Menge an synthetisierten Proteinen wiederspiegelt,

wie von Klee et al. (2003) an Tomaten vorgeschlagen, kamen Cin et al. (2006) zu der
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Hypothese, dass die Bindung von 1-MCP an die Ethylenrezeptoren in praklimakterischen
Apfeln die autokathalytische Ethylensynthese blockiert und dadurch die Ethylen-abhingige

Synthsese neuer Rezeptoren unterbunden wird.

Die Reaktion der Frichte beziglich der Respiration unterschied sich von der
Ethylenproduktion. Apfel, die zu Tag 0 und Tag 3 des Shelf-lifes eine Kombination von 1-
MCP sowie Ethylen erhalten hatten, reagierten auf die tagliche Ethylenapplikation ab Tag 9
mit einem Anstieg der CO,-Produktion, wogegen Apfel, die zuvor nur mit 1-MCP behandelt

wurden, ohne vorherige oder nachherige Ethylenapplikation, darauf keine Reaktion zeigten.

Eine inhibitorische wirkung von 1-MCP auf die Fruchtatmung wurde, wie bereits erwéahnt,
von zahlreichen Autoren beschrieben, jedoch finden sich dabei kaum Aussagen daruber, auf
welchen physiologischen Prozessen dieser Zusammenhang zwischen Ethylen und der
Fruchtatmung beruht. Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten darauf hindeuten, dass die Rolle
von Ethylen fur die Respiration der Friichte vermutlich vor allem auf eine ethylenabhdngige

Synthese zahlreicher an der Fruchtatmung beteiligter Enzyme zurlickzufiihren ist.

Die Rolle von Ethylen fir die Synthese von Proteinen erkldrt vermutlich auch den
inhibierenden Effekt von 1-MCP auf die Genexpression eines Grofdteils der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten, zellwandabbauenden Enzyme. An “Elstar’ bewirkte 1-MCP
eine deutliche Inhibierung der Genexpression von Polygalacturonase (Md-PG2), Pectatlyase
(Md-PL), PB-Galactosidase (Md-BGL), Arabinofuranosidase (Md-AFase), Xyloglucan-
Endotransgycosylase (Md-XTH2; Md-XTH10), B-Xylosidase (Md-PME) sowie Expansin (Md-
Exp2). Md-XTH10 sowie Md-AFase wurden bei ‘Pinova" durch 1-MCP nicht beeinflusst. Die
Expression von Md-PL war in den 1-MCP behandelten Apfeln deutlich héher als in den
Kontrollfriichten. Die Genexpression aller anderen Enzyme wurde bei "Pinova™ durch 1-MCP
ebenfalls deutlich inhibiert. Entsprechend der Genexpression wurde auch die Enzymaktivitat
von B-Galactosidase und Pektinmethylesterase bei beiden Sorten durch 1-MCP deutlich

gehemmt.

Die Anreicherung von PG mRNA wird nach Sitrit und Bennett (1998) durch Ethylen reguliert

und bereits geringe Mengen an Ethylen reichen fiir eine Induzierung aus. Untersuchungen
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von Wakasa et al. (2006), in denen Sorten mit sehr gutem Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit,
unabhangig von der jeweiligen Ethylenproduktionsrate, eine sehr schwache Expression von
Md-PG1 aufwiesen, deuten darauf hin, dass fiir die Genexpression der Polygalacturonase
mehr die Empfindlichkeit gegeniiber Ethylen als die absolute Menge an produziertem
Ethylen von Bedeutung ist. Eine Inhibierung der PG-Genexpression verbunden mit einer
reduzierten Ethylenbildung konnte an Apfeln zum Beispiel von Wakasa et al. (2006) sowie
Wei et al. (2010) beobachtet werden. In den Untersuchungen von Wei et al. (2010) war die
Wirkung von 1-MCP auf Genexpression und Enzymaktivitat, dhnlich wie in der vorliegenden
Arbeit, stark sortenabhdngig. Wahrend 1-MCP an ‘Golden Delicious’ eine deutliche
Inhibierung von Genexpression und Enzymaktivitat der Polygalacturonase bewirkte, waren
die Unterschiede bei "Fuji’ wesentlich geringer. 1-MCP zeigte in der vorliegenden Arbeit an
beiden Sorten eine nahezu vollstandige Inhibierung der Expression von Md-PG2. "Pinova’
wies jedoch auch bei den Kontrollvarianten ohne 1-MCP eine deutlich niedrigere

Genexpression auf als “Elstar’.

Die Expression des Pectatlyase kodierenden Gens Md-PL war bei "Elstar’ ebenfalls durch
1-MCP gehemmt, allerdings waren selbst in der Kontrolle bei “Elstar’ im Vergleich zu "Pinova’
nur sehr geringe Werte zu messen. Die deutlich héheren Expressionswerte der 1-MCP
behandelten 'Pinova’ Apfel gegeniiber den Kontrollfriichten lassen sich méglicherweise auf
eine verzogerte Abnahme der Genexpression wahrend der Lagerung in den 1-MCP

behandelten Frichten erkléren.

Ahnlich den Ergebnissen zu Md-PG2 fiihrte 1-MCP an beiden Sorten zu einer deutlichen
Inhibierung der Genexpression von B-Galactosidase, Arabinofuranosidase, Xyloglucan-
Endtransglycosylase sowie Expansin. Eine hdhere Expression in der 1-MCP-Variante, wie zum
Beispiel bei 'Pinova’ nach Kihllagerung und anschlieRendem Shelf-life, ist vermutlich,
dhnlich wie bei der Pectatlyase, auf eine verzogerte Abnahme der Genexpression durch
1-MCP zu erkldaren. Auch die geringen Unterschiede zwischen 1-MCP behandelten und
Kontrollfriichten bezliglich der Expression von Exp2 (Expansin) nach dem Kihllager sind

vermutlich auf eine fortgeschrittene Reife und damit Abnahme der Expression
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zurlickzufiihren, wahrend in der 1-MCP-Variante die Genexpression zu diesem Zeitpunkt

vermutlich erst zunahm.

Entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in neuesten Untersuchungen von Wei et
al. (2010) ein stark inhibierender Effekt von 1-MCP auf die Genexpression sowie
Enzymaktivitdit von Polygalacturonase, B-Galactosidase, Pektinmethylesterase sowie
a-L-Arabinofuranosidase festgestellt werden. Die Behandlung mit Ethephon fiihrte dabei zu
einer Stimulierung von Genexpression und Enzymaktivitdt, was deutlich zeigt, dass die
genannten Enzyme, wie auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet, durch Ethylen reguliert
werden. Der Effekt von 1-MCP sowie Ethephon war dabei, entsprechend den beobachteten
Sortenunterschieden bei ‘Elstar’ und ‘Pinova’, bei der Sorte ‘Golden Delicious™ starker
ausgepragt als bei "Fuji’. Eine nahezu vollstdandige Inhibierung von Md-Exp3 (Expansin) durch
1-MCP konnten Wakasa et al. (2003) an Golden Delicious nachweisen. Die Ergebnisse aus
Versuchen von Villareal (2010) an der Erdbeersorte ‘Toyonoka®, in denen 1-MCP und
Etephon keine Wirkung auf die Enzymaktivitdat der Arabinofuranosidase zeigten, deuten
darauf hin, dass die Regulierung der Enzyme bei klimakterischen und nicht klimakterischen
Friichten unterschiedlich zu erfolgen scheint. Uber den Einfluss von 1-MCP auf die
Genexpression bzw. Enzymaktivitat von Endoglucanase, B-Xylosidase sowie Xyloglucan-
Endotransglycosylase an Apfeln lassen sich in der Literatur keine Hinweise finden. Ein
inhibierender Effekt von 1-MCP auf die Genexpression der Xyloglucan-Endotransglycosylase
(Dk-XTH1) konnte jedoch an Kaki-Friichten von Nakatsuka et al. (2011) festgestellt werden.
Eine Hemmung der Enzymaktivitat der B-Xylosidase durch 1-MCP wurde von Botondi et al.
(2003) an Aprikosen der Sorte “Ceccona’ gemessen. Li et al. (2011) stellten an Melonen der
Sorte "Hami" eine reduzierte ACC-Akkumulation, eine geringere Aktivitdt der ACC-Synthase
sowie ACC-Oxidase sowie eine Inhibierung der Endoglucanase-Aktivitat fest. Vergleichbar
konnten Ortiz und Lara (2008) an Pfirsichen der Sorte ‘Tardibelle™ eine geringere Zunahme
der Endoglucanase-Aktivitait wahrend des Shef-lifes im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollfrichten beobachten.

Die beschriebene Wirkung von 1-MCP auf die Genexpression und Enzymaktivitat der

zellwandabbauenden Enzyme spiegelt sich in den Ergebnissen der Zellwandfraktionierungen

181



Diskussion

wieder. Bezliglich der Gesamtmenge an extrahierbarem Zellwandmaterial waren zwar in den
1-MCP behandelten Friichten nur tendenziell héhere Gehalte zu messen, jedoch wurden alle
anderen Fraktionen deutlich durch die Behandlung mit dem Ethyleninhibitor beeinflusst. Die
geringeren Gehalte an PAW- sowie H,0 |&slichen Pektinen in den 1-MCP behandelten Apfeln
belegen eine verzogerte bzw. reduzierte Solubilisierung der Pektine, was sich auf die
gehemmte Aktivitat der beteiligten Enzyme zuriickfiihren l4sst. Ahnlich konnten Liu et al.
(2005) an 1-MCP behandelten Pfirsichen einen verzégerten Anstieg an gelosten Pektinen
feststellen. Jeong und Huber (2004) berichten von einer verzégerten Solubilisierung sowie
einem verzogerten Abbau von Polyuroniden zusammen mit geringeren Aktivitaten von
Polygalacturonase (PG) und Endoglucanase (EGase) in 1-MCP behandelten Avocado
Frichten. Die hoheren Gehalte an CDTA-l6slichen, ionisch gebundenen Pektinen in den
1-MCP behandelten Friichten entsprechen der reduzierten Solubilisierung der Pektine und
einem damit verbesserten Erhalt der Ca®"-Briickenbindungen zwischen den
Pektinmolekiilen. Beziiglich des Gehaltes an kovalent gebundenen, Na,COs-l6slichen
Pektinen ergaben sich keine klaren Ergebnisse. Nach Lagerung waren in den 1-MCP-
Varianten zum Teil héhere Gehalte an kovalent gebundenen Pektinen zu messen, was
erwartungsgemall einem inhibierten Zellwandabbau entsprechen wiirde. Bedenkt man
jedoch, dass der Gehalte an Na,COs-l6slichen Pektinen warend der Lagerung zunahm und
geht man davon aus, dass dies auf eine zunehmende Extrahierbarkeit der Pektine aufgrund
einer Lockerung der Zellwande zurlickzufiihren ist, ware an den 1-MCP behandelten
Friichten entsprechend ein reduzierter Anstieg an Na,COs-16slichen Pektinen wahrend der
Lagerung zu erwarten gewesen. Ahnliches konnte in der vorliegenden Arbeit zumindest
warend 10-wochiger Lagerung bei 10°C beobachtet werden. Wahrend sich bei "Pinova’
1-MCP behandelte Friichte und Kontrollfriichte nicht unterschieden, waren bei “Elstar’ nach
10 Wochen in der Kontrolle hohere Gehalte an Na,COs-16slichen Pektinen zu messen als an

den 1-MCP behandelten Apfeln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass Ethylen eine zentrale Rolle flr
die Regulierung der am Zellwandabbau beteiligten Enzyme spielt und dass die Inhibierung
der Ethylensynthese- bzw. —wirkung UGber eine Hemmung der Genexpression und Aktivitat

dieser Enzyme den Zellwandabbau und somit den Festigkeitsverlust der Friichte reduzieren
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kann. Die Beobachtung, dass trotz zum Teil nahezu vollstdndiger Inhibierung der
Ethylenproduktion dennoch mRNA bzw. Aktivitdt der entsprechenden Enzyme gemessen
werden konnte, weist darauf hin, dass neben Ethylen vermutlich noch andere Faktoren von
Bedeutung fir die genannten Regulierungsmechanismen sind. Es liegt nahe, dass die
Fruchtatmung und damit die Bereitstellung von Energie in Form von ATP eine Voraussetzung

fur die wahrend des Zellwandabbaus ablaufenden Prozesse darstellt.

5.4 Einfluss von Calcium auf Fruchtfleischfestigkeit, Reife und Zellwandabbau

Anhand von Calciuminfiltrationen sollte in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Ca** auf
das Reifeverhalten, die Genexpression und Enzymaktivitat zellwandabbauender Enzyme, den
Pektinabbau in der Zellwand und somit letztendlich auf die Fruchtfleischfestigkeit bei der
Sorte 'Elstar’ genauer untersucht werden. Dabei konnte ein deutlich positiver Einfluss der
CaCl,-Infiltrationen auf die Fruchtfleischfestigkeit der Frichte festgestellt werden, wobei
dieser vor allem im Kihllager zu beobachten war. Die Wirkung der Calciuminfiltration
entsprach dabei zumindest bei mittlerer Lagerdauer (4,5 Monate) der Wirkung von 1-MCP
und inhibierte vollstandig das Weichwerden der Friichte wadhrend der Lagerung sowie
wahrend des Shelf-lifes. Nach langerer Lagerdauer (9 Monate) fiihrte nur die Kombination
von Calciuminfiltration und 1-MCP zu einem deutlich verbesserten Erhalt der
Fruchtfleischfestigkeit. Im CA-Lager brachte die Calciuminfiltration groBtenteils keine bzw.
nur geringe Wirkung. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Lagerung bei
niedrigen O,-Werten im Anschluss an die Infiltration, durch Sauerstoffmangel in den
Interzellularen, zu einer Stérung der physiologischen Prozesse in der Frucht fiihrte. Nach
Trentham et al. (2008) kénnen Infiltrationen mit Ca®*-Lésungen auch eine schadliche
Wirkung auf die Fruchtphysiologie haben. Hewett und Thompson (1992) beobachteten an
Calcium-infiltrierten Apfelfriichten eine Zunahme der internen CO,- sowie eine Abnahme der
0,-Konzentrationen. Nach Solomos (1987) kann es durch die Flllung der Interzellularen nahe
der Lentizellen mit Infiltrationslosung zu einer Beeintrachtigung des Gasaustausches
zwischen Zellinnerem und —duRerem kommen. Diese Blockierung des Gasaustausches kann
zu 0,-Mangel sowie CO,-Uberschuss mit anschlieBenden physiologischen Schiden an der

Frucht fiihren (Rajapakse et al., 1992). Zwar konnten in der vorliegenden Arbeit an den
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Ca-infiltrierten Apfeln aus dem CA-Lager keine physiologischen Schiden beobachtet werden,
jedoch wiesen diese Friichte zum Teil eine hohere Ethylenproduktion auf als die nur mit
Mannit infiltrierten Apfel, was méglicherweise darauf hindeutet, dass die Infiltration mit
CaCl, in Kombination mit CA-Bedingungen zur einer Art Stressreaktion in den Frichten
fliihrte. Zudem war die Genexpression einzelner zellwandabbauender Enzyme, wie zum
Beispiel der Polygalacturonase, der Endoglucanase oder der Pectatlyase, in den Ca-
infiltrierten Apfeln nach CA- Lagerung héher als in den Kontrollfriichten, was die Hypothese
einer Stressreaktion unterstlitzt. Andererseits ware es jedoch auch moglich, dass die
héheren Enzymaktivitaiten auf eine im Vergleich zur Kontrolle verzégerte Fruchtalterung
zurlickzufiihren sind. Insgesamt war im CA-Lager auf Grund der bereits inhibierenden
Wirkung der Lagerbedingungen der Einfluss der CaCl,-Infiltration deutich geringer als im

Kahllager.

Ein direkter, positiver Effekt erhdhter Calciumkonzentrationen auf die Fruchtfleischfestigkeit,
wie nach erfolgter CaCl,-Infiltration beobachtet, ldsst sich unter anderem durch einen
direkten Einfluss des Calciums auf die Stabilitat der Mittellamelle und einen damit
verbesserten Erhalt des Zell-zu-Zell-Kontaktes erkldren. Die Bildung von Calciumbriicken an
den freien Carboxylgruppen der nicht veresterten Homogalacturonanabschnitte des
Pektinmolekiihls fiihrt zu einer Vernetzung der Pektine untereinander und dadurch zu einer
Festigung der Zellwand, wie von zahlreichen Autoren beschrieben (Grant et al., 1973; Knee
und Bartley, 1981; Jarvis, 1984; Stow, 1993). Vor allem in der Mittellamelle fiihrt die Bildung
dieser sogenannten Egg-Box-Strukturen zu einer verbesserten Adhdsion der benachbarten

Zellen in reifen Friichten (Pefia und Carpita, 2004).

Glenn und Poovaiah (1990) konnten an Calcium-infiltrierten Apfelfriichten nach der
Lagerung zeigen, dass an Stellen des “Gewebebruchs” vor allem gebrochene Zellen zu
finden waren, wogegen Apfel, die nicht infiltriert worden waren, an den entsprechenden
Stellen eine Separation der Zellverbande im Bereich der Mittellamelle zeigten. Dies beweist,
dass Calcium vor allem fiir die Stirkung der Mittellamelle und somit Festigung der
Gewebestabilitdt eine wichtige Rolle spielt. Nach Knee (1982) und Stow (1993) kann das

Weichwerden der Friichte eine Folge des Verlustes an Calcium aus der Mittellamelle bzw.
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des Verlustes an Bindungsstellen fiir Calcium im Pektinmolekil sein. Somit kann der positive
Einfluss der Calciuminfiltrationen auf die Festigkeit an “Elstar® in der vorliegenden Arbeit,
zumindest teilweise, auf eine Stabilisierung der Mittellamelle mittels Calciumbriicken
zurlickgefihrt werden. Die groRBere gemessene Aktivitat der Pektinmethylesterase sowie die
hoheren Gehalte an ionisch gebundenen Pektinen nach der Lagerung bei "Pinova™ im
Vergleich zu ‘Elstar’ weisen darauf hin, dass dieser stabilisierende Effekt auf die
Mittellamelle bei "Pinova’ evtl. ausgepragter ist als bei "Elstar’, was, zumindest zum Teil, das

stabilere Shelf-life der Sorte begriinden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch auch, dass Calcium einen deutlichen
Effekt auf die Atmung und Ethylenproduktion sowie auf die Genexpression und Aktivitat der
am Zellwandabbau beteiligten Enzyme haben kann. Die Ethylenbildung der Apfel wurde
durch die Infiltration mit CaCl, deutlich inhibiert, wobei dieser Effekt vor allem bei Apfeln
ohne 1-MCP sowie im Kihllager ausgepragter war und teilweise dem stark hemmenden
Effekt der 1-MCP-Behandlung entsprach. Bei ldngerer Lagerung (9 Monate) zeigte die
Kombination aus Calciuminfiltration und 1-MCP, zumindest nach dem Kihllager, die starkste
reduzierende Wirkung auf die Ethylenproduktion. Wie diese wurde auch die Respiration der
Apfel durch die CaCl,-Infiltrationen gehemmt, wenngleich in deutlich geringerem AusmaR.
Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Sams und Conway (1984) an ‘Golden Delicious’ Apfeln. Sie
konnten nach Calciuminfiltration eine deutliche Inhibierung der Ethylenproduktion
feststellen, sowohl unmittelbar in der Shelf-life Phase nach der Behandlung als auch nach 5
Monaten Lagerung, wobei die Wirkung im Laufe der Lagerung abnahm. Die Respirationsrate
der Frichte wurde dabei nicht durch Calcium beeinflusst. Ein inhibierender Effekt von
Calcium auf die Respiration sowie Ethylenproduktion von Apfeln wurde zudem unter
anderem von Song und Bangerth (1993) beschrieben. Ortiz et al. (2011) stellten ebenfalls
nach Ca-Tauchbehandlungen eine teilweise Reduzierung der Ethylenproduktion bei "Golden
Delicious’ Apfeln fest. Glenn et al. (1988) konnten nach Calciuminfiltration im Vergleich zur
Kontrolle eine hohere Fruchtfleischfestigkeit, eine geringere Respiration sowie
Ethylenproduktion der Friichte, hohere Ascorbinsdure- sowie Chlorophyligehalte sowie eine
geringere Permeabilitat des Fruchtgewebes nachweisen. Sie schlossen daraus, dass erhohte

Calciumgehalte zu einer Verlangsamung der Fruchtalterung fiihren.
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Legge et al. (1982) sowie Lara und Vendrell (1998) fiihren als Ursache fiir die inhibierende
Wirkung von Calcium auf die Ethylenproduktion dessen Rolle fiir den Erhalt der Zellmembran
an, wodurch es zu einer verzogerten ACC-Oxidase katalysierten Umwandlung von ACC zu
Ethylen kommt. Entsprechend fanden Paliath et al. (1984), dass Ca** reduzierend auf die mit
der Fruchtalterung verbundene Zunahme der Zellmembran-Mikroviskositdt wirken kann.
Solche Veranderungen konnen die Permeabilitdt des Gewebes sowie den Memrantransport
beeinflussen (Glenn et al., 1988). Ein Einfluss von Ca®* auf die Eigenschaften der
Zellmembran wurde auch von anderen Autoren beschrieben. Ben Arie et al. (1982) konnten
an Apfelscheiben zeigen, dass eine geringere Mikroviskositdit der Membran mit einer
Abnahme der Ethylenproduktion korreliert. Ahnlich konnte Marcelle (1991) an
Apfelscheiben mit hohen Ca-Konzentrationen geringere ACC-Konzentrationen sowie eine
geringere Ethylenproduktion feststellen. Auch Picchioni et al. (1998) fanden einen positiven

Effekt von Calcium auf den Erhalt der Zellmembran bei Apfeln.

Vorliegende Untersuchungen zur Genexpression sowie Enzymaktivitat zellwandabbauender
Enzyme ergaben im Kihllager eine inhibierende Wirkung der Calciuminfiltration an nahezu
allen untersuchten Enzymen. So war die Genexpression von Polygalacturonase,
Endoglucanase, Pectatlyase, B-Xylosidase, und B-Galactosidase in den behandelten Apfeln
deutlich niedriger als in den Kontrollfrlichten. Zwar waren hier bezliglich der Genexpression
der Pektinmethylesterase keine Unterschiede zu beobachten, jedoch wurde die Aktivitat des
Enzyms genauso wie die Aktivitdit der B-Galactosidase durch die Behandlung deutlich

inhibiert. Auch hier war die Wirkung im Kihllager starker ausgepragt als im CA-Lager.

Ein inhibierender Effekt von Calciuminfiltrationen auf die Aktivitdt der B-Galactosidase wird
auch von Siddiqui und Bangerth (1993) bei "Golden Delicius™ beschrieben, wobei steigende
Ca’*-Konzentration in der Infiltrationslésung die Wirkung forderten. Gleichzeitig wurden in
den Zellwandfraktionen Ca-infiltrierter Friichte hohere Gehalte an Hemizellulosen, ionisch
sowie kovalent gebundenen Pektinen und an Gesamtpektin sowie geringere Gehalte an
freien, geldsten Pektinen feststgestellt. Da nach Untersuchungen von Konno et al. (1984) die
Aktivitat der B-Galactosidasen sich in vitro mit wechselnden Ca-Konzentrationen nicht

andert, fuhrten Siddiqui und Bangerth (1993) als mdgliche Ursachen fir die Wirkung von Ca-
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Infiltration auf die Aktivitat des Enzyms pH-Wert Verdanderungen in der Zellwand an, wie von
Brady (1987) vorgeschlagen wurde. Desweiteren ist es nach Ausfihrungen der Autoren
moglich, dass durch die Quervernetzung der Pektine in der Mittellamelle mittels Calcium-
Briickenbindungen der Substratzugang hydrolytischer Enzyme, vor allem von Glycosidasen,
erschwert wird. Somit wiirde die Ca-Infiltration eine Art Substrat-limitierenden Faktor fiir die

Aktivitat der verschiedenen Enzyme darstellen.

Neben den bereits beschriebenen Ursachen fiir die Wirkung von Ca** auf die untersuchten
Parameter spielt jedoch vermutlich auch dessen Rolle als sekunddrer Botenstoff zur
Ubertragung extrazelluldrer Signale ins Innere der Zelle eine wichtige Rolle (Poovaiah und
Reddy 1987; 1990). Die steuernden Funktionen von Ca®" reichen von der Regelung des
Elektronentransports bis hin zum Einfluss auf die Genexpression und werden durch ein
homeostatisches System, dass die innerzelluldren Ca**-Konzentrationen reguliert, erméglicht
(Bush, 1995). Durch die extremen Konzentrationsunterschiede zwischen extra- und intra-
zelluldrem Calcium (zwischen Zellwand bzw. Zellmembran und dem Cytoplasma) (Williamson
und Ashley, 1982; Gilroy et al., 1990) sowie durch die Potentialunterschiede uber die
Zellmembran hinweg kommt es zu einem enormen elektrochemischen Gradienten fir den
Ca”*-Fluss vom duReren der Zelle ins Cytoplasma. Der Transport von Ca** in das Cytosol bzw.
aus dem Cytosol wird mit Hilfe spezifischer Transportproteine geregelt, wobei der Efflux vor
allem durch Ca**-ATPasen sowie der Influx tber spezifische Ca®"-lonenkanile erfolgt (Bush,
1995). Nach Bush (1995) sind auch Ca2+—Konzentrationgradienten innerhalb des Cytosols fir
die Zellfunktion von Bedeutung, nicht nur wahrend der Signallibertragung, sondern auch fir
die Regulierung der metabolischen Prozesse im Cytoplasma sowie in den Zellorganellen. Wie
unter anderem von Poovaiah (1993) beschrieben, fiihrt ein Anstieg der Ca®*-Konzentrationen
im Cytosol zur Aktivierung von Calmodulin, einem Calcium-bindenden, regulatorischen
Protein. Dieser Ca?*-Calmodulin-Komplex wiederum aktiviert eine Reihe von Enzymen, wie
zum Beispiel Proteinkinasen, welche eine wichtige Rolle fiir die Proteinphosphorylierung und
somit flr die Regulierung der Aktivitat von Enzymen oder Transkriptionsfaktoren spielen
(Yang und Poovaiah, 2003). Neben Calmodulin (CaM) kommen in Pflanzen als weitere “Ca®'-
Sensoren” Calcium-abhangige Proteinkinasen (CDPK) sowie Calcineurin B-like Proteine (CBL)

vor, wobei Calmodulin die wichtigste Gruppe bei Eukaryonten darstellt (Yang und Poovaiah,
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2003). Nach Glenn et al. (1988) existieren verschiedene Méglichkeiten, wie Ca®* diverse
Zellfunktionen beeinflussen kann. Zum einen kann eine Zunahme der apoplastischen
Ca-Konzentrationen zur Veranderung des Ca’*-Gradienten zwischen Symplast und Apoplast
fiihren, was zu einer Zunahme des Calcium-Influx sowie dadurch zu einer Zunahme der Ca**-
Konzentration im Cytosol fiihren kann. Diese Verinderungen der Ca**-Konzentration im
Cytosol kénnen zu einer Reihe biochemischer Prozesse in den Zellen durch Aktivierung
verschiedener Enzyme, wie NAD-Kinasen oder Ca**-ATPasen fiihren. Paliath und und
Poovaiah (1985) konnten feststellen, dass die Calcium-Calmodulin abhangige
Phosphorylierung wahrend der Fruchtalterung abnimmt, Ca-Infiltrationen jedoch diesen

Prozess verzégern kénnen.

Guan et al. (2006) untersuchten an Pfirsichen den Zusammenhang zwischen Ca’*-ATPase
Aktivitat der mikrosomalen Membran sowie der Peroxidation von Membranlipiden und der
Reife bzw. Alterung der Frichte. Sie konnten an Friichten, welche bei niedrigeren
Temperaturen (4°C) im Vergleich zu den Kontrollfriichten (25°C) gelagert wurden, zusammen
mit einem verbesserten Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit sowie einer reduzierten
Respiration eine héhere sowie linger anhaltende Aktivitit der Ca**-ATPase nachweisen.
Gleichzeitig zeigten diese Friichte eine reduzierte Peroxidation der Membranlipide, was sich
anhand geringerer Gehalte an freiem Sauerstoff sowie an Malondialdehyd, einem Produkt
der Membranlipid-Peroxidation, in den Zellen nachweisen lies. Eine Infiltration mit Ca®'-
ATPase-Inhibitoren bewirkte dabei eine Stimulierung der Respirationsrate. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Aktivitat der Ca**-ATPase sowie der Zustand der Zellmembran von groRer

Bedeutung fiir die Reife- bzw. Alterungsprozesse in der Frucht zu sein scheinen.

Es ware moglich, dass es durch Erhéhung der apoplastischen Calciumkonzentration mittels
Calciuminfiltrationen zu einer Beeinflussung des Ca**-Transports in bzw. aus der Zelle und
somit zu einer Beeintrachtigung der Calciumhomoostase in der Zelle bzw. der
SignalUbertragung kommt. Dies koénnte zum Beispiel durch Verdnderung des
elektrochemischen Gradienten zwischen Zellmembran und Cytosol erfolgen. Eine weitere
Moglichkeit ware, dass Calcium durch Beeinflussung der Eigenschaften der Zellmembran,

wie bereits erwihnt, sowie der Aktivitit von Ca®’-ATPasen Einfluss auf verschiedene,
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reifebezogene Prozesse in den Zellen und somit auch auf die Synthese am Reifeprozess

beteiligter Proteine hat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Zellwandfraktionierungen zeigten im
Gegensatz zu Aussagen in der Literatur kaum Einfluss auf Veranderungen der einzelnen
Fraktionen. Siddiqui und Bangerth (1993) konnten zum Beispiel, wie bereits beschrieben, an
Ca-infiltrierten "Golden Delicious’ Apfeln nach der Lagerung héhere Gehalte an ionisch sowie
kovalent gebundenen Pektinen, einen hoheren Gehalt an Gesamtpektin sowie geringere
Gehalte an freien, geldsten Pektinen im Vergleich zur Kontrolle feststellen. Auch Ortiz et al.
(2011) beobachteten nach Ca-Tauchbehandlung hohere Gehalte an CDTA-l6slichen Pektinen

im Vergleich zu den Kontrollfriichten.

In der vorliegenden Arbeit konnten zum Teil zwar an den Ca-infiltrierten Apfeln geringere
Gehalte an H,0-l6slichen sowie tendenziell etwas geringere Gehalte an PAW-I6slichen
Pektinen gemessen werden, was auf eine gehemmte Loslichkeit der Polyuronide, wie unter
anderem von Glenn und Poovaiah (1990) an ‘Golden Delicious® beobachtet, hinweist, jedoch
waren die Unterschiede weitgehend gering. Auch beziiglich der ionisch gebundenen Pektine
waren hier kaum Unterschiede zu sehen. In Einzelfdllen zeigten sogar die Ca-infiltrierten
Apfel etwas geringere Gehalte an ionisch gebundenen Pektinen als die Kontrollfriichte. Zum
Beispiel im Anschluss an das Shelf-life waren nach CA-Lagerung an den 1-MCP behandelten
Frichten in Kombination mit der Ca-Infiltration deutlich niedrigere Gehalte an CDTA-
l6slichen Pektinen zu sehen als ohne Calciuminfiltration. Ahnliches konnte unmittelbar nach
Kihllagerung an Friichten ohne 1-MCP beobachtet werden. Moglicherweise ist dies zum Teil
auf eine Inhibierung der Pektinmethylesteraseaktivitdt durch die Ca-infiltration bzw. die
Kombination mit CA-Lager und 1-MCP und eine damit verbundene geringere Hydrolyse der
Esterbindungen zwischen Methanol und der Carboxylgruppe der Galacturonsdurebausteine
im Pektinmolekiihl zuriickzufihren. Dadurch kann es zu einer geringeren Quervernetzung
der Pektine mittels Calciumbricken kommen. Zudem widre es moglich, dass eine
Neusynthese hoch-methylierter Pektine, wie von Massiot et al. (1996) sowie Billy et al.

(2008) berichtet, zu einer Zunahme des Methylierungsgrades wahrend der Lagerung gefiihrt
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hat, und das dieser Prozess durch die Ca-Infiltration bzw. durch die Kombination mit CA-

Lager und 1-MCP zum Teil gehemmt wurde.

Entsprechend den Ergebnissen der Festigkeitsmessungen waren nach dem Shelf-life im
Anschluss an die Kiihllagerung in den Ca-infiltrierten Apfeln, vergleichbar mit den 1-MCP
behandelten Friichten, tendenziell hohere Gehalte an kovalent gebundenen Pektinen zu
beobachten. Da Pektine Uber kovalente Bindungen mit Zellulosefibrillen sowie
Hemizellulosen vernetzt sind (McCann et al., 1990), kdnnte dies unter anderem auf eine
Inhibierung von Hemizellulasen, wie Xyloglucan-Endotransglycosylasen oder Expansin, und
einen damit verbundenen, verbesserten Erhalt des Zellulose-Hemizellulose-Netzwerkes in

der Zellwand zurtickzufuhren sein.

Die durchgefiihrten Untersuchungen mit Ca-Infiltrationen konnten zeigen, dass eine
Erhéhung der Calciumkonzentration in der Frucht den Festigkeitsverlust von Apfeln deutlich
reduzieren kann. Die Ergebnisse legen nahe, dass neben einem direkten, Zellwand-
stabilisierenden Effekt der Ca**-lonen Uber eine Vernetzung der Pektine mittels ionischer
Bindungen vor allem auch weitere Faktoren, welche unter anderem zu einer Inhibierung von
Ethylensynthese, Respiration sowie Genenxpression und Aktivitdt zellwandabbauender
Enzyme flhren, eine wichtige Rolle spielen. Ein Zellmembran stabilisierender Effekt der
Calciumionen konnte dabei neben anderen Moglichkeiten durch Inhibierung der
Ethylensynthese hemmend auf eine Reihe weiterer, am Festigkeitsverlust beteiligter
Prozesse wirken. In wie weit eine Beeinflussung der Signallbertragung in die Zelle durch
Erhéhung der apoplastischen Calciumkonzentrationen von Bedeutung sein kann, ist noch

weitgehend ungeklart.
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5.5 Fazit der Diskussion

AbschlieBend werden die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beschrieben und in
Bezug zu den anfangs angefiihrten Versuchsfragen gestellt. Besonderes Augenmerk liegt
dabei auf der Rolle von Ethylen fir den Festigkeitsverlust sowie die Regulierung des
Zellwandabbaus. Neben den beschriebenen physiologischen und biochemischen, den
Zellwandabbau regulierenden Prozessen sind die Unterschiede beziglich der
Fruchtfleischfestigkeit bzw. des Weichwerdens der Friichte bei ‘Elstar’ und "Pinova" auch auf
anatomische Unterschiede in der Beschaffenheit der Zellen, der Zellform, —gr6Re und
-dichte sowie der Beschaffenheit der Zellwande zurlickzufiihren. Dazu wurden in dieser

Arbeit allerdings keine Untersuchungen durchgefiihrt.

Wodurch unterscheiden sich Sorten mit unterschiedlich starkem Festigkeitsabbau?

Die festgestellten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Sorten sowie die
Tatsache, dass alle reifeinhibierenden bzw. festigkeitserhaltenden MaBnahmen an “Elstar’
groRere Wirkung zeigten als an ‘Pinova’, deuten darauf hin, dass diese Unterschiede,
zumindest zum Teil, auf eine sortenspezifische Sensitivitdt fiir Ethylen zurlickzufiihren sein
konnten. Verschiedene Beobachtungen geben Anlass zu dieser Hypothese: So nahm
unmittelbar nach der Ernte die Ethylenproduktion bei ‘Elstar’ deutlich zu, wogegen an
"Pinova’ eine Abnahme zu verzeichnen war. Dies kdnnte vor allem darauf zurickzufiihren
sein, dass bei ‘Elstar’ im Gegensatz zu ‘Pinova’ bereits geringe Mengen an Ethylen zur
Induzierung der autokatalytischen Ethylensynthese ausreichen. Dass Ethylen bei beiden
Sorten eine zentrale Rolle fiir die Steuerung der Reifeprozesse und vor allem auch fir die
den Zellwandabbau und damit den Festigkeitsverlust steuernden Prozesse spielt, konnte
anhand der deutlichen Wirkung aller Ethylensynthese bzw. -wirkung inhibierenden
MaRnahmen gezeigt werden. Gemeint sind damit die Lagerung unter CA/ULO-Bedingungen
sowie besonders der Einsatz von 1-MCP, wobei deren Wirksamkeit bei "Elstar’ ausgepragter
war als bei ‘Pinova’. Ob Unterschiede in der Sensitivitdt fiir Ethylen sowie im Shelf-life-
Verhalten der Sorten auf moégliche Mutationen wichtiger Ethylensynthese-bezogener Gene,
wie ACS1-2 (Harada, 2000; Costa, 2005) oder ACO-1 (Costa, 2005) zuriickzufiihren sind oder

ob Unterschiede in der Genexpression von Ethylenrezeptor-Proteinen, wie Md-ERS1 oder
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Md-ERS2 (Tatsuki und Endo, 2006), dafiir verantwortlich sind, miisste in weiteren
Untersuchungen gekladrt werden. Es wéare zudem moglich, dass, wie in Kapitel 5.1 diskutiert,
zwischen beiden Sorten Unterschiede in der Anzahl bzw. Dichte an Ethylen-Rezeptoren in
der Zellmembran bestehen. Eine unterschiedliche Ethylenbildungsrate beider Sorten kénnte
ebenfalls auf eine genetisch bedingte, schwachere Auspragung beziiglich der Genexpression
von ACC-Synthase oder ACC-Oxidase zurlickzufiihren sein. Die beschriebenen Faktoren
kdnnten auch die sortenspezifische Wirkung von 1-MCP erklaren.

Die Ergebnisse zeigten zudem, dass der bessere Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit bei "Pinova’
im Lager vor allem auf einen verzogerten Zellwandabbau im Vergleich zu Elstar

zuriickzufiihren ist. Dies konnte durch folgende Beobachtungen deutlich bestatigt werden:

e Die Genexpression der meisten untersuchten zellwandabbauenden Enzyme war bei

“Elstar’ deutlich hoher als bei "Pinova’.

‘Elstar” zeigte eine vergleichsweise intensivere Abnahme an extrahierbarem
Zellwandmaterial bzw. eine intensivere Zunahme an PAW-I6slichen Pektinen in den
Zellwandfraktionen wahrend der Lagerung.

e Deutliche Unterschiede zwischen beiden Sorten ergaben sich in absteigender
Intensitdt in der Genexpression von [(-Galactosidase, Polygacturonase,
Arabinofuranosidase sowie Expansin.

e ‘Elstar’ zeigte eine intensivere Zunahme der B-Galactosidase-Aktivitat wahrend der
Lagerung.

® ‘Pinova zeigte hohere Pektinmethylesterase-Aktivitat zur Ernte und wahrend der
Lagerung, was eine bessere Stabilisierung der Mittellamelle mittels Ca**-Bindungen
zur Folge haben konnte.

e Ethylen spielt bei beiden untersuchten Apfelsorten eine entscheidende Rolle fiir die

Regulierung des Zellwandabbaus, denn die Genexpression wie auch Aktivitat der

meisten untersuchten Enzyme wurde bei beiden Sorten signifikant durch 1-MCP

reduziert.
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e Die Unterschiede in der Enzymaktivitat beider Sorten duRerten sich in einer
intensiveren Zunahme an geldsten Pektinen wdhrend der Lagerung bei "Elstar und

bestatigten letztlich fir diese Sorte das schnellere Weichwerden.

Zusammenfassend sind die Unterschiede beziglich der Texturverdnderungen zwischen
beiden Sorten sowohl auf physiologische, sortenspezifische Unterschiede im Reifeverhalten
der Frichte, auf Unterschiede bezliglich der Synthese und Aktivitdit bestimmter
zellwandabbauender Enzyme sowie auf mogliche Zell- bzw. Zellwand-anatomische

Unterschiede zuriuckzufihren.

Welche Rolle spielen einzelne zellwandabbauende Enzyme fiir das Weichwerden beim
Apfel?
Die durchgefiuhrten Untersuchungen weisen bei folgenden Enzymen auf eine besondere

Bedeutung fiir das Weichwerden beim Apfel hin:

® Die B-Galactosidase zeigte in ihrer Genexpression sowie Aktivitdt die deutlichste
Korrelation mit Verdnderungen der Fruchtfleischfestigkeit, dem Zellwandabbau

sowie der Respiration und Ethylenproduktion der Friichte.

Alle Ethylensynthese- bzw. Respiration- hemmenden MalRnahmen (CA/ULO-Lagerung
und Applikation von 1-MCP) fihrten zu einer deutlichen Inhibierung von
Genexpression sowie Aktivitat der B-Galactosidase, zusammen mit einer verzogerten

Solubilisierung der Pektine.

e Die Ergebnisse beziiglich der Genexpression der Arabinofuranosidase deuten darauf
hin, dass die Abspaltung von Arabinose an den Seitenketten des Pektinmolekiils eine
gewisse Bedeutung fur die Verbindung zwischen den Pektinmolekilen und somit flr

die Stabilitat der Zellwand hat.

Die im Vergleich zur B-Galactosidase deutlich niedrigere Expression ldsst eine

vergleichsweise geringere Bedeutung des Enzyms vermuten. Die deutliche
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Inhibierung der Genexpression durch 1-MCP weist auch hier auf eine

ethylenabhangige Regulierung des Enzyms hin.

Die im Vergleich zu den anderen Enzymen um ein Vielfaches héhere Genexpression
der Polygalacturonase weist, obwohl die Rolle des Enzyms beim Apfel aufgrund der
nahezu fehlenden Depolymerisation der Pektine noch weitgehend unklar ist, auf eine
Bedeutung des Enzyms hin. Es wadre denkbar, dass das Enzym {iber eine Lockerung

der Zellwandstruktur die Substratverfligbarkeit fiir weitere Enzyme beeinflusst.

Eine ethylenabhdngige Regulierung des Enzyms konnte nach 1-MCP Anwendung auf

die Genexpression nachgewiesen werden.

Die Aktivitat der Pektinmethylesterase nahm wahrend der Lagerung zu. Alle den
Festigkeitsverlust reduzierenden MaBnahmen fiihrten zu einer Inhibierung der
Enzymaktivitat. Das stabilere Shelf-life bei "Pinova’ kénnte auf die im Vergleich zu
“Elstar’ hohere PME-Aktivitdt zurickzufihren sein, was eine Stabilisierung der

Mittellamelle durch die Bildung von “Ca®*-egg-box-Strukturen” begiinstigt.

Trotz scheinbar fehlender Depolymersisation von Hemizellulosen beim Apfel geben
die Ergebnisse Hinweise auf eine Bedeutung von Xyloglucan-Endotransglycosylase
und Expansin. Bei der Xyloglucan-Endotransglycosylase korrelierte vor allem die
Expression von Md-XTH10 positiv mit den Festigkeitsveranderungen der Friichte.
Eine dhnliche Korrelation zeigte sich auch bei dem fiir Expansin kodierenden Gen Md-
EXP2. Die Rolle der beiden Enzyme ist moglicherweise auf eine Lockerung des
Zellulose-Hemizellulose Netzwerkes in der Zellwand und einen damit indirekten
Einfluss auf weitere, zellwandabbauende Enzyme, z. B. durch Beeinflussung der

Substratverfiigbarkeit, zurlickzufiihren.

Die Abnahme der Genexpression beider Enzyme wahrend der Lagerung sowie die
hohen Werte zur Ernte legen nahe, dass sowohl Xyloglucan-Endotransglycosylasen
wie auch Expansin vor allem zu Beginn des Weichwerdens von Bedeutung zu sein

scheinen.
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e Bezlglich Pectatlyase, Endoglucanase sowie B-Xylosidase lassen die Ergebnisse noch
keine eindeutige Aussage liber deren Bedeutung fiir die Fruchtfleischfestigkeit beim

Apfel zu.

Untersuchungen zur Enzymaktivitait wurden in der vorliegenden Arbeit nur fir die
B-Galactosidase sowie die Pektinmethylesterase durchgefiihrt. Diesbezligliche Analysen fiir
die weiteren in dieser Arbeit untersuchten Enzyme konnten die Erkenntnisse zu deren
Bedeutung fiur die Festigkeitsverdanderungen beim Apfel verbessern. Man kann jedoch davon
ausgehen, dass nicht die Aktivitat eines einzelnen Enzyms, sondern dass Zusammenspiel und
die Interaktion verschiedener Enzyme letztendlich fir den Abbau der Zellwandstrukturen

und damit fiir Texturveranderungen der Frucht verantwortlich sind.

Welches sind die physiologischen Ursachen fiir die Wirkung von Lagerverfahren auf die
Fruchtfleischfestigkeit beim Apfel?
Bezliglich des Einflusses der Lagerverfahren auf die am Zellwandabbau beteiligten Prozesse

konnten folgende Ergebnisse gewonnen werden:

e Die Lagerung bei CA- bzw. ULO-Bedingungen fihrte zu einem deutlich verbesserten
Festigkeitserhalt der Friichte zusammen mit einer Inhibierung der Genexpression

sowie der Enzymaktivitat der meisten untersuchten Enzyme.

® Bei Pinova® waren zum einen bezlglich der Wirkung von CA- und ULO-Bedingungen
kaum Unterschiede zu beobachten. Zum anderen konnte durch beide
Lagermethoden sowie durch den Einsatz von 1-MCP der Reife- bzw. Festigkeitsabbau
fordernde Effekt leicht erhohter Temperaturen weitgehend kompensiert werden.
Dies eroffnet der Praxis die Moglichkeit zu energie- und damit kostensparenden
Lagerverfahren wie der CA-Lagerung in Kombination mit 1-MCP bei erhdhten

Temperaturen (z.B. 4°C anstelle von 1°C).

e Die verschiedenen reifeinhibierenden MalRhahmen flihrten zu deutlichen

Unterschieden zwischen beiden Sorten vor allem in Bezug auf die Ethylenproduktion,
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wogegen der hemmende Effekt auf die Respiration bei beiden Sorten in etwa
vergleichbar war. Dies zeigt, dass vor allem Ethylen eine zentrale Rolle fir die
Steuerung der am Zellwandabbau beteiligten Prozesse spielt, was durch den
hemmenden Effekt von 1-MCP auf die Genexpression sowie Enzymaktivitat

untermauert werden konnte.

Die Ergebnisse weisen zudem auf eine Bedeutung der Fruchtatmung fiir die
Genexpression bzw. Aktivitdt der Enzyme bzw. eine zum Teil Ethylen-unabhangige

Regulierung der Enzyme hin.

Moglicherweise ist eine durch 1-MCP nicht vollstandig gehemmte Respiration zum
Erhalt der Genexpression bzw. Enzymaktivitdt ausreichend oder bereits geringste

Mengen an Ethylen geniigen zur Regelung der entsprechenden Prozesse.

Dass die hemmende Wirkung der CA/ULO-Bedingungen auf die untersuchten Enzyme
zu einem verzogerten Zellwandabbau gefiihrt hat, konnten die Ergebnisse der

Zellwandfraktionierungen zeigen.

Auf welchen physiologischen Ursachen basiert die zum Teil nahezu komplette Inhibierung

des Festigkeitsabbaus durch 1-MCP?

Wichtige Erkenntnisse bezliglich der Rolle von Ethylen fiir die den Zellwandabbau

regulierenden Prozesse konnten in den durchgefihrten Untersuchungen anhand des

Einsatzes von 1-MCP gewonnen werden:

Der inhibierende Effekt von 1-MCP zeigte bei beiden Sorten, dass der Abbau der
Fruchtfleischfestigkeit, die CO,- und Ethylenbildung sowie die Genexpression und
Aktivitat der meisten untersuchten pektolytischen Enzyme grofStenteils durch Ethylen

reguliert werden.

Die Wirkung von 1-MCP zeigte deutliche Abhangigkeit vom Applikationstermin. Die

Ergebnisse deuten darauf hin, dass dies vor allem auf eine Hemmung der vermutlich
196



Diskussion

ebenfalls ethylenabhdngigen Neusynthese von Ethylenrezeptoren bei friher

Applikation zu Beginn des Klimakteriums zurtickzufiihren ist.

Die nachlassende Wirkung von 1-MCP nach langerer Lagerung ist vermutlich eher auf
eine Neusynthese von Ethylenrezeptoren als auf eine Lockerung der 1-MCP-
Rezeptor-Bindung bzw. eine Verdrangung der 1-MCP-Molekiile an den Rezeptoren

durch Ethylen zurlickzufihren.

Die Rolle von Ethylen fiir die Respiration der Frichte scheint mit der
ethylenabhangigen Synthese von an der Fruchtatmung beteiligten Enzymen

zusammenzuhangen.

Bei Sorten mit stabiler Fruchtfleischfestigkeit im Lager, wie ‘Pinova’, bringt die
Anwendung von 1-MCP zum Teil nur geringe Wirkung. Jedoch kann an diesen Sorten
eine Kombination aus Kiihllager und 1-MCP, zumindest fiir eine bestimmte
Lagerdauer, als Alternative zum technisch aufwendigeren CA-Lager angewendet

werden.

Die nahezu vollstandige Inhibierung von Genexpression sowie Enzymaktivitdt in
Korrelation mit der Ethylenproduktion erklart die zum Teil vollstandige Hemmung des

Festigkeitsabbaus durch 1-MCP.

Die anhand der Zellwandfraktionierungen nachgewiesene verzogerte Solubilisierung
der Pektine sowie der verbesserte Erhalt ionisch sowie kovalent gebundener Pektine

in den 1-MCP behandelten Friichten unterstreichen diese Hypothese.
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Welche Rolle spielt Calcium fiir Texturveranderungen beim Apfel wahrend der Lagerung?

Die Versuche mit Ca-Infiltrationen fihrten zu folgenden Erkenntnissen beziglich der

Bedeutung bzw. Wirkung von Ca**:

Der positive Einfluss der Ca-Infiltrationen auf den Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit
sowie den Abbau der Pektinstrukturen stitzt die Hypothese eines direkten,
stabilisierenden Einflusses von Ca®* auf die Vernetzung der Pektine mittels Ca*-

Briickenbindungen.

Der zusatzlich beobachtete, deutlich inhibierende Effekt auf die Ethylen- und CO,-
Produktion sowie die Genexpression und Aktivitit der meisten untersuchten
zellwandabbauenden Enzyme zeigt, dass die Wirkung von Ca®" tiber einen direkten,

Zellwand-stabilisierenden Effekt hinaus geht.

Die nachgewiesene Ethylen-abhdngige Regulierung der meisten untersuchten,
zellwandabbauenden Enzyme sowie die Tatsache, dass die Infiltration mit CaCl, zu
einer deutlichen Hemmung der Fruchtreife flihrte, deuten darauf hin, dass der
Einfluss von Ca®" auf die Ethylenbiosynthese eine wichtige Rolle fir die Regulierung

der Zellwand-abbauenden Prozesse spielt.

Dieser Effekt konnte unter anderem auf eine Membran-stabilisierende und dadurch
die Kompartimentierung erhaltende und den Membrantransport beeinflussende
Wirkung, auf pH-Wert Veranderungen in der Zellwand, auf eine Beeinflussung der
Exozytose-Prozesse und damit reduzierte Absonderung von Enzymen an der Zellwand
oder auf einen substratlimitierenden Effekt durch Stabilisierung der Pektinstrukturen

zuriickzufiihren sein.

Ca®* wirkt méglicherweise tber eine Beeinflussung der Calciumhoméostase in der
Zelle bzw. des Calciumtransports in sowie aus der Zelle, wodurch die biochemischen
Prozesse im Cytoplasma sowie in den Zellorganellen, wie die Synthese von Proteinen
oder die Regulierung der Aktivitat von Enzymen und Transkriptionsfaktoren gesteuert
werden.
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Ca-Spritzungen dienen im Obstbau, vor allem an Ca-Mangel-anfalligen Sorten, als
StandardmaBnahme zur Reduzierung physiologischer Lagerkrankheiten wie Stippigkeit oder
Lentizellenflecken. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Ca’* neben einer
Fruchtgewebe stabilisierenden Wirkung auch eine deutliche Inhibierung der Reifeprozesse
sowie des Weichwerdens der Frucht im Lager bewirken kann. In den durchgefihrten
Untersuchungen war diesbeziiglich die Wirkung der CaCl,-Infiltration teilweise vergleichbar
mit dem hemmenden Effekt von 1-MCP. Einen limitierenden Faktor stellt jedoch in der
Praxis eine ausreichende Erhéhung der Calciumaufnahme in die Frucht dar. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Wirkung von Calcium bei Entwicklung geeigneter MaRBnahmen ein deutliches

Potential zur Verbesserung der Haltbarkeit von Apfeln im Lager bieten kénnte.
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6 Zusammenfassung

Die Fruchtfleischfestigkeit stellt beim Apfel eines der wichtigsten Qualitatskriterien sowohl
fir den Handel als auch fiir den Konsumenten dar. Entwicklungen in der Lagertechnik in den
vergangenen Jahren bzw. Jahrzenten, wie die Einfihrung der CA- bzw. ULO-Lagerung oder
der Einsatz von 1-MCP, haben zu einer deutlichen Verbesserung der Lagermdéglichkeiten
beigetragen. MaRnahmen zur Qualitatserhaltung zielen darauf ab, die reifebezogenen
Prozesse in der Frucht zu steuern und dadurch unter anderem einen verbesserten Erhalt der

Fruchtfleischfestigkeit zu erreichen.

Das Weichwerden der Friichte wahrend der Lagerung ist vor allem auf den Abbau von
Zellwand-Polysacchariden sowie auf den Verlust der polymeren Netzwerkstruktur der
Zellwand zuruickzufiihren. Diese Prozesse werden durch eine Reihe zellwandabbauender
Enzyme katalysiert. Trotz intensiver Forschung zum Thema Fruchtfleischfestigkeit sowie zur
Wirkung von Vorernte-, Ernte und Nacherntefaktoren auf die Fruchtfleischfestigkeit sind die

biochemischen und physiologischen Ursachen fir deren Wirkung noch teilweise ungeklart.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Verdnderungen der Fruchtfleischfestigkeit in
Zusammenhang mit dem Zellwandabbau beim Apfel wahrend der Lagerung genauer zu
untersuchen. Besonderes Augenmerk galt dabei der zentralen Rolle von Ethylen fir die
Steuerung der reifebezogenen Texturverdnderungen. Dabei wurden die wichtigsten, die
Fruchtfleischfestigkeit beeinflussenden Faktoren und deren Wirkung auf Verdanderungen im
Bereich der Zellwande, die Aktivitdt und Genexpression zellwandabbauender Enzyme sowie
die Fruchtreife beim Apfel genauer untersucht. Anhand der beiden Sorten ‘Elstar’ und
Pinova” wurden in den Untersuchungen exemplarisch die Unterschiede zwischen Sorten mit

stabiler bzw. weniger stabiler Fruchtfleischfestigkeit im Lager bzw. Shelf-life herausgestellt:
Die wichtigsten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

- Unterschiede zwischen Sorten mit unterschiedlicher Lagerstabilitdt scheinen zum Teil auf
einer unterschiedlichen Sensitivitat fir Ethylen zu beruhen. Dies zeigte sich unter anderem

dadurch, dass alle Ethylensynthese- bzw. -wirkung inhibierenden MaBnahmen, wie die
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Lagerung unter CA/ULO-Bedingungen oder der Einsatz von 1-MCP, bei der Sorte “Elstar’ eine

intensivere Wirkung hatten als bei "Pinova'.

- Der bessere Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit bei "Pinova’ im Lager lasst sich vor allem auf
einen verzogerten Zellwandabbau im Vergleich zu “Elstar’ zuriickfiihren. Dies zeigte sich in
der deutlich héheren Genexpression der meisten untersuchten zellwandabbauenden
Enzyme, der hoheren Aktivitdt der B-Galactosidase, sowie der intensiveren Abnahme an
extrahierbarem Zellwandmaterial bzw. einer intensiveren Zunahme an geldsten Pektinen

wahrend der Lagerung bei "Elstar’.

- Das im Vergleich zu “Elstar’ stabilere Shelf-life der Sorte "Pinova" kdnnte, zumindest zum
Teil, auf die an 'Pinova’ gemessene hohere Aktivitdat der Pektinmethylesterase
zurlickzufiihren sein, wodurch eine Abspaltung der Methylester am Pektinmolekiil und eine
Vernetzung der Pektine mittels Ca**-Briicken erméglicht wird. Hinweise darauf lieferte in der
vorliegenden Arbeit die mit dem Anstieg der PME-Aktivitdt korrelierende Zunahme an

ionisch gebundenen Pektinen bei "Pinova’.

- Neben den physiologischen Aspekten sind Sortenunterschiede vermutlich auch auf Zell-
bzw. Zellwand-anatomische Unterschiede zuriickzufiihren. Diesbezligliche Hinweise zeigten
sich in den deutlich héheren Gehalten an extrahierbarem Zellwandmaterial bei "Pinova’

bereits zur Ernte.

- Unter den untersuchten Enzymen korrelierte am deutlichsten die Genexpression sowie
Aktivitdat der B-Galactosidase mit dem Zellwandabbau sowie den Verdnderungen der
Fruchtfleischfestigkeit. Dies weist darauf hin, dass die Abspaltung von Galactose an den

Seitenketten des Pektinmolekiils von Bedeutung fiir den Zellwandabbau beim Apfel ist.

- Zudem ergaben sich deutliche Hinweise auf eine Bedeutung von Arabinofuranosidasen,
Polygalacturonasen, Pektinmethylesterasen, Xyloglucan-Endotransglycosylasen sowie

Expansin fiir Texturveranderungen beim Apfel.

- Der Reife- bzw. Festigkeitsabbau- fordernde Effekt erhdhter Temperaturen im Lager konnte

bei Anwendung von CA/ULO-Bedingungen in Kombination mit dem Einsatz von 1-MCP zum
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Teil kompensiert werden, was vor allem in Hinblick auf potentielle EnergiesparmaRBnahmen

bei der Lagerung von Interesse ist.

- Der inhibierende Effekt von Ethylensynthese- bzw. -wirkung hemmenden Malinahmen auf
die Fruchtfleischfestigkeit, die CO,- sowie Ethylenbildung, die Genexpression und Aktivitat
der meisten untersuchten Enzyme sowie auf den Pektinabbau in der Zellwand zeigt deutlich,
dass die genannten Prozesse und Verdanderungen grofStenteils durch Ethylen reguliert

werden.

- Die Wirkung von 1-MCP zeigte eine deutliche Abhdngigkeit vom Applikationstermin. Bei
friher Anwendung des Ethyleninhibitors vor bzw. zu Beginn des klimakterischen
Ethylenanstiegs konnte auch die Neusynthese von Rezeptoren, welche ebenfalls Ethylen-
abhangig zu erfolgen scheint, gchemmt werden. Dies ware eine mogliche Erklarung fir die
zum Teil vollstandige Hemmung der Reifeprozesse nach 1-MCP Anwendung. Zudem kdénnte
dies darauf hindeuten, dass die nachlassende Wirkung von 1-MCP nach lédngerer Lagerung
vermutlich eher auf eine Neusynthese von Ethylenrezeptoren als auf eine Lockerung der
1-MCP-Rezeptor-Bindung bzw. eine Verdriangung der 1-MCP-Molekiile an den Rezeptoren

durch Ethylen zuriickzufihren ist.

- Die Kombination aus Kuhllagerung und 1-MCP-Anwendung kann, zumindest flr eine
bestimmte Lagerdauer sowie flir bestimmte Sorten, als Alternative zum technisch

aufwendigeren CA-Lager angewendet werden.

- Die nahezu vollstdndige Inhibierung von Genexpression sowie Enzymaktivitdt zusammen
mit der Inhibierung der Ethylenbiosynthese erklart die zum Teil vollstandige Hemmung des
Festigkeitsabbaus durch 1-MCP. Die anhand der Zellwandfraktionierungen nachgewiesene
verzogerte Solubilisierung der Pektine sowie der verbesserte Erhalt ionisch sowie kovalent

gebundener Pektine in den 1-MCP behandelten Friichten unterstreichen diese Hypothese.

- Die Versuche mit Calciuminfiltrationen konnten die Hypothese einer direkten,

stabilisierenden Wirkung von Ca®* auf die Vernetzung der Pektine mittels Ca*'-
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Zusammenfassung

Briickenbindungen und einen damit verbundenen positiven Einfluss beziglich der

Reduzierung des Festigkeitsverlustes der Apfel bestatigen.

- Der zusatzliche inhibierende Effekt der Ca-Infiltrationen auf Ethylen- und CO,-Produktion
sowie auf die Genexpression und Aktivitdt der meisten untersuchten Enzyme weist auf eine
Uber einen direkten, Zellwand-stabilisierenden und Kompartimentierung erhaltenden Effekt
hinaus gehende Wirkung von Ca®* hin. Mdgliche Ursachen wie z.B. eine Zellmembran
stabilisierende und damit Membrantransport beeinflussende Wirkung von Ca*" oder eine
Beeinflussung der Wirkung von Ca’* als sekundirer Botenstoff zur Ubertragung von Signalen

in die Zelle sowie innerhalb der Zelle werden im Rahmen der Arbeit diskutiert.

- Basierend auf den erzielten Ergebnissen werden praktische Aspekte der Obstlagerung, wie
die Moglichkeit des Einsatzes energiesparender Lagerverfahren, die Optimierung von CA-
Bedingungen, die Durchfiihrung von Calciumbehandlungen zur Verbesserung der
Lagerfahigkeit sowie die Anwendung des Ethyleninhibitors 1-MCP bei verschiedenen

Apfelsorten herausgestellt.
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Summary

Firmness is one of the most important quality criteria of apple fruit, both for the marketing
supply chain as well as for the end consumer. Developments in fruit storage techniques, like
the introduction of controlled atmosphere storage or ultra low oxygen conditions or the use
of the ethylene-inhibitor 1-MCP have made important improvements to help maintain fruit
quality. Methods to maintain fruit quality aim to manipulate ripening related processes in

the fruit and thereby, among other parameters, to maintain firmness.

Fruit softening during storage is mainly related to the degradation of cell wall
polysaccharides and to the loss of the polymeric network structure of the cell wall. These
processes are catalyzed by a number of cell wall degrading enzymes. Despite a lot of
research concerning the influence of pre-harvest, harvest and post-harvest factors there is
still a poor understanding of the biochemical and physiological processes behind fruit

softening.

This work aimed to investigate changes in firmness together with the degradation of the cell
wall structure during apple storage. The experimental focus was directed to the role of
ethylene as a regulator of ripening related changes in fruit texture. Thereby, the most
important factors affecting flesh firmness and softening and their influence on cell wall
changes, the gene expression and activity of cell wall degrading enzymes and ripening

processes were analyzed.

Using the two apple cultivars “Elstar’ and "Pinova" differences between rapid softening or

slower softening and differing shelf-life characteristics were able to be investigated.

The most important results from this work can be summarized as follows:

- Differences between cultivars with different softening characteristics are partly due to
differences in their sensitivity to ethylene. This is shown by the fact, that all ethylene-
synthesis or —action inhibiting treatments, like storage under CA- or ULO-conditions or the

use of 1-MCP, were more effective for “Elstar’ than for "Pinova’.
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- The less intensive softening of "Pinova™ during storage can be explained by a delay in the
loss of cell wall integrity compared to “Elstar’. This was shown by the higher gene expression
level for most of the enzymes analyzed in this work, by a higher B-galactosidase activity, as
well as by a stronger decrease in the total amount of extractable cell wall material and an

increase in solubilized pectins during storage of "Elstar’ when compared to ‘Pinova.

- The better shelf-life of 'Pinova’ compared to "Elstar’ can be explained, at least partially, by
a higher activity of pectinmethylesterase (PME), which catalyzes the removal of methylester
groups from the pectin side chains and allows the aggregation of pectins via Ca**binding to
free carboxylic acid groups. There was good evidence for this in the correlation between the

rise of PME activity and the increase of ionically bound pectins found in "Pinova’.

- Besides the physiological aspects, there is evidence that cultivar differences are also due to
cell- or cell wall- anatomical differences. Indications for this supposition were found in the
higher total amount of extractable cell wall material in "Pinova" apples already present at

harvest.

- Among the enzymes analyzed in this work, mainly the gene expression and activity of
B-galactosidase were correlated with the degradation of pectic polyuronides and the
changes in softening behaviour. This suggests that the loss of galactose from the pectin side

chains plays an important role in cell wall breakdown in apples.

- In addition, there is evidence that arabinofuranosidases, polygalacturonases,
pektinmethylesterases, xyloglucan-endotransglycosylases and expansins are involved in the

softening process of apples.

- The ripening and softening effects induced by increased temperatures during storage were
partially compensated by CA- or ULO-conditions and by the application of 1-MCP, which is of

interest in regard to potential energy savings during storage.

- The effects of ethylene-synthesis and —action inhibition methods on softening, CO,- and

ethylene-production, gene expression and the activity of the most analyzed enzymes as well
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as on the degradation of pectic polysaccharides in the cell wall clearly shows that these

processes are mainly regulated by ethylene.

- The effect of 1-MCP was significantly dependent on application timing. When fruit are
treated early, before or at the beginning of the climacteric ethylene rise, the de novo
synthesis of ethylene receptors, which also seems to be an ethylene dependent process,
might be inhibited. This could be a possible explanation for the complete inhibition of the
ripening process, which sometimes can be observed after 1-MCP treatment. In addition, this
could also indicate that the loss of the 1-MCP effect with increasing storage duration is due
rather to the de novo synthesis of ethylene receptors than to a loosening of 1-MCP-receptor-

binding or to a replacement of 1-MCP-molecules at the receptor level by ethylene.

- The combination of regular air storage with 1-MCP is, at least for a certain storage period,

an alternative to the technically more complex CA-storage.

- The nearly complete inhibition of gene expression and enzyme activity together with the
inhibition of ethylene-biosynthesis can, at least partially, explain a complete inhibition of
softening by 1-MCP. The observed delay in pectin solubilization as well as the delayed
decrease of ionically and covalently bound pectins in 1-MCP treated fruit, support this

hypothesis.

- The experiments with calcium infiltration confirmed the hypothesis of a direct, stabilizing
effect of Ca®* cations on the pectin network via Ca**-bonds and resulting in a positive effect

to maintain firmness of the apple fruit.

- The inhibitory effect of CaCl, infiltration on ethylene- and CO,- production as well as on
gene expression and activity of most of the enzymes analyzed indicates that Ca** has a mode
of action beyond a direct cell-wall stabilizing effect.

Other possible mechanisms, as for example, a cell membrane-stabilizing effect to influence
membrane transport or an influence on the action of Ca®" cations as secondary messengers

for signal transduction into the cell as well as within the cell are discussed in this work.
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- Based on the results obtained in this work the practical aspects of fruit storage for different
apple cultivars are discussed in relation to: potential energy savings during storage;
optimization of CA- conditions; calcium applications to improve storability; as well as the use

of the ethylene-inhibitor 1-MCP.
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