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1 Einleitung
1.1  Problemstellung

Der Apfelschorf Venturia inaequalis (Cke.) Wint. zdhlt weltweit zu den wichtigsten
Krankheiten im Kernobstanbau der geméBigten Klimate (MAcHARDY 1996). Der Befall
zeigt sich zundchst in Form von samtartigen, olivgriin bis schwarzgriinen Flecken auf den
Blittern, die sich spiter vergroBern und zusammenlaufen. Im Laufe der Zeit trocknet das
Zentrum der Befallsstellen aus oder es vernarbt. Blétter, die stark befallen sind, sterben ab,
was bis zur Verkahlung der Baume im Sommer fiihren kann. Eine Infektion wirkt sich ebenso
negativ auf den Fruchtansatz aus. Befallene Friichte haben dunkle Flecken auf der Schale, die
aufreifit und verkorkt; teilweise werden die Friichte vorzeitig abgestof3en.

Der Befall mit Apfelschorf fiihrt somit zu grolen wirtschaftlichen Einbufen. In Regionen mit
nassen und kiihlen Friihjahren kénnen Ertragsverluste von bis zu 70 % auftreten. Die Verluste
resultieren einerseits aus einer direkten Reduktion der Erntemenge durch geringeren
Fruchtertrag. Andererseits konnen aber auch bei sehr hohen Befallsintensitidten Erntemengen
iiber mehrere Jahre indirekt durch wiederholte Verringerung der Blattmasse und eine sich
daraus ergebende Schwichung des Baumwachstums dezimiert werden. Die Schidden werden
jedoch nur selten als lebensbedrohlich fiir den Baum erachtet (MacHARDY et al., 2001;
KENNEL et al., 1983; JONES 1998).

Um Apfel vermarkten zu konnen, bedarf es hoher Fruchtqualititen, um mit den qualitativ
hochwertigen und hohen Importmengen konkurrenzfidhig zu bleiben. Deshalb wird die
Pilzkrankheit unter Einsatz hoher Aufwandmengen an Pflanzenschutzmitteln bekampft.
Besonders problematisch ist die Pflanzenschutzsituation im 6kologischen Apfelanbau, da dem
Erreger dort fast ausschlieBlich mit Kupferpriparaten entgegengewirkt werden kann. Pro Jahr
werden mindestens 1,4 kg/ha zur Kontrolle von Pilzkrankheiten ausgebracht. Der Einsatz der
Kupferpréparate ist jedoch im organisch-dynamischen Obstbau auf maximal 3 kg/ha Cu pro
Jahr begrenzt (BBO 1998).

Cu-Konzentrationen von mehr als 400 ppm in Bdden fiihren zur Anreicherung dieses
Schwermetalls in verschiedenen Pflanzenorganen. Diese Maximalwerte werden aufgrund der
Ausbringung hoher Mengen von Kupfersalzen erreicht oder iiberschritten, wie es im Wein-
und Hopfenanbau sehr hiufig zu beobachten ist (HOCK et al., 1995). Hohe Kupfergehalte in
Boden und Pflanze stellen ein mogliches Toxizitatsproblem fiir Mensch und Umwelt dar
(BBO 1999). Neben der akuten Toxizitit liegen auch Erhebungen und Hinweise zur
chronischen Toxizitit (Karzinogenitit, Teratogenitit und Mutagenitit) vor (BBA 1999).
Hinsichtlich der Anwendung der Kupferpriparate ergeben sich aufgrund des
Toxizitétspotentials gesetzliche Beschrankungen, die zukiinftig noch verschirft werden
sollen. Aus diesem Grund sind Alternativen in der Schorfbekdmpfung fiir den dkologischen
Anbau zwingend notwendig.

In Feldversuchen auf integriert gefiihrten Betriebsflichen am Standort Bavendorf
(Deutschland) konnte gezeigt werden, dass die Applikation eines auf Vitamin E basierenden



Antioxidantien-Praparates den Schorfbefall auf Blittern um ein drittel im Vergleich zu
unbehandelten Apfelbdumen reduzierte (SCHMITZ et al., 2000).

Die Anwendung von Antioxidantien zur Kontrolle von Pathogen-Infektionen wurde bisher
jedoch nur wenig untersucht. So beschrieb (ELAD 1992) die Moglichkeit der Bekdmpfung
von Botrytis cinerea- und Slecotinia sclerotiorum-Infektionen durch exogene Zufuhr
natiirlicher und synthetischer Antioxidantien. Die Anwendung verschiedener Antioxidantien,
wie z. B. Tocopherol (Vitamin E), Thioharnstoff, Tanninsdure oder Ferulasdure, hatte eine
Minderung des Botrytis cinerea-Befalls zur Folge. Der Effekt von Radikalfingern auf das
Wirt-Parasit System Avena sativa-Drechslera avenae wurde von (GONNER et al., 1993)
untersucht. Dabei wurden die Verbindungen durch Vakuuminfiltration in das Gewebe
eingebracht. Ascorbinsdure und Propylgallat hemmten die Entwicklung von Drechslera
avenae deutlich. Andere gepriifte Verbindungen wie Mannitol, Diethyldithiocarbamat und
Alloxan waren weniger effektiv.

VANACKER et al. (1998b) zeigten, dass Pilzinfektionen zu Verdnderungen von
Enzymaktivititen wie der Superoxiddismutase, Catalase und/ oder Ascorbatperoxidase und
der endogenen Antioxidantiengehalte (Ascorbinsdure) fithren konnen. Aktivititen
verschiedener Enzyme und Antioxidantiengehalte wurden 24 h nach der Inokulation mit
Blumeria graminis bestimmt. Die Inokulation von Gerstenbléttern mit Blumeria graminis
hatte 24 h spiter eine Verminderung verschiedener Antioxidantiengehalte zur Folge.
SUTHERLAND (1991) wies eine vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen
nach Pilzinfektion in photosynthetisch aktivem Gewebe nach.

Einige der oben genannten Reaktionen konnen auch unter dem Einfluss abiotischer
Stressfaktoren, wie UV-B-Stress (SCHMITZ-EIBERGER et al., 2001¢) oder Kiltestress
(SCHMITZ-EIBERGER, noch nicht verdffentlicht) in der Pflanze auftreten. Dort 16st die
vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen einen oxidativen Stress aus, der in
der Zerstorung pflanzeneigener Verbindungen, beispielsweise ungesittigter Fettsduren,
Proteine oder Nukleinsdure, resultiert (SIES 1986; SCHMITZ et al., 1997). Aullerdem kann
es Kettenreaktionen mit unterschiedlichen Zellmolekiilen, wie z.B. Fettsduren, Proteinen,
Nukleinsduren oder Carotinoiden initiieren, die zu einem starken oxidativen Stress im
Gewebe fiihren konnen (LAMB et al., 1997). Die reaktiven Sauerstoffverbindungen werden
auch wihrend des normalen Zellstoffwechsels gebildet. Zuvor genannte Kettenreaktionen
werden im gesunden Gewebe mit Hilfe eines effektiven antioxidativen Systems unterbrochen,
welches reaktive Radikale und H,0, inaktiviert. Pflanzenzellen enthalten also effiziente
antioxidative Systeme, um die Toxizitdt der reaktiven Sauerstoff-Verbindungen zu
unterbinden.

Die Hypothese, dass bei oxidativem Stress die antioxidative Kapazitit iiberschritten wird, ist
allgemein akzeptiert (WOJTASZEK 1997), aber noch nicht vollstdndig bewiesen.



1.2 Zielsetzung

Besonders im organischen Anbau stellt das Auftreten von V. inaequalis ein schwerwiegendes
Problem dar. Zur Bekdmpfung des Erregers werden dort hohe Aufwandmengen von
Kupferpréaparaten eingesetzt. Aufgrund des moglichen Toxizitdtspotentials fiir Mensch, Tier
und Umwelt durch Kupferriickstinde in Lebensmitteln und Boden ist eine Alternative zur
Schorfbekdmpfung mit Kupfer dringend erforderlich. Vorstudien haben gezeigt, dass
Antioxidantien-Prdparate den Apfelschorfbefall unter kontrollierten wie auch unter
Freilandbedingungen um bis zu 70 % reduzieren konnen. Ziel dieses Projektes war es daher,
die biologische Wirkung eines Antioxidantien-Priparates mit dem Wirkstoff Vitamin E zur
Minderung von Schorfbefall zu optimieren. Im Rahmen des Projektes sollen die optimalen
Anwendungstermine und —konzentrationen ermittelt werden. Des Weiteren sollten
Untersuchungen zum Wirkungsgrad, zur Wirkungsdauer und zur Wirkungsweise
durchgefiihrt werden.

2 Material und Methoden

2.1 Versuche unter kontrollierten Bedingungen

2.1.1 Malus domestica

Fiir die Untersuchungen wurden Apfelsimlinge der Sorte 'Golden Delicious' im Vier- bis
Sechsblattstadium verwendet. Die Anzucht erfolgte nach mindestens 3-wochiger
Stratifikation bei 4°C in einer Klimakammer bei 19°C, 65-70 % relativer Luftfeuchte und
einem 14/10-stlindigen Tag/Nachtrhythmus. Die Samen wurden dort zunichst in Saatschalen
ausgelegt und nach Erscheinen der ersten Laubblitter in Kunststofftopfe (150 cm’) getopft. Es
wurden keine zusétzlichen PflanzenschutzmafBnahmen durchgefiihrt.

2.1.2 Venturia inaequalis

V. inaequalis wurde von unbehandelten und unter natiirlichen Bedingungen wachsenden
Apfelbdumen isoliert. Die Konidiensuspension wurde hergestellt, indem entweder frische
oder bei -18°C gelagerte Blétter in Leitungswasser suspendiert wurden. AnschlieBend wurde
die Suspension auf eine Inokulumdichte von durchschnittlich 150 000 Sporen ml" eingestellt.
Das Inokulum wurde mittels einer Handspritze auf die Apfelsimlinge gespriiht. Danach
wurden die Pflanzen fiir 48 h bei 100 %iger Luftfeuchte gehalten, um dem Pilz die optimalen
Bedingungen fiir die Infektion zu gewéhrleisten. Fiir die Befallsentwicklung wurden die
Sédmlinge bei 19°C, 65-70 % relativer Luftfeuchte und 14/10-stiindigem Tag/Nachtrhythmus
aufgestellt.



2.1.3 Antioxidantien

Das antioxidativ wirksame o-Tocopherol (Vitamin E) wurde in 0,5 %iger Konzentration unter
Zugabe von 0,03 % Ascorbinsdure verwendet. Die Ascorbinsiure diente der Stabilisierung
der Losung und zeigt eine synergistische Wirkung zum Tocopherol (SCHMITZ und NOGA,
1998). Um das lipophile Vitamin E in Losung zu bringen, wurde der Formulierungshilfsstoff
Lecithin S 20, Fa. Lipoid, (Ludwigshafen, Germany) (2,5 %) als Emulgator zugesetzt.
Vorversuche haben gezeigt, dass sich Vitamin E bei einer niedrigeren Lecithinkonzentration
nicht mehr I6st. Lecithin besteht aus verschiedenen, organischen Phosphatidylsduren und
enthdlt Spuren von Tocopherol (0,00125-0,0025 %). Die Bestandteile dieser Formulierung
entsprechen den Richtlinien der Okologischen Anbauverbinde. Um die Wirksamkeit der
beiden Bestandteile differenziert betrachten zu konnen, wurde das Lecithin auch ohne
Tocopherol als sogenannte Leerformulierung mitgepriift.

Die Behandlungsgruppen werden im Folgenden mit 'a-Tocopherol/Lecithin' fiir das in
Lecithin geldste a-Tocopherol, bzw. mit 'Lec.' fiir das wirksubstanzfreie Lecithin bezeichnet.
Die Applikation erfolgte mit einer Handspritze bis zum Ablaufen der Tropfen von den
Blittern.

Beide Losungen wurden hinsichtlich optimalem Anwendungszeitpunkt, Wirkungsgrad und
der Wirkungsdauer untersucht.

2.1.4 Bonitur des Schorfbefalls auf Blittern
Bei der Bonitur wurde die sichtbar befallene Blattfliche in Prozent 3, 7 und 14 Tage nach der

Inokulation (dpi = days post inoculationem) ermittelt. Dazu wurden folgende Boniturklassen
verwendet: 0, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 und 100 %.

2.1.5 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Probenahme und Fixierung

Infektionsstrukturen des Pilzes auf bzw. unterhalb der Cuticula konnten durch eine
modifizierte Methode von (ORTEGA 1999) sowie (HOOD ET AL., 1996) sichtbar gemacht
werden. Vom 2. bis zum 7. Tag nach Inokulation wurden tédglich mit einem Korkbohrer
(Durchmesser 0,8 mm) von mind. drei verschiedenen Pflanzen fiinf Blattscheiben pro
Variante aus dem zweit- bzw. drittjlingsten Blatt ausgestanzt.

Die Blattscheiben wurden sofort fiir mind. 48h in Rollrandgldsern mit ca. 5 ml ECM-L&sung
(99%iges Ethanol + Chloroform + Milchséure im Verhéltnis 6:3:1) gelegt. Auf diese Weise
konnten die Proben gleichzeitig fixiert und entfarbt werden. Durch mehrmaliges Spiilen der
entfarbten Blattscheiben mit einer auf pH 9 eingestellten 0,067 M K,HPO4-L6sung wurde der
pH-Wert des Blattgewebes auf 9 eingestellt.

Férbetechnik

Zur Farbung mit Anilinblau wurden die Blattscheiben zur Sicherstellung des pH-Wertes 9 der
Proben fiir eine Minute in 1 M Kalilauge (KOH) gelegt. AnschlieBend erfolgte das Anfarben
der Blattscheiben fiir ca. drei Minuten in der nachfolgend beschriebenen Anilinblau-
Féarbelosung. Nachdem die gefdarbten Blattscheiben mit der Blattoberseite nach oben auf



Objekttrager montiert und mit einem Deckglidschen abgedeckt wurden, konnten sie
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden.

Herstellung der Anilinblau-Férbelosung (pH 9):

50 mg Anilinblau (0,05%)
0,067 M K,HPO, (~1,167g)
100ml Entionisiertes Wasser

Mikroskopie
Fiir die Beobachtungen der Pathogenentwicklung wurde das Photomikroskop DMRB von

LEICA (Wetzlar) verwendet, welches fiir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit
einem Filterblock des Typs A (BP 340-380 nm, LP 425 nm) ausgestattet war. Eine
Videokamera der Fa. SONY sowie das Bildanalysesystem ,Discus‘ der Fa. HILGERS
(Konigswinter)  ermoglichten die  Photoaufnahmen und das  Ausmessen der
Keimschlauchldngen.

2.1.6 Auswertung der Pathogenentwicklung

Keimung und Keimschlauchwachstum

Die Keimraten der Konidien von V. inaequalis wurden mikroskopisch durch Auszéhlen von
10 * 10 zufillig gewéhlten Konidien pro Platte bei mind. 2 Platten pro Variante bestimmt.
Auf den Blattscheiben wurde die Keimfiahigkeit der Konidien durch Auszdhlen von mind. 3 *
10 Konidien pro Blattscheibe bei flinf Blattscheiben pro Variante ermittelt. Als gekeimt
galten Konidien, deren Keimschlauch mindestens der Konidienbreite entsprach.

Unter Verwendung eines Plattentests wurde das Keimschlauchwachstum 24 Stunden nach
Inokulation durch Ausmessen von mind. 50 Keimschlduchen pro Variante (bei mind. zwei
Platten pro Variante) mikroskopisch bestimmt. Auf der Blattoberfliche wurden die
Keimschlauchlingen von 20 gekeimten Konidien je Blattscheibe sowie der Anteil
deformierter Keimschlauche aufgrund der zur Infektion notwendigen Blattfeuchtedauer fiir 48
Stunden erst zwei Tage nach der Inokulation erfasst. Pro Blattscheibe wurden 20 zufillig
ausgewahlte Keimschlduche auf fiinf Blattscheiben pro Variante ausgemessen.

Appressorienbildung

Am zweiten bis dritten Tag nach der Inokulation wurde die Anzahl gebildeter Appressorien
durch Bonitur von 20 Konidien pro Blattscheibe und fiinf Blattscheiben pro Variante
ermittelt.




2.1.7 Rasterelektronenmikroskopische = Untersuchungen zur Erfassung von
Blattoberflichenverinderungen

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops XL 30 ESEM der Firma FILK/PHILLIPS (Kassel)

konnten die Verdnderungen auf der Blattoberfliche sichtbar gemacht werden. Die

Untersuchungen der unfixierten Blattproben erfolgte 2 bis 24 h nach Applikation von 0,5 ul —

Tropfen der Wirkstofflosungen unter Verwendung des “Gaseous Secondary Electrons’(GSE)-

Detektors bei 4°C und max. 1 Torr.

2.1.8 Chlorophylifluoreszenz

Mit Hilfe der Chlorophyllfluoreszenz (CF) ist es mdglich, Teilprozesse der Photosynthese im
Bereich des Elektronentransportes in den Chloroplasten quantitativ zu erfassen. Somit ist sie
eine sensitive Methode fiir die Fritherkennung von stressbedingten Pflanzenschiden vor der
ersten Symptomausprigung. Die CF wurde an Apfelsdmlingsblittern mit einem
Pulsamplituden-Modulations-Fluorometer (PAM 2000, Walz, Effeltrich, Germany) nach 30
Minuten Dunkeladaptation der Pflanzen bei 25°C und einem CO,-Gehalt von 500-600 ppm an
3, 7 und 14 Tagen nach der Inokulation gemessen. Die Messung wurde an der adaxialen
Blattoberflache nach (SCHREIBER ET AL., 1995) durchgefiihrt. Das Blatt wird zunidchst mit
photosynthetisch nicht aktivem Messlicht (0,1 pmol Photonen m™s™) belichtet, woraufhin
sich die Grundfluoreszenz (Fo) einstellt. AnschlieBend wird das Blatt einem 800ms
Sattigungsimpuls aus weilem Licht ausgesetzt, wobei die Fluoreszenz auf ihren Maximalwert
Fm ansteigt. Das Quotient (Fm-Fo)/Fm = Fv/Fm ist ein geeignetes Mall um das maximale
Ertragspotential von PSII einer bestimmten Probe messen zu konnen. Die maximale
Fluoreszenz steht in engem Zusammenhang mit der Elektronentransportrate. Eine Reduktion
lasst auf eine Blockierung des Elektronentransportes auf der PS II-Donorseite bzw. eine
Storung des Energietransfers auf dem Pigmentlevel schlieBen (RENGER ET AL., 1986).

2.1.9 Chlorophyligehalte

Fir die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes wurden jeweils 2 Blattscheiben definierter
GroBe mit DMSO (Dimethylsulfoxid) extrahiert. Nach 14 h wurden die Extrakte
spektrophotometrisch bei den Wellenldngen 663 nm fiir Chlorophyll a und 645 nm fiir
Chlorophyll b nach (BLANKE 1992; BLANKE 1990) gemessen.

2.1.10 Nachweis der Antioxidantiengehalte
Bei den folgenden Untersuchungen erfolgten die Probenahmen 3, 7 und 14 Tage nach der
Inokulation.

Tocopherol
Die Tocopherolanalyse erfolgte mittels einer HPLC-Methode nach (SCHMITZ-EIBERGER

et al., 2001b). Dafiir wurde zunédchst das zerkleinerte Blattmaterial mit Aufschlusspuffer (10
mM Tris(Hydroxymethyl)aminomethan, 1 mmol EDTA, 1 mmol 1,4-Dithioerythrit, 150
mmol Natriumchlorid) versetzt und 2 min. geschiittelt. Nach Zugabe von 1 ml
Aufschlusspuffer sowie 3 ml Extraktionslosung (Hexan/Isopropanol 1:2 unter Zusatz von
0,125 g/l Di-tert-butyl-p-kresol (BHT)) wurden die Proben 10 min. bei 5000 U/min.



zentrifugiert. Zur zweiten Extraktion wurden 2,1 ml Hexan und 0,125 g BHT zugesetzt. Nach
erneuter Zentrifugation und Uberfilhrung des Uberstandes wurde der Extrakt auf 1 ml
eingeengt. Die Analyse erfolgte chromatographisch auf einer Lichrosopher Si-60 Siule. Die
Fluoreszenzsignale der Tocopherole/Tocotrienole wurden bei 285 nm
(Anregungswellenldnge) und 320 nm (Emissionswellenldnge) detektiert. o-, B-, y- und o-
Tocopherole und Tocotrienole wurden auf der Basis ihres Fluoreszenzspektrums
charakterisiert. Quantitative Bestimmungen wurden auf die Fluoreszenzemission von reinen
Standards (Merck, Darmstadt) bezogen.

Ascorbinsédure

Die Bestimmung der L-Ascorbinsdure (L-AA) und der Dehydroascorbinsdure (DHA) erfolgte
mittels eines kommerziellen Testsatzes der Fa. Boehringer in Mannheim. Dafiir wurden die
schockgefrorenen Blitter zerkleinert, mit Metaphosphorsdurepuffer extrahiert und der Extrakt
durch Zentrifugation von festen Bestandteilen befreit. Zur Ermittlung der DHA wurde
Dithiothreit als reduzierender Wirkstoff verwendet.

2.1.11 Nachweis der Enzymaktivititen

Peroxidase (PO)

Fiir die folgenden Enzym- und Vitaminbestimmungen wurden die Blatter gewogen und bei
-30°C tiefgefroren. Die Blattgewichte betrugen im Durchschnitt 1 g. Zur Aufbereitung
wurden die Blitter in gekiihlte Teflonzellen eingebracht und mit fliissigem Stickstoff
schockgefroren. In einem Dismembrator wurde das Pflanzenmaterial bei einer Drehzahl von
5000 U/min. unter Verwendung einer Stahlkugel zu einem feinen Pulver zerkleinert.

Fiir die Peroxidasebestimmung wurden die zerkleinerten Blitter sowohl in 0,1 M Kalium-
Phosphatpuffer (pH 6) als auch in 1 M NaCl extrahiert. Die Probeldsung enthielt 0,7 ml 0,1 M
Kalium-Phosphatpuffer, 0,15 ml 20 mM Guaiacol, 50 pl 0,6 M H,0O,, den Extrakt und wurde
auf 1 ml aufgefiillt. Die Messung erfolgte spektrophotometrisch gegen eine Blindprobe ohne
H,0; bei 420 nm bei Raumtemperatur in Intervallen von 15 s fiir 3 Minuten (DAI et al., 1997).
Eine Einheit Peroxidase ist als die Aktivitdt definiert, die eine optische Dichte von 1 bei 420
nm / 3min /mg Protein in einer Inkubationslosung von 1 ml produziert.

Lipoxygenase (LOX)

Die Probelosung zur Bestimmung der LOX enthielt 3 ml Phosphatpuffer (pH 7), 1 %
Polyvinylpyrolidone, 0,1 % Triton X-100, 0,04 % Natriummetabisulfit und den Blattextrakt in
einem Gesamtvolumen von 5 ml (CROFT et al., 1990). Der LOX-gehalt wurde nach Surrey
(1964) bestimmt, indem zu der Probeldsung ein Substrat mit Linolsdure (0,25 %) und Tween
20 (0,25 %) hinzugefiigt wurden. Die Reaktion fand bei Raumtemperatur und unter stindiger
Zufuhr von Sauerstoff statt. Anschlieend wurde je 1 ml davon in Zentrifugengldser mit 2 ml
absolutem Alkohol gegeben und auf ein Volumen von 10 ml mit 60%igem Ethanol aufgefiillt,
um die Reaktion zu stoppen. Die spektrophotometrische Messung erfolgte bei einer
Wellenldnge von 234 nm.

Eine Einheit LOX-aktivitdt entspricht der Aktivitét, die eine optische Dichte von 1 bei 234
nm*min”' in einem Gesamtvolumen von 10 ml einer 60%igen Ethanollésung produziert.




2.2  Freilanduntersuchung

2.2.1 Applikationslésungen siche 2.1.3

2.2.2 Containerbaumversuche

Erste Freilanduntersuchungen wurden an einjdhrigen Veredelungen der Sorte ‘Golden
Delicious’ auf M9-Unterlagen 2001 durchgefiihrt. Die Badume wurden mehrmals behandelt
und anschlieend inokuliert.

Behandlungstermine: 23.07., 30.07. und 06.08;

Die Inokulation erfolgte jeweils 24 h nach der Behandlung. Um die hohe Luftfeuchtigkeit zu
erzielen, die fiir eine optimale Keimung der Sporen von Bedeutung ist, wurden die
inokulierten Aste fiir 48 h in eine Plastiktiite eingepackt.

Ein weiterer Versuch wurde 2003 unter natiirlichen Infektionsbedingungen durchgefiihrt. Das
Versuchsjahr war durch eine fiir den Erreger sehr ungiinstige Witterung (hohe Temperaturen,
kaum Niederschlag) gekennzeichnet und der Schorfdruck war somit sehr gering.

2.2.3 Freilandversuch Klein-Altendorf

Auf der Versuchsstation des Instituts fiir Gartenbauwissenschaft in Klein-Altendorf wurde im
Jahr 2002 ein Versuch mit "Golden Delicious’ - Bdumen unter natiirlichen Infektions-
bedingungen durchgefiihrt. Der Versuch wurde als Blockanlage mit je 3 Varianten (eine
unbehandelte Kontrolle, eine Behandlung mit a-Tocopherol/Lecithin und eine mit Lecithin)
und je 3 Wiederholungen angelegt. Die Anwendungszeitpunkte fiir die Behandlungen wurden
unter Beriicksichtigung des Schorfwarndienstes der Landwirtschaftskammer Rheinland
durchgefiihrt. Die erste Spritzung erfolgte am 20.03. und damit noch vor der ersten
Schorfwarnung, da sich schon vor Beginn des Ascosporenfluges ein Schutzfilm auf den
Knospen befinden sollte. Es folgten 7 weitere Spritzungen im ca. 2-wochigen Abstand bis
zum 17. Mai.

2.2.4 Bonitur des Krankheitsbefalls

An zwei Zeitpunkten (13.05. und 05.06.) wurden die Blitter bonitiert. Hierbei wurden von
jedem Baum 3 Aste zufillig ausgewihlt, die dann getrennt nach Blattober- und Unterseite in
"befallen" oder "nicht befallen" eingeteilt wurden. Auch die Ost- und die Westseite wurde
getrennt betrachtet. Die Infektionsgefahr war Mitte April klimabedingt durch langer
anhaltenden Dauerregen und einem konzentrierten Hauptsporenaussto3 verbunden mit sehr
starkem Blatt- und Triebwachstum extrem hoch.

2.2.5 Einfluss der Applikationslosungen auf Fruchtqualititsparameter

Vor der Emte von unbehandelten und behandelten Apfeln der Sorte ,Jonagold* aus einem
Freilandversuch aus dem Jahr 2001 in Klein-Altendorf erfolgte die Bestimmung der
folgenden Fruchtqualititsparameter. Alle Messungen wurden an 8 Friichten pro Variante
wiederholt.
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Gewicht und Umfang
Nach der Ernte wurden die reifen Apfelfriichte gewogen und anschlieend der Umfang mit
einer Schieblehre gemessen.

Festigkeit

Die Festigkeitsmessungen [kg/cm’] wurden mit einem Handpenetrometer (Modell FT 327 fiir
Apfel und Birnen, Agritec Griesser AG, Kleinandelfingen, Deutschland) an zwei sich
gegeniiberliegenden Seiten (Sonnen- und Schattenseite) durchgefiihrt.

Farbe

Die Farbe der Apfelschale wurde mit einem Colorimeter (Minolta Chroma Meter II) nach
dem CIELAB-System (L*, a*, b*) (McGUIRE 1992) bestimmt. Die Lichtreflexion wurde im
rechten Winkel zur Fruchtoberfliche auf einer Fldche von 1,5 cm’ Durchmesser am
Fruchtidquator bestimmt.

Zucker und Siiure

Zur Bestimmung des Zucker- und Sauregehalts wurde der aus den Friichten gewonnene Saft
verwendet. Die Messung des Zuckergehaltes erfolgte mit einem Refraktometer (Zeiss,
Germany). Es wurden einige Tropfchen auf das Refraktometer gegeben und der
Refraktometerwert R in Gewichtsprozenten auf einer Skala abgelesen.

Der Sauregehalt wurde anhand der Bestimmung des pH-Wertes und der titrierbaren Sédure
bestimmt. Dazu wurde der Saft mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 10 ml verdiinnt
und der pH-Wert gemessen. AnschlieBend wurde mit 0,1 mol NaOH bis zum pH-Wert von
8,1 titriert. Der Sduregehalt S errechnet sich wie folgt:

S [%] = (Verbrauch 0,1 mol NaOH * Aquivalentgewicht) / 3*100

Die Aquivalentgewichte errechnet man durch Division des Molekulargewichtes durch die
Anzahl der Carboxygruppen im Molekiil.

2.3 Statistik

Bei Vorliegen von Normalverteilung und Varianzhomogenitdt wurden die Versuchsdaten
einer Varianzanalyse unterzogen. Die Signifikanzen zwischen den unterschiedlichen
Varianten wurden mit Hilfe multipler Mittelwertsvergleiche (Grenzdifferenztest nach
,Tukey*) ermittelt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Statistiksoftware SPSS 11.0 fiir
Windows, Miinchen, Deutschland.



11

3  Ergebnisse

3.1 Versuche unter kontrollierten Bedingungen

3.1.1 Inokulationsstudien

a) Optimaler Anwendungszeitpunkt

Versuche an Apfelsdmlingen ergaben bei protektiver Applikation des Tocopherol-Priparates
(0,5 % a-Toc. + 2,5 % Lecithin + 0,03 % Ascorbinsdure) zu den Terminen 48, 24 oder 2
Stunden vor Inokulation keinen Unterschied der Befallsminderung in Abhéngigkeit des
Anwendungszeitpunktes (Ergebnisse nicht dargestellt).

100
O a-Tocopherol/Lecithin
2 80
©
S 60
[72]
(2}
S
5
=
S .
a a a a
0
2 24 48 72

Stunden zwischen Behandlung und Inokulation

Abb.1: Einfluss des Applikationszeitpunktes von oa-Tocopherol/Lecithin auf den
Wirkungsgrad gegeniiber dem Befall mit Venturia inaequalis im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle 17 Tage nach Inokulation (Wirkungsgrad,
Tukey-Test, p = 0,05%).

b) Wirkungsgrad und Wirkungsdauer

Am dritten Tag nach der Inokulation waren erwartungsgemill keine Symptome auf den
Bléttern sichtbar. Sieben Tage nach der Inokulation waren 15 % der unbehandelten
Blattflache infiziert, wohingegen bei den mit a-Tocopherol/Lecithin und Lec. vorbehandelten
Pflanzen nur 1 % durch V. inaequalis geschiadigt wurde. Somit konnte fiir beide
Behandlungen ein Wirkungsgrad von ca. 90 % ermittelt werden. Zum 3. Messtermin (14 dpi)
waren bereits 41 % der unbehandelten Blétter befallen und teilweise nekrotisiert. Die
Behandlung mit den beiden Préparaten reduzierte den Befall um ca. 80 % verglichen mit der
unbehandelten Variante (Abb. 1). Auch 23 Tage nach Inokulation wurde ein Wirkungsgrad
von 50 % ermittelt. Hieraus ergibt sich eine Wirkungsdauer von mindestens 14 Tagen.
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befallene Blattflache [%)]

unbehandelt Lecithin a-tocopherol/Lecithin

W7 Tage nach Inokulation E14 Tage nach Inokulation

Abb. 2: Befallene Blattfliche [%] 7 und 14 Tage nach Inokulation mit Venturia
inaequalis und Vorbehandlung mit Lecithin and a-toc./Lecithin. MW+ SF,
Tukey p < 0,05; n=30.

3.1.2 Infektionsverlauf von V. inaequalis

Keimung und Keimschlauchwachstum

Die Keimfdhigkeit der Konidien bzw. deren Keimrate wurde weder auf Wasseragar-Platten
noch auf der Blattoberfliche von Apfelsdmlingen durch die Behandlung mit Tocopherol bzw.
Lecithin beeinflusst.

Auf der Blattoberflache waren sowohl bei Lecithin, als auch bei a-Tocopherol/Lecithin die
Keimschlduche deutlich lidnger, als bei der unbehandelten Variante. Hier war kein
Unterschied zwischen den beiden Applikationslésungen zu erkennen.

Tab.1: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf Keimschlauchlinge und den
Anteil deformierter Keimschlduche von V. inaequalis-Konidien im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle 3 Tage nach Inokulation von Apfelsimlings-

blattern
Variante O Keimschlauch- Konidien mit deformierten
linge [pm] Keimschliduchen [%]
unbehandelt 44 (a) 26 (a)
a-Tocopherol/Lecithin 86 (b) 81 (b)
Lecithin 87 (b) 74 (b)
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Zusétzlich zum Langenwachstum wurde auf der Blattoberfliche der Anteil deformierter
Keimschlduche erfasst. Als deformiert wurden Keimschlduche bezeichnet, die verzweigt,
verdreht und/ oder in ihrer Fluoreszenz deutlich verdndert waren (Abb. 2). Durch exogene
Applikation von a-Tocopherol/Lecithin wurde der Anteil deformierter Keimschlduche drei
Tage nach Inokulation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant erhoht. Diese
Beobachtung deutete auf eine direkte Wirkung des Wirkstoffes a-Tocopherol auf die Bildung
der Keimschlduche hin. Besonders deutlich wurde der Anteil deformierter Keimschlduche
durch Applikation des a-Tocopherol-Priparates sowie der Leerformulierung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erhdht. Nur wenige Keimschldauche blieben unbeeinflusst und waren
weder stark verzweigt noch anderweitig deformiert (Tab. 1; Abb. 3 u. 4).
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Abb. 3: Einfluss des Antioxidantienpriparates auf die Keimschliuche von Venturia
inaequalis-Konidien drei Tage nach Inokulation (Samlinge von ,Golden
Delicious®, Tukey-Test bei p = 0,05)

Appressorien- und Primdrstromabildung

Die Anzahl der Konidien, welche Appressorien ausbildet, war zwei Tage nach Inokulation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle durch die a-Tocopherol-Behandlung reduziert (Abb.
4). Das Ausmall dieser Reduktion betrug ca. 30 %. Sowohl die Applikation von a-
Tocopherol/Lecithin als auch die Leerformulierung alleine verringerte die Bildung von
Appressorien deutlich (Abb. 4).
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Abb. 4: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf den Anteil von Venturia inaequalis-
Konidien mit Appressorien im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle drei
Tage nach Inokulation (Sdmlinge von ,Golden Delicious‘, Tukey-Test bei p =
0,05)

Die Primirstromabildung wurde drei Tage nach Inokulation sowohl durch a-
Tocopherol/Lecithin als auch durch die Leerformulierung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle verringert. Demnach konnten bei behandelten Pflanzen deutlich weniger Konidien
das Blattgewebe erfolgreich infizieren (Abb. 5).

Besiedelung und Sporulation

Eine mogliche Beeinflussung der subcuticuldren Entwicklung von Venturia inaequalis in
Samlingsbléttern konnte fluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung der unter 2.1.4
beschriebenen Boniturklassen durchgefiihrt werden. Die Gesamtanzahl von Infektionsstellen
mit Laufhyphendifferenzierung war als Folge der verminderten Anzahl erfolgreicher
Infektionsstellen mit Primérstromabildung sowie der Zunahme gescheiterter Infektionsstellen

durch die Tocopherol- und Lecithinapplikation deutlich reduziert (Abb. 6).
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Abb. 5: Einfluss von a-Tocopherol auf die Bildung von Infektionsstellen mit
Primérstromabildung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Simlinge von
,Golden Delicious‘, Standardfehler bei p = 0,05)
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Abb. 6: Einfluss von a-Tocopherol auf die Laufhyphendifferenzierung von V. inaequalis
(Samlinge von ,Golden Delicious‘, Standardfehler bei p = 0,05)
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Nach Verrechnung des Anteils der einzelnen Boniturklassen an allen erfolgreichen
Infektionsstellen konnte eine Verzogerung der subcuticuldren Entwicklung durch die o-
Tocopherol-Applikation um ein bis zwei Tage festgestellt werden. Als Folge der Behandlung
von Sdamlingen mit der Formulierung 2 war sechs Tage nach Inokulation eine vollstindige
Unterdriickung der Sekundirstromabildung zu beobachten (Abb. 7).

100%

80% -

60% -

40% -

20% |

Anteil der subcuticularen
Entwicklungsstadien [%]

0%

unbehandelt a-Tocopherol/Lecithin Lecithin

O Laufhyphen >600um  [0Sekundarstroma [ Spor. Sekundarstroma
Varianten

Abb. 7: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf die subcuticulire Entwicklung
von V. inaequalis (Simlinge von ,Golden Delicious‘, 6 Tage nach Inokulation)

Abb. 8: Einfluss des Antioxidantienpriparates (a) auf die Sekundirstromabildung
und Sporulation von Venturia inaequalis im Vergleich mit einem
unbehandelten Blatt (b).

Die Sporulationsrate, d.h. die Menge gebildeter Konidien pro cm? befallener Blattfldche,
wurde durch exogene Applikation von a-Tocopherol im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle um 80 % reduziert. Die Leerformulierung minderte die Bildung von Konidien/cm?
befallener Blattflache ebenfalls deutlich im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Tab. 2).
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Tab.2: Einfluss von o-Tocopherol und Lecithin auf die Sporulationsrate von
Venturia inaequalis (Simlinge von ,Golden Delicious’, 14 Tage nach
Inokulation, Tukey-Test bei p = 0,05)

Variante Konidien/cm? befallene Blattfliche [%]
Unbehandelt 100 % (b)
a-Tocopherol/Lecithin 39% (a)
Lecithin 26% (a)

3.1.3 Modifikation der Blattoberflichen

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops wurden die Spritzbeldge, welche die typischen
Wachsstrukturen der Blattoberfliche von Apfelsdmlingen iiberdeckten, sichtbar (Abb. 9). Die
Anlagerung des a-Tocopherols war in den Vertiefungen der Blattoberfliche besonders
intensiv und reflektierte die Elektronen sehr stark, so dass diese Stellen auf den Bildern weil3
erschienen (Abb. 11). Bei der Applikation der Konidiensuspension wéhrend der Inokulation
wurde bei den behandelten Pflanzen im Gegensatz zur Kontrolle keine Tropfenbildung

beobachtet (Abb. 10).

Abb. 9: Oberflichenverinderungen als Folge der Applikation von a-Tocopherol und

Lecithin.

a) unbehandeltes Blatt

b) Behandlung mit a-Tocopherol/Lecithin
¢) Behandlung mit Lecithin
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Abb. 10: Veranderungen der Tropfenspreitung der Konidiensuspension nach der
Inokulation als Folge der Applikation von a-Tocopherol und Lecithin.
a) unbehandeltes Blatt
b) Behandlung mit a-Tocopherol/Lecithin
¢) Behandlung mit Lecithin

Abb. 11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen unbehandelter und behandelter
Blattoberflichen zur Darstellung von Oberflichenverinderungen als Folge
der Applikationslosungen (250-fache Vergroflerung).

a) unbehandelte Blattoberfliche
b) Behandlung mit a-Tocopherol/Lecithin
¢) Behandlung mit Lecithin

3.1.4 Untersuchung der stressphysiologischen Parameter

Chlorophyllfluoreszenz

Drei Tage nach der Inokulation gab es noch keine Unterschiede im Parameter Fv/Fm
zwischen den Behandlungsgruppen, die auf Storungen im Photosyntheseapparat hinweisen
wiirden (Abb. 12). Sieben Tage nach der Inokulation sank der Fv/Fm-Wert der unbehandelten
und inokulierten Pflanzen im Vergleich zu den anderen leicht ab. Ein signifikanter Abfall der
unbehandelten, infizierten Gruppe im Vergleich zu den behandelten und der nicht inokulierten
Gruppe wurde 14 Tage nach der Inokulation gemessen. Die Pflanzen, die mit a-Tocopherol
und Lecithin behandelt wurden, blieben wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums auf
dem gleichen Niveau wie die nicht infizierten Pflanzen. Dies liegt wahrscheinlich an der
Befallsreduktion der behandelten Pflanzen, die geringere Schiden an den Blattern aufwiesen,
als die unbehandelten und inokulierten Pflanzen. Relative Werte von Fm waren vergleichbar
mit denen von Fv/Fm; Fo verdnderte sich in den vier verschiedenen Gruppen nicht
(Ergebnisse nicht gezeigt.)
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Abb. 12: Einfluss von oa-Tocopherol und Lecithin auf die Chlorophyllfluoreszenz
(Fv/Fm) von Apfelsimlingsblittern nach Infektion mit V. inaequalis 3, 7 and
14 Tage nach Inokulation (MW + SF, Tukey p< 0,05; n = 16.)

Chlorophyligehalte

Chlorophyll a und b stiegen wihrend der Messperiode leicht an. Zwischen den verschiedenen
Untersuchungsgruppen waren bei keinem der Messtermine signifikante Unterschiede im
Gesamtchlorophyllgehalt (a+b) zu verzeichnen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Endogene Antioxidantiengehalte
A) Enzymaktivitiaten

Peroxidase

Die Peroxidaseaktivitit war drei Tage nach der Inokulation bei allen Gruppen auf dem
gleichen Niveau (nicht dargestellt). Sieben Tage nach der Inokulation stieg die PO-Aktivitit
der unbehandelten und infizierten Gruppe im Vergleich zur nicht infizierten Gruppe deutlich
an. Dieser Effekt war 14 Tage nach der Inokulation noch deutlicher zu erkennen (Abb. 13).
Wihrend die PO-Aktivitdt 7 dpi auch in der Lecithin-Variante erhoht war, sank die Aktivitat
14 dpi auf den gleichen Wert wie bei der a-Tocopherol/Lecithin-Variante, die an beiden
Terminen, 7 und 14 dpi im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle nur leicht erhoht war.
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Lipoxygenase

Am dritten Tag nach der Inokulation war die LOX-Aktivitit in den nicht inokulierten
Pflanzen genauso hoch, wie in den infizierten Pflanzen. Ein signifikanter Anstieg in der
Aktivitit des Enzyms wurde bei den unbehandelten und infizierten Pflanzen 7 und 14 dpi
beobachtet. Zu diesen Terminen war die LOX-Aktivitét signifikant erhoht, verglichen mit den
anderen Varianten (Abb. 14).
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3 04 V.inaequalis
::§
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(o]
o 0,1 m a-Tocopherol/Lecithin
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0,0 =

7 14

Tage nach Inokulation

Abb. 13: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf die Peroxidase-Aktivitit
(units*mg'1 FM) von Apfelsimlingsblittern nach Venturia inaequalis
Infektion 7 und 14 Tage nach Inokulation (MW= SF, Tukey p < 0,05; n=6).
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Abb. 14: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf die LOX-AKktivit:it
(units*min'l*g'l) von Apfelsimlingsblittern nach Infektion mit Venturia
inaequalis 7 and 14 Tage nach Inokulation (MW+ SF, Tukey p < 0,05; n=6.)
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B) Antioxidative Substanzen

a-Tocopherol

Der Tocopherolgehalt stieg im Beobachtungszeitraum an. Am dritten und siebten Tag nach
der Inokulation war der Tocopherolgehalt der mit a-Tocopherol/Lecithin behandelten
Pflanzen wesentlich hoher, als in den anderen Apfelsimlingen. Am letzten Probenahmetermin
(14 dpi) konnte zwischen den mit dem Antioxidantienprdparat behandelten und den nicht
infizierten Pflanzen kein signifikanter Unterschied mehr festgestellt werden. Im Vergleich zu
diesen Sdmlingen war der Tocopherolgehalt in den unbehandelten und infizierten und den mit
Lecithin behandelten Pflanzen wesentlich niedriger (Abb. 15).

AN N &\
3 7 14
Abb. 15: Einfluss der Behandlungslosungen auf den a-Tocopherol Gehalt (mg*g’1 FM)

Tage nach Inokulation
von Apfelsimlingsblittern nach Venturia inaequalis Infektion 3, 7 and 14
Tage nach Inokulation (MW+ SF, Tukey p < 0,05; n=6).
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Ascorbinsdiure

Die Infektion mit V. inaequalis resultierte in einem Anstieg der L-Ascorbinsdure bei der
unbehandelten, infizierten Gruppe 3 Tage nach Inokulation. Es folgte ein schwicherer
Anstieg der mit Lecithin vorbehandelten Pflanzen. Die L-Ascorbinsdure der mit Tocopherol
behandelten Pflanzen war auf dem gleichen Niveau wie in den nicht infizierten Bléttern.
Diese Ergebnisse stimmten mit denen des Gesamtascorbingehaltes 3 Tage nach Inokulation
iiberein.

Sieben Tage nach Inokulation konnte kein Unterschied hinsichtlich der L-AA, DHA und des
Gesamtascorbats wihrend des Pathogenbefalls festgestellt werden. Nach 14 Tagen resultierte
der Befall in den unbehandelten und mit Lecithin behandelten Blittern in einem signifikanten
Abfall von L-AA und Gesamtascorbat. In den unbehandelten Bléttern sank zusétzlich der
DHA-Gehalt verglichen mit allen anderen Varianten. Die Ascorbinsduregehalte in nicht
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infizierten Bléttern waren hoher als in den infizierten Varianten. Der Ascorbinsduregehalt der
mit a-Tocopherol/Lecithin behandelten Blitter war fast auf dem gleichen Niveau wie der der
nicht inokulierten Blatter (Tab. 3).

Tab.3: Einfluss der Behandlungslosungen auf L-Ascorbinsiaure, Dehydroascorbin-
siure and Gesamtascorbinsiure [mg*g'1 FM] von Apfelsimlingsblittern nach
Venturia inaequalis Infektion 3, 7 and 14 Tage nach Inokulation (MW+ SF,

Tukey p <0,05; n=6.)

L-AA DHA L-AA+DHA
3 dpi
unbehandelt+ nicht inokuliert 0.287+0.09a 0.398+0.02a 0.686+0.07a
unbehandelt+ V.inaequalis 0.740+£0.06b 0.712+0.05b 1.452+0.12b
Lecithint V.inaequalis 0.548+0.06ab 0.406+0.05a 0.954+0.10a
a-Tocopherol/Lecithint V.inaequalis  0.407 +0.08a 0.424+0.07a 0.831+0.15a
7 dpi
unbehandelt+ nicht inokuliert 0.325+0.04a 0365+0.02a 0.689=+0.06a
unbehandelt+ V.inaequalis 0.253+0.03a 0.312+0.02a 0.565+0.04a
Lecithint V.inaequalis 0.321+0.03a 0.364+0.01a 0.685+0.04a
a-Tocopherol/Lecithint V.inaequalis  0.234+0.12a 0.409+0.06a 0.642+0.18a
14 dpi
unbehandelt+ nicht inokuliert 0.397+0.09b 0.406+0.05¢c 0.803+0.14b
unbehandelt+ V.inaequalis 0.109+0.03a 0.164+0.0la 0.272+0.04a
Lecithint V.inaequalis 0.104+0.01a 0.221+0.00ab 0.326+0.01 a

a-Tocopherol/Lecithin+ V.inaequalis

0.276 + 0.05 ab

0.307 £0.02 be

0.584 +0.07 ab
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3.2 Freilanduntersuchungen

3.2.1 Containerbaumversuche

Im Freiland durchgefiihrte Containerbaumversuche an einjdhrigen Veredelungen der Sorte
'Golden Delicious' bestitigten die Beobachtungen der Sdamlingsversuche unter kontrollierten
Bedingungen. So wurde bei einmaliger Behandlung 17 Tage nach der Inokulation ein
Wirkungsgrad von durchschnittlich 80% der behandelten Bdume im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ermittelt. Nach 30 Tagen konnten keine Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Baumen festgestellt werden (Abb. 16). Dies ist auf die
natiirliche Weiterverbreitung des Apfelschorfs unter Freiland-Bedingungen zuriickzufiihren.

100

W a- Tocopherol/Lecithin

Wirkungsgrad [%]

17 Tage 30 Tage

Abb. 16: Wirkungsgrad [%] von a-Tocopherol/Lecithin bei Containerbiumen 17 und
30 Tage nach Inokulation mit V. inaequalis.

Wirkungsgrad und Wirkungsdauer

Bei einmaliger Behandlung und Inokulation wurde eine Minderung der befallenen Blattflache
um ca. 80 % erzielt. Bei 2-maliger Behandlung, wobei nach jeder Behandlung jeweils am
darauffolgenden Tag inokuliert wurde, ergab sich immer noch ein sehr hoher Wirkungsgrad
von ca. 87 % (Tab. 4).
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Tab.4: Einfluss von ein- und zweimaliger Behandlung mit o-Tocopherol und
Lecithin auf die befallene Blattfliche (MW).

. Anzahl Behandlung
Variante Befallene BF [%] .
und Inokulation
unbehandelte Kontrolle 20,98 1
unbehandelte Kontrolle 33,13 2
a-Tocopherol/Lecithin 4,25 1
a-Tocopherol/Lecithin 7,44 2

3.2.2 Freilandversuch Klein-Altendorf

Die Anwendungszeitpunkte fiir die Behandlungen wurden unter Beriicksichtigung des
Schorfwarndienstes der Landwirtschaftskammer Rheinland durchgefiihrt. Die erste Spritzung
erfolgte am 20.03.2002 und damit noch vor der ersten Schorfwarnung, da sich schon vor
Beginn des Ascosporenfluges ein Schutzfilm auf den Knospen befinden sollte. Es folgten 7
weitere Spritzungen im ca. 2-wochigen Abstand bis zum 17. Mai. An zwei Zeitpunkten
(13.05. und 05.06.) wurden die befallenen Blitter bonitiert. Hierbei wurden von jedem Baum
3 Aste zufillig ausgewihlt, die dann jeweils getrennt nach Blattober- und Unterseite in
,befallen oder ,nicht befallen® bonitiert wurden (Abb. 17). Auch die Ost- und Westseite
wurde getrennt betrachtet. Die Infektionsgefahr war Mitte April klimabedingt durch ldnger
anhaltenden Dauerregen und einem konzentrierten Hauptsporenaussto3 verbunden mit sehr
starkem Blatt- und Triebzuwachs extrem hoch. Aus diesem Grund konnte durch Applikation
der beiden Spritzlosungen nur eine geringe Reduktion im Vergleich zur unbehandelten
Variante erzielt werden. In diesem Versuchsjahr war es jedoch allgemein sehr schwierig, eine
wirksame Schorfbekdmpfung vorzunehmen. Auch nach Fungizidbehandlungen kam es
teilweise noch zu einem starken Befall. Die weitere Ausbreitung des Befalls wurde dariiber
hinaus durch die unbehandelte Variante, die schon zu einem frithen Zeitpunkt befallen war,
und von wo aus sich der Erreger in groer Geschwindigkeit auf die umliegenden, behandelten
Béume ausbreiten konnte, begiinstigt. Der Versuch wurde aus diesem Grund auf der
Versuchsanlage abgebrochen und die Friichte nicht geerntet.

3.23 Auswirkungen der Applikationslosungen auf die Fruchtqualititsparameter

Die Behandlung mit den Applikationslosungen 2001 hatte keinen Einfluss auf die
Fruchtqualitdtsparameter Gewicht, Umfang (Ergebnisse nicht gezeigt), Festigkeit (Abb. 18),
Zucker und Siure der Apfel aus dem Versuch in Klein-Altendorf (Abb. 19). Lediglich bei der
Fruchtfarbe wurden Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet. Die
Festigkeit und die L* a* b*-Farbwerte wurden auf der griinen (Schatten-) Seite des Apfels
gemessen, um Verdnderungen durch die Sonne (evtl. Sonnenbrand) auszuschlief3en.



25

Bonitur 1 (13. Mai 2002)

Befallene Blattflache
%
o
&

unbehandelt a-Tocopherol/ Lecithin

Bonitur 2 (5. Juni 2002)

unbehandelt a-Tocopherol/ Lecithin
Lecithin

Variante

Abb. 17: Einfluss der Behandlungslosungen auf den Befall der Blattober- und
Unterseite von Apfelbiumen im Freiland am 13.Mai (Bonitur 1) und am 5.
Juni. MW+ SF, Tukey p < 0,05; n=12.

Zucker- und Siuregehalt

Der Zuckergehalt der beprobten Apfel lag bei durchschnittlich 12,5 %, der Siuregehalt bei
0,05 %). Bei keinem der Parameter konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden
(Abb. 19).
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9,00 -
8,00 ~
7,00 ~
6,00 -
5,00 ~
4,00 ~
3,00 ~
2,00 ~
1,00 -
0,00 -

kg/cm2

unbehandelt a-Tocopherol/ Lecithin
Lecithin

Abb. 18: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf die Festigkeit [kg/cmz] von
Apfelfriichten. MW+ SF, Tukey p < 0,05; n=30.

14

12 -

10 -

W Zucker
@ Saure

[%]

unbehandelt Lecithin a-Tocopherol/
Lecithin

Abb. 19: Einfluss von a-Tocopherol und Lecithin auf den Zucker- und Siuregehalt
[%] von Apfelfriichten. MW, n = 30.

Farbe

Bei der Schalengrundfarbe der Apfel wurden bei dem Parameter L* signifikante Unterschiede
gemessen (Tab. 5). Der erhohte L*-Wert der unbehandelten Apfel gibt an, dass diese heller
als die beiden behandelten Varianten sind. In den Parametern a* und b* wurden keine
Unterschiede festgestellt.
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Tab.5: Einfluss der Behandlungslosungen auf die Schalengrundfarbe zum
Erntetermin an Apfeln (L* a* b*-Wert), gemessen an der griinfarbigen Seite.
MW+ SF, Tukey p < 0,05; n=32.

Variante L* a¥ b*
Unbehandelt 71,76 + 0,4 b -17,48 +0,2 a 41,32+03a
o-Tocopherol/Lecithin 68,93 +04a -18,80+0,4 a 40,74+ 04 a
Lecithin 67,60+ 0,8 a -16,75+0,5a 41,85+ 06 a

L* = Helligkeit, a* = blau-griin/rot-lila Farbkomponente, b* = gelb/blau Farbkomponente.

4 Diskussion

Im 6kologischen Obstbau wird der Apfelschorferreger V. inaequalis fast ausschlieBlich mit
Hilfe von zahlreichen Kupferapplikationen bekdmpft. Der Einsatz von Kupfer ist aus
okologischer Sicht jedoch besonders umstritten. Da gesetzliche Restriktionen hinsichtlich der
Einsatzmenge (zurzeit maximal 3 kg a.i./ha) zu erwarten sind, werden Alternativen fiir den
Einsatz von Kupfer gesucht.

In Vorversuchen zeigte sich, dass die Behandlung von Apfelbdumen mit a-Tocopherol zu
einer Reduktion des Schorfbefalls fiihrt. In weiteren Untersuchungen wurde die Wirksamkeit
des Priparates getestet.

Das oa-Tocopherol/Lecithin-Préaparat reduzierte den Blattbefall von Venturia inaequalis bei
protektiver Applikation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um bis zu 80%. Die
Lecithinbehandlung wies eine sehr hohe Eigenwirkung Effekte auf. Die fungizide Wirkung
des Lecithins ist bereits bekannt und wird im Bereich der Kontrolle 'Echter Mehltaupilze' und
des 'Tabakmosaikviruses' an verschiedenen Wirten eingesetzt. (BOSSHARD et al., 1994)
beobachteten unter kontrollierten Bedingungen nach Applikation von Lecithin deutliche
Befallsreduktionen des Apfelschorfs. Bei der Ubertragung dieser Versuche ins Freiland
konnten die positiven Effekte nicht bestétigt werden. Diese reduzierte Wirksamkeit fithren die
Autoren auf eine geringe Regenfestigkeit des Priparates zurtick.

Als Folge der Applikation von a-Tocopherol und Lecithin konnte in diesen Untersuchungen
keine Beeinflussung der Keimrate der Sporen beobachtet werden. Hingegen wurden
nachfolgende Entwicklungsstadien auf der Blattoberfliche, wie Keimschlauchentwicklung
und Bildung von Appressorien, sehr wohl veridndert. Der Infektionserfolg der Konidien von
V. inaequalis wurde verringert und als Folge dessen die subcuticulire Ausbreitung des
Erregers eingeschrénkt.

Durch Verdnderungen der Blattoberfliche als Folge der Applikation der beiden
Applikationslosungen verblieben nach der Inokulation nur etwa 10 % der Konidien auf den
Samlingsbléttern. Die Oberflicheneigenschaften des Blattes wurden verdndert, so dass
anstelle der Tropfen, welche auf unbehandelten Blittern nach dem Aufsprithen der
Inokulationssuspension zuriickblieben, auf behandelten Blittern ein diinner Film entstand
(Abb. 10). So liefen mehr Konidien ab, und zuséitzlich trocknete der diinne Fliissigkeitsfilm
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schneller an, wodurch die Blattndssedauer verkiirzt wurde. Den wenigen verbliebenen
Konidien stand demnach eine kiirzere Zeit fiir Keimung, Ausbildung von Appressorien und
Penetration der Cuticula zur Verfiigung, da fiir diese Entwicklungsstadien eine ausreichende
Blattndssedauer Grundvoraussetzung ist. Durch die schnellere Abtrocknung der
Inokulationssuspension auf den behandelten Pflanzen wurde dieser Zeitraum teilweise
unterschritten, wodurch weniger Konidien die Cuticula erfolgreich penetrieren konnten, und
die Primérstromabildung deutlich reduziert wurde (MAcHARDY 1996) (HARTMANN et al.,
1999).

Das Tocopherol-Priparat wurde zudem nur zu einem sehr geringen Teil vom Blatt
abgewaschen. Bisher unverdffentlichte Untersuchungen zur Regenfestigkeit (FORSCHLER und
ScHMITZ-EIBERGER) haben gezeigt, dass der Spritzbelag in Kombination mit a-Tocopherol
sich als sehr regenbesténdig herausgestellt hat.

Nach Behandlung der Pflanzen mit a-Tocopherol/Lecithin und Lecithin wurden verldngerte
Keimschlduche sowie eine reduzierte Anzahl von Konidien mit Appressorien beobachtet. Bei
Sporenkeimung, Keimschlauchwachstum und Appressorien spielen hdufig Signale auf der
Pflanzenoberfliche eine bedeutende Rolle (DEAN 1997; TUCKER et al., 2001). Zur
Initiation verschiedener Entwicklungsphasen auf der pflanzlichen Oberflache bendtigen zum
Beispiel Rostpilze spezifische topographische Signale (HEATH 1997). Fiir Venturia
inaequalis sind keine genauen Angaben zur Art der Oberfldchensignale zu finden; aber auch
dieses Pathogen muss seinen Wirt anhand bestimmter Eigenschaften auf der Cuticula
identifizieren konnen. Diese spezifischen Signale werden durch a-Tocopherol und Lecithin
moglicherweise so verdndert, dass die Keimschlduche keinen Impuls fiir die Bildung des
Appressoriums erhalten und deshalb suchend weiterwachsen (TUCKER et al., 2001).
Moglicherweise kann in diesem Zusammenhang auch ein weiterer Interpretationsansatz fiir
die geringe Retention der Konidiensuspension nach der Inokulation angenommen werden.
Die Verdanderung der spezifischen Signale auf der Oberfliche der Apfelsimlinge konnte die
Ausbildung von Substanzen, wie z.B. Melanin unterbinden, welche zur Haftung der
Appressorien von Venturia inaequalis synthetisiert werden, so dass weniger Sporen auf der
Oberfliache verbleiben (MAcHARDY 1996; STEINER et al., 2001).

a-Tocopherol aber auch Phosphatidylsduren bzw. Phospholipide (Lecithin) sind natiirlich
auftretende Bestandteile von pflanzlichen Zellmembranen und konnen aus diesem Grund nach
exogener Applikation Verbindungen mit der Cuticula und der Plasmamembran eingehen und
so die Eigenschaften der Blattoberfliche verdndern (FRYER 1992; HESS 1993). Diese
Modifikationen erschweren moglicherweise die Penetration des Erregers durch die obersten
Schichten des Blattes, welche V. inaequalis von dem zwischen Cuticula und Epidermiszellen
liegenden Lebensraum trennen. Dies ist ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die reduzierte
Anzahl erfolgreicher Infektionsstellen als Folge der Behandlung von Apfelsdamlingen mit den
Applikationslosungen.

Als Folge exogener Applikation von a-Tocopherol bzw. der Leerformulierung traten auf der
Blattoberflaiche Deformationen an Keimschlduchen auf. Diese Verdnderungen lassen eine
direkte fungizide Wirkung der Substanzen auf die Keimschlauchbildung vermuten. Sowohl a-
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Tocopherol als auch die Phosphatidylsduren aus dem Lecithin sind Bestandteile biologischer
Membranen und Zellwidnde und kénnen auch in die Membranen des Pathogens eingelagert
werden (PRIOR ET AL., 1993). Zwischen Vitamin E und freien Fettsduren kann es zur Bildung
hoherer Aggregate kommen, deren Wirkungsweise nicht bekannt ist (ALSCHER et al., 1993).
Moglicherweise verursachte diese Verdnderung der Membranstabilitdt und

-permeabilitit Wachstumsstorungen wéhrend der Keimschlauchbildung und rief so die
beobachteten geweihartigen Verzweigungen und andere Deformationen der Keimschlduche
hervor.

Die erhohte Stabilitdt der Membranen durch die erwihnte Einlagerung von a-Tocopherol und
Phosphatidylsduren bewirkte unter Umstinden eine verringerte Verfiigbarkeit von
Wirtsassimilaten fiir den Erreger, als Folge derer die wenigen erfolgreichen Infektionsstellen
ein verlangsamtes subcuticuldres Wachstum und eine deutlich verringerte Sporulation
aufweisen. ORTEGA et al. (1998) beschreibt eine Verzogerung der subcuticuldren
Entwicklungsstadien von Venturia inaequalis durch eine verringerte Versorgung des Erregers
mit Assimilaten des Wirtes nach Resistenzinduktion.

Die antioxidative Wirkung von a-Tocopherol als Radikalfinger zur Minderung oxidativen
Stresses wurde bereits von verschiedenen Autoren beschrieben (FRYER 1992; SCHMITZ et
al., 1998) (SCHMITZ-EIBERGER et al., 2001A). Pathogenstress bewirkt in Wirtspflanzen
oftmals Verdnderungen des antioxidativen Systems. Die Bedeutung der entstehenden
Radikale wird in der Literatur vielféltig diskutiert (EDREVA et al., 1989; VANACKER et al.,
1998a; ELSTNER et al., 1994). So kann durch H,O,-Produktion der Erreger direkt getotet,
eine Hypersensitivitdtsreaktion hervorgerufen oder die Transkription der Gene, welche
Enzyme der Phytoalexin- und Lignin-Biosynthese aktivieren, gefordert werden (EL-
ZAHABY et al., 1995; BAKER et al., 1995). Die Folgen der Infektion konnen durch exogene
Applikation verschiedener Antioxidantien unterbunden werden, welche die Wirkung der zur
Infektion notwendigen oxidativen Sauerstoffspezies autheben (GONNER et al., 1993). Im
Gegensatz zu vielen anderen Erregern totet Venturia inaequalis keine Wirtszellen ab, sondern
verhédlt sich wihrend seiner asexuellen Phase als obligater Parasit mit biotropher
Erndhrungsweise (MacHARDY et al., 2001). Aus diesem Grund ist ein Vergleich des
Einflusses exogen applizierter Antioxidantien auf den Infektionszyklus von Botrytis cinerea
mit der Wirkung von a-Tocopherol auf die Wirt-Parasit Beziehung Malus domestica —
Venturia inaequalis nicht moglich.

Die Messung des CF-Parameters Fv/Fm ergab drei Tage nach Inokulation noch keine Stérung
im Photosynhteseapparat und sieben Tage nach Inokulation gab es nur einen leichten Abfall
des Paramters Fv/Fm durch die Pilzinfektion. Vierzehn Tage nach der Inokulation war der
Elektronentransport durch die Infektion mit V. inaequalis signifikant gestort. Der
Chlorophyllgehalt verdnderte sich nicht innerhalb der verschiedenen Varianten. Diese
Ergebnisse weisen in diesem Experiment auf eine hohere Sensibilitit der
Chlorophyllfluoreszenzmessung verglichen mit der Chlorophyllgehaltsmessung bei der
Beurteilung von Stresssituationen in der Pflanze hin. Die reduzierte photosynthetische
Wirksamkeit kann mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies erklart werden, die hier
eine Folge der nekrotischen Lisionen sein konnten. RUSTERUCKCI et al. (1996) vermuteten,
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dass das Auftreten von Nekrosen, Lipidperoxidation und die Produktion von AOS
miteinander verbunden sind.

Beziiglich des Tocopherolgehaltes zeigten Pflanzen, die mit o-Tocopherol/Lecithin
vorbehandelt wurden, 3 und 7 Tage nach der Inokulation hohere Gehalte im Vergleich zu
allen anderen Pflanzen. Grund fiir die erhohten Tocopherolgehalte sind moglicherweise die
auBerlich applizierten Fraktionen. Der Tocopherolgehalt sowohl der unbehandelten und
infizierten als auch der mit Lecithin behandelten und infizierten Variante war wihrend des
gesamten Beobachtungszeitraum niedriger als in den beiden anderen Pflanzengruppen. Dies
zeigte, dass hier die Infektion mit dem Pilz zu einer Abnahme des Tocopherolgehaltes fiihrte.
Der a-Tocopherolgehalt in den mit Tocopherol behandelten Bléttern ist 14 Tage nach
Inokulation, im Gegensatz zu den anderen infizierten Pflanzen, auf dem gleichen Niveau wie
in den nicht infizierten Pflanzen. Somit stehen bei Anwendung der Antioxidantienlésung noch
groflere  Tocopherolreserven zur Verminderung von oxidativem Stress zur Verfiigung.
Vitamin E ist ein hoch effizientes Antioxidans, welches als Radikalfdnger fungiert, wobei es
selbst zum Tocopheroxylradikal umgewandelt wird. Die Ascorbinsdure hat eine
synergistische Funktion zum a-Tocopherol, da sie das Tocopheroxylradikal in seine
Ursprungsform regenerieren kann (FOYER et al., 1991; SMIRNOFF et al., 2000). Durch
diesen Prozess schiitzt o-Tocopherol Zellmembranen vor Beschiddigungen (FRYER 1992).
Sowohl der Tocopherol- als auch der Ascorbinsdurevorrat sinken bei der iibermédfigen
Produktion von singulidrem Sauerstoff ('O,) (SCHMITZ-EIBERGER et al., 2002). Vierzehn
Tage nach der Inokulation sanken der Tocopherol- und der Ascorbatgehalt der unbehandelten
und infizierten und mit Lecithin behandelten und infizierten Pflanzen als Folge der Bildung
von freien Radikalen und der anschlieBenden Aktivierung des Abwehrsystems der Pflanze
signifikant ab. Drei Tage nach der Inokulation bewirkte die Infektion mit V. inaequalis einen
Anstieg der L-AA und DHA. Grund fiir diesen Anstieg konnte eine Reaktion der Pflanze auf
die Infektion sein, bei der die Ascorbatproduktion aktiviert wird. Der Ascorbatvorrat der
Pflanzen, die mit a-Tocopherol/Lecithin behandelt wurden, blieb fast auf dem gleichen
Niveau wie die Kontrollpflanzen. Somit waren Pflanzen, die mit dem Antioxidans behandelt
wurden, weniger stark von der Pilzinfektion und beeintrachtigt und schienen vitaler. Diese
Annahme wird durch die Messungen des Pflanzenwachstums bestitigt, bei der die mit a-
Tocopherol/Lecithin behandelten Pflanzen tendenziell ein verstirktes vegetatives Wachstum
aufwiesen, als die unbehandelten und mit Lecithin behandelten Pflanzen.

Das Pflanzenenzym Peroxidase (PO) katalysiert die Zerlegung von Wasserstoffperoxid in
Sauerstoff und Wasser und detoxifiziert somit die Pflanzenzellen. Die Peroxidaseaktivitit der
infizierten und unbehandelten Gruppe war vom 7. Tag nach der Inokulation an gestiegen. Der
Grund dafiir konnte ein hoherer Gehalt an H,O, sein, das hdufig bei dem Auftreten von
oxidativem Stress akkumuliert wird. Die geringe PO-Aktivitit von nach a-
Tocopherol/Lecithin- und Lecithin-Behandlungen ist mit den verringerten Pflanzenschidden
aufgrund der Befallsreduktion zuriickzufiihren und demonstriert somit die Wirksamkeit der
Applikationslosungen.

Das Enzym Lipoxygenase (LOX) katalysiert die Oxidation von vielfach ungesittigten
Fettsduren, wie Linolsdure und Linolensdure und deren Ester zu den dazugehorigen Peroxiden
(SURREY 1964). Solche Fettsdurehydroperoxide sind mogliche Initiatoren von
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Kettenreaktionen freier Radikale in biologischen Systemen (KACPERSKA et al., 1985).
Unter anderem kann die Aktivitdt dess Enzym durch Pathogenbefall reguliert werden. Es
scheint ebenso eine Rolle wihrend des hypersensitiven Zelltods zu spielen (ROSAHL 1995).
Hohe LOX-Aktivititen wie sie in der unbehandelten und infizierten Blaittern gemessen
wurden, weisen auf eine hdufige Oxidation von ungeséttigten Fettsduren hin, was wiederum
zu Membranschidden fiihren kann. Eine niedrige LOX-Aktivitit kann sich bei der
Anwesenheit von Antioxidantien einstellen (PINSKY et al., 1971; PINSKY et al., 1971;
PRUSKY 1988). Auch in unseren Experimenten reduzierte die exogene Applikation von a-
Tocopherol und Lecithin die LOX-Aktivitdt. Die geringeren LOX-Gehalte konnen ebenso mit
der Befallsreduktion nach Vorbehandlung der Blitter, den damit verbundenen geringer
ausfallenden Schaden an der Pflanze und dem damit wiederum vermindertem oxidativen
Stress erklért werden.

Da es viele Pathogene gibt, die bei der Infektion einen plotzlichen und starken Anstieg von
aktiven Sauerstoffspezies (oxidative burst) verursachen, schien es moglich, dass dies auch bei
dem Befall mit Venturia inaequalis der Fall ist. Es zeigte sich jedoch anhand von Messungen
der Stressindikatoren CF, PO und LOX, dass ein oxidativer Stress frithestens 7 Tage nach der
Inokulation in der Pflanze bemerkbar ist, wenn die ersten Konidiophoren die Cuticula
durchbrochen hatten. Diese spédte Reaktion der Pflanze auf die pilzliche Infektion kénnte an
dem subkutikuldirem Wachstum und der Erndhrungsweise des Pilzes liegen, bei der die
Wirtszellen nicht abgetdtet werden. Somit konnte es sein, dass die Pflanze den Erreger in den
frilhen Infektionsstadien nicht erkennt. Da erste Reaktionen der infizierten Apfelblatter erst
aktiviert werden, wenn die Konidiophoren durch die Cuticula penetrieren, scheint diese keine
Reaktion der HR (hypersensitive response) zu sein, sondern eher eine Konsequenz von
Gewebeschédden, die durch V. inaequalis hervorgerufen wurden und zu Nekrosen an den
Blittern fiihrten. Dies bedeutet fiir die Pflanze eine Art Trockenstress, verbunden mit der
Bildung von freien Radikalen, bei dem der Einsatz des Antioxidans o-Tocopherol durchaus
sinnvoll ist.

Bei der Anwendung der Applikationslésungen im Freiland kann keine eindeutige Beurteilung
abgegeben werden, da im Versuchsjahr 2002 mit optimalen Bedingungen fiir den Erreger eine
wirksame Schorfbekdmpfung allgemein sehr problematisch war. Durch die sehr schnelle
Verbreitung des Erregers auf den unbehandelten Kontrollpflanzen wurde das
Infektionspotential nochmals erhoht und breitete sich auf die nahe stehenden, behandelten
Béume aus. Aufgrund des iibermafligen Befalls wurde der Versuch friihzeitig abgebrochen.
Bis zu diesem Zeitpunkt (17. Mai) wurden 7 Spritzungen durchgefiihrt, so dass bei den
gegebenen Infektionsbedingungen von einer hoheren Anzahl von Spritzungen bis zum Ende
der Infektionsgefahr ausgegangen werden muss.

Die Untersuchungen des in Klein-Altendorf durchgefiihrten Versuches 2001 zu den
Fruchtqualitidtsparametern  ergaben, dass es durch die Applikation mit dem
Antioxidantienprdparat und der Leerformulierung zu keinen Verdnderungen in den
gemessenen Parametern Gewicht, Umfang, Festigkeit, Zucker und Sdure kam.
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5 Zusammenfassung

Die Vorbehandlungen mit a-Tocopherol und Lecithin minderten den Befall mit Venturia
inaequalis an M. domestica-Sadmlingen um 80 % und an Containerbdumen im Freiland um 50
% im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Untersuchungen auf dem Versuchsgelinde
in Klein-Altendorf ergaben keine zufriedenstellenden Ergebnisse, was an der feuchten, kiihlen
Witterung und dem damit verbundenen hohen Infektionspotential mit V. inaequalis lag.

Letztendlich ergaben sich mehrere Moglichkeiten, warum die Applikation mit Lecithin und o-
Tocopherol durch V. inaequalis verursachte Schiden vermindert, die vermutlich alle an der
Befallsreduktion beteiligt sind.

Zum einen (1) entstand durch die Applikationslosungen eine Verdanderung der Membran, die
einerseits dem Pilz die Orientierung nimmt. Andererseits (2) konnten Einlagerungen der
Behandlungsmittel in die Cuticula und Plasmamembran den Lebensraum von V. inaequalis
modifizieren. Ein weiterer Ansatz ist (3) das durch o-Tocopherol und Lecithin
hervorgerufene, schnellere Abtrocknen der Blétter. Hierdurch wird sowohl die Zeit, die der
Pilz zum Keimen bendtigt, verkiirzt, als auch ein Ablaufen der Konidien vom Blatt
verursacht. Bezliglich der antioxidativen Wirkung von Tocopherol tritt die positive Wirkung
erst in einem sehr viel spéteren Stadium auf, wenn die Konidiophoren bereits die Cuticula
penetriert haben. In diesem Fall kommt es durch das Auftreten von freien Radikalen zu
Nekrosen und zu einem sogenannten oxidativen Stress, und durch die antioxidative Tatigkeit
des exogen zugefiihrten Tocopherols wird das antioxidative Abwehrsystem unterstiitzt.

Die Wirksamkeit der beiden Applikationslosungen scheint zunichst sehr dhnlich. Ein Vorteil
der a-Tocopherol/Lecithin-Losung gegeniiber der Lecithinlosung alleine ist die antioxidative
Wirkung des Vitamins, was zu einer Steigerung der pflanzlichen Abwehr, auch gegeniiber
abiotischen Stressoren (z. B. UV-Stress) fithrt (SCHMITZ-EIBERGER et al., 2000). Auch die
sehr gute Regenbestdndigkeit spricht fiir die Anwendung des a-Tocopherol-Préparates unter
Praxisbedingungen im Freiland. Durch die gesteigerte Regenbestindigkeit wiirde eine
geringere Anzahl an Behandlungen im Vergleich zur Lecithinformulierung bendtigt.
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6 Schlussfolgerungen fiir die Umsetzung der Ergebnisse in die
Praxis

Die Behandlung mit dem Tocopherol-Praparat zeigte sowohl wunter kontrollierten
Bedingungen also auch an Containerbdumen unter Freilandbedingungen eine gute Wirkung
bei der Reduzierung der mit Apfelschorf befallenen Blattfliche. Der hohe Wirkungsgrad (50-
90%) und die Wirkungsdauer von durchschnittlich 14 Tagen sind gute Voraussetzungen fiir
die Bekdmpfung von Apfelschorf im Freiland. Da die Applikationslosungen im biologisch
dynamischen Anbau zugelassen sind, stellen sie somit eine mdgliche Alternative fiir bislang
verwendete Kupfersalze dar. Durch das Tocopherol-Praparat konnten auch andere niitzliche
Nebeneffekte, wie z.B. der Schutz vor UV-B-Strahlung (SCHMITZ et al., 1998) fiir den
Anbauer von Interesse sein. Da die Nachfrage von organisch produzierten Erzeugnissen hoch
ist, scheint die Anwendung der vorgestellten Priparate 6kologisch wie 6konomisch sinnvoll.
Es ist dabei allerdings zu beriicksichtigen, dass in dem Freilandversuch im Jahr 2002
aufgrund des libermiBig hohen Infektionspotenzials weder durch das Tocopherolpriparat
noch durch die LF ein hoher Wirkungsgrad erreicht werden konnte. Allerdings haben im
Versuchsjahr 2002 auch die synthetischen Priparate (Fungizide) nur einen unzureichenden
Wirkungsgrad ergeben. Aufgrund der vielversprechenden Effekte und der Kenntnis der
Wirkungsmechanismen, die eine zielgerichtete Optimierung erlauben, ist eine weitere
Verbesserung der Priparate auf der Basis bereits vorliegender Versuche im Interesse des
okologischen Obstbaus (Kupferverbot) zwingend geboten.
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8 Anhang

9  Konsequenzen fiir weitere Forschungsarbeiten

Fiir eine genauere Beurteilung des Wirkungsgrads der Applikationslosungen im Freiland
miissten weitere Versuche durchgefiihrt werden, bei der eine unbehandelte Kontrollvariante
durch eine Fungizidbehandlung ersetzt werden konnte, um nicht das Infektionspotential des
Erregers unnétig zu erhohen. Des Weiteren konnte eine Optimierung des o-
Tocopherol/Lecithin-Priparates erfolgen, dass die positiven Eigenschaften (antioxidativ
wirksames Potential Regenfestigkeit, Anwenderfreundlichkeit, Eignung fiir den biologischen
Obstbau) vereint.

10 Mitteilung iiber schiitzenswerte Nutzungsrechte

Keine

11  Liste uber Veroffentlichungen

FORSCHLER A., U. STEINER, M. SCHMITZ-EIBERGER, G. NOGA: Reactions of the antioxidant
system of apple plants during infection with Venturia inaequalis. (submitted)

PorTz C., 2002: Venturia inaequalis (Cke.) Wint. beim Apfel: Bedeutung der Konidien als
Primérinokulum, Einfluss auf die Knospenentwicklung und Alternativen zum Kupfereinsatz
bei der Kontrolle des Blatt- und Fruchtschorfbefalls. Inaugural-Dissertation, vorgelegt am
04.11.2002.

12 Liste uiber Vortriage

FORSCHLER A., M. SCHMITZ-EIBERGER, G. NOGA: Verdnderung der qualitativen und
quantitativen Zusammensetzung ausgewdhlter Antioxidantien in Abhdngigkeit eines
Venturia  inaequalis-Befalls  bei  Apfelsdmlingen.  Vortrag auf der  39.
Gartenbauwissenschaftlichen Tagung, 27.02.-01.03.2002, Braunschweig.

FORSCHLER A., U. STEINER, M. SCHMITZ-EIBERGER, G. NOGA: Wirkung von a-Tocopherol
beim Apfel/Venturia inaequalis  Wirt/Parasit-System. Vortrag auf der 40.
Gartenbauwissenschaftl. Tagung, 26.02.-28.02.2003, Freising-Weihenstephan.
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PorTZ C., M. SCHMITZ-EIBERGER, U. STEINER, G. NOGA: Einfluss eines
Antioxidantien-Praparates auf die Entwicklung von Venturia inaequalis (Cke.) Wint..
Vortrag auf der 53. Deutschen Pflanzenschutztagung in Bonn, 16.-19. September 2002.

PorTz C., M. SCHMITZ-EIBERGER, U. STEINER, G. NOGA: Einfluss von Tocopherol auf
Befallsstirke und Entwicklungszyklus von Venturia inaequalis (Cke.) Wint. bei
Apfelsdmlingen. Vortrag auf der 39. Gartenbauwissenschaftlichen Tagung, 27.02.-
01.03.2002, Braunschweig.

13  Liste uiber Pressemitteilungen

Keine

14 Liste iiber Posterprisentationen, Vorfiihrungen und
Demonstrationen

PorTz, C., STEINER U., NOGA G., 2001: Nachweis und Kontrolle primirer Inokulumquellen
von Venturia inaequalis (Cke.) Wint. bei Apfel. BDGL-Tagungsband 19/2001. Poster auf der
38. Gartenbauwissenschaftlichen Tagung, 28.02.-02.03.2001, Osnabrtick.

Tag der offenen Tiir in Klein-Altendorf (22.9.2002)
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15 Kurzfassung

Im o6kologischen Obstbau stellt der Apfelschorf (Venturia inaequalis (Cke.) Wint.) das mit
Abstand groflte Problem dar. Die Bekdmpfung des pilzlichen Erregers tragt in erheblichem
Mal} zu den hohen Aufwandmengen an Kupfer bei (mind. 1,4 kg/ha Kupfersalze pro Jahr).
Hohe Cu-Konzentrationen von mehr als 400 ppm in Béden fiithren zur Anreicherung dieses
Schwermetalls in verschiedenen Pflanzenorganen. Solche Anreicherungen von Kupfer in
Boden und Pflanze stellen ein mogliches Toxizititsproblem fiir Mensch und Umwelt dar
(BBO 1999). Da von gesetzlicher Seite her Restriktionen beziiglich der Aufwandmenge
geplant sind, ist eine wirksame Alternative dringend erforderlich.

In Vorstudien wurde festgestellt, dass die Applikation des antioxidativ wirksamen o-
Tocopherol (Vitamin E) an Apfel den Befall mit Apfelschorf um bis zu 70 % reduzieren
konnte. Auch aus anderen Versuchen ist bekannt, dass die Applikation von Antioxidantien zur
Bekidmpfung von bestimmten Pathogenen eingesetzt werden kann (ELAD 1992; GONNER
und SCHLOSSER, 1992). Da Vitamin E lipophil ist, wurde o-Tocopherol (0,5 %) unter
Zusatz des Emulgators Lecithin (2,5 %) eingesetzt. Lecithin wurde als sogenannte
Leerformulierung mit getestet. Unter kontrollierten Bedingungen wurden die beiden
Applikationslosungen jeweils 24 h vor Inokulation mit dem Erreger Venturia inaequalis auf
die Apfelsdmlinge bis zum Abtropfzeitpunkt gespriiht. Hierdurch konnte 14 Tage nach der
Inokulation eine Befallsreduktion von ca. 80 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
erzielt werden.

Die Messung des fiir Stresserkennung sensiblen Chlorophyllfluoreszenzparameters Fv/Fm
zeigte, dass der Photosyntheseapparat frithestens 7 Tage nach der Inokulation durch die
Infektion mit Venturia inaequalis beeintrachtigt wurde. Vierzehn Tage nach der Inokulation
war Fv/Fm der unbehandelten und infizierten Pflanzen signifikant niedriger, im Vergleich zu
Fv/Fm von mit Tocopherol und Lecithin vorbehandelten Pflanzen. Dies ist auf den geringeren
Pathogenbefall bei den behandelten Pflanzen und die dadurch geringeren Schidden an den
Blittern zuriickzufiihren. Die Messung der Chlorophyllgehalte ergab zu keinem der drei
Messtermine (3, 7 und 14 Tage nach der Inokulation) einen signifikanten Unterschied und ist
daher als Friiherkennung von Stresssymptomen bei einer V. inaequalis-Infektion nicht
geeignet. Die Untersuchung der Peroxidase- und Lipoxygenaseaktivititen, die beide 14 Tage
nach der Inokulation in den unbehandelten und infizierten Pflanzen signifikant hoher war, als
in den anderen Varianten, deutet auf eine Akkumulation von Wasserstoffperoxid, bzw. eine
gesteigerte Oxidation ungesittigter Fettsduren hin. Beides ist ein Zeichen fiir einen erhohten
oxidativen Stress in der Pflanze, der durch die Behandlung mit den Applikationslésungen und
damit verbundenem reduzierten Befall vermindert werden konnte. Die Messung von
Komponenten des pflanzeneigenen Abwehrsystems, a-Tocopherol und Ascorbinsdure, ergab,
dass der Tocopherolgehalt zunédchst in den mit Vitamin E behandelten Pflanzen aufgrund der
exogen zugefiihrten Fraktion anstieg. Wéhrend die endogenen Tocopherolgehalte in den
anderen infizierten Apfelsdmlingen absanken, waren die Tocopherolgehalte in den mit
Tocopherol behandelten Samlingen 14 Tage nach der Inokulation auf dem gleichen Niveau,
wie bei den nicht infizierten Pflanzen. Der Abfall des Vitamingehaltes in den infizierten
Pflanzen deutete auf einen Verbrauch des Tocopherols hin, das fiir die Inaktivierung von



41

entstehenden Radikalen von der Pflanze bendtigt wird. Auch der Ascorbinsduregehalt sank 14
Tage nach der Inokulation in diesen Varianten ab. Die mit dem Vitamin E synergistisch
wirkende Ascorbinsdure wird bendtigt, um die bei der Detoxifizierung von {ibermiBig
auftretenden freien Radikalen entstehenden Tocopheryl-Radikalen wieder in Tocopherol
umzuwandeln. Der abfallende Ascorbatgehalt 14 Tage nach Inokulation ist somit auch mit der
antioxidativen Tatigkeit in den unbehandelten, infizierten und mit Lecithin behandelten und
infizierten Pflanzen zu erkldren. Anders als beim Tocopherol kam es beim Ascorbat zu einem
Anstieg des Gehaltes in der unbehandelten und inokulierten Variante 3 Tage nach der
Inokulation. Hierbei konnte es sich um eine Reaktion der Pflanze auf das Eindringen des
Pilzes in das Pflanzengewebe handeln, die die Pflanze bei der Abwehr unterstiitzt.

Neben Verdnderungen antioxidativ wirksamer Komponenten im Pflanzengewebe wurde auch
die Verdnderung der Blattoberfliche nach Applikation von oa-Tocopherol und Lecithin
beobachtet. Anhand von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde sichtbar, dass
der Spritzbelag die Oberflaiche der Sdmlingsbldtter verdndert. Somit konnte der reduzierte
Befall mit V. inaequalis nicht nur durch die Tatigkeit antioxidativ wirksamer Substanzen,
sondern auch durch fiir den Pilz erschwerte Penetrationsbedingungen erklart werden. Pilze
bendtigen hiufig bestimmte Signale fiir die Initiation bestimmter Entwicklungsphasen. Durch
den Belag auf den Bléttern konnte es dazu kommen, dass die Keimschlduche keinen Impuls
fir die Ausbildung des Appressoriums bekommt, und die Keimschlduche deshalb
weiterwachsen. Des Weiteren ist es moglich, dass die Applikationslésungen vom Pathogen
aufgenommen werden und es zu Storungen des pilzlichen Stoffwechsels kommt.

Ein weiterer Nebeneffekt der Applikationslosungen ist das schnellere Abtrocknen der Blitter
nach der Inokulation mit der wéssrigen Sporenlosung. Wihrend es bei nicht behandelten
Blittern zu einer Tropfchenbildung der Inokulumsuspension kommt, "zerlaufen" die Tropfen
auf vorbehandelten Blittern und tropfen teilweise direkt ab. Der darauthin wesentlich diinnere
Wasserfilm bewirkt ein schnelleres Abtrocknen der Inokulationssuspension. Die Folge ist ein
verkiirzter Zeitraum in dem der Pilz sich in der Pflanze etablieren kann. Durch die geringere
Penetrationsrate ist schon hier der zukiinftige Befall durch den Pilz im Gegensatz zur
unbehandelten Variante dezimiert.

Unter Freilandbedingungen im Versuchsjahr 2002 konnten die unter kontrollierten
Bedingungen gewonnenen sehr guten Ergebnisse beziiglich der Befallsreduktion nur teilweise
wiedergespiegelt werden. Dies lag vor allem an dem extrem hohen Befallsdruck und der sich
schnell verbreitenden Sporen von den unbehandelten Baumen. Bei den beiden frithen
Blattbonituren war jedoch ein vergleichsweise geringerer Befall der mit Tocopherol und
Lecithin behandelten Baume zu den unbehandelten Bdumen zu verzeichnen. Hinsichtlich der
Fruchtqualititsparameter gab es weder nach Behandlung mit der Antioxidantienlésung noch
nach Behandlung mit der Leerformulierung signifikante Unterschiede.

In weiteren Freilandversuchen sollte die Anwendbarkeit der Applikationslosungen somit
nochmals getestet werden.



