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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Nomenklatur und Bedeutung von Phytophthora-Rindenfaulen an Apfel

Nomenklatur

Phytophthora cactorum ist der Verursacher unterschiedlicher Schadbilder. Die als Kragen-
faule (collar rot) bezeichneten Symptome an der Edelsorte und die Symptome der Wurzel-
halsfaule (crown rot) an der Unterlage direkt unter der Veredlungsstelle sind die wichtigsten
Schadbilder (Abb. 1). Neben diesen Faulen werden auch Wurzelfdulen (root rot) an Wurzeln
durch Phytophtora ausgelost (Abb. 1). Zusétzlich sind Infektionen an Friichten moglich, die
zu Fruchtfaulen fithren (Harris 1991).

Harris (1991) bezeichnet die unterschiedlichen Schadbilder im Rindenbereich ohne Unter-
teilung in Kragenfaule und Wurzelhalsfaule als Rindenféaule (bark rot).

Die Terminologie der Rindenfdule wird fiir diese Arbeit iibernommen, weil sowohl die Edel-
sorte iiber der Veredlungsstelle als auch Rindenbereiche von Apfelunterlagen untersucht und

mit dem Pathogen infiziert wurden.

UL

;fq}r\[\b\?= 7 I

Erogenfaula Warrethalsi&ule Wurzelfaule

Abb. 1: Verschiedene Befallsbereiche von Phytophthora: Kragen-,
Wourzelhals- und Wurzelfdule; nach BoLey (1992)

Bedeutung

Die von Pathogenen der Gattung Phytophtora verursachte Rindenfdule ist in Apfelanlagen
weltweit anzutreffen (Erwin und RiBerro 1996; Harris 1991; Jerrers und Wircox 1990) . Eine
Vielzahl an Arten von Phytophthora wurden mit diesem Krankheitsbild in den Anlagen in

Verbindung gebracht: Phytophthora cactorum, Phytophthora cambivora, Phytophthora
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megasperma und Phytophthora syringae (Jerrers und ArpwiNckie 1988; Jerrers et al. 1982;
MartrEeroN et al. 1988; Suzut und Hosawo 1979). Auch die Art Phytophthora citricola wurde in
Apfelanlagen nachgewiesen (Jerrers und ArpwiNnckie 1988; Jones und Arpwinckie 1990;
MacCracken 1985). Latorre et al. (2001) konnten zusétzlich die beiden Arten Phytophthora
cryptogea und Phytophthora gonapodyides von Apfelbdumen in Chile isolieren.

Die einzelnen Phytophthora-Arten wurden meist in einem Komplex mit mehreren
unterschiedlichen Arten nachgewiesen. Bei den Isolationen wurde die Beteiligung von
Phytophthora cactorum bei nahezu allen Befallsherden gezeigt. Das Pathogen Phytophthora
cactorum 1ist als der Haupterreger der Rindenfaule bei Apfel zu betrachten (Harris 1991).
Phytophthora cactorum stellt nach Erwin und RiBerRo (1996) ein bedeutendes Problem in allen
Apfelanbaugebieten der Erde dar. Die Infektion mit Phytophthora cactorum kann zu einer
allgemeinen Schwichung der Apfelbdume und im schlimmsten Falle zum Tod der Bidume
fiihren. Normalerweise verursacht Phytophthora cactorum keine spektakuldren Epedemien,
sondern fiihrt eher zur nachhaltigen Schwichung der Bestinde, zu einer Verkiirzung der
Lebensdauer und zu einer Reduktion in der Erntemenge, was ernsthafte 6konomische
Probleme fiir den Obstkultivateur auslosen kann (ALexanper und STewart 2001).

Bei besonders guten Bedingungen fiir das Pathogen kann es zum Absterben von bis zu 20 %
der Baume einer Apfelanlage kommen, wie von Arexanper und Stewart (2001) fiir ein
Anbaugebiet in Neuseeland berichtet wird. In Stidtirol fielen im Herbst 2001 bis zu 7,5 % der
Bédume in Bestinden mit der wegen der vorhandenen Schorfresistenz im 6kologischen Anbau
wichtigen Sorte ‘Topaz' aus (LarpscHnemer et al. 2002; Mornau et al. 2002). Die
Befallsstiarke unterscheidet sich von Jahr zu Jahr und ist regional stark abhidngig von den
Umweltbedingungen, wobei besonders die Feuchtigkeit und die Temperatur bedeutende

Einflussfaktoren darstellen (ALt 1983; Harris 1991).

1.2 Biologievon Phytophthora cactorum

Die Gattung Phytophthora gehort zur Familie der Phytiaceae, Ordnung Pythiales und zur
Klasse der Oomyceten. Die Oomyceten werden aufgrund ihrer im Wasser aktiv beweg-
ungsfahigen Zoosporen und ihrer besonderen Zellwandbeschaffenheit nicht ldnger zu den
echten Pilzen gezéhlt. Die Zellwénde der Vertreter der Gattung Phytophthora bestehen im
Gegensatz zu den Zellwdnden der echten Pilze nicht hauptsidchlich aus Chitin sondern aus

Zellulose und f-1,3-Glucanen. Wegen der engen Verwandtschaft zu heterokonten Algen wird
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die Klasse der Oomyceten dem Reich der Chromista zugeordnet (CavaLier-Smith 1998; Dick
1990; ErwiN und RiBerO 1996; Kirk et al. 2001; Kumar und Rzuersky 1996).

Das Pathogen kann im Boden vor der Pflanzung vorhanden sein oder iiber Pflanzmaterial,
GieBwasser, Tiere oder andere Art und Weise eingeschleppt werden (Jerrers und ALDWINKLE
1988; McIntosH und MacSwan 1966). Einmal in einer Apfelanlage vorhanden regeneriert sich
Phytophthora cactorum durch Besiedlung von lebenden, abgeworfenen Pflanzenteilen wie
Bléttern und Friichten und ist so in der Lage, die Inokulumdichte zu erhhen (Braun und
Ninnaus 1959). Die Infektion erfogt an diinnen Abgrenzungsgeweben oder iiber Stomata und
Lentizellen. Speziell die Rinde kann direkt iiber Wunden, Wachstumsrisse oder Lentizellen
befallen werden (Braun und NienHaus 1959; Harris 1989). Auch aufgeweichtes und intaktes
Rindengewebe kann direkt penetriert werden (Scawmnn 1965; SEweLL et al. 1976).
Phytophthora cactorum ist ein bodenbiirtiges Pathogen, dessen prinzipielles Uberdau-
erungsorgan die Oospore darstellt. Bedeutender fiir Infektionen sind aber iiberdauerndes
Mycel und asexuell entstandene Clamydosporen (Korer 1980). Aus den Sporen keimende
Sporangien setzen Zoosporen frei, die als Hauptinfektionsquelle gelten (Harris 1986). Durch
Wind verbreitete Sporangien stellen eine weitere Ausbreitungsmdoglichkeit des Pathogens dar.
Die Infektionsstirke und Entwicklung des Pathogens ist besonders von der Wasserver-
fiigbarkeit im und {iber dem Boden abhéngig. Die in freies Wasser entlassenen Zoosporen
konnen iiber Spritzwasser vom Boden an den Stamm gelangen oder mit Wind verbreitet

werden. Nach Encystierung infiziert die Zoospore mittels eines Keimschlauchs.

1.3 Resistenzpotential der Unterlagen M9 und MM 106 und der Sorten “Golden
Délicious’, 'Rewena’ und "Topaz gegenuber Phytophthora cactorum

Die Unterlagen M9 und MM106 unterscheiden sich nach Arr (1978) stark in ihrer
Anfilligkeit gegeniiber Phytophthora cactorum. Avr stellte in seinen Arbeiten fest, dass die
Wahl der Unterlage einen Einfluss auf die Nekrosenbildung nach Infektion bei verschiedenen
Edelsorten hatte. Fiir Edelsorten auf der Unterlage M9 konnte Art in allen Untersuchungen
kleinere Nekrosenflichen nachweisen als auf der Unterlage MM106. Dies deckt sich mit
Aussagen aus der obstbaulichen Praxis, nach denen bei Bdumen mit der Unterlage MM 106
hiufig Probleme mit dem Erreger der Rindenfdule Phytophthora cactorum auftreten.
Miindlich wurde dies im Jahre 2001 von L. Pratzcummer fiir Siidtirol bestitigt und wird in

einer Arbeit von Jerrers und Arpwinckik (1986) fiir Apfelanlagen im Raum New York belegt.
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Interessanterweise konnte die vorhandene Feldresistenz fiir die Unterlage MM111 beim
Vergleich mit der Unterlage MM 106 in der Arbeit von Jerrers und ArpwiNckie (1986) mittels
eines in-vitro-Testverfahrens nicht bestétigt werden. Die Autoren merkten aber auch an, dass
das verwendete in-vitro-Testverfahren nicht die Resistenz in der Anlage beschreiben kann,
sondern nur die Anfilligkeit des Phloem-Kambium-Gewebes gegen das Pathogen.

Die mittelschwachwiichsige Unterlage MM 106 wurde aber auch von anderen als besonders
anfallig gegen Phytophthora-Infektion beschrieben (Brown und Henprix 1980; Jerrers und
ArpwinekLE 1988; Juuss et al. 1978; McIntosn 1975; Utkenpe 1986). In Ubereinstimmung mit
einer Arbeit von TmsarLL (1990) diente die Unterlage MM106 wegen ihrer Anfalligkeit zur
Untersuchung der Pathogenese von Phytophthora cactorum und deckte in der vorliegenden
Arbeit den Bereich der als anfillig einzustufenden Unterlage ab.

Im Rahmen einer anderen Arbeit konnte Art (1983) nachweisen, dass die Unterlage M9 im
Gegensatz zur Unterlage M11 bei der Edelsorte "Cox Orange’ zu deutlich besseren Resistenz-
eigenschaften fiihrt. Auf der Unterlage M11 kam es nach kiinstlicher Infektion des Edelreises
sogar zum Befall der Unterlage {iber das Edelreis, wohingegen eine Infektion der Unterlage
MO {iber das Edelreis zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen wurde. Wéhrend es in "Cox Orange’
auf M11 bei verbesserten Wuchsbedingungen fiir das Pathogen durch Temperaturverdnderung
zu einer starken VergroBerung der Nekrosenflichen kam, wurde auf M9 eine minimale
Veranderung der Nekrosenflachen durch die verdnderten Wuchsbedingungen festgestellt. ALt
(1978) hatte die Unterlage M9 bereits als resistent gegen Phytophthora cactorum bezeichnet.
Bei ALexanper und Stewart (2001) wird M9 erstmalig als tolerant bezeichnet.

Sie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Vertreter der als gegen Phytophthora

cactorum hochgradig tolerant einzustufenden Unterlage verwendet.

Die Edelsorte "Golden Delicious’ wurde nach einer groBangelegten Sortentestung mit 79
Edelsorten von KroBer und Karatz (1979) als gering anféllig bezeichnet, was im Widerspruch
zu Arbeiten von Ten Houten (1958) und Benr (1961) steht, die "Golden Delicious™ als hoch
anfallig gegen den Erreger der Kragenfdule einstuften. Im Rahmen dieser Arbeiten wurde mit
derselben Inokulationsmethodik, der Korkbohrermethode gearbeitet, auf die auch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zuriickgehen. Bei Untersuchungen mittels des ,,excised
twig tests* (Borecki und MLikan 1969), bei dem Triebstiicke vom Baum entfernt, von der
Borke befreit und dann auf Nahrmedium mit dem Pathogen gebracht werden, um nach 5 bis

10 Tagen die Nekrosenldnge zur Resistenzeinschitzung heranzuziehen, wurde die Sorte
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‘Golden Delicious’ als eher weniger anfillig eingestuft (ALpwinckiE et al. 1975). Wie aber
weiter oben bereits ausgefithrt ist das in-vitro-Testverfahren nicht mit den nativen
Infektionsbedingungen zu vergleichen und stellt eher ein Verfahren zur Testung des
Abwehrverhaltens der Phloem-Kambium-Schicht dar (Jerrers und ALpwiNnckLE 1986).

Die Sorten ‘Rewena’ und ‘Topaz’, die eine Schorfresistenz aufgrund des eingekreuzten Vf-
Gens aufweisen, sind erst seit Mitte der 90-er Jahre im Anbau. "Topaz' war bei der
Einfiihrung ‘Rewena’ wegen der geschmacklichen und visuellen Fruchteigenschaften
iiberlegen und ist heute die meistgepflanzte Sorte im dkologischen Anbau (Ruess 2004). Uber
die Anfalligkeit der beiden Genotypen gegen Phytophthora cactorum waren zum Zeitpunkt
der Markteinfiihrung keine Daten vorhanden. Heute aber ist fiir die Sorte "Topaz™ ab dem 3.
Standjahr von einer deutlichen Anfilligkeit gegen Phytophthora cactorum zu berichten
(LarpscuNEmER et al. 2002; Mornau et al. 2002; Ruess 2004). Im Gegensatz dazu liegen
derzeit keine Berichte iiber natiirliche Infektionen durch Phytophthora cactorum an "Rewena’

Vor.

1.4 VerschiedeneBereicheder Wirt-Parasit-1 nter aktion

1.4.1 PR-Proteine (pathogenesisrelated proteins)

PR-Proteine sind pflanzeneigene Proteine, deren Bildung durch Stresssituationen und
Pathogenbefall induziert werden kann. Viele PR-Proteine werden mit systemisch induzierter
Resistenz (SAR) in Verbindung gebracht und besitzen antimikrobielle Aktivitdten. In nicht-
infizierten Pflanzen werden sie nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen nachgewiesen
(Van Loon und Van StrieN 1999). Erstmals wurden PR-Proteine in Tabak nach Infektion mit
dem Tabak-Mosaic-Virus als neue Proteinkomponenten entdeckt (Van Loon und Van KamMmen
1970). 14 Familien von PR-Proteinen werden nach Van Loon und Van Strien (1999)
unterschieden, wobei innerhalb der Familien nochmals nach dem isoelektrischen Punkt der
PR-Proteine klassifiziert wird.

In neueren Arbeiten wurden PR-Proteine als Allergene identifiziert (HoFFMANN-SOMMERGRUBER
2002; Soman et al. 2000). Die verhiltnismaBig kleinen Proteine sind auch bei niedrigem pH-
Wert stabil und gegeniiber Proteolyse weitgehend resistent, was dazu fiihren kann, dass sie bei

pradisponierten Personen eine schnelle Immunantwort auslosen konnen (HorrmMANN-SOMMER-
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GrUBER 2002). Wie die molekularen Interaktionen der von der Pflanze stammenden PR-
Proteine mit dem Immunsystem des Menschen so wurden auch die molekularen Abwehr-
mechanismen durch PR-Proteine gegen Pathogene intensiv untersucht. GrRunwarp et al. (2003)
wiesen eine Vielzahl unterschiedlicher PR-Proteine im Guttationswasser von Gerste ohne
Infektion nach und diskutierten dies als Schutz vor moglichen Eindringlingen, speziell
Bakterien. Dass PR-Proteine in der Interaktion zwischen Pathogenen und Pflanzen eine
wichtige Rolle spielen, zeigten eine Vielzahl von Untersuchungen, bei denen unterschiedliche
Resistenzreaktionen einhergehend mit Akkumulationen an PR-Proteinen nachgewiesen
wurden (Avira et al. 2003; Ananp et al. 2003; Kerry und Bernarp 2002; Prachr et al. 2002;
REep et al. 2002; RamamoorThy et al. 2002; Srivastava et al. 2001).

An Tomatenpflanzen, bei denen systemische Resistenz induziert wurde, zeigte sich eine
verdnderte Morphologie der Haustorien von Phytophthora infestans, so dass es zu einer
Unterdriickung der Haustorienbildung und des Hyphenwachstums kam. Das fiir die Abwehr
wichtige PR-Protein AP24 wurde in den Zellwidnden des Pathogens nachgewiesen, was die
direkte Interaktion verdeutlicht (Jeun und Buchenauver 2001). Die PR-Proteine wurden im
Zusammenhang mit Phytophthora an unterschiedlichen Wirtspflanzen untersucht: Nicotianae
tabacum (Tabak) (Coventry und Dusery 2001; RotH et al. 2000), Lyopersicon lycopersicum
(Tomate) (Jeun 2000; Jeun und Buchenauer 2001; Rorn et al. 2000), Solanum tuberosum
(Kartoffel) (Freiscumann 2000; Presst 2002), Capiscum annum (Paprika) (Ecea et al. 2001,
Garcia et al. 1998), Glycine max (Sojabohne) (Groten und Barz 2000), Citrus sinensis
(Orange) (Facoaca et al. 2001), Hevea brasiliensis (Gummibaum) (Narasmuan et al. 2000).
Ob PR-Proteine in der Interaktion zwischen Phytophthora cactorum und Malus domestica
von Bedeutung sind, wurde bisher nicht erforscht.

Bei der Apfelsorte "Golden Delicious’ wurde durch den Wirkstoff Acibenzolar-S-methyl
(auch Benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothionsdure S-methylester; Handelspraparat: Bion) eine
Induktion von SAR festgestellt, die gegen eine Infektion mit der Bakteriose Feuerbrand,
Erwinia amylovora, schiitzte. Peroxidasen und f-1,3-Glucanasen, zwei mit der Abwehr in
Verbindung stehendene Enzyme, wurden in den behandelten Bléttern sowohl lokal als auch
systemisch stark akkumuliert (Brisser et al. 2000). Ebenfalls mit Acibenzolar-S-metyl
behandelte Blitter von Apfelsdmlingen dienten Ziapr et al. (2001) zur Identifizierung von
Transkripten fiir PR-Proteine, die zur Gruppe PR-10 gehdren. Es wird diskutiert, dass die PR-
10-Proteine fiir funktionelle Abwehrmechanismen wie flir Pflanzenentwicklungsprozesse von

Bedeutung sein konnen. Thre biologische Funktion ist aber noch ungeklart (Ziapr et al. 2001).
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Im Apfelblatt der Unterlage MM106 konnte nach kiinstlicher Infektion mit Erwinia
amylovora innerhalb von 6 bis 72 Stunden nachgewiesen werden, dass es zum einen zur
Aktivitdtssteigerung der Chitinasen, f-1,3-Glucanasen, Peroxidasen und der Glutathion-
reduktase kam, zum anderen konnte gezeigt werden, dass die Genexpression fiir Chitinasen,
f-1,3-Glucanasen und PR-5-Proteine hochreguliert wurde. Auch die Gene fiir die Enzyme des
Phenylpropanoidstoffwechsels, Phenylalaninammoniumlyase, Chalkonsynthase, Chalkon-
isomerase, Dihydroflavonolreduktase und Flavonolsynthase wurden nach Infektion unter-

schiedlich reguliert (Venissk et al. 2002).

1.4.2 Elicitine

Verschiedene Pathogene der Gattung Phytophthora geben Elicitoren an ihr Kulturmedium ab.
Dabei konnten Riccr et al. (1992; 1989) Proteine mit einem Molekulargewicht von 10 kDa
nachweisen. Diese Proteine 16sten in Tabakblittern eine hypersensitive Reaktion aus, die mit
einer in Folge der Behandlung einhergehenden systemischen Resistenz verbunden war. Riccr
et al. (1989) priagten den Begriff des Elicitins fiir diese Proteine. Neben Phytophtora-Arten
wurden Elicitine auch bei Pythium vexans nachgewiesen (Huet et al. 1995). Elicitine werden
nach ihrem isoelektrischen Punkt in basische - oder saure a-Elicitine eingeteilt. Die a-
Elicitine sind eher fiir die Induktion von systemisch induzierten Resistenzen verantwortlich,
wohingegen die B-Elicitine als Induktoren von hypersensitiven Reaktionen angesehen werden
(Huer et al. 1994; Nespourous et al. 1992). In Arbeiten von Nespourous et al. 1992 wurden
unterschiedliche Elicitine in einem Bioassay mit Tabakbléttern verglichen. Die basischen -
Elicitine Cryptogein, Cinnamomin und B-Drechslerin zeigten hohere Toxizitéit. Die sauren o-
Elicitine Capsicein, Parasiticein und a-Drechslerin waren erst in hoheren Konzentrationen
toxisch. Fiir alle Phytophthora-Arten wurde die Existenz von o-Elicitinen, gleichzeitig aber
nur fiir wenige die Existenz von basischen B-Elicitinen gezeigt (PanaBiEres et al. 1997,
PoncHET et al. 1999).

Speziell fiir Phytophthora cactorum wurde das a-Elicitin Cactorein nachgewiesen (DuBery et
al.1994; Huer et al. 1993; MezzerTi et al. 1994; Prica und Rupnicki 1979; Poncher et al. 1999).
Erst mit der Arbeit von Dusery et al. (1994) wurde im Bereich Phytophthora cactorum der
Begriff Toxin vom Begriff Elicitin abgeldst. Nach Pricu und Rupnicki (1979) konnte die
Produktion des Toxins eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielen. Sie stellten die

Hypothese auf, dass das als Toxin wirkende Elicitin fiir das Abtoten des Wirtsgewebes
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verantwortlich sein konnte. BLe et al. (1991) zeigten, dass es zu einer spezifischen Bindung
von Elicitinen an hochaffine Stellen der Plasmamembran kommt. Bei der Wirkung der
Elicitine in Tabak sind vor allem der Turgorverlust, der Abbau der Chloroplastenmembranen
und die vollige Dekompartimentierung der Zellen zu beobachten (BrummEer et al. 2002;
Heiser et al. 1999; Miiat et al. 1991). Bruck et al. (1996) gehen davon aus, dass Elicitine keine
Bedeutung fiir die Pathogenitit haben. Als Ausnahmen fiihren sie Nicotiana tabacum (Tabak)
und Raphanus sativus (Rettich) an, bei denen sie eine mdgliche Mutation flir Verdnderungen
im Bereich der Zellmembran und damit die verdnderte Reaktion auf Elicitine verantwortlich
machten. Von Mezzerti et al. (1994) wurden die Verdnderungen der Plasmamenbran von
Apfelzellen der Genotypen MM106 und MM111 untersucht. Zellmembranen des anfilligen
Genotyps MM 106 wurden im Gegensatz zu den Zellmembranen des Genotyps MM111 von
dem Elicitin Cactorein nicht in ihrem elektrochemischen Potential verédndert.

Verdnderungen des Membranpotentials bei Apfelzellen durch das Elicitin Cactorein (MezzeTtr
et al. (1992; 1994) sprechen allerdings gegen die Theorie von Bruck (1996), dass Elicitine nur
fiir Interaktionen mit Nicotiana tabacum und Raphanus sativus von Bedeutung seien.

In Tabakzellkulturen wurde durch Behandlung mit Cactorein eine Akkumulation von
Phytoalexinen der Sequiterpenoid-Klasse nachgewiesen. Rishitin, Phytuberol und Capsidiol
akkumulierten sich im Medium. Auch konnte ein Anstieg von PR-Proteinen nach
Elicitinbehandlung gezeigt werden (Dugery et al. 1994). Bei Untersuchungen zur Wirkung der
Elicitine Cryptogein, Capsicein und Cinnamomin auf Zellsuspensionskulturen von Tabak
wurde ebenbfalls eine Akkumulation von Capsidiol und anderen Sesquiterpenoiden nach-
gewiesen (Miat et al. 1991). Becker et al. (2000) isolierten aus Phytophthora sojae vier
verschiedene Isoformen des Elicictins Sojein. Sojein ist ein saures a-Elicitin wie Cactorein.
Auch mit Sojein konnten Nekrosen bei Tabak verursacht werden. Alle Sojein-Isoformen
induzierten in Tabak- und Sojabohnenpflanzen und Tabakzellkulturen die Abwehrgene, die
fiir die Enzyme Phenylalaninammoniumlyase, Glutathion-S-Transferase und Chalkonsynthase
kodieren (Becker et al. 2000). Ebenfalls in Tabakzellkulturen konnten Sasage et al. (2000) die
Aktivierung des Gens fiir die Phenylalaninammoniumlyase nach Behandlung mit dem Elicitin
von Phytophthora infestans, dem Infestin zeigen. Diese Aktivierung war auf die ersten sechs
Stunden nach Behandlung begrenzt. CuurngcHow und RatTarasarn (2000) identifizierten
Palmivorein aus P. palmivora. Es wurde als saures Elicitin beschrieben. Palmivorein
verursachte sowohl an Tabak als auch an der Pflanze, von der der Erreger isoliert wurde,

Nekrosen. Der gegeniiber dem Pathogen anfillige Klon des Gummibaumes (Hevea
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brasiliensis) reagierte erheblich stirker auf das Elicitin mit Welke und Nekrosenbildung als
der Genotyp, der als resistent bezeichnet wird.

Dies widerspricht der Hypothese von Bruck et al (1996), nach der Anfilligkeit mit einer
Insensitivitdt gegeniiber dem Elicitin einhergeht, und umgekehrt sich eine fehlende
Anfilligkeit aus einer Sensitivitdt gegeniiber dem Elicitin ergibt.

Fiir das Pathogen selbst wurde lange iiber die Funktion des Elicitins spekuliert. Inzwischen
konnte fiir das Elcitin Cryptogein nachgewiesen werden, dass es als Sterolcarrier dienen kann

(Mikes et al. 1997).

1.4.3 Phenylpropanoide

1.4.3.1 Bedeutung

Phenylpropanoide sind eine wichtige Gruppe von Naturstoffen in Pflanzen. In einzelnen Arten
konnen Dutzende verschiedener Phenylpropanoide vorkommen (Forkmann und HerLer 1999).
Uber 4000 verschiedene Verbindungen dieses Stoffwechselbereichs waren schon im Jahre
1993 bekannt (HarBorNE 1993). Phenylpropanoide spielen in einer Reihe von biochemischen
und physiologischen Prozessen eine Rolle. Sie sind fiir die Férbung von Bliitenblittern
verantwortlich (BrouiLLarp und Dancies 1993). Gleichzeitig sind sie auch wichtig fiir die
Keimung und Fruchtbarkeit von Pollen und die Aktivierung von Nodulationsgenen von
Rhizobien, die in Stickstofffixierungsprozessen bei Leguminose von Bedeutung sind (Bonm
1993). Sie sind an physiologischen Prozessen in der Zelle beteiligt und dienen als
Signalmolekiile (Wmk 1997). Fir den Auxinstoffwechsel konnte eine Regulation durch
Phenylpropanoide nachgewiesen werden (CHarLice und WirLiams 1970). Zahlreiche Schutz-
funktionen, wie die Abwehr von Mikroorganismen durch Phytoalexine (Smith 1996) und der
Schutz gegen ultraviolette Stahlung (Scunitzier et al. 1996; Tevini 1993), machen diese

Substanzen zu iiberlebenswichtigen Bestandteilen fiir die Pflanze.

In der Pathogenabwehr spielen Phenylpropanoide eine besonders bedeutende Rolle. Die
Bildung von instabilen o-Chinonen aus Phenylpropanoiden mittels Polyphenoloxidasen bzw.
Peroxidasen ermdglicht der Pflanze die Inaktivierung von Enzymen eindringender Pathogene
und kann damit zur Schadigung oder zum Abtdten des Pathogens fithren (Erstner et al.1996;
Hunter 1975; Noveroske et al. 1964a; Raa und Overeem 1968). Die Reaktion vom Phloridzin,
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eines in grofen Mengen im Apfel vorhandenen Phenylpropanoids, durch f-Glucosidase und
Polyphenoloxidase ist bei Raa und Overeem (1968) dargestellt. Dass Phenylpropanoide einen
Einfluss auf die Enzyme, die von Pathogenen synthetisiert werden, haben, wiesen Rebpy und
MaHADEVAN (1967) und Sacunkse (1990) nach. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Phenylpropanoidgehalt und der Abwehrreaktion des Apfels gegen den Erreger des
Apfelschorfs, Venturia inaequalis, konnten Mayr (1995) und Mavr et al. (1997) nachweisen.
Bei Blattern Vf-resistenter Sorten lag der Gehalt an préiinfektionell vorhandenen Flavan 3-
olen im Durchschnitt um das 6,5-fache hoher als bei anfilligen Sorten. Durch die Hemmung
des Schliisselenzyms des Phenylpropanoidstoffwechsels, der Phenylalaninammoniumlyase
(PAL), konnte im Feldversuch die Resistenz der Sorte 'Sir Prize® gegeniiber Venturia
inaequalis gebrochen werden, was auf die fehlende Synthese von Flavan 3-olen zuriickgefiihrt
werden kann (Mavr et al. 1997; Micuarek 1997). Der Gehalt an Substanzen aus der Klasse der
Phenylpropanoide in Cacao korrelierte mit der Wachstumsinhibierung des Pathogens und
verringerter Zoosporenkeimung von Phytophthora palmivora (Oxey et al. 1997). Arr und
Scammie (1980) schlagen Phenylpropanoide als die Schliisselsubstanzen in der Abwehr von
Apfel gegen Phytophthora cactorum vor. Sie belegten, dass der Gehalt an Phloridzin in der
Rinde der nicht anfédlligen Sorte "Maunzen' um 45 % hoher war als in der anfélligen Sorte
"Cox Orange’. Desweiteren wiesen sie eine starke fungitoxische Wirkung des Phloridzins und

seines Aglykons Phloretin gegen Phytophthora cactorum nach.

14.3.2 Stoffwechsel

Um zu einer solchen Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen zu gelangen, sind eine Reihe
unterschiedlicher Stoffwechselprozesse notwendig. In Abbildung 2 ist der Phenylpro-

panoidstoffwechsel nach Forkmann und HeLLER (1999) in seiner allgemeinen Form dargestellt.
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Die Ausgangssubstanzen des Phenylpropanoidmetabolismus gehen auf den Primér-
stoffwechsel zurlick. Aus der Photosynthese stammende Kohlenhydrate werden iiber viele
Stoffwechselschritte in der Glykolyse abgebaut. Erythrose 4-Phosphat und Phosphoenol-
pyruvat bilden die Ausgangssubstanzen fiir den Shikimatweg. Dabei stammt das Erythrose 4-
Phosphat aus dem Pentosephosphat-Stoffwechsel. Das Phosphoenolpyruvat stellt ein
Stoffwechselintermediat der Glykolyse dar, wohingegen das Acetyl-CoA (C2-Ko&rper) das
Endprodukt der Glykolyse ist und zur Energiegewinnung vor allem im Zitronensdurezyklus

verstoffwechselt wird.

Die Schliisselreaktion bei der Phenylpropanoidbiosynthese ist der durch die Phenylalanin-
ammoniumlyase (PAL) katalysierte Schritt von der Aminosdure Phenylalanin zur Zimtséure
(ForkmanN und Herier 1999). Die Zimtsdure ist in der Abfolge der Biosynthese der erste
stickstofffreie Phenylpropankorper (C6C3). Durch diese Reaktion trennt sich der Stoffwechsel
der Phenylpropanoidabkdmmlinge von der Biosynthese der Proteine, fiir die das Phenylalanin

ein wichtiges Substrat darstellt.

Ausgehend von der Zimtsdure entstehen itiber Hydroxylierungen die p-Cumarsdure und die
Kaffeesdure, welche ihrerseits neben den Vorstufen fiir die Bioysynthese von Flavonoiden

auch Ausgangssubstanzen der Biosynthese von Lignin sind.

Mit Hilfe des Enzyms Chalkonsynthase kommt es zur schrittweisen Kondensation von drei
Molekiilen Malonyl-CoA mit einem Hydroxyzimtsdure-CoA-Ester unter Bildung eines
Chalkons (Abb. 2). Aus den selben Ausgangsstoffen konnen auch die 6'-Deoxychalkone und
damit die 5-Deoxyflavonoide abgeleitet werden. Von den Chalkonen ausgehend besteht die
Moglichkeit, dass sich entweder ein fiinfgliedriger Heterocyklus C bildet und damit Aurone
entstehen, oder dass mittels des Enzyms Chalkonisomerase ein sechsgliedriger Heterocyclus C

gebildet wird.
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Glycolyse<< Kohlenhydrate = Shikimatstoffw echsel
Acety|-CoA Pheny lalanin
\‘I ACCase ' PAL
Malony I-CoA Cinnamoyl-CoA <<—— Zimtsaure
-

4CL
p-Coumaroyl-CoA <<—— p-Cumarsaure
VcOuncoAsH \'/ CounBH

Caffeoyl-CoA <=———  Kaffeeséure

V CHS/CHKR
>
Aurone << Chalkone —————=> Dihydrochalkone 6'-Deoxy chalkone
' CHI '
FNS I/ FNS |1 V V
Flavone s Flav anone\lFS i FD/ 5-Deoxy flavanone
>SN |
' FHT Isof lav onoide V
FLS _ v '
Flav onole <= Dihydroflavonole .
5-Deoxy flavanonoide
' DFR N
LAR
Flavan-3-ole <=— Flavan-3,4-diole Flavan-4-ole
2| ' ANS f ?
V ANR V V
Proanthocy anidine Anthocy anidine 3-Deoxy anthocy anidine
\'/ FGT
Anthocy anidin 3-O-glucoside
PAL: Pheny lalaninammoniumly ase FHT: Flavanon 3-Hydroxy lase
C4H: Cinamate-4-Hy droxy lase FLS: Flavonolsynthase
4CL: 4-Coumarate-CoA-Ligase DFR: Dihydroflavonol 4-Reduktase
CoumCoA3H: 4-Coumarate-CoA 3-Hy droxy lase LAR: Leucoanthocy anindin 4-Reduktase
Coum4H: 4-Coumarate 3-Hy droxy lase ANS: Anthocy anidinsy nthase
CHS: Chalkonsythase ANR: Anthocy anidinreduktase
ACCase: Acaty I-CoA Carboxy lase FGT: Flavonoid 3-O-GlucosyItransferase
CHI: Chalkonisomerase IFS:  2-Hydroxyisoflavanon Synthase
FNS I: Flavonsynthase | IFD:  2-Hydroxyisoflavanon Dehy dratase
FNS II: Flav onsynthase Il FNR: Flavanon 4-Reduktase

Abb. 2: Allgemeiner Phenylpropanoidstoffwechsel mit beteiligten Enzymen; verdandert nach Forkmann und

HeLLer (1999) und X et al. (2004)

Abb. 3: Flavan-Grundgeriist



Einleitung 13

Damit entstehen die ersten echten Abkdmmlinge des Flavans (Abb. 3), die Flavanone. Mittels
der Flavonsynthasen I und II kénnen aus den Flavanonen Flavone entstehen (Abb. 2). Zweite
Moglichkeit stellt die Hydroxylierung des Heterocyclus C der Flavanone mittels der Flava-
non 3-Hydroxylase dar. Dabei entstehen die Dihydroflavonole, die ihrerseits wiederum die
Vorstufe von Flavonolen und Flavan 3,4-diolen sind. Die Flavan 3,4-diole sind Vorstufen der
Flavan 3-ole und Proanthocyanidine. Geichzeitig konnen von den Flavan 3,4-diolen Antho-
cyanidine und deren Glykoside abgeleitet werden. Der Stoffwechsel der 3-Deoxyantho-
cyanidine und ihrer Vorstufen Flavan 4-ole geht nach Forkmann und Herier (1999) auf die

Flavanone zuriick (Abb. 2).

1.4.3.3 Phenylpropanoidein der Rinde des Apfels

Die Phenylpropanoide in der Rinde des Apfels waren in der Vergangenheit aus zwei Griinden
im Fokus der Forschung. Zum einen interessierte die Abwehr von Pathogenen durch
Stoffwechselprodukte des Phenylpropanoidmetabolismus (Art und Scammbre 1980), zum
anderen wurde im Rahmen von Untersuchungen zur Unvertrdglichkeit nach Veredlung der
Phenylpropanoidmetabolismus untersucht (Lockarp und ScHNEIDER 1981).

Das in Apfelblittern als wichtige Leitsubstanz identifizierte Phloridzin (Borner 1961;
WiLiams 1960) wurde auch in der Rinde von Apfel nachgewiesen. In Tabelle 1 sind die

Gehalte an Phloridzin in der Rinde des Apfels dargestellt.

Tab. 1: Phloridzingehalt in der Rinde von Apfel

Phloridzingehaltin % TS Genotyp Quelle
12 Williams (1966)
9,5 M16 Martin und Williams (1967)
9,2 MM111 Lockard und Schneider (1982)
7,7 M26 Lockard und Schneider (1982)
8,5 "Maunzen® Alt und Schmidle (1980)
5,8 "Cox Orange™ Alt und Schmidle (1980)

Art und Scummre (1980) diskutieren den hoheren Gehalt bei der gegen Phytophthora
cactorum hochresistenten Sorte "Maunzen™ als Ursache der Resistenz. Nach Lockarp et al.
(1982) stellt das Phloridzin etwa 90 % des Gesamtphenolgehalts in der Rinde der Unterlagen
MMI111 und M26. Besonders dem aus dem Phloridzin durch eine f-Glucosidase enstehenden
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Aglykon Phloretin konnte eine fungizide Wirkung gegen Phytophthora infestans
nachgewiesen werden (ALt und Scammre 1980; S. RomMmELT personliche Mitteilung), die aber
in hoheren Konzentrationen auch fiir das Phloridzin zu ermitteln waren. Die Wirkung beruht
nach Raa und Overeem (1968) und Hunter (1975) vor allem auf der Oxidation des Phloridzins
zu Chinonen, die durch die Bildung von Melaninen fiir die Pathogenabwehr von besonderer
Bedeutung sind (ELsTner et al. 1996).

Die Flavonolglykoside Quercetin 3-arabinosid (Avicularin), Quercetin 3-thamnosid (Quer-
citrin), Quercetin 3-gucosid (Isoquercitrin), Quercetin 3-galactosid (Hyperin) und Quercetin 3-
xylosid (Reynoutrin) wurden erstmals von WirLiams (1960) in der Rinde nachgewiesen.
Dieselben Glycoside sollen sich nach dieser Arbeit auch als Abkdmmlinge des Aglykons
Kéampferol in der Rinde des Apfels nachweisen lassen. Auch ALt und Scummre (1980) wiesen
neben Quercetinglycosiden Kadmpferolglycoside nach. Der Kdmpferolnachweis wurde nach
saurer Hydrolyse mittels Diinnschichtchromatographie erbracht. Die einzelnen Glycoside
wurden von Art und ScumibLE (1980) nicht unterschieden. Nach saurer Hydrolyse wurde auch
das Aglykon des Phloridzins, das Phloretin identifiziert. Freies Phloretin in sehr geringen
Konzentrationen wurde von Lockarp et al. (1982) in der Apfelrinde nachgewiesen.

Nach saurer Hydrolyse wiesen Lockarp et al. (1982) die phenolischen Siduren p-Hydroxyben-
zoesdure, Phloretinsdure, p-Cumarsidure, Kaffeesdure, Ferulasdure, Protocatechusiure und
Chlorogensdure in der Apfelrinde nach. Fiir die Triebspitzen wurde diese Reihe an pheno-
lischen Sduren von Nacmir und Frucht (1976) nach saurer Hydrolyse um Syringasiure,
Vanillinsdure und Sinapinsiure erweitert. Andere Untersuchungen {iber phenolische S&uren

der Rinde sind nicht vorhanden.
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1.4.3.4 Einflussvon Ressour cenver anderungen auf den

Phenylpropanoidstoffwechsel

Eine hohe Ressourcenverfiigbarkeit stellt wie in allen Systemen eine wichtige Grundlage fiir
Wachstum dar. Besonders im Pflanzenreich zeigen sich unterschiedliche Strategien, wie sich
Pflanzen an die jeweils verfligbaren Ressourcen anpassen. Corey et al. (1985) schlugen
folgendes System fiir unterschiedliche Wachstums- und Verteidigungsverhalten von Pflanzen
vor: Die natiirliche Selektion bevorteilt Pflanzen mit langsamem Wachstum und einer hohen
Investition in Abwehr in Umgebungen mit geringer Ressourcenverfiigbarkeit und Pflanzen
mit stirkerem Wachstum und einer geringeren Investition in Abwehr in Umgebungen mit
hoher Ressourcenverfiligbarkeit.

Als wichtigste Ressourcen fiir eine Pflanze sind neben den Néhrstoffen aus dem Boden auch
Wasser, Kohlendioxid und Licht zu betrachten. Die Sonnenenergie wird iiber Photosynthese
zur Produktion von energiereichen Kohlenhydraten benétigt. Fiir diese Prozesse sind eine
Vielzahl verschiedener Enzyme von Noten, die aus Aminosduren bestehen. Dies macht die
herausragende Rolle des Néhrelements Stickstoff deutlich.

Gleichzeitig sind besonders die Verteidigungstrategien fiir das Uberleben im Kampf gegen
Pathogene und Herbivore von zentraler Bedeutung. Hier spielen die Substanzen des Phenyl-
propanoidstoffwechsels eine wichtige Rolle (Waterman und More 1989; Kap. 1.7.1) Die
Pflanze steht also in einem Spannungsfeld bei der Verwendung der Ressourcen fiir Wachstum
oder Parsitenabwehr.

Uber diese Verteilung der mdglichen Investitionen in Wachstums- oder Abwehrprozesse, der
sich die Pflanze stellen muss (Martyssek et al. 2002), wurden mehrere Theorien entwickelt.
Die ,,carbon/nutrient balance hypothesis* (CNBH) (Bryant et al. 1983) erklart Verdnderungen
in den Konzentrationen von 16slichen Kohlenhydraten und Sekundirmetaboliten als Antwort
auf verdnderte Verfiigbarkeit von Ressourcen im Habitat. Nach dieser Hypothese wiirde eine
bessere Verfiigbarkeit von Kohlenstoff oder Licht bei sonstigen identischen Bedingungen zu
einer erhohten Photosynthese mit daraus folgender Akkumulation an Kohlenhydraten fiihren,
die fir Wachstumsprozesse nicht benotigt werden. Dieser Pool an Kohlenhydraten konnte
somit fiir die Produktion von Sekunddrmetaboliten, fiir die vor allem Kohlenstoffreserven von
Noten sind, verwendet werden. Im Gegensatz dazu wiirde eine Diingung mit wachstums-
limitierenden Nihrstoffen (z.B. Stickstoff) zu vermehrtem Wachstum fiihren und damit die

Kohlenhydratreserven verringern, was zu einer Reduktion im Gehalt an Sekunddrmetaboliten
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fiihren wiirde (Lavora und Jurkunen-Turto 1994). Eine erhohte Kohlendioxidkonzentration
miisste bei sonst gleichen Bedingungen nach der CNBH zu einem erhohten Gehalt an
Phenylpropanoiden fiihren.

In der ,,growth-differentiation balance hypothesis (GDBH) wurde die CNBH durch die
Einbeziehung von Differenzierungsprozessen in Pflanzen erweitert (Herms und MAaTTsoN
1992). Diese Theorie geht davon aus, dass das Wachstum bei guten Ressourcenbedingungen
iiber andere Differenzierungsprozesse dominiert. Erst bei suboptimalen Wachstumsbeding-
ungen werden Differenzierungsprozesse wie die Bildung von Sekundidrmetaboliten favorisiert.
Im ,,protein competition model*“ (PCM) nach Jones und Hartiey (1999) wurde die direkte
Konkurrenz um die limitierende Aminosdure Phenylalanin, die sowohl in der Proteinbio-
synthese als auch fiir den Phenylpropanoidstoffwechsel als wichtige Ausgangssubstanz gilt
(Margna 1977), als Regulationsstelle zwischen Wachstum und der Produktion von Phenyl-
propanoiden postuliert.

In zahlreichen Arbeiten ist der Einfluss von Ressourcenverdnderungen auf den Phenylpro-
panoidstoffwechsel untersucht worden. Dabei bildeten vor allem Untersuchungen bei
unterschiedlicher Kohlendioxid- und unterschiedlichen Stickstoffverfiigbarkeit den Schwer-
punkt. An Birke wiesen Lavora und Jurkunen-Turto (1994) eine Abnahme an Proantho-
cyanidinen und Flavonoiden in Bléttern nach erhohter Versorgung mit Néhrsstoffen nach.
Gleichzeitig fiihrte eine Erhohung der Kohlendioxidkonzentration zu einer Zunahme der
Gehalte. Thre Ergebnisse nach Kohlendioxidbehandlung konnten sie auch in einem Vergleich
des Einflusses der Kohlendioxidbehandlung und UV-B Strahlung auf den Sekundér-
metabolismus an Birke bestitigen (Lavora et al. 2000). Der Gehalt an Polyphenolen und
kondensierten Tanninen in den Nadeln von Pinus palustris nahm nach Behandlung mit
erhohter Kohlendioxidkonzentration wie in mit wenig Stickstoff versorgten Pflanzen zu
(PrircuarD et al. 1997). Diese drei Arbeiten stiitzen mit ihren Ergebnissen die CNBH.

In Untersuchungen zum Einfluss der Stickstoffdiingung auf das Wachstum und den
Phenolgehalt von Sdmlingen von Birke stellten Keski-Saarr und Jurkunen-Turro (2003) eine
Zunahme im Phenolgehalt mit sinkender Stickstoffdiingung in den ersten echten Blittern fest.
Dagegen stieg die Trockenmasse mit steigender Sticksoffdiingung bei allen Pflanzenteilen
auBBer den Wurzeln an. Einen hoheren Gehalt an Phenylpropanoiden in Blittern von Weide
(Salix myrsinifolia) konnte HakuLwen (1998) in den Varianten zeigen, die mit wenig
Stickstoff versorgt waren. Gleichzeitig wurde in dieser Arbeit kein Effekt durch die

unterschiedlichen Phenylpropanoidgehalte auf die Pathogenese des Rostpilzes Melampsora
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sp. festgestellt. An Fichte ist durch Stickstoffdiingung eine Reduktion der Gehalte an vier
verschiedenen Terpenen nachgewiesen worden (Muzika et al. 1989). Bei Untersuchung der
Phenolgehalte konnte auch fiir Fichte ein geringerer Phenolgehalt nach Sticksoffdiingung bei
4 von 5 unterschiedlichen Herkiinften gefunden werden (Muzika und Precirzer 1992). Auch
fiir Buche ist dieser Stickstoffeffekt belegt (BALsBErG Panrsson 1992).

Im in-vitro-System konnte die CNBH bei Apfel bestitigt werden. Ein erhdhter Zuckergehalt
des Nahrmediums flihrte wie eine verringerte Konzentration an Makrondhrstoffen zu einem
erhohten Gehalt an phenolischen Inhaltsstoffen (Lux-EnpricH et al. 2000). Auch
Untersuchungen des Einflusses der Stickstofferndhrung auf Verdanderungen des Phenylpro-
panoidstoffwechsels nach Behandlung mit dem Wachstumsregulator Prohexadion-Ca
(Regalis®) bestitigten, dass ganz allgemein beim in-vitro-Testsystem eine hohe Stickstoff-
versorgung die Konzentration an phenolischen Verbindungen reduzierte, wohingegen eine
mafvolle Stickstofferndhrung die Akkumulation von Flavonoiden begiinstigte (Runmann und
Treutter 2003). Weiter konnten sie Verschiebungen im Phenylpropanoidmetabolismus durch
Stickstoffdiingung feststellen, womit sie Theorien, die die Konkurrenz zwischen Wachstum
und Sekundérstoffwechsel durch die Konkurrenz um Kohlenstoff erkldren (Herms and
Martson 1992 (GDBH)), nicht unterstiitzen. Die Ubertragbarkeit der Stickstoffeffekte aus
dem in-vitro-System auf in-vivo-Bdume wurde ebenfalls von Runmann et al. (2002) gezeigt.
Der Gehalt an Phenylpropanoiden in jungen Blittern von Béumen der Unterlage M9
korrelierte negativ mit der Stickstoffdiingung. Zusitzlich wurde eine negative Korrelation
zwischen der Wachstumsrate junger Sprosse und dem Gehalt an Phenylpropanoiden an jungen
Blittern der Sorten ‘Rewena’ und "Golden Delicious’ nachgewiesen. Dieses Ergebnis stiitzt
die Bedeutung der Differenzierungsprozesse und damit die GDBH von Herms und MaTttson
(1992). Dass Phenylpropanoide fiir die Abwehr des Apfels gegen den Erreger des
Apfelschorfs, Venturia inaequalis, verantwortlich sind, zeigte bereits Mayr et al. (1997).
Durch die Arbeit von Runmann et al. (2002) konnte auch der Zusammenhang zwischen der
Stickstoffdiingung, dem Gehalt an Phenylpropanoiden und der verdnderten Anfalligkeit

gegeniiber Venturia inaequalis nachgewiesen werden.
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15 Zideder Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktionen der Wirt-Parasit-Beziehung zwischen
dem Apfel, Malus domestica Borkh., und dem Erreger von Rindenfaule, Phytophthora
cactorum (Lebert & Cohn) Schroter, unter verdnderten Ressourcenbedingungen zu
untersuchen.

Externe Ressourcenverdnderungen konnen einen Einfluss auf die pflanzeninterne Allokation
der zur Verfiigung stehenden Metabolite zwischen Wachstums- und Abwehrprozessen aus-
iiben. Deshalb wurde der Phenylpropanoidmetabolismus unter verschiedenen externen Re-
sourcenverfiigbarkeiten und jeweils nach Infektion mit Phytophthora cactorum untersucht.
Als Ressourcenvariablen wurde neben dem das Wachstum von Apfelbdumen stark beein-
flussendenden Hauptnihrstoff Stickstoff auch unterschiedliche Konzentrationen von Kohlen-
dioxid verwendet.

AuBerdem sollte die Interaktion des vom Pathogen abgegebenen Elicitins Cactorein mit dem
Phenylpropanoidstoffwechsel der Apfelrinde untersucht werden.

Die Aktivierung von PR-Proteinen spielt in der Abwehr vieler Pathogene eine wichtige Rolle.
Deshalb sollte die Frage beantwortet werden, ob eine Aktivierung der PR-Proteine Chitinasen
und f-1,3-Glucanasen in der Abwehr gegen Phytophthora cactorum in der Rinde von

Bedeutung sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalienliste

Substanz

6-Methoxyflavon

Aceton

Agar

Agarose

Ameisensiure

Ammoniak

Avicularin

Bovines Rinderserumalbumin(BSA)
Butanol

Calciumcarbonat, gefallt
Calciumchlorid-Dihydrat
Carboxymethyl-Chitin-Remazol Billiant Violett
Catechin

Chlorogensdure

Coomassie Brilliant Blue Féarbereagenz G250
Dikaliumhydrogenphosphat

dNTPs

Eisensulfat-Heptahydrat

Eisessig

Epicatechin

Eriodictyol

Eriodictyol 7-glucosid

Ethanol

Ethidium-bromid

Gemiisesaft

Glucose

Hyperin

Isoquercitrin

Firma
Extrasynthese
Merck
Roth
Biozym
Merck
Merck
Roth
Sigma
Merck
Merck
Roth
LOEWE Biotech
Roth
Roth
Merck
Merck
Roth
Merck
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Merck
Albi
Merck
Roth
Roth
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Substanz
Kaliumdihydrogenphosphat
Kéampferol

Kieselgel-Diinnschichtchromatographieplatten

Kupfersufat-Pentahydrat
L-Asparagin

Laminarin

Magnesiumchlorid
Magnesumsulfat-Heptahydrat
Manganchlorid-Tetrahydrat
Methanol gradient grade
Methanol p.a.

Naringenin

Naringenin 7-glucosid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriummolybdat-Dihydrat
Natronlauge
Natustoffreagenz A
p-Cumarsiure
p-Dimethylaminozimtaldehyd
p-Hydroxybenzoesdurehydrazin
Phloretin

Phloridzin

Polyethylenglycol
Polyvinylpolypyrrolidon
Quercetin

Quercitrin

Quiagen DNeasy Plant Mini Kit
Rutin

Salzsdure

Sephadex G50
Tag-Polymerase (Hot Star)

Firma
Merck
Roth
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Roth
Roth
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth
Roth
Merck
Sigma
Roth
Roth
Roth
Fluka
Roth
Roth
Qiagen
Roth
Merck

Amersham Bioscience

Qiagen
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Substanz
Thiamindichlorid
Toluol
Zinksulfat-Heptahydrat

2.2 Gerdateund Laborartike

Artikel oder Gerat

Autoklav

Cellulose DC-Platten

Dialyseschlauch; MWCO 4-6kDa; Zellulose
Elektrophoreseapparatur
Fraktionensammler

gekiihltes Ultraschallwasserbad

Hamiltonspritze

Inhaliergerét

Korkbohrer

Kugelmiihle

Lyophile P10K-L

Mikrotiterplatten (96-Well Assay Plates)
Mikrotiterplatten-Photometer

pH-Meter

Sédule fiir Gelfiltration (150 cm)
Schiittler

Sterilfilter

Thermocycler T-Gadient

UV-Lampe

Vakuumzentrifuge

Verbandsmaterial: Binden, Wundauflagen

Zentrifuge Mikr 22 R

Firma
Sigma
Merck
Merck

Firma

Webeca

Machery-Nagel

Roth

Pharmacia

Pharmacia

Bandelin-Elektronik (Ultraschall),
mgw-Landa (Kiihlung)

Hamilton

Mondial

Retsch

Piatkowski Forschungsgeréte
Costar

Titertek Plus NT 212 ICN
Orion

Zefa

Wilten

Sartorius

Biometra

CAMAC

Uniequip Laborgerite
Hartmann

Hettich
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2.3 Pilzmedien

23.1 V8-Medium

nach Erwin und RiBero (1996):

200 ml Gemiisesaft

2g CaCO;, gefillt

16 g Agar

pH ca. 6,2

ad 11 HyOuest , bei 120°C und 1,2 atii 20 Minuten autoklavieren.

2.3.2 SynthetischesMK- Medium fur Phytophthora cactorum

modifiziert nach Koentr (2002):

Glucose 10 g (30 g nach KokHr)

L-Asparagin 0,2 g (2,0 gnach Koenr)

FeSO,4 * 7 H,O 1,0 mg (10 mgin 10 ml H,O 16sen, davon 1 ml/l)
CaCl, * 2 H,O 10,0 mg

MgSO, * 7 H,O 0,1 mg (10 mg in 10 ml H,O I6sen, davon 100 pl/T)
KH,PO, 047 ¢

K,HPO, 0,26 ¢

Thiamindichlorid 1,0 mg (Thiaminhydrochlorid nach KorHr)

ZnS0O; * 7 H,O 1,0 mg (10 mgin 10 ml H,O 16sen, davon 1 ml/l)
CuSO, * 5 H,0O 0,02 mg (4 mgin 100 ml H,O 16sen, davon 0,5 ml/l)
Na;MoO, * 2 H,O 0,02 mg (4 mgin 100 ml H,O 16sen, davon 0,5 ml/l)
MnClL* 4 H,O 0,02 mg (4 mgin 100 ml H,O 16sen, davon 0,5 ml/1)

(nach Koenr MnCly * 4 H,0)
ad 1 1 HyOges
pH ca. 6,2

Die Glucose wurde in autoklaviertem Wasser gelost und nach Sterilfiltration zum

autoklavierten Medium gegeben.
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Fiir M1-Agarplatten wurden 16 g Agar hinzugefiigt und die Glucoselésung vor dem Giellen

steril dem Medium beigeben.

2.4 Isolierung und ldentifizierung eines Phytophthora cactorum-Stammes

| solierung

Rindenstiickchen aus befallenen Stammpartien wurden auf PARPNH-Agar (Tsao und Guy
1977), ein Selektivmedium fiir die Gattung Phytophthora, gesetzt. Dieses Medium enthélt
einige Antibiotika und Fungizide. Arten der Gattung Pythium konnen auf dem
Selektivmedium wachsen, werden aber durch den Wirkstoff Hymexazol, ein Fungizid der
Oxazolklasse, weitgehend unterdriickt. Nach jeweils 3 Tagen wurden die Isolate 3-mal auf das

Selektivmedium umgesetzt, bevor sie auf V8-Medium erhalten wurden.

I dentifizierung

Die Wuchsstruktur des Myzels wurde mit den Wachstumsbildern und —daten von ErwiNn und
RiBERO (1996) verglichen . Zusitzlich war zur Identifikation die typische Grof3e und Form der
Sporangien von Phytophthora cactorum ausschlaggebend. Diese mikroskopischen Unter-
suchungen konnten durch molekularbiologische Analysen mittels der Polymerase-
Kettenreaktion mit flir Phytophthora cactorum und Phytophthora citricola spezifischen
Primern von Dr. Frank Fleischmann, Fachgebiet flir Krankheiten der Waldbdume - Phyto-
pathologie, tiberpriift werden.

Die DNA wurde mittels des Qiagen DNeasy Plant Mini Kit direkt aus der Agarkultur nach
dem Protokoll des Herstellers extrahiert.

Die PCR wurde in einem Volumen von 25 pul angesetzt, wobei folgende Zusammensetzung zu
Grunde gelegt wurde: TaqPolymerase 1,25 U; mitgelieferter Puffer der TaqPolymerase;
1,5 mM MgCl,,; 1 mg/ml BSA; je 100 uM dNTP; je 0,2 ul Primer (forward, reverse).

Die verwendeten Primer waren flr Phytophthora cactorum:
Pcac Forward 5'-TAC TGT GGG GAC GAA AGT CCT-3'
Pcac Reverse 5'-CCG ATT CAA AAG CCA AGC AAC T-3'
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Fur Phytophthora citricola (ScuuserT et al. 1999):
Pcit Forward (Citrl) 5'-TCT TGC TTT TTT TGC GAG CC-3'
Pcit Reverse (Citr2) 5'-TTT GTG TGC ACC TCG GTG CG-3'

Bedingungen fur die PCR (Thermocycler Protokoll):
15 min Hot-Start bei 95°C
30 sec Annealing bei 60°C fiir Phytophthora cactorum-Primer;
bei 62°C fiir Phytophthora citricola-Primer
60 sec Extension bei 72°C
30 sec Denaturierung bei 94°C.
Insgesamt wurden 35 Zyklen fiir die PCR vorgenommen.
Zum PCR-Abschluss wurden zur Endelongation 5 min bei 72°C gehalten.
Nach Farbung mit Ethidium-Bromid wurde das PCR-Resultat auf ein 1 %-iges Agarosegel
aufgetragen und nach gelelekrophoretischer Auftrennung im UV-Licht (366 nm) foto-
graphiert.

25 Verwendete Phytophthora-| solate

Zur Inokulation der Versuchspflanzen wurden 4 unterschiedliche Isolate der Gattung

Phytophthora verwendet.

Tab. 2: Verwendete Pilzstimme

Stamm Art Herkunft
Siidtirol,
Iso 2 P. cactorum eigenes Isolat von

Malus domestica "Topaz’, Stidtirol

BBA Berlin,

62644 P. cactorum Isolat von Apfeln von
Malus sylvestris, Deutschland
BBA Berlin,

64197 P. cactorum
Isolat Malus domestica, Portugal

Falschlicherweise als

P. cactorum bezeichnet, im Rahmen
Pt8 BBA Dossenheim
der Arbeit als

P. citricola identifiziert (siche 3.1)
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2.6 Reinigung und Nachweis des Elicitins Cactorein

Von Pilzen der Gattung Phytophthora ist bekannt, dass sie an ihr Medium Elicitine abgeben.
Zur Reinigung des Cactoreins wurde der Phytophthora cactorum-Stamm Iso 2 im MK-
Flissigmedium gezogen. Nach Kornr (2002) ist die Elicitinausbeute bei Phytophthora
infestans bis zum 8. Wachstumstag zunehmend. Die Kulturdauer von 8 Tagen wurde iiber-
nommen. 10 Erlenmeyerkolben mit 75 ml Nihrmedium (Ausgangsvolumen insgesamt

750 ml) wurden jeweils mit 6 einzelnen Pilzkolonien auf Agar (1 cm x 1 cm) beimpft.

Das Medium wurde iiber eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengrofe von 0,2 um
abfiltriert, lyophilisiert und in einem Zehntel des Ausgangsvolumens aufgenommen.
Anschlieffend wurde gegen 20 mM Phosphatpuffer iiber Nacht (ca. 15 h) bei §°C dialysiert.
Fiir die Dialyse wurde ein Dialyseschlauch mit einem molekularen Ausschlussgewicht von 4
bis 6 kDA aus Cellulose verwendet. Das Dialysat wurde erneut lyophilisiert und in 1/100 des

Ausgangsvolumens aufgenommen.

Zur weiteren Reinigung wurde eine Gelfiltration mit Sephadex G50 auf einer 150 cm langen
Saule mit 50 mM NaCl-Losung und einer Flussrate von 1 ml/min vorgenommen. Das Eluat
wurde in 5-ml-Fraktionen aufgefangen und bei 210, 254 und 280 nm photometrisch kontrol-

liert. Die Saule wurde zuvor mit Proteinen unterschiedlicher Molekulargewichte geeicht.

Bei ca. 9 kDa zeigt sich ein Peak bei 210 nm, der nach Carasso et al. (1999) dem Elicitin
entspricht. Die Fraktionen des Peaks wurden gepoolt und lyophilisiert, danach in Wasser
aufgenommen und gegen Wasser erneut 2-mal 15 h bei 8°C dialysiert. Nach einem erneuten
Einengungsschritt wurde die Probe in 4 ml Wasser aufgenommen und fiir den Nachweis in
Tabak (Kap.3.3.3.1) und die Versuche in der Apfelrinde verwendet (Kap.3.3.3.2 und
3.3.3.3).
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2.7 Pflanzenmaterial und Pflanzenernahrung

2.7.1 Sorten und Unterlagen

Fiir die Untersuchungen wurden die Sorten 'Rewena’, "Golden Delicious’ und "Topaz" sowie

die Apfelunterlagen M9 und MM106 verwendet. Den Wurzelstock fiir die Genotypen

‘Rewena’, 'Golden Delicious’ und ‘"Topaz’ bildete die Unterlage M9.

Die Baume wurden nach dem Kulturschema in folgender Tabelle kultiviert.

Tab. 3: Kulturschema der Versuchsbdume

Genotyp Verdelung/ Topfvolumen  Umgetopft Neues Verwendet fir
Okulation Topfvolumen  Versuch
beschrieben
unter:
"Rewena’ Okulation 18 I-Container - - 3.2;33.13;
Sommer 1997 3.3.31;35;3.6
‘Golden Okulation 18 I-Container |- - 3.2;33.13;
Delicious Sommer 1997 3.3.3.1;35;36
M9 Wurzelecht 4,2 |-Container 06.2001 20 I-Container 3.2 ;3.3.1.3;
3.3.2;334
MM106 Wurzelecht 1,5 [-Container |Winter 1998/19994,2 I-Container (3.2 ;3.3.1.1;
3.3.3.2
“Topaz’ Kopulation 1,11-Container  Winter 2001/20024,2 I-Container 3.2 ;3.3.1.2;
Winter 3.3.7.2;3.3.7.3
2000/2001

2.7.2 Stickstoffstufen und Kultursubstrat

Zur Untersuchung des Stickstoffeinflusses wurden die Pflanzen der Genotypen ‘Rewena’,

Golden Delicious’ und M9 wiéhrend der gesamten Wachstumsdauer mit 3 unterschiedlichen

Stickstoffniveaus versorgt. Dabei entspricht die Stickstoffstufe N1 einer moderaten Ver-

sorgung, N2 einer im Anbau zur Zeit praxisiiblichen und N3 einer luxuriésen Versorgung mit

Stickstoff. Nach einer einmaligen und einheitlichen Volldiingergabe wurden die Stickstoft-

stufen liber 6-malige Kalkammonsalpetergaben eingestellt. Die Stickstoffgaben pro Baum
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beliefen sich pro Jahr auf 3,6 g (N1), 8,2 g (N2) und 13,0 g (N3) bei den Genotypen ‘Rewena’
und "Golden Delicious'.

Bei den 1-jdhrigen Abrissen des Genotyps M9 wurden die drei unterschiedlichen N-Stufen mit
1,2 g N/Baum (N1), 5,1 g N/Baum (N2) und 9,1 g N/Baum (N3) eingestellt.

Zu Beginn der Vegetationszeit wurde die Versorgung mit Spurenelementen iiber einmal
jéhrliche Gaben von Radigen (0,1 g/l Substrat), Eisenchelat (0,15 g/l Substrat) und Na-Molyb-
dat (0,03 g/l Substrat) sichergestellt. Zusitzlich wurde zur Verbesserung der Calciumver-
sorgung mit 2 g Branntkalk/l Substrat pro Jahr gediingt.

Bei 2000 Baumen pro ha entspriachen die Stickstoffstufen N1 etwa 60 kg N/ha, N2 etwa
120 kg N/ha und N3 etwa 200 kg N/ha .

Die Pflanzen der Genotypen "Topaz' und MM106 wurden mit Wuxal-Fliissigdiinger versorgt.
Bei diesen Genotypen wurde nicht mit unterschiedlichen Stickstoffdiingegaben gearbeitet.
Hier entsprach die Diingung der Diingestufe N2.

AusschlieBlich fiir den Versuch zur Resistenzverdnderung durch das gereinigte Kulturfiltrat
von Phytophthora cactorum (Kap. 3.3.3.3) wurden Bdume des Genotyps "Topaz' iiber 2 Jahre
vor Versuchsanstellung wie oben fiir 'Rewena’ und "Golden Delicious’ beschrieben mit

unterschiedlichen Stickstoffgaben versorgt.

Als Kultursubstrat diente eine strukturstabile Nullerde der Firma Palzer (Sinntal-Jossa) mit
folgender Zusammensetzung:

40 % (Vol)  grobfasriger Weilitorf

30 % (Vol)  Bléahton

30 % (Vol)  granulierter Ton

pH-Wert zwischen 4 und 5

2.8 Inokulationsmethodik

Als Inokulationsverfahren diente die Korkbohrermethode in Anlehnung an Act und ScHmIDLE
(1980), Koreer und Karnatz (1979) und SEweLL und WiLson (1973).
Die Inokulation wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Pflanzen mit 70 %-igem Ethanol am Stamm desinfizieren

mit sterilem Korkbohrer Loch in die Rinde stanzen (Korkbohrerdurchmesser 6 mm)

Rindenpartie entfernen
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Pilz auf Agar (vorher ausgestanzt) in Wunde geben
Wunde steril mit Mull verbinden
mit sterilem Wasser anfeuchten

mit Frischhaltefolie und Alufolie umwickeln

2.9 Elicitinbehandlung

Die Wunden wurden wie bei der Inokulationsmethodik (Kap. 2.8) beschrieben vorbereitet.
Anstatt des Agarplittchens mit dem Pilz wurde ein steriles mit dem gereinigten und
konzentrierten Kulturfiltrat (Kap. 2.6) getridnktes Filterpapier eingesetzt. Die vorher ausge-
stanzten Filterpapierstiicke nehmen ein Volumen von 25 pl Fliissigkeit auf. Zur Kontrolle
dienten hierbei Wunden, die mit in sterilem Wasser getrdnkten Filterpapierstiicken behandelt

wurden und unbehandelte Kontrollwunden.

2.10 Probenvorbereitung der analysierten Rindenzonen

Die Stammstiicke wurden bei -20°C tiefgefroren, anschlieBend lyophilisiert und bis zur
Probenaufarbeitung im Exsikkator gelagert. Das Stammperiderm, botanisch die &duflere
Epidermis der Rinde oder Borke, um die Wunden wurde mit einem Skalpell abgekratzt und
verworfen. Durch das geringe Alter der Bidume war noch keine Ausbildung von
mehrschichtigem sekunddrem Abschlussgewebe bestehend aus Phelloderm, Phellogen und
Phellem feststellbar (Abb. 5). Fiir die Analysen des Rindenbereichs zwischen dem
Stammperiderm und dem Holzkérper wurde zwischen den unterschiedlichen Geweben
primére Rinde, sekundérer Bast, bestehend aus Hart-, Weichbast und Kambium nicht weiter
differenziert.

Dieser in der weiteren Arbeit als Phloemkambialschicht (entspricht der analysierten
Rindenschicht in Abb. 5) bezeichnete Bereich um die Wunden wurde in Reaktions- und
Umgebungszone getrennt und vom Holz mit einem Skalpell abgeschabt (Abb.4).

Das Probenmaterial wurde mit der Kugelmiihle zu einem feinen Pulver verarbeitet und diente

fiir die Analysen von Phenylpropanoiden und PR-Proteinen.



Material und Methoden

Kambium

Bastschicht

duBere Epidermis - Borke

untersuchte
Gewebeschicht

Rcaktlonszonc‘
Umgebungszone

Nekrose nach Infektion

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Apfelbaumstammes mit
Lokalisation der untersuchten Gewebepartien

analysierte
A %l&chicht Periderm
r NN
Kambium) .\
\ " Phellem
\\Phellogen—
[ Korkkambium
> Phelloderm
. &uBere
Epidermis
- ~ \ V N
Xylem Hart- und  primére

Weichbast  Rinde

Abb. 5: Unterschiedliche Gewebe der Rinde im Léngsschnitt
(schematische Darstellung)
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2.11 Analyse von Phenylpropanoiden

2.11.1 Extraktion

Das Probenpulver wurde nach dem Mahlen gewogen und in 1,5 ml Eppendorfgefdle iiber-
fiihrt. Zur Extraktion diente Methanol, dem zuvor in einer Konzentration von 0,1 mg/ml der
interne Standard 6-Methoxyflavon zugegeben wurde, in einem Verhiltnis von 10 ul pro
Milligramm Trockensubstanz Rindenprobe. Nach intensivem Schiitteln wurden die Proben fiir
30 min im auf etwa 7°C gekiihlten Ultraschallwasserbad extrahiert. Die nach Ultrazentri-
fugation bei -10°C und 10000 U/min vom Pellet mit einer Hamiltonspritze abgezogenen
Extrakte wurden vor der HPLC-Analyse nochmals zentrifugiert, um etwaige Schwebeteilchen
zu eliminieren.

Eine Lagerung der Extrakte ist bei -20 °C moglich. Aufgrund geringfiigiger Verédnderungen

bei Lagerung iiber 2 Wochen wurden Proben maximal fiir eine Woche vorbereitet.

2.11.2 HPLC-Analytik (Hochleistungsflissigkeitschromatographie)

Die Analyse der Phenylpropanoide wurde mit Hilfe der HPLC-Technik vorgenommen. Dabei
wird die Summe aller 16slichen phenolischen Inhaltsstoffe gemdB3 unterschiedlicher
chemischer Eigenschaften (Molekulargewicht, Anzahl der funktionellen Gruppen, Loslichkeit
in hydrophilen bzw. hydrophoben Losungsmitteln) getrennt.

Weil es bei der Analyse von Catechinen und Proanthocyanidinen aus phenolreichen
Rohextrakten hiufig zu Uberlagerungen der Flavanole mit Hydroxyzimtsiuren kommt, ist
eine Bestimmung durch UV-Detektion bei 280 nm nur begrenzt moglich (TreutTeEr 1991).
Durch die Nachsdulenderivatisierung mit dem selektiven Reagenz p-Dimethylamino-
zimtaldehyd (DMAZA) nach Treurter (1989, 1991) konnen auch die Flavanole in
phenolreichen Rohextrakten selektiv und empfindlich detektiert werden. Die Nachweisgrenze
von Catechin liegt bei dem hier verwendeten System zwischen 0,5 und I ng/ml. Zur
Charakterisierung der Nachweisgrenze dient das Verhiltnis zwischen Peakfliche und der
Peakfliche des Rauschens und das Verhéltnis zwischen Peakhohe und der Peakhohe des
Rauschens. Als Grenzwert wird der Wert 3 beim Verhiltnis von Peakhdhe zur Peakhohe des

Rauschens betrachtet.
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HPL C-Ausrustung
Probengeber :

Pumpen:

Detektor I:

Datenverarbeitung:

Saule:

Saulentemperatur:

Losungsmittel:

Gilson-Abimed Modell 231

Kontron Modell 422

Gynkotek Modell 300C (fiir Nachsdulenderivatisierung)
Diodenarray-Detektor, Bio Tek Kontron 540+ (DAD)

fiir den Wellenldngenbereich von 200 nm — 600 nm

Kroma System 2000

250 mm x 4 mm; gefiillt mit Shandon ODS Hypersil mit einer
Partikelgrofle von 3 pm

Raumtemperatur

A: 5%-ige Ameisensiure

B: MeOH gradient grade

Nachséulenderivatisierung (NSD):

Reagenz zur NSD:

Detektor II:

gestrickte PTFE-Kapilare, Lidnge 10m, Innendurchmesser
0,5 mm

1% DMAZA in MeOH und H,SO, (konz. 95 - 97 %);
(Mischungsverhéltns 11:1)

Kontron Detektor 432, eingestellt auf die feste

Wellenldnge 640 nm

Nach einer Reaktionszeit von 3 min konnen die mit DMAZA entstandenen Komplexe bei

640 nm quantitativ erfasst werden.

In Tabelle 4 und 5 ist der Analysenlauf mit seinen Parametern charakterisiert.

Tab. 4: Charakterisierung des HPLC-Analysenlaufs

FluBrate 0,5 ml/min
Analysendauer DAD 195 min
Analysendauer Detektor IT nach 160 min
NSD (640nm)
Analysendauer + Regeneration der 235 min
Saule
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Tab. 5: Methanol-Ameisenséure-Gradient fiir HPLC-Analytik

Verwendeter Gradient
Zeit (min) %Bin A
0-5 5 isokratisch
5-10 5-10
10-15 10 isokratisch
15-35 10-15
35-55 15 isokratisch
55-70 15-20
70 - 80 20 isokratisch
80 -95 20-25
95 -125 25-30
125 - 145 30-40
145 - 160 40 -50
160 - 175 50-90
175 - 195 90 isokratisch
Regeneration: 195 -210 90 -5
Aquilibrierung: 210 - 235 5 isokratisch
Berechungsformel

RF (i )* A (i )
Gehalt (i)= * MF * Konz (iS
®) RF (iS)* A(iS) (iS)
Gehalt (i) = Gehalt der Einzelsubstanz in der Konz (iS) = Konzentration des internen
Trockensubstanz der Probe Standards
RF (i) = Responsefaktor des Einzelpeaks (mg/A) RF (iS) = Responsefaktor des internen Standards
A (i) = Peakfliche des Einzelpeaks A (iS) = Peakfldiche des internen Standards

MF = Multiplikationsfaktor, der Konzentration auf

1 g Trockensubstanz bezieht

Als interner Standard wurde 6-Methoxyflavon in einer Konzentration von 0,1 mg/ml ver-
wendet.

Die Berechnungsformel beinhaltet drei Verrechnungsschritte. Zum einen wird die Peakfldche
iiber den Responsefaktor in Masse umgerechnet, zum zweiten findet eine Angleichung an eine
feste Bezugsgrofe statt (hier 1 g TS) und zum dritten wird die Gehaltsverdnderung, die durch

die nicht erschépfende Extraktion entsteht, {iber den internen Standard ausgeglichen.
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Responsefaktoren

Zur Bestimmung der Responsefaktoren wurden definierte Konzentrationen von Substanzen im
HPLC-System analysiert. Die injizierte Konzentration an Reinsubstanz wurde mit der Flache
des Peaks ins Verhiltnis gesetzt und es ergaben sich die in Tabelle 6 dargestellten Response-
faktoren.

Die verwendeten Responsefaktoren fiir die Procyanidine (in der Tabelle mit * markiert)
wurden iiber den Responsefaktor von Epicatechin aus den Responsefaktoren fiir die Pro-

cyanidine nach Mayr (1995) berechnet.

Tab. 6: Responsefaktoren zur Gehaltsbestimmung

Substanz RF (mg/A)
p-Cumarsiure 595x10°
Chlorogenséure 2,3x10°

Eriodictyol 7-glucosid 1,4x10°
Naringenin 7-gucosid 1,3x10°
Rutin 3,6 x 10°

Quercitrin 34x10°

Avicularin 2,5x 103

Phloridzin 1,8 x 103

Phloretin 2,3x 107

Acylierte Flavonoide Berechnet mit RF von Chlorogenséiure

Catechin 2,1x10°

Epicatechin 1,4x10°
Procyanidine B1, B2, B5 * 4,3x107°*
Procyanidine C1, E-B5 * 9,1 x 10°*
6-Methoxyflavon 7,4x10%

Zur Berechnung des Gehalts an Flavonolen wurde die Summe aus allen Substanzen im
Retentionszeitbereich von 110 min bis zum Quercitrin bei 140 min mit charakteristischen
Flavonolspektren (Abb. 9, Nr. 13 bis 16) und einem Maximum zwischen 345 nm und 355 nm
zusammengefasst. Bei Avicularin und Quercitrin wurde der Gehalt mit den jeweiligen
Responsefaktoren, sonst mit dem Responsefaktor von Rutin berechnet.

Die als unbekannte Proanthocyanidine definierten Substanzen (Kap. 3.2.1) wurden mit dem

Responsefaktor von Epicatechin berechnet.
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2.11.3 Identifizierung

Um eine Substanz zu identifzieren muss eine Kombination verschiedener Methoden ange-
wandt werden. Dabei geniigt es nicht, dass die Substanz einer Probe mittels nur einer Methode
zugeordnet wird. Erst die Ubereinstimmung der Ergebnisse der folgenden Methoden liisst eine

hinreichende Identifizierung einer Substanz zu.

21131 Vergleich der UV-Spektren

Die mit dem Diodenarray-Detektor aufgenommenen Absorptionsspektren von Substanzen
einer Probe lassen sich mit Spektren von einzelnen Reinsubstanzen vergleichen und geben
Aufschluss tliber die mogliche Struktur einer Substanz (Masry et al. 1970). Es lésst sich
anhand der Spektren eine Gruppierung in Substanzklassen vornehmen, die durch die
Ergebnisse der DC bestitigt werden miissen. So lassen sich die Monohydroxyzimtsduren (z.B.
p-Cumarsdure mit einem Maximum von 309 nm) von den Dihydroxyzimtsiduren (Chloro-
gensdure 325 nm; Kaffeesdure 322 nm) anhand ihrer unterschiedlichen Maxima unterscheiden
und in zwei Gruppen auftrennen, soweit die Substanzen nicht durch Glycosidierung maskiert
sind. Die charakteristischen Absorptionsspekten von Flavanolen (Maxima bei 278 nm) und

Flavonolen (um 350nm) machen weitere Zuordnungen moglich.

2.11.3.2 Co-Chromatographie

Proben wurden mit einzelnen Reinsubstanzen in bestimmten Konzentrationen gemischt und
iiber HPLC-Analyse ausgewertet. Bei Ubereinstimmung des chromatographischem Verhalten
kommt es zu einer Vergroflerung des zu identifizierenden Peaks. Diese Identifizierungs-
methode allein gilt als nicht hinreichend fiir die Identifzierung einer Substanz, ist aber ein sehr
wichtiges Indiz zur Bestimmung, vor allem wenn sich bei der Co-Chromatographie ein klares
UV-Spektrum ergibt. Bei einer Uberlagerung zweier unterschiedlicherer Substanzen ergeben
sich ,,unsaubere” Spektren. Diese Uberlagerung zweier Substanzen ist bei TeuTTER (1991)

beschrieben.
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2.11.3.3 Dunnschichtchromatographie (DC)

Nach Trennung mittels HPLC wurden die Fraktionen eingeengt (Vakuumzentrifuge) und, in
Methanol aufgenommen, auf Cellulose DC-Platten (Machery-Nagel) aufgetragen. Die Platten
wurden im Laufmittel BAW (Butanol : Eisessig : dest. Wasser im Verhdltnis 4 : 1 :2,2; viv:v)
entwickelt. Zur Bestimmung der Flavanone wurden Co-Chromatographien mit Eriodictyol 7-
glucosid, Eriodictyol, Naringenin 7-glucosid und Naringenin vorgenommen. Die Zuordnung
der Hydroxyzimtsduren wurde iiber Standards von Chlorogensdure, p-Cumarsdure und
anderen Abkommlingen anhand der Co-Chromatographien und der charakteristischen
Absorbtionseigenschaften unter UV-Licht vorgenommen. Zur Identifizierung von p-
Cumaroylglucose stand ein gereinigter Standard von Frau Dr. R6mmelt zur Verfligung. Auch
im Bereich der Flavonole wurden Standards von Hyperin, Rutin, Isoquercitrin, Avicularin,
Quercitrin, Quercetin und Kémpferol zur Identifizierung auf DC herangezogen. Eine weitere
Auswertung wurde nach Naturstoffbehandlung (1 g Naturstoff und 5 g Polyethylenglycol ad
100 ml Methanol) vorgenommen, bei der sich unter UV-Licht die Quercetinglycoside (orange)
deutlich von den Kémpferolglycosiden (griin) unterscheiden lassen (ALt und ScamibLe 1980;
Brasseur und AnGenot 1986).

Der Nachweis fiir alle Substanzen wurde im UV-Licht (350 nm), nach Naturstoffbehandlung
und jeweils nach Bedampfen mit Ammoniak untersucht.

Die Flavanole und Procyanidine wurden mit Standards von Catechin, Epicatechin, C1, B2, B5
und E-B5 nachgewiesen. C1 und B2 wurden freundlicherweise von Frau Olschliger und B5
und E-B5 von Prof. Treutter zur Verfiigung gestellt. Anstatt Celluloseplatten wurden
Kieselgelplatten (Merck) mit dem Laufmittel TAA (Toluol : Aceton : Ameisensdure 3 : 6 : 1
v:v:v) verwendet. Zur Identifizierung wurden die DC-Platten dazu mit einer Losung aus 1 g
DMAZA in 50 ml 6N HCI und ad 100 ml Ethanol bespriiht.

Die Platten wurden im UV-Licht (350 nm) und nach DMAZA-Behandlung ausgewertet.

2.12 Bestimmung des Proteingehalts

2.12.1 Extraktion der Proben

30mg TS der mit der Kugelmiihle gemahlenen Proben wurden in Eppendorfcaps (2 ml)
eingewogen, 1 ml 0,1 M Na-Acetatpuffer (pH-Wert 5,0; mit 1 % Polyvinylpolypyrrolidon =
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Phenolfianger) wurde zugegeben. Fiir 10 sec wurde der Inhalt mittels eines Schiittlers (Vortex-
Genie) durchmischt, dann 15 Minuten auf Eis liegend auf einem 2D-Schiittler rotiert und
anschlieBend 10 Minuten bei 30000 g und 4°C zentrifugiert. 650 ul des Uberstandes wurden
in Eppendorfgefde (1,5 ml) abgezogen und fiir die Durchfiihrung der Proteinbestimmung und

die Messung der PR-Proteine herangezogen.

2.12.2 Durchfiihrung des Protein-Assay

Der Proteingehalt wurde auf Mikrotiterplatten nach Braprorp (1976) bestimmt. Dabei wird
die Verschiebung der Extinktion des Farbereagenz Coomassie Brilliant Blue von 495 nm auf
595 nm durch die Bindung an Aminosduren von Proteinen ausgenutzt. Die Extinktion wurde
bei 600 nm im Mikrotiterplatten-Photometer (Titertek Plus NT 212, ICN) gemessen.

Die Proteinrohextrakte wurden im Verhéltnis 1:10 verdiinnt. Es wurden ,,.96 Well Assay
Plates* (Costar) mit einem Volumen von 360 ul pro Vertiefung verwendet. Als Referenz-
substanz diente eine BSA-Losung mit einer Konzentration von 10 pg/ 100 pl. Bei allen
Ansitzen wurden drei Einzelmessungen vorgenommen.

Das Farbereagenz Coomassie Brilliant Blue G250 (BIO-RAD Protein-Assay) ist sehr viskos.
Aus diesem Grund wurde eine Mischung aus dem fiir den Ansatz benétigten Wasser und der
Féarbelosung (175 pl Aquapies. und 50 pl des Farbereagenz pro Einzelmessung) als Stamm-

16sung vorbereitet (Tab. 7).

Tab. 7: Reaktionsansatz fiir die Proteinbestimmung

Probe Referenz Nullwert
(verdiinnter Extrakt) (BSA-Lsg.) (Aquavidgest)
25 ul 25 ul 25 ul
Aquayiees. + Férberecagenz 225 ul 225 ul 225 ul

Mischung auf Schiittler (Abkleben der Platte mit Folie)

Inkubation bei Raumtemperatur fiir 20 min im Dunkeln
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Formel zur Berechnung des Proteingehaltes

M 5y % (E ppe— E gy ) ¥ Verd. * V buger

Proteingehalt =
( E Referenz - E BW) * VPmbe *m Einwaage
mgsa=Masse des BSA im Referenzansatz Epove=FExtinktion der Probe
Egy=Extinktion des Blindwertes Ereperen-=Extinkton der Referenz
Verone=Volumen der Probe im Ansatz Vewger=Volumen des Na-Acetatextraktionspuffers
MEimwage=Masse der Extraktionseinwaage Verd.=Verdiinnung

2.13 Untersuchung von PR-Proteinen

2.13.1 Chitinase-Aktivitat

Die Chitinase-Aktivitit kann durch den hydrolytischen Abbau eines spezifischen
farbstoffmarkierten Substrats, dem Carboxymethyl-Chitin-Remazol-Brilliant-Violett, photo-
metrisch ermittelt werden (Freiscamany 2000; WirRtH und Worr 1990). Nicht umgesetztes
Substrat stort dabei die Messung. Aus diesem Grund muss ein Nullwert mit Aquaies: als
Probe mitgefiihrt und die Extinktion des Blindwertes von der Extinktion der Probe bei 550 nm
substrahiert werden.

Die Proteinrohextrakte wurden 1:10 verdiinnt. Als Reaktionsgefile wurden ebenfalls

Mirkotiterplatten mit 96 Vertiefungen verwendet. Jede Messung wurde 3-fach wiederholt.

Fiir die Bestimmung wurden folgende Losungen bendtigt:

« Na-Acetatpuffer (0,1 M; pH-Wert 5,0)

+ Substrat Carboxymethyl-Chitin-Remazol-Brilliant-Violett (LOEWE Biotech)
- Salzsdure (1M HCI)
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Tab. 8: Reaktionsschema der Chitinasebestimmung

(Abstoppen der Reaktion)

Verdinnter Rohextr akt Nullwert (Aquasides.)
50 ul 50 ul
Na-Acetatpuffer 150 ul 150 ul
Substrat 50 ul 50 pul
Platte mit Klebefolie verschlieBen und Proben auf Schiittler gut mischen
Inkubation 20 min im Trockenschrank bei 37 °C
Salzsdure 50pl 50pl

10 min in Eiswasser abkiihlen — nicht umgesetztes Substrat wird ausgefallt

Eiswasser
Zentrifugation Bei 4 °C und 3000 U/min fiir 10 min
Umpipettieren in neue 175 ul 175ul
Multititerplatte
Messung Mikrotiterplatten-Photometer bei 550 nm

Formel zur Berechnung der Chitinase-Aktivitit aus der gemessenen Extinktion:

(EProbe_EBW)* Verd' * VPu_ﬂ"er

Inkubationszeit ¥V p,,,, %M gy ice

Aktivitiit (Units| g TS )=

Epone=Extinktion der Probe Veugor=Volumen des Na-Acetatextraktionspuffers

Esw=Extinktion des Blindwertes Verove=Volumen der Probe im Ansatz

Verd.=Verdiinnun MEmaage=Masse der Extraktionseinwaage
g

2.13.2 p-1,3-Glucanaseaktivitat

M echanismus

[-1,3-Glucanase setzt das Substrat Laminarin, ein Zellwandglucan aus Braunalgen, um. Die
bei der enzymatischen Hydrolyse freigesetzten Zuckerdquivalente konnen nach der
Derivatisierung mit p-Hydroxybenzoesdurehydrazin (Lever 1972) mittels photometrischer

Messung des entstehenden Osazons bestimmt werden (Freiscamann 2000).



Material und Methoden 39

Bendtigte Materialien und L 6sungen

Als Proben wurden die Proteinrohextrakte in einer Verdiinnung von 1:500 verwendet. Die

Reaktion und die Messung wurde wie bei der Protein- und Chitinase-Aktivitits-Bestimmung

im Mikrotiterplattenmaf3stab durchgefiihrt und jede Probe 3-fach gemessen.

L 6sungen:

Na-Acetatpuffer (0,2 M; pH-Wert 5,0)

Laminarin (4 mg/ml)

Um eine moglichst glucosefreie Laminarinlosung zu erhalten, wurde 1,0 g Laminarin in
50 ml 96 %-igem Ethanol suspendiert und fiir 20 min bei 4 °C mit 25000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert. Die Zugabe von 50 ml Ethanol mit anschlieBender
Zentrifugation wurde insgesamt 3-mal wiederholt. Der Niederschlag wurde in 25 ml des
Na-Acetatpuffers gelost. Fiir den Assay wurde die Stammldsung nochmals 1:10 mit Na-
Acetatpuffer verdiinnt (Pressr 2002).

Salzsaure (0,1 M HCI)

Natronlauge (0,5 M NaOH)

Stammfarbelosung (0,1 g p-Hydroxybenzoesidurehydrazin in 10 ml 0,1 M HCI)
Féarbelosung aus der Stammférbelosung, 0,5 M NaOH und Aquapiess 1m Verhiltnis von
1:4:5

Glucoselosung (5 mM; zur Erzeugung der Eichgeraden)

Tab. 9: Reaktionsschema der $-1,3-Glucanasebestimmung

Probe Nullwert der Probe Laminarin- Glucose-

Nullwert Eichgerade

je 50 ul (Verdiinnungen mit Aquayices: auffiillen)

Na-Acetatpuffer - je 50 ul

Laminarin 50 ul -

Platte mit Klebefolie verschlieBen und auf Schiittler gut mischen

Inkubation 60 min im Tockenschrank bei 37 °C
Férbelosung je 200 ul
Farbentwicklung 5 min im kochenden Wasser
Abkiihlung 5 min bei Raumtemperatur
Messung Mikrotiterplatten-Photometer bei 410 nm

Umrechung Extinktion — Glucosedquivalente — Glucanase-Aktivitdt (nach folgenden Formeln)
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Formel zur Berechnung der Glucoseédquivalente aus der Eichgerade

( ( EProbemit Substrat bZW‘ EProbe ohne Substrat bZW‘ ELaminarin ) - b )

Glucosedquivalente=
m
m=Steigung der Regressionsgeraden E=Extinktion
b=Achsenabschnitt der Regressionsgeraden
Formel zur Berechnung der f-Glucanaseaktivitit
Akthltat ( nkat / g TS ) — ( ( GA Probe mit Substrat GA Probe ohne Substrat_ GA Laminarin ) * Verd. * VPuffer)
(Inkubationszeit ¥V p,,,,% M giyiiace)
GA=Glucosedquivalent Verove=Volumen der Probe im Ansatz
Verd.=Verdiinnung MEmvaage=Masse der Extraktionseinwaage

Veuger=Volumen des Na-Acetatextraktionspuffers

1 Unit entspricht 16,67 nKatal (Katal: freigesetzte GA (mol) pro Sekunde).
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung und Identifizierung eines Phytophthora cactorum-Stammes

Abb. 6: Phytophthora cactorum-Befall
an “Topaz’

In 3-5-jdhrigen Anlagen der im 6kologischen Anbau wich-
tigen Sorte "Topaz' wurden im Herbst 2001 in Siidirol
Infektionen mit Phytophthora cactorum festgestellt. Bei
bis zu 7% der Bidume war die Infektion so weit fortge-
schritten, dass der Baum knapp oberhalb der Veredlungs-
stelle vom Pathogen im Rindenbereich ganz umgiirtet
wurde. Die Rindenbereiche waren bereits abgestorben

(Abb. 6) (LarDscHNEDER et al. 2002; Mornau et al. 2002).

Aus den befallenen Partien wurde wie in Kapitel 2.4 be-
schrieben aus kleinen Rindenpartien mittels selektivem
Agar der Phytophthora-Stamm Iso 2 isoliert. Wuchseigen-
schaften und Sporangiengréf3e wiesen auf Phytophthora

cactorum hin.

Gewissheit verschaffte die molekular-
biologische  Untersuchung mittels
PCR mit Phytophtora cactorum-spe-
zifizschen Primern, die von Dr.

Fleischmann durchgefiihrt wurde.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 : :

In Abb. 7 ist das Ergebnis der Poly-
1/9/ 17 100 bp-Leiter (dickere Banden bei 500 und 1000 bp) .
2/ 10 Phytophthora cactorum -Standard merasc Kettenreaktlon (PCR) abge
3/11 Phytophthora citricola-Standard .
4/12 Wasserkontrolle bildet.
5/13 Stamm Iso 1
6/14 Stamm Iso 2 Die Banden der Slots 5, 6, 13 und 14
7115 Stamm Pt8
8/16 Stamm BBA 64197 stellen Amplifikate der im Rahmen
2-8 Primer spezifisch fiir Phytophthora cactorum dieser Arbeit isolierten Phytophthora-
10-16 Primer spezifisch fur Phytophthora citricola

Abb. 7: Ergebnis einer PCR zum Nachweis von Phytophthora
cactorum und Phytophthora citricola (von Dr. F. Fleischmann

zur Verfiigung gestellt)

Stamme aus den deutlich befallenen
Bédumen des Genotyps "Topaz' dar

(Abb. 6). In den Slots 2 bis 8 ist das

Ergebnis der PCR mit Phytophthora cactorum-spezifischen Primern dargestellt, in den Slots
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10 bis 16 das Ergebis der PCR mit Phytophthora citricola-spezifischen Primern. Durch diese
Untersuchung konnte neben der Identifzierung der Stamme Iso 1 und 2 als Phytophthora
cactorum auch der Stamm Pt8 eindeutig als Phytophthora citricola identifiziert werden (Slots

7 und 15).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch mit in Slot 8 (Abb. 7) ebenfalls eindeutig als
Phytophthora cactorum identifizierten Stamm BBA 64197 gearbeitet.

3.2 Phenolische Inhaltsstoffe der Apfelrinde

Phenolische Inhaltsstoffe spielen in der Wirt-Parasit-Interaktion eine wichtige Rolle. Thnen
wird unter anderem eine Bedeutung in der Abwehr einer Pathogeninfektion zugeschrieben
(Kap. 1.4.3.1). Deshalb wurden die phenolischen Inhaltsstoffe der Apfelrinde genau

untersucht.

3.2.1 ldentifizierung phenolischer Inhaltsstoffe

Die Identifizierung der phenolischen Inhaltsstoffe erfolgte mit HPLC, Diinnschichtchro-
matographie und UV-Spektroskopie.

In den Tabellen 10 und 11 sind die identifizierten Substanzen mit ihren chromatographischen
Parametern aufgelistet und in den Abbildungen 8 bis 11 die UV-Spektren mit HPLC-
Chromatogrammen dargestellt. Die unterschiedlichen Substanzklassen werden im Folgenden

einzeln angesprochen.
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Tab. 10: Einteilung in Substanzklassen mit charakteristischen Absorptionsmaxima mit

Retentionszeiten

= o
2 — £
i5 £ 2
Q " 8
0 4 2 _ g
T {(3 < 2 = =
£ o 2 >4 € BN
0 n = Sy
Es 3 o 9 Q Q o
g2 ~ T c [ es
N < N E 9 S Q
c - [ S = ie) = ;
© ®© Qo = =
- [ i} e = c o <
28 £ 8 = 3 2 @
S5 2 © = T o 5} ]
n< z ) S < [14 & E
1 Cumarséurederivat 314 21,4 63
2 unbekannt 245/275 22,8 -
3| p-Cumaroyl-glucose Cumarséaurederivat 314 27,6 71
4 Cumarséaurederivat 314 30,9 35
5|Chlorogensaure Kaffeesaurederivat 300 (sh) /1324 37,8 69
6 Cumarséaurederivat 311 40,2 74
7 unbekannt 283 53,5 -
8|Eriodictyol 7-glucosid  |Flavanon 282/324 (sh) 67,5 57
9 unbekannt 273 89,4 -
10|Naringenin 7-glucosid |Flavanon 282/324 (sh) 90,9 74
11 unbekannt 282 96,5 61
12|Phloridzin Dihydrochalkon 282 100,2 72
13 Flavonol 257/352 129,8 49
14 Flavonol 267/352 132,5 52
15|Avicularin Flavonol 257/354 136,2 63
16| Quercitrin Flavonol 257/348 140,2 77
17|Phloretin Dihydrochalkon 282 151,12 97
18 acyliertes Flavonoid 283/322 (sh) 166,1 -
19 acyliertes Flavonoid 286/314 (sh) 166,8 E
20 acyliertes Flavonoid 285/311 (sh) 169,8 E
21 acyliertes Flavonoid 289/312 (sh) 171,1 E
22 acyliertes Flavonoid 286/318 (sh) 171,4 E
23 unbekannt 281 171,6 -
24 acyliertes Flavonoid 286/318 (sh) 172,4 -
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Abb. 8: Chromatogramm von "Golden Delicious’” mit UV-Spektren (Teil 1)
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Abb. 10: Chromatogramm von “Topaz" bei 280 nm, Substanzen nach Tab. 10 bezeichnet
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Abb. 11: Chromatogramm von ‘Topaz' bei 640 nm nach Nachsdulenderivatisierung mit DMAZA; mit *

bezeichneten Substanzen nicht identifizierte Proanthocyanidine
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Tab. 11: Liste der identifizierten Flavanole und Proanthocyanidine

= =
£ =
2 s | .35
8 IS RE=
X~ 7] 3o
N . 5 LT &
© 7 2 = 520
£ 2 E o) 2 aq
[} > = 7} o O
z ) 2 4 x ¥
Catechin Flavan 3-ol 2,3 trans-Flavan 3-ol 23,8 68
B2 Proanthocyanidin Epicatechin-(4R-8)-Epicatechin 33,9 50
Epicatechin Flavan 3-ol 2,3 cis-Flavan 3-ol 40,1 a7
C1 Proanthocyanidin Epicatechin-(4R3-8)-Epicatechin-(4R-8)-Epicatechin 46,3 38
B5 Proanthocyanidin Epicatechin-(4R3-6)-Epicatechin 100,1 59
E-B5 Proanthocyanidin Epicatechin-(4R3-6)-Epicatechin-(4R-6)-Epicatechin 118,4 45

Hydroxyzimtsaurederivate

p-Cumaroyl-Glucose (Tab. 10, Abb. 8 (3)) konnte identifiziert werden und wurde mit den
Peaks 1, 4 und 6 wegen der Spektrenverwandtschaft und identischem Férbeverhalten auf DC
zur Gruppe der p-Cumarsdurederivate zusammengefasst.

Bei den Kaffeesdurederivaten konnte Peak 5 (Tab. 10, Abb. 8) als Chlorgensdure identifiziert

werden.

Dihydrochalkone
Zu den Dihydrochalkonen wurde das Phloridzin (Peak 12; Tab. 10, Abb. 8) und das Phloretin
(Peak 17; Tab. 10, Abb. 9) gezdhlt. Andere Dihydrochalkone wurden nicht identifiziert.

Flavanone
Die beiden Flavanonglucoside Eriodictyol 7-glucosid (Peak 8; Tab. 10, Abb. 8) und Narin-
genin 7-glucosid (Peak 10; Tab. 10, Abb. 8) stellten die Vertreter der Klasse der Flavanone.

Flavonole
Zur Klasse der Flavonole wurden die Peaks 13 bis 16 (Tab. 10, Abb. 9) gezéhlt. Dabei konnte
der Peak 15 (Tab. 10, Abb. 9) als Avicularin und Peak 16 (Tab. 10, Abb. 9) als Quercitrin

identifziert werden.
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Acylierte Flavonoide

Die Substanzen 18, 19, 20, 21, 22 und 24 wurden aufgrund der Ahnlichkeit ihrer Spektren mit
den kiirzlich von RommeLT (2002) identifizierten Substanzen 4-O-cis-p-Cumaroyl-Phloridzin
und 4-O-trans-p-Cumaroyl-Phloridzin als acylierte Flavonoide bezeichnet. Die Entsprech-
ungen in den Maxima der Absorptionsspektren und die dhnlichen Retentionszeiten (Tab. 10;
Abb. 9) legen den Bezug nahe. Zusiétzlich konnten diese Substanzen, wie die acylierten
Substanzen von RommeLT (2002), auf der Diinnschichtplatte nicht sichtbar gemacht werden.
Co-Chromatographien ergaben, dass keine der hier gefundenen Substanzen der von RoMMELT

(2002) beschriebenen entspricht.

Flavan 3-ole und Proanthocyanidine

Uber die Retentionszeiten und Rf-Werte auf DC wurden die monomeren Flavan 3-ole
Catechin und Epicatechin und die Procyanidine B2, C1, E5 und E-B5 zugeordnet (Tab. 11;
Abb. 11). Zusidtzlich wurden 5 Substanzen detektiert, die in Abbildung 11 mit einem Stern

gekennzeichnet sind und mit den Procyanidinen die Gruppe der Proanthocyanidine bildeten.

Nach Infektion stimulierte Substanzen 2,7 und 11

Die nach Infektion stimulierte Substanz 2 liel sich nur iiber ihr Spektrum mit den Maxima
245 nm und 275 nm charakterisieren. Die beiden Substanzen 7 und 11 besaflen beide ein
Spektrum mit einem Maximum von 283 bzw. 282 nm (Tab. 10, Abb. 8). Das Spektrum der
Substanz 11 gleicht dem Spektrum von Phloridzin (Tab. 10, Abb. 8). Die Spektren der beiden
Substanzen 2 und 7 besaBen keine Ahnlichkeit mit anderen Spektren in der Probe. Auf DC

lieBen sich die drei Substanzen nicht sichtbar machen.

3.2.2 Diskussion der Substanzidentifizierung

Zur Einordnung der nachgewiesenen Substanzen in den Phenylpropanoidstoffwechsel ist in
Abb. 12 eine Zusammenstellung der in der Rinde vorhandenen phenolischen Inhaltsstoffe
dargestellt. Die Stoffwechselwege auf der linken Seite der Abbildung gehen auf Reaktionen
im Blatt von Malus domestica zuriick.

Die konstitutiv vorhandenen Vertreter der Hydroxyzimtsiduren, Dihydrochalkone, Flavanone,
Flavonole und Flavanole lassen darauf schlieBen, dass sich die Enzymausstattung in der Rinde

moglicherweise nur geringfligig von der im Apfelbaltt vorhandenen unterscheidet. Dies
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unterstiitzt die Arbeit von WiLLiams (1960), wonach die Biosynthese phenolischer Inhaltsstoffe
in der Rinde qualitativ der Biosynthese im Blatt gleicht.

Lockarp et al. (1982) wiesen in der Rinde nach saurer Hydrolyse des Gesamtextraktes die
unterschiedlichen Hydroxyzimtsduren Ferulasdure, Protocatechusdure, Kaffeesdure, p-
Cumarsédure und p-Hydroxybenzoesdure nach, die Nacuir und Feucar (1976) auch in jungen
Apfeltriebspitzen nach saurer Hydrolyse nachweisen konnten. Neben der Hydroxyzimtsédure
Chlorogensdure war im Rahmen dieser Arbeit nur der Bestandteil p-Cumaroylglucose
eindeutig zu identifizieren.

Co-Chromatographien mit Ferulasdure, Protocatechusdure, Kaffeesdure und p-Cumarsiure
lieBen einen Nachweis dieser freien Sduren im nativen Extrakt nicht zu. Dies bestdtigt die
Aussagen von Herrmann (1989), nachdem die meisten Hydroxyzimtsduren in der Pflanze

nicht in freier Form vorliegen, sondern als einfache Chinaséure- oder Glucoseester.

Pheny lalanin = Zimts&ure - In der Rinde von Malus x dom.
PAL ' nachgewiesen:
\/
L HE
Malony |- CoA p-Cumarsaure ------ SRR . Dihy dro-p-Cumarséaure
\ ~ p-Cumaroy Iglucose
Kaffeesaure HYDROXYZIMT- p-Cumarsaurederiv ate
V SAUREN Kaff eesaurederiv ate
CHS Chlorogensaure
‘ Ferulaséure
| \/
i \J
V Phloretin o
- . ] Phloridzin
CHALKONE Naringenin- DIHYDROCHALKONE Phioretin
| 3-Hydroxyphloretin
CHI \r,
\ . . .
Naringenin = Eriodictyol FLAVANONE Naringenin 7-glucosid
FHT } FHT } Eriodicty ol 7-glucosid
7 1V
DIHYDRO v Y
- Dihydro- - Dihydro-
FLAVONOLE kaempferol quer‘cetin
|
T T
DFR FLS \‘/ Quercitrin
. ELAVONOLE Avicularin
\ Quercetin weitere Quercetingly coside
L'
v
Flava\n\-3,4-diol = Catechin Catechin
FLAVANOLE Epicatechin
ANS Procyanidine =<<— Epicatechin B2, C1, BS, E-BS
T AR
ANTHOCYANIDINE Cyanidin

PAL: Pheny lalaninammoniumly ase
CHI: Chalkonisomerase

DFR: Dihydroflavanol 4-Reduktase
ANR: Anthocy andinreduktase

CHS: Chalkonsy nthase
FHT: Flavanon 3-Hy droxy lase

777777777 = ungesicherter Biosyntheseschritt

ANS: Anthocy anidinsy nthase
FLS: Flavonolsy nthase

== nachg

ner Biosy ntheseschritt

Abb. 12: Schema der Flavonoidbiosynthese bei Malus domestica bezogen auf die Rinde; modifiziert
TreuTTER (2001) und XiE et al. (2004)

nach
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Phloridzin und sein Aglykon Phloretin wurden im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen, was
die Ergebnisse von Art und Scammie (1980), Lockarp und Scunemer (1981a,b), MARTIN UND
WiLiams (1967), Priestiy (1960), Sarapuu (1964) und Winiams (1960; 1982) qualitativ
bestatigt.

Naringenin 7-glucosid und Eriodictyol 7-glucosid konnten im Rahmen dieser Arbeit erstmals
als Inhaltsstoffe der Rinde von Apfel beschrieben werden. Das Eriodictyol 7-glucosid wurde
kiirzlich von RommELT et al. (2003) als induzierter Bestandteil des Apfelblattes nach Prohexa-
dion-Ca-Behandlung erstmalig fiir Apfel beschrieben. Interessant ist, dass Eriodictyol 7-
glucosid nur nach Behandlung mit dem FHT-Inhibitor Prohexadion-Ca im Blatt nachweisbar
ist (RommELT et al. 2003), in der Rinde jedoch als konstitutiver Inhaltsstoff vorliegt. Auch das
Naringenin 7-glucosid ist in der Rinde als konstitutiver Inhaltsstoff nachweisbar.

Die nach Art und Scamre (1980) und WiLniams (1960; 1982) in der Apfelrinde vorhandenen
Kiampferolglycoside konnten nicht nachgewiesen werden. Auch nach saurer Hydrolyse waren
die Ergebnisse von ALt und ScamipLe (1980) nicht zu bestétigen. Das von WiLLiams (1982) als
Inhaltsstoff der Rinde von Apfel postulierte Isorhamnetin und seine Glycoside wurde eben-
falls nicht nachgewiesen.

Geht man bei Betrachtung des Phenylpropanoidstoffwechsels davon aus, dass bei einer
vorhandenen FHT-Aktivitit Naringenin in das Dihydrokdmpferol umgesetzt wird, so liegt der
Schluss nahe, dass sich auch Kémpferol bei vorhandener FLS-Aktivitit bilden konnte.
Interessanterweise konnte aber kein Kdmpferol nachgewiesen werden, was wiederum den von
Treutter (2001; Abb. 12) fiir das Blatt postulierten Stoffwechsel ohne Kdmpferol bestitigt.
Art und ScummLE (1980) und WiLLiams (1960; 1982) konnten in ihren Arbeiten verschiedene
Quercetinglycoside in der Rinde nachweisen. Nach Wiriams sollen sich in der Rinde
Avicularin, Quercitrin, Isoquercitrin, Hyperin und Rutin bilden. Der Nachweis von Avicularin
und Quercitrin wurde auch im Rahmen dieser Arbeit erbracht. Dennoch konnten die anderen
Quercetinglycoside nicht eindeutig zugeordnet werden. In Anlehnung an Art und ScHmIDLE
(1980) wurden die Substanzen anhand ihrer Spektren und ihrem Farbeverhalten auf DC den
Quercetinglycosiden zugeordnet. Die Abgrenzung gegeniiber den Kdmpferolglycosiden wurde
anhand der Farbung auf DC erbracht, bei der Quercetinglycoside nach Naturstoftbehandlung
unter UV leuchtend gelb bis orange erscheinen, Kdmpferolglycoside aber griin (Art und
Scummre 1980; Brasseur und Angenot 1986). Auch nach saurer Hydrolyse konnte kein

Kéampferol nachgewiesen werden.
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Die als acylierte Flavonoide eingestuften Substanzen wurden ausschlieflich anhand ihrer
Spektrenverwandschaft und ihrem dhnlichen chromatographischen Verhalten wie die kiirzlich
von RommELT (2002) im Apfelbaltt identifizierten Substanzen 4-O-cis-p-Cumaroyl-Phloridzin
und 4-O-trans-p-Cumaroyl-Phloridzin zugeordnet. Beim Vergleich der Retentionszeiten
ergaben sich geringe Verschiebungen, was moglicherweise auf unterschiedliche
Hydroxylierungsmuster hindeutet.

Flavanole wurden in der Apfelrinde bisher nicht untersucht. Die identifizierten
Substanzen Catechin, Epicatechin und die Procyanidine B2, BS, E-B5 und C1 wurden aber im
Rahmen von Arbeiten am Apfelblatt und als Inhaltsstoffe der Frucht schon nachgewiesen

(Mavr et al. 1996).

3.2.3 Gehalte an Phenylpropanoiden

Die folgenden Ergebnisse sind an den unterschiedlichen Genotypen mit jeweils drei Wieder-
holungen an unterschiedlichen Bdumen eines Klons erhoben worden. Untersucht wurden die
Gehalte an Phenylpropanoiden in der Phloemkambialschicht im unverwundeten Gewebe und
4 Wochen nach Verwundung. Die Untersuchungen wurden an Bdumen, die sich in der
Winterruhe befanden, vorgenommen. Die Probennahmen erfolgten jeweils im Januar und
Februar. In den Abbildungen ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung
dargestellt.

3.23.1 Vergleich der Genotypen anhand des Phenylpropanoidgehalts

In der unverwundeten Phloemkambialschicht wurden deutliche Unterschiede zwischen den

einzelnen Genotypen nachgewiesen (Abb. 13).

Die Phloemkambialschicht der untersuchten Genotypen enthielt zwischen 75 mg/g TS (M9)
und 117 mg/g TS (GD) Phenylpropanoide, die mit Abstand geringsten Gehalte hatten die Ge-
notypen M9 und "Topaz® (Abb. 13, Gesamtsumme). Den Hauptanteil machte das Phloridzin
mit einem Gehalt von 50 mg/g TS (M9) bis 80 mg/g TS (GD) (Abb. 13, Phloridzin) aus. M9

zeigte einen deutlich geringeren Gehalt an Phloridzin als die anderen Genotypen.

"Topaz® enthielt mit 9 mg Flavonolen/g TS und einem Gehalt von 16 mg/g TS Gesamt-

flavonoiden ohne Phloridzin deutlich weniger als die anderen Genotypen (Abb. 13, Flavonole,
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Summe ohne Phloridzin). Dennoch besall “Topaz™ mit 70 mg/g TS einen nur minimal gering-

eren Phloridzingehalt wie "Golden Delicious’, 'Rewena’ und MM106.

In den Gehalten an Flavanonen unterschied sich ‘Topaz’ nicht von ‘Golden Delicious’,
MM106 und M9 (Abb. 13, Flavanone). 'Rewena’ besal} einen erheblich hoheren Gehalt an
Naringenin 7-glucosid. Damit enthielt die Phloemkambialschicht von ‘Rewena’ mit einem
Gehalt von 5,6 mg Flavanonen/g TS mehr als die doppelte Menge im Vergleich zu den
anderen Genotypen (Abb. 13, Flavanone).

Die Sorte mit den hochsten Gehalten an acylierten Flavonoiden waren “Golden Delicious™ und
MM106 mit 5 mg/g TS, gefolgt von 'Rewena’ und "Topaz' (3 mg/g TS). M9 zeigte mit
0,6 mg/g TS den geringsten Anteil dieser Substanzklasse (Abb. 13, acylierte Flavonoide).

MM106 besall mit iiber 3,0 mg/g TS an Catechin und Epicatechin den dreifachen Gehalt im
Vergleich zu den anderen Genotypen. Dabei halten sich bei den anderen Genotypen die
monomeren Flavan 3-ole mit den Proanthocyanidinen die Waage, bei MM 106 war ein Gehalt
von 1,5 mg/g TS an monomeren Flavan 3-olen und 2,5 mg/g TS Proanthocyanidinen nach-

weisbar (Abb. 13, Catechin und Epicatechin, Proanthocyanidine).



Ergebnisse

53

1201 +

100
80 -
60

mg/g TS

40
20 A

Gesamtsumme

_I_

GD RE

45 -

35
30 ~

o 20 A
15 -
10 A

+

TO MM106 M9

40 + Summe ohne Phloridzin

0 ‘

GD RE TO MM106

6,O 7 +
5,0 1
® 40

(=2}
=30 -

2,0 1

M9

Flavanone

n

1,0 | ’—x—‘
0,0 ‘
GD RE TO

3,0

MM106

M9

2,51 cCatechin und Epicatechin

TS
)
(=}

mg/

]

*H m m
0,0 \ ‘ ‘
GD RE TO

MM106

M9

120 ~
100 ~

mg/g TS

Phloridzin

GD RE TO MM106

Flavonole

M9

6,0
5,0 -
4,0

S 3,0 -
2,0
1,0
0,0

mg/g TS

GD RE MM106

acylierte Flavonoide

. 1

[]HH

M9

.

3,0 ¢
2,5 4
2,0 1
15+

mg/g TS

1,0 4
0,5 -

GD RE TO MM106

Proanthocyanidine +

Il B m

M9

-

0,0

GD RE TO MM106 M9

Abb. 13: Gehalt an verschiedenen Phenylpropanoidklassen in der unverwundeten Phloemkambialschicht von
'Golden Delicious’ (GD), ‘Rewena’ (RE), "Topaz’ (TO), MM 106 und M9
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3.2.3.2 Wirkungvon Verwundung auf den Gehalt an Phenylpropanoiden

Um den Effekt von Verwundung ohne andere Einflussfaktoren zu untersuchen und damit die
Unterschiede zwischen der Wundreaktion und der Abwehrreaktion gegen das Pathogen (sieche
Kap. 3.3) zu eruieren, wurden bei allen Versuchen reine Kontrollverwundungen mit der Kork-
bohrermethode vorgenommen. Die Verdnderungen des Phenylpropanoidgehalts um die Wun-
den wurden anhand der zwei Analyseresultate von Reaktionszone (R) und Umgebungszone
(U) dargestellt (Abb. 4). Die Aufteilung der untersuchten Zonen und Schichten ist identisch

mit den Untersuchungen nach Infektion, die im weiteren Verlauf dargestellt werden.

32321 MM106 und Topaz'

140 A 120 -
120 1 MM106 100 “Topaz’
100 - 80
© 80 2 ou
2 2 60
2 60 - ER 2 ER
40
40 1
0 0 Flen
1 2 3 1 2 3
40 4,0 1
351 MM106 351 “Topaz’
3,0 1 3,0 1
" 2,5 1 " 2,51
201 Bul 520 oy
2 ER E ER
1,5 154
1,0 1,0 1
0’5 | ’—l 0’5 |
0,0 T T T T 0,0 T
4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9
1 Gesamtsumme 4 acylierte Flavonoide
2 Phloridzin 5 Flavanone
3 Flavonole 6 p-Cumarsdurederivate
7 Kaffeesdurederivate
8 Catechin und Epicatechin
9 Proanthocyandine

Abb. 14: Gehalte an Phenylpropanoiden in der Phloemkambialschicht 4 Wochen nach Verwundung bei den
Genotypen MM106 und "Topaz'; U= Umgebungszone, R= Reaktionszone
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MM 106

In der Umgebungszone waren hohere Gehalte an Phloridzin, Flavonolen, acylierten
Flavonoiden und Flavanonen als in der Reaktionszone nachweisbar (Abb. 14; 2,3,4,5). Der
Gehalt an p-Cumarsédurederivaten (6) und Proanthocyanidinen (9) unterschied sich zwischen
den Zonen kaum. Derivate der Kaffeesdure (7) akkumulierten nach Verwundung in der
Reaktionszone. Das Verhéltnis der monomeren Flavanole, Catechin und Epicatechin, zu den
Proanthocyanidinen lag bei etwa 2 zu 1, im Gegensatz zu "Topaz’, wo das Verhéltnis etwa 1
zu | war.

Der Anteil der Flavonole an der Gesamtsumme an Phenylpropanoiden lag bei 18 — 20 %
(Tab.12). Die monomeren Flavanole stellten 2,3 % der Gesamtsumme in der Reaktionszone
und 1,7% in der Umgebungszone. Phloridzin machte etwa 68 % der untersuchten

Phenylpropanoide aus (Tab.12).

Tab. 12: Prozentualer Gehalt der Phenylpropanoidklassen bezogen auf die
Gesamtsumme; Genotypen MM 106 und "Topaz’

MM106 "Topaz’

U R U R
Phloridzin 67,8 69,2 80,2 80,2
Flavonole 20,3 18,1 9,7 8,7
acyl. Flavonoide 31 3,0 4,3 3,8
Flavanone 29 2,3 2,4 2,4
p-Cumarséaurederivate 1,9 2,1 0,0 0,1
Kaffeesdurederivate 0,4 1,2 0,3 11
Catechin + Epicatechin 1,7 2,3 0,5 11
Proanthocyanidine 0,8 0,8 0,5 0,6

Topaz

Bei "Topaz" kam es zu einem deutlichen Abnahme von Phloridzin, acylierten Flavonoiden
und Flavanonen in der Reaktionszone nach Verwundung (Abb. 14; 2,4,5). Den Abnahmen in
der Reaktionszone standen hohere Gehalte an Kaffeesdurederivaten (7) und monomeren

Flavan 3-olen (8) in der Reaktionszone gegeniiber (Abb. 14).

Phloridzin stellte mit 80 % der Gesamtsumme den Hauptanteil an Phenylpropanoiden in der
Rinde (Tab. 12). Nur unter 10 % der Gesamtphenylpropanoide waren Flavonole. Ebenso war

der Anteil an Catechin und Epicatechin mit 1,1 % im Vergleich niedrig (Tab. 12).

Besonders fielen die in der Reaktionszone im Vergleich zur Umgebungszone prozentual

hohen Gehalte an Kaffeesdurederivaten und monomeren Flavan 3-olen auf (Tab. 12).
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3.2.3.2.2 "Rewena’, Golden Ddlicious und M9 unter dem Einfluss

unterschiedlicher Stickstoffdiingung

Im Gegensatz zu den Genotypen MM106 und "Topaz® wurde bei den Genotypen ‘Rewena’,
"Golden Delicious’ und M9 die Wundreaktion bei unterschiedlich mit Stickstoff versorgten
Béaumen untersucht. Es galt die Frage des Stickstoffeinflusses auf die Wundreaktion zu klaren.

Die genaue Stickstoffversorgung und die Entwicklung der Pflanzen ist in Kapitel 2.7 erklart.

Generell zeigten sich bei den Genotypen ‘Rewena’, 'Golden Delicious’ und M9 hdhere
Gehalte an Phenylpropanoiden in der Umgebungszone als in der Reaktionszone (Abb. 15
und 16). Nur bei den Kaffeesdurederivaten konnte diese Beobachtung nicht bestétigt werden
(Abb. 16). Fiir diese Substanzklasse wurde ein hoherer Gehalt in der Reaktionszone bei
'Rewena’, "Golden Delicious’ und bei M9 in N3 nachgewiesen (Abb. 16). In der Stickstoff-
stufe N1 des Genotyps M9 war dieser Effekt nicht nachweisbar.

Vergleich der Stickstoffstufen

Bei 'Rewena’ wurden in N3 weniger acylierte Flavonoide und ein geringerer Gehalt an
Kaffeesdurederivaten als in N1 gebildet (Abb. 15 und 16).

Bei 'Golden Delicious’ konnte fiir N3 in der Reaktionszone ein geringerer Gehalt, in der
Umgebungszone ein tendenziell geringerer Gehalt an Phenylpropanoiden nachgewiesen
werden (Abb. 15; Gesamtsumme). Dass dieser Effekt vor allem auf den geringeren Gehalt an
Phloridzin und an Flavonolen zurlickzufiihren war, wird aus Abb. 15 (Phloridzin und
Flavonole) deutlich. Der Gehalt an p-Cumarsdurederivaten war bei "Golden Delicious’
ebenfalls wie beim Genotyp M9 in N1 hoéher als in N3 (Abb. 16). Bei M9 zeigte vor allem die
Gesamtsumme ohne Phloridzin einen héheren Gehalt in N1 als in N3, der unter anderem auch
auf den hoheren Gehalt an Flavonolen in N1 zuriickzufiihren war (Abb. 15 — Summe ohne
Phloridzin; Flavonole). AuBerdem konnte in der Umgebungszone von M9 in NI ein im
Vergleich zu N3 erhohter Gehalt an acylierten Flavonoiden gezeigt werden (Abb. 15).

Zwei Stickstoffeinfliisse wurden speziell herausgefiltert: Zum einen sank der Flavonolgehalt
in der Stickstoffstufe N3 bei den Genotypen "Golden Delicious’ und M9 im Vergleich zur
Stickstoffstufe N1 (Abb. 15). Zum zweiten konnte bei den Kaffeesdurederivaten fiir die Sorten
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Abb. 15: Gehalte an Phenylpropanoiden in der Phloemkambialschicht nach Verwundung, Genotypen ‘Rewena’,
*Golden Delicious’ und M9 bei unterschiedlicher N-Diingung; N1: moderate Stickstoffversorgung, N3: hohe
Stickstoffversorgung; U = Umgebungszone, R = Reaktionszone; Teil 1
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Abb. 16: Gehalte an Phenylpropanoiden in der Phloemkambialschicht nach Verwundung, Genotypen ‘Rewena’,
‘Golden Delicious’ und M9 bei unterschiedlicher N-Diingung; N1: moderate Stickstoffversorgung, N3: hohe
Stickstoffversorgung; U = Umgebungszone, R = Reaktionszone; Teil 2

‘Rewena’, "Golden Delicious’ und die Unterlage M9 jeweils in der Stickstoffstufe N3 eine

deutliche Anreicherung in der Reaktionszone im Vergleich zur Umgebungszone gezeigt
werden (Abb. 16).

Unter schiede zwischen den Genotypen "Rewena’, "Golden Dédlicious und M9

Deutliche Unterschiede zeigten sich im Gehalt von p-Cumarsdurederivaten (Abb. 16). In M9
wurde im Vergleich zu den anderen beiden Genotypen ein deutlich hoherer Gehalt
nachgewiesen. Gleichzeitig war bei M9 der geringste Gehalt an Kaffeesdurederivaten
aufzeigbar (Abb. 16). M9 hatte einen tendenziell erhohten Gehalt an Catechin und
Epicatechin (Abb. 15)

Fiir 'Rewena’ wurde ein doppelt so hoher Gehalt an Flavanonen nachgewiesen wie fiir die
beiden anderen Genotypen (Abb. 15; Flavanone). 'Rewena’ beinhaltete nach Verwundung die
doppelte Menge an acylierten Flavonoiden im Vergleich zu M9, "Golden Delicous’ zeigte im
Vergleich zu M9 sogar einen ungefdhr 3-fachen Gehalt an acylierten Flavonoiden (Abb. 15;
acylierte Flavonoide).

Auffillig bei den Flavonolen war, dass besonders die Genotypen “Golden Delicious’ und M9
im Gegensatz zu ‘Rewena’ hohere Gehalte in der Stickstoffstufe N1 aufwiesen. ‘Rewena’

zeigte hier keine Unterschiede in den Stickstoffstufen (Abb. 15).
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Vergleich der prozentualen Anteile der unterschiedlichen Phenylpropanoidklassen am

Gesamtphenylpropanoidgehalt

Tab. 13: Prozentualer Anteil verschiedener Phenylpropanoidklassen bezogen auf die Gesamtsumme der
Genotypen ‘Rewena’, "Golden Delicious’ und M9 in unterschiedlichen N-Stufen nach Verwundung

RE - N1 RE - N3 GD-N1 GD-N3 | M9-N1 M9 - N3
% der Gesamtsumme U R U R U R U R U R U R
Phloridzin 65,2 65,0 67,0 65,6 64,8 65,6 66,8 64,5 61,7 63,1 69,0 68,7
Flavonole 16,1 16,1| 16,9 16,4/ 18,5 17,8 16,1 14,9 22,1 20,8| 17,5 15,4
acyl. Flavonoide 75 70 621 6,3 87 83 91 101 33 31 23 30
Flavanone 68 68 66 73 19 18 22 23 36 35 31 32
p-Cumarsaurederivate 09 08 06 08 18 16/ 15 1,4 39 39 26 3,0
Kaffesaurederivate 10 15 03 1,0 05 0,9 07 22 04 05 03 0,8
Catechin + Epicatechin| 0,5 0,6 05 0,7/ 06 0,7/ 06 11 09 10 11 1.2
Proanthocyanidine 14 15 13 14 18 1,71 15 1,77 19 18 18 20

Beim Vergleich der prozentualen Anteile (Tab. 13) wurde deutlich, dass sich der
Phloridzinanteil an der Gesamtsumme bei ‘Rewena’ und "Golden Delicious’ zwischen den
Stickstoffstufen N1 und N3 und der Reaktions- und Umgebungszone kaum unterschied. Von
besonderem Interesse war der Effekt bei M9: In N1 zeigte sich ein deutlich geringerer Anteil
an Phloridzin als in N3. Der prozentuale Anteil von Phloridzin an der Gesamtsumme nahm in
der Umgebungszone um 7,3 %, in der Reaktionszone um 5,6 % zu (Tab. 13). Der
gegenldufige Effekt konnte bei M9 fiir die Flavonole gezeigt werden. Hier kam es in N3 zu
einer Anteilsverringerung von 4,6 % in der Umgebungszone und 5,4 % in der Reaktionszone
(Tab. 13).

Beim Genotyp 'Rewena’ verschob sich der Anteil an Flavonolen nach Verwundung durch die
unterschiedlichen Stickstoffstufen nicht (Tab. 13).

In der Umgebungszone war im Vergleich zur Reaktionszone bei "Golden Delicious™ und M9
ein erhohter Gehalt an Flavonolen am Gesamtgehalt nachweisbar (Tab. 13). Gleichzeitig
wurde nach erhohter Stickstoffdiingung (N3) ein geringerer Anteil an Flavonolen festgestellt
(Tab. 13). Beziiglich des Flavonolanteils der Genotypen 'Golden Delicious’ und M9 bewirkte
die Stickstoffdliingung eine grolere prozentuale Zunahme als die Verdnderung von der
Umgebungszone zur Reaktionszone.

Der prozentuale Anteil an acylierten Flavonoiden blieb bei M9 zwischen den Stickstoffstufen
nahezu gleich, verringerte sich bei 'Rewena’ von N1 zu N3 und stieg bei "Golden Delicious’
von N1 zu N3. Interessant ist, dass in M9 mit 3 % acylierten Flavonoiden der geringste Anteil

an der Gesamtsumme, in 'Rewena’ mit Werten um die 6 % ein doppelt so hoher Anteil und in



Ergebnisse 60

"Golden Delicious’ sogar Werte bis zu 10 % acylierte Flavonoide an der Gesamtsumme
nachweisbar waren (Tab. 13).

M9 hatte einen Anteil von bis zu 4 % p-Cumarsdurederivate (Tab. 13). "Golden Delicious’
zeigte einen Hochstanteil von 1,8 %, wohingegen ‘Rewena’ mit Gehalten um 0,8 % den
geringsten Anteil besall. Bei "Golden Delicious’ und M9 war durch Erh6hung der Stickstoff-
gabe (N3) eine Verringerung des Anteils nachweisbar (Tab. 13).

Akkumulationsfahigkeit

Zum Vergleich der Reaktionszone mit der Umgebungszone wurden die Gehalte der
unterschiedlichen Substanzklassen in der Reaktionszone auf den Gehalt in der
Umgebungszone bezogen und die prozentuale Verdnderung in Tab. 14 dargestellt. Dies ist

ein MaB fiir die Akkumulationsfahigkeit in der Reaktionszone.

Tab. 14: Prozentualer Phenylpropanoidgehalt in der Reaktionszone nach Verwundung bezogen auf die
jeweiligen Werte der Umgebungszone (100%); "Rewena’, *Golden Delicious™ und M9; s=Standardabweichung

RE - N1 RE - N3 GD - N1 GD - N3 M9 - N1 M9 - N3
Gehaltin Rin % U % s % s % s % s % s % s
Phloridzin 90,8 11,6/ 76,8 83| 87,4 57/ 71,9 43| 824 10,9 76,5 19,0
Flavonole 91,3 33,00 75,9 16,5 83,2 12,1 69,0 66| 75,8 94 67,4 32,1
acyl. Flavonoide 85,2 23,9 80,7 159 83,2 16,2| 83,0 274 77,2 16,3| 99,7 26,1
Flavanone 90,4 40,00 87,0 28,71 81,8 304 79,4 41,71 77,4 11,5\ 78,9 44,3
p -Cumarsaurederivate 81,5 54,1 98,1 18,3 77,3 11,5 70,8 79 79,9 21,00 89,4 64,9
Kaffeesaurederivate 132,9 87,9| 276,4 13,8] 159,2 79,7| 242,6 79| 98,7 28,7| 211,3 167,3
Catechin + Epicatechin | 118,0 102,7| 106,4 27,4 98,6 55,7| 129,4 51,6] 83,0 7,6/ 87,8 30,8
Proanthocyanidine 99,9 41,1 79,4 18,3 81,3 27,00 82,3 26,7 80,4 6,3 84,7 27,1
Summe 91,0 19,8/ 78,5 11,7] 86,4 73] 74,5 79| 80,5 10,8/ 76,9 22,4

Aus den in Tabelle 14 dargestellten Gehaltsverdnderungen in der Reaktionszone bezogen auf
die Umgebungszone wurde eine Akkumulation beim Genotyp ‘Rewena’ nur fiir die
Kaffeesdurederivate und die monomeren Flavan 3-ole gezeigt. Dieser Effekt war unabhingig
von der Stickstoffstufe, bei N3 kam es aber zur deutlich stirkeren Akkumulation von

Kaffeesdurederivaten.

Fiir den Genotyp 'Golden Delicious’ wurde ein identisches Akkumulationsverhalten fiir die
Kaffeesdurederivate gezeigt (Tab. 14). Catechin und Epicatechin reicherten sich jedoch nur in

der Reaktionszone der Stickstoffstufe N3 an.
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Gehaltszunahmen konnten bei M9 fiir Catechin und Epicatechin nicht gezeigt werden
(Tab. 14). Allerdings wurde eine Akkumulation auf 211 % bezogen auf die Umgebungszone
bei den Kaffeesdurederivaten nachgewiesen (Tab. 14). Diese Anreicherung war aber auf die

Stickstoffstufe N3 begrenzt.

Fiir alle anderen Substanzklassen wurden keine Akkumulationen festgestellt (Tab. 14).
Dennoch konnte fiir 'Rewena’ und M9 ein erheblich geringerer Gehaltsverlust an p-
Cumarsdurederivaten in der Stickstoffstufe N3 gezeigt werden als in N1 (Tab. 14). Dieser
Effekt war fir M9 auch fiir die acylierten Flavonoide und die monomeren Flavan 3-ole zu

finden (Tab. 14).

Bei der Betrachtung der Gehaltsverdnderungen der Gesamtsummen fiel ein fiir alle drei
Genotypen einheitlicher Effekt durch die Stickstoffversorgung auf. Die Gehalte bezogen auf
die Umgebungszonen lagen in der Stickstoffstufe N1 immer deutlich iiber den Gehalten in der

Stickstoffstufe N3 (Tab. 14).
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3.3 Wirt-Parasit-Interaktion

Zur Untersuchung der Verdnderungen, die im Rahmen der Wirt-Parasit-Interaktion zwischen
Apfel und Phytophthora im Rindengewebe des Apfels stattfinden, wurden die Aktivitéten der
S-1,3-Glucanasen und Chitinasen, die Wirkung des gereinigten Kulturfiltrats von Phytoph-
thora cactorum, der Einfluss der Position der Infektion am Stamm auf die Pathogenese und
jeweils die Verdnderungen im Sekundérstoffwechsel unter verdnderten Ressourcenbeding-
ungen nach Infektion untersucht.

Allen Ergebnissen liegen, sofern nicht gesondert beschrieben, unabhéngige Wiederholungen
an drei Bidumen eines Klons zugrunde. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die

Standardabweichung.

3.3.1 Veranderung des Gesamtproteingehalts durch Stickstoffdiingung

be "Rewena’ und "Golden Ddlicious’

Zur Untersuchung des Einflusses der Stickstoffdiingung auf den Proteingehalt in der
Phloemkambialschicht nach Infektion und der Kldrung der Chitinase- und f-1,3 -Glucanase-
aktivitit nach Infektion wurden Bdume der beiden Genotypen 'Golden Delicious’ und
'Rewena’ mit der Korkbohrermethode mit Phytophthora cactorum inokuliert und sowohl
Reaktions- als auch Umgebungszone analysiert.

Weil der Pathogenstamm BBA 64197 nicht deutlich sichtbar infiziert hatte, wurde nochmals
mit dem Phytophthora cactorum-Stamm Iso 2 nachinokuliert. Die Versuchsdauer lag bei 4
Wochen.

Die Pathogene wurden auf dem synthetischen Medium MK gezogen. Die Medienkontrollen
wurden mit MK-Medium vorgenommen.

Die Pathogenkombination der beiden Stimme verursachte gleichmiBige nekrotische Réander

von etwa 2 mm um die Infektionsstellen.

Genotyp "Rewena’

Der Gesamtproteingehalt im Bast und Phloem von "‘Rewena’ lag in der Winterruhe bei einem
Gehalt zwischen 0,2 bis 0,3 mg Protein/g TS (Abb. 17). Ein Effekt durch die unterschiedliche
Versorgung mit Stickstoff war nicht nachweisbar (Abb. 17).
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12 "Golden Delicious’ 12 ‘Rewena’
KO MK PC
1 4
0,8
1) ON1
ON1 =
06 KO MK PC EN2
EN2 =) EN3
mN3 E
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" {i ﬂ
0 4
R U R U R U R U R U R U
KO: Kontrollwunden ohne Pilz und Medium
MK: Kontrollwunden ohne Pathogen mit Medium MK
PC: ‘Wunden inokuliert mit Pathogen auf MK-Medium
R: Reaktionszone
U: Umgebungszone

Abb. 17: Proteingehalt der Phloemkambialschicht der beiden Genotypen "Golden Delicious® und ‘Rewena’

Genotyp "Golden Delicious’

Im Genotyp "Golden Delicious™ schwankten die Werte um einen Wert von 0,6 mg/g TS. Die
Schwankungen zwischen den unterschiedlichen Stickstoffstufen innerhalb der einzelnen
Varianten waren teilweise deutlich, dennoch lie3 sich kein klares einheitliches Bild finden
(Abb. 17).

Bei der Stickstoffstufe N1 zeigte sich eine Anreicherung in der Mediumkontrolle MK und in
der Phytophthora-Variante in der Umgebungszone: Von den sonst einheitlichen Werten um
0,65 mg/g TS stiegen die Werte auf Gehalte um 1,0 mg/g TS (Abb. 17).

Ein gegenteiliges Bild zeichnete sich bei der Stickstoffstufe N3 ab: Hier zeigten sich bei allen
Varianten in der Umgebungszone geringere Werte als in der Reaktionszone. Gleichzeitig
reagierte die Reaktionszone in der Stickstoffstufe N3 auf die Verwundung in der
Kontrollvariante mit einer Akkumulation der Proteine auf einen Gehalt von 1,0 mg/g TS
(Abb. 17).

Bei den Stickstoffstufen N1 und N2 waren zwischen den Kontrollvarianten und der
Phytophthora-Variante in der Reaktionszone keine Unterschiede zu sehen. Bei der
Stickstoffstufe N3 zeigte sich eine Verringerung des Proteingehaltes von der Kontrollvariante

zur MK- und Phytophthora-Variante (Abb. 17).
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3.3.2 Veranderungen der Chitinase- und g-1,3-Glucanaseaktivitat

durch Stickstoffdiingung bei den Genotypen "Rewena’ und

"Golden Ddlicious’

Das Material, bei dem der Proteingehalt bestimmt wurde (Kapitel 3.3.1), stellte auch die Basis

fiir die Versuche zu den Enzymaktivitdten dar.

3.3.2.1 Chitinaseaktivitat

"Golden Delicious®

KO

R

KO: Kontrollwunden ohne Pilz und Medium
MK: Kontrollwunden ohne Pathogen mit Medium MK
PC: Wunden inokuliert mit Pathogen auf MK-Medium

U

R: Reaktionszone

U: Umgebungszone

Abb. 18: Chitinaseaktivitéit in der Phloemkambialschicht der Genotypen *Golden Delicious® und "Rewena’

R

MK

u

R

PC

ON1
N2
mN3

Units/g TS

"Rewena’

KO

MK

PC

ON1
EN2
BN3

Bei der Chitinaseaktivitidt zeigte sich fiir beide Genotypen eine Abhédngigkeit von der

Stickstoffstufe. Nur der Wert bei "Golden Delicious’ in der Umgebungszone der mit Phyto-

phthora inokulieten Variante war bei N2 hoher als in N1 und N3. Die Werte streuten
zwischen 2 und 8 U/g TS (Abb. 18).

Im Gegensatz dazu streuten die leicht erhohten Werte des Genotyps ‘Rewena’ zwischen 4 und

14 U/g TS (Abb. 18). Eine Ausnahme bildete hier die Reaktionszone in der Kontrollvariante

bei N2, die deutlich iiber den Werten von N1 und N3 lag.

Auffillige Ergebnisse waren der generell hohere Level der Chitinaseaktivitidt beim Genotyp

‘Rewena’ und die Erhéhung der Aktivitdt durch die hohere N-Stufe bei beiden Genotypen

(Abb. 18).
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AufBlerdem waren nach Infektion (PC) an "Golden Delicious’ fiir die Stickstoffstufen N2 und
N3 Aktivitétssteigerungen gegeniiber den MK-Kontrollen zu verzeichnen (Abb. 18).

3.3.2.2 p-1,3-Glucanaseaktivitat

100 Golden Delicious 100 Rewena
KO MK PC KO MK PC
90 4 90 4
80 4 80 4
70 + 70 -
2 60 2 60 -
o o
= 50 BNLf = g AN1
2 EN2| 2 N2
5 401 mn3| S5 401 EN3
30 ~ 30 4
20 ~ 20 4
10 - 10 ~
0+ 0+ - -
R U R U R U R U R U R U
KO: Kontrollwunden ohne Pilz und Medium
MK: Kontrollwunden ohne Pathogen mit Medium MK
PC: ‘Wunden inokuliert mit Pathogen auf MK-Medium
R: Reaktionszone
U: Umgebungszone

Abb. 19: f-1,3-Glucanaseaktivitit in der Phloemkambialschicht der Genotypen *Golden Delicious’ und ‘Rewena’

“Golden Délicious’

Die f-1,3-Glucanaseaktivitit bei “Golden Delicious® zeigte keinen durchgehenden
Stickstoffeinfluss (Abb. 19). Wihrend in der Variante der Kontroll-Reaktionszone ein
scheinbar negativer Effekt durch die N-Steigerung zu finden war, lagen die Werte in der
Phytophthora-Variante der Reaktionszone um einen einheitlichen Wert (Abb. 19). Bei
direktem Vergleich zeigten sich sogar Zunahmen in der Aktivitét bei den Stickstoffstufen N2
und N3. Die hohere Aktivitit in der Mediumkontrolle im Vergleich zur Kontrollvariante bei
N3 deutete auf einen Mediumeffekt hin, der allerdings innerhalb des Versuchs durch andere

Varianten nicht bestdtigt wurde.

Der Vergleich zwischen Reaktions- und Umgebungszone zeigte bei N1 in der Kontroll-
variante und der Phytophthora-Variante keinen Unterschied, bei der Mediumkontrolle MK ein
Aktivititsanstieg (Abb. 19). Bei N2 war in der Umgebungszone bei der Kontrollvariante und

der Phytophthora-Variante eine Zunahme der Aktivitit zu verzeichnen, bei der Medium-
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kontrolle eine Abnahme. N3 zeigte bei der Kontrollvariante gleichméBig niedrige Werte, aber
bei der Mediumkontrolle und der Phytophthora-Variante eine Aktivititssteigerung in der

Reaktionszone im Vergleich zur Umgebungszone (Abb. 19).

"Rewena’

Bei der Glucanaseaktivitidt des Genotyps ‘Rewena’ zeigte sich eine Streuung um einen relativ
gleichmifBigen Wert, der aber mit 70 U/g TS deutlich iiber den Werten bei "Golden Delicious’
lag (Abb. 19). Die unterschiedlichen Varianten und die unterschiedlichen Analysezonen haben
keinen Einfluss auf die Glucanaseaktivitit. N2 besall eine leicht erhohte Aktivitdt gegentiber

N1 und N3.

Auffillige Ergebnisse waren zum einen die erhdhte Aktivitét bei 'Rewena’, zum anderen die
starke Streuung beim Genotyp 'Golden Delicious® (Abb. 19). AuBerdem konnte keine

Induktion nach Infektion mit Phytophthora cactorum nachgewiesen werden.

3.3.3 Wirkungen des gereinigten Kulturfiltrats

Um die Wirkung des Elicitins Cactorein auf das Rindengewebe von Apfel zu untersuchen,
wurde nach Fliissigmediumkultur das Kulturfiltrat in einigen Reinigungsschritten konzentriert
(Kap. 2.6).

Im Gegensatz zu den meisten in der Literatur beschriebenen inkompatiblen Reaktionen bei
Wirt-Pathogen-Interaktionen, wurde sich bei den folgenden Untersuchungen auf die
nachgewiesenermaflen kompatible Interaktion zwischen dem Phytophthora cactorum - Stamm
Iso 2 und seinem Wirt Malus domestica "Topaz’ konzentriert. Der Stamm wurde von “Topaz’
isoliert und verursachte auch nach kiinstlicher Infektion heftige Nekrosen. Zum Nachweis des
Elicitins wurde das aufgereinigte Kulturfiltrat in Tabakblitter injiziert. In folgendem Schema

sind die Untersuchungen zur Wirkung des Elicitins dargestellt (Abb. 20).
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Untersuchungen zur Wirkung des Elicitins

Kulturfiltratproduktion mit P. cactorum - Stamm Iso2

v

Aufreinigung
Testsysteme: Tabak Malus domestica' Topaz
Injektionins Rindenink ubation mit der K orkbohrermethode

Blatt
Abb. 20: Schema zu den Untersuchungen zur Wirkung des Elicitins

3.3.3.1 Wirkungauf Tabak

Fiir den Nachweis des Elicitins wurden Tabakpflanzen der Sorte "Bel W3", die durch ihre
hohe Anfilligkeit gegeniiber Ozon zur Uberwachung der Luftqualitit eingesetzt werden,
verwendet. Nach der Methode von Koent (2002) wurden Blitter mit einer Nadel durchstochen
und mittels einer stumpfen Spritze das aufgereinigte Kulturfiltrat in die Interzellularen
infiltriert. Dies geschieht mit sanftem Gegendruck eines Fingers von der anderen Seite des
Tabakblattes. Die Interzellularrdume fiillen sich sehr schnell mit der Fliissigkeit, was durch
das Authellen unter Licht nachzuweisen ist (Abb. 21). Die Kontrollen wurden mit Wasser
behandelt. Die Pflanzen wurden bei Schwachlicht (dicht bewdlkter Oktobertag ohne Sonne)

am Fensterbrett gehalten.
Ergebnisse

Nach 4 Stunden waren keine Unterschiede zwischen der Elicitinvariante und der Wasser-

kontrolle sichtbar.

21 Stunden nach Infiltration war bei den mit Kulturfiltrat behandelten Varianten eingefallenes
und schon nekrotisches Gewebe sichtbar (Abb. 22). Die Wasserkontrollen zeigten kein einge-
fallenes Gewebe. Um die Einstichstelle waren keine grof3eren Nekrosen zu sehen. Das Wasser
in den Interzellularen war bereits von der Pflanze aufgenommen oder iiber die Stomata

verdunstet und im Lichttest war keine Aufhellung mehr zu sehen.



Ergebnisse 68

Bei den Wasservarianten zeigten sich auch nach 45 Stunden keine weiteren Verdnderungen
mehr. Hingegen waren die eingefallenen Gewebeteile bei den Kulturfiltratvarianten

inzwischen génzlich nekrotisch (Abb. 23).

Abb. 21: Verdnderte Licht-  Abb. 22: Tabakblatt 21h  Abb.23: Tabakblatt 45h
durchlédssigkeit eines Ta-  nach Einleitung des aufge- nach Einleitung des Kultur-
bakblattes nach Infiltration reinigten Kulturfiltrats von filtrats

Phytophthora cactorum

Iso 2

3.3.3.2 Wirkung auf den Phenylpropanoidstoffwechsel in der Rinde von Malus

domestica "Topaz’

Bidume des Genotyps ‘Topaz' wurden mittels Korkbohrermethode am Stamm in stan-
dardisierter Form verletzt, das aufgereinigte Kulturfiltrat auf Filterpapierbriicken in die Wun-
den gebracht und diese steril verbunden (siche Kap. 2.9). Als Kontrollen dienten Wunden, die
mit autoklaviertem Wasser behandelt wurden. Nach 14 Tagen wurde die Wirkung des

Kulturfiltrats auf den Phenylpropanoidstoffwechsel untersucht.

Dabei zeigten sich die in Abb. 24 dargestellten Unterschiede. Es wurde eine Erh6hung im
Gehalt an Chlorogenséure, Epicatechin und den drei nicht identifizierten Substanzen 2, 7 und
11 nach Behandlung mit dem gereinigten Kulturfiltrat festgestellt (Abb. 24). Die Menge an

Naringenin 7-glucosid nahm ebenfalls tendenziell zu.

Anzumerken bleibt, dass durch die Elicitinbehandlung ansonsten keine nachweisbaren

Verdnderungen im Phenylpropanoidmetabolismus zu beobachten waren.
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B Wasser
O Kulturfiltrat

Chlorogenséaure  Naringenin-7- Epicatechin Substanz 2 Substanz 7 Substanz 11
glucosid

Abb. 24: Verdnderungen im Phenylpropanoidgehalt in der Reaktionszone bei "Topaz' nach Infiltration mit
aufgereingtem Kulturfiltrat von Phytophthora cactorum Iso 2

3.3.3.3 Resistenzveranderung durch das gereinigte Kulturfiltrat

Bei Tabak wird durch Elicitine von verschiedenen Phytophthora-Arten systemische Resistenz
ausgelost. An Apfel wurde dies noch nicht untersucht. Deshalb stellt sich die Frage, ob das
gereingte Kulturfiltrat, das das Elicitin enthdlt, in der Lage ist, systemische Resistenz bei

Apfel zu induzieren.

Dazu wurde die Rinde von Bdumen der Sorte "Topaz’, die unterschiedlich mit Stickstoff
versorgt wurden, mittels Korkbohrermethode und Filterscheiben mit dem gereingten Kultur-
filtrat infiltriert (Abb. 26; Kap. 2.9). Als Kontrollen dienten mit autoklaviertem Wasser
infiltrierte Wunden. Nach 7 Tagen wurden in 3 mm Abstand wiederum mittels Korkbohrer-
methode Rindenscheiben entfernt und mit Phytophthora cactorum Iso 2 inokuliert. Nach
erneuten 11 Tagen wurde nach Entfernen der Epiderimis die nekrotische Fliache der Rinden-

zone bestimmt, die das Pathogen zum Absterben gebracht hat (Abb. 26).
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Abb. 26: Versuchsanordnung zur Untersuchung der sys-

N1 N3 temischen Resistenz an "Topaz’

Abb. 25: Nekrosenflaiche bei ‘Topaz'® nach vor-
heriger Behandlung mit aufgereinigtem Kulturfiltrat
von Phytophthora cactorum Iso 2

Nach Infektion mit Phytophthora cactorum Iso 2 zeigten sich in der moderat mit Stickstoff
versorgten Variante N1 deutlich geringere Nekrosenflichen nach Infiltration des
aufgereinigten Kulturfiltrats als nach Inflitration mit autoklaviertem Wasser (Abb. 25). Hier
war eine deutlich geringere Anfilligkeit gegeniiber dem Pathogen nachweisbar, wenn zuvor

mit dem elicitinhaltigen Kulturfiltrat behandelt worden ist.

In der Stickstoffstufe N3 war der Effekt der Resistenzbildung durch das Kulturfiltrat jedoch
nicht nachweisbar. Hier zeigte sich nach Vorbehandlung mit dem Kulturfiltrat sogar eine

tendenziell hohere Anfilligkeit als nach Vorbehandlung mit Wasser (Abb. 25).

3.3.4 Einflussder Position der Infektion am Stamm

Weil in unterschiedlichen Positionen am Stamm Infektionen vorgenommen wurden, war die
Frage nach einem moglichen Einfluss durch die Position am Stamm auf das Abwehrverhalten

zu untersuchen.

3.34.1 Anfalligkeit der Apfelrinde gegen Phytophthora cactorum in

Abhéangigkeit von der Position der Verwundung am Stamm

Béaume der Genotypen "Golden Delicious’, '‘Rewena’ und M9 wurden in der Winterruhe mit
dem Phytophthora-Stamm Pt8 inokuliert, nach 4 Wochen Versuchsdauer wurde der Bereich
um die Infektionsstellen, der vom Pathogen abgetotet wurde (Abb. 27, schematisch: Abb. 4)
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gemessen. Dabei wurde die Linge und die Breite der Nekrosenflache bestimmt, mittels der
Ellipsengleichung die Flache berechnet und davon die Flidche des bei der Inokulation
entfernten Rindescheibchens subtrahiert. Vor der Messung wurde die Epidermis der Rinde
entfernt, um den Bereich der Nekrosenfldche deutlich abgrenzen zu konnen. Die Bereiche um

die Nekrosen wurden auf Metabolite des Phenylpropanoidstoffwechsels untersucht.

Pro Baum wurden 3 Verwundungen in unterschied-
lichen Hohen gesetzt, wovon eine mit dem Patho-
gen inokuliert wurde, eine weitere zur Kontrolle mit
Medium und die dritte zur Untersuchung der reinen
Wundreaktion diente. Um den Einfluss der unter-
schiedlichen Positionen zu untersuchen, wurden die
Inokulationen gleichmiaBig auf die unterschiedlichen
Positionen verteilt. Es wurden Bereiche gewéhlt, die
keinerlei Vernarbungen durch alte Wunden und

abgetrennte Zweige aufwiesen. Aus diesem Grund

kam es von Baum zu Baum zu Verschiebungen in

Abb. 27: Nekrostische Abgrenzung nach

Infektion bei "Golden Delicious’; oben: N3,  der Position der einzelnen Wunden an den Bdumen.
unten: N1

Die Werte der Nekrosenflichen wurden in 3 Klassen aufgeteilt: Als Klasse 1 wurden Wunden
mit einem Abstand von bis zu 12,5 cm von der Stammbasis, als Klasse 2 Wunden im Abstand
von 12,5 cm bis 25 cm und als Klasse 3 Wunden mit einem Abstand iiber 25 cm von der
Stammbasis zusammengefasst. Der Abstand von der Stammbasis ist fiir die veredelten
Genotypen ‘Rewena’ und ‘Golden Delicious’ als Abstand zur Veredlungsstelle definiert
worden. Die Untersuchungen wurden an Bidumen vorgenommen, die unterschiedlich mit
Stickstoff versorgt waren. In Abbildung 28 sind die Mittelwerte der jeweiligen Klassen und
Stickstoffstufen dargestellt. Wenige Klassen enthielten nur einen Wert. Aus diesem Grund

konnte zum Teil keine Standardabweichung dargestellt werden.
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Abb. 28: Nekrosenflachen 4 Wochen nach Infektion mit Phytophthora-Stamm Pt8 an den Genotypen ‘Rewena’,
*Golden Delicious’ und M9

Neben den Stickstoffeffekten, die vor allem in der Klasse 1 unterhalb von 12,5 cm bei
'Rewena’ und 'Golden Delicious’ zu sehen waren, zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Positionen. Dabei waren in Position 2 bei "Golden Delicious’
und M9 immer gréBere Nekrosenflichen als die Klasse 1 zu finden. Die Unterschiede
zwischen den Positionsklassen 2 und 3 sind bei M9 teilweise nur sehr gering (Abb. 28,
Stickstoffstufe N2 Klasse 3). Beim Genotyp 'Rewena’ unterschieden sich die Nekrosen-
flichen der Positionsklassen 1 und 2 in den einzelnen Stickstoffstufen nur wenig. Es war
sowohl ein Stickstoffeffekt als auch ein sehr leichter Positionseffekt zu sehen. Dagegen
nivellierte sich der Stickstoffeffekt in Positionsklasse 3 und ein Effekt der Position wird beim

Vergleich mit den Positionsklassen 1 und 2 deutlich.

Die weiteren Betrachtungen konzentrierten sich auf die Werte der Positionsklasse 1 und 2, die
sich auf den Bereich bis 25 cm Entfernung von der Stammbasis bezogen. Zum einen zeigten
sich bei weiterer Entfernung extreme Werte fiir die Nekrosenflichen, zum anderen stellte der
Bereich mit einer Entfernung von mehr als 25 cm von der Stammbasis einen Bereich an der

Pflanze dar, in dem Phytophthora cactorum nicht den hochsten Infektiondruck besitzt.
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Genotypeinfuss auf die Ausbildung der Nekrosenflachen
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Zur Betrachtung des Sorteneinflusses auf
den Zusammenhang zwischen dem Abstand
von der Stammbasis und der Nekrosen-
fliche wurden alle Ergebnisse eines Geno-
typs ohne eine Trennung der Stickstoff-
stufen zusammengefasst und mittels Re-
gressionsanalysen untersucht. Dabei erge-
ben sich die in Abbildungen 29, 28 und 30

dargestellten Zusammenhinge.

"Golden Ddlicious’

Fiir den Genotyp "Golden Delicious’ wurde
eine Regression mit einer Steigung von
17,7 mm*cm errechnet (Abb. 28). Diese
Steigung ist im Vergleich mit den anderen
Genotypen die hochste, das Bestimmt-
heitsmal3 von 30 % macht aber deutlich,
dass der Zusammenhang zwischen Nekro-
senfliche und dem Abstand zur Vered-
lungsstelle bei der Sorte *Golden Delicious’
eher gering war. Bei einer Betrachtung der
Daten in Abbildung 28 wird klar, dass fiir
‘Golden Delicious’ ein starker Stickstoff-

einfluss angenommen werden kann.

M9

Der zwischen  der

Nekrosenflaiche und dem Abstand zur

Zusammenhang

Stammbasis war bei M9 mit einem Be-

stimmtheitsmall von 49 % deutlich hoher
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als bei "Golden Delicious” und ‘Rewena’ (Abb. 30). Trotz eines deutlichen Stickstoffeinfusses
(Abb. 28) lieBen sich 49 % der Nekrosenflaichenzunahme durch die Zunahme der Distanz zur

Stammbasis erklaren.

‘Rewena’

Mit einem BestimmtheitsmaBl von 8,5 % und einer Steigung der Regressionsgeraden von
2 mm?cm war der Zusammenhang zwischen der Nekrosenfliche und dem Abstand der
Verwundung von der Veredlungsstelle als sehr gering einzustufen. Von besonderer Bedeutung
war beim Vergleich von Abb. 31 und Abb. 28, dass sich in einem Bereich iiber 25 cm von der
Entfernung der Veredlungsstelle die Nekrosenfliche verdoppelte. Gleichzeitig ist aber im
Bereich unter 25 cm kein Einfluss der Position auf die Anfilligkeit zu erkennen. Die
Zunahme der Nekrosenfliche war mit steigender Stickstoffstufe im Bereich bis 25 cm aus

Abb. 28 deutlich ersichtlich.

Einflussder Stickstoffdiingung auf die Nekrosenflache
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Abb. 32: Nekrosenfliche in Abhéngigkeit vom  Abb. 33: Nekrosenfliche in Abhidngigkeit vom Abstand
Abstand von der Stammbasis bei der Stickstoffstufe  von der Stammbasis bei der Stickstoffstufe N3
N1 (‘Rewena’, ‘Golden Delicious’, M9; unter (‘Rewena’, ‘Golden Delicious’, M9; unter 25 cm)

25 cm)

Fasst man die Ergebnisse der drei Genotypen zusammen und untersucht den Einfluss der
Stickstoffdiingung auf Malus domestica, so ergaben sich die beiden oben dargestellten
Zusammenhinge (Abb. 32 und 33). Anhand der durchgefithren Regressionsanalysen zeigt

sich, dass der Einfluss der Position auf die Nekrosenflaiche in der Stickstoffstufe N1 mit
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einem Bestimmtheitsmal3 von 49 % einen deutlich geringeren Einfluss auf die Nekrosenfldche
hatte als in der Stickstoffstufe N3, bei der ein Bestimmtheitsmall von 65 % gefunden wurde.
Allein die Steigung der Regressionsgerade bei N3 ist um mehr als das doppelte der Steigung
bei N1 erhoht. Mit zunehmender Stickstoffgabe wurden die Biume einerseits anfalliger

(Abb. 28) und andererseits nahm die Anfilligkeit mit steigender Distanz zur Stammbasis zu.

3.34.2 Einflussder Position am Stamm auf den Gehalt an Phenylpropanoiden

Der Einfluss der Position auf die Nekrosenfldchen nach Infektion eréffnet die Frage nach der
Abhingigkeit des Gehalts an Phenylpropanoiden vom Abstand zur Veredlungsstelle bzw. zur
Stammbasis. Dazu wurden unverwundete Rindenpartien in bestimmtem Abstand von der

Veredlungsstelle bzw. von der Stammbasis untersucht.

3.34.2.1 "Rewena und "Golden Ddlicious unter Stickstoffeinfluss

Biume der beiden Genotypen wurden iiber 3 Jahre nach den in Kapitel 2.7.2 genannten
Bedingungen unterschiedlich mit Stickstoff gediingt. Es wurden die unterschiedlichen
Stickstoffstufen N1, N2 und N3 untersucht. Im Winter 2002/2003 wurden Proben in 3 cm,
18 cm, 33 cm und 48 cm Abstand von der Veredlungsstelle genommen und die Bastschicht

auf den Gehalt an 16slichen Phenylpropanoiden analysiert.

In den Abbildungen 34 und 35 sind die Gehalte der unterschiedlichen Phenylpropanoidklassen
und Gesamtsummen der beiden Genotypen in den unterschiedlichen Stickstoffstufen

abhéngig von ihrer Distanz von der Veredlungsstelle direkt nebeneinander dargestellt.
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‘Rewena’ “Golden Delicious
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Abb. 34: Phenylpropanoidgehalte der Genotypen 'Rewena’” und ‘Golden Delicious™ in der Rinde in Abhédngigkeit

vom Abstand von der Veredlungsstelle; Teil 1 — Gesamtsumme, Summe ohne Phloridzin, Phloridzin und
Flavonole
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Abb. 35: Phenylpropanoidgehalte der Genotypen ‘Rewena’ und "Golden Delicious' in der Rinde in Abhéngigkeit

vom Abstand von der Veredlungsstelle; Teil 2 - Flavanone, acylierte Flavonoide, monomere Flavanole, Proan-
thocyanidine
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Die Gesamtsumme an Phenylpropanoiden nahm bei 'Rewena’ mit zunehmendem Abstand
von der Veredlungsstelle ab. Diese Abnahme setzte sich iiber den gesamten untersuchten
Bereich gleichméBig fort (Abb. 34; Gesamtsumme). Bei "Golden Delicious’ war die Abnahme
von 3 cm tiiber der Veredlungsstelle bis 18 cm iiber der Veredlungsstelle am deutlichsten.
Besonders zwischen den Gehalten in 33 und 48 cm Abstand waren keine Unterschiede in der

Gesamtsumme nachweisbar (Abb. 34; Gesamtsumme).

Beziiglich der die Hauptphenylpropanoidkomponente in der Rinde, das Phloridzin, konnte bei
beiden Genotypen kein deutlicher Einfluss durch den Abstand von der Veredlungsstelle
gezeigt werden (Abb. 34; Phloridzin). Dagegen wurde bei Betrachtung der Gehalte ohne
Phloridzin die gleichmiBige Abnahme bei 'Rewena’ im Gegensatz zu "Golden Delicious’
deutlich, bei welchem sich in den Stickstoffstufen N1 und N3 die Gehalte der Positionen
18 cm, 33 cm und 38 cm nicht unterschieden (Abb. 34; Summe ohne Phloridzin). Fiir die

Stickstoffstufe N2 zeigte sich bei *Golden Delicious’ eine gleichméfBige Abnahme.

Die Positionen 3 cm tiber der Veredlungsstelle zeigten deutlich hohere Gehalte als die anderen

Positionen (Abb. 34; Summe ohne Phloridzin und Flavonole).

Ein Sortenunterschied wurde bei den Flavonolen deutlich: ‘Rewena’ hatte in allen Varianten

geringere Gehalte als *Golden Delicious’ (Abb. 34; Flavonole).

Auch der Gehalt an acylierten Flavonoiden war bei 'Rewena’ geringer als bei 'Golden
Delicious’, gleichzeitig wurde die Abnahme mit dem Abstand der ersten beiden Positionen (3

und 18 cm) vor allem bei *Golden Delicious” deutlich (Abb. 35; acylierte Flavonoide).

Bei den Flavanonen zeigte sich ein gegensétzliches Bild. Bei 'Rewena’ waren deutlich hohere
Gehalte bei einer gleichmédflig abnehmenden Dynamik mit der Position nachweisbar. Bei
‘Golden Delicious™ war eine Abnahme von 3 cm Abstand zu 18 cm messbar, zwischen den
drei weiter von der Verdlungsstelle entfernten Positionen waren aber keine Unterschiede im

Flavanongehalt vorhanden (Abb. 35; Flavanone).

Bei Betrachtung der monomere Flavan 3-ole war bei 'Golden Delicious’ kein klarer Effekt
durch die Stickstoffstufen aufzeigbar und nur ein deutlich hoherer Gehalt in der am néchsten
an der Veredlungsstelle sitzenden Position, bei 3 cm, nachweisbar (Abb. 35; monomere

Flavanole).
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Fir die Proanthocyanidine lieB sich diese Aussage iibernehmen. Die Gehalte an
Proanthocyanidinen gingen bei 'Rewena’ in N2 und N3 mit zunehmender Distanz von der

Veredlungsstelle leicht zuriick, blieben bei N1 aber gleich (Abb. 35; Proanthocyanidine).

Insgesamt war eine deutliche Abnahme bei einer Reihe von Phenylpropanoiden mit
zunehmender Distanz von der Veredlungsstelle nachweisbar. Dieser Effekt war besonders in

den ersten 18 cm evident, setzte sich bei einigen Stoffgruppen aber auch dariiber hinaus fort.
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33422 MM106

Beim Genotyp MM 106 wurden vergleichbare Untersuchungen angestellt, allerdings ohne den

Einfluss der Stickstoffdiingung zu eruieren. Gleichzeitig handelte es sich bei der Unterlage um
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Abb. 36: Gesamtgehalt, Gehalt an Phloridzin und acy-
lierten Flavonoiden in Abhéngigkeit vom Abstand zur
Stammbasis beim Genotyp MM 106
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Abb. 37: Gehalt an Phenylpropanoiden ohne Phloridzin
und Flavanolgehalt in Abhéngigkeit vom Abstand zur
Stammbasis beim Genotyp MM 106
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Abb. 38: Gehalte an Flavanonen, monomeren Flavano-
len und Proanthocyanidinen in Abhéngigkeit vom
Abstand zur Stammbasis beim Genotyp MM 106

wurzelechte Bdume. Somit konnten bei die-
sen Daten Veredlungseffekte ausgeschlos-

sen werden.

Bei MM 106 zeichneten sich bei der Summe

der l16slichen Phenylpropanoide, beim
Phloridzin und den acylierten Flavonoiden
Positionseffekte ab

sehr undeutliche

(Abb. 36).

Die Summe ohne Phloridzin und die Flavo-
nole zeigten eine leichte Abhéingigkeit von
der Position. Beide nahmen mit zunehmen-
der Distanz von der Stammbasis ab (Abb.

37).

Ebenso verhielten sich die monomeren Fla-
van 3-ole und Proanthocyanidine (Abb. 38).
Bei diesen beiden Substanzklassen war die
Abnahme im Gehalt mit Zunahme des Ab-
stands von der Stammbasis am gravierend-

sten.

Der Gehalt an Flavanonen verhielt sich bei
MM106 gegenldufig und stieg mit zuneh-
mender Distanz von der Stammbasis an

(Abb. 38).
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3.3.5 Veranderte Gehalte an Phenylpropanoiden nach Infektion

Zur Untersuchung des Einflusses des Pathogens auf den Phenylpropanoidstoffwechsel wurden
die Biume in standardisierter Form verwundet und mit dem Pathogen Phytophthora cactorum
inokuliert (Kap. 2.8). Das Pathogen wurde zuvor auf V8-Agar vermehrt und mit dem Medium
auf die frische Wunde gebracht. Als Kontrollen dienten Verwundungen, die mit reinem V8-
Agar behandelt wurden. Die Verwundung und Inokulation wurde mit der Korkbohrermethode
vorgenommen, die in Kapitel 2.8 genau beschrieben ist. Die Probennahme wurde 4 Wochen

nach Inokulation vorgenommen.

3351 MM106

In Tabelle 15 sind die Gehalte an den unterschiedlichen Phenylpropanoidklassen der V8-
Kontrolle dargestellt. Die Verdnderungen, die sich durch die Infektion mit Phytophthora cac-
torum ergaben, wurden als prozentualer Gehalt der V8-Kontrolle in Abb. 39 graphisch
dargestellt.

Durch die Behandlung mit dem V8-Medium kam es zu einer Abnahme in der Reaktionszone
gegeniiber der Umgebungszone um 36 mg/g TS bezogen auf alle Phenylpropanoiden
(Tab. 15). Dies wurde verursacht durch geringere Gehalte an allen untersuchten Gruppen
auBler der Kaffeesidurederivate (Tab. 15). Hauptverluste traten beim Phloridzin (-26 mg/g TS),
bei den Flavonolen (-6 mg/g TS) und bei den acylierten Flavonoiden (-1,2 mg/g TS) auf
(Tab. 15).

Durch das Pathogen kam es im Vergleich zur V8-Mediumkontrolle zu einem héheren Gehalt
bei einer Reihe von Phenylpropanoiden in der Reaktionszone: Phloridzin, Flavonole, acylierte
Flavonoide, Flavanone und p-Cumarsiurederivate waren in deutlich hoherer Konzentration
nachweisbar (Abb. 39). Auch die Flavan 3-ole und Proanthocyanidine waren in der

Reaktionszone nach Pathogenbefall angereichert (Abb. 39, 8 und 9).

Nur bei den acylierten Flavonoiden und p-Cumarsiurederivaten war eine Akkumulation
sowohl in der Reaktionszone als auch in der Umgebungszone nachweisbar (Abb. 39). Fiir das
Phloridzin, die Flavonole, Flavanone und Proanthocyanidine lie sich neben der Akku-
mulation in der Reaktionszone eine Gehaltsverminderung in der Umgebungszone nach

Infektion zeigen (Abb. 39).
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Die monomeren Flavan 3-ole reicherten sich in der Reaktionszone nach Infektion an, aber
auch in der Umgebungszone kam es zu einer leichten Zunahme im Gehalt. Umgekehrt konnte
fiir die Kaffeesdurederivate eine Akkumulation fiir die Umgebungszone aber keine Gehalts-

verdnderung fiir die Reaktionszone nachgewiesen werden (Abb. 39).

Fiir die Gesamtsumme, die vor allem von den Hauptbestandteilen Phloridzin und den Flavo-
nolen bestimmt wurde, zeigte sich nach Infektion ebenfalls eine Akkumulation in der Reak-

tionszone und eine Gehaltsverminderung in der Umgebungszone (Abb. 39).

Tab. 15: MM106, Gehalte an unterschiedlichen Phenylpropanoiden nach Behandlung mit dem Kontrollmedium
V8; Werte stellen 100%-Bezugsgrofie fiir Abb. 39 dar

V8-Kontrolle
Umgebungszone = 100 % | Reaktionszone = 100 %
mg/g TS s mg/g TS s
1|Gesamtsumme 111,2 14,9 75,1 16,2
2|Phloridzin 77,4 10,3 51,1 12,7
3|Flavonole 20,8 1,7 14,5 3,3
4|acylierte Flavonoide 3,5 0,8 2,3 0,4
5|Flavanone 29 0,6 2,0 0,4
6|p -Cumarsaurederivate 2,1 0,7 1,5 0,3
7|Kaffeesaurederivate 0,6 0,5 0,8 0,1
8|Catechin + Epicatechin 1,7 0,4 1,4 0,1
9|Proanthocyanidine 0,7 0,1 0,6 0,2
10|Phloretin 0,4 0,2 0,2 0,0
2
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Abb. 39: MM106; Prozentualer Gehalt an Phenylpropanoiden nach Infektion; BezugsgroBe (100%) sind die
einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8 (siehe Tab. 15); Bezeichnung ebenfalls nach
Tab. 15
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3352 "Topaz

Nach der Behandlung mit dem Kontrollmedium (V8) kam es bei "Topaz’ zu einem deutlichen
Unterschied zwischen den beiden untersuchten Zonen. Die Gesamtsumme sank von
94,9 mg/g TS in der Umgebungszone auf 69,0 mg/g TS in der Reaktionszone (Tab. 16; Nr. 1).
Dieser Effekt basierte auf geringeren Gehalten an Phloridzin (Tab. 16; 2), acylierten Flavo-

noiden (4), Favanonen (5) und an Proanthocyanidinen (9) in der Reaktionszone.

Die Gesamtsumme an Phenylpropanoiden stieg nach Infektion in der Reaktionszone auf einen
Gehalt von 116 % gegeniiber der V8-Kontrolle, sank in der Umgebungszone hingegen auf

91 % der Kontrolle ab (Abb. 40; Nr. 1).

Fiir die Kaffeesdurederivate wurde bei der V8-Kontrolle eine héhere Konzentration in der
Reaktionszone nachgewiesen als in der Umgebungszone (Tab. 16; Nr. 7). Dieser Effekt wird
nach Infektion mit dem Pathogen noch verstirkt. Eine Zunahme auf 167 % in der Umge-

bungszone und auf 209 % in der Reaktionszone war nachweisbar (Abb. 40, Nr. 7).

Die p-Cumarsdurederivate verhielten sich identisch: Ohne Infektion waren bei der V8-
Mediumkontrolle mit 0,04 mg/g TS in der Reaktionszone und 0,02 mg/g TS in der Umge-
bungszone sehr geringe Gehalte vorhanden. Nach der Infektion stiegen die Gehalte auf 0,14
mg/g TS in der Reaktionszone und 0,08 mg/g TS in der Umgebungszone an, was zu den
enormen prozentualen Gehaltszunahmen von fast 400 % fiihrte (Abb. 40; 6). Auffillig war der

sehr geringe Anteil an Hydroxyzimtsduren am Gesamtgehalt.
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Tab. 16: "Topaz’, Gehalte an unterschiedlichen Phenylpropanoiden nach Behandlung mit dem Kontrollmedium

V8; Werte stellen 100%-Bezugsgrofle fiir Abb. 40 dar

\/8-Kontrolle
Umgebungszone = 100 % | Reaktionszone = 100 %
mg/g TS mg/g TS s
1|Gesamtsumme 94,9 15,1 69,0 51
2 74,6 11,3 54,8 3,9
3 10,1 2,2 6,9 1,0
4|acylierte Flavonoide 4,5 0,7 3,0 0,4
5 2,6 0,5 1,8 01
6|p -Cumarsaurederivate 0,0 0,0 0,0 0,0
7 |Kaffeesaurederivate 0,3 0,1 0,5 0,1
8|Catechin + Epicatechin 0,6 0,2 0,5 0,1
9|Proanthocyanidine 0,5 0,2 0,4 0,1
10 0,4 0,1 0,1 0,1
396,1 395,7 865,7
) $=179,8 $=192,2 s=481,4
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Abb. 40: "Topaz’; Prozentualer Gehalt an Phenylpropanoiden nach Infektion; BezugsgroBe (100%) sind die
einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8 (sieche Tab. 16); Bezeichnung ebenfalls nach

Tab. 16

Nach Infektion wurde die induzierte Substanz 2 (Abb. 8 und Tab. 10) in "Topaz" nachgewie-

sen (Abb. 41). Sie konnte mit 0,44 mg/g TS nach Infektion in der Reaktionzone in der

doppelten Konzentration wie in der Umgebungszone und in den untersuchten Zonen nach V8-

Kontrollbehandlungen nachgewiesen werden.
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Ein &dhnliches Verhalten =zeigte die

i’z | ebenfalls stimulierte Substanz 7 (Abb.
» 08 - muvs | 4D
:) 0.6 Ou-P.c.
Ea ' ER-V8 Im Gegensatz zur deutlichen Reaktion
0,4 7 ER-P.c.
02 - “" nach Infektion der Substanzen?2 und 7
0,0 - wurde fiir die Substanz11 ein

Substanz 2 Substanz 7 Substanz 11 Gehaltsriickgang in der Reaktionszone

Abb. 41: Gehalt an den Substanzen 2, 7 und 11 in der
Phloemkambialschicht von ‘Topaz' nach Infektion (P.c.)
und  nach  Medienkontrollbehandlung ~ (V8); U= gezeigt (Abb. 41).
Umgebungszone, R= Reaktionszone

im Vergleich zur Umgebungszone

3.3.5.3 Modifikationen durch N-Versorgung

Um den Einfluss der Stickstoffversorgung des Apfels auf dessen Abwehrpotential gegen
Phytophthora zu untersuchen, wurden 4-jihrige Veredlungen der Genotypen ‘Rewena’,
‘Golden Delicious’ und wurzelechte Baume des Genotyps M9 iiber 2 Jahre mit unter-

schiedlichen Stickstoffgaben gediingt.

Die Baume wurden wie in Kapitel 2.8 beschrieben inokuliert. Das in diesem Versuch
eingesetzte Pathogen war der Stamm Pt8, der uns von der BBA filschlicherweise als
Phytophthora cactorum zur Verfligung gestellt wurde. In spiteren molekularbiologischen
Untersuchungen wurde dieser Stamm jedoch als Phytophthora citricola identifiziert (siche

Kapitel 2.4, 2.5 und 3.1).

Die Versuchsdauer war wie bei den anderen Versuchen 4 Wochen. Die Biume befanden sich

in der Winterruhe (Dezember bis Januar).
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3.35.3.1 "Rewena

Vergleich der beiden Rindenzonen nach V8-Behandlung

Sowohl in der Stickstoffstufe N1 als auch in N3 waren in den Reaktionszonen deutlich
geringere Gehalte an Phenylpropanoiden nachweisbar (Tab. 17). Beim Vergleich zwischen
Umgebungs- und Reaktionszonen beziiglich der Phenylpropanoidgehalte unterschieden sich
die Stickstoffstufen deutlich. Die Gehaltsunterschiede waren bei Phloridzin, Flavonolen und
acylierten Flavonoiden in der Stickstoffstufe N3 deutlich héher. Die Summe an Phenyl-
propanoiden unterschied sich um 21,5 mg/g TS in der Stickstoffstufe N1, in der Stickstoff-
stufe N3 um 35,3 mg/g TS (Tab. 17). Bei beiden Stickstoffstufen lieB3 sich eine Akkumulation

von Kaffeesdurederivaten in der Reaktionszone nachweisen (Tab. 17).

Herausragendes Ergebnis dieses Versuchs waren die deutlichen Unterschiede in den Gehalten
an Phenylpropanoiden in Abhidngigkeit von der Stickstoffversorgung. Beim Vergleich der
Zonen war ein deutlich hoherer Gehalt an Phenylpropanoiden in der Stickstoffstufe N1
nachweisbar (Tab. 17). Aus den Werten zeigte sich, dass die Umgebungszone von N3 nur
rund 85 % des Gesamtphenylpropanoidgehalts der Umgebungszone von N1 aufwies. Bei der

Reaktionszone erreichte N3 nur rund 72 % der Gesamtphenylpropanoide von N1 (Tab. 17).

N3 zeigte einen nur 50 %-igen Gehalt an Kaffeesdurederivate in der Reaktionszone im
Vergleich zu N1. In der Umgebungszone sank der Anteil sogar auf 37 %. Fiir Catechin und
Epicatechin konnten keine deutlichen Gehaltsunterschiede zwischen den Stickstoffstufen

nachgewiesen werden (Tab. 17).
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Tab. 17: 'Rewena’, Gehalte an unterschiedlichen Phenylpropanoidklassen nach Behandlung mit dem
Kontrollmedium V8; Werte stellen 100%-Bezugsgrofe fiir die Abb. 42 und Abb. 43 dar

V8-Kontrollbehandlung N1 N3
U=100% R =100 % U =100% R =100 %
mg/g TS s mg/g TS s mg/g TS s mg/g TS s
1|Gesamtsumme 162,4 40,2 140,9 23,7 137,4 15,5 102,1 27,2
2|Phloridzin 104,5 28,3 88,5 18,9 91,4 10,3 67,8 17,6
3|Flavonole 26,2 6,3 23,2 3,9 22,9 2,6 16,0 4,4
4|acylierte Flavanoide 12,1 2,0 10,6 0,9 9,8 2,2 6,2 1,7
5|Flavanone 12,3 2,8 11,3 1,7 7,4 41 7,4 2,9
6 |p -Cumarséaurederivate 1,6 0,6 1,5 0,4 1,3 0,7 0,8 0,1
7|Kaffeesaurederivate 1,7 0,4 2,2 0,3 0,6 0,4 11 0,3
8|Catechin + Epicatechin 0,6 0,1 0,7 0,1 0,8 0,3 0,7 0,2
9|Proanthocyanidine 2,2 05 2,0 04 2,0 05 1,4 0,6
10|Phloretin 0,3 0,1 0,2 0,1 0,4 0,0 0,2 0,1
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Abb. 42: Veranderung in der Stickstoffstufe N1 von ‘Rewena’ durch Infektion in Bezug auf die V8-Kontrolle in
% ; BezugsgroBe (100%) sind die einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8 (siche
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Gehalt nach Infektion bezogen auf die V8-
Kontrolle in %

Abb. 43: Verdnderung in der Stickstoffstufe N3 von "Rewena’ durch Infektion in Bezug auf die V8-Kontrolle in
% ; BezugsgroBe (100%) sind die einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8 (siche
Tab. 17)
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Veranderungen durch Infektion

In den Abbildungen 42 (N1) und 43 (N3) ist die Reaktion auf die Infektion dargestellt. Dabei
stellen die in Tabelle 17 aufgefiihrten Werte die 100 %-Bezugsebene dar, weil die Behandlung
mit dem V8-Medium ohne Pathogen als die direkte Kontrolle der Behandlung mit dem
Pathogen auf V8-Medium zu betrachten ist.

Der Gesamtphenylpropanoidgehalt verdnderte sich nach Infektion in der Stickstoffstufe N1
kaum. Der leichten Akkumulation in der Reaktionszone von N1 (Abb. 42; 1) stand eine
deutliche Akkumulation in der Reaktionszone von N3 (Abb. 43; 1) gegeniiber. In absoluten
Werten akkumulierten in N3 6,2 mg/g TS Gesamtphenylpropanoide mehr als in N1. Wahrend
die Umgebungszone von N1 keine Verdnderung zeigte, fiihrte die Infektion in N3 zu einer

Abnahme im Gehalt an Phenylpropanoiden in der Umgebungszone (Abb. 43; 1).

In der Stickstoffstufe N1 kam es zu einer Akkumulation von Phloridzin, acylierten
Flavonoiden und Phloretin in der Reaktionszone (Abb. 42; 2,4,10). In der Umgebungszone
akkumulierten dagegen neben den acylierten Flavonoiden die Kaffeesdurederivate und das
Phloretin. Fiir die monomere Flavan 3-ole konnte nur eine tendenzielle Anreicherung nach-

gewiesen werden (Abb. 42; 8).

Fiir die Stickstoffstufe N3 wurde eine Akkumulation von Phloridzin, Flavonolen, acylierten
Flavonoiden, Hydroxyzimtsduren und Phloretin in der Reaktionszone gezeigt (Abb. 43;

2,3,4,6,7,10).

Bei den Gehalten an Catechin und Epicatechin sowie an Proanthocyanidinen wurde ein
Riickgang nach Infektion nachgewiesen (Abb. 43; 8 und 9). Dieser Effekt bestitigte sich auch
fir die Umgebungszone. Neben einem Riickgang an p-Cumarsidurederivaten in der
Umgebungszone wurde dies auch fiir das Phloridzin und die Flavonole gezeigt (Abb. 43; 2, 3
und 6).

In der Umgebungszone der Stickstoffstufe N1 konnte fiir keine Substanzklasse auBler dem
Phloretin ein anderes Akkumulationsverhalten als in der Reaktionszone nachgewiesen werden
(Abb. 42). Bei Betrachtung der Umgebungszone der Stickstoffstufe N3 fillt hingegen auf,
dass sich die Gehalte von Phloridzin, Flavonolen, p-Cumarsiurederivaten, Catechin und

Epicatechin und Proanthocyanidinen nach Infektion deutlich verringerten (Abb. 43).
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3.35.3.2 "Golden Ddlicous’

Vergleich der beiden Rindenzonen nach V8-Behandlung

Wie bei der Sorte 'Rewena’ konnten auch fiir "Golden Delicious® deutliche Unterschiede
zwischen den Rindenzonen nachgewiesen werden. Wiéhrend in der Stickstoffstufe N1 die
Umgebungszone 28,1 mg/g TS mehr Phenylpropanoide als die Reaktionszone enthielt, ver-

ringerte sich diese Differenz zwischen den Zonen in N3 auf 20,8 mg/g TS (Tab. 18).

Die Gehaltsunterschiede zwischen den Zonen beim Phloridzin betrugen (im Gegensatz zu
‘Rewena’ (6,6 mg/g TS, Tab. 17)) nur 1,0 mg/g TS. Im Gegensatz dazu waren die Differenzen
zwischen den Zonen bei den Flavonolen, acylierten Flavonoiden und Proanthocyanidinen in
der Stickstoffstufe N1 deutlich hoher als in N3. Bei den Flavanonen, Kaffeesdurederivaten,
Catechin und Epicatechin zeigte sich ein groBBerer Unterschied zwischen den Rindenzonen in

N3 (Tab. 18).

Eine Akkumulation in der Reaktionszone konnte ausschlieBlich bei den Kaffeesdurederivaten
fiir beide Stickstoffstufen gezeigt werden (Tab. 18). In der Stickstoffstufe N1 kam es
ansonsten zu keiner Akkumulation einer bestimmten Phenylpropanoidklasse. In N3 dagegen
war zusitzlich eine Gehaltszunahme bei den monomere Flavan 3-olen in der Reaktionszone
nachweisbar (Tab. 18). Fiir alle anderen Substanzklassen wurden fiir die Reaktionszonen

deutlich geringere Gehalte als fiir die Umgebungszonen gezeigt (Tab. 18).
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Tab. 18: 'Golden Delicious’, Gehalte an unterschiedlichen Phenylpropanoidklassen nach Behandlung mit dem
Kontrollmedium V8; Werte stellen 100%-Bezugsgrofe fiir die Abb. 44 und Abb. 45 dar

V8-Kontrollbehandlung N1 N3
U =100 % R =100 % U =100 % R =100 %
mg/g TS s mg/g TS s mg/g TS s mg/g TS s
1|Gesamtsumme 166,7 20,2 138,6 14,5 145,0 14,0 124,2 6,8
2|Phloridzin 106,1 15,1 88,9 11,0 95,4 5,6 79,2 2,0
3|Flavonole 31,3 4,0 25,3 34 23,2 3,0 19,2 3,2
4/|acylierte Flavonoide 15,6 1.2 12,4 1,1 13,4 5,2 12,7 1,0
5|Flavanone 3,3 0,4 2,8 0,4 51 2,7 2,8 0,1
6|p -Cumarséurederivate 3,0 1,0 2,2 0,4 2,1 1.2 2,2 0,5
7|Kaffeesaurederivate 1,0 0,4 1,8 1,0 0,9 0,3 2,7 0,4
8|Catechin + Epicatechin 1,1 0,2 1,0 04 0,8 0,3 14 05
9|Proanthocyanidine 3,1 0,2 2,3 0,4 2,2 0,8 2,0 0,2
10|Phloretin 0,4 0,1 0,2 0,1 0,6 0,3 0,2 0,1
654,8
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Abb. 44: Verdnderung in der Stickstoffstufe N1 von "Golden Delicious’™ durch Infektion in Bezug auf die V8-
Kontrolle in % ; BezugsgroBe (100%) sind die einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8
(siehe Tab. 18)
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Abb. 45: Verdnderung in der Stickstoffstufe N3 von "Golden Delicious’ durch Infektion in Bezug auf die V8-
Kontrolle in % ; BezugsgroBe (100%) sind die einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8
(siehe Tab.18)
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Effekte der unterschiedlichen Stickstoffstufen N1 und N3

Auch fiir die Sorte 'Golden Delicious’ konnten, wie bereits fiir 'Rewena’ beschrieben,
deutlich geringere Gehalte an Phenylpropanoiden in der Rinde der Bidume der Stickstoffstufe
N3 im Vergleich zu N1 nachgewiesen werden (Tab. 18). Dies traf auf den Gesamtgehalt an
Phenylpropanoiden (-10 %), auf Phloridzin (-10 %) und Flavonole (-25 %) fiir den Vergleich
sowohl der Umgebungszonen als auch der Reaktionszonen zu (Tab. 18). Die prozentualen

Abnahmen fiir diese Substanzen waren im Gegensatz zu "Rewena’ in beiden Zonen identisch.

Diese Abnahme in N3 wurde fiir die Flavanone und p-Cumarsdurederivate in der Umgebungs-
zone nachgewiesen, in der Reaktionszone jedoch konnten identische Gehalte in beiden
Stickstoffstufen gefunden werden (Tab. 18). Acylierte Flavonoide, Kaffeesdurederivate,
Catechin und Epicatechin wurden in der Reaktionszone von N3 in hoheren Gehalten als in der

Reaktionszone von N1 detektiert (Tab. 18).

Veranderungen durch Infektion

In den Abbildungen 44 (N1) und 45 (N3) sind die prozentualen Verdanderungen nach Infektion
dargestellt. 100 %-Basis sind wiederum die Gehalte der Kontrollbehandlung V8 (Tab. 18).

Nach Infektion war sowohl in N1 als auch in N3 eine Akkumulation von Phenylpropanoiden
in der Reaktionszone nachweisbar (Abb. 44 und 45; 1). Wéhrend in der Umgebungszone der
Stickstoffstufe N1 ebenfalls eine tendenzielle Gehaltszunahme gezeigt wurde, nahm der
Gehalt in der Umgebungszone von N3 tendenziell ab. Dieser Effekt konnte in N1 auch fiir das
Phloridzin (2), die acylierten Flavonoide (4) und die p-Cumarsdurederivate (6), in N3 fiir das
Phloridzin (2) und die Flavonole (3) gezeigt werden (Abb. 44 und 45).

Fiir die acylierten Flavonoide (4) konnte eine Akkumulation nur in der Reaktionszone der

Stickstoffstufe N1 nachgewiesen werden (Abb. 44).

Ein bedeutender Unterschied zwischen den Stickstoffstufen zeigte sich bei den Flavanonen
(5). Wihrend fiir N1 eine Akkumulation in beiden Rindenzonen sichtbar wurde (Abb. 44),
lie sich in N3 in der Umgebungszone nur ein Gehalt von etwa 50 %, in der Reaktionszone

von etwa 90 % nachweisen (Abb. 45).

Die Hydroxyzimtsduren (6 und 7) akkumulierten in der Stickstoffstufe N3 in der Umge-
bungszone (Abb. 45), was fiir N1 nicht nachweisbar war (Abb. 44).
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Bei den Flavan 3-olen Catechin und Epicatechin (8) wurde in der Reaktionszone von N3 ein
Riickgang auf 60 %, in der Reaktionszone von N1 ein Riickgang auf etwa 90 % festgestellt
(Abb. 44, Abb. 45). In der Umgebungszone von N3 kam es zu einer tendenziellen Anrei-
cherung, bei reduzierter Stickstoffversorgung (N1) nahm der Gehalt tendenziell ab.

Bei den Proanthocyanidinen zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Stickstoffstufen

und es kam in beiden Zonen jeweils zu einem Riickgang (Abb. 44, Abb. 45; 9).

Auch das Aglykon Phloretin verhielt sich in beiden Stickstoffstufen sehr dhnlich. In den
Reaktionszonen kam es zu Akkumulationen von iiber 600 %, wéhrend in den Umgebungs-
zonen diese in N1 mit 195 % und in N3 mit 120 % deutlich schwicher ausfielen (Abb. 44,
Abb. 45; 10).
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33533 M9

Vergleich der beiden Rindenzonen nach V8-Behandlung

Beim Vergleich der Umgebungszonen mit den Reaktionszonen der beiden untersuchten
Stickstoffstufen N1 und N3 zeigten sich bei M9 in N1 18,7 mg/g TS, in N3 28,0 mg/g TS
weniger Phenylpropanoide in den Reaktionszonen (Tab. 19). Dies ging vor allem auf die
niedrigeren Gehalte an Phloridzin (2) und Flavonolen (3) zuriick. Der Riickgang an Phenyl-
propanoiden in der Reaktionszone bezogen auf den Gehalt in der Umgebungszone fiel mit
einer um 10 mg/g TS stirkeren Abnahme in N3 deutlich stirker aus als in N1. Gemeinsam ist
beiden die deutliche Abnahme in der Reaktionszone im Vergleich zur Umgebungszone

(Tab. 19).

In N1 konnte eine tendenzielle Akkumulation von Kaffeesdurederivaten, in N3 von Kaffee-
sdurederivaten und p-Cumarséurederivaten in der Reaktionszone gezeigt werden (Tab. 19).

Alle anderen Substanzen gingen in den Reaktionszonen deutlich zurtick (Tab. 19).

Effekte der unterschiedlichen Stickstoffstufen N1 und N3

Auch fiir M9 konnten deutliche Gehaltsunterschiede zwischen den Stickstoffstufen gezeigt
werden. Die deutlich geringeren Phenylpropanoidgehalte in den Rinden der stirker mit
Stickstoff versorgten Pflanzen (N3) konnten in der Umgebungszone mit 13 %, in der Reak-
tionszone sogar mit 22 % geringeren Gehalten als in N1 gezeigt werden (Tab. 19). Fiir das
Phloridzin lagen diese Verluste bei 7 % bzw. 16 %, fiir die Flavonole bei 22 % bzw. 34 %, fiir
die acylierten Flavonoide bei 33 % bzw. 37 % und fiir die Flavanone bei nur 2 % bzw. 12 %
(Tab. 19).
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Tab. 19: M9, Gehalte an unterschiedlichen Phenylpropanoidklassen nach Behandlung mit dem Kontrollmedium
V8; Werte stellen 100%-Bezugsgrofle fiir die Abb. 46 und Abb. 47 dar

V8-Kontrollbehandlung N1 N3
U =100 % R =100% U =100 % R=100%
mg/g TS s mg/g TS s mg/g TS s mg/g TS s
1|Gesamtsumme 147,6 15,8 128,9 15,0 128,8 13,0 100,8 28,0
2|Phloridzin 94,2 13,6 82,3 7,5 87,2 10,6 68,9 19,6
3|Flavonole 30,8 1,9 26,7 4,6 24,0 3,9 17,6 6,1
4|acylierte Flavonoide 4,6 0,4 3,8 0,8 3,1 0,4 2,4 0,8
5|Flavanone 4,7 1,1 4,0 1,5 4.6 1,4 3,5 1,4
6|p -Cumarséurederivate 55 0,5 4,9 0,9 2,5 2,0 3,0 1,2
7|Kaffeesaurederivate 0,6 0,1 0,7 0,6 0,3 0,3 0,7 0,5
8|Catechin + Epicatechin 1,4 0,3 1,3 0,5 1,4 0,2 0,7 0,7
9|Proanthocyanidine 2,8 0,1 2,6 0,8 2,3 0,5 1,2 1,2
10|Phloretin 0,4 0,2 0,3 0,1 0,9 0,2 0,6 0,5
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Abb. 46: Verdnderung in der Stickstoffstufe N1 von M9 durch Infektion in Bezug auf die V8-Kontrolle in %;
BezugsgroBe (100%) sind die einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8 (siche Tab. 19)
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Abb. 47: Verdnderung in der Stickstoffstufe N3 von M9 durch Infektion in Bezug auf die V8-Kontrolle in %;
BezugsgroBe (100%) sind die einzelnen Gehalte nach Behandlung mit dem Kontrollmedium V8 (siche Tab. 19)
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Veranderungen durch Infektion

Durch die Infektion kam es in der Stickstoffstufe N1 in der Summe aller Phenylpropanoide zu
keiner deutlichen Akkumulation (Abb. 46; 1). Die leichte Tendenz einer Akkumulation in der
Reaktionszone ging auf Zunahmen im Gehalt an acylierten Flavonoiden (Abb. 46;4
(+2,2 mg/g TS)), Hydroxyzimtsidurederivaten (Abb. 46; 6 und 7) und einer deutlichen Zunah-
me an Phloretin (Abb. 46; 10 (+4,5 mg/g TS)) zuriick. Phloretin, Kaffeesdurederivate und
acylierte Flavonoide akkumulierten auch in der Umgebungszone von N1 (Abb. 46; 4, 7, 10).
Fiir Catechin, Epicatechin und die Proanthocyanidine wurden nach Infektion in N1 Riick-

ginge um 15 bis 25 % gemessen (Abb. 46; 8, 9).

Fiir die Stickstoffstufe N3 wurden sehr deutliche Reaktionen auf die Infektion gemessen
(Abb. 47). In der Reaktionszone wurde eine Akkumulation um 41 mg/g TS auf einen Gehalt
von 140 % der V8-Behandlung nachgewiesen (Abb. 47; 1). Diese Reaktion wurde mit dhnli-
chen Akkumulationsraten getragen vom Phloridzin (2), den Flavonolen (3), den acylierten
Flavonoiden (4), den Flavanonen (5) und den p-Cumarsdurederivaten (6). Der Beitrag von
Catechin, Epicatechin und den Proanthocyanidinen war mit Akkumulationsraten von 166 %

und 168 % deutlich hoher (Abb. 47, 8, 9).

Phloretin zeigte einen Anstieg um 2,3 mg/g TS oder 620 % in der Reaktionszone, wurde aber

auch in der Umgebungszone deutlich angereichert (Abb. 47; 10).

In der Umgebungszone wurden neben dem Phloretin ausschlieBlich die p-Cumarsdurederivate
(6) und Kaffeesdurederivate (7) deutlich angereichert (Abb. 47). Desweiteren verringerte sich
der Gehalt an Flavanonen (5), Catechin und Epicatechin (8) und Proanthocyanidinen (9) nach
Infektion in der Umgebungszone um 20 % (Abb. 47). Riickginge konnten auch fiir den Gehalt
an Phloridzin (2), Flavonolen (3) und acylierten Flavonoiden (4) in der Umgebungszone nach
Infektion gezeigt werden (Abb. 47). All die beschriebenen Gehaltsveranderungen fiihrten zu
einer tendenziellen Verringerung der Phenylpropanoidgehalte in der Umgebungszone von N3

(Abb. 47; 1).
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3.35.3.4 Substanzen 2, 7und 11

Bei den Untersuchungen wurden drei Substanzen gefunden, die als Substanzen 2, 7 und 11 im
Kapitel 3.3.2 mit ihren UV-Spektren charakterisiert sind. Besonders fiir die Substanzen 2 und

7 wurde eine starke Induktion nach Infektion gezeigt.

In den Abbildungen 48 bis 53 sind die Gehalte dieser Substanzen graphisch dargestellt. Die
Balkenabfolge im Diagramm entspricht fiir die ersten beiden Balken einem Vergleich der
Umgebungszone nach Kontrollbehandlung (V8) und Infektion (P.c.), in den letzten beiden

Balken einem Gehaltsvergleich der beiden Behandlungen in der Reaktionszone.

2,5 2,5
N1 N3

2,0 n 2’0 |
|<£ mU-Vv8 |<£ mU-v8
o 12 Aaupe| 5107 BU-P.c.
510 ORV8 | D4 OR-V8
E mRPc| E HR-P.c.

0,5 n 0'5 |

0,0 - 0.0 -

Substanz 2 Substanz 7 Substanz 11 Substanz 2 Substanz 7 Substanz 11
Abb. 48: Gehalte in "Rewena’ (N1) der Substanzen = Abb. 49: Gehalte in 'Rewena’ (N3) der Substanzen 2, 7
2,7und 11 und 11
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AbD. 50: Gehalte in "Golden Delicious” (N1) der Abb. 51: Gehalte in "Golden Delicious’ (N3) der

Substanzen 2, 7 und 11 Substanzen 2, 7 und 11
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Abb. 52: Gehalte in M9 (N1) der Substanzen 2, 7  Abb. 53: Gehalte in M9 (N3) der Substanzen 2, 7
und 11 und 11
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Substanz 2

Fiir die Substanz 2 wurde eine deutliche Akkumulation in den Genotypen ‘Rewena’ und
‘Golden Delicious’ gezeigt (Abb. 48 - 51). Dabei fiel einerseits auf, dass die Akkumulation
nicht auf die Reaktionszone begrenzt war und dass andererseits sich fiir ‘Rewena’ in der
Stickstoffstufe N1 eine stirkere Gehaltszunahme nachweisen lie3 als fiir die Stickstoffstufe
N3 (Abb. 48, Abb. 49). Dieser Effekt durch die Stickstoffversorgung wurde fiir "Golden
Delicious’ in umgekehrter Abhingigkeit nachgewiesen (Abb. 50, Abb. 51). Fiir die Unterlage
MO fiel die Akkumulation erheblich geringer aus und erreichte maximal einen Gehalt von

0,5 mg/g TS (Abb. , Abb. 53).

Substanz 7

Dagegen wurden fiir die Substanz 7 bei M9 die stirksten Akkumulationen nach Infektion
gezeigt, die bei der stirker mit Stickstoff versorgten Variante N3 speziell in der

Umgebungszone (Abb. 53) deutlich liber der Stickstoffstufe N1 (Abb. ) lagen.

Fir "Golden Delicious’ konnte ebenfalls eine positiv mit der Stickstoffgabe korrelierte
Akkumulation nachgewiesen werden, die aber in den Gehalten deutlich hinter M9 zuriickblieb

(Abb. 50, Abb. 51).

Fiir '‘Rewena’ konnte zum einen ein nur sehr geringer Gehalt der Substanz 7, zum anderen

kein Effekt durch die Infektion gezeigt werden (Abb. 48, Abb. 49).

Substanz 11

Bei der Substanz 11 wurde auschlieBlich fiir M9 in der Stickstoffstufe N3 in der Reaktions-
zone eine Wirkung durch Infektion nachgewiesen. Nur hier kam es zu einer leichten Akku-

mulation nach Infektion (Abb. 53).

Alle anderen Ergebnisse (Abb. 48, Abb. 49, Abb. 50, Abb. 51, Abb. ) lieBen keinen Riick-

schluss auf eine Veridnderung nach Infektion zu.
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3.3.5.4 Veranderungen im Phenylpropanoidstoffwechsel beim Genotyp M9

durch erhohte Kohlendioxid-K onzentrationen in der L uft

Um den Einfluss der Ressource Kohlenstoff bei unterschiedlich mit Stickstoff versorgten
Pflanzen auf den Phenylpropanoidstoffwechsel zu untersuchen, wurden Baume des Genotyps
M9 zwei Jahre in den Klimakammern des Forschungszentrums fiir Umwelt und Gesundheit
(GSF in Neuherberg) unter zwei unterschiedlichen Kohlendioxidkonzentrationen kultiviert.
Dazu wurde das Klima in den Kammern in beiden Varianten gleich gehalten. AusschlieBlich
der Gehalt an Kohlendioxid wurde verdndert. In der Variante mit ambientem Kohlendioxid-
gehalt wurde iiber die Vegetationsperiode mit 400 ppm, in der Variante mit erhohtem Kohlen-
dioxidgehalt mit 700 ppm CO, begast. In die beiden unterschiedlichen CO,-Regime wurden
Béume der unterschiedlichen Stickstoffstufen N1, N2 und N3 (siehe Kapitel 2.7) eingebracht.
Die Baume wurden so iiber zwei Vegetationsperioden konditioniert.

Im Winter 2001/2002 wurden die Pflanzen mit der Korkbohrermethode mit Phytophthora
cactorum inokuliert (Stamm BBA 64197, Nachinokulation mit Iso 2). Der Infektionsversuch
wurde in den Gewéchshdusern des Fachgebiets Obstbau unter ambienter Kohlendioxidkon-
zentration durchgefiihrt.

6 Wochen nach der Erstinokulation wurde eine Zweitinokulation vorgenommen, die aller-
dings nicht zu einer sichtbaren Neuinfektion fiihrte. Dabei wurden die Infektionsstellen mit
einem Skalpell erneut verwundet.

Nach 9 Wochen war in den Kontrollvarianten im Gegensatz zu den mit Phytophthora cac-
torum inokulierten Wunden Kalluswachstum nachweisbar. Der nekrotische Ring, der sich bei

den inokulierten Wunden zeigte, war mit etwa 1 mm Breite iiber alle Varianten identisch.

Die Reaktionszonen wurden auf Phenylpropanoide untersucht.
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Flavonole acylierte Flavonoide
25 10
20 A 0,8 1
2 159 omk| @ 061 oMK
3 mPc| mP.C
g 109 Cl 2 04 .
5 0,2
0 - 0,0 1
N1 amb. | N1 erh. N2 amb. | N2 erh. |N3 amb. | N3 erh. N1 amb. | N1 erh. |N2 amb. | N2 erh. |N3 amb.| N3 erh.
oMK | 14,10 16,31 | 11,80 12,92 15,59 9,35 oMK | 0,54 0,73 0,67 0,69 0,66 0,36
mEP.c.| 1542 | 23,18 | 13,85 16,21 15,20 | 12,90 mP.c.| 0,76 0,86 0,80 0,74 0,64 0,54
Flavanone 20 Summe ohne Phloridzin
1,5 35
30
25
2 104 oMK | 2 oMK
3 wre| & 2 mP.c
£ = g 154 <.
0,5 10 4
5 i
0,0 0 -
N1 amb. | N1 erh. N2 amb. | N2 erh. |N3 amb. | N3 erh. N1 amb. | N1 erh. N2 amb. | N2 erh. N3 amb. | N3 erh.
oMK | 0,80 1,09 1,04 1,03 1,07 0,50 oMK | 25,89 | 28,85 | 21,36 | 22,76 25,94 | 18,13
mP.c.| 097 1,44 1,29 1,36 0,98 0,73 mP.c.| 3050 | 3876 | 28,20 | 27,91 27,17 | 23,78

Abb. 54: Gehalte an Flavonolen, acylierten Flavonoiden, Flavanonen und der Gesamtsumme ohne Phloridzin in
der Rinde von M9 nach Kohlendioxidbehandlung; MK: Kontrolle mit Medium MK; P.c.: mit Phytophthora
cactorum inokulierte Variante; amb.: 400 ppm CO; erh.: 700 ppm CO,

COq-Einflussin der Stickstoffstufe N1

Die Versuchsglieder der mit 700 ppm Kohlendioxid versorgten Pflanzen zeigten in den
Kontrollen (MK) leicht erhohte Gehalte an Flavonolen, acylierten Flavonoiden und Flavan-
onen im Vergleich zu den ambient mit Kohlendioxid versorgten Pflanzen (Abb. 54). Die
Gesamtsumme an Phenylpropanoiden ohne Phloridzin zeigte nur einen sehr geringen Unter-
schied in der Kontrolle MK (Abb. 54).

Im Gegensatz dazu kam es nach Infektion zu einer deutlichen Akkumulation von Flavonolen
und Flavanonen in der 700 ppm-CO,-Variante (Abb. 54). Leichte Anreicherungen nach
Infektion waren auch in der mit 400 ppm CO, konditionierten Variante gegeniiber der MK-
Kontrolle nachweisbar, allerdings fiel die Reaktion auf die Infektion erheblich schwicher aus.
Durch die erhohte Kohlendioxidkonzentration kam es zu einer deutlich stirkeren
Akkumulation von Phenylpropanoiden nach Inokulation mit Phytophthora cactorum in der

Stickstoffstufe N1 (Abb. 54).
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CO-Einflussin der Stickstoffstufe N2

In der Stickstoffstufe N2 war eine erhohte Akkumulation von Flavonolen nach der Infektion
bei den Biaumen, die mit erhohter Kohlendioxidkonzentration begast wurden, aufzeigbar
(Abb. 54; Flavonole). Ansonsten waren keine Unterschiede zwischen den Kohlendioxid-
varianten innerhalb der Stickstoffstufe N2 vorhanden.

Eine Akkumulation nach Infektion war bei beiden CO,-Regimen nachweisbar (Abb. 54).

COz-Einflussin der Stickstoffstufe N3

Durch die Konditionierung unter erhohter Kohlendioxidkonzentration kam es in der
Kontrollvariante MK zu einer deutlichen Verringerung im Gehalt an Flavonolen, acylierten
Flavonoiden und Flavanonen. Auch die Gesamtsumme ohne Phloridzin zeigte einen deutlich
geringeren Gehalt nach Konditonierung mit erhohtem Kohlendioxidgehalt (Abb. 54).

Durch die Inokulation kam es unter erhéhtem Kohlendioxidgehalt zu einer deutlichen Akku-
mulation an verschiedenen Phenylpropanoiden gegeniiber MK. Im Gegensatz dazu war in den
ambient mit Kohlendioxid versorgten Bdumen keine Anreicherung nach Infektion gegeniiber

MK in der Stickstoffstufe N3 nachweisbar (Abb. 54).

Zusammenfassung der CO,-Ergebnisse

In N1 konnte eine Steigerung des Phenylpropanoidgehalts und eine verstiarkte Akkumulation
nach Infektion bei 700 ppm-CO,-Konditionierung nachgewiesen werden. Die Variante der
Stickstoffstufe N3 verhielt sich dazu gegenldufig: Bei erhohtem Kohlendioxidgehalt waren in
den Kontrollen deutlich geringere Gehalte gefunden worden. Nach Infektion kam es in N3 in
der mit 700 ppm konditionierten Variante zur deutlichen Akkumulation von Phenylpropan-
oiden, in der mit 400 ppm konditionierten Variante hingegen zu keiner Akkumulation. In der
Stickstoffstufe N1 folgte nach beiden CO,-Konditionierungen eine Akkumulation nach
Infektion.

Unter schiede zwischen den Stickstoffstufen

Unter ambientem Kohlendioxidgehalt konditionierte Pflanzen zeigten keine deutlichen Unter-
schiede zwischen den Stickstoffstufen.

Im Gegensatz dazu nahm der Gehalt an Phenylpropanoiden mit steigender Stickstoffgabe in
der Variante mit erhohtem Kohlendioxid deutlich ab. Dies traf sowohl fiir die Kontroll-

varianten als auch fiir die inokulierten Varianten zu (Abb. 54).
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4 Diskussion

4.1 Phenylpropanoidgehalteim intakten Rindengewebe unter schiedlicher
Genotypen

Um den Einfluss der Phenylpropanoide auf die Abwehrreaktion unterschiedlicher Apfelsorten
und Unterlagen gegen Phytophthora cactorum zu untersuchen, war es zunédchst wichtig den

Gehalt an Phenylpropanoiden im intakten Rindengewebe zu bestimmen.

In den Ergebnissen dieser Untersuchungen (Abb. 13) wurden klare Unterschiede zwischen
den einzelnen Sorten und Unterlagen nachgewiesen. Der Gesamtgehalt an Phenylpropanoiden
in der intakten Phloemkambialschicht ist nicht als eindeutiger Marker fiir die Anfélligkeit
gegeniiber Phytophthora cactorum zu betrachten, weil die als tolerant bezeichnete Unterlage
M9 (Arexanper und STEwarT 2001) den geringsten Gehalt an Phenylpropanoiden enthielt.
Gleichzeitig zeigte sich aber fiir die sehr anfillige Sorte "Topaz' ebenfalls ein deutlich
geringerer Gehalt an Phenylpropanoiden als in den Sorten 'Golden Delicious’ und ‘Rewena’
und der Unterlage MM 106. Bei Betrachtung des Phloridzingehalts, der von ALt und ScHMIDLE
(1980) als bedeutend fiir die Abwehr gegen Phytophthora cactorum diskutiert wurde, zeigten
sich keine Unterschiede zwischen den Sorten und der Unterlage MM106. Die tolerante
Unterlage M9 besal3 den geringsten Gehalt (Abb. 13). Dies steht im Widerspruch zu Art und
Scammie (1980), die den Phloridzingehalt im Rindengewebe als Marker fiir die Abwehr-
fahigkeit diskutiert haben. Eine Beteiligung von Phloridzin an der Abwehr gegen Phytoph-
thora cactorum kann aber nicht ausgeschlossen werden, weil Phloridzin {iber mehrere
Reaktionsschritte als Vorstufe von sehr reaktiven o-Chinonen gilt (Abb. 55) (Raa und
Overeem 1968) und sowohl Phloridzin als auch dem Aglykon Phloretin in der Pathogenab-
wehr gegen Venturia inaequalis eine wichtige Rolle zugeschrieben wird (ELst~er et al. 1996;

Hunter und Hutr 1993; Noveroske et al. 1964a; Noveroske et al. 1964b).
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Phloretin
3Hydroxyphloretm\
Phloridzin » Chinone

RN .

3-Hydroxyphloridzin

3-Hydroxyphloretin

Abb. 55: Bildung von Chinonen aus Phloridzin nach HunTer (1975) und Raa
und OvereeMm (1968)

Der im Vergleich zu den anderen Genotypen nur 50 %-ige Gehalt an Flavonolen bei der sehr
anfilligen Sorte "Topaz' legte den Gedanken nahe, dass der Gehalt an Flavonolen fiir die
Abwehrfahigkeit gegen Phytophthora cactorum von zentraler Bedeutung ist. Dies steht im
Widerspruch zu Art und Scamipre (1980) und Scawmnn (1965), die zum einen einen nur sehr
schwachen inhibierenden Effekt auf das in-vitro-Mycelwachstum, zum anderen sogar eine

leichte Forderung des Wachstums von Phytophthora cactorum festgestellt haben.

Der hohe Gehalt an Flavanonen in der unverwundeten Phloemkambialschicht von ‘Rewena’
basierend auf dem erheblich héheren Gehalt an Naringenin 7-glucosid im Vergleich zu den
anderen untersuchten Genotypen (Abb. 13) macht eine mogliche Umsteuerung innerhalb des
Phenylpropanoidstoffwechsels deutlich. Als Erkliarung konnte ein enzymatisch hoher regu-
lierter Gehalt an Naringenin 7-glucosid in Frage kommen. Vorstellbar wire eine Flavanon-
anreicherung in frithen Stufen der Phenylpropanoidbiosynthese um auf Verdnderungen

moglichst flexibel reagieren zu kénnen.

Besonders hervorzuheben ist, dass beide Substanzen im Rahmen dieser Arbeit fir die
Apfelrinde erstmals nachgewiesen wurden. Eriodictyol 7-glucosid wurde im Apfelblatt von
RommMeELT et al. (2003) ausschlieBlich nach Hemmung der Flavanon 3-hydroxylase durch den

Wachstumsregulator Prohexadion-Ca festgestellt
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Von besonderem Interesse war die Beobachtung, dass die Unterlage MM 106 konstitutiv 2 bis
5-mal hohere Gehalte an Catechin, Epicatechin und Proanthocyanidinen in der Phloem-
kambialschicht aufzuweisen hatte als die anderen untersuchten Genotypen (Abb. 13). Dies
war beim Vergleich der Untersuchungen nach Verwundung von besonderer Bedeutung,

worauf im nédchsten Kapitel ausfiihrlich eingegangen wird.

Der Phloridzingehalt der Rinde liegt nach fritheren Arbeiten in einem Bereich von 5,8 % bis
12 % der Trockenmassen (ALt und Scamibre 1980; Lockarp und ScHNEDER 1982; MARTIN und
WiLtiams 1967; WiLLiams 1966). Die hohen Phloridzingehalte von 12 % konnten in keinem
Fall gemessen werden. Der Phloridzingehalt schwankte ohne Verwundung je nach Genotyp
zwischen 5,5 % und 8,0 % (Abb. 13). Nach Infektion wurde ein Maximalwert von 10,6 %
erreicht (Tab. 18).

Fir andere Phenylpropanoide sind aus der Literatur keine Vergleichswerte fiir die Rinde
bekannt. Beim Vergleich der Gehalte in der Rinde mit Werten aus dem Apfelblatt (Mayr
1995; Mavr et al. 1996) lasst sich zeigen, dass Phloridzin, Flavonole und Flavanole in beiden

Geweben in sehr dhnlichen Konzentrationen vorliegen.

4.2 Reaktion des Rindengewebes auf Verwundung

Als Reaktion auf die Verwundung mit dem Korkbohrer wurde wegen der Wundreaktion ein
generell geringerer Gehalt an Phenylpropanoiden in der Reaktionszone als in der Umgebungs-
zone nachgewiesen (Abb. 14, 15 und 16). Nur die Flavanole Catechin und Epicatechin und die
Derivate der Kaffeesdure konnten entweder in gleicher oder in hdherer Konzentration
gefunden werden. Dieses Resultat lief3 sich fiir alle untersuchten Genotypen und auch fiir die
unterschiedlichen Stickstoffversorgungen zeigen. Wie Coutts (1977) und Rayner und Boppy
(1988) feststellten, kommt es in Folge von Verwundung zu einer erhohten Konzentration
reaktiver Sauerstoffspezies, die wiederum mit der Produktion von antimikrobiellen Phenolen
gekoppelt ist. Nach Erstner et al. (1994) sind Phenole von besonderer Bedeutung fiir die
Wundheilung, weil sie zur Bildung struktureller Barrieren des Melanintyps und zur Super-
oxidproduktion bendtigt werden. Eine Anreicherung im Gesamtgehalt an Phenylpropanoiden
wurde in der direkten Umgebung der Verwundung, der Reaktionszone nicht nachgewiesen,
was durch die nach 4 Wochen fortgeschrittene Wundreaktion zu erkldren ist. Die Gehalte an

oxidierten Melaninen wurden nicht untersucht. Es ist aber davon auszugehen, dass ein
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Grof}teil der Phenylpropanoide im Rahmen erster Wundverschlussprozesse von der Pflanze
verwendet wurde. Die erhohten Gehalte an Catechin, Epicatechin und Kaffeesduren machen
aber deutlich, dass durch die Verwundung eine besondere Aktivierung des Phenylpro-
panoidstoffwechsels stattgefunden haben muss. Wiahrend die Kaffeesduren im Phenyl-
propanoidstoffwechsel als frithe Metabolite zu betrachten sind, stellen Catechin und
Epicatechin eher spite Metabolite dar (Forkmann und Herier 1999; Abb. 2). Wenn man von
einer gezielten Regulation in der Reaktionszone ausgeht, 1dsst sich postulieren, dass diese drei
Metabolite fiir die Wundreaktion von besonderer Bedeutung sind. Es kann aber auch eine
Verlagerung aus der Umgebungszone als mdgliche Ursache fiir die Verschiebungen in den

Gehalten betrachtet werden.

Bei einem Vergleich der konstitutiv in der Phloemkambialschicht vorhandenen Gehalte mit
den Gehalten der Umgebungszone nach Verwundung fiel besonders ins Auge, dass sich fiir
die Unterlage MM 106 und die Sorte "Topaz™ kaum Unterschiede zeigten. Wahrend es bei den
Sorten ‘Rewena’, "Golden Delicious’ und der Unterlage M9 zu erheblich hoheren Gehalten an
Phenylpropanoiden in der Umgebungszone nach Verwundung kam, scheinen 'Topaz' und

MM106 auf Verwundung kaum mit Akkumulationen zu reagieren.

In Tabelle 20 sind zur einfacheren Vergleichsmoglichkeit die Intensititen der Akkumula-

tionen dargestellt.

Tab. 20: Akkumulation von Phenylpropanoiden nach Verwundung, Vergleich unverwundete und verwundete
Phloemkambialschicht (nach Abb. 13, 14 und 15) ; ,,+++“= starke Akkumulation, ,++“= Akkumulation, ,,+“=
leichte Akkumulation, ,,0“=kein Effekt, ,-“=Gehaltsriickgang, ,,--“=starker Gehaltsriickgang

MM106 |Topaz "Rewena’ “Golden Delicious® M9
N1 N3 N1 N3 N1 N3
Gesamtsumme 0 0 0 + ++ ++ +++ +++
Phloridzin 0 0 + ++ ++ ++ +++ +++
Flavonole 0 0 0 0 0 - +++ ++
acylierte Flavonoide - + ++ ++ ++ ++ +++ ++
Flavanone ++ 0 + + 0 + 4+ ++
Catechin und Epicatechin ++ 0 0 + + + F++ St
Proanthocyanidine - 0 ++ ++ +++ +++ +++ +++
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Aus der Tabelle sind drei besonders zu diskutierende Ergebnisse zu entnehmen:
1. Die Sorte ‘"Topaz’ zeigt keine deutliche Reaktion auf Verwundung.

2. Die Unterlage M9 reagiert auf Verwundung mit sehr starker Akkumulation von nahezu

allen Klassen von Phenylpropanoiden.

3. Besonders bei Betrachtung der Flavonole fallt auf, dass nur bei der Unterlage M9 Akku-

mulationen nachweisbar sind.

Dass die Sorte 'Topaz" und die Unterlage MM106 auf Verwundung nicht mit deutlichen
Akkumulationen von Phenylpropanoiden reagieren, ist besonders interessant weil zum einen
die Unterlage MM106 nach zahlreichen Quellen als besonders anfillig fiir Phytophthora
cactorum eingestuft wird ( ALt 1978; Brown und Henprix 1980; Jerrers und ArpwiNckLE 1986;
Jerrers und ArpwinckLE 1988; Juwis et al. 1978; McIntosu 1975; L. PratzcgumMmer miindlich
2001; TmosarL 1990; Utkenpe 1986), zum anderen auch fiir die Edelsorte "Topaz’ von starken
Ausfillen durch das Pathogen berichtet wurde (LarpscHNemEer et al. 2002; Mornau et al.
2002). Dies unterstiitzt den Gedanken, dass die Fahigkeit zur Akkumulation von Phenylpro-
panoiden in der Rinde nach Verwundung als wichtiger Abwehrfaktor des Apfels gegen
Phytophthora cactorum betrachtet werden kann. Auch die besonders starke Akkumulations-
fahigkeit der nach ALexanper und StewarT (2001), At (1978; 1982) und nach der miindlichen
Aussagen von L. Pratzgummer (2001) als tolerant einzustufenden Unterlage M9 stiitzt diesen

Gedanken im Umkehrschluss besonders.

Dass Flavonole fiir die Abwehrfahigkeit wichtig sind, wird fiir die Unterlage M9 durch die
nachgewiesene deutliche Akkumulation nach Verwundung gestiitzt. Bei keinem anderen
untersuchten Genotyp konnte eine Akkumulation an Flavonolen nach Verwundung nachge-
wiesen werden. Fiir die Sorte "Golden Delicious’ in der Stickstoffstufe N3 (Tab. 20) war sogar
eine Reduktion im Gehalt festzustellen. Gleichzeitig waren fiir diese Bdume nach Infektion

grofle Nekrosenflichen gemessen worden (Abb. 27 und 28).
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4.3 Wirt-Parasit-Inter aktionen

4.3.1 Chitinaseaktivitat in der Rinde von Apfel

Die Chitinaseaktivititen wurden mit Werten von 2 bis 20 U/g TS in der Rinde des Apfels
nachgewiesen (Abb. 18). Diese im Vergleich zu Kartoffelbldttern mit Aktivititen von
136 U/g TS bis zu 1555 U/g TS (PressL 2002) geringen Werte in der Apfelrinde lassen sich
durch die unterschiedlich aktiven Gewebe erkliren. Die gemessenen Werte an
Kartoffelbldttern stammen aus der Vegetationsperiode mit voll entwickelten und photo-
synthetisch aktiven Blattorganen. Die Untersuchungen beim Apfel gehen auf Rindengewebe
von Béumen zuriick, die sich physiologisch in der Dormanz befanden.

In den Stickstoffstufen N2 und N3 der gegen Apfelschorf (Venturia inaequalis) anfilligen
Sorte "Golden Delicious’ kam es zu einer Aktivitdtssteigerung durch die Pathogenbehandlung
(Abb. 18). Dies weist auf eine Aktivierung der Abwehr hin, wie sie Presst (2002) fiir die
Phytophthora infestans anfillige Kartoffelsorte "Indira’ zeigen konnte. Die deutlich geringer
anfillige Kartoffelsorte 'Bettina® zeigte keine deutlichen Unterschiede zwischen den
infizierten und den nichtinfizierten Varianten (Presst 2002). Gleiches wurde fiir die
Chitinaseaktivititen der gegen Venturia inaequalis resistenten Apfelsorte 'Rewena’ nach
Infektion mit Phytophthora cactorum festgestellt (Abb. 18).

Eine Erklarung fiir die geringen Aktivititen der Chitinase nach Infektion ldsst sich aus der
fehlenden Zielgerichtetheit einer Chitinaseinduktion ableiten, weil der Oomycet Phytophthora
cactorum kein Chitin in seiner Zellwand besitzt (Dick 1990, Kumar und RzueTsky 1996).

Im Apfelblatt wurde die Aktivierung von systemisch erworbener Resistenz (SAR) nach
Infektion mit dem Erreger des Feuerbrandes (Erwinia amylovora) innerhalb weniger Stunden
nachgewiesen (Venisse et al. 2002). Dabei konnte ein Aktivitétssteigerung der Chititinase im
Blatt der Unterlage MM 106 nach 24 h beobachtet werden. Interessant ist, dass bereits nach
72 h eine Abnahme der Aktivitit der Chitinase festgestellt wurde. Vermutlich ist zu dem
Zeitpunkt der Messungen in dieser Arbeit, 28 d nach Infektion, die Abwehrreaktion bereits
zum Stillstand gekommen. Das Aufrechterhalten von SAR iiber den langen Zeitraum von 28 d
ist durch die Ergebnisse in Frage zu stellen. Die Ergebnisse stehen in Einklang mit Dempsey et
al. (1999), wonach SAR bis zu einer Woche nachweisbar ist. Brisser et al. (2000) wiesen im

Gegensatz dazu ein Aufrechterhalten der SAR im Apfelblatt {iber 17 d nach. Diese Ergebnisse
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lassen es durchaus denkbar erscheinen, dass sich eine Aktivititssteigerung der Chitinase auch

nach 28 d noch hitte nachweisen lassen konnen.

4.3.2 p-1,3-Glucanaseaktivitat in der Rinde von Apfel

Die starke Streuung der Werte fiir die Glucanaseaktivitit in der Rinde der Sorte 'Golden
Delicious” (Abb. 19) ldsst den Schluss zu, dass keine koordinierte Induktion der
Glucanaseaktivitit abzulaufen scheint. Die Werte fiir die Sorte 'Rewena’ dagegen sind
einheitlicher und hoher (Abb. 19). Bei ‘Rewena’ zeigt die Glucanaseaktivitit keine Reaktion
auf die Infektion mit Phytophthora cactorum. Auch gibt es keine Unterschiede der reinen
Kontrollverwundungen gegeniiber der infizierten Variante, was den Schluss nahelegt, dass
entweder keine Reaktion durch die unterschiedlichen Behandlungen eintritt, oder dass allein
die Verwundung schon zur vollen Aktivierung der Glucanaseaktivitit ausreicht. Die
gemessenen Werte bei 'Rewena’ zwischen 60 und 90 U/g TS liegen im Bereich der in
Kartoffelbldttern nachgewiesenen Werten. Dort wurden Umsidtze zwischen 13 und
198 U/g TS gemessen (PLesst 2002). Eine Induktion wie sie Presst (2002) nach Infektion mit
Phytophthora infestans bei der anfdlligen Sorte "Indira’ nachweisen konnte, wurde flir Apfel
nicht bestitigt.

Sowohl die nicht koordinierte Reaktion bei der Sorte "Golden Delicious’ als auch die
einheitlichen Werte bei der Sorte ‘Rewena’ stehen im Widerspruch zu der von Brisser et al.
(2000) nachgewiesenen Steigerung der f-1,3-Glucanaseaktivitét bei Apfel durch Acibenzolar-
S-metyl, die zeigt, dass der Apfel generell induzierbar ist. Es muss aber betont werden, dass
sich die Resultate von Brisser et al. (2000) auf das Blatt bezogen. Dies kann auch als
mogliches Indiz gewertet werden, dass entweder die Apfelrinde nicht induzierbar ist oder dass
der physiologische Zustand der Dormanz eine Induktion verhindert.

Wie bei der Chitinaseaktivitdt diskutiert, kann auch der Zeitpunkt der Messung, 28 d nach
Infektion, fiir die nicht nachweisbare Induktion der Glucanaseaktivitit durch Infektion mit

Phytophthora cactorum verantwortlich sein.

4.3.3 Wirkungdesgereinigten Kulturfiltrats

Das gereinigte Kulturfiltrat des Phytophthora cactorum-Stammes Iso 2 l16ste in Tabakblattern

Nekrosen aus (Abb. 21-23), wie es nach der Infiltration von Elicitinen oder elicitinenthal-
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tenden Kulturfiltraten hdufig beobachtet wurde (Bamuieur et al. 1996; Becker et al. 2000;
BmNeT et al. 1998; Carasso et al. 1999; Heiser et al. 1999; KeLLer et al. 1996; KoenL et al. 2003;
Miat et al. 1991; Riccr et al. 1989). Diese hypersensitive Reaktion geht mit einer Reihe
physiologischer Prozesse einher, die im Tabakblatt (Heiser et al. 1999), an Tabakzellkulturen
(Koenr et al. 2003) und an Eichen (Elicitin Quercinin) (Brummer et al. 2002) genauer
untersucht wurden . Dabei konnte gezeigt werden, dass Membranstrukturen zerstért wurden
und ein 'oxidative burst' fiir den Zelltod verantwortlich war. Die gezeigten Nekrosen in
Tabakbldttern (Abb. 21-23) sind Indiz fiir die biologische Aktivitit des gereinigten
Kulturfiltrats, das auch fiir die Arbeiten an der Apfelrinde verwendet wurde.

In der Rinde von "Topaz® wurden Reaktionen im Phenylpropanoidstoffwechsel nach Be-
handlung mit dem Kulturfiltrat hervorgerufen (Abb. 24). Die Anreicherung von Chlorogen-
sdure und Epicatechin (Abb. 24) in der Rinde nach Behandlung mit dem Kulturfiltrat wurde
auch bei Kontrollverwundungen nachgewiesen (Abb. 14) und ist mdglicherweise allein auf
die Verwundung zuriickzufiihren. Die Akkumulationen der Substanzen 2, 7 und 11 (Abb. 24)
traten nach der Behandlung mit dem gereinigten Kulturfiltrat in den vorgestellten Unter-
suchungen erstmals auf. Diese Anreicherungen der Substanzen 2 und 7 konnten auch nach
Infektion mit Phytophthora cactorum gezeigt werden (Abb. 41; Abb. 48-53). Offensichtlich
spielen diese Substanzen fiir die Interaktion der Pflanze mit dem Pathogen eine wichtige
Rolle. Interessant ist, dass die Pflanze auf die Infiltration mit dem gereinigten Kulturfiltrat
sehr selektiv reagiert. Es wurden aufler diesen Akkumulationen keine weiteren Verdnderungen
im Phenylpropanoidstoffwechsel nachgewiesen.

Von Mezzerti et al. (1994) wurden die Verdnderungen der Plasmamenbran von Apfelzellen
der Genotypen MM106 und MM111 untersucht. Zellmembranen des anfdlligen Genotyps
MM106 wurden im Gegensatz zu den Zellmembranen des Genotyps MM 111 von dem Elicitin
Cactorein nicht in ithrem elektrochemischen Potential verdndert.

Die Verdnderungen des Membranpotentials bei Apfelzellen durch das Elicitin Cactorein
(Mezzermr et al. 1992; 1994) und die gezeigten Verdnderungen im Phenylpropanoidstoff-
wechsel sprechen gegen die Theorie von Bruck (1996), dass Elicitine nur fiir Interaktionen mit
Nicotiana tabacum und Raphanus sativus von Bedeutung seien.

Die Verdnderungen im Gehalt an Chlorogensdure und Epicatechin legen dar, dass das
Kulturfiltrat mit dem enthaltenen Elicitin eine Reaktion in der Rinde des Apfelbaumes
auslosen kann. Die identische Reaktion nach Infektion ist ein Indiz fiir eine klar repro-

duzierbare Interaktion zwischen dem Pathogen und der Pflanze, die wahrscheinlich auf das im
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Kulturfiltrat enthaltene Elicitin zuriickzufiihren ist. Besonders beachtet werden mul}, dass es
sich bei der untersuchten Interaktion um Partner einer kompatiblen Wirt-Parasit-Interaktion
handelte. Der Pathogenstamm Iso2 wurde von der Apfelsorte "Topaz’ isoliert und 16ste dort
bis zu 7 % Baumausfille aus (LarbscHNEDER et al. 2002; Mornau et al. 2002). Die ebenfalls
kompatible Wirt-Parasit-Interaktion des Gummibaums (Hevea brasiliensis) und Phytophthora
palmivora untersuchten CHurnGcHow und Rattarasarn (2000). Sie wiesen neben der Wirkung
des gereinigten Elicitins auf Tabak auch Nekrosenbildung durch das Elicitin Palmivorein am
Blatt des Gummibaums nach. Auch Palmivorin gehort wie das Cactorein zu den a-Elicitinen.
In Tabakzellkulturen wurde eine Aktivierung der Phenylalaninammoniumlyase durch Behand-
lung mit dem Elicitin Megaspermin festgestellt (Dorey et al. 1999). Eine Aktivierung von
Genen, die fiir Enzyme des Phenylpropanoidmetabolismus codieren, konnte ebenfalls gezeigt
werden (Becker et al. 2000; Sasask et al. 2000). MiLat et al. (1991) und Dusery et al. (1994)
wiesen nach Elicitinbehandlung von Tabakzellkulturen die Akkumulation von Capsidiol und
anderen Sesquiterpenoiden nach.

Dass Elicitine in der Lage sind, systemisch induzierte Resistenz auszuldsen wurde vielfach
berichtet (BonnET et al. 1996; Dugery et al. 1994; Ponchet et al. 1999; Riccr et al. 1989; 1992).
Meist wurden dabei aber inkompatible Wirt-Parasit-Beziehungen untersucht. Mit den
vorliegenden Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass durch die Vorbehandlung mit
dem gereinigten Kulturfiltrat in der Stickstoffstufe N1 eine deutliche Reduktion der
Nekrosenfldchen nach einer folgenden Infektion erreicht werden konnte (Abb. 25). In N1 fiihrt
eine Vorbehandlung mit dem Kulturfiltrat nach 7 Tagen zu erhohter Abwehrfahigkeit
gegeniiber einer Neuinfektion mit Phytophthora cactorum. Interessanterweise trat dieser
Effekt in der Stickstoffstufe N3 nicht auf. Es kann davon ausgegangen werden, dass entweder
die erhohte Stickstoffdiingung den Effekt der SAR-Ausbildung unterbunden hat, oder aber
zumindest so stark abschwichte, dass keine Reaktion auf das Pathogen zu beobachten war
(Abb. 25). Bonner et al. (1996) zeigten die Ausbildung von SAR in Tabak mit Schutzraten bei
der Infektion nach Elicitinbehandlung von bis zu 90 %. Allerdings wurde die SAR-
Auspragung nur fiir Tabak bewiesen. Im Gegensatz dazu konnten sie bei einer Reihe von
anderen Arten, die auf Elcitinbehandlung nicht mit Nekrotisierung reagierten, keine SAR-

Ausbildung durch das Elicitin aufzeigen.
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4.3.4 Bedeutung der Position der Infektion am Stamm fir die

Pathogenese

Bei Infektionen in unterschiedlichen Stammhdéhen wurde ein Effekt durch die Position der
kiinstlichen Infektion auf die vom Pathogen gebildete Nekrosenfliche festgestellt. Dabei
nahm die Nekrosenfliche mit zunehmendem Abstand von der Stammbasis zu (Abb. 28-32).
Dieser Zusammenhang war zum einen sortenabhéngig (Abb. 29-31), zum anderen auch durch
die Stickstoffdiingung beeinflussbar (Abb. 32). Bei starker Stickstoffdiingung (N3) wurde der
Zusammenhang zwischen der gebildeten Nekrosenfliche und der Position der Infektion
verstérkt.

Der Zusammenhang zwischen Nekrosengrofe und der Position der Infektion am Stamm
wurde von Gupta und SimcH (1979) erstmals beschrieben. Eine Untersuchung der Ursache
dieses Effektes wurde bisher jedoch nicht vorgenommen. Als moglichen Grund der unter-
schiedlichen Anfilligkeiten in Abhéngigkeit der Entfernung zur Stammbasis wurde
untersucht, ob der Gehalt an Phenylpropanoiden fiir diesen Effekt verantwortlich sein konnte.
So konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen der Konzen-
tration an Phenylpropanoiden und der Position am Stamm dergestalt nachgewiesen werden,
dass mit zunehmender Entfernung von der Stammbasis eine Abnahme im Gehalt an Phenyl-
propanoiden feststellbar war (Abb. 34-38). Gleichzeitig konnte eine Verringerung des Gehalts
an Phenylpropanoiden durch stirkere Stickstoffdiingung gezeigt werden (Abb. 34, 35). Die
Verdnderungen im Gehalt an Phenylpropanoiden durch Position und Stickstoffdiingung
decken sich mit den Verdnderungen der Nekrosenflachen. Sowohl bei weiterer Entfernung der
Infektion von der Stammbasis als auch durch héhere Stickstoffdiingung kam es zu grofleren
Nekrosenflachen. Gleichzeitig fiihrte eine weitere Entfernung von der Stammbasis und eine
Erhohung der Stickstoffdiingung zu einer Verringerung im Phenylpropanoidgehalt.

Dieser Zusammenhang ist als Indiz zu werten, dass Phenylpropanoide in der Rinde des Apfels
eine bedeutende Rolle bei der Abwehr gegen Phytophthora cactorum spielen. Hierin ist eine
Parallele zur Abwehr von Venturia inaequalis zu sehen, fiir die Mayr et al. (1997) Phenyl-
propanoide verantwortlich machten.

In Untersuchungen zur Problematik der Veredlungsunvertraglichkeit bei Kirschen wiesen
Treutter und Feuchr (1991) Akkumulationen von Flavan 3-olen und von den beiden Fla-
vonoide Genistein und Prunin (Naringenin 7-glycosid) iiber der Veredungsstelle nach. Sie

fiihrten diesen Effekt auf Veredlungsstress zuriick. In der Arbeit von Treutter und FeucHT
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(1991) wurde im Gegensatz zu den vorliegenden Untersuchungen nur der Bereich von
0 - 4 cm iiber der Veredlungsstelle auf Phenylpropanoide analysiert. In Ubereinstimmung mit
den hochsten Gehalten bei Kirschen sehr nah an der Veredlungstelle konnte fiir Apfel der
hochste Gehalt an Phenylpropanoiden in 3 cm Entfernung von der Veredlungsstelle fest-
gestellt werden (Abb. 34,35). Dass der Effekt des abnehmenden Gehalts an Phenyl-
propanoiden mit zunehmendem Abstand von der Veredlungsstelle nicht allein auf Ver-
edlungseffekte zurlickzufiihren ist, wurde mit Untersuchungen an unveredelten Baumen der
Unterlage MM106 gezeigt (Abb. 36, 37, 38). Ein Einfluss der Veredlung kann nicht ausge-
schlossen werden. Die vorgesellten Daten zeigen aber, dass ein Zusammenhang zwischen dem
Gehalt an Phenylpropanoiden und der Entfernung zur Stammbasis bzw. zur Veredlungstelle
unabhingig von einem moglichen Veredlungseinfluss besteht.

Im Rahmen von Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Stickstoffformen und
Applikationsmethoden auf die Stirke des Befalls der Apfelunterlage MM106 mit Phytoph-
thora cactorum wurde nachgewiesen, dass in den Varianten mit Diingung signifikant hohere
Infektionen und signifikant hohere Baumausfallraten zu verzeichnen waren (UtknEDE und
Smith 1995). Diese Stickstoffeffekte decken sich mit dem Einfluss der Stickstoffdiingung auf
die Nekrosenflichen (Abb. 34, 35). Die Infektionsmethoden wichen aber bei den Untersuch-
ungen stark voneinander ab. Wahrend Utkuepe und Smita (1995) Sporensuspensionen auf den
unverwundeten Wurzelansatz applizierten, wurden die Bdume in der vorliegenden Arbeit
mittels der Korkbohrermethode gezielt verwundet. Dass die Ergebnisse beider Untersuch-
ungen ein dhnliches Resultat hervorgebracht haben, fithrt zu dem Schluss, dass die Infektions-
mechanismen selbst nicht der ausschlaggebende Grund fiir einen stirkeren Befall nach
hoherer Stickstoffdiingung darstellen, sondern dass endogene Faktoren, wie beispielsweise der
Phenylpropanoidgehalt, fiir die Entwicklung von zentraler Bedeutung sind. Im Gegensatz
dazu wurde von Scawinn (1965) festgestellt, dass bei einem in-vitro-Testsystem zur Unter-
suchung der Anfilligkeit gegen Phytophthora cactorum mit Zweigen von Apfelbdumen die
Borkendicke als mechanische Barriere den entscheidenden Abwehrfaktor fiir eine Infektion
darstellt. Gleichzeitig war aber Phytophthora cactorum in der Lage, an der Stammbasis
unabhingig von vorheriger mechanischer Verletzung unterschiedliche Genotypen zu
infizieren. Die Ergebnisse von Scawmnn (1965) und UtkHepe und Smita (1995) lassen mit den
vorliegenden Ergebnissen den Schluss zu, dass die Borkendicke nicht der die Infektion

bestimmende Faktor sein kann, dass andererseits die Stickstoffdiingung einen wichtigen
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Einfluss auf die Infektion (Utkenpe und Smith 1995) und auf die Pathogenese als solche hat
(Abb. 34, 35).
Der Effekt der Stickstoffdiingung auf den Phenylpropanoidmetabolismus wird in Kapitel 4.3.6

separat diskutiert.

4.3.5 Phenolgehalt nach Infektion

Als Reaktion auf die Infektion mit Phytophthora cactorum wurde eine Akkumulation von
Phloretin vor allem in der Reaktionszone, teilweise auch in der Umgebungszone nach-
gewiesen (Abb. 40-47). Dieser Effekt konnte nur fiir die Unterlage MM106 nicht bestdtigt
werden (Abb. 39). Nach diesem Ergebnis ist die Unterlage MM 106 mdoglicherweise nicht in
der Lage, aus Phloridzin das zur Bildung von o-Chinonen wichtige Phloretin (Hunter 1975;
NoveroskE et al. 1964; Raa und Overeem 1968) (Abb. 55) freizusetzen. Dies kann als Ursache
fiir die von BrowN und Henprix (1980), Jerrers und Arpwinckie (1988), Juuss et al. (1978),
MclIntost (1975) und Utkenpe (1986) berichtete hohe Anfilligkeit der Unterlage MM106
gegeniiber Phytophthora cactorum gewertet werden. Auch die in den anderen Genotypen
nachgewiesenen Akkumulationen der Substanzen 2 und 7 (Abb. 41, 48-53) konnte fiir die
Unterlage MM 106 nicht gezeigt werden.

Im Gegensatz dazu wurde bei 'Topaz' (Abb.41), 'Rewena’ (Abb. 48,49) und 'Golden
Delicious™ (Abb. 50, 51) eine Akkumulation der Substanz 2 festgestellt. Der Gehalt an der
Substanz 7 erhohte sich ebenfalls nach Infektion, wobei die Anreicherung auf die Genotypen
‘Topaz™ (Abb. 41), 'Golden Delicious’ (Abb. 50, 51) und M9 (Abb., 53) beschrinkt war.
Auch nach der Behandlung mit dem gereinigten Kulturfiltrat von Phytophthora cactorum,
welches das Elicitin Cactorein enthielt, konnte bei "Topaz™ eine Akkumulation der Substanzen
2 und 7 festgestellt werden (Abb. 24). Fiir die nach Elicitinbehandlung ebenfalls induzierte
Substanz 11 (Abb. 24) wurde bei allen Genotypen nach Infektion aber keine Akkumulation
gezeigt (Abb. 41, 48-53). Fiir die Substanzen 2 und 7 ist von einer spezifischen Antwort der
Pflanze auf das Pathogen oder auf im gereinigten Kulturfiltrat enthaltene Substanzen zu
sprechen. Weil aber speziell die als hochanfillig einzustufende Sorte "Topaz’ ( LARDSCHNEIDER
et al. 2002; Mornau et al. 2002) bei den Infektionsversuchen mit der Ausbildung der grof3ten
Nekrosenfldchen reagierte und gleichzeitig die Substanzen 2 und 7 deutlich akkumulierten,
scheint ein direkter kausaler Zusammenhang mit einer effektiven Abwehr gegen das Pathogen

eher unwahrscheinlich. Zusétzlich wére eine genauere Charakterisierung der Substanzen und



Diskussion 113

eine Testung der Wirkung auf das Pathogen fiir weitere Aussagen notig. Dies wurde im
Rahmen dieser Arbeit wegen des geringen Gehaltes im Gewebe und wegen des groflen
Bedarfs an infiziertem Material nicht weiter untersucht.

Im Rindengewebe der Unterlage MM106 war nach Infektion eine Akkumulation von
Phloridzin, Flavonolen, Flavanonen und Flavanolen in der Reaktionszone um die Infektion
nachweisbar (Abb. 39). Gleichzeitig war diese Akkumulation in der Reaktionszone meist mit
einer Gehaltsverringerung in der Umgebungszone verbunden, was auf einen moglichen
Verlagerungseffekt hindeuten konnte. Lavora und Jurkunen-Turro (1994) gehen davon aus,
dass niedermolekulare phenolische Glycoside innerhalb der Pflanze verlagert werden konnen.

Der Gehalt an p-Cumarsdurederivaten nahm bei MM106 (Abb. 39) und "Topaz’ (Abb. 40)
nach Infektion in beiden untersuchten Zonen zu, ein Effekt der sonst nur noch bei der
Unterlage M9 in der Variante N3 zu beobachten war (Abb. 47). Auch die Kaffeesidurederivate,
die den anderen Teil der nachgewiesenen Hydroxyzimtsdurederivate in der Rinde des Apfels
darstellen, wurden in "Topaz’ in beiden Zonen akkumuliert (Abb. 40). Diese Akkumulation
von Kaffeesdurederivaten konnte in den beiden untersuchten Zonen auch fiir die mit unter-
schiedlicher Stickstoffdiingung behandelten Genotypen ‘Rewena’, "Golden Delicious™ und M9
gezeigt werden. Wihrend die Akkumulationen von Kaffeesdurederivaten in der Stickstoffstufe
N1 auf die Umgebungszonen begrenzt war und sehr moderat ausfielen (Abb. 42, 44, 46),
konnten in der Stickstoffstufe N3 fiir ‘Golden Delicious™ (Abb. 45) und M9 (Abb. 47) fiir die
Umgebungszonen Akkumulationen auf einen Gehalt von 200 % der Vergleichskontrollen
festgestellt werden. Fiir die Reaktionszonen waren keine Effekte aufzeigbar. Allein die Sorte
‘Rewena’ steigerte den Gehalt an Kaffeesdurederivaten nach Infektion sowohl in der
Reaktions- als auch in der Umgebungszone (Abb. 43; 56). Die Akkumulationen von Hydroxy-
zimtsdurederivaten nach Infektion deuten auf eine Aktivierung des Schliisselenzyms des
Phenylpropanoidmetabolismus, der Phenylalaninammoniumlyase, hin. Eine Aktivierung der
Phenylalaninammoniumlyase nach Infektion mit Pathogenen wurde an Apfel nachgewiesen
(Venisse et al. 2002). An Tabak wurde dies nach Infektion oder Behandlung mit Elicitinen
ebenfalls gezeigt (Becker et al. 2000; SasaBe et al. 2000). Auch die Akkumulation von
Chlorogensiure nach Infektion ist bei Tabak bekannt (SHabLE et al. 2003).

Kaffeesdurederivate diirften wegen der wenigen Biosyntheseschritte zwischen dem
Phenylalanin und der Kaffeesdure und der moglichen Bildung von o-Chinonen iiber Phenol-

oxidasen (ErsTner et al. 1996; Hunter 1975; Noveroskk et al. 1964a; Raa und Overeem 1968)
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Abb. 56: Graphischer Vergleich der Gehalte an Phenylpropanoiden der Bastkambialschicht der Stickstoffstufen
N1 und N3 von "‘Rewena’; Umgebungszone nach Infektion mit Phytophtora cactorum.

von besonderer Bedeutung fiir die Abwehr sein. Micuatek et al. (1999) zeigten eine
Aktivierung der PAL, die mit einem Anstieg im Gehalt an Chlorogensdure und monomeren
und polymeren Flavanolen einherging. Eine Verlagerung von Kaffeesdurederivaten aus der
Umgebungszone in die Zone der aktiven Abwehr ist bei den verhdltnismidBig kleinen
Molekiilen denkbar. In der Reaktionszone konnte damit eine Unterstiitzung der Biosynthese
von Flavanolen erreicht werden. Gleichzeitig konnten Kaffeesdurederivate direkt iiber die
Bildung hochreaktiver o-Chinone zur Abwehr beitragen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse an der Unterlage M9 in der Stickstoffstufe N3 (Abb. 47) fiel
eine ausschlieBlich in dieser Variante aufgetretene Akkumulation von monomeren Flavan 3-
olen und Proanthocyanidinen in der Reaktionszone auf. Durch diese starke Akkumulation
nach Infektion ist M9 in der Lage auch in der Reaktionszone der Stickstoffstufe N3 die
Gehalte, die fiir die Reaktionszone der Stickstoffstufe N1 gemessen wurden, zu erreichen.

Allein M9 konnte in der Stickstoffstufe N3 nach Infektion den Gehalt an Phenylpropanoiden
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von 100,8 mg/g TS auf 141,6 mg/g TS in der Reaktionszone erhéhen. Dieser Effekt wird von
vielen Stoftklassen getragen, wie in Abb. 47 ersichtlich ist. Die starke Akkumulationsfahig-
keit in der Reaktionszone und die zusétzliche Akkumulation von Hydroxyzimtsdurederivaten
in der Umgebungszone sind als mdglicher Grund der hohen Toleranz der Unterlage M9 zu
bewerten. Die Toleranz muss hierbei als gute Abwehrfahigkeit interpretiert werde. M9 war
auch der einzige Genotyp, fiir den sowohl in der Umgebungs- als auch in der Reaktionszone
eine Akkumulation von Phloretin nach Infektion von iiber oder nahezu 200 % gezeigt werden

konnte (Abb. 46, 47).

4.3.6 Effektedurch Verénderungen der Ressour ce Stickstoff auf
Gehalte an Phenylpropanoiden in der Rinde

Durch erhohte Stickstoffdiingung (N3) wurde eine Gehaltsminderung an Phenylpropanoiden
in der Rinde ausgeldst (Tab. 17-19; Abb. 56). Beim Genotyp "Golden Delicious® wird dieser
Effekt durch Substanzen des gesamten Phenylpropanoidstoffwechsel getragen. Die Kaffee-
sdurederivate nahmen im Verhdltnis zu den anderen Substanzen durch erhohte Stick-
stoffdiingung {iberproportional ab (Tab. 18; Abb. 56). Dieser Effekt ist auf ‘Rewena’
beschrinkt.

Erhohte Versorgung mit Néahrstoffen fithrte auch bei Eukalyptussimlingen zu einem
geringeren Gehalt an phenolischen Inhaltsstoffen und kondensierten Tanninen (LAwLER et
al. 1997), wenngleich Bezemer et al. (2000) fiir das Gras Poa annua uneinheitliche Effekte
durch die Stickstoffdiingung auf den Gehalt an Phenolen zeigen konnten. An Birkensdmlingen
war der Effekt der Verringerung im Gehalt an Phenylpropanoiden durch erhéhte Versorgung
mit Néhrstoffen auf die Substanzklassen der Proanthocyanidine und Flavonoide begrenzt
(Lavora und Jurkunen-Turro 1994). Fiir einfache phenolische Glycoside wiesen sie keine
eindeutige Reaktion nach. Dies deckt sich mit dem uneinheitlichen Verhalten des Gehaltes an
Hydroxyzimtsdurederivaten in der Rinde des Apfels (Tab. 17-19). Lavora und Jurkunen-Turro
(1994) gehen davon aus, dass niedermolkulare phenolische Glycoside leichter innerhalb der
Pflanze transportiert werden kénnen und zusétzlich einen schnelleren Stoffwechselumsatz als
andere Metabolite des Phenylpropanoidstoffwechsels besitzen. Dies diirfte besonders auch fiir
Hydroxyzimtsduren zutreffen. Es wird als moglich angesehen, dass mobile Sekundér-
metabolite wie einfache phenolische Glycoside und Hydroxyzimtsidurederivate nicht immer,

wie nach der CNBH vorauszusehen, auf Kohlenstoff- oder Nahrstoffstress reagieren, weil ihre
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Produktion Teil eines aktiven metabolomischen Pools darstellt (Bryant et al. 1991; JuLKUNEN-
Turro et al. 1993; ReicHarpT et al. 1991).

Bei Untersuchungen an Pinus palustris wurde eine Zunahme im Gesamtgehalt an Poly-
phenolen und kondensierten Tanninen unter Bedingungen mit geringem Stickstoffgehalt im
Boden nachgewiesen (PritcHarD et al. 1997). Die Diingung von 120 Jahre alten Buchen mit
Ammoniumnitrat verursachte eine Abnahme im Gehalt an phenolischen Inhaltsstoffen im
Blatt (BarsBerG Panrsson 1992). Im Gegensatz dazu war eine Zunahme im Gehalt an freien
Aminosduren und der Gesamtstickstoffkonzentration im Blatt feststellbar. Diese Ergebnisse
durch Stickstoffeinfluss auf den Phenylpropanoidgehalt decken sich mit den Resultaten in der
Apfelrinde.

An Fichtensdmlingen zeigten Muzika und Precirzer (1992), dass sich eine Stickstoffdiingung
in einem geringeren Gesamtgehalt an Phenylpropanoiden niederschlégt. Bei der genaueren
Betrachtung der FEinzelsubstanzen war aber ein uneinheitliches Bild beziiglich der
Gehaltsverminderung festzustellen. Auch in der Apfelrinde war keine einheitliche Abnahme
bzw. Zunahme bei Betrachtung der einzelnen Substanzklassen iiber die unterschiedlichen
Genotypen zu finden (Tab. 17-19). Folglich kommt es durch erhohte Stickstoffdiingung nicht
zu einer einheitlichen Down-Regulation liber den gesamten Phenylpropanoidstoffwechsel
hinweg. Vielmehr weisen die gezeigten Ergebnisse darauf hin, dass unterschiedliche und
komplexe Regulationsmechanismen innerhalb des Phenylpropanoidstoffwechsels fiir die
unterschiedlichen Gehalte verantwortlich sein konnten.

Der Gedanke, dass Phenylpropanoide Produkte eines unterdriickten Priméarstoffwechsels sind
und Wachstum bei zusétzlichem Stickstoff favorisiert wird (Muzika und PreGitzer 1992), kann
mit den Ergebnissen in der Apfelrinde in Einklang gesehen werden, weil fiir Apfel bei den
hohen Stickstoffstufen starkes Wachstum gezeigt werden konnte (Runmann et al. 2002),
welches mit einer Reduktion in den Gehalten an Phenylpropanoiden einherging (Tab. 17-19).
Ebenfalls eine deutliche Abnahme in der Konzentration von Flavonoiden und kondensierten
Tanninen mit steigender Stickstoffdiingung konnten Keski-Saari und Jurkunen-Turro (2003)
fiir die ersten echten Blitter von Birkensdmlingen zeigen. Gleichzeitig variierte aber der
Gehalt an phenolischen Sduren und hydrolysierbaren Tanninen. Die Variation im Gehalt an
phenolischen Sduren kann mit der Variation im Gehalt an Hydroxyzimtsdurederivaten in der
Apfelrinde durch unterschiedliche Stickstoffdiingung verglichen werden (Tab. 17-19).

In Beeren von Vitis vinifera wurde eine Gehaltsverringerung von Resveratrol durch Stick-

stoffdiingung gezeigt (Bavaresco et al. 2001). Ebenso konnten Awap et al. (2000) eine
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Abnahme von Flavonoiden in der Fruchtschale von Apfeln mit steigender Stickstoffdiingung
nachweisen. Bleibt man bei Untersuchungen an Malus domestica, so decken sich die ab-
nehmenden Gehalte an Phenylpropanoiden in der Rinde mit Ergebnissen in Bléttern mikro-
vermehrter Pflanzen, die unterschiedlich mit Stickstoff versorgt waren. Sowohl Lux-Enprich
et al. (2000) als auch Runmann et al. (2002) und Runamann und Treutter (2003) zeigten bei
erhohtem Stickstoffangebot im Kulturmedium einen Riickgang im Gehalt an Phenylpropa-
noiden in den Blittern mikrovermehrter Pflanzen. Auch in den Blittern von Biumen der
Unterlage M9 konnte der Stickstoffeffekt mit einer deutlichen Abnahme im Phenylpro-
panoidgehalt in-vivo bestdtigt werden (Runmann et al. 2002).

4.3.7 Einflussder Stickstoffdiingung und der Kohlendioxid-
Gehaltsver anderungen auf die Pathogenabwehr

Veranderungen im Gehalt an Phenylpropanoiden durch Stickstoffdiingung

In Abb. 32 und 33 wurde der Zusammenhang zwischen Stickstoffdiingung und Nekrosen-
fliche dargestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine hohere Versorgung mit Stickstoff
mit einem stirkeren Schadbild in Verbindung gebracht werden kann. Dies bestétigt
Ergebnisse von Utkneke und Swmith (1995). Gleichzeitig war eine deutliche Reduktion im
Gehalt an Phenylpropanoiden durch die hohere Versorgung mit Stickstoft aufzeigbar (Abb. 42
-47 und Tab. 17-19). Durch die Infektion kam es zum Teil zur Akkumulationen von Phenyl-
propanoiden, wobei der Effekt der Akkumulation bei den Baumen der Stickstoffstufe N3
hoher ausfiel (Abb. 42-47). Besonders die hohe Akkumulation nach Infektion bei der Unter-
lage M9 in N3 kann unter Beriicksichtigung, dass M9 als toleranter Genotyp gilt, als wichtiger
Resistenzfaktor betrachtet werden (Abb. 47).

Ein Effekt, der in den drei Genotypen 'Rewena’, "Golden Delicious™ und M9 in der Stickstoft-
stufe N3 zu beobachten war, ist die im Verhéltnis zu den anderen Substanzklassen iiberpro-
portionale Akkumulation von Kaffeesdurederivaten speziell in der Umgebungszone nach
Infektion (Abb. 43, 45, 47, 56).

Es ist vorstellbar, dass Kaffeesdurederivate direkt fiir die Pathogenabwehr benotigt werden,
gleichzeitig aber auch fiir den weiteren Phenylpropanoidstoffwechsel von zentraler Bedeutung
sind. Die Pflanze reagiert in N3 stérker als in N1, weil der Gehalt in N1 ohne Pathogen schon
deutlich hoher ist (Tab. 17-19), also speziell bei einer Aktivierung in N3 Nachholbedarf in der
Synthese besteht.
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Chlorogensdure, der wichtigste Vertreter der Kaffeesdurederivate in der Rinde, wird als
Vorstufe von Flavanolen diskutiert (MicHALEk et al. 1999). Ein moglicher Zusammenhang
zwischen Flavanolen und Kaffeesdurederivaten zeigte sich besonders in der Stickstoffstufe N3
bei der Unterlage M9 (Abb. 47). Einer erhohten Biosynthese in der Umgebungszone an
Kaffeesdurederivaten steht eine deutlich tiberproportionale Akkumulation an Flavanolen und
Proanthocyanidinen in der Reaktionszone gegeniiber. Eine mogliche schnelle Verlagerung der
Kaffeesdurederivate aus der Umgebungszone zur Unterstiitzung der Biosynthese von fiir die
Abwehr wichtigen Flavanolen in der Reaktionszone kann postuliert werden. Auch dieser
Mechanismus ist als mogliche Ursache fiir das gute Abwehrverhalten von M9 zu diskutieren.
Dass dieser Effekt nur in N3 zu beobachten war, konnte dadurch erklart werden, dass in N1
schon das Maximum in die Abwehr investiert wurde und eine direkte Umstellung nicht mehr
moglich war. Bei Tabak, der mit einer Uberexpression von Phenylalaninammoniumlyase
ausgestattet wurde, war eine Akkumulation von Chlorogensiure festzustellen (Suabpie et al.
2003). Gleichzeitig konnte eine stark verringerte Anfélligkeit gegen die Infektion des Pilzes
Cercospora nicotianae nachgewiesen werden. Im Riickschluss wurde an Tabak auch eine
Aktivierung der Phenylalaninammonumlyase und anderer im Phenylpropanoidstoffwechsel
nachgelagerter Enzyme wie die Kaffeesdure-O-Methyltransferase nach Vireninfektion oder
Behandlung mit pilzlichen Elicitoren gezeigt (Jaeck et al. 1992; PeLLegrint et al. 1993, 1994).
Die Produktion von erh6hten Gehalten an Chlorogensdure wurde an Tabak auch von HowLes
et al. (1996) an Phenylalaninammonumlyase iiberexprimierenden Tabakpflanzen gezeigt.
Diese Ergebnisse legen zusammen mit den Ergebnissen in der Rinde des Apfels den Schluss
nahe, dass speziell Kaffeesdurederivate wie die Chlorogensdure eine besondere Bedeutung
nach Aktivierung des Phenylpropanoidstoffwechsels und Pathogeninfektion besitzen.

Der Effekt von luxuridser Versogung mit Stickstoff und der Ausbildung von groBeren
Nekrosenfldchen, wie in Abb. 32 und 33 gezeigt, findet seine Entsprechungen bei Runmann et
al. (2002), wo deutlich stirkerer Befall mit Venturia inaequalis an M9 mit steigender Stick-
stoffdiingung gezeigt wurde. Auch der Effekt auf den Gehalt an Phenylpropanoiden ist

eindrucksvoll belegt.

Veranderungen im Gehalt an Phenylpropanoiden durch Kohlendioxid-Behandlung
Die in Abb. 54 dargestellten Ergebnisse zeigen bei moderater Stickstoffversorgung N1, dass
die erhohte Kohlendioxidkonzentration nach Verwundung und Behandlung mit dem Kontroll-

medium MK zu leichten Gehaltszunahmen bei den Flavanonen und acylierten Flavonoiden
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und zu nahezu gleichen Gehalten an Flavonolen und der Summe ohne Phloridzin fiihrte. Nach
Infektion verstdrkte sich der Effekt der Akkumulation in der Variante mit erhohter Kohlen-
dioxidkonzentration deutlich.

PritcuarD et al. (1997) wiesen bei Pinus palustris in einem Versuch mit Kohlendioxid- und
Stickstoffvarianten nach, dass sich der Gehalt an Phenolen sowohl bei 365 ppm als auch bei
720 ppm mit steigender Stickstoffdiingung verringerte. Ebenso zeigten sie, dass die Varianten
mit 720 ppm Kohlendioxid unabhingig von der Stickstoffdiingung insgesamt einen hoheren
Gehalt an Phenolen enthielt als die mit 365 ppm versorgte Variante. Dies steht im Wider-
spruch zu den hier gezeigten Daten in der Apfelrinde, wo nach Behandlung iiber 2 Vegeta-
tionsperioden mit 700 ppm Kohlendioxid nur in der stark mit Stickstoff versorgten Variante
ein geringerer Gehalt an Phenylpropanoiden nachgewiesen wurde. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass bei dem hier vorgelegenen Versuchssystem Bedingungen getroffen worden
sind, bei welchen sich Ressourcenverschiebungen zwischen Stickstoff und Kohlenstoff unmit-
telbar im Sekundérmetabolismus niederschlugen.

Die Erhdhung im Gehalt an Phenylpropanoiden in der Stickstoffstufe N1 durch erhdhten
Kohlendioxidgehalt deckt sich mit den Ergebnissen von Lavora et al. (2000), die eine
Zunahme der Allokation von Kohlenstoff in Richtung des Sekundérmetabolismus durch
Behandlung mit erh6hten Kohlendioxidkonzentrationen an Birkensdmlingen zeigten.

Lavora und Juikunen-Turro (1994) unterstiitzten ebenfalls mit Ergebnissen an Birken-
samlingen die Hypothese, dass die Kohlenstoffallokation in Richtung Sekunddrmetabolismus
verschoben wird, sobald ein UberschuB entweder an Kohlenstoff oder an Néhrstoffen vorliegt.
Von dieser Hypothese ausgehend ldsst sich bei Anwendung auf die vorliegenden Ergebnisse
in der Apfelrinde postulieren, dass in der Stickstoffstufe N1 bei der Behandlung mit 700 ppm
Kohlendioxid ein Uberschufl an Kohlenstoff, dass andererseits bei der Stickstoffstufe N3 mit
300 ppm Kohlendioxid ein Stickstoffiiberangebot vorgelegen haben konnte. Beide Uber-
schusssituationen wiirden die Allokation von Kohlenstoff in den Phenylpropanoidstoftf-
wechsel erkldren, was aber nur bei 700 ppm Kohlendioxid und limitierenden Stickstoftbe-

dingungen nachgewiesen wurde.
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4.3.8 Einordnungder Ergebnisse nach Veranderung der Ressour cen
Stickstoff und Kohlendioxid in bestehende Wachstumshypothesen

Carbon-Nutrient-Balance-Hypothese (CNBH) (BrvanT et al. 1983)

Stickstoff

Die vorgesellten Ergebnisse zeigen eine Down-Regulation des Gehaltes an Phenylpropa-
noiden bei hoher Stickstoffversorgung. Phenylpropanoide werden als auf Kohlenstoff
basierende Abwehrmetabolite betrachtet. Nach der CNBH fiihrt eine geringe Verfiigbarkeit an
Néhrstoffen zu verringerter Nahrstoffkonzentration im Gewebe und geringerem Wachstum.
Dies fiihrt trotz einer geringeren Photosyntheserate zu einem Uberangebot an Kohlenhydraten,
was wiederum eine erhdhte Investition in auf Kohlenstoff basierende Abwehrmetabolite
ermOglicht (Bryant et al. 1983). Das bei erhohter Stickstoffversorgung festgestellte stirkere
Wachstum (Runamann und Treutter 2003) benétigt mehr Kohlenstoffreserven, die wiederum
nicht mehr fir die Produktion von auf Kohlenstoff basierenden Abwehrmetaboliten zur
Verfiigung stehen. Genau dieser Effekt zeigte sich durch die erhéhte Stickstoffdiingung auf
den Gehalt an Phenylpropanoiden in der Rinde des Apfels. Die Ergebnisse unterstiitzen damit

die CNB-Hypothese von Bryanr et al. (1983).

Kohlendioxid

Nach Infektion verstirkte sich der Effekt der Akkumulation an Phenylpropanoiden in der
Variante mit erhohter Kohlendioxidkonzentration deutlich. Dies ldsst sich im Sinne der
,carbon-nutrient balance“-Hypothese (CNBH) (BryanT et al. 1983) so interpretieren, dass die
Ressource Kohlenstoff nicht fiir das Wachstum allein ausgeschopft werden kann und es tliber
eine Akkumulation von Kohlenhydraten zu einer Anreicherung von Phenylpropanoiden
kommt. Die Akkumulationsfdhigkeit wurde durch die erhohte Kohlendioxidkonzentration
verstarkt (Abb. 54). Im Gegensatz dazu lassen sich die Ergebnisse nach luxuridser
Stickstoffversorgung und erhohter Kohlendioxidkonzentration als eine Forderung des
Primérstoffwechsels deuten, die sich andererseits in einem deutlich geringeren Gehalt an

Phenylpropanoiden nierderschlug.
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Growth-Differentiation-Balance-Hypothese (GDBH) (Herms und MaTtTson 1992)

Stickstoff

Die GDBH verabschiedet sich von der Betrachtung, dass allein die Ressourcenverfiigbarkeit
fir die Erkldrung unterschiedlicher Sekundirstoffgehalte und Abwehrpotentiale in den
Geweben geniigen. Herms und Mattson 1992 machen den Trade-off, also die Steuerung der
Verteilung der Ressourcen, zwischen reinen Wachstumsprozessen und Differenzierungs-
prozessen fiir die unterschiedliche Stirke in der Abwehr verantwortlich. Dabei betrachten sie
als Wachstumsprozesse vor allem die Prozesse, die mit Zellteilung und Zellvergréferung zu
tun haben. Differenzierungsprozesse sind chemische und morphologische Verédnderungen, die
zur Zellreife und Zellspezialisierung fiihren. Abwehrfahigkeit stellt einen klaren Differenzier-
ungsprozess dar. Nach ihrer Hypothese werden bei luxuridser Ressourcenverfiigbarkeit Dif-
ferenzierungsprozesse dem Wachstum untergeordnet. Andererseits stehen bei geringer
Ressourcenverfiigbarkeit Differenzierungsprozesse wie die Abwehr im Vordergrund.

Bei Apfel konnte der Zusammenhang zwischen erhohter Wachstumsrate, verringertem
Phenylpropanoidgehalt und erhohter Anfilligkeit gegen Venturia inaequalis bereits belegt
werden (Runmann et al. 2002). Auch die Ergebnisse fiir die Interaktion zwischen dem
Pathogen Phytophthora cactorum und dem Apfelbaum zeigen einen Zusammenhang zwischen
der verstirkten Abwehrfahigkeit (Abb. 32,33) und einem erhdhten Gehalt an Phenyl-
propanoiden unter einer moderaten Stickstoffversorgung (Tab. 17-19), die im Vegleich zu

einer luxuridsen Stickstoffversorgung zu deutlich geringerem Wachstum fiihrt.

Kohlendioxid

Im Rahmen der ,,growth differentiation balance“-Hypothese (GDBH) (Herms und MATTsoN
1992) sind die Pflanzen bei erhohter Kohlendioxidkonzentration in einem Bereich anzu-
siedeln, in dem ein Ungleichgewicht zwischen Wachstumsmoglichkeiten und Ressourcen-
verfiigbarkeit besteht. Durch den Kohlenstoffiiberhang kann die Pflanze zur bendtigten
Abwehr Kohlenstoffreserven fiir die Abwehr des Pathogens einsetzen. Es kann also nach
Infektion bei erhohter Kohlendioxidkonzentration in der Stickstoffstufe N1 mehr Energie in
Differenzierungsprozesse wie die Aktivierung der Abwehr investiert werden.

Bei Betrachtung der Ergebnisse nach hoher Stickstoffversorgung N3 (Abb. 54) wird
erkenntlich, dass sich die Bedingungen umgekehrt haben. Durch die hohere Kohlendioxidver-
fligbarkeit kommt es zu einer Verringerung im Gehalt an Phenylpropanoiden. Dieser Wider-

spruch zur N1-Variante ldsst sich aber auf Basis der GDBH (Herms und Mattson 1992)
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dadurch erkldren, dass bei der hohen Stickstoffversorgung die Ressource Kohlenstoff als
limitierender Faktor zu betrachten ist. Dann ndmlich kime die Verdnderung von erhohter
Kohlendioxidkonzentration zu ambienter Kohlendioxidkonzentration einer Ressourcenver-
knappung gleich, die wie oben angefiihrt zu vermehrten Differenzierungsprozessen fiihren
konnte. Zu dieser Theorie muss aber angefiihrt werden, dass einer Verknappung der Res-
source Kohlenstoff eine vermehrte Investition in kohlenstoffreiche Verbindungen des
Phenylpropanoidmetabolismus widerspriichlich gegeniibersteht. Dies kann als Indiz gewertet
werden, dass die Regulation zwischen Wachstum und Differenzierungsprozessen unabhéngig
von der Ressource, die in den Mangel gerit, erfolgt. Man kann davon ausgehen, dass die
Pflanze nur das Ergebnis, ndmlich die Verschiebung des Gleichgewichts, feststellt, was
wiederum unabhingig von der limitierenden Ressource zu einer Umstellung der internen

Ressourcenverteilung zwischen Wachstums- und Differenzierungsprozessen fiihrt.

Zentrale Hypothese des Sonderforschungsbereich 607 ,Wachstum und Parasitenab-
wehr*

Die zentrale Hypothese des Sonderforschungsbereich 607 lautet:
,Unabhdngig vom Typus einwirkender Faktorenszenarien reguliert die Pflanze ihre
Stoffallokation auf eine Weise, dass Steigerung in Wachstum und Konkurrenzverhalten zu

Einschrankungen der Stress-, insbesondere der Pathogen-Abwehr fiihrt.*

Durch erhdhten Kohlendioxidgehalt kam es unter limitierenden Stickstoffbedingungen zu
einer Anreicherung von Metaboliten des Sekundarstoffwechsels nach Infektion mit Phytoph-
thora cactorum, was fir eine verstirkte Abwehrfdhigkeit spricht. Unter luxuridser
Stickstoffversorgung und erhohtem Kohlendioxidgehalt konnte dieser Effekt nicht beobachtet

werden.

Durch die auf das Wachstum fordernd wirkende luxuriose Stickstoffdiingung kann in
Synthese mit den hier vorgelegten Ergebnissen folgende Aussage gemacht werden:

Die Steigerung des Wachstums durch erhdhte Stickstoffversorgung beim Apfel fiihrt zu einer
verringerten Stoffallokation in den Phenylpropanoidmetabolismus und damit zu Einschrénk-

ungen der Pathogenabwehr gegen Phytophthora cactorum in der Rinde des Apfels.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen dem Pathogen Phytophthora
cactorum und seinem Wirt Malus domestica auf unterschiedlichen Ebenen untersucht. Neben
dem Einfluss von Infektionen auf die Aktivitdt von Chitinasen und f-1,3-Glucanasen lag der
Fokus besonders auf der Untersuchung von Verdnderungen im Phenylpropanoidstoffwechsel,
weil die Bedeutung von Phenylpropanoiden in der Abwehr gegen Phytophthora cactorum
bisher ungeklért war.

Fiir die Interaktion von Pathogenen der Gattung Phytophthora mit ihren Wirtspflanzen wird
den Elicitinen eine besondere Bedeutung bei der Ausbildung systemischer Resistenz und fiir
die Pathogenitit zugeschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Kulturfiltrat von
Phytophthora cactorum gereinigt und die Wirkung der elicitinenthaltenden Losung auf den
Phenylpropanoidstoffwechsel in der Rinde des Apfels untersucht. Dabei konnten
Anreicherungen im Gehalt dreier Substanzen gezeigt werden, die auch nach Infektion
akkumuliert wurden.

Bei den Untersuchungen der PR-Proteine nach Infektion der Rinde mit Phytophthora
cactorum wurde keine Reaktion nachgewiesen.

Bei der Untersuchung des Phenylpropanoidgehalts in der Rinde von Malus domestica konnte
ein Zusammenhang zwischen der Entfernung von der Stammbasis und dem Gehalt ermittelt
werden. Die Abnahme im Gehalt an Phenylpropanoiden mit zunehmender Distanz von der
Stammbasis korrelierte mit der Symptomauspriagung nach kiinstlicher Infektion mit Phyto-
phthora cactorum.

Nach Infektion wurden moderate Akkumulationen von Phenylpropanoiden in der Umgebung
der Infektionen festgestellt, wobei besonders die Akkumulation von Phloretin als allgemeine
Abwehrreaktion gezeigt wurde. Die Akkumulationen der unterschiedlichen Stoftklassen
waren genotypabhdngig und lieBen keine einheitliche Interpretation durch Verschiebungen
innerhalb des Phenylpropanoidstoffwechsels zu.

Besonderen Schwerpunkt bildete die Untersuchung der Reaktion des Phenylpropanoidstoff-
wechsels auf unterschiedliche Ressourcenverfiigbarkeit der Baume.

Der Einfluss der das Wachstum stark determinierenden Ressource Stickstoff wurde intensiv
untersucht. Dabei konnten starke Verschiebungen im Gehalt an Phenylpropanoiden in
Abhéngigkeit der Stickstoffversorgung gezeigt werden. Moderate Stickstoffversorgung flihrte

im Gegensatz zu luxuridser Stickstoffversorgung zu deutlich héheren Gehalten an Phenyl-
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propanoiden in der Rinde des Apfelbaumes. Damit zeigte sich die Bedeutung der Ressource
Stickstoff fiir den Trade-off zwischen Primér- und Sekundirmetabolismus der Pflanze. Der
Zusammenhang zwischen den durch unterschiedliche Stickstoffversorgung verdnderten
Gehalten an Phenylpropanoiden und der Pathogenabwehr von Malus domestica gegen
Phytophthora cactorum konnte durch stirkeren Befall unter luxurioser Versorgung mit der
Ressource Stickstoff nachgewiesen werden.

Durch gesteigerte Kohlenstoffverfiigbarkeit konnte unter moderater Stickstoffversorgung eine
hohere Akkumulationsfahigkeit nach Infektion in der Rinde gezeigt werden. Luxuridse Stick-
stoffversorgung fiihrte bei gesteigerter Kohlenstoffverfiigbarkeit zu einer Verringerung im
Gehalt an Phenylpropanoiden bei den Kontrollen ohne Infektion. Nach Infektion konnte eine
starkere Akkumulation unter gesteigerter Kohlenstoffverfiigbarkeit nachgewiesen werden.

Die Akkumulation von Phenylpropanoiden in der Rinde nach Infektion mit Phytophthora

cactorum wurde erstmals nachgewiesen.
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