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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Blumeria graminis ist der Erreger des Echten Mehltaus an Weizen (Triticum aestivum), einer
der wichtigsten Kulturpflanzen weltweit (Christen 2009b). Durch Mehltau verursachte
Ernteausfalle konnen bis 40 % betragen (Mehta 2014). Die Keimung und Differenzierung der
Sporen auf der Blattoberflache sind die ersten Schritte der Pathogenese. Die Kutikula stellt
dabei einerseits einen wichtigen Schutzmechanismus der Pflanze dar, andererseits liefert sie
auch entscheidende Signale fiir die Entwicklung der Infektionsstrukturen (Borner und
Schliiter 2009). Kenntnisse tiber diese Signale konnen einen bedeutenden Beitrag fiir den
Pflanzenschutz liefern. Zur Identifizierung dieser Signale wurde der Prepenetrationsprozess
von B. graminis auf verschiedenen biomimetischen in vitro Testsystemen untersucht.
Zunichst wurden die spezifischen Oberflacheneigenschaften der Weizenblatter analysiert.
Hierfir wurden drei Weizensorten (Ponticus, Porthus und Akteur) mit unterschiedlichen
Anfalligkeiten gegeniiber Mehltau ausgewahlt. Die Wachsmorphologie wurde mittels
Rasterelektronenmikroskopie =~ (REM) und die  Wachszusammensetzung  mittels
Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-FID und GC-MS) analysiert. Auflerdem
wurde die Benetzbarkeit der Weizenblatter mithilfe der Kontaktwinkel, der Abrollwinkel und
der Kontaktwinkelhysteresen beschrieben. Auf den Blattern befanden sich ausschliefilich
Wachsschiippchen. Die Hauptkomponente des Weizenwachses war 1-Octacosanol. Die
Weizenblatter waren hydrophob und teils superhydrophob. Die Fahigkeit der Selbstreinigung
konnte nicht festgestellt werden. Die Benetzung war anisotrop, sodass die
Benetzungseigenschaften richtungsabhingig waren. Die Untersuchung der Oberflichen-
eigenschaften zeigte keine sortenspezifischen Unterschiede, die einen Zusammenhang mit
den Anfilligkeiten der Sorten erkennen lieen. Zudem wurde untersucht, ob das Blattalter,
die Blattseite oder die Anzuchtsbedingungen der Pflanzen die Oberflacheneigenschaften
beeinflussten. Es konnte gezeigt werden, dass die Wachsmorphologie bei allen untersuchten
Parametern gleich war. Die Wachsmenge nahm mit dem Blattalter zu, die Anteile der
Substanzklassen oder einzelner Wachskomponenten dnderten sich dabei nicht. Die Analyse
der Wachszusammensetzung der Gewachshauspflanzen und der Freilandpflanzen zeigte nur
geringe Unterschiede. Die verschiedenen Testsysteme wurden entwickelt, um den

Signalcharakter der Wachschemie und der Benetzbarkeit einzeln und in Kombination in vitro




Zusammenfassung

untersuchen zu konnen. Durch die Beschichtungen technischer Oberflachen mit extrahiertem
Weizenwachs oder mit Wachskomponenten konnten die Oberflacheneigenschaften der
natiirlichen Oberflache tbertragen werden. Das Verfahren der thermischen Verdampfung
ermoglichte eine homogene Beschichtung der Substrate, sodass eine gleichmaflige
Benetzbarkeit erreicht wurde. Es wurden fiinf verschiedene Testsysteme hergestellt. Durch
die Rekristallisation des Weizenwachsextraktes wurden erstmalig sowohl die chemischen
Eigenschaften als auch die Benetzungseigenschaften der Blattoberfliche nachgebildet. Das
Wachs rekristallisierte in dreidimensionalen Strukturen, sodass die Oberflache des
Testsystems ebenso wasserabweisend war wie die des Weizenblattes. Auch durch die
Rekristallisation des Reinstoffs 1-Octacosanol konnte auf der kiinstlichen Oberflache die
gleiche Benetzbarkeit erzeugt werden wie auf dem Blatt. Der Reinstoff bildete
Wachsschiippchen, was die strukturgebende Funktion dieser Wachskomponente unter-
streicht. Mit diesem Testsystem stand eine Oberflache zur Verfiigung, die unabhangig von der
Wachschemie, die natiirliche Benetzbarkeit widerspiegelte. Zur Herstellung zwei weiterer
Testsysteme wurden, zusammen mit 1-Octacosanol, 1-Hexacosanal bzw. 1-Octacosanal
rekristallisiert. Diese Testsysteme ermdglichten die Untersuchung der Signalfunktion der
Aldehyde bei einer vergleichbaren Benetzbarkeit wie auf den Weizenblittern. Um den
Einfluss der Wachschemie allein untersuchen zu kénnen, wurde das Wachsgemisch aus der
Schmelze rekristallisiert. Dieses Testsystem wies keine dreidimensionalen Strukturen auf,
sodass die Benetzbarkeit dieser Oberflache weit iiber der des Weizenblattes lag. Schlie8lich
wurden die verschiedenen Testsysteme mit Mehltau inokuliert, um die Entwicklung des
Pilzes zu untersuchen. Die Keimung und die Differenzierung wurden auf keinem der
Testsysteme angeregt. Weder die Hydrophobizitit, noch die Wachschemie, noch die
Aldehyde, noch die Kombination dieser Parameter konnten als entscheidende Signale fiir die
Keimentwicklung identifiziert werden. Es bleibt offen, welche Signale der pflanzlichen
Oberfliche die Bildung der Infektionsstrukturen von B.graminis einleiten. Durch die
Modifikation der Testsysteme kann der Signalcharakter weiterer Eigenschaften der

pflanzlichen Oberfldache gepriift werden.

VI



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

App
AW

BBCH

C26CHO
C28CHO
C280H
diff

DSC

ECM
FK

f. sp.
FID
GC
GH
Hyst
KW
long
m3Ks
MS
nk
(ON)
PCC
Pon
Port
Rel. LF
REM

Appressorium

Abrollwinkel

BBCH Code (benannt nach den urspriinglich beteiligten Organisationen:
Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und chemische Industrie),
Dezimalskala zur Beschreibung der Entwicklungsstadien der Pflanzen
1-Hexacosanal

1-Octacosanal

1-Octacosanol

differenziert

dynamische Differenzkalorimetrie (engl.: differential scanning
calorimetry)
Extrazelluldre Matrix

Freilandkultur

forma specialis
Flammenionisationsdetektor
Gaschromatograph
Gewachshauskultur
Kontaktwinkelhysterese
Kontaktwinkel

longitudinal

mehr als drei Keimschldauche
Massenspektrometer

nicht gekeimt

Oberseite
Pyridiniumchlorchromat
Ponticus

Porthus

Relative Luftfeuchte

Rasterelektronenmikroskop

VII



Abkiirzungsverzeichnis

rpm
TLC
trans
TS
i. N.
us

Umdrehungen pro Minute (engl.: rounds per minute)

Diinnschichtchromatographie (engl.: thin layer chromatography)

transversal
Testsystem
uber Nacht

Unterseite

VIII



Einleitung

1 Einleitung

Phytopathogene verursachen global schwere Ernteausfille. Schatzungen zu Folge kénnen
die Verluste jahrlich bis zu 30 % betragen (Ryder und Talbot 2015, Savary et al. 2019). Sehr
haufig sind Pilze Schaderreger, sie verursachen ca. 85 % aller Pflanzenkrankheiten
weltweit (Pernezny et al. 2008). Der Verlauf einer durch einen Pilz verursachten
Krankheit lauft stets nach einem #hnlichen Muster ab. Eine erfolgreiche Infektion ist
dabei der erste entscheidende Schritt der Pathogenese. Die pflanzliche Oberflache stellt
hierbei einerseits eine wichtige Barriere dar, andererseits liefert sie auch notwendige
Signale fiir die Krankheitserreger. Erkennt ein Pilz aufgrund chemischer und
physikalischer Reize seine Wirtspflanze, bilden sich die Infektionsstrukturen, die es dem
Pathogen ermoglichen das Pflanzengewebe zu penetrieren und die Pflanze zu besiedeln
(Borner und Schliter 2009). Die vorliegende Arbeit widmet sich der Identifizierung
solcher Erkennungsmerkmale anhand des Erregers des Echten Mehltaus

(Blumeria graminis) an Weizen (Triticum aestivum) mithilfe eines in vitro Testsystems.

1.1 Die pflanzliche Oberfliche

Pflanzliche Oberflachen sind komplexe, multifunktionale Oberflachen (Bargel et al. 2004,
Barthlott et al. 2017, Koch et al. 2008, 2009a). Durch die Variabilitat der Zellformen und
der Oberflachenstrukturen und durch die Bildung hierarchischer Strukturen, eine
Kombination aus Mikro- und Nanostrukturen, ist die Diversitat pflanzlicher Oberflachen
sehr grofl (Koch et al. 2008). Die &uflerste Schicht aller héheren, nicht verholzten,
pflanzlichen Oberflichen bildet eine diinne, den Epidermiszellen aufgelagerte,
extrazellulire Membran, die Kutikula (Abbildung 1.1). Die Ultrastruktur der Kutikula
variiert je nach Pflanzenart, nach Pflanzenorgan und nach deren Entwicklungsstadium.
Auch die Dicke der Kutikula kann, von wenigen Nanometern bis hin in den Mikrometer-
bereich, betrichtlich variieren (Jeffree 2006). Beispielsweise ist die Kutikula der
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) nur 30 nm diinn, die Kutikula der Klivie (Clivia

miniata) misst dahingegen 6 um (Merida et al. 1981). Grundsatzlich besteht die pflanzliche




Einleitung

Kutikula aus einer unléslichen polymeren Matrix, dem Kutin und 16slichen hydrophoben
Wachsen. Kutin ist ein Biopolyester, der hauptsachlich aus ungeséttigten w-Hydroxyl-
und Epoxyl-, Ci¢ und C;s Fettsduren besteht, welcher der Membran ihre Stabilitét verleiht
(Kolattukudy 1980). Ausgehend von der Zellwand verbinden Polysaccharidfasern und
manchmal auch Pektin die Kutikula mit dem darunterliegenden Gewebe. Die Kutikula
erfiillt, als Grenzflache der Pflanze zu ihrer Umwelt, viele lebenswichtige Funktionen: Die
Reflektion schadlicher UV-Strahlung, die Verminderung des Auslaugens organischer und
anorganischer Substanzen (engl.: leaching) oder den Schutz vor Herbivoren und
Pathogenen (Barnes et al. 1996, Eigenbrode 2004, Grant et al. 1995, Reina-Pinto und
Yephremov 2009, Tukey 1970). Die Hauptfunktion der Kutikula ist jedoch der Schutz der
Pflanze vor Austrocknung (Kerstiens 1996, Riederer und Schreiber 2001). Die kutikularen
Wachse tragen maf3geblich zu dieser Barrierefunktion bei (Li et al. 2019, Riederer und
Schreiber 1995, Xue et al. 2017). Laut chemischer Definition sind Wachse Ester
langkettiger Carbonsduren mit langkettigen Alkoholen (Latscha und Kazmaier 2008).
Pflanzliche Wachse bezeichnen komplexe Gemische aus langkettigen aliphatischen und
zyklischen Kohlenwasserstoffverbindungen mit verschiedenen funktionellen Gruppen
(Jetter et al. 2006). Sie werden ausgehend von Ci¢ und C;g Fettsduren in den epidermalen
Plastiden de novo synthetisiert, anschliefend elongiert und modifiziert (Post-Beittenmiller
1996). Die genaue Wachszusammensetzung ist art- und organspezifisch (Nawrath 2006).
Typische Wachskomponenten sind Fettsduren, Alkohole, Ketone, Aldehyde, und
Triterpene (Jeffree 2006, Jetter et al. 2006, Kunst und Samuels 2003). Diese Wachs-
bestandteile konnen sowohl endstindig (z.B. priméare Alkohole) als auch innerhalb der
Kette (z.B. sekundare Alkohole, 3-Diketone) substituiert sein. Zudem wurden polymere
Aldehyde beispielsweise in dem Wachs von Zuckerrohr (Saccharum officinarum) und
einer Kannenpflanze (Nepenthes alata) nachgewiesen (Jeffree 2006, Meusel et al. 1994,
Riedel et al. 2003). Man differenziert pflanzliche Wachse in intrakutikulare Wachse,
welche in die Kutinmatrix eingelagert sind und in epikutikulare Wachse, welche dem
Polymer aufgelagert sind. Sie unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Lokalisation,
sondern auch in ihrer chemischen Zusammensetzung. Intrakutikuldr sammeln sich v.a.
Triterpenoide und Alkylresorcine an, Alkane und Fettsdure akkumulieren bevorzugt

epikutikular (Buschhaus und Jetter 2011, Jetter et al. 2000).
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Epikutikulare Wachskristalle

" ﬁ ~ Epikutikularer Wachsfilm

Kutikula-Proper
Kutikula

; } Kutikulare
Schicht

Zellwand

Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht iiber den Aufbau der pflanzlichen Kutikula; Oftmals wird
zwischen einer Polysaccharid reicheren (engl.: cuticle layer) und einer wachsreicheren Schicht (engl.:
cuticle proper) unterschieden. Die Darstellung ist nicht maflstabsgetreu; verandert nach (Yeats und Rose
2013).

Epikutikulare Wachse bilden einen diinnen Wachsfilm (< 1pm) und oftmals verschiedene
dreidimensionale Strukturen im Mikro- und Nanometerbreich (0,5 - 100 um), welche aus
dem Wachsfilm hervortreten (Ensikat et al. 2000, Koch et al. 2004, Koch und Ensikat
2008). Eine Ubersicht iiber die Morphologie diverser Wachsstrukturen geben Barthlott et
al. (1998). Zu den haufigsten Strukturen zdhlen Roéhrchen und Schiippchen (engl.:
platelets), planare Wachsstrukturen mit ganzrandigen oder unterbrochenen Réndern
(Barthlott et al. 1998). Daneben zdhlen Krusten und Fdden zu den Grundtypen der
dreidimensionalen Wachsstrukturen (Koch et al. 2008) (Abbildung 1.2). Die Mikro-
morphologie der Wachsstrukturen ist mafigeblich durch deren chemische Zusammen-
setzung bestimmt (Jeffree et al. 1975). Die meisten Schiippchen weisen einen hohen Anteil
primérer Alkohole auf. Bei Rohrchen gibt es drei verschiedene Grundtypen. Je nach
chemischer Zusammensetzung und Morphologie, wird zwischen sekundédren Alkohol
Rohrchen (meist 10-Nonacosanol), Alkandiol Roéhrchen und 83-Diketon Roéhrchen
unterschieden (Jeffree 2006, Koch et al. 2006b). Fir Weizen (Triticum aestivum) sind
sowohl Schiippchen als auch 3-Diketon Réhrchen beschrieben (Jeffree 2006). Bereits 1871
hatte de Bary die Bezeichnung Wachskristalle fiir die Wachsstrukturen vorgeschlagen.
Die Kristallinitdit der epikutikularen Wachse wurde spater mittels Rontgen-

strukturanalyse nachgewiesen (Matas et al. 2003, Reynhardt und Riederer 1994). Die
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Kristallinitat des Wachsfilms, welcher ehemals als amorph beschrieben wurde, wurde

ebenfalls bewiesen (Ensikat et al. 2006).

d)

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Hauptformen epikutikularer Wachse; a) Film,
b) Kruste, c) Fiaden, d) Schiippchen, e) Schuppen und f) Réhrchen (Barthlott et al. 1998)

1.2 Die Benetzung

Benetzung beschreibt wie sich eine Fliissigkeit bei Kontakt mit einem Feststoff auf diesem
ausbreitet. Sie wird durch die Wechselwirkung zwischen der Kohisions- und der
Adhésionskraft beeinflusst. Die Fliissigkeit nimmt dabei die Form an, bei der die freie
Energie des Gesamtsystems minimal ist. Grundsétzlich gibt es drei Arten der Benetzung:
die vollstaindige Benetzung, auch Spreitung genannt, die partielle Benetzung und die
vollstdndige Nichtbenetzung, bei der ein Tropfen eine sphérische Form annimmt (Bobzin
2013).

Ein Maf} fiir den Grad der Benetzung ist der Kontaktwinkel 6. Er bezeichnet den Winkel
zwischen der Fliissigkeitsoberfliche und der Kontaktfliche der Fliissigkeit zu dem
Feststoff. Je benetzbarer eine Oberfliche ist, desto kleiner ist der Kontaktwinkel
(Abbildung 1.3). Bei einer vollstindigen Benetzung betragt der Kontaktwinkel 0°. Bei

einer partiellen Benetzung unterscheidet man zwischen superhydrophilen (0° < 6 < 10°),
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hydrophilen, (10° <6 < 90°) hydrophoben (90° < 0 < 150°) und kaum benetzbaren, super-
hydrophoben Oberflachen (150°< 6 < 180°) (Koch et al. 2008).

Phytopathologen haben schon lange die Bedeutung der Wasserverfiigbarkeit auf
pflanzlichen Oberflachen fir die Entwicklung von Pflanzenkrankheiten erkannt. Die
Verteilung des Wasser auf pflanzlichen Oberflichen kann abhingig von deren
Benetzbarkeit stark variieren (Butler 1996). Generell ist die Kutikula durch ihre chemische
Zusammensetzung eine hydrophobe Oberflache. Durch verschiedene strukturelle und
chemische Modifikationen weisen pflanzliche Oberflichen jedoch verschiedene
Benetzbarkeiten von extrem wassermeidend (superhydrophob) bis hin zu extrem
wasserliebend (superhydrophil) auf (Holder 2020). Eine Ubersicht tiber die diversen
Mikrostrukturen und deren Einfluss auf die Benetzbarkeit pflanzlicher Oberflachen geben
einige Reviews (Barthlott et al. 2016, Holloway 1970, Koch et al. 2008, Koch und Barthlott
2009).

sinkende Benetzbarkeit

\/

. L

0°<8<10° 10° <6 <90° 90° =0 <150° 150° <0< 180°

superhydrophil hydrophil hydrophob superhydrophob

Abbildung 1.3: Kategorien der Benetzbarkeit und deren charakteristische Kontaktwinkel;
0: Kontaktwinkel, verandert nach Nuraje et al. (2013)

Young formulierte 1805 als erster eine Beschreibung des Benetzungszustandes. Gemaf3
der Young’schen Gleichung (Abbildung 1.4a, Formel 1.1) hdngt der Kontaktwinkel von
den drei Grenzflachenspannungen Flussigkeit-Feststoff, Fliissigkeit-Gas und Feststoff-Gas
ab (Young 1805).
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Young beschreibt einen idealen statischen Kontaktwinkel auf einer homogenen, glatten,
nicht deformierbaren, inerten Oberfliche. Natirliche und technische Oberflichen
entsprechen kaum diesen idealen Bedingungen. Wenzel (1936) sowie Cassie und Baxter
(1944) untersuchten Kontaktwinkel auf rauen Oberflachen. Unter der Annahme, dass die
Flissigkeit vollkommen in die Vertiefungen der Oberflache eindringt (homogene
Benetzung), beschreibt die Wenzelgleichung (Abbildung 1.4b, Formel 1.2) die
Abhiangigkeit der Benetzbarkeit durch die Rauigkeit der Oberfliche (Wenzel 1936). Der
Rauheitskoeffizient R¢ (>1) ist das Verhiltnis der tatsachlichen Fliache zu der horizontal
projizierten Oberfliche. Durch die Rauigkeit wird der Einfluss der Oberfliche auf den
Kontaktwinkel verstarkt. Hydrophobe Materialien werden dadurch mit zunehmender
Rauigkeit, noch hydrophober, hydrophile Materialien werden noch hydrophiler.

Cassie und Baxter (1944) beschreiben eine heterogene Benetzung, bei der die Flissigkeit
nicht in die Vertiefungen der Oberfliche eindringt (Abbildung 1.4c, Formel 1.3). Solche
Oberflachen sind kaum benetzbar. Es entstehen Luftpolster unter der Fliissigkeit, sodass
nur Teile der Feststoffoberfliche mit der Flussigkeit in Kontakt treten, wodurch die
Adhasion stark reduziert ist. In der Formel entspricht fi; dem fliissig-fest Kontaktanteil
(engl.: liquid solid fraction), und 1 - fi; entspricht dem gasformig-flissig Kontaktanteil.
Eine heterogene Benetzung fithrt immer zu einem groleren Kontaktwinkel (Roach et al.
2008); aus hydrophoben Oberflichen konnen superhydrophobe Oberflachen entstehen.
Superhydrophobe pflanzliche Oberflichen werden meist durch hierarchische
(multiskalere) Strukturen gebildet. Das bekannteste Beispiel dafiir ist die Oberflache der
Lotuspflanze (Nelumbo nucifera). Die Rauigkeit der Lotusblattoberfliche wird durch
Papillen gebildet, die zudem mit epikutikularen Wachsrohrchen bedeckt sind. Daneben
konnen superhydrophobe Oberflichen auch durch Blatthaare wie beispielsweise bei dem
Wasserfarn (Salvinia sp.) oder der Sojabohne (Glycine max) gebildet werden (Hagedorn et
al. 2017, Koch et al. 2008). Naturgemafl kommen reine Wenzel oder Cassie-Baxter
Benetzungsstadien selten vor. Es existieren haufig sogenannte gemischte Benetzungs-

stadien (Bormashenko 2017).
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Formel 1.1: Young’sche Gleichung
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Formel 1.2: Wenzel-Gleichung
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Abbildung 1.4: Benetzungsmodelle; a) nach Young (Y), b) nach Wenzel (W), c) nach Cassie und Baxter
(CB); 0: Kontaktwinkel, o, Oberflichenspannung fest/gasformig (solid/gas), o}: Grenzflichenspannung
flassig/fest (liquid/solid), o1z: Oberflichenspannung fliissig/gasformig (liquid/gas), Ry Rauheitskoeffizient,
Quotient aus der tatsdchlichen und der projizierten Flache, fy: fest-fliissig Kontaktanteil (engl.: solid liquid
fraction), 1 - fjs: fliissig-gasformig Kontaktanteil; Abb. a) verédndert nach Zielke (2008), b) und c) verdndert
nach Han et al. (2019)
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Die Benetzungsstadien stehen in einem engen Zusammenhang mit der Kontakt-
winkelhysterese und dem Abrollwinkel. Beide Groflen werden daher herangezogen, um
die Benetzbarkeit rauer und heterogener Oberflachen ausreichend zu beschreiben.

Die Kontaktwinkelhysterese ist ein qualitatives Maf} fiir die Mobilitat eines Tropfens auf
einer Oberflache (Law und Zhao 2016). Je grofler die Hysterese, desto schwerer rollt ein
Tropfen ab (Roach et al. 2008). Die Kontaktwinkelhysterese ist definiert als die Differenz
zwischen dem fortschreitenden (engl.: advancing) und dem riickschreitenden (engl.:
receeding) Kontaktwinkel (Formel 1.4). Sie kann bei einem Tropfen mit variierendem
Volumen oder bei einem Tropfen auf einer schiefen Ebene bestimmt werden (Abbildung
1.5).

Bei einem sessilen Tropfen wird der fortschreitende Kontaktwinkel bei einer Volumen-
zunahme erzeugt: Der Kontaktwinkel wird zundchst grofler, ohne dass sich die
Kontaktlinie verdndert. Ab einen bestimmten Punkt erreicht der Kontaktwinkel seinen
maximalen Wert und die Kontaktlinie breitet sich aus. An diesem Punkt ist der
fortschreitende Kontaktwinkel erreicht, der Kontaktwinkel bleibt stabil (Abbildung 1.5a).
Bei einer Volumenabnahme wird der riickschreitende Kontaktwinkel erzeugt: Der
Kontaktwinkel wird zunéachst kleiner, ohne dass sich die Kontaktlinie verdndert. Wird der
minimale Wert erreicht, beginnt sich die Kontaktlinie zu bewegen und der Wert bleibt
konstant. An diesem Punkt ist der riickschreitende Kontaktwinkel erreicht (Korhonen et
al. 2013, Law und Zhao 2016, Ras et al. 2017) (Abbildung 1.5b).

Bei einem Tropfen auf einer schiefen Ebene kann die Hysterese bestimmt werden, kurz
bevor ein Tropfen beginnt abzurollen. An diesem Punkt wird auf der hangabwiérts
gerichteten Seite der fortschreitendende Kontaktwinkel und auf der hangaufwirts
gerichteten Seite der riickschreitende Kontaktwinkel erreicht; der Reibungswiderstand
und die Hangabtriebskraft sind gleich grof (Abbildung 1.5c). Der Reibungswiderstand
kann empirisch durch den fortschreitenden und riickschreitenden Kontaktwinkel
beschrieben werden (Forsberg et al. 2010, Macdougall und Ockrent 1942). Ist die
Hysterese gering, konnen Tropfen ohne groflen Widerstand leicht abrollen (Bhushan und
Jung 2008, Nosonovsky und Bhushan 2008). Der Neigungswinkel, bei dem ein Tropfen
beginnt abzurollen, wird als Abrollwinkel o bezeichnet. Sowohl homogene als auch

heterogene Benetzungsstadien konnen hohe Kontaktwinkel aufweisen. Geringe




Einleitung

Hysteresen werden jedoch nur durch eine heterogene Benetzung im Cassie und Baxter
Stadium erreicht (Marmur 2003). Bei einer homogenen Benetzung bleiben auf einer rauen
Oberflache Tropfen fir gewodhnlich stiarker haften als auf einer dquivalenten glatten
Oberfldche. Bei einer heterogenen Benetzung rollen Tropfen dagegen leichter ab als auf

einer glatten Oberflache des gleichen Materials (Roach et al. 2008).

a) b)

Formel 1.4: Kontaktwinkelhysterese

eHyst = eadv - erec

Abbildung 1.5: Kontaktwinkelhysterese; a) Fortschreitender (engl.: advancing) Kontaktwinkel bei
Volumenzunahme eines sessilen Tropfens, b) Riickschreitender (engl: receeding) Kontaktwinkel bei
Volumenabnahme, c) Fortschreitender und riickschreitender Kontaktwinkel eines Tropfens auf einer
schiefen Ebene; Bei einem sessilen Tropfen wird der fortschreitende Kontaktwinkel bei einer Volumen-
zunahme erzeugt, wenn der maximal mégliche Wert erreicht ist. Der riickschreitende Kontaktwinkel wird
bei einer Volumenabnahme erzeugt, wenn der minimal mégliche Wert erreicht ist. Bei einem Tropfen auf
einer schiefen Ebene sind der Reibungswiderstand (Fg) und die Hangabtriebskraft (Fy) gleich grof3 wenn der
fortschreitende und riickschreitendende Kontaktwinkel erreicht sind. Bei einer starkeren Neigung beginnt
der Tropfen bei dem Abrollwinkel o abzurollen; Opye: Kontaktwinkelhysterese, 0,q,: fortschreitender
Kontaktwinkel, 0 riickschreitender Kontaktwinkel, Fgr: Reibungskraft, Fy: Hangabtriebskraft,
a: Abrollwinkel; Abbildung a) und b) veréndert nach (Ras et al. 2017), c) verdndert nach Zielke (2008)
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Superhydrophobe Oberflichen mit einer kleinen Hysterese und einem geringen
Abrollwinkel (x < 10°) haben die Fahigkeit zur Selbstreinigung (Koch et al. 2009a). Neben
der Unbenetzbarkeit an sich, der Reduktion der Adhision, und der Erzeugung von
Luftschichten ist die Fahigkeit zur Selbstreinigung eine der bedeutendsten Eigenschaften
superhydrophober pflanzlicher Oberflichen (Barthlott et al. 2017). Diese auch
Lotuseffekt ® genannte Eigenschaft ist heute eines der meistuntersuchten Phanomene der
Oberflachenwissenschaften (Bormashenko 2017). Barthlott und Ehler (1977) beschrieben
erstmals den Selbstreinigungseffekt pflanzlicher Oberflachen. Das prominenteste Beispiel
und Namensgeber fiir den Lotuseffekt ist das Blatt der Lotuspflanze (Nelumbo nucifera).
Wie bereits erwéhnt, befinden sich auf dem Blatt der Lotuspflanze eine Mikrostruktur aus
Papillen und eine Nanostruktur aus Wachsrohrchen. Ein Wassertropfen kann die
Blattoberflache nicht homogen benetzen, er sitzt den Strukturen auf. Dadurch ist die
Kontaktflache zwischen Wassertropfen und Oberfliche und damit die Haftkraft stark
reduziert (Barthlott und Neinhuis 1997). Gleiches gilt fiir Kontaminationen
verschiedenster Art wie Schmutzpartikel, Bakterien oder Pilzsporen (Barthlott und
Neinhuis 1997, Cerman 2007, Neinhuis und Barthlott 1997). Sie sind nur durch schwache,
nicht kovalente Van-der-Waals Kréifte an die Oberfliche gebunden (Chow 2003, 2007).
Rollt ein Tropfen iiber die Oberfliche, so werden die Kontaminationen zusammen mit
dem Wassertropfen von dem Blatt gespiilt. Die Oberfldche bleibt somit trocken und

sauber.

1.3 Die Ubertragung der Oberflicheneigenschaften

Die einzigartigen Benetzbarkeiten pflanzlicher Oberflichen waren oftmals
Inspirationsquelle fiir die Entwicklung biomimetischer Materialien. Biomimetik (oder
Bionik) erforscht Funktionsprinzipien der lebendigen Natur und ist bestrebt diese in
technische Anwendungen zu tibertragen (Barthlott et al. 2017). Oberflachen mit extremen
Benetzungseigenschaften, wie Superhydrophobie oder Superhydrophilie, und die damit
verkniipften Merkmale, wie beispielsweise die Fahigkeit zur Selbstreinigung (Barthlott
und Neinhuis 1997) oder die Reibungsreduktion der Oberflachen (Bohn und Federle 2004,
Federle et al. 1997, Gorb et al. 2005) waren in der Vergangenheit besonders interessant fiir

die technische Umsetzung. Mit dem Aufkommen der Nanotechnologie konnten zahlreiche
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dieser funktionellen Oberflachen, durch die Nachahmung der Oberflachenchemie und der
Oberflachenstrukturen hergestellt werden (Bixler et al. 2014, Fiirstner et al. 2005,
Kavalenka et al. 2017, Kim et al. 2013, Liu und Jiang 2011, Shin et al. 2016, Sun et al. 2005,
Wong et al. 2011, Yao et al. 2011, Zhang et al. 2012). Basierend auf dem Lotuseffekt”
konnten beispielsweise biomimetische Oberflichen mit vergleichbaren Benetzungs-
eigenschaften hergestellt werden, welche mit denen des Lotusblattes vergleichbar sind. So
konnten einige Produkte mit selbstreinigenden Eigenschaften wie die Fassadenfarbe
Lotusan® oder funktionelle Textilien wie Nanotex” und Nanophere® auf den Markt
gebracht werden (Chow 2007, Ming et al. 2005, Neinhuis et al. 2014). Des Weiteren diente
auch der Salvinia effekt® als Vorbild zur Herstellung biomimetischer hydrophober
Oberflaichen (Tricinci et al. 2015). Die neuerdings beschriebene, o6ladsorbierende
Eigenschaft von Salvinia ist zudem hochst interessant fiir technische Innovationen zur
Sauberung von O&lverschmutzten Gewissern (Zeiger et al. 2016). Biomimetische
superhydrophile Materialien sind auch &uflerst vielversprechende Materialien. Eine
mogliche Anwendung ist beispielsweise die Entwicklung superhydrophiler Netze, die als
Nebelfianger genutzt werden kénnen (Azad et al. 2015).

In der Nanotechnologie gibt es prinzipiell zwei Ansdtze zur Erzeugung neuer (Bio-)
Materialien; den ,bottom up” (engl.: von unten nach oben) und den ,bottom down" (engl.:
von oben nach unten) Ansatz. Bei Ersterem werden Materialien Molekil fiir Molekiil
zusammengesetzt. Bei Letzterem werden Materialien durch die Zerlegung einer
komplexen Struktur in ihre Untereinheiten erzeugt (Zhang 2003). Durch die
Rekristallisation extrahierter Pflanzenwachse konnte gezeigt werden, dass die vielféltigen
Mikrostrukturen epikutikularer Wachse durch Selbstorganisation (engl.: self-assembly)
entstehen (Jeffree et al. 1975, Jetter und Riederer 1995, Koch et al. 2004, Koch et al. 2006a,
Koch et al. 2006b, Koch et al. 2009¢c, Koch et al. 2010). Selbstorganisation beschreibt eine
spontane Struktur- bzw. Musterbildung durch eine geordnete Formation der
Komponenten und ist im Wesentlichen ein ,bottum up® Prozess. Dieser Prozess ist
allgegenwertig und kann in verschiedenen Groflenordnungen stattfinden. Sind die
assemblierenden Einheiten, wie die Komponenten epikutikularer Wachskristalle,
Molekiile, so spricht man von molekularer Selbstorganisation. In der Biologie werden

viele Makromolekiile wie z.B. Lipiddoppelmembranen, Hamoglobin oder Ribosome durch
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molekulare Selbstorganisation gebildet (Whitesides und Boncheva 2002, Whitesides und
Grzybowski 2002, Zhang 2003). Laut Whiteside und Boncheva (2002) hangt der Erfolg
einer molekularen Selbstorganisation prinzipiell von folgenden Faktoren ab: Den
einzelnen Komponenten, der Art der Interaktionen zwischen den einzelnen
Komponenten, der Reversibilitit der geordneten Strukturen, der Umgebung in der die
Selbstorganisation stattfindet und dem Massentransport der einzelnen Molekiile. Die
Anordnung der einzelnen Molekiile erfolgt wahrend der Selbstorganisation durch
schwache nicht kovalente Bindungen, wie Wasserstoftbriickenbindungen, Van-der-
Waals-Kréfte, Coulombsche Kréfte und hydrophobe Interaktionen (Whitesides und
Boncheva 2002, Whitesides und Grzybowski 2002).

Folglich werden die, durch Rekristallisation gebildeten, Wachskristalle durch die
gewiahlten Parameter, wie die zu rekristallisierende Masse, die Rekristallisations-
geschwindigkeit und die Rekristallisationstemperatur beeinflusst. Es wurden viele
verschiedene Methoden zur Rekristallisation angewandt (Chambers et al. 1976, Jeffree et
al. 1975, Jetter und Riederer 1994, Koch et al. 2006a, Koch et al. 2006b, Koch et al. 2009b,
Meusel et al. 2000). Ein einfaches Verfahren ist beispielswiese die Rekristallisation aus der
Loésung. Hierfiir werden Tropfen eines Wachsextraktes auf ein Substrat aufgebracht.
Nach dem Verdampfen des Losungsmittels verbleiben dreidimensionalen Wachs-
strukturen. Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, dass es zu einer heterogenen
Verteilung der Wachmasse und zu vielfiltigen, oftmals nicht dem urspriinglichen
Wachstyp entsprechenden Strukturen fithren kann (Koch et al. 2006a, Niemietz et al.
2009). Aufgrund der ringférmigen Akkumulation wird auch von dem sognannten ,coffee
drop effect® (Deegan et al. 1997, Truskett und Stebe 2003) gesprochen. Dieser
unerwiinschte Effekt kann durch das losungsmittelfreie Verfahren der thermischen
Verdampfung (engl. physical vapour deposition, PVD) vermieden werden, sodass eine
homogene Verteilung der Wachsmassen erreicht werden kann (Niemietz et al. 2009).
Daher wurde dieses Verfahren auch in der vorliegenden Arbeit als Rekristallisations-
methode gewdhlt. Neben Wachsgemischen wurden in fritheren Studien auch einzelne
Wachskomponenten rekristallisiert (Koch et al. 2006a, Niemietz et al. 2009). So konnte
gezeigt werden, dass oftmals eine Komponente strukturgebend ist. Beispielsweise

kristallisierte reines 1-Octacosanol, die Hauptkomponente von Weizenwachs, wie das
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Gesamtwachs, auch als Schiippchen (Koch et al. 2006a). Neben der Re-
kristallisationsmethode und den zu kristallisierenden Substanzen beeinflussen auch die
physikochemischen Eigenschaften des Substrates, auf dem die Rekristallisation erfolgt,
die gebildete Struktur (template effect). Zum Beispiel konnte ebenfalls mit
rekristallisierten Strukturen aus 1-Octacosanol gezeigt werden, dass sich auf polaren
Substraten flachliegende Plattchen und auf apolaren Substraten aufrechtstehende
Schiippchen bildeten (Koch et al. 2006a).

Durch die Rekristallisation pflanzlicher Wachse konnten die Nanostrukturen der
pflanzlichen Oberflichen und die damit verbundenen Eigenschaften auf technische
Oberflachen iibertragen werden. Die Oberflichen wurden durch die rekristallisierten
Wachsstrukturen ebenfalls (stark) wasserabweisend (Bhushan et al. 2009b, Koch et al.
2006b, Niemietz et al. 2009, Pechook und Pokroy 2012, Tavana et al. 2006). Neben der
Entwicklung neuer Materialien bieten solche biomimetischen Oberflichen die
Moglichkeit, Grenzflichenphdnomene der pflanzlichen Oberflichen unter Labor-
bedingungen zu untersuchen. Diese technischen Oberflichen konnten dazu genutzt
werden, um die Wirkstoffapplikation von Pflanzenschutz- oder Diingemitteln zu
untersuchen, oder das Haftungsverhalten von (Schad-) Insekten und mikrobiellen
Pathogenen zu studieren. In Studien zur Untersuchung des Spritzverhaltens von
Flissigkeiten oder in Haftungsversuchen mit Insekten wurden biomimetische

Oberflachen bespielsweise bereits verwendet (Gorb et al. 2014, Koch und Grichnik 2016).

1.4 Das Pathogen Blumeria graminis

Mehltaupilze (Erysiphales), aus dem Stamm der Ascomyceten, konnen viele verschiedene
Nutz- und Wildpflanzen befallen (Deacon 2006). Namensgeber fiir die Krankheit sind die
weillen, an Mehlstaub erinnernden wei3en Pusteln, die sich auf den Oberflachen
infizierter Pflanzen bilden. Spater in der Vegetationsperiode werden die braunschwarzen,
punktformigen Fruchtkorper des Pilzes sichtbar. Um den Pilz herum bilden sich
Chlorosen (Mehrotra und Aggarwal 2003). Obwohl das Erscheinungsbild recht dhnlich ist,
sind Mehltaupilze oftmals sehr wirtspezifisch (Schumann und D'Arcy 2010). Insgesamt
gibt es ca. 650 Mehltauarten (Braun et al. 2002). Eine der wirtschaftlich relevantesten

Arten ist Blumeria graminis der Erreger des Echten Mehltaus an Grasern (Poaceae)
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(Deacon 2006). Zu dieser Pflanzenfamilie zihlen auch alle Getreidearten. Das Pathogen
zdhlt daher zu den wichtigsten Krankheitserregern weltweit (Dean et al. 2012). Blumeria
graminis ist weiter in acht verschiedene, wirtspezifische Unterarten (forma specialis,
f. sp.), unterteilt (Marchal 1902, OKU et al. 1985, Troch et al. 2014). Neben den Erregern
des Echten Mehltaus an vier Wildgrasern, wird zwischen den Erregern des Echten
Mehltaus an Gerste (Blumeria graminis f. sp. hordei), an Hafer
(Blumeria graminis f. sp. avenae), und Roggen (Blumeria graminis £. sp. secalis)
unterschieden. Der Erreger des echten Mehltaus an Weizen ist B. graminis f. sp. triticum.
Blumeria graminis ist ein obligat biotropher Pilz, welcher alle oberirdischen Pflanzenteile
befallen kann. Die Wirtspflanze wird durch ihn zwar nicht getdtet, jedoch ist das
Wachstum gehemmt, die Qualitdt und der Ertrag erniedrigt (Conner et al. 2003, Everts et
al. 2001). Bei erkrankten Pflanzen sind die Respiration und die Transpiration erhoht, die
Photosynthese ist herabgesetzt (Trigiano 2007). In schweren Féllen kann der
Ertragsverlust bis zu 40 % betragen (Chaure et al. 2000). B. graminis ist ein pleomorpher
Organismus: In einem sexuellen und einem asexuellen Vermehrungszyklus produziert er
zwei verschiedene Sporentypen. Die sexuelle Vermehrung dient der genetischen Re-
kombination und der Uberdauerung durch die Bildung der Chasmothecien (vormals
Kleistothecien), welche Ascosporen (teleomorph) produzieren. Die asexuelle Vermehrung
dient dahingegen der Produktion der Konidien (anamorph) und deren Verbreitung (Both
und Spanu 2004).

Im Fokus dieser Arbeit steht die Keimentwicklung der asexuell entstanden Konidien. Sie
werden kontinuierlich von Konidiophoren (Konidientragern) gebildet. Sind sie reif,
werden sie v.a. durch Wind verbreitet. Nachdem eine Konidie auf einer Pflanze gelandet
ist, beginnt der Infektionsprozess. Die Entwicklung erfolgt in klar unterscheidbaren
Phasen (Abbildung 1.6). Innerhalb weniger Sekunden nach dem Kontakt mit der
pflanzlichen Oberfliche wird durch die Konidien eine Extrazellulire Matrix (ECM)
freigesetzt (Carver et al. 1999, Fujita et al. 2004). Sie ermdglicht die Anhaftung der Konidie
und spielt eine Rolle in der Erkennung des Substrates (Meguro et al. 2001, Wright et al.
2002). Nach ca. 0,5 - 2 h entwickelt sich ein kurzer primérer Keimschlauch (5 - 10 um), der
an der Oberfliche haftet und einen Penetrationszapfen bildet, um die Kutikula zu

durchdringen (Carver et al. 1995a, Edwards 2002, Kunoh et al. 1979). Neben der Haftung
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und der Verankerung dient auch er der Erkennung der Wirtsoberfliche (Carver und
Ingerson 1987, Wright et al. 2000). Zudem koénnen durch ihn Wasser (Carver und
Bushnell 1983) und kleinere Molekiile aus der Wirtszelle aufgenommen werden (Nielsen
et al. 2000). Anders als bei den meisten Mehltauarten entsteht bei B. graminis nach ca. 3 h
ein zweiter Keimschlauch, welcher sich weiter differenziert (Kunoh et al. 1979). Nachdem
dieser sich verlangert hat (30 - 40 um), verdickt er sich am apikalen Ende. Es entsteht der
appressoriale Keimschlauch. Nach ca. 9-10 Stunden entwickelt sich aus dem
appressorialen Keimschlauch ein Appressorium, welches an der hakenférmigen Struktur
und an einer Septenbildung erkennbar ist (Carver et al. 1995a). Von dem Appressorium
ausgehend bildet sich ein Penetrationszapfen. Durch die Aktivitat verschiedener Enzyme,
wie z.B. Kutinasen und durch einen hohen Turgordruck von bis zu 2 - 4 mPa kann dieser
die Kutikula und die Zellwand durchdringen (Pryce-Jones et al. 1999). Damit ist der
sogenannte Prepenetrationsprozess abgeschlossen. Ausgehend von dem Penetrations-
zapfen bildet sich in den epidermalen Zellen ein fingerférmiges Haustorium, tiber das der
Pilz seine Nahstoffe aus der Pflanze bezieht (Eichmann und Hiickelhoven 2008). Innerhalb
von 24 h ist das Haustorium vollkommen entwickelt und der Pilz bildet ein epiphytisches
Mycel an der Oberfldche. Nach drei Tagen werden makroskopische wei3e Pilzkolonien

sichtbar, welche wiederum beginnen Konidien zu produzieren (Both et al. 2005).
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Abbildung 1.6: Lebenszyklus von B. graminis; Nach dem Kontakt mit der pflanzlichen Oberfliche bildet
sich zuniachst ein erster Keimschlauch. Danach bildet sich ein zweiter Keimschlauch, welcher sich verdickt
und schliellich ein Appressorium ausbildet. Dieses entwickelt einen Penetrationszapfen, mithilfe dessen der
Pilz in die Pflanze eindringt. Nach ca. einem Tag bildet sich ein Haustorium aus, tiber das sich der Pilz von
den Pflanzenzellen erndhrt. Nach mehreren Tagen kann eine Pustelbildung auf der Blattoberfliche
beobachten werden. Das Mycel breitet sich weiter auf der Oberfldche aus und beginnt erneut mit der
Konidienproduktion. Verdndert nach Both et al. (2005)

Die Verbreitung der Konidien folgt einem Tagesrhythmus und erfolgt meist um die
Mittagszeit, wenn die Luftfeuchtigkeit sinkt (Trigiano 2007). Die Keimung kann iiber ein
weites Temperaturspektrum (1 -30°C) erfolgen, optimal sind jedoch Temperaturen
zwischen 15 und 20 °C (Cherewick 1944, Trigiano 2007). Das Spektrum der Luftfeuchte bei
dem eine Keimung erfolgt, ist breit. Es wird unterschiedlich zwischen 60 - 100 % oder
zwischen 85 - 100 % angegeben (Gupta und Paul 2002, Trigiano 2007). Im Gegensatz zu
den meisten anderen Pilzen bendtigt B. graminis kaum freies Wasser, um zu keimen,
sodass eine Ausbreitung der Krankheit auch bei trockenen Bedingungen stattfinden kann

(Trigiano 2007).
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1.5 Die Wirtspflanze Weizen

Weizen (Triticum aestivum) ist ein Grundnahrungsmittel fiir einen Grofiteil der
Weltbevolkerung (Mehta 2014). Nach der Anbaufliche ist er mit 238 Mio. Hektar die
wichtigste Kulturpflanze weltweit. Mit einem Ertrag von 865 Mio. Tonnen liegt Weizen
knapp hinter Reis und Mais (FAO 2018). In Deutschland werden im Durchschnitt ca.
23 Mio. Tonnen geerntet. Fiir die Lebensmittelindustrie werden ca. 7 Mio. Tonnen
genutzt. Beim Anbau dominiert hierzulande die Winterform (Lindhauer 2009). Die
Entwicklungsstadien der Weizenpflanzen werden durch die Dezimalskala des BBCH
Codes (benannt nach den wurspriinglich beteiligten Organisationen: Biologische
Bundesanstalt, Bundessortenamt und chemische Industrie) beschrieben: Es werden neun
Makrostadien unterschieden, welche weiter in neun Mikrostadien gegliedert sind
(Abbildung 1.7). Die Makrostadien umfassen die Keimung, die Blattentwicklung, die
Bestockung, das Schossen, das Ahren- /Rispenschieben, die Bliite, die Fruchtbildung, die
Samenreife und das Absterben (Hack et al. 1992). Die Mikrostadien der Blattentwicklung
werden nach der Anzahl der einzelnen Blétter benannt. Die schmalen ldnglichen Blatter
sind an Blattknoten angeordnet. Die genaue Anzahl der Blatter ist sortenabhéingig. Das
letzte Blatt vor dem Blitenstand, der Weizendhre, wird Fahnenblatt genannt. Das
Weizenkorn, eine Nussfrucht (Karyopse), wird schiitzend von Spelzen umgeben. Es
beststeht hauptsachlich aus dem Mehlkorper (Endosperm), welches das fir die
Backfahigkeit auschlaggebende Klebeprotein Gluten enthalt (Christen 2009a). Je nach
Mahl- und Backqualitdt wird zwischen Eliteweizen (E), Aufmischweizen (A), Brotweizen

(B) und sonstigem Weizen (C) differenziert (Rentel 2009).
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Abbildung 1.7: Makrostadien der Entwicklung der Weizenpflanzen; Die Ziffern geben die
Mikroentwicklungsstadien nach der BBCH Skala an. Verdndert nach KWS (2020)

Mit einer wachsenden Weltbevolkerung wird die Nachfrage nach Weizen
schiatzungsweise um 40 % steigen (Goyal und Prasad 2010). Die Weizenproduktion ist
jedoch durch verschiedene Krankheitserreger bedroht. Weltweit ist Mehltau eine der
bedeutendsten Blattkrankheiten an Weizen. Im jungen Getreidestand zeigt sich der
Frithbefall an den Blattscheiden. Im fortgeschrittenen Reifestadium fithrt v.a. der Befall
der Spelzen und des Fahnenblattes zu einer Reduktion des Tausendkorngewichts
(Rodemann 2009). Die durch die Krankheit verursachten Ernteausfille konnen 20 - 40 %
betragen (Mehta 2014, Rodemann 2009). Mehltau wird v.a. durch den Anbau resistenter
Sorten bekampft. Die Anzahl der bis dato identifizierten Resistenzgene gegeniiber
Mehltau (Pm Gene) geht aus der Literatur nicht eindeutig hervor (Pietrusinska und
Tratwal 2020). Die Zahlen reichen von 39 bis 81 beschriebener Mehltauresistenzgene
(Alam et al. 2011, Hao et al. 2015, Liu et al. 2017, Ullah et al. 2018, Zhang et al. 2019).
Daneben werden hauptséachlich systemische Fungizide zur Einddmmung der Krankheit
eingesetzt. Die Bekdmpfungsschwelle liegt bei Schossbeginn, wenn die Hauptriebe sich zu
strecken beginnen (BBCH 30), bei einer Befallshdufigkeit von ca. 70 %, was einer
Befallsstiarke von ca. 1 % entspricht (Rodemann 2009). Weitere wichtige Mafinahmen sind
kulturelle Praktiken wie die Fruchtfolge mit Nicht-Wirtsarten und die sorgfiltige
Einarbeitung von Ernteriickstinden. Bei der Nahrstoffzufuhr sollte eine iibermaflige
Diingung mit Stickstoff vermieden werden, da sie zu weichen Epidermiszellen und damit

zu einem erhohten Befallsrisiko fithren kann. Durch eine ausgewogene Versorgung mit
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Kali kann hingegen eine Pilzinfektion erschwert werden (Borner und Schliiter 2009,

Rodemann 2009).

1.6 Der Signalcharakter pflanzlicher Oberflichen

Die pflanzliche Kutikula ist die erste Kontaktstelle der Pflanze mit ihrer biotischen
Umwelt. Insbesondere die der Kutikula aufgelagerten Wachse spielen eine zentrale Rolle
bei der Interaktion der Pflanzen mit anderen Lebewesen. Die pflanzliche Kutikula ist
daher von besonderer 6kologischer Relevanz (Eigenbrode und Espelie 1995, Eigenbrode
2004, Miiller und Riederer 2005, Ziv et al. 2018). Die pflanzliche Kutikula stellt einerseits
einen wichtigen Abwehrmechanismus der Pflanze gegeniiber Schaderregern wie
pathogenen Pilzen dar. Neben der mechanischen Hiirde trdgt v.a. die Féahigkeit zur
Selbstreinigung zum Schutz der Pflanze bei (Barthlott und Neinhuis 1997, Neinhuis und
Barthlott 1997). Andererseits liefert die pflanzliche Oberflache paradoxerweise aber auch
wichtige physikalische, topographische und chemische Schliisselreize, die fiir die
Entwicklung pilzlicher Krankheitserreger notwendig sind (Carver und Gurr 2006, Walters
2006). Die Fahigkeit geeignete Wirtsoberflaichen anhand solcher Signale zu erkennen und
den Prepenetrationsprozess einzuleiten ist ein Grund fiir den Erfolg pathogener Pilze
(Tucker und Talbot 2001).

Die spezielle Rolle der pflanzlichen Oberflache als Signalgeber fiir die Keimung und die
Wirtspezifitat wurde daher bei verschiedenen phytopathogenen Pilzen untersucht: Neben
Blumeria graminis konnte die Signalwirkung der pflanzlichen Oberfliche bei den
Erregern des Mehltaus an der Erbse (Erysiphe pisi, Gniwotta et al., 2005), des Mehltaus an
der Ackerschmalwand (Erysiphe cruciferarum, Golovinomyces orontii, Weis et al. 2014,
Weidenbach et al. 2014), des Getreiderosts (Puccinia graminis, Reisige et al., 2006), der
Anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides, Podila et al., 1993), des Grauschimmels
(Botrytis cinerea, Doehlemann et al., 2006), des Maisbeulenbrands (Ustilago maydis,
Mendoza-Mendoza et al. 2009), und der Blattfleckenkrankheit (Magnaporthe sp.,
Uchiyama und Okuyama 1990, Lee und Dean 1994, Gilbert, Johnson und Dean 1996,
Hegde und Kolattukudy 1997, Delventhal et al. 2014) gezeigt werden.
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Aufgrund der biotrophen Lebensweise ist es nicht moglich Blumeria graminis axenisch zu
kultivieren. Viele Studien haben jedoch gezeigt, dass Konidien auf kiinstlichen
Oberflachen keimen konnen. Neben Epidermisabziigen und isolierten Kutikeln konnte
der Prepenetrationsprozess des Pilzes in der Vergangenheit so auf zahlreichen
kinstlichen Oberflachen untersucht werden. Beispielsweise dienten Plastikscheibchen,
Zellulosemembrane, FEP Folie, oder (mit Wachs beschichtete) Glasplattchen als Substrat
fiir Keimungsexperimente (Carver et al. 1999, Carver und Ingerson 1987, Feng et al. 2009,
Francis et al. 1996, Kobayashi et al. 1991, Meguro et al. 2001, Nicholson et al. 1988,
Nicholson et al. 1993, Ringelmann et al. 2009, Tsuba et al. 2002, Wright et al. 2000, Yang
und Ellingboe 1972, Zabka et al. 2008). Als Modellorganismus wurde meist B. graminis
f.sp. hordei verwendet. Vergleichende Studien mit natiirlichen und kiinstlichen
Oberflachen konnten so die entscheidende Bedeutung des Substrates auf den Keimerfolg
zeigen (siehe folgenden Abschnitt). Nimmt der primire Keimschlauch keine induktive
Oberflache wahr, stoppt die Entwicklung des Pilzes. Die Verlingerung des zweiten
Keimschlauches und die Appressorienbildung finden nicht statt (Carver et al. 1995a).
Gelegentlich entstehen auch mehrere kurze Keimschlauche. Diese subsididren

Keimschlduche, sind aber nicht funktional (Wright et al. 2000).

1.6.1 Der Einfluss der Hydrophobizitit

In vielen Studien wurden kiinstliche Oberflaichen mit verschiedenen Benetzbarkeiten
genutzt, um den Einfluss der Benetzbarkeit auf das Keimungsverhalten zu untersuchen.
Die ECM wurde auf hydrophilen (Zellophan) und auf hydrophoben Oberflichen
(silanisiertes Glas) freigesetzt (Nicholson et al. 1988, Nielsen et al. 2000). Die Freisetzung
erfolgte auf hydrophoben Oberflachen jedoch schneller als auf hydrophilen Oberflachen
(Carver et al. 1999, Meguro et al. 2001). Durch die ECM werden die Wirtsoberflache und
die Konidienoberflichen selbst hydrophiler. Es wurde angenommen, dass diese
Anderungen fiir eine normale Entwicklung der Konidien noétig seien (Nicholson et al.
1993). Auch fiir die weiteren Entwicklungsschritte nach der ECM Freisetzung spielt die
Benetzbarkeit eine Rolle. Auf hydrophoben Oberflichen entwickelten sich die Konidien
weiter als auf hydrophilen Oberflichen (Carver 1996, Zabka et al. 2008). Der primare
Keimschlauch bildete sich auf einer kiinstlichen hydrophoben Oberflache auf der Substrat
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zugewandten Seite und konnte so in Kontakt mit der Oberflache treten. Auf hydrophilen
Oberflachen (Glas) hingegen entwickelte sich der Keimschlauch seitlich und konnte nicht
in Kontakt mit der Oberfliche treten (Carver et al. 1999). Auf kiinstlichen hydrophilen
Oberfliachen, wie Glas oder Agar bildeten Konidien auch keine Appressorien aus (Carver
und Ingerson 1987, Francis et al. 1996, Yang und Ellingboe 1972). Auf einer hydrophoben
kinstlichen Oberfliche wie silanisiertem Glas, wurde die Bildung der Appressorien

jedoch eingeleitet (Wright et al. 2000).

1.6.2 Der Einfluss pflanzlicher Wachse

Auch die chemische Zusammensetzung der Oberflache ist ein entscheidender Faktor fiir
eine erfolgreiche Keimung (Both und Spanu 2004). Neben der keiminduzierenden
Wirkung von Zellulose (Kinane et al. 2000, Kobayashi et al. 1991, Nicholson et al. 1993)
und Kutinmonomeren (Francis et al. 1996, Simpson 2010), die durch die Enzymaktivitat
der Pilze freigesetzt werden konnen (Kunoh et al. 1990, Nicholson et al. 1988, Pascholati
et al. 1992, Suzuki et al. 1998), stehen v.a. die kutikularen Wachse im Fokus der
Forschung. IThre Bedeutung fiir den Keimungsprozess wird unterschiedlich bewertet.
Manche Autoren vermuteten, dass die Wachsstrukturen keine Rolle spielen, da das
Entfernen der epikutikularen Wachse den Prepenetrationsprozess nicht beeinflusste
(Carver und Thomas 1990, Zabka et al. 2008). Es wurde daher angenommen, dass eher
unspezifische Signale der pflanzlichen Kutikula in den Erkennungsprozess involviert
seien (Carver und Thomas 1990). Andererseits konnten verschiedene Studien die
induzierende Wirkung der Wachse auf den Prepenetrationsprozess von B. graminis
belegen (Feng et al. 2009, Hansjakob et al. 2010, Hansjakob et al. 2011, Ringelmann et al.
2009, Tsuba et al. 2002, Weidenbach et al. 2014, Zabka et al. 2008).

Yang und Elingboe konnten bereits 1972 den positiven Effekt der Wachse mithilfe von
cer Wachsmutanten und kiinstlichen Oberflachen zeigen. Die Blatter der Wachsmutanten
hatten eine verdnderte Wachschemie und -morphologie im Vergleich zu den Blattern des
Wildtyps. Auf den Blattern der Wachsmutanten bildeten sich abnormale Appressorien.
Auf den Blattoberflichen des Wildtyps, auf Epidermisabziigen und auf isolierten Kutikeln
fand eine normale Keimentwicklung statt. Nach Entfernung der Wachse bildete der Pilz

jedoch kaum noch Appressorien aus (Yang und Ellingboe 1972). Rubiales et al. (2001)
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betonten nach erneuten Keimungsversuchen mit cer Wachsmutanten die Bedeutung der
Wachschemie auf den Keimerfolg. Auch bei dem Deutschen Weidelgras (Lolium perenne)
hing der Keimerfolg, neben der Hydrophobizitat, von der chemischen Zusammensetzung
und der Struktur der epikutikularen Wachse ab (Carver und Adaigbe 1990, Ringelmann et
al. 2009). Des Weiteren konnten Studien mit Epidermisabziigen von Wirtspflanzen und
Nicht-Wirtspflanzen belegen, dass nur das Wachs der Wirtspflanze zu einer erfolgreichen

Keimung fiihrte (Tsuba et al. 2002).

1.6.3 Der Einfluss einzelner Wachskomponenten

Insbesondere langkettige Aldehyde erwiesen sich als signalgebende Substanzen. Durch
Keimungsexperimente auf mit Wachskomponenten beschichtete Glasplattchen und auf
einem mit Aldehyden versetzten Polyvinyl-Testsystem, konnte die induktive Wirkung
von Hexacosanal (Cy Aldehyd), Octacosanal (Cjs Aldehyd) wund Triacontanal
(Cs9 Aldehyd) auf die Entwicklung der Infektionsstrukturen gezeigt werden (Hansjakob et
al. 2010, Hansjakob et al. 2011, Kong und Chang 2018, Ringelmann et al. 2009, Simpson
2010, Tsuba et al. 2002, Wang et al. 2018).

Auch in vivo konnte die keiminduzierende Wirkung der langkettigen Aldehyde auf die
Entwicklung von B. graminis gezeigt werden. In Versuchen mit der wachsfreien
Maismutante (glossy 11) und mit einer Gerstenmutante (low wax 1) mit deutlich
reduziertem langkettigen Aldehydanteil im Wachs, konnte diese Substanzklasse als
entscheidender Faktor fiir die Keimung des Pathogens nachgewiesen werden (Hansjakob
et al. 2011, Weidenbach et al. 2014). Auf den Bldttern der Wachsmutanten waren die
Keimung und die Differenzierung stark reduziert. Durch das Besprithen der Blatter mit
aldehydhaltigem Wachs oder synthetischen Aldehyden und durch die Komplementation
der Mutation konnten die Keimungs- und Differenzierungsraten wieder gesteigert
werden. Auch bei Weizen konnten mithilfe von zwei Wachsmutanten (TaCDK8 und
TaKCS6 Knockout Mutanten) langkettige Aldehyde als Signalstoffe fiir die Keim-
entwicklung ausgemacht werden (Kong und Chang 2018, Wang et al. 2018).

Zabka et al. (2008) und Ringelmann et al. (2009) zeigten, dass die chemische
Zusammensetzung und die Hydrophobizitit gemeinsam die Prepenetration des Pilzes

anregen. Die Interdependenz der Wachsstruktur und -chemie mit der Benetzung wurde in
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der Vergangenheit jedoch nur teilweise beriicksichtigt. Neben Experimenten an der
Pflanze stammen die gewonnen Erkenntnisse iiber die Signalwirkung der Wachse aus
Experimenten mit Testsystemen, die nur teilweise dem biologischen Vorbild entsprachen.
Die bisher verwendeten in vitro Systeme wiesen keine, oder vom Original abweichende,
dreidimensionale Wachsstrukturen auf, so dass zwangslaufig von der Pflanzenoberfldche
deutlich abweichende Benetzungsverhiltnisse vorlagen. Die Differenzierungsraten des
Pilzes konnten durch die chemischen Substanzen angeregt werden, jedoch blieben sie
hinter denen auf der pflanzlichen Oberflache zuriick. Auch bei den in vivo Experimenten
war neben der Wachschemie auch die Wachsstruktur und die Benetzbarkeit verdndert.
Letztendlich ist nicht klar, ob nicht auch die Nanostrukturen, die neben der Wachschemie

die Benetzung bestimmen, entscheidend fiir die normale Keimentwicklung des Pilzes sind.

1.7 Die Ziele der Arbeit

Der Beginn einer Pilzinfektion findet in einem Milieu dominiert von epikutikularen
Wachsen statt. In der vorliegenden Arbeit soll ein in vitro Testsystem entwickelt werden,
das sowohl die chemische als auch die physikalische Natur der epikutikularen Wachse
und die damit verkniipften Benetzungseigenschaften der pflanzlichen Oberfliche
widerspiegelt. Aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen an B. graminis f. sp. hordei
soll mithilfe dieses und weiterer modifizierter Testsysteme untersucht werden, welche
Rolle die Struktur und die Chemie der epikutikularen Wachse auf den Keimerfolg von
B. graminis f. sp. tritici haben. Insbesondere soll der Frage nachgegangen werden, ob die
auf der natiirlichen Oberflache vorherrschende Benetzbarkeit den Prepenetrationsprozess
von B. graminis f. sp. tritici anregt.

Das Vorhaben gliedert sich in drei Kapitel. Das erste Kapitel widmet sich der
Charakterisierung der natiirlichen Oberflaiche, nach deren Vorbild die Testsysteme
entwickelt werden sollen. Dabei wird auch der Frage nachgegangen, ob unterschiedlich
anfillige Weizensorten gegeniiber B. graminis f. sp. tritici unterschiedliche Oberflachen-
eigenschaften aufweisen. Zudem wird der Einfluss des Blattalters und der Kultur-
bedingungen auf die Oberflicheneigenschaften in die Untersuchung miteinbezogen. Die

Charakterisierung der Oberflacheneigenschaften umfasst die chemische Analyse der
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Wachszusammensetzung, die Untersuchung der Wachsmorphologie und die Bestimmung
der Benetzungseigenschaften der natiirlichen Oberflachen.

Das zweite Kapitel beschreibt die Entwicklung der in vitro Testsysteme. Durch das
Verfahren der thermischen Verdampfung sollen die Eigenschaften der natiirlichen
Oberflache auf technische Oberflichen iibertragen werden. Damit soll erstmalig ein
Testsystem geschaffen werden, das sowohl iiber die chemische Information der
epikutikularen Wachse, als auch iiber die gleichen Benetzungseigenschaften wie die
Blattoberflache verfiigt. Durch verdnderte Rekristallisationsparameter sollen daneben
in vitro Testsysteme geschaffen werden, die es erlauben die chemischen Signale einzelner
Wachskomponenten bei gleichbleibender niedriger Benetzung zu untersuchen. Auferdem
sollen die in vitro Testsysteme so modifiziert werden, dass sie nur die Chemie oder nur
die Benetzbarkeit der Blattoberfliche widerspiegeln. In wvitro Testsysteme bieten
gegeniiber in vivo Versuchen den Vorteil, dass die zu untersuchenden Eigenschaften
leichter und schneller modifiziert werden kénnen. Bei der Pflanze wére dies nur durch
aufwendige, durch Mutagnese oder Gentechnik erzielte, Veranderungen moglich. In vitro
Testsysteme stellen daher eine kostengiinstige Alternative zu Wachsmutanten dar. Ein
in vitro Testsystem, das tiber die gleichen Oberfldcheneigenschaften wie die pflanzliche
Oberflache verfiigt, konnte neben Keimungsexperimenten auch fiir die Untersuchung
anderer Grenzflichenphdnomene wie z.B. der Wirkstoffapplikation herangezogen
werden.

Im dritten Kapitel werden die entwickelten in wvitro Testsysteme in Keimungs-
experimenten angewendet, um keiminduzierende Signale der pflanzlichen Oberflache
identifizieren zu konnen. Mithilfe der in vitro Testsysteme kann der Einfluss einzelner
Parameter und erstmalig der Einfluss kombinierter Parameter auf den Keimerfolg des
Pilzes untersucht werden. Die Versuche sollen zeigen, ob der Prepenetrationsprozess
durch die Wachschemie, durch langkettige Aldehyde, durch die Hydrophobie und durch
die chemischen und physikalischen Faktoren gemeinsam angeregt wird. Die aus den
Experimenten gewonnen Erkenntnisse konnten dazu genutzt werden, um eine gezielte
Auswahl an Sorten zu treffen, bei denen die Signalstoffe fiir die phytopathogenen Pilze
fehlen, oder langfristig Sorten dahingehend zu ziichten, um den Einsatz von

Pflanzenschutzmitteln zu vermindern und Ernteausfalle zu verringern. Sind die in vitro
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Testsysteme erfolgreich etabliert, liefen sie sich auf weitere Nutzpflanzen und deren

Wachstypen, deren Signalstoffe und deren Pathogene erweitern.
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2 Charakterisierung der nativen  Blatt-

oberfliche - Kapitel 1

2.1 Material und Methoden

In dieser Arbeit wurde mit drei verschiedenen Weizenkulturen gearbeitet: eine
Gewachshauskultur und zwei Freilandkulturen. In jeder Aussaat wurden jeweils drei
Weizensorten angezogen (Tabelle 2.1). Die Pflanzen der Gewichshauskultur wurden fiir
Vorversuche herangezogen. In diesen Versuchen wurde iiberpriift, ob die Weizenblatter
1-Octacosanol Schiippchen oder $-Diketon Rohrchen aufweisen. Es wurde auflerdem
untersucht, ob die Wachse sich aufgrund der Sorten, der Blattseiten oder der
unterschiedlichen Blattalter in ihrer Morphologie oder Chemie unterscheiden. Hierfiir
wurden die Morphologie und die chemische Zusammensetzung der Oberflachenwachse
der verschiedenen Sorten analysiert (2.1.2 und 2.1.5). Innerhalb einer Sorte wurden die
Wachse der Blattoberseiten und der Blattunterseiten sowie unterschiedlich alter Blatter
untersucht.

Im Freilandversuch sollten die Weizenpflanzen unter mdglichst realistischen
Bedingungen kultiviert werden. Neben der Wachsmorphologie und der Wachschemie
wurden zudem die Benetzungseigenschaften der Weizenblatter analysiert (2.1.6). Es
wurde untersucht, ob sich die Benetzungseigenschaften der verschiedenen Sorten, der
unterschiedlichen Blatter und der Blattober- und der Blattunterseite unterscheiden. Fiir
die spéteren Rekristallisationsversuche (Kapitel 2, 3.1.4) wurde das Wachs der Pflanzen
der ersten Freilandkultur in grofien Mengen extrahiert (2.1.3). Die Pflanzen der zweiten
Aussaat wurden in einem spéteren Entwicklungsstadium fiir eine Studie zur

Krankheitsschwere (2.1.7) herangezogen.
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2.1.1 Pflanzenmaterial

Die Experimente wurden mit drei verschiedenen Sorten Weizen (Triticum aestivum) mit
unterschiedlich starker Anfélligkeit gegeniiber dem Echten Mehltau an Weizen (Blumeria
graminis f. sp. tritici) durchgefithrt (Tabelle 2.1).

Fir die Vorversuche wurden die Pflanzen im Gewiachshaus der Hochschule Rhein-Waal
in Topfen mit einem Ackerboden Sandgemisch, sowie Universalerde (1:1:2), kultiviert
(UV-durchlassiges Glas, Temp. Tag: 18 °C, Temp. Nacht: 12 °C, Bewésserung: handisch 1x
pro Woche, Diingung: 1x pro Woche mit Mehrfachdiinger (2,5 % Universol Blue 18-11-
18+2.5MgO+TE, Everris International BV, Heerlen, Niederlande)).

Tabelle 2.1: Verwendete Weizensorten

Sorte APS  Anfilligkeit® Resistenzgene Bezug
Ponticus 2 sehrggeerﬁlngg bis Pm2, Pm3a, Pm5  Strube D&S GmbH, Séllingen
Porthus 5 mittel Pm3a, Pm5, Pmé6 Strube D&S GmbH, Soéllingen
Akteur g stark bis sehr Pmab, Pmé Deutsche Se'latveredelung AG,
stark Lippstadt

APS: Auspragungsstufe, * gegeniiber Blumeria graminis f. sp. tritici, (Bundessortenamt 2016)

Im Versuchsgarten der Hochschule Rhein-Waal wurden die drei Weizensorten im Mérz
2016 (Freilandkultur 1, FK 1) und im November 2016 (Freilandkultur 2, FK 2) héndisch
ausgesat. Der Reihenabstand betrug ca. 35 cm der Kornabstand ca. 10 cm. Gediingt wurde
einmalig mit Salpetergranulat (YaraLiva CALCINIT, Yara GmbH & Co. KG, Diilmen). Die
zweite Freilandkultur wurde ausgesit, da die Pflanzen der ersten Freilandaussaat von
verschiedenen Schédlingen, wie z.B. dem Getreidehdhnchen (Oulema sp.), Mehltau und
Gelbrost (Puccinia striiformis) befallen waren. Eine Behandlung mit Schadlings-
bekampfungsmitteln wurde ausgeschlossen, da dies sowohl die Wachschemie, als auch
die Wachsstrukturen verandern konnte. Bei allen Weizenkulturen wurden Blatt 2, 3 und 4

der Pflanzen im 5 Blattstadium fiir die Versuche herangezogen (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Geerntete Weizenpflanze im 5 Blattstadium; K: Keimblatt, 1 - 5: Blatt 1 - 5; Fir die
Versuche verwendete Blatter: 2 — 4;

2.1.2 Untersuchung der Wachsmorphologie

Die Morphologie der Wachsstrukturen der abaxialen und adaxialen Blattseiten, der
verschiedenen Blédtter und Sorten wurden mithilfe eines Rasterelektronenmikroskops
(REM, Gemini Supra 40 VP, Zeiss, Oberkochen) untersucht. Die Untersuchungen sollten
zeigen, welche Wachsstrukturen sich auf den Weizenbléttern befinden und, ob diese sich

aufgrund der Sorten, der Blattseiten oder der unterschiedlichen Blattalter unterscheiden.

Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung fiir die REM Untersuchungen wurden die Bléatter in kleine, ca.
0,3x 0,5cm grofle Stiicke geschnitten und mit leitfahigen doppelseitigen Aufklebern
(Leit-Tabs, Plano, Wetzlar) auf Aluminium REM-Probentellern (Durchmesser 2,4 cm,
Plano, Wetzlar) befestigt. Anschlielend wurden die Proben mit einem Sputtercoater
(Cressington 108 auto SE, Elektronen-Optik-Service GmbH, Dortmund) fiir 60 s bei 30 mA
und 0,1 mbar mit einer ca. 8 nm diinnen Goldschicht iiberzogen (besputtert), um die
Leitfahigkeit der Proben zu erhdhen und eine Aufladung durch den Elektronenstrahl
wiahrend der REM Messungen zu reduzieren.

Bei den Blattstiicken der Pflanzen der Freilandkultur wurde eine Glycerinsubstitution
(Ensikat und Barthlott 1993) durchgefiihrt. Durch den Austausch von Wasser zu Glycerin
(90 % VWR, Darmstadt) soll ein Zusammenfallen der Zellen wéhrend der REM Messung
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verhindert werden. Nach ca. 20 h wurden die glycerinsubstituierten Blattstiicke ebenfalls

mit Leit-Tabs auf Aluminium Probentellern befestigt und besputtert.

REM Untersuchung

Die Morphologie der Wachsstrukturen wurde bei einer Spannung von 10 kV mit dem
Sekundar-Elektronen Detektor untersucht. Der Probenabstand betrug 4 -7 mm. Die

Blende war 30 um grof3.

2.1.3 Wachsextraktion fiir die Rekristallisationsversuche

Zur Wachsgewinnung fiir die spéateren Rekristallisationsversuche (Kapitel 2, 3.1.4) wurde
das Wachs der Weizenblitter der ersten Freilandkultur sortenweise extrahiert. Blatter, die
stark mit Mehltau und Rostpilz befallen waren, wurden zuvor aussortiert. Fir die
Extraktion wurden jeweils 5 Blatter nacheinander mit einer Pinzette fiir 20s in 11
Chloroform (Rotisolv HPLC, Carl Roth, Karlsruhe) geschwenkt. Insgesamt wurden 6.783
Blatter der Sorte Ponticus, 1.599 Blatter der Sorte Akteur und 1.715 Blatter der Sorte
Porthus extrahiert. Anschliefend wurden die Extrakte filtriert. Das Filtrat wurde
schliefSlich unter einem Abzug getrocknet bis das Losungsmittel vollkommen verdampft

war.

2.1.4 Ermittlung der Extraktionszeiten fiir die Wachsanalyse

Fir die chemische Analyse der Wachszusammensetzung (2.1.5) sollte die optimale
Extraktionsdauer zur Auflosung der epikutikularen Wachse mit Chloroform in einem
Vorversuch mit den Pflanzen der Gewéachshauskultur ermittelt werden. Hierfiir wurden
unterschiedlich alte Blatter der verschiedenen Weizensorten fiir 15s (n=28) und 20 s
(n=8) in Chloroform eingetaucht. Die Oberflichen der extrahierten Bléitter wurden
anschlieffend mittels REM untersucht, um zu tberprifen inwieweit die epikutikularen

Wachse entfernt worden waren.
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2.1.5 Untersuchung der Wachschemie

Die chemischen Analysen der Oberflichenwachse wurden alle an der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn im Institut fiir Zellulaire & Molekulare Botanik
durchgefiihrt. Alle benutzten Glaswaren wurden mit Chloroform gereinigt, um eine
mogliche Kontamination mit Fremdsubstanzen zu verhindern. Zum Verschlieflen der
Gefafle wurden ausschlief3lich teflonbeschichtete Deckel verwendet. Bei den Pflanzen der
Gewdchshauskultur wurde untersucht, ob sich die Wachszusammensetzung von Blatt 2, 3
und 4 unterschied. Bei allen drei Aussaaten wurde die Wachschemie der verschiedenen
Sorten miteinander verglichen. Zudem wurde die Wachszusammensetzung der Pflanzen
der unterschiedlichen Kulturen betrachtet und die Extraktionsmethode iiberpriift. Vor
allem wurden die totalen Wachsmengen, die Hauptkomponenten (pot. strukturgebend)

und der Cy und der Cyg Aldehyd (pot. signalgebend) analysiert.
Probenvorbereitung

Pflanzen der Gewichshauskultur

Zur Extraktion der epikutikularen Wachse der Gewéchshauspflanzen wurden jeweils drei
Blatter pro Blattalter und pro Weizensorte fiir 20 s in 20 ml Chloroform geschwenkt
(n = 5). Zur Bestimmung der Grofe der Blattoberflachen wurden die Blitter direkt nach
der Extraktion mit einem Wurzelscanner (LA2400 scanner Whinrhizho, Regent
Instruments Inc, Québec, Canada) gescannt. Die Extrakte wurden jeweils mit 50 pl
Tetracosan (Cy4 Alkan, c = 0,2 mg/ml) als interner Standard versetzt; zur chemischen

Analyse wurde ein 5 ml Aliquot entnommen.

Pflanzen der Freilandkulturen

Das Wachs der Blatter 2, 3 und 4 der Freilandpflanzen wurde sortenweise ebenfalls in
20 ml Chloroform fiir 20 s extrahiert (FK 1: n = 6, FK 2: n = 3). Den Wachsextrakten der
FK 1 wurden jeweils 50 ul Tetracosan (c = 0,2 mg/ml), den Wachsextrakten der FK 2
jeweils 100 pl Tetracosan als interner Standard hinzugefiigt. Allen Extrakten wurde
jeweils ein 0,5 ml Aliquot entnommen. Nach der Standardisierung wurden die Blatter, wie

die der Pflanzen der Gewachshauskultur, zur Bestimmung der Blattoberflache gescannt.
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Kollodiumabhebungen

Die Extraktionsmethode wurde tiberpriift, um sicherzustellen, dass nur epikutikulare und
keine intrakutikularen Wachse extrahiert wurden. Zu diesem Zweck wurden die
Zusammensetzungen chemisch extrahierter Wachse und mechanisch abgehobener
Wachse miteinander verglichen (Haas und Rentschler 1984). Zur mechanischen
Abhebung wurde Kollodium (4 % Nitrocellulose gelost in Ether/Ethanol (Merck,
Darmstadt)) diinn mit einem Pinsel auf eine ca. 1 cm? grofle Flache auf das Weizenblatt
(Porthus, Blattoberseite, Blatt 3, FK 2) aufgetragen (n = 4). Nachdem das Losungsmittel
verdampft war (ca. 30 - 60 s), bildete sich ein diinner polymerer Film aus Nitrozellulose.
Dieser dinne Film (Stripp) und die ihm anhaftenden epikutikularen Wachse wurden mit
einer Pinzette abgezogen und in 4 ml Chloroform gegeben. Die abgehobenen Wachse
wurden durch das Chloroform wieder gelost. Als Negativkontrolle diente ein
Kollodiumstripp von einem Glasobjekttrager. Zur chemischen Analyse der
Kollodiumstripps wurden die Proben mit 50 pl Tetracosan als interner Standard versetzt.

Neben der chemischen Analyse der Zusammensetzung der abgehoben Wachse, wurde die
Qualitat der Abhebungen mittels REM untersucht. Hierfiir wurde das Wachs an einer
Stelle der Blattoberflache insgesamt drei Mal hintereinander mit Kollodium abgehoben.
Sowohl die entwachste Blattflache als auch die Unterseite der Filme mit den abgehobenen

Wachsen wurden mittels REM untersucht (2.1.2, Seite 28 - 29).

Derivatisierung

Alle zu analysierenden Extrakte wurden bei 70 °C unter einem Stickstoffstrom auf ca.
200 pl eingedampft. Die Proben wurden anschlieffend fiir 45 min bei 70 °C mit 20 pl
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) wund 20pul Pyrimidin, als Katalysator
derivatisiert, um die polaren Gruppen der Wachsmonomere zu maskieren und die

Flichtigkeit der Substanzen zu erhohen.

Quantitative Wachsanalyse mittels GC-FID

Die Wachskomponenten wurden mit einem Gaschromatographen (GC; 6890N, Agilent
Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG, Waldbronn) aufgrund unterschiedlicher
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Kettenldngen und Polarititen iiber eine Kapillarsdule (DB-1; 30 m x 0.32 mm, 0,1 pm;
J&W, Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG, Waldbronn) aufgetrennt.
Hierfir wurde 1 pl der Probe auf die Sdule gegeben. Als Tragergas wurde Wasserstoff
verwendet, die Flussrate betrug 2ml/min. Zur quantitativen Analyse der
Wachskomponenten wurde ein Flammenionisationsdetektor (FID) benutzt. Tabelle 2.2

zeigt das verwendete Temperaturprogramm der Analysen.

Tabelle 2.2: Temperaturprogramm der Wachsanalyse mittels GC

Schritt Temperatur
Injektion bei 50 °C

Halten der Temperatur fiir 2 Min 50 °C

Heizen mit 40 °C/Min auf 200 °C
Halten der Temperatur fiir 2 Min 200 °C
Heizen mit 3 °C/Min auf 310 °C

Halten der Temperatur fiir 30 Min. 310 °C

Qualitative Wachsanalyse mittels GC-MS

Zur qualitativen Analyse wurde ein GC, gekoppelt an ein Massenspektrometer (MS, 5973,
Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG, Waldbronn) verwendet. Als
Tragergas diente Helium. Die einzelnen Wachsmonomere wurden anhand ihrer durch
Elektronenstoflionisation entstandenen Fragmente mithilfe der HP-Chemstation Software

(Hewlett Packard Cooperation, Palo Alto, USA) identifiziert.

Wartung der Saule

Vor und nach jeder GC-FID und GC-MS Analyse wurde der Zustand der Saule mithilfe
eines Siurestandards, einem Gemisch aus Tetracosan und drei Monocarbonsduren (Co,
Cs0 und Csy, 1:1:1:1, v/v) Giberprift. Der Sdurestandard wurde wie die Analyte derivatisiert
(Seite 31). Zur Auftrennung wurde das Temperaturprogramm aus Tabelle 2.3 verwendet.
Zur Einschatzung der Saulenqualitit wurde der Quotient aus den Peakflachen von
Tetracosan und der Cs; Saure berechnet. Lag der Wert unter 1,4 musste die Sdulenqualitéat

verbessert werden. Zu diesem Zweck wurde ein Stiick der Saule, das Verunreinigungen
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aufwies, abgeschnitten. Anschlieffend wurde die Sdule bei 310 °C und 140 kPa ausgeheizt,
um Verunreinigungen komplett zu entfernen. Danach wurde die Sdulenqualitdt mithilfe

des Saurestandards nochmals iiberpriift.

Tabelle 2.3: Temperaturprogramm zur Wartung der GC-Saule

Schritt Temperatur
Injektion bei 50 °C

Halten der Temperatur fiir 1 Min 50 °C

Heizen mit 40 °C/Min auf 200 °C
Halten der Temperatur fiir 2 Min 200 °C
Heizen mit 3 °C/Min auf 310 °C

Halten der Temperatur fiir 20 Min. 310 °C

Datenaufbereitung

Die einzelnen Peaks der erzeugten Chromatogramme wurden mit der GC Chemstation
Software (Hewlett Packard Corporation, Palo Alto, USA) integriert. Die weitere
Datenverarbeitung erfolgte in Excel (2010, Version 14, Microsoft, Redmond, USA): Hier
wurden den massenspektrometrisch identifizierten Substanzen die Flachen der einzelnen
Peaks zugeordnet. Die Menge der Substanzen wurde durch die Flachen der Peaks und der
bekannten Masse des internen Standards (IS) berechnet (Formel 2.1) und auf die

Blattoberflache bezogen.

Formel 2.1: Berechnung der Masse der Substanzen:

Fliche des Peaks der Substanz x Masse des IS (ug)
Fliche des Peaks des IS

Masse der Substanz (ug) =

Datenanalyse

Die Daten wurden mithilfe der Software R Studio (R Studio Inc., Ver. 1.1.383, Boston,
USA) ausgewertet. Die Normalverteilung der Daten und die Homogenitédt der Varianzen
wurde mit grafischen Methoden (Boxplots und QQ Plots) iiberpriift. Zur statistischen
Auswertung (p < 0,05) der unterschiedlichen Blatter und Sorten wurde eine ANOVA mit

33



Kapitel 1 Material und Methoden

einem anschliefenden Post Hoc Tukey Test durchgefiihrt. Falls die Voraussetzungen fir
eine ANOVA nicht erfiillt waren, wurde eine Box-Cox-Transformation durchgefiihrt. Zur
Auswertung der unterschiedlichen Kulturen und Methoden wurde jeweils ein t-Test
durchgefiihrt (p < 0,05). Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + der Standardabweichung

angegeben.

2.1.6 Untersuchung der Benetzungseigenschaften

Die Untersuchung der Benetzungseigenschaften sollte zeigen, ob es Unterschiede
zwischen den Sorten (Ponticus, Porthus, Akteur) den Blattseiten (adaxial, abaxial), den
Blattaltern (Blatt 2, 3, 4) oder den Blattrichtungen entlang und senkrecht zu der
Blattaderung gibt (Abbildung 2.2 und Abbildung 2.3). Da die Pflanzen der ersten
Freilandkultur stark befallen waren, wurde auch uberprift, ob sich die
Benetzungseigenschaften der beiden Freilandkulturen voneinander unterschieden. Es
wurden die Kontaktwinkel, die Abrollwinkel und die Hysteresen der Weizenblatter
mithilfe eines Goniometers (OCA 35, DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt)
bestimmt (n = 15). Die Hysteresen wurden auf einer schiefen Ebene kurz vor Abrollen des
Tropfens bestimmt (tilting plate method). Die Kontaktwinkel wurden im ersten Frame der
Videos zur Bestimmung der Hysterese und des Abrollwinkels gemessen. Aufierdem
wurde ermittelt, wie viele der abgelegten Tropfen abrollten. Am Anfang der Experimente
wurde iiberpriift, ob die abgelegten Tropfen zur Basis anders abrollten als zur Spitze des
Blattes. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur mit demineralisiertem Wasser
(Tropfenvolumen: 5 pl) durchgefiihrt.

Die Messungen der Benetzungsparameter erfolgten in zwei Kipp- bzw. Blickrichtungen.
Bei der ersten Art der Messung wurde das Blatt so gekippt, dass die Tropfen longitudinal
zur Blattaderung abrollen konnten. Hierbei wurden die Anzahl der abgerollten Tropfen
und die Abrollwinkel in longitudinaler Richtung und die dazugehérigen Kontaktwinkel
und Hysteresen in Blickrichtung quer zur Blattaderung gemessen. Bei der zweiten Art der
Messung wurde das Blatt so gekippt, dass die Tropfen transversal zur Blattaderung
abrollen konnten. Dabei wurden die Anzahl der abgerollten Tropfen und die Abrollwinkel
in transversaler Kipprichtung und die dazugehorigen Kontaktwinkel und Hysteresen in

Blickrichtung ldngs zur Blattaderung gemessen (Abbildung 2.3).
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Das Benetzungsverhalten der Pflanzen der ersten und zweiten Freilandkultur wurde auf
den abaxialen Seiten des Blattes 3 (Kipprichtung longitudinal und Blickrichtung quer)

miteinander verglichen.

Sorte z.B. Ponticus (+ Porthus, Akteur)
Blatt Blatt 2, 3, 4

Seite adaxial, abaxial

Richtung quer, langs zur Blattaderung
Messung z.B. KW (+ abgerollt, Hyst, AW)

Abbildung 2.2: Durchgefiithrte Untersuchungen zur Bestimmung der Benetzungseigenschaften;
Die Grafik dient der Veranschaulichung der einzelnen Messungen anhand des Beispiels der
Kontaktwinkelmessungen der Sorte Ponticus. KW: Kontaktwinkel, abgerollt: Anteil abgerollter Tropfen,
Hyst: Hysterese, AW: Abrollwinkel

K Kipprichtung longitudinal: abgerollite Tropfen, AW
\
Blickrichtung quer: KW, Hyst
Ts
K g Kipprichtung transversal: abgerollte Tropfen, AW
D —— \
Blickrichtung l&dngs: KW, Hyst

Ts

Abbildung 2.3: Kipp- und Blickrichtungen bei den Messungen der Benetzungseigenschaften; Die
Bestimmung der Benetzungsparameter erfolgte in zwei Kipprichtungen (K) und Blickrichtungen (B). AW:
Abrollwinkel, KW: Kontaktwinkel, Hyst: Hysterese
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Datenanalyse

Die Merkmale (Blattalter, Blattseite, Richtung, Sorte) wurden einzeln betrachtet und
hinsichtlich signifikanter Unterschiede (p < 0,05) mithilfe der Software R Studio (R Studio
Inc., ver. 1.1.383, Boston, USA) untersucht. Wenn der Einfluss eines Merkmals untersucht
wurde, waren alle anderen Merkmale gleich. Um beispielsweise zu iberpriifen, ob sich die
Kontaktwinkel auf Blatt 2, 3 und 4 voneinander unterschieden, wurden die Kontaktwinkel
der unterschiedlich alten Blédtter nur einer Sorte (z.B. Ponticus), nur einer Seite (z.B.
Blattoberseite) und nur einer Richtung (z.B. quer) miteinander verglichen.

Insgesamt wurden so pro Variable (Kontaktwinkel, Hysterese, Abrollwinkel, Anteil
abgerollter Tropfen) bei der Untersuchung der Richtung und der Blattseite 18 Vergleiche
angestellt, bei den Blattaltern und den Sorten jeweils 12. Die Voraussetzungen fiir
parametrische Tests wurden grafisch (Boxplots und QQ Plots) gepriift. Bei Erfiillung der
Voraussetzungen wurde ein t-Test zum Vergleich der Werte der unterschiedlichen
Richtungen, der Blattseiten und der unterschiedlichen Kulturen durchgefithrt. Zum
Vergleich der Werte der verschiedenen Bléitter und Sorten wurde eine ANOVA mit
anschlieffendem Post Hoc Tukey Test durchgefiihrt. Bei einem Verstof3 gegen die
Voraussetzungen wurden die Werte der Richtungen, der Blattseiten und der Kulturen mit
einem Wilcoxon Rangsummen Test getestet. Die Werte der Blatter und Sorten wurden
mit einem Kruskal Wallis Test mit anschlieBendem Post Hoc Dunn Test gepriift. Das
Signifikanzniveau betrug bei allen Tests 0,05. Die Kontaktwinkel, die Hysteresen, die
Abrollwinkel der Blatter der ersten Freilandkultur und die Anzahl der abgerollten
Tropfen wurden gegeneinander aufgetragen, um zu uberprifen, ob es einen
Zusammenhang zwischen den einzelnen Benetzungsparametern gab. Alle Ergebnisse sind

als Mittelwerte + der Standardabweichung angegeben.

2.1.7 Bestimmung der Krankheitsschwere

Die Krankheitsschwere (Anteil der betroffenen Flache pro Blatt, James und Shih 1973) der
verschiedenen Weizensorten wurde auf den Blattober- und Blattunterseiten der Pflanzen
der zweiten Freilandkultur im Entwicklungsstadium BBCH 65 untersucht. Hierfiir
wurden pro Sorte bei jeweils zehn Pflanzen das Fahnenblatt und das erste, das zweite und

das dritte darunterliegende Blatt abgeschnitten und mit dem Wurzelscanner gescannt.
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Mithilfe der Software wurden anhand von zuvor zugeteilten Farbwerten befallene Flachen
von gesundem Gewebe unterschieden. Der Anteil der befallenen Flachen von der

gesamten Blattoberflache der verschiedenen Weizenblatter wurde in R Studio berechnet.

Datenanalyse

Es wurde mit einem Wilcoxon Vorzeichen Rang Test in R Studio gepriift, ob der Befall der
Blattoberseite und der Befall der Blattunterseite unterschiedlich waren. Die Unterschiede
zwischen den Sorten wurden mit einem Kruskal-Wallis Test und anschlieBendem Post
Hoc Dunn Test analysiert. Der Befall auf den unterschiedlichen Blattern wurde sorten-
tibergreifend mit einem Friedman Test und anschlielendem Post Hoc Test nach Nemenyi
untersucht. Das Signifikanzniveau war bei allen Tests 0,05. Die Ergebnisse sind als

Mittelwerte + der Standardabweichung angegeben.
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2.1.8 Ubersicht der durchgefiihrten Experimente

Zur besseren Ubersicht der durchgefithrten Experimente dieses Kapitels sind diese in

Tabelle 2.4 zusammengefasst.

Tabelle 2.4: Ubersicht der durchgefithrten Experimente

Experiment Parameter Kultur
Untersuchung der Wachsmorphologie Blattalter GH

Blattseite GH

Sorte GH,FK 1,FK 2
Ermittlung der Extraktionszeit Extraktionsdauer ~GH
Wachsextraktion fiir Rekristallisation - FK 1
Untersuchung der Wachschemie Blattalter GH

Sorte GH,FK 1,FK 2

Kultur GH vs. FK 1, FK 1 vs FK 2

Methode FK 2
Untersuchung der Blattalter FK 1
Benetzungseigenschaften Blattseite FK 1

Richtung FK 1

Sorte FK 1

Kultur FK 1vs. FK 2
Untersuchung der Krankheitsschwere Blattalter FK 2

Sorte FK 2

GH: Gewiachshauskultur; FK: Freilandkultur

38



Kapitel 1 Ergebnisse

2.2 Ergebnisse

2.2.1 Untersuchung der Wachsmorphologie

Auf den Weizenblattern der drei verschiedenen Sorten der Gewiachshauskultur waren
sowohl auf der abaxialen als auch auf der adaxialen Blattseite Wachsschiippchen. Auch
auf den unterschiedlich alten Blattern waren die gleichen Wachsstrukturen vorhanden.
Die Schiippchen hatten irreguldre Rdnder und standen sehr dicht. Abbildung 2.4 zeigt die
Wachsstrukturen auf Blatt 3 der verschiedenen Sorten, exemplarisch fiir Blatt 2 und 4.
Auch bei den Pflanzen, die im Freiland angezogen wurden, waren Wachsschiippchen auf
der abaxialen und auf der adaxialen Blattseite. Hier waren ebenfalls bei allen drei Sorten

die gleichen Strukturen vorhanden.
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Abbildung 2.4: REM Mikrographien der Wachsschiippchen der adaxialen und abaxialen
Blattseiten (Blatt 3) der verschiedenen Weizensorten der Gewichshauskultur; a), ¢) und e): adaxiale
Blattseite; b), d), und f) abaxiale Blattseite; a) und b): Ponticus; c) und d): Porthus; e) und f) Akteur;
Groflenbalken: 1 pm
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2.2.2 Untersuchung der Blattoberfliche der Pflanzen der Freiland-

kulturen

Die Pflanzen der ersten Freilandkultur waren von verschiedenen Schédlingen befallen.
Die Blatter wiesen Schiden durch das Getreidehdhnchen (Oulema sp.) auf (Abbildung
2.5a). Die Larve des Kéfers frisst Zellschichten zwischen der Blattnervatur ab, sodass mit
blolem Auge streifenformige Locher erkennbar sind. Auflerdem zeigten die Pflanzen
gelbe Flecken des Gelbrosts (Puccinia striiformis) und weifle Pusteln des Mehltaus
(Abbildung 2.5b, c¢). Es wurden auch Chasmothecien (vormals Kleistothecien) von
B. graminis auf den Weizenblattern identifiziert. Die brauen Fruchtkoper waren
eingebettet in einem weillen Hyphengeflecht (Abbildung 2.5e, f). Auf den mikro-
skopischen Aufnahmen waren die Konidienketten des Mehltaus und die rostbraunen
Sporen des Gelbrosts eindeutig zu erkennen (Abbildung 2.5b, d). Die REM-Aufnahmen
zeigten zudem die Mikrostruktur der Verteilungsformen und deutliche Schiden in der

Wachsschicht (Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.5: Mikroskopische Aufnahmen infizierter Weizenblatter; a) Frafispuren der Larve des
Getreidehahnchens, Vergroflerung: 100 x; b) Rostpilzbefall, Vergroflerung: 100 x; ¢) Mehltaupustel aus
Konidienketten, Vergréflerung: 100 x; d) kettenférmige Konidientrdger und Konidien des Mehltaus,
Vergrofierung: 600 x; e) dunkelbraune Mehltau Chasmothecien eingebettet im weiflen Hyphengeflecht,
Vergrofierung 100 x; f) Nahaufnahme eines Chasmotheciums im Hyphengeflecht, Vergrofierung: 500 x
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Abbildung 2.6: REM Mikrographien der Blattoberflichen im Freiland Kkultivierter
Weizenpflanzen; a) Mehltau Mycelium und Konidientriger auf Epidermiszellen, Groflenbalken: 40 pm; b)
Mehltaukonidie mit primarem Keimschlauch, Gréflenbalken: 4 pm; c) Schiden in der Wachschicht auf der
Blattoberflache, Grofienbalken: 10 um; d) Rostpilzsporenlager, Groflenbalken: 20 pm

2.2.3 Wachsextraktion fur die Rekristallisation

Das epikutikulare Wachs der Weizensorten Ponticus, Akteur und Porthus wurde mittels
Chloroform fiir die folgenden Rekristallisationen in groflem Umfang extrahiert. Es
konnten 5.495,9 mg Ponticus Wachs, 578,7 mg Akteur Wachs und 645,9 mg Porthus

Wachs gewonnen werden.
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2.2.4 Ermittlung der Extraktionszeiten

Die Weizenblatter wurden fiir 15 s und 20 s in Chloroform eingetaucht und anschlieflend
mittels REM untersucht, um eine geeignete Extraktionszeit fiir die Wachsanalytik zu
bestimmen. Die REM Mikrographien der extrahierten Oberflichen zeigten keinen
Unterschied zwischen den zwei Extraktionszeiten, aber einen deutlichen Unterschied zur
nativen Blattoberfliche. Durch die Extraktion mit Chloroform wurden bei 15 s und bei
20 s die dreidimensionalen Strukturen entfernt, es waren keine Wachsschiippchen mehr
vorhanden. Als Extraktionszeit wurden 20s gewahlt. Abbildung 2.7 zeigt eine

Blattoberfliche vor und nach der Extraktion mit Chloroform fiir 20 s.

Abbildung 2.7: REM Mikrographien der Blattoberflichen; a) intakte native Blattoberfliche mit
Wachsschiippchen (Ponticus, Blattoberseite, Blatt 2); b) Blattoberfliche nach der Wachsextraktion mit
Chloroform (Extraktionsdauer: 20 s, Ponticus, Blattoberseite, Blatt 2); Groflenbalken: 10 um
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2.2.5 Untersuchung der Wachschemie

Das Wachs der verschiedenen Blitter, Sorten, und Kulturen wurde analysiert, um die
Wachsmonomere zu identifizieren. Auflerdem wurde gepriift, ob es aufgrund dieser
Merkmale Unterschiede in der Wachszusammensetzung gab. Es wurden Aldehyde (Cy -
Cs0, C32), Alkohole (Cy4 - C3g, Cs4), Sduren (Cyz, Ca4, Cag, C30, C32, C34) und Ester (Cy2, Cya,
Cas, Cas) als Wachsbestandteile identifiziert. Die totalen Wachsmengen lagen zwischen
19,96 pg/cm® und 8,97 pg/cm?®. Das Weizenwachs bestand vorwiegend aus Alkoholen
(75,4 - 84,4 %). Die Hauptkomponenten des Weizenwachses bildete der Cjs Alkohol
1-Octacosanol (56,7 - 77,4 %). Ester (6,5 - 8,2 %) und Aldehyde (6,2 - 13,4 %) stellten einen
geringen Teil des Weizenwachses dar. Der Cys Aldehyd 1-Octacosanal machte 2,2 - 4,2 %
des Gesamtwachses aus. Die absoluten Mengen des Cy3 Aldehyds lagen deutlich unter
1 ug/cm? (0,22 - 0,79 pg/cm?). Die Anteile des Cy¢ Aldehyds 1-Hexacosanal waren mit 0,1 -
0,9 % sehr gering. Die Mengen lagen maximal bei 0,17 pg/cm?. Sauren wurden auch nur
in Spuren unter 0,5pg/cm? nachgewiesen. Sie bildeten mit 1,1-3,5% die geringste

funktionelle Gruppe des Weizenwachses (Seite 48 ff.).

Vergleich chemisch extrahierter und mechanisch abgehobener Wachse

Zur Uberprifung der Extraktionsmethode wurde die Zusammensetzung des Wachses, das
mit Chloroform extrahiert wurde, mit der Zusammensetzung des Wachses, das
mechanisch mithilfe von Kollodium abgehoben wurde, verglichen. Im Kollodiumstripp
wurden bis auf die Csq Sdure die gleichen Substanzen wie im Extrakt nachgewiesen
(Abbildung 2.8). Die Anteile der Wachskomponenten waren bei beiden Methoden &hnlich.
Im Extrakt war der Anteil des Cys Aldehyds mit 2,2 + 0,4 %, des Cys Alkohols mit
7,6 £ 0,1 % und der des Cjs Alkohols mit 63,4 + 0,5 % etwas geringer als im Kollodium-
abzug mit 5,2 £ 1,3 % (Czs Aldehyd), mit 9,2 + 0,8 % (Cz Alkohol) und mit 67,8 + 2,8 %
(Cys Alkohol). Die Anteile der Substanzklassen der Alkohole, der Aldehyde und der Ester
waren bei beiden Methoden gleich. Nur der Anteil der Sduren war im Extrakt mit

2,8 £ 0,3 % etwas hoher als bei den mechanisch abgehoben Wachsen mit 1,2 + 0,2 %.
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Abbildung 2.8: Vergleich der Wachszusammensetzung chemisch extrahierter und mechanisch
abgehobener Wachse; Extrakt: Wachse die durch Schwenken der Blitter in Chloroform (20 s) extrahiert
wurden; Kollodium: Wachse die mittels Kollodium von der Blattoberfliche abgehoben wurden und
anschlieffend in Chloroform gelost wurden; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Mengen bzw. Anteilen der jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch einen t-Test).
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Die REM Mikrographen der Blattoberfliche zeigen, dass durch das Kollodium die
epikutikularen Wachse mit dem ersten Stripp bereits entfernt wurden (Abbildung 2.9a).
Die REM Aufnahmen der Unterseite des ersten Kollodiumstripps zeigten deutlich die
abgehobenen Wachsstrukturen (Abbildung 2.9b). Mit dem zweiten und dritten Stripp

wurden noch einige wenige Wachsreste entfernt (Abbildung 2.9¢c und d).

Abbildung 2.9: REM Mikrographien einer Blattoberfliche nach Wachsabhebung und der
Unterseite der Kollodiumabziige; a) Weizenblattoberfliche nach mechanischer Wachsabhebung mittels
Kollodium; links: wachsfreie Flache, rechts: Blattoberfliche mit nativen Wachskristallen; b) erster
Kollodiumabzug mit abgehobenen Wachskristallen, c) zweiter Kollodiumabzug und d) dritter Kollodium-
abzug mit wenigen Wachsresten, Groflenbalken: 10 pm
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Vergleich der verschiedenen Blitter

Die Wachschemie der unterschiedlich alten Blitter der Gewiachshauspflanzen wurde
getrennt analysiert, um zu klaren, ob sich die Wachszusammensetzung mit dem Alter der
Blatter verandert. Alle drei Sorten zeigten bei der Zusammensetzung der Wachs-
monomere ein dhnliches Muster. Die Ergebnisse der Wachsanalyse der Sorten Porthus
und Akteur sind im Anhang beigefiigt (Abbildung 10.1 und Abbildung 10.2). Abbildung
2.10 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Wachsanalyse der Sorte Ponticus. Die totale
Wachsmenge stieg mit zunehmenden Blattalter an: Auf Blatt 2 betrug die Wachsmenge
11,49 + 1,17°pg/cm? auf Blatt 3 13,64 + 0,8 pg/cm? und auf Blatt 4 17,35 £ 1,55°ug/cm? Die
Hauptkomponente bildete bei allen Blattern der C,s Alkohol. Auf Blatt 4 war der
Cys Alkoholgehalt mit 12,88 + 1,22°ug/cm”? am hochsten, gefolgt von Blatt 3 mit
10,19 + 0,62°ug/cm?. Auf Blatt 2 war dieser mit 8,61 + 0,82°ug/cm?® am niedrigsten. Auch
der Gehalt von 1-Octacosanal (Cys Aldehyd) war auf Blatt 4 mit 0,64 + 0,05 hoher als auf
Blatt 3 mit 0,52 + 0,06 pg/cm? und auf Blatt 2 mit 0,48 + 0,08 ug/cm?. Bei der Sorte Porthus
wurde auch auf Blatt 4 mehr Cjyg Alkohol extrahiert als auf Blatt 2 und 3. Bei der Sorte
Akteur war der Cys Alkoholgehalt bei allen Blattern gleich. Bei den tibrigen Substanzen
war die Menge auf Blatt 2 auch meist geringer als auf Blatt 4. Der Unterschied zwischen
Blatt 2 und 4 wurde auch bei den anderen Sorten beobachtet. Die Mengen auf Blatt 3
lagen oft zwischen denen von Blatt 2 und 4. Bei der Sorte Ponticus unterschieden sich die
Wachsmengen auf Blatt 3 oftmals nicht von denen auf Blatt 2, bei der Sorte Akteur meist
nicht von denen auf Blatt 4 und bei der Sorte Porthus von keinem der beiden anderen
Blatter.

Bei der relativen Wachszusammensetzung wurden weniger Unterschiede festgestellt
(Abbildung 2.10b). Der Anteil der Hauptkomponente war auf allen drei Blittern gleich:
Auf Blatt 2 entsprach der Cjs Alkohol 75+ 0,6 % des Gesamtwachses, auf Blatt 3
74,7+ 0,4 % und auf Blatt 4 74,2 £ 0,5 %. Auch der Anteil des Cjs Aldehyds war mit
4,2 + 0,5 % auf Blatt 2 mit 3,8 + 0,4 % auf Blatt 3 und mit 3,7 + 0,4 auf Blatt 4 gleich grof3.
Auch bei den Sorten Akteur und Porthus wurden in der relativen Betrachtung weniger
Unterschiede festgestellt. Bei keiner Sorte unterschieden sich die Anteile des C25 Alkohols
oder des Cys Aldehyds der unterschiedlich alten Blatter. Fiir die folgenden Versuche

wurden deswegen Blatt 2, 3 und 4 pro Sorte gemeinsam betrachtet.
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Wachszusammensetzungen der verschiedenen Blitter der Weizensorte Ponticus

der Gewichshauskultur; a) absolute und b) relative Zusammensetzung; Unterschiedliche Buchstaben

Abbildung 2.10

zwischen den Mengen bzw. Anteilen der jeweiligen

signifikante Unterschiede
Wachskomponente (p > 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschliefendem Post Hoc Tukey Test)

kennzeichnen
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Vergleich der verschiedenen Sorten

Die Zusammensetzung der epikutikularen Wachse der drei verschiedenen Weizensorten
Ponticus (geringe Anfilligkeit), Porthus (mittlere Anfilligkeit) und Akteur (hohe
Anfalligkeit) wurden miteinander verglichen, um zu uberpriifen, ob es Unterschiede

zwischen den Sorten gab.

Gewddchshauskultur

Bei den Pflanzen der Gewéachshauskultur wurden bei allen drei Sorten die gleichen
Wachskomponenten nachgewiesen (Abbildung 2.11). Die Gesamtwachsmenge war bei
allen drei Sorten gleich (Ponticus: 14,16 + 2,75 pg/cm?, Porthus 15,99 + 3,38 pg/cm® und
Akteur: 16,90 # 3,27 uyg/cm?®). In dem Wachs der Sorte Ponticus war mit
10,56 + 2,01 pg/cm? etwas weniger Cys Alkohol enthalten, als in dem Wachs der Sorte
Akteur mit 12,96 = 2,51 pg/cm? Der Cys Alkoholgehalt der Sorte Porthus unterschied sich
mit 11,37 + 2,38 pg/cm’® von keinem der beiden anderen Sorten. 1-Hexacosanal
(Cg6 Aldehyd, 0,02 + 0,01 pg/cm? - 0,14 * 0,04 pg/cm?), 1-Tetracosanol (Cy4 Alkohol,
0,04 + 0,01 - 0,08 £ 0,01 pg/cm?), 1-Hexacosanol (Cy6 Alkohol, 0,46 + 0,11 -
1,47 £ 0,31 pg/cm?) und 1-Nonacosanol (Cgz9 Alkohol, 0,02 + 0,01 - 0,04 + 0,01 pg/cm?)
wurden in allen drei Sorten in verschiedenen Mengen detektiert. Im Vergleich zu Porthus
und Akteur war bei Ponticus der Gehalt des Cz; Aldehyds (0,06 + 0,02 pg/cm?) geringer als
bei den beiden anderen Sorten. Daneben wurden im Wachs der Sorte Ponticus drei
Sauren (Cyg, C24 und Csp) in anderen Mengen gefunden als im Wachs der beiden anderen
Sorten. Alle drei Sduren wurden in geringen Mengen unter 0,05 pg/cm?® nachgewiesen.
Das Wachs der Sorte Akteur enthielt mehr von dem Csy Aldehyd (0,17 £ 0,03 pg/cm?),
dem Cs;; Aldehyd (0,06 + 0,01 pg/cm?), dem Csy Alkohol (0,50 £ 0,09 pg/cm?®) und der
Cs0 Saure (0,08 + 0,02 pg/cm?®) als das Wachs der Sorten Porthus und Ponticus. Der Gehalt
des Cjs Aldehyds war in allen drei Sorten gleich (Ponticus: 0,55 + 0,10 pg/cm?, Porthus:
0,54 £ 0,15 cm?, Akteur: 0,63 + 0,16 pg/cm?).

In der relativen Betrachtung wurden mehr Unterschiede festgestellt als bei den absoluten
Mengen der Wachskomponenten (Abbildung 2.11b). Der Anteil der Hauptkomponente
(Cas Alkohol) war bei Akteur mit 76,68 + 0,74 % am hochsten. Bei Ponticus war er mit

74,64 £ 0,56 % am zweithochsten. Bei Porthus war er mit 71,18 + 1,28 % am niedrigsten.
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Auch bei vier weiteren Alkoholen (Cz4, Cs6, Co9 und Csp) waren die Anteile bei den drei
Sorten jeweils verschieden. Wie bei dem C;g Alkohol war der Anteil des Csy Alkohols bei
Akteur mit 2,97 + 0,15 % am hochsten und bei Porthus mit 2,28 + 0,16 % am niedrigsten.
Bei dem C24 und dem Cy¢ Alkohol verhielt es sich genau umgekehrt. Bei diesen Alkoholen
waren die Anteile bei Akteur mit 0,22 + 0,02 % und 2,72 + 0,21 % am niedrigsten und bei
Porthus mit 0,53 + 0,04 % und 9,20 * 0,38 % am hochsten. Der Aldehydanteil im Wachs
der Sorte Akteur war mit 7,31 + 0,79 % etwas hoher als im Wachs der Sorte Ponticus mit
6,49 + 0,55 %. Bei dem Csp und dem Cs; Aldehyd wurde bei Akteur mit 1,08 + 0,33 % und
0,37 + 0,07 % ein groferer Anteil festgestellt als bei den beiden anderen Sorten. Der Anteil
des Cys Aldehyds in dem Wachs der Sorte Akteur unterschied sich mit 3,71 + 0,54 %
weder von dem der Sorte Ponticus noch von dem der Sorte Porthus. Bei allen drei Sorten
bildete der Cjs Aldehyd den grofiten Anteil der Aldehyde. Bei zwei Aldehyden (Cay, Ca7)
und einer Sdure (C,4), unterschieden sich die Anteile bei allen drei Sorten. Akteur hatte
z.B. den geringsten Anteil des Cy¢ Aldehyds (0,12 + 0,04 %), Ponticus den zweitgrof3ten
(0,52 £ 0,07 %) und Porthus den grofiten Anteil (0,84 + 0,18 %). Bei einem Aldehyd
(C29 Aldehyd) hatte Ponticus mit 1,00 + 0,22 % einen geringeren Anteil als Akteur und
Porthus. Daneben war bei Ponticus der Anteil zweier Sauren (Cyz und Csys) grofler als bei
den beiden anderen Sorten. Beide Sduren machten jeweils weniger als 0,1 % des
Gesamtwachses aus. Bei vier Substanzen (Cj; und Cs4 Alkohol, C44 und Cg4 Ester)
unterschieden sich die Anteile bei Porthus von denen der beiden anderen Sorten. Auch
hier waren die Anteile der Substanzen sehr gering: Die Anteile des Cj; und des
Cs4 Alkohols waren beispielsweise bei Porthus mit 0,97 + 0,38 % und 0,43 + 0,06 % grofler,

als bei Ponticus und Akteur.
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Abbildung 2.11: Wachszusammensetzungen der verschiedenen Weizensorten der Gewichshaus-
kultur; a) absolute Zusammensetzung, b) relative Zusammensetzung (Pon: Ponticus, Port: Porthus, Akt:
Akteur); Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen bzw.
Anteilen der jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post

Hoc Tukey Test).
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Erste Freilandkultur

Auch die Wachschemie der Pflanzen der Freilandkulturen wurde hinsichtlich sorten-
spezifischer Unterschiede untersucht (Abbildung 2.12). Die totalen Wachsmengen der drei
Sorten Ponticus (15,68 + 0,68 pg/cm?), Porthus (15,06 + 1,72 pg/cm®) und Akteur
(16,61 * 2,05 pg/cm?) der ersten Freilandkultur unterschieden sich nicht. Bei der Menge
der Hauptkomponente, dem Cjg Alkohol, wurden Unterschiede festgestellt: Im Wachs
der Sorte Porthus war der Cys Alkohol Gehalt mit 10,65 + 1,17 pg/cm? niedriger als in dem
Wachs der Sorte Akteur mit 12,86 + 1,66 pg/cm®. Der Cjg Alkoholgehalt der Sorte
Ponticus unterschied sich mit 11,71 + 0,54 pg/cm? von keinem der beiden anderen Sorten.
Die Menge des Cy¢ Alkohols war in allen drei Sorten verschieden. Die geringste Menge
wurde bei Akteur mit 0,57 + 0,06 pg/cm?® festgestellt, die hochste bei Porthus mit
1,36 + 0,16 pg/cm?. Bei Ponticus lag die Menge mit 0,91 + 0,05 pg/cm? zwischen denen der
beiden anderen Sorten. Dennoch war in allen drei Sorten der Cys Alkohol in allen drei
Sorten der zweithdufigste Alkohol. Bei dem Czg Aldehyd unterschied sich Ponticus von
den beiden anderen Sorten: In dem Wachs der Sorte Ponticus war der Cy3 Aldehydgehalt
mit 0,65 * 0,10 pg/cm? hoher als in dem der Sorte Porthus mit 0,47 + 0,07 pg/cm? und in
dem der Sorte Akteur mit 0,50 + 0,04 pg/cm?®. Der Cy; und der Cy9 Aldehyd Gehalt war in
allen drei Sorten verschieden: In Akteur waren sie mit 0,14 + 0,02 pg/cm® und
0,34 + 0,03 pg/cm? am hochsten, gefolgt von Porthus mit 0,09 £ 0,01 pg/cm® und
0,22 £ 0,02 pg/cm?®. Bei Ponticus wurden mit 0,04 + 0,00 pg/cm? und 0,16 + 0,02 pg/cm? die
geringsten Mengen dieser Aldehyde gefunden. Bei den anderen Aldehyden war kein
einheitliches Muster erkennbar.

In allen drei Sorten waren die relativen Anteile mehrerer Wachskomponenten
verschieden (Abbildung 2.12b). Unter anderem unterschieden sich die Anteile von drei
Alkoholen (Cz4, Cy6 und Cyg). Der Cgzg Alkohol war in allen drei Sorten die Haupt-
komponente des Wachses. Bei Akteur war der C,s Alkohol Anteil mit 77,38 + 0,72 % am
hochsten. Der zweithochste Anteil wurde bei Ponticus mit 74,66 + 0,93 % festgestellt. Bei
Porthus war der C,s Alkoholanteil mit 70,76 + 1,24 % am niedrigsten. Bei dem C,4 Alkohol
und dem Cy Alkohol verhielt es sich umgekehrt: Bei Akteur waren die Anteile mit
0,33 + 0,04 % (Cz4 Alkohol) und 3,48 + 0,54 % (Cys Alkohol) am niedrigsten. Bei Porthus

waren sie mit 0,60 + 0,04 % und 9,03 £ 0,21 % am hochsten. Bei Ponticus lagen die Anteile
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mit 0,42 £ 0,03 % (Cy4 Alkohol) und 5,81 + 0,15 % (Cs¢ Alkohol) zwischen den Anteilen der
beiden anderen Sorten. Die Anteile des Cs3p und des Cs4 Alkohols und des Csy Aldehyds
waren bei Ponticus (0,32 + 0,04 %, 2,49 + 0,15 % und 0,44 + 0,4 %) und Akteur (0,33 + 0,4 %,
2,41+ 0,22 % und 0,39 + 0,6 %) gleich. Bei Porthus lag der Anteil des Cs4 Alkohols mit
0,54 + 0,03 % Uber dem der beiden anderen Sorten. Die Anteile des Csg Alkohols
(2,13 £ 0,05 %) und Csy Aldehyds (0,27 + 0,02 %) lagen unter denen der beiden anderen
Sorten. Wie bei den absoluten Werten unterschieden sich die Anteile des C,; und
C29 Aldehyds bei allen drei Sorten voneinander: Bei Akteur waren die Anteile des Cy;7 und
des Cy9 Aldehyds mit 0,81 + 0,11 % und mit 2,04 + 0,09 % am hochsten, in Porthus waren
sie mit 0,57 £ 0,07 % und mit 1,46 = 0,09 % am zweithochsten. Bei Ponticus waren die
Anteile mit 0,25+ 0,02 % (Cy7 Aldehyd) und mit 1,01 £0,11 % (Cgz9 Aldehyd) am
niedrigsten. Die Anteile des Cy3 Aldehyds waren bei Porthus und Akteur mit 3,13 + 0,29 %
und 3,02 £ 0,29 % gleich. Ponticus hatte mit 4,15+ 0,59 % einen hoéheren Anteil des
Cas Aldehyds.
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Abbildung 2.12: Wachszusammensetzungen der verschiedenen Weizensorten der ersten Freiland-

kultur; a) absolute Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung (Pon: Ponticus, Port: Porthus, Akt:

Akteur); Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen bzw.

Anteilen der jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post

Hoc Tukey Test).
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Zweite Freilandkultur

Bei den Pflanzen der zweiten Freilandkultur gab es bei der Halfte der Substanzen keinen
Unterschied zwischen den verschiedenen Sorten (Abbildung 2.13). Die Gesamt-
wachsmenge der drei Sorten war gleich. Ponticus hatte eine Wachsbelegung von
9,38 + 2,91 pg/cm?, Porthus von 10,35 + 0,55 pg/cm? und Akteur von 8,97 + 0,81 pg/cm?®.
Bei der Hauptkomponente, dem Cs,s Alkohol, konnte auch kein Unterschied festgestellt
werden. In dem Wachs der Sorte Ponticus waren 5,35 * 2,23 pg/cm? in dem der Sorte
Porthus 6,56 + 0,32 pg/cm? und in dem der Sorte Akteur 6,78 + 0,84 pg/cm? Cys Alkohol
enthalten. In allen drei Sorten wurden die gleichen Mengen des Czg Aldehyds gefunden
(Ponticus: 0,29 £ 0,04 ug/cm?, Porthus: 0,22 £ 0,4 pg/cm?®, Akteur: 0,25 + 0,03 pg/cm?). Der
Gehalt des Cs4 Alkohols war in dem Wachs der Sorte Akteur mit 0,03 + 0,0 pg/cm?
geringer als in dem Wachs der Sorten Ponticus mit 0,07 + 0,01 pg/cm? und Porthus mit
0,08 + 0,01 pg/cm?® Der Gehalt des Cy4 Alkohols war bei Ponticus mit 0,12 + 0,03 pg/cm?
doppelt so hoch wie bei Akteur mit 0,06 + 0,01 pg/cm?. Der Gehalt des Cy¢ Alkohols war
bei Akteur mit 0,31 + 0,03 pg/cm?” auch geringer als bei Ponticus mit 0,48 + 0,04 pg/cm®.
Der hochste Cy Alkoholgehalt wurde mit 0,79 + 0,04 pg/cm? bei Porthus festgestellt. Der
Gehalt des Cy9 Aldehyds unterschied sich auch bei allen drei Sorten: Bei Akteur wurde
der geringste (0,18 + 0,01 pg/cm?), bei Porthus die zweitgrofite (0,30 + 0,01 pg/cm?) und
bei Ponticus die hochste Menge (0,34 + 0,01 pg/cm?) dieses Aldehyds nachgewiesen. Der
Cy6 und der C,; Aldehyd wurden bei Akteur in geringeren Mengen (0,01 + 0,01 pg/cm?,
0,09 + 0,02 pg/cm?) gefunden als bei Ponticus (0,06 + 0,01 pg/cm?, 0,17 + 0,01 pg/cm?) und
Porthus (0,05 + 0,01 pg/cm?, 0,14 + 0,01 pg/cm?). Auch bei den anderen Substanzen, bei
denen Unterschiede festgestellt worden waren, hatte Akteur weniger des Stoffes als
mindestens eine der beiden anderen Sorten.

Die relativen Anteile des Cy5 und des Cy Alkohols waren in allen drei Sorten verschieden
(Abbildung 2.13b): Der hochste Anteil des Cjg Alkohols wurde bei Akteur mit
75,46 + 3,18 % festgestellt, der zweithochste bei Porthus mit 63,38 + 0,45 % und der
niedrigste bei Ponticus mit 56,69 + 3,09 %. Der Anteil des Cys Alkohols war bei Porthus
mit 7,61 + 0,09 % am hochsten, bei Ponticus mit 5,11 #+ 0,09 % am zweithochsten und bei
Akteur mit 3,45+ 0,14 % am geringsten. Auch die Anteile der iibrigen Wachs-

komponenten, bei denen Unterschiede festgestellt worden waren, waren bei Akteur
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niedriger als bei einer der beiden anderen Sorten. So waren beispielsweise die Anteile des
Cy4 Alkohols und des Cyy Aldehyds bei Akteur mit 0,66 0,17 % und 1,97 £ 0,18 %
geringer als bei Ponticus mit 1,28 * 0,29 % und 3,70 + 0,17 %. Der Anteil des Cy; Aldehyds
war bei Akteur mit 0,09 + 0,08 % niedriger als bei Ponticus mit 0,64 + 0,10 % und bei
Porthus mit 0,45 + 0,10 %. Die Anteile des C28 Aldehyds und der anderen Aldehyde (Cy7,
Cs0 und Cs,) waren gleich.

Zusammenfassend ist festzuhalten: Die jeweiligen Gesamtwachsmengen der ver-
schiedenen Sorten waren in allen drei Kulturen gleich (Abbildung 2.11a, Abbildung 2.12a
und Abbildung 2.13a). Der Gehalt des C23 Aldehyds unterschied sich nur bei den Pflanzen
der ersten Freilandkultur, hier hatten Ponticus einen hoheren Gehalt des C23 Aldehyds als
Porthus und Akteur (Abbildung 2.12a). Bei den Pflanzen der ersten Freilandkultur und bei
den Gewichshauspflanzen unterschied sich auch die Menge des Cys Alkohols (Abbildung
2.11a und Abbildung 2.12a): Bei der Sorte Akteur wurde in beiden Kulturen mehr
C,s Alkohol detektiert als bei den anderen Sorten. Bei den Pflanzen der Gewachs-
hauskultur war der Gehalt des Cjs Alkohols bei Akteur grofler als bei Ponticus, bei den
Pflanzen der ersten Freilandkultur war er grofier als bei Porthus. Im Wachs der Pflanzen
der ersten Freilandkultur war der relative Anteil des Cys Aldehyds bei Ponticus am
hochsten (Abbildung 2.12b). Bei den Pflanzen der Gewachshauskultur hatte Ponticus
einen hoheren Anteil dieses Aldehyds als Porthus (Abbildung 2.11). Die relativen Anteile
des Cyg Alkohols der verschiedenen Sorten unterschieden sich in allen drei Kulturen
voneinander. In allen drei Kulturen hatte Akteur den hochsten Anteil des Czg Alkohols

(Abbildung 2.11b, Abbildung 2.12b und Abbildung 2.13b).
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Wachszusammensetzungen der verschiedenen Weizensorten der zweiten

Abbildung 2.13

Freilandkultur; a) absolute Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung (Pon: Ponticus, Port:

Porthus, Akt: Akteur); Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Mengen bzw. Anteilen der jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit

anschlieBendem Post Hoc Tukey Test).
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Vergleich der Kulturen

Die Wachschemie der Weizenpflanzen der verschiedenen Kulturen wurde miteinander
verglichen, um zu testen, ob die Anzuchtsbedingungen einen Einfluss auf die

Wachschemie hatten.

Vergleich der Gewdchshauskultur und der ersten Freilandkultur

Abbildung 2.14 zeigt den Vergleich der chemischen Zusammensetzung der Wachse der
Gewaiachshauskultur und der ersten Freilandkultur der Sorte Ponticus. Die Gegen-
tiberstellungen der beiden anderen Sorten sind im Anhang beigefiigt (Abbildung 10.3 und
Abbildung 10.4). Die Gesamtwachsmenge der Pflanzen, die im Gew#chshaus kultiviert
wurden, unterschied sich bei keiner Sorte von der Gesamtwachsmenge der Pflanzen der
ersten Freilandkultur. Bei allen drei Sorten war der Gehalt der Hauptkomponente
(Cgs Alkohol) in beiden Kulturen gleich. Der Gehalt des Czs Aldehyds war bei Ponticus
(GH: 3,9 £ 0,45 pg/cm?, FK 1: 4,15 + 0,58 pg/cm?) und bei Porthus (GH: 3,38 + 0,67 pg/cm?,
FK 1: 3,13 + 0,29 pg/cm?) bei beiden Kulturen gleich. Bei Akteur enthielt das Wachs der
Pflanzen der Gewéachshauskultur mit 0,63 £ 0,16 pg/cm® mehr Cys Aldehyd als das der
Pflanzen der Freilandkultur mit 0,50 + 0,04 pg/cm? Bei allen drei Sorten waren die
Mengen der Aldehyde der beiden Kulturen gleich. Im Wachs der Pflanzen der
Freilandkultur war weniger von der Cy; Sdure, mehr von der Cy4 Sdure und mehr des
Cy4 Esters enthalten als im Wachs der Pflanzen der Gewachshauskultur. So wurden
beispielsweise bei Ponticus im Wachs der Pflanzen der Gewachshauskultur
0,02 + 0,01 pg/cm? der Cy, Séure, 0,01 + 0,00 pg/cm? der Cz4 Sdure und 0,40 + 0,07 pg/cm?®
des Cy4 Esters nachgewiesen. Im Wachs der Pflanzen der ersten Freilandkultur wurden
0,01 £ 0,00 pg/cm? der Cy, Sdure, 0,02 £ 0,00 pg/cm? der Cyy Sdure und 0,45 * 0,03 pg/cm?
des Cy4 Esters festgestellt. Bei Pontius war der Gehalt der Sauren insgesamt bei beiden
Kulturen gleich (GH: 0,21 + 0,03 pg/cm?, FK 1: 0,23 + 0,04). Bei Porthus und Akteur waren
im Wachs der Pflanzen der Gewachshauskultur (Port: 0,23 + 0,03 pg/cm? Akt:
0,27 £ 0,03 pg/cm®) mehr Sauren enthalten als in dem der Freilandpflanzen (Port:
0,19 + 0,03 pg/cm?, Akt: 0,18 £ 0,04 ug/cm?®). Bei den Alkoholen wurden vereinzelt

Unterschiede festgestellt, insgesamt waren die Alkoholgehalte bei allen drei Sorten in
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beiden Kulturen gleich, auch die Reihenfolge der drei haufigsten Alkohole (Czs, Ca, Cs30)
hat sich bei keiner Sorte verandert.

Wie bei den absoluten Werten war im Wachs der Sorte Akteur auch der relative Anteil
des Cys Aldehyds bei den Pflanzen der Gewachshauskultur (3,71 + 0,54 %) grofler als bei
den Pflanzen der Freilandkultur (3,02 + 0,29 %). Bei Ponticus und Porthus war der relative
Anteil des Cyg Aldehyds jeweils nicht verschieden. Insgesamt unterschied sich der relative
Anteile der Aldehyde der Gewéchshauskultur (Pon: 6,5 + 0,5 %, Port: 6,8 + 1,0 %, Akt:
7,3 £ 0,8 %) bei keiner der drei Sorten von dem der Freilandkultur (Pon:6,6 + 0,8 %, Port:
6,4 £ 0,5 %, Akt: 6,8 + 0,3 %). Auch der Anteil der Hauptkomponente war in allen drei
Sorten in beiden Kulturen gleich (Ponticus: 74,64 + 0,56 % (GH) und 74,66 + 0,93 % (FK 1);
Porthus: 71,18 £ 1,28 % (GH) und 70,76 + 1,24 % (FK 1); Akteur: 76,68 + 0,74 % (GH) und
77,38 + 0,72 % (FK 1). In allen drei Sorten war der Anteil des Csy Aldehyds, der Cz; und der
Cs Saure in der Gewidchshauskultur grofler als in der Freilandkultur. Im Wachs der
Gewaiachshauspflanzen der Sorte Ponticus betrug der Anteil des Csp Aldehyds bei-
spielsweise 0,41 £ 0,07 %, der Cy, Sdure 0,15 + 0,01 % und der Csy Saure 0,26 + 0,06 %. Im
Wachs der Freilandpflanzen machten der Csy Aldehyd 0,32 + 0,04 %, die Cj; Sdure
0,07 £ 0,02 % und die Csy Saure 0,13 + 0,02 % des Gesamtwachses aus. Bei Porthus und
Akteur waren die Anteile der Sduren im Wachs der Freilandpflanzen (Port: 1,2 £ 0,1 %,
Akt: 1,1 £ 0,3 %) im Vergleich zu denen der Gewéachshauspflanzen (Port: 1,5 + 0,4 %, Akt:
1,6 + 0,5 %) geringfiugig reduziert. Die Anteile der Ester haben ganz leicht zugenommen
(Port: + 1,2 %, Akt: +0,3%). Bei Ponticus wurden bei diesen Substanzklassen keine

Unterschiede festgestellt (Abbildung 2.14b).
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Vergleich der ersten und zweiten Freilandkultur

Auch die Zusammensetzung der Wachschemie der Pflanzen der ersten und zweiten
Freilandkultur wurde miteinander verglichen, um zu iberpriifen, ob es Unterschiede
zwischen den beiden Aussaaten gab. In allen drei Sorten war der Gesamtwachsgehalt bei
der ersten Freilandkultur hoher als bei der Zweiten. Die Graphen zu Ponticus und Akteur
werden in Abbildung 10.5 und Abbildung 10.6 im Anhang gezeigt. Abbildung 2.15 zeigt
beispielhaft die Gegeniiberstellung der Wachszusammensetzungen der Pflanzen der
ersten und zweiten Freilandkultur der Sorte Porthus. Bei dieser Sorte betrugen die
Gesamtwachsmengen der Pflanzen der ersten Aussaat 15,06 + 1,72 pg/cm? die der
Zweiten 10,35 * 0,55 pg/cm?®. Auch die Menge des Czs Alkohols und des Cys Aldehyds war
in allen drei Sorten in der ersten Kultur um 4 - 6 pg/cm® (Cys Alkohol) und um 0,3 -
0,4 pg/cm?® (Czg Aldehyd) hoher als in der Zweiten. Bei allen drei Sorten wurde dariiber
hinaus nur bei dem Cy4 Alkohol, bei der Cs4 Saure und bei dem Cyg Ester in der ersten
Kultur groflere Mengen festgestellt als in der Zweiten. Alle Substanzen wurden in
geringen Mengen detektiert. Bei Porthus wurden beispielsweise in dem Wachs der
Pflanzen der ersten Kultur 1,36 + 0,16 pg/cm?® Cy Alkohol, 0,02 + 0,00 pg/cm? Cs4 Sdure
und 0,45 * 0,06 ug/cm?® Cyg Ester nachgewiesen. Im Wachs der zweiten Freilandkultur
waren es 0,79 £ 0,04 ug/cm®  (Cg Alkohol), 0,01 + 0,00 pg/cm® (Csq Sdure) und
0,32 + 0,02 pg/cm® (Cys Ester). Der Gehalt des Csp Alkohols war in der ersten
Freilandkultur mit 0,32 £ 0,04 pg/cm? niedriger als in der zweiten mit 0,65 = 0,09 pg/cm?.
Bei den iibrigen Substanzen zeigten jeweils nur zwei Sorten eine dhnliche Veranderung.
Bei den Aldehyden beispielsweise wurden bei Ponticus und Porthus im Wachs der ersten
Kultur weniger des Cz; und des Cy9 Aldehyds nachgewiesen als in der Zweiten. Der
Gehalt des Cz; Aldehyds stieg bei Porthus von 0,09 £ 0,01 pg/cm? auf 0,14 + 0,01 pg/cm?,
der des Cy9 Aldehyds stieg von 0,22 + 0,02 pg/cm? auf 0,30 + 0,01 pg/cm? an. Bei Ponticus
und Akteur war der Gehalt des Cys Aldehyds mit 0,09 + 0,02 pg/cm® und
0,06 £ 0,03 pg/cm” in der ersten Kultur héher als in der zweiten mit 0,06 + 0,09 pg/cm?
und 0,01 * 0,01 pg/cm?

Die relativen Anteile des Czg Alkohols und des C,s Aldehyds waren im Wachs der Sorte
Akteur bei den Pflanzen beider Kulturen gleich (Abbildung 2.15b). Bei Porthus war
sowohl der Anteil des Czg Alkohols und der des Cy3 Aldehyds bei den Pflanzen der ersten
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Kultur mit 70,8+ 1,2 % und 3,1 + 0,3 % hoher als bei den Pflanzen der Zweiten mit
63,4 £ 0,5% und 2,2 + 0,4 %. Bei dem Csy Alkohol verhielt es sich umgekehrt: Der Anteil
des C3p Alkohols war im Wachs der ersten Kultur (2,1 + 0,1 %) geringer als im Wachs der
zweiten Kultur (6,3 £ 0,9 %). Bei Ponticus war auch der Anteil des C,5 Alkohols in der
ersten Kultur mit 74,7 £ 0,9 % hoher als in der Zweiten mit 56,7 + 3,1 %. Der Anteil des
Cas Aldehyds unterschied sich nicht. Daneben gab es bei Ponticus und Porthus drei
weitere Gemeinsamkeiten: In dem Wachs der ersten Freilandkultur waren die Anteile der
Cas Saure, des Cy; und des Cy9 Aldehyds geringer als in dem der Zweiten. Bei Porthus
machten beispielsweise die Cyg Saure 0,6 + 0,04 %, der Cy; Aldehyd 0,6 + 0,07 % und der
Cyz9 Aldehyd 1,5 + 0,1 % des Wachses der ersten Kultur aus. Im Wachs der zweiten Kultur
betrug der Anteil der CgygSéure 1,0 £0,1 %, des Cy; Aldehyds 1,4+ 0,2% und des
Cyz9 Aldehyds 2,9 + 0,2 %. Bei keiner der drei Sorten unterschieden sich die Anteile der
Aldehyde der beiden Freilandkulturen. Die Gruppe der Alkohole zeigte bei Ponticus und
bei Akteur keinen Unterschied. Bei Porthus war der Anteil der Alkohole in dem Wachs
der ersten Freilandkultur mit 84,1 + 0,9 % hoher als in dem der Zweiten mit 79,7 + 1,3 %.
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Vergleich der Wachszusammensetzungen der beiden Freilandkulturen der

Weizensorte Porthus; a) absolute Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung (Port: Porthus,
FK: Freilandkultur); Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen bzw.

Anteilen der jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch einen t-Test).

Abbildung 2.15
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2.2.6 Untersuchung der Benetzungseigenschaften

Die Benetzungseigenschaften der verschiedenen Sorten, Blattalter, Blattseiten und
Blattrichtungen wurden untersucht, um zu ermitteln, ob es aufgrund dieser Merkmale
Unterschiede in der Benetzbarkeit gibt.

Der Anteil der abgerollten Tropfen zur Blattbasis war teils gleich, teils grofier und teils
kleiner als der Anteil der abgerollten Tropfen zur Blattspitze (Abbildung 2.16). Bei den
drei Sorten konnte kein einheitlicher Trend festgestellt werden. Nur auf Blatt 2 rollten bei
allen drei Sorten auf der Oberseite zur Blattspitze weniger Tropfen ab als zur Blattbasis.
Bei Ponticus war der Unterschied mit 93 % zu 100 % gering. Bei Porthus und Akteur war
der Unterschied mit jeweils 67 % zu 93 % deutlicher. Fiir die folgenden Versuche wurde

nicht weiter zwischen den beiden Langsrichtungen unterschieden.
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Abbildung 2.16: Abgerollte Tropfen der beiden Lingsrichtungen; a) auf Weizenblattern der Sorte
Ponticus, b) der Sorte Porthus und c¢) der Sorte Akteur; 2-4: Blatt 2-4; OS: Blattoberseite, US:
Blattunterseite

66



Kapitel 1 Ergebnisse

Kontaktwinkel

Die Weizenblatter waren kaum benetzbar. Die abgelegten Tropfen waren rund
(Abbildung 2.17). Die Kontaktwinkel der Weizenblatter lagen alle um 150°, im
hydrophoben oder superhydrophoben Bereich. Der niedrigste Kontaktwinkel wurde bei
Ponticus (Pon_4_US_quer) mit 127,5 + 13,6°, der hochste Kontaktwinkel mit 164,7 £ 15°
bei Akteur (Akt_3_US_ldngs) gemessen (Abbildung 2.18)

Die Kontaktwinkel der verschiedenen Blickrichtungen waren oftmals unterschiedlich. Die
Kontaktwinkel langs zur Blattaderung waren bei der Halfte der Proben grofier als die
quer zur Blattaderung. Die Unterschiede zwischen den beiden Blickrichtungen lagen
zwischen 20,0° (Pon_4_US) und 9,7° (Pon_4_OS).

Die Kontaktwinkel von Blatt 2, 3 und 4 waren bis auf eine Ausnahme gleich. Nur bei
Ponticus auf der Blattunterseite in Blickrichtung quer zur Blattaderung war der
Kontaktwinkel auf Blatt 4 mit 1275+ 13,6° kleiner als der auf Blatt 2 mit
139,8 + 17,5° und der auf Blatt 3 mit 140,5 + 15,6°.

Auf der Blattober- und auf der Blattunterseite unterschieden sich die Kontaktwinkel in
einigen Fallen. Bei allen gefundenen Unterschieden, war der Kontaktwinkel auf der
Blattoberseite grofier als der auf der Blattunterseite. Der grofite Unterschied zwischen
Blattober- und Blattunterseite betrug 14,3° (Pon_4_quer), der Kkleinste betrug 7,1°
(Port_4_quer).

Bei knapp iiber der Halfte der Proben unterschieden sich die Kontaktwinkel der
verschiedenen Sorten. Die Kontaktwinkel auf den Blattern der Sorte Akteur waren fast
immer hoher als die auf den Blattern der beiden anderen Sorten. Nur auf der Unterseite
des Blattes 3 in Blickrichtung quer zur Blattaderung war der Kontaktwinkel auf Akteur
(147,7 + 12,2°) grofBer als der auf Porthus (137,9 + 11,2°), aber gleich zu dem auf Ponticus
(140,5 + 15,6°). Auf der Unterseite des Blattes 4 in Blickrichtung langs zur Blattaderung
war es umgekehrt. Hier unterschied sich der Kontaktwinkel auf Akteur (157,9 + 11,0°) nur
von dem von Ponticus (147,7 £ 7,3°) jedoch nicht von dem auf Porthus (151,8 + 7,8°)
(Abbildung 2.18 und im Anhang Abbildung 10.7. bis Abbildung 10.12).
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Q9
© 0

Abbildung 2.17: Goniometer-Bilder von Wassertropfen auf Weizenblittern; a) Bild zur Bestimmung
des statischen Kontaktwinkels in Blickrichtung langs zur Blattaderung, b) Bild zur Bestimmung der
Hysterese kurz vor Abrollen des Tropfen bei transversaler Kippung, c) Bild zur Bestimmung des statischen

Kontaktwinkels in Blickrichtung quer zur Blattaderung, d) Bild zur Bestimmung der Hysterese kurz vor
Abrollen des Tropfens bei longitudinaler Kippung; Das Tropfenvolumen betrug jeweils 5 pl.
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Abbildung 2.18: Heatmap der Kontaktwinkel der verschiedenen Weizenblitter; 2 - 4: Blatt 2 - 4, OS:
Oberseite, US: Unterseite, Q: Blickrichtung quer, L: Blickrichtung langs
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Hysterese

Die mittlere Hysterese der Weizenblatter betrug 30,5 + 10,2°. Die hochste Hysterese
(58,3 + 7,4°) wurde auf der Unterseite des Blattes 2 der Sorte Akteur in Langsrichtung
gemessen. Die niedrigste Hysterese (8,2 + 8,3°) wurde auf der Oberseite des Blattes 3 der
Sorte Ponticus in querer Blickrichtung festgestellt (Abbildung 2.19).

Bei der Mehrheit der Proben unterschieden sich die Hysteresen der zwei verschiedenen
Richtungen voneinander: Die Hysteresen in Blickrichtung quer zur Blattaderung, bei
longitudinaler Kippung, waren kleiner als die in Blickrichtung langs zur Blattaderung bei
transversaler Kippung. Der Unterschied betrug durchschnittlich 17,6 + 4,5°. Der grof3te
Unterschied von 28,4° wurde auf der Unterseite des Blattes 2 der Sorte Akteur festgestellt.
Die verschieden alten Blatter unterschieden sich kaum in ihren Hysteresen. Nur bei drei
Proben (Pon_OS_quer, Pon_OS_langs, Akt_OS_langs) wurden auf Blatt 2 hdhere
Hysteresen gemessen als auf Blatt 4. Die Hysteresen unterschieden sich jeweils um
ca. 14°.

Die Hysteresen auf der Blattober- und auf der Blattunterseite waren dhnlich. Bei wenigen
Proben waren die Hysteresen auf der Oberseite niedriger als die Hysteresen auf der
Blattunterseite. Die Unterschiede zwischen den Blattseiten lagen zwischen 12,1°
(PON_3_langs) und 20,0° (PON_4_léngs).

Drei Viertel der Proben zeigten keine sortenspezifischen Unterschiede in den Hysteresen.
Bei einem Drittel der Proben waren die Hysteresen auf den Blattern der Sorte Ponticus
jeweils am niedrigsten. Bei zwei dieser Proben (B3_OS_langs, B4_0OS_ldngs) waren die
Hysteresen der Sorte Ponticus (28,1 +8,1° und 23,9 + 11,9°) kleiner als die der Sorte
Porthus (43,3 + 12,6° und 39,7 +£ 13,1°). Bei den anderen zwei Proben (B3_OS_quer,
B4_0OS_quer) waren die Hysteresen der Sorte Ponticus (8,2 + 8,3° und 9,0 + 8,3°) geringer
als die der beiden anderen Sorten (Porthus: 23,1 +11,8° und 25,9 £9,0°; Akteur:
26,2 + 15,8° und 24,1 £+ 18,3°) (Abbildung 2.19 und im Anhang Abbildung 10.13. bis
Abbildung 10.17).

69



Kapitel 1 Ergebnisse

Farbkodierung

|- Hysterese

10 20 30 40 50
Hysterese [°]

rFroror o

(ONORONONONG

ccccccoOoOoo0o0o0
CRCRC RO R RG)

Trororo

AR OWOONMNNDEBRWWLONDDN

Ponticus Porthus Akteur

Abbildung 2.19: Heatmap der Hysteresen der verschiedenen Weizenblitter; 2 - 4: Blatt 2 - 4, OS:
Oberseite, US: Unterseite, Q: Blickrichtung quer, L: Blickrichtung langs

Anteil abgerollter Tropfen

Auf den Weizenblittern rollten durchschnittlich 76,2 + 19,8 % der abgelegten Tropfen ab.
Am wenigsten Tropfen rollten mit 33,3 % auf der Unterseite in transversaler Richtung auf
Blatt 2 der Sorte Akteur und auf Blatt 3 der Sorte Porthus ab. Auf vier Proben
(Pon_3_OS_trans, Pon_4_0OS_long, Pon_4_OS_trans, Akt_3_OS_long) rollten alle Tropfen
ab (Abbildung 2.20).

Mehr als die Halfte der Tropfen rollte in longitudinaler Richtung besser ab als in
transversaler Richtung. Die Unterschiede zwischen den beiden Richtungen lagen
zwischen 36,7 % (Port_3_US) und 3,3 % (Port_2_US).

Bei den Anteilen der abgerollten Tropfen auf Blatt 2, 3 und 4 konnte kein gemeinsamer
Trend festgestellt werden.

Bis auf eine Ausnahme rollten in allen Sorten die Tropfen auf den Blattoberseiten besser
ab als auf den Blattunterseiten. Nur auf Blatt 3 der Sorte Ponticus rollten in longitudinaler

Richtung auf der Blattoberseite genauso viele Tropfen ab wie auf der Blattunterseite
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(90 %). Der grofte Unterschied zwischen der Blattober- und der Blattunterseite von 53,3 %
wurde auf Blatt 4 der Sorte Porthus in transversaler Richtung beobachtet. Die kleinsten
Unterschiede mit 6,7 % wurden bei Ponticus auf Blatt 4, und bei Akteur auf Blatt 3 in
transversaler Richtung festgestellt.

Auf den Blittern der Sorte Ponticus rollten in 10 von 12 Fillen die Tropfen tber-
durchschnittlich gut ab. Die Tropfen rollten bis auf zwei Ausnahmen (Pon_3_OS_long,
Pon_3_US_long) immer besser ab als auf den Blattern der Sorte Porthus und Akteur

(Abbildung 2.20).
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Abbildung 2.20: Heatmap der abgerollten Tropfen (% aller applizierter Tropfen) auf den ver-
schiedenen Weizenblittern; 2-4: Blatt 2-4, OS: Oberseite, US: Unterseite, long: longitudinale
Kipprichtung, trans: transversale Kipprichtung
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Abrollwinkel

Im Durchschnitt rollten die Tropfen auf den Weizenblattern bei einem Kippwinkel von
31,4 + 9,4° ab. Der niedrigste Abrollwinkel von 10,8 + 7,2° wurde auf der Oberseite des
Blattes 4 der Sorte Ponticus in longitudinaler Kipprichtung gemessen. Der hochste
Abrollwinkel von 58,7 + 28,2° wurde auf der Unterseite des Blattes 3 der Sorte Porthus in
longitudinaler Kipprichtung festgestellt (Abbildung 2.21).

Auf der Oberseite des Blattes 3 und 4 der Sorte Ponticus waren die Abrollwinkel in
longitudinaler Kipprichtung (15,7 +10,8°; 10,8 + 7,3°) geringer als in transversaler
(25,4 £ 15,1° 16,3 £ 8,8°). Auf der Unterseite des Blattes 4 der Sorte Akteur war der
Abrollwinkel in longitudinaler Kipprichtung mit 32,1 + 15,8° grofler als in transversaler
mit 20,8 + 10,2°. Bei den iibrigen Proben unterschieden sich die Abrollwinkel der beiden
Kipprichtungen nicht.

Die Abrollwinkel der unterschiedlichen Blatter waren fast alle gleich, nur bei zwei Proben
(Pon_OS_long, Akt_US_long) war der Abrollwinkel auf Blatt 2 (26,2 + 14,1°, 44,9 + 17,4°)
grofler als auf Blatt 4 (10,8 + 7,3°, 24,1 + 17,7°).

Bei einigen Proben waren die Abrollwinkel der Blattoberseiten geringer als die der
Blattunterseiten. Die Unterschiede der Abrollwinkel lagen hier zwischen 12,8°
(Akt_2_long) und 26,2° (Akt_2_trans).

Die Halfte der Proben zeigte sortenspezifische Unterschiede bei den Abrollwinkeln.
Meistens war der Abrollwinkel der Sorte Porthus grofler als mindestens einer der beiden
anderen Sorten. Beispielsweise war der Abrollwinkel auf der Unterseite des Blattes 4 in
longitudinaler Richtung bei Porthus mit 44,5 + 20,2° grofler als bei Akteur mit 24,1 + 17,7°.
Eine Ausnahme bildete der Abrollwinkel der Unterseite des Blattes 2 in longitudinaler
Richtung. Hier rollten die Tropfen bei Akteur erst bei einem hoéheren Abrollwinkel
(44,9 + 17,4°) ab, als bei Porthus (27,3 + 14,8°) und bei Ponticus (28,6 + 14,0°) (Abbildung
2.21 und im Anhang Abbildung 10.19 bis Abbildung 10.25).
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Abbildung 2.21: Heatmap der Abrollwinkel auf den verschiedenen Weizenblittern; 2 - 4: Blatt 2 - 4,
OS: Oberseite, US: Unterseite, long: longitudinale Kipprichtung, trans: transversale Kipprichtung

Korrelation der Benetzungseigenschaften

Um zu iberpriifen, ob die Kontaktwinkel (Seite 67), die Hysteresen (Seite 69) und die
Abrollwinkel (Seite 72) korrelieren, wurden Korrelationsberechnungen durchgefiihrt. Der
Zusammenhang zwischen den Kontaktwinkeln und den relativen Anteilen der
abgerollten Tropfen wurde ebenfalls untersucht. Es konnten keine Zusammenhénge
nachgewiesen werden (Abbildung 2.22). Die Kontaktwinkel korrelierten weder mit den
Anteilen der abgerollten Tropfen (r = 0,08), noch mit den Abrollwinkeln (r = - 0,19). Die
Abrollwinkel und die Hysteresen bedingten sich auch nicht gegenseitig (r = 0,47). Die

Hysteresen und die Kontaktwinkel zeigten ebenfalls keinen Zusammenhang (r = 0,35).
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Abbildung 2.22: Korrelation der Benetzungseigenschaften der Blitter der Weizenpflanzen der
ersten Freilandkultur; a) Korrelation der Kontaktwinkel und der abgerollten Tropfen, b) Korrelation der
Kontaktwinkel und der Abrollwinkel, c¢) Korrelation der Abrollwinkel und der Hysteresen, d) Korrelation
der Hysteresen und der Kontaktwinkel; Die dargestellten Werte der Kontaktwinkel, Hysteresen und
Abrollwinkel entsprechen den Mittelwerten (n = 15); Aus Griinden der besseren Ubersicht wurde auf die
Darstellung der Fehlerbalken verzichtet.
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Vergleichende Betrachtung der Benetzungseigenschaften

Bei der gemeinsamen Betrachtung der Kontaktwinkel, der Hysteresen und der
Abrollwinkel wurden zwischen Blatt 2, Blatt 3 und Blatt 4 die wenigsten Unterschiede
festgestellt. Bei nur 6 von 36 Tests unterschieden sich die Werte der verschieden alten
Blatter (p < 0,05, Tabelle 2.5 und im Anhang Abbildung 10.9, Abbildung 10.15, Abbildung
10.21 und Abbildung 10.22). Die Unterschiede hatten eine einheitliche Tendenz: Blatt 4
hatte niedrigere Werte als Blatt 2.

Bei dem Vergleich der Blattseiten wurden etwas mehr Unterschiede festgestellt (18 von
54, p < 0,05, Tabelle 2.5 und im Anhang Abbildung 10.10, Abbildung 10.11, Abbildung
10.16, Abbildung 10.17, Abbildung 10.23 und Abbildung 10.24). Die Unterschiede der
einzelnen Merkmale folgten dem gleichen Muster: Die Hysteresen und Abrollwinkel
waren auf der Blattoberseite kleiner als auf der Blattunterseite. Die Kontaktwinkel waren
auf der Blattoberseite grofier als auf der Blattunterseite.

Fast die Halfte der Proben zeigte Unterschiede in den Benetzungseigenschaften zwischen
den Sorten (17 von 36, p < 0,05, Tabelle 2.5 und im Anhang Abbildung 10.12, Abbildung
10.18 und Abbildung 10.25) und den Richtungen (26 von 54, p < 0,05, siehe Tabelle 2.5 und
Abbildung 10.7, Abbildung 10.8, Abbildung 10.13, Abbildung 10.14, Abbildung 10.19 und
Abbildung 10.20). Ponticus und Porthus hatten meist einen niedrigeren Kontaktwinkel als
Akteur. Porthus und manchmal auch Akteur hatten eine hohere Hysterese als Ponticus.
Bei den gefundenen Unterschieden zwischen den Blickrichtungen quer und langs zur
Blattaderung gab es auch Gemeinsamkeiten. Sowohl die Kontaktwinkel als auch die
Hysteresen waren in Langsrichtung kleiner als die quer zur Blattaderung. Bei den meisten
Proben unterschieden sich die Abrollwinkel in longitudinaler Richtung nicht von denen

in transversaler Richtung.
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Tabelle 2.5: Ubersicht der signifikanten Unterschiede der Benetzungsparameter
Richtung Blattalter Seite Sorte Kultur
KwW 9/18 1/12 6/18 8/12
quer < langs 2und3 <4 OS >US  Pon & Port < Akt (6x) FK1>FK2
Pon < Akt (1x)
Port < Akt (1x)
Hyst 14/18 3/12 5/18 4/12 Pon:
quer < lings 2<3und4(1x) OS<US Pon < Port & Akt (2x) FK1<FK2
2 <4 (2x) Pon < Port (2x) Akt:
FK 1 >FK 2
AW 3/18 2/12 7/18 6/12 Pon:
Long < trans 2<3und4 0S <US kein gemeinsamer FK1<FK2
(2x%) 2<4 Trend Port & Akt:
Long > trans FK1>FK2
(1x)
% 12/18” 17/18* 10/12* Port:
Long > trans Kein 0OS <US Pon > Port & Akt FK 1 < FK 2*
gemeinsamer Akt:
Trend FK 1> FK 2*

KW: Kontaktwinkel; Hyst: Hysterese; AW: Abrollwinkel; %: Anteil abgerollter Tropfen; Quotienten: Anzahl
der gefundenen Unterschiede zu der Anzahl der Tests; Die Unterschiede waren alle signifikant (p < 0,05)
mit Ausnahme der mit dem * gekennzeichneten Unterschiede bei der Anzahl der abgerollten Tropfen: Hier
stand nur ein Datensatz zur Verfiigung, sodass keine statistische Auswertung durchgefithrt werden konnte.
2 - 4: Blatt 2 - 4, OS: Oberseite; US: Unterseite; FK 1: Freilandkultur 1; FK 2: Freilandkultur 2; Pon: Ponticus;

Port: Porthus; Akt: Akteur
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Vergleich der Kulturen

Die Benetzbarkeit der Blatter der ersten und zweiten Freilandkultur wurde miteinander
verglichen, um zu iiberpriifen, ob es Unterschiede zwischen den beiden Aussaaten gab
(Tabelle 2.5 und Abbildung 2.23). Bei Ponticus rollten bei den Pflanzen der zweiten
Aussaat mit 86,7 % fast genauso viele Tropfen ab wie bei den Pflanzen der ersten Aussaat
mit 90 %. Bei Porthus rollten bei den Pflanzen der zweiten Aussaat alle Tropfen ab, bei der
Ersten rollten mit 80 % weniger Tropfen ab. Bei Akteur war es umgekehrt: bei dieser
Sorte rollten bei der zweiten Aussaat mit 86,7 % weniger Tropfen ab als bei der Ersten mit
100 % (Abbildung 2.23a).

Bei allen drei Sorten waren die Kontaktwinkel auf den Blattern der ersten Aussaat hoher
als bei der zweiten Aussaat. Am deutlichsten unterschieden sich die Kulturen der Sorte
Akteur. Auf den Bliattern der ersten Freilandkultur lagen die Kontaktwinkel bei
157,0 £ 11,9° auf den Bléttern der Zweiten lagen sie bei 140,0 + 9,8°. Die Kontaktwinkel
der Sorten innerhalb der zweiten Kultur unterschieden sich nicht (Abbildung 2.23b).

Bei den Hysteresen und bei den Abrollwinkeln waren die Unterschiede bei Ponticus
umgekehrt zu denen bei Akteur (Abbildung 2.23c und d). Bei Akteur waren die
Hysteresen und die Abrollwinkel auf den Bldttern der ersten Freilandkultur (Hyst:
26,2 + 15,8°, AW: 28,2 + 19,1°) grofler als auf den Blattern der Zweiten (Hyst: 15,7 £ 10,3°,
AW: 19,3 + 10,7°). Bei Ponticus waren beide Werte bei den Pflanzen der ersten Kultur
niedriger (Hyst: 8,2 + 8,3°; AW: 15,7 £ 10,8°) als bei den Pflanzen der zweiten Kultur (Hyst:
27,2 £ 12,6°, AW: 43,0 = 21,1°). Bei Porthus rollten, wie bei Akteur, die Tropfen auf den
Bléattern der ersten Freilandkultur erst bei héheren Kippwinkeln (41,8 + 23,3°) ab als auf
den Bléttern der zweiten Freilandkultur (24,2 + 13,9°, Abbildung 2.23d).
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Abbildung 2.23: Benetzungseigenschaften der Weizenpflanzen der ersten und zweiten Freiland-
kultur; a) Anteile der abgerollten Tropfen, b) Kontaktwinkel, c) Hysteresen und d) Abrollwinkel gemessen
auf der Oberseite von Blatt 3; FK: Freilandkultur; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede der
Werte (p < 0,05, getestet durch eine Wilcoxon Rangsummen Test).
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2.2.7 Bestimmung der Krankheitsschwere

Bei allen drei Sorten wurde die Krankheitsschwere (Anteil der infizierten Fliache pro Blatt
[%]) auf der Blattober- und auf der Blattunterseite des Fahnenblatts und darauffolgender
Blatter untersucht. Die Pflanzen waren nicht nur von Mehltau, sondern auch von Rost
und dem Getreidehdahnchen befallen. Bei Ponticus und Porthus waren auf allen Blattern
die Blattoberseiten starker befallen als die Blattunterseiten (Abbildung 2.24a - d und e - h).
Bei beiden Sorten wurde der grofite Unterschied zwischen den Blattseiten mit 6,9 %
(Ponticus) und 6,6 % (Porthus) auf dem dritten Blatt nach dem Fahnenblatt gefunden. Von
Blatt -3 zu Blatt -1 wurden die Unterschiede geringer. So waren beispielsweise bei
Ponticus auf dem zweiten Blatt 2,9 £ 2,5 % (OS) und 1,5 £ 1,7 % (US) befallen. Auf dem
ersten Blatt waren es 1,0 + 1,0 % (OS) und 0,8 + 0,9 % (US). Bei der Sorte Akteur war nur
auf dem zweiten Blatt nach dem Fahnenblatt die Oberseite stirker befallen (5,2 + 3,3 %)
als die Blattunterseite (4,1 + 2,9 %) (Abbildung 2.24i - 1). Bei dem Vergleich der einzelnen
Sorten miteinander wurden bis auf eine Ausnahme, keine Unterschiede im Befall
festgestellt. Nur auf der Blattunterseite des zweiten Blattes nach dem Fahnenblatt war
Akteur mit 4,1 + 2,9 % starker befallen als Ponticus (1,5 + 1,7 %). Sorteniibergreifend war
das élteste Blatt (Blatt -3) auf beiden Blattseiten starker befallen als die jingeren Blétter.
Auf den Blattoberseiten waren die Anteile der befallen Fliche des Fahnenblattes (OS:
1,1+ 1,2%) und des darauffolgenden Blattes (OS: 1,4+ 18 %) gleich. Auf den
darauffolgenden Bléttern nahm die befallene Flache mit zunehmenden Blattalter zu (Blatt
-2: 3,8 + 4,4 %, Blatt -3: 44,8 % + 25,6 %). Auf den Blattunterseiten unterschied sich der
Befall des ersten Blattes nach dem Fahnenblatt (1,1+ 1,5%) nicht von dem des
Fahnenblattes (0,8 £ 0,9 %) und von dem des zweiten Blattes (2,6 + 4,3 %). Das dritte Blatt

nach dem Fahnenblatt war mit 38,8 + 24,3 % am starksten befallen.
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Abbildung 2.24: Krankheitsschwere der Ober- und Unterseiten der einzelnen Blitter der ver-
schiedenen Sorten; a - d) Ponticus; e - h) Porthus; i - ) Akteur; a), €) und i) Fahnenblatt; b), f), und j) Blatt -
1; ¢), g) und k) Blatt -2; d), h) und 1) Blatt -3; Die Sterne indizieren einen signifikanten Unterschied der
Krankheitsschwere der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).
Die grauen Linien zeigen die verbunden Wertepaare an.
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2.3 Diskussion

Pflanzliche Oberflachen besitzen durch die Kutikula und insbesondere durch die ihr
aufgelagerten epikutikularen Wachse, spezifische physikochemische Eigenschaften,
welche eine Rolle fiir die Keimung pathogener Pilze spielen konnen. Es stellt sich die
Frage, ob sich die Oberflichen unterschiedlich anfalliger Sorten (Bundessortenamt 2016)
einer Spezies in ihren physikochemischen Eigenschaften unterscheiden und ob diese
durch die Anzuchtsbedingungen beeinflusst werden. Das erste Kapitel dieser Arbeit
beschaftigte sich daher mit der Charakterisierung der Wachsmorphologie, der
Wachschemie und der Benetzbarkeit der Blattoberflichen dreier Weizensorten mit
unterschiedlichen Anfilligkeiten gegeniiber dem Erreger des Echten Mehltaus, welche in

verschiedenen Kulturen angezogen wurden.

2.3.1 Untersuchung der Wachsmorphologie

Fir Weizenblatter sind sowohl Schiippchen als auch Roéhrchen als Wachsstrukturen
beschrieben (Adamski et al. 2013, Jeffree et al. 1975, Koch et al. 2006a, Netting und von
Wettstein-Knowles 1973, Troughton und Hall 1967, von Wettstein-Knowles 1974). Es
wurde daher zunéchst die Morphologie der Wachskristalle der Weizenblétter untersucht,
um zu priiffen welche der beiden Wachsstrukturen vorliegt. Auf den untersuchten
Weizenblittern dieser Arbeit waren ausschliellich Schiippchen vorhanden (Abbildung
2.4). Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen, da Réhrchen bei anderen Pflanzen-
organen wie Blattscheiden, Halmen oder Spelzen (Netting und von Wettstein-Knowles
1973, von Wettstein-Knowles 1974, Wang et al. 2019, Wang et al. 2015) oder erst, auf den
abaxialen Blattseiten der Fahnenblattern blaugriner Pflanzen in einem spéteren
Entwicklungsstadium beschrieben sind (Netting und von Wettstein-Knowles 1973, von

Wettstein-Knowles 1974).
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Blattalter

Es wurde uberpriift, ob sich die Strukturen der untersuchten Blitter (Blatt 2, 3 und 4)
unterschieden: Die Wachsstrukturen konnen, abhéngig von dem Blattalter oder dem
Entwicklungsstadium der Pflanze, variieren (Troughton und Hall 1967). In der
vorliegenden  Arbeit wurden keine altersspezifischen Unterschiede in der
Wachsmorphologie gefunden. Auf allen Blattern wurden jeweils nur Schiippchen gebildet
(Abbildung 2.4). Das Fahnenblatt war noch nicht ausgebildet. Alle Blatter wurden zum
selben Zeitpunkt, zum Ende der Bestockung, von einer Pflanze geerntet. Der
Altersunterschied der Blatter betrug nur ca. 1 Woche. Alle Blatter befanden sich daher
noch in einem 4&hnlichen Entwicklungsstadium, sodass keine altersbedingten

Unterschiede in der Wachsmorphologie feststellbar waren.

Blattseiten

Auflerdem wurde untersucht, ob sich die Wachsstrukturen der beiden Blattseiten
unterscheiden. Die Wachsstrukturen der abaxialen und adaxialen Blattseite der hier
untersuchten Sorten unterschieden sich nicht, auf beiden Seiten wurden nur Schiippchen
gebildet (Abbildung 2.4). Dies ist in Ubereinstimmung mit anderen Studien iiber die
Wachsstrukturen auf Weizenblittern: In Studien von Koch et al. (2006a) und Wang et al.
(2015) wurden Pflanzen im gleichen Entwicklungsstadium untersucht wie in der
vorliegenden Studie. Dort wurde ebenfalls ein Netzwerk aus dicht stehenden Wachs-
schiippchen fiir beide Blattseiten beschrieben. In Studien von Troughton und Hall (1967),
sowie von Netting und von Wettstein-Knowles (1973) und von von Wettstein-Knowles
(1974) wurden auch auf beiden Blattseiten Schiippchen gefunden. Die Konturen der
Schiippchenridnder und die Verteilung der Wachsschiippchen waren aber auf beiden
Seiten unterschiedlich. Gravierendere Unterschiede in der Wachsmorphologie zwischen
der Blattoberseite und der Blattunterseite treten bei blaugriinen Sorten erst spater im
Laufe der Entwicklung auf. So wurden, im Gegensatz zur adaxialen Blattseite, auf der
abaxialen Blattseite des Fahnenblattes Rohrchen identifiziert (Adamski et al. 2013, Bi et al.
2017, Netting und von Wettstein-Knowles 1973, Wang et al. 2019). In der Phase des
Ahrenschiebens konnen glinzende Sorten auf der abaxialen Blattseite sogar nur einen

glatten Wachsfilm ohne dreidimensionale Wachsstrukturen aufweisen (Wang et al. 2015).
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Weizensorten

Da die Blattoberflache und die, ihr aufgelagerten Wachse, den ersten Berithrungspunkt
zwischen einer Pilzspore und Pflanze darstellen, war es von besonderem Interesse, ob sich
die Wachsstrukturen anfalliger Sorten und unanfilliger Sorten unterscheiden. Soweit
bekannt, existiert keine Studie zum Vergleich der Morphologie der Wachsstrukturen auf
Weizenblattern mit unterschiedlichen Anfalligkeiten gegeniiber Mehltau. Bei den hier
untersuchten Sorten wurden keine Unterschiede in der Wachsmorphologie festgestellt.
Die Blattoberflichen der Sorten Ponticus (sehr geringe Anfilligkeit), Porthus (mittlere
Anfalligkeit) und Akteur (hohe Anfilligkeit) zeigten alle Schiippchen (Abbildung 2.4).
Eine ausfiihrliche Studie iiber die Wachsmorphologie verschiedener Weizensorten wurde
von Throughton und Hall bereits 1967 durchgefiihrt (Troughton und Hall 1967). Die
Autoren schilderten neben Schiippchen auch Stdbchen auf den Blattoberflichen. Letztere
wurden aber nicht auf jungen Blittern sondern auf Fahnenblattern beschrieben.
Aufgrund der begrenzteren technischen Moglichkeiten waren aller Wahrscheinlichkeit
nach die Offnungen der Rohrchen in den REM Aufnahmen damals noch nicht zu
erkennen.

In einigen Studien wurden, wie bereits erwahnt, sortenspezifische Unterschiede bei dem
Vergleich zwischen blaugriinen und nicht blaugriinen bzw. glainzenden Sorten in spateren
Entwicklungsstadien nachgewiesen. Die Unterschiede basierten auf der veranderten
Wachsmorphologie der abaxialen Blattseite: Es konnte gezeigt werden, dass blaugriine
Sorten auf den abaxialen Seiten Rohrchen bildeten. Nicht blaugriine Sorten bildeten keine
Rohrchen (Adamski et al. 2013, Bi et al. 2016, Bi et al. 2017, Netting und von Wettstein-
Knowles 1973, Wang et al. 2019, Wang et al. 2015, Zhang et al. 2013). Bei einer Studie von
Lavergne et al. (2018) war es umgekehrt, dort bildete eine nicht blaugriine Sorte
Rohrchen, die blaugriine Sorte bildete Schiippchen. Der blaugriine Phénotyp wurde vor
dem Hintergrund der Trockenresistenz der Sorten betrachtet (Bi et al. 2016, Bi et al. 2017).
Unterschiede in der Anfilligkeit gegeniiber Pilzen bei blaugriinen und nicht blaugriinen
Sorten wurden in keiner der genannten Studien beschrieben.

Im Gegensatz zu den genannten Studien waren die hier untersuchten Weizenpflanzen
zum Zeitpunkt der Untersuchung noch in der vegetativen Entwicklungsphase und alle

Blatter griin. Es passt daher ins Bild, dass keine Unterschiede festgestellt wurden. Das
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frihe Entwicklungsstadium der Weizenpflanzen wurde gewahlt, da je nach Befallsstdrke
in diesem Entwicklungsstadium ggf. die Erstbehandlung mit Fungiziden -erfolgt
(Rodemann 2009). Es war nicht auszuschliefen, dass Unterschiede vorliegen, da
Wachsstrukturen durchaus eine Rolle bei der Interaktion zwischen Pflanzen und
Pathogenen spielen konnen. Eine Studie mit verschiedenen Zwiebelsorten (Allium cepa)
zeigte auf den Sorten mit weniger Wachsstrukturen auf den Blittern eine hdohere
Resistenz gegeniiber Zwiebelthripsen (Thrips tabaci) (Damon et al. 2014). Auch in der
Interaktion mit Pilzen wurde ein Einfluss der Wachsstrukturen nachgewiesen: Bei
Weidelgras (Lolium sp.) entwickelt sich Mehltau ausschliefilich auf der Blattoberseite,
welche Wachsschiippchen aufweist und nicht auf der Blattunterseite, die mit einer
amorphen Wachsschicht bedeckt ist (Carver et al. 1990). Auch Studien mit
Gerstenmutanten mit weniger epikutikularen Wachsstrukturen, zeigten den Einfluss der
Wachsstrukturen auf die Interaktion mit Mehltau: Auf den Bléttern der Pflanzen, die die
Mutation trugen, wurde im Vergleich zu Blattern der Wildtyppflanzen eine verminderte
Keimungsfahigkeit von B. graminis f. sp. hordei festgestellt (Li et al. 2018, Weidenbach et
al. 2014).

Kulturen

Abiotische Faktoren, wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Luftverschmutzungen, und
Strahlungsenergie, konnen Veranderungen in der Wachsmorphologie verursachen (Baker
1974, Jetter et al. 1996, Koch et al. 2006c). Daher wurden die Weizenpflanzen unter
verschiedenen Bedingungen kultiviert und deren Wachsmorphologie untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurde kein Einfluss der Kulturbedingungen auf die
Wachsmorphologie beobachtet. Sowohl die Gewéachshauspflanzen als auch beide
Freilandpflanzen wiesen die gleichen Wachsstrukturen (Schiippchen) auf. Jedoch waren
die Wachsstrukturen deutlich beschadigt. Die Schaden konnten durch den Abrieb durch
Regentropfen oder durch das Aneinanderreiben der Blatter durch Wind verursacht
worden sein. So zeigte beispielsweise eine Studie mit simulierten Regen eine Reduktion
der Wachsmenge bis zu 50 % (Tanakamaru et al. 1998). Zudem waren die Pflanzen der
Freilandkultur im Gegensatz zu den Pflanzen der Gewachshauskultur von Rostpilzen und

Mehltau befallen. Nur die Gewachshauskultur erméglichte eine Anzucht unter definierten
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und geschiitzten Bedingungen. Die Aussaaten im Freiland boten allerdings den Vorteil die
Pflanzen unter moglichst realistischen Kulturbedingungen anzuziehen.

Die Wachsmorphologie zeigte somit keine 6kologische Variabilitat, sondern scheint stark
genetisch fixiert zu sein. Sowohl abiotische wie biotische Faktoren beeinflussten die

Wachsmorphologie der Weizenblatter nicht.

2.3.2 Extraktion der Wachse

Die Extraktionszeiten und Wachsausbeuten variieren von Spezies zu Spezies (Riederer
und Markstadter 1996). Ubliche Extraktionszeiten fir epikutikulare Wachse liegen
zwischen 10 und 30 s (Kolattukudy und Walton 1973). Bei langen Extraktionszeiten kann
das Losungsmittel in die Kutikula diffundieren und auch intrakutikulare Wachse 16sen.
Bei dieser Arbeit standen jedoch die epikutikularen Wachse im Fokus, es wurden 20 s als
Extraktionszeit gewahlt. Die rasterelektronischen Aufnahmen der extrahierten Blatter
zeigten eine Oberflache frei von dreidimensionalen Wachsstrukturen (Abbildung 2.7). Die
chemische Zusammensetzung epikutikularer Wachse kann durch eine mechanische
Abhebung selektiv untersucht werden. So zeigten verschiedene Studien, dass sich das
epikutikulare Wachs chemisch von dem intrakutikularen Wachs unterscheidet
(Buschhaus und Jetter 2011). Wahrend zyklische Komponenten wie Triterpenoide haupt-
sachlich in intrakutikularen Wachsen nachgewiesen wurden, kommen aliphatische
Kohlenwasserstoffe sowohl in intrakutikularen als auch in epikutikularen Wachsen vor
(Jetter et al. 2000, Jetter und Schaffer 2001, Zeisler-Diehl et al. 2018, Zeisler und Schreiber
2015). Neben den REM Aufnahmen der extrahierten Blattoberflichen wurden daher die
Ergebnisse der losungsmittelbasierten Wachsanalyse mit den Ergebnissen der Wachs-
analyse mechanisch abgehobener Wachse verglichen, um auszuschlieflen, dass ebenfalls
intrakutikulare Wachse gelost wurden. Wie die Analyse mechanisch abgehobener
Wachse zeigte die Analyse der extrahierten Wachse keine Hinweise auf intrakutikulare
Wachssubstanzen. Es wurden keine fiir intrakutikulare Wachse typischen zyklischen
Substanzen nachgewiesen. Zusammen mit den REM Aufnahmen der extrahierten Blatter
legt dieses Ergebnis nahe, dass durch die 20 Sekunden lange Extraktion kein
intrakutikulares Wachs gelost wurde. Eine Analyse des Restwachses nach der

mechanischen Abhebung der epikutikularen Wachse konnte diese Annahme bestatigen.
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Frithere Studien, die zum Vergleich der Wachschemie von Weizen herangezogen werden
konnen, verwendeten meistens langere Extraktionszeiten und beschreiben daher eher die
Zusammensetzung der gesamten kutikularen Wachse. Darunter waren einige wenige
Studien (Adamski et al. 2013, Bi et al. 2017, Koch et al. 2006a, Racovita et al. 2016) die
geringe Mengen zyklischer Substanzen als Weizenwachskomponenten beschrieben. Eine
spezifische Untersuchung intrakutikularer und epikutikularer Weizenwachse liegt in der
Literatur nicht vor. Eine Studie bei Gerste zeigte keine Unterschiede in der
Wachszusammensetzung intra- und epikutikularer Wachse (Zabka et al. 2008).

Es ist zu erwédhnen, dass der Anteil des Cys Alkohols im abgehobenen Wachs etwas hoher
(4,4 %) war als in dem extrahierten Wachs (Abbildung 2.8). Bei der ersten Abhebung
werden vor allem die duflersten, exponierten Strukturen des epikutikularen Wachses
abgehoben. Bei Weizen sind das die Wachsschiippchen, dessen strukturgebende
Komponente der Cys Alkohol ist. Bei einer Extraktion hingegen kann das Losungsmittel
das epikutikulare Wachs sehr gleichmaflig mobilisieren. Das konnte ein Grund dafiir sein,
dass der Anteil des schiippchenbildenden Alkohols im Wachs, welches durch das
Kollodium abgehoben wurde, leicht erhéht ist. Interessanterweise ist auch der Anteil des
Cys Aldehyds leicht erhoht (+3 %, Abbildung 2.8), das konnte ebenfalls fiir eine exponierte
Lokalisation sprechen. Diese Vermutungen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
tberprift. Ausfithrliche Untersuchungen wie eine Extraktionskinetik, die Analyse
mehrerer Abhebungen mit Kollodium oder eine selektive Abhebung der
Wachsschiippchen durch gefrorenes Glycerol (Ensikat et al. 2000) konnten stichhaltigere

Informationen dazu liefern.

2.3.3 Untersuchung der Wachszusammensetzung

Neben der Wachsmorphologie wurde die Wachszusammensetzung der Weizensorten
untersucht, um zu prifen, ob es sortenspezifische, alters- oder kulturbedingte
Unterschiede in der Wachszusammensetzung gab.

Das extrahierte Weizenwachs setzte sich aus Alkoholen, Aldehyden Sauren und Estern
zusammen. Alkohole stellten die grofite Substanzklasse dar. Die Hauptkomponente

bildete der Cgs Alkohol, 1-Octacosanol. Die Ergebnisse stimmen damit mit fritheren
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Studien tber die Wachschemie von Weizen tiberein. (Hansjakob et al. 2010, Koch et al.
2006a, Netting und von Wettstein-Knowles 1973, Tulloch 1973). 3-Diketone wurden nicht
identifiziert. Das bestatigt die Ergebnisse der Morphologie Untersuchung (2.2.1).
3-Diketone sind Komponenten réhrchenbildender Wachse (Barthlott et al. 1998, Baum et
al. 1989, Meusel et al. 2000). Auf den hier untersuchten Blattern wurden ausschlie8lich
Schiippchen identifiziert, dessen strukturgebende Komponente 1-Octacosanol ist (Koch et
al. 2006a). f-Diketone wurden nur in Wachsen von Blittern in spéteren
Entwicklungsstadien und anderer Pflanzenorgane nachgewiesen (Bi et al. 2017, Bianchi et
al. 1980, Netting und von Wettstein-Knowles 1973, Racovita et al. 2016, Tulloch 1973,
Wang et al. 2015, Zhang et al. 2015). Nur in einer Studie wurden 83-Diketone auch bei der
Wachszusammensetzung noch junger Weizenblatter aufgefithrt (Almihanna und Losel
1995). Auch Alkane, welche in einigen anderen Studien im Weizenwachs nachgewiesen
wurden, waren hier kein Bestandteil des Wachses (Adamski et al. 2013, Bi et al. 2017,
Bianchi et al. 1980, Hansjakob et al. 2010, Koch et al. 2006a, Wang et al. 2015). Bei den
Studien wurden andere Sorten und andere Entwicklungsstadien untersucht. Beide
Faktoren spielen eine Rolle bei der Wachszusammensetzung: Der Anteil der Alkane kann
von Sorte zu Sorte variieren, und bei Trockenstress zunehmen (Bi et al. 2017). Auch im
Laufe der Entwicklung kann der Anteil der Alkane steigen und die Verteilung einzelner

Kettenldngen kann sich verdndern (Bi et al. 2017).

Blattalter

Ontogenetische Effekte konnen immer einen Einfluss auf die Wachszusammensetzung
haben (Riederer und Markstadter 1996). Beispielsweise wurden fiir den Kirschlorbeer
(Prunus laurocerasus) und fir den Apfel (Malus domestica) Veranderungen der
Wachszusammensetzung durch die Anderung der dominierenden Substanzklasse be-
schrieben (Bringe et al. 2006, Jetter und Schaffer 2001). Auch bei Weizen kénnen die
Anteile der Alkohole, der 3-Diketone und der Alkane im Laufe der Entwicklung variieren
(Tulloch 1973). Bei den Pflanzen der Gewéachshauskultur wurde daher die Zusammen-
setzung der epikutikularen Wachse unterschiedlich alter Blatter analysiert, um zu testen,
ob sie sich unterscheiden. Die Gesamtwachsmengen stiegen von Blatt 2 zu Blatt 4 an. Die

Zunahme der Wachsmengen war gleichmaflig iiber alle Substanzklassen verteilt, sodass
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es in der relativen Wachszusammensetzung keine nennenswerten Unterschiede gab. Die
Anteile des Cjs Alkohols und des Cys Aldehyds waren in allen drei Blédttern gleich
(Abbildung 2.10). Die Blatter zeigten keine Unterschiede in der Wachszusammensetzung.
Das bestatigt die Ergebnisse der Untersuchung der Wachsmorphologie. Alle untersuchten
Blatter (Blatt 2-4) bildeten Schiippchen. Die Blatter waren alle in einem frithen
Entwicklungsstadium, in dem noch keine Verdnderung der Wachszusammensetzung
stattgefunden hatte. Anderungen der Wachszusammensetzung wurden bei Pflanzen
beschrieben, die in einem hoheren Reifestadium waren, als die hier untersuchten Pflanzen

(Netting und von Wettstein-Knowles 1973, Tulloch 1973, Wang et al. 2015).

Weizensorten

Die Wachszusammensetzung der drei verschiedenen Sorten wurde untersucht, um zu
priffen, ob sich die Wachszusammensetzungen anfalliger und unanfalliger Sorten
voneinander unterscheiden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten keine Unterschiede in
der Wachschemie, die einen Zusammenhang mit den unterschiedlichen Anfilligkeiten
erkennen lielen (Abbildung 2.11, Abbildung 2.12 und Abbildung 2.13).

Unterschiede zwischen den Sorten wurden oftmals bei nicht relevanten Stoffgruppen wie
Sduren und Estern festgestellt. Diese Substanzklassen wurden nur in sehr niedrigen
Mengen unter 0,5pg/cm? nachgewiesen, ihnen wird keine signalgebende oder
strukturbildende Funktion zugeschrieben (Hansjakob et al. 2010, Koch et al. 2006a). Die
geringfiigigen Unterschiede liefen keinen Zusammenhang zu dem Grad der Anfalligkeit
erkennen. Zwar unterschied sich in manchen Substanzen Ponticus von den beiden
anfalligeren Sorten, ebenso gab es aber auch Gemeinsamkeiten zwischen Ponticus und
Akteur.

Die Gesamtwachsmengen und die Rangfolgen der Substanzklassen waren bei allen drei
Sorten in allen drei Kulturen gleich. Das epikutikulare Wachs der verschiedenen Sorten
bestand grofitenteils aus Alkoholen. Aldehyde bildeten bei allen drei Sorten die
zweitstarkste Gruppe nach den Alkoholen (Abbildung 2.11, Abbildung 2.12 und
Abbildung 2.13). Im Gegensatz dazu hat eine frithere Studie iber die
Wachszusammensetzung mehrerer Weizensorten, bei resistenten Sorten eine hdohere

Gesamtwachsmenge festgestellt als bei weniger resistenten Sorten (Almihanna und Losel
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1995). Auch die Zusammensetzung des Wachses war unterschiedlich, aber auch dort
waren die Unterschiede nicht nach Anfilligkeiten abgestuft. Sowohl bei resistenten als
auch bei anfilligen Sorten bestand das Wachs grofitenteils aus Alkanen. Bei méafig
resistenten Sorten bildeten Alkohole die starkste Substanzklasse.

In der vorliegenden Arbeit war bei allen drei Sorten der C,s Alkohol mit Abstand die
Hauptkomponente des Wachses, die jeweiligen Anteile dieses Alkohols waren aber
verschieden. Akteur hatte in allen drei Sorten den hochsten Anteil des C,s Alkohols.
Neben dem Csg Alkohol waren auch die Anteile des Cy4 Alkohols in allen drei Kulturen
unterschiedlich (Abbildung 2.11, Abbildung 2.12 und Abbildung 2.13). Interessanterweise
wurde fiir den Cy¢ Alkohol auch eine positive Wirkung auf die Keimung von B. graminis
f. sp. hordei beschrieben (Hansjakob et al. 2010). Von diesem Alkohol hatte die
unanfilligste Sorte Akteur allerdings jeweils den niedrigsten Anteil. Die Wachsanalyse
zeigte, dass mit dem hoheren Anteil des Cjs Alkohols ein verringerter Anteil des
Cy6 Alkohols einherging. Bei Porthus wurde der umgekehrte Trend beobachtet: Die
Reduktion des Cjs Alkohols trat gleichzeitig mit einem Anstieg des Cys Alkohols auf
(Abbildung 2.11, Abbildung 2.12 und Abbildung 2.13). Bei Ponticus lieen die Ergebnisse
der Wachsuntersuchung der zweiten Freilandkultur erkennen, dass eine Reduktion des
C,s Alkohols von einem Anstieg des Csy Alkohol begleitet wurde (Abbildung 2.13). Diese
Beobachtungen weisen bei den verschiedenen Sorten auf eine Verschiebung der
Kettenldngen der Alkohole hin.

Eine erfolgreiche Keimung stellt den Beginn einer Mehltauinfektion dar. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass Aldehyde und insbesondere der Cys Aldehyd und auch der
Cys Aldehyd die Keimentwicklung von B. graminis fordern (Hansjakob et al. 2010,
Hansjakob et al. 2011, Kong und Chang 2018, Ringelmann et al. 2009, Simpson 2010,
Tsuba et al. 2002, Wang et al. 2018, Weidenbach et al. 2014, Zabka et al. 2008). Das legte
die Vermutung nahe, dass das Wachs anfalliger Sorten mehr signalgebende Komponenten
wie dem Cyg Aldehyd oder dem Cys Aldehyd enthalt als das weniger anfilliger Sorten,
sodass bei anfilligen Sorten eine erhohte Keimung stattfindet, was schliefilich zu einem
schwereren Verlauf der Krankheit fiithrt. Diese Vermutung konnte hier nicht bestatigt
werden. Die absoluten Mengen des Cjs Aldehyds wurden bei den verschiedenen Sorten

nur bei der ersten Freilandkultur in unterschiedlichen Mengen gefunden: Die hochste
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Menge des Cys Aldehyds wurde bei der unanfilligsten Sorte Ponticus festgestellt. Auch in
Bezug auf die Gesamtwachsmenge wurde im Wachs der Sorte Ponticus ein hoherer Anteil
des Cjs Aldehyds festgestellt, als bei einer der beiden anderen Sorten (Abbildung 2.12).
Die absoluten Mengen und die relativen Anteile des Cy Aldehyds waren in der
Gewachshauskultur bei allen drei Sorten, bei den Freilandkulturen bei jeweils zwei Sorten
unterschiedlich. Die anfalligste Sorte Akteur hatte jeweils die niedrigste Menge und den
niedrigsten Anteil dieses Aldehyds (Abbildung 2.11, Abbildung 2.12 und Abbildung 2.13).
Auch das spricht gegen die eingangs gestellte Hypothese, dass das Wachs anfalliger
Sorten mehr Botenstoffe enthilt als das resistenter Sorten. Unter der Annahme, dass
Aldehyde keiminduzierende Substanzen sind, wiirde die Keimung des Pilzes auf
unanfilligen und auf anfilligen Sorten gleichermaflen angeregt. Somit wére die
Keiminduktion auf den Blattern resistenter Sorten nicht schwécher als auf den Blittern
anfalliger Sorten. Daraus liefle sich schlussfolgern, dass bei resistenten Sorten die
Widerstandskraft auf einer stirkeren Abwehrreaktion beruht und nicht auf einer
abgeschwichten Keiminduktion. Bemerkenswerterweise haben Keimungsversuche von
B. graminis f. sp. tritici auf Weizen und auf der Nicht-Wirtspflanze Gerste, trotz Unter-
schieden in der Wachszusammensetzung, keinen Unterschied im Keimerfolg gezeigt
(Hansjakob et al. 2010). Die Kettenlingen der einzelnen Substanzklassen waren im
Gerstenwachs meistens um zwei Kohlenstoffatome kiirzer als im Weizenwachs. Daraus
konnte wiederum abgeleitet werden, dass nur gravierende Unterschiede der
Wachschemie das Keimverhalten beeinflussen oder, dass die Wachszusammensetzung
nicht entscheidend fiir den Keimerfolg ist. Carver und Thomas (1990) nahmen nach
Experimenten mit verschiedenen f. sp. auch an, dass nicht spezifische Eigenschaften der

Kutikula entscheidend fiir die Erkennung sind.

Kulturen

Wie in der Diskussion der Alkoholzusammensetzung der Wachse erwahnt, kann es von
Bedeutung sein, welche der drei Weizenkulturen betrachtet wurde. Es wurde daher
tberprift, ob es Unterschiede in der Wachszusammensetzung aufgrund der Anzuchts-
bedingungen gab. Neben den Anzuchtsbedingungen konnte auch der unterschiedliche

Gesundheitszustand der Pflanzen einen Einfluss auf die Wachszusammensetzung gehabt

90



Kapitel 1 Diskussion

haben, da die Pflanzen der Freilandaussaat stark mit Mehltau, Rost und dem Getreide-
hahnchen befallen waren. In einer fritheren Studie wurde bei Weizenpflanzen nach einer
Inokulation mit B. graminis bei anfalligen Sorten eine erhohte Wachsmenge festgestellt
(Almihanna und Losel 1995). Eine mogliche Verdnderung der Wachsbelegung oder
Zusammensetzung durch den Pathogenbefall wurde in der vorliegenden Arbeit aber nicht
festgestellt. Die Analysen zeigten kaum Unterschiede in der Wachschemie der Pflanzen
der Gewaichshauskultur und der der ersten Freilandkultur (Abbildung 2.14). Zur
Absicherung wurde eine zweite Kultur im Freien angezogen. Die zweite Kultur wurde im
Gegensatz zur ersten nicht im Frithjahr, sondern im Herbst ausgesat. Die Pflanzen dieser
Aussaat waren weniger stark befallen als die der ersten Aussaat. Im Wachs der Pflanzen
der zweiten Freilandkultur waren groflere Mengen des Cys Alkohols und des
Czs Aldehyds enthalten als in dem der Pflanzen der ersten Freilandkultur. Auch die
Mengen einiger (Ponticus und Porthus) oder fast aller (Akteur) Substanzen war erhdoht,
sodass die Pflanzen der zweiten Freilandkultur insgesamt eine hohere Wachsbelegung
hatten als die der Ersten (Abbildung 2.15). Studien haben gezeigt, dass hohere
Temperaturen, eine verringerte Luftfeuchte, erhohte UV-Strahlung oder Trockenstress zu
einer erhohten Wachsbelegung fithren kénnen (Baker 1974, Bi et al. 2017, Huggins et al.
2018, Mohammed et al. 2018). Da die Pflanzen der ersten Freilandkultur tber die
Sommermonate hinweg herangewachsen waren, konnten diese Faktoren die
Wachsmengen der Pflanzen beeinflusst haben. Die Wachszusammensetzung der Pflanzen
der ersten und zweiten Freilandkultur hatte sich teilweise verdndert. Wie im
vorangegangen Abschnitt fiir die Alkohole bereits beschrieben, waren die Unterschiede
aber von Sorte zu Sorte verschieden. Der Anteil des Cys Aldehyds war nur bei Porthus im
Wachs der zweiten Freilandkultur erhoht. Eine Verschiebung der prozentualen Anteile
der Substanzklassen wurde in keiner der drei Sorten beobachtet. Im Einklang mit den
Ergebnissen der Untersuchung der Wachsmorphologie scheint die Wachs-
zusammensetzung von Weizen stark genetisch fixiert zu sein und wenig durch
Umweltfaktoren beeinflusst zu sein, da biotische (Befall mit Krankheitserregern) und

abiotische Faktoren (Anbauweise, Jahreszeit) kaum zu einer Veranderung gefiihrt hatten.
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2.3.4 Untersuchung der Benetzungseigenschaften

Die relative Luftfeuchte und die Oberflachenfeuchte spielen eine entscheidende Rolle bei
der Entwicklung von Pilzerkrankungen bei Pflanzen (Huber und Gillespie 1992). Daher
wurde neben der Wachsmorphologie und der Wachschemie auch die Benetzbarkeit der
verschiedenen Weizenblatter untersucht. Es wurde zudem iberprift inwieweit das
Blattalter, die Blattseite, die Blattaderung oder die Weizensorte die Benetzbarkeit
beeinflussten und ob das Benetzungsverhalten richtungsabhidngig war. Oftmals werden
zur Beschreibung der Benetzbarkeit nur die Kontaktwinkel verwendet. Die alleinige
Angabe der Kontaktwinkel zur Beschreibung der Benetzbarkeit kann jedoch irrefithrend
und unzureichend sein (Ras et al. 2017, Taylor 2011). Ein Tropfen mit hohem
Kontaktwinkel kann beispielsweise je nach Benetzungszustand auf einer geneigten
Oberflache haften bleiben oder leicht abrollen. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit
auch die Kontaktwinkelhysterese, der Anteil der abgerollten Tropfen und die
Abrollwinkel der Weizenblatter ermittelt.

Die hier untersuchten Weizenblédtter hatten eine kaum benetzbare hydrophobe, teils
superhydrophobe, Oberfliche. Die Kontaktwinkel lagen zwischen 127,5 + 13,6°, und
164,7 + 15° (Abbildung 2.18) und sind damit in Ubereinstimmung mit fritheren Studien
(Dorr et al. 2015, Holloway 1970, Netting und von Wettstein-Knowles 1973, Peirce et al.
2016).

Selbstreinigung

Im Gegensatz zu Stosch et al. (2007) und Cerman (2007) konnen die hier untersuchten
Weizenblatter nicht als selbstreinigende Oberflaichen bezeichnet werden. Viele Blitter
wiesen zwar Kontaktwinkel iiber 150° auf, jedoch erfiillten sie nicht die Bedingungen
einer kleinen Hysterese und eines geringen Abrollwinkels unter 10°. Auf Blattern, die
sehr geringe Hysteresen oder Abrollwinkel aufwiesen, lagen die Kontaktwinkel unter
150°. Die Hysteresen reichten von 8,2 + 8,3° bis hin zu 58,3 + 7,4° (Abbildung 2.19). Die
Abrollwinkel lagen zwischen 10,8 + 7,2° und 58,7 + 28,2° (Abbildung 2.21). Vergleichbare
Werte zu Abrollwinkeln auf Weizenblattern liegen in der Literatur leider nicht vor.
Stosch et al. (2007) und Cerman (2007) bestimmten die Fihigkeit der Weizenblatter zur
Selbstreinigung durch die Analyse der Restbeschmutzung der Oberflichen bei Ver-
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schmutzungsversuchen. Vor dem Hintergrund der Wirkstoffapplikation und -aufnahme
untersuchte eine weitere Studie die Retention applizierter Tropfen auf Weizenblattern
(Peirce et al. 2016). Dort wurden ebenfalls hohe Kontaktwinkel und sehr geringe
Hysteresen festgestellt, was fiir die Fahigkeit zur Selbstreinigung spricht. Die
untersuchten Pflanzen wurden im Gegensatz zu den hier untersuchten Pflanzen nicht im
Freiland sondern im Gewiachshaus angezogen. Durch die Witterung verursachte
Schadstellen auf den Blattern konnen moglicherweise die Ursache fiir die grofieren

Hysteresen und Abrollwinkel und deren hohen Standardabweichungen sein.

Richtungsabhianigkeit

Kontaktwinkel und Hysteresen

Die Spannbreite der Werte der Benetzungsparameter war recht hoch. Die
unterschiedlichen Werte lassen sich auch teilweise durch die Richtungsabhéngigkeit der
Messung der Benetzbarkeit der Weizenbldtter erklaren. So wurde beispielsweise die
hochste Hysterese in Blickrichtung langs zur Blattaderung gemessen, die niedrigste in
Blickrichtung quer. Wenigstens bei der Halfte der Proben waren sowohl die Hysteresen
als auch die Kontaktwinkel in Blickrichtung quer zur Blattaderung kleiner als in
Blickrichtung ldngs zur Blattaderung. Auch die {ibrigen Proben zeigten einen &hnlichen
Trend (Abbildung 2.18). Weizenblitter sind, durch die fiir Monokotyle typische parallele
Blattnervatur und die elongierte Form der Epidermiszellen, anisotrope Oberflichen. Im
Gegensatz zu isotropischen Oberflachen (gleich in alle Richtungen), ist die Benetzung auf
anisotropen Oberflaichen oftmals richtungsabhéngig, sie kann sich, je nachdem aus
welcher Richtung sie gemessen wurde, unterscheiden (Kubiak und Mathia 2014). Wie
auch in dieser Arbeit beobachtet, ist der Kontaktwinkel senkrecht zur Struktur meist
kleiner als der Kontaktwinkel parallel zur Struktur (Ma et al. 2013). Tropfen auf einer
anisotropen Oberfliche nehmen eine andere Form an als Tropfen auf einer isotropen
Oberfliache. Durch Kapillarkrafte sind die Tropfen in Blickrichtung quer zur Blattaderung
in die Breite gezogen, in Blickrichtung langs zur Blattaderung sind sie gestaucht, wodurch

sich die Kontaktwinkel der beiden Richtungen unterscheiden (Chen et al. 2005).
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Auch das Abrollverhalten war anisotrop: Longitudinal rollten mehr Tropfen ab als
transversal (Abbildung 2.20). Das passt zu der kleineren Hysterese (Blickrichtung quer)
bei dieser Kipprichtung (Abbildung 2.19). Die Abrollrichtung entlang der Blattaderung
entspricht der natiirlichen Abrollrichtung eines Wassertropfens auf einem Weizenblatt.
Durch die natiirliche Biegung des Weizenblattes ist das Blatt zur Basis und zur Spitze
geneigt. Dadurch rollen die Tropfen naturgemifl eher entlang der Blattaderung in

Richtung eines Blattendes ab, als quer zur Blattaderung zur Seite des Blattes.

Trichome

Bei einigen Pflanzenarten sind Trichome entweder zur Blattbasis oder zur Blattspitze
ausgerichtet (Vermeij 2015). Es wire denkbar, dass dadurch Wasser auf der Blatt-
oberflache bevorzugt in eine Richtung abgeleitet wird. In der vorliegenden Studie lief3
sich kein Einfluss der Trichome auf das Abrollverhalten der Tropfen erkennen. Die
Weizenblatter verfiigten iiber nadelformige und hakenférmige Trichome. Mit bloflem
Auge waren sie bei den hier untersuchten Blattern kaum sichtbar. Die REM Aufnahmen
und die mikroskopischen Bilder des Goniometers der Weizenblatter lieferten kein
eindeutiges Ergebnis zu deren Orientierung. Die applizierten Wassertropfen
(Tropfenvolumen: 5 pl) waren um ein Vielfaches grofler als die Trichome. Es wirkte als
wiaren die Trichome von dem Wassertropfen umschlossen. Bei einer Neigung der
Oberflache rollten die Tropfen tiber die Trichome hinweg. Dabei machte es keinen Unter-
schied, ob die Blatter zur Basis oder zur Spitze gekippt wurden (Abbildung 2.16). Bei sehr
haarigen Blattern kann die Benetzbarkeit je nach Wachsbelegung der Trichome stark
variieren. Bei Trichomen mit Wachsen kann das Wasser nicht zwischen die Trichome
eindringen, sodass die Benetzbarkeit der Oberflache stark reduziert ist. Im Gegensatz
dazu kann bei Trichomen ohne Wachse Wasser nach kurzer Zeit die Behaarung
durchdringen, sodass in manchen Fillen das gesamte Indument durchnisst wird (Koch

und Barthlott 2009, Koch et al. 2009a, Neinhuis und Barthlott 1997).

Abrollwinkel

Einige Blitenblatter, Graser und Reisbldtter weisen ebenfalls eine anisotrope Benetzung

auf. Allen gemein ist eine parallele Oberflachenstruktur (Koch et al. 2013, Wu et al. 2010,
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Wu et al. 2011). Wie das Lotusblatt verfiigen Reisblatter iiber eine superhydrophobe
Oberfliche mit hierarchischen Strukturen (Nishimoto und Bhushan 2013). Auf
Reisblattern sind die wenige Mikrometer groflen Papillen im Gegensatz zu Lotus aber
parallel zum Blattrand angeordnet (Feng et al. 2002), sodass die Bewegung der Tropfen in
eine Richtung geleitet wird. Wassertropfen rollen also leichter entlang der parallelen
Strukturen als senkrecht dazu; sie werden so zur Pflanze hin geleitet. Der Abrollwinkel
der Tropfen, die sich entlang der Strukturen bewegten war geringer als derer, die sich
senkrecht dazu bewegten (Wu et al. 2011). Bei den hier untersuchten Weizenblittern
waren, trotz der parallelen Blattnervatur und der elongierten Zellform, die Abrollwinkel
bis auf drei Ausnahmen jedoch bei beiden Kipprichtungen (longitudinal und transversal)
gleich. Durchschnittlich rollten die Tropfen bei 31,4 + 9,4° ab (Abbildung 2.21). Weizen-
blatter stehen in einem spitzen Winkel zur Blattachse und beginnen sich ab einer
gewissen Lange zu biegen. Die longitudinale Kipprichtung entspricht daher der
natiirlichen Neigung des Blattes. Die Hysteresen waren bei dieser Kipprichtung geringer
als in transversaler Kipprichtung (Abbildung 2.19). Daher war es entgegen der Er-
wartungen, dass die Abrollwinkel der beiden Kipprichtungen gleich waren (Abbildung
2.21). Jedoch muss bedacht werden, dass bei transversaler Kipprichtung mehr Tropfen auf

dem Blatt haften blieben als bei der longitudinalen Kipprichtung (Abbildung 2.20).

Benetzungsstadium

Auf Reisblattern sind Tropfen in einem Cassie-Benetzungsstadium, sodass sie leicht
abrollen konnen (Wu et al. 2011). Auf Blitenblattern rollen Tropfen in der Regel jedoch
nicht ab (Koch et al. 2013). Bei dem sogenannten ,Petal effect” weisen Tropfen sowohl
hohe Kontaktwinkel als auch hohe Hysteresen auf, sodass die Tropfen selbst bei einem
Kippwinkel von 90° haften bleiben. Dieses Phdnomen beruht wie der Lotuseffekt auf einer
hierarchischen Struktur. Jedoch dringt die Fliissigkeit teilweise in den Mikrostrukturen
ein, nur die Nanostrukturen blieben trocken (Bormashenko 2017, Feng et al. 2008). Diese
Art der Benetzung wird auch ,Cassie impregnating” genannt. Dieser Begriff wird jedoch
auch fiir ein weiteres heterogenes Benetzungsstadium verwendet. Bei diesen fiillt die
Flissigkeit ahnlich dem Wenzelstadium die Vertiefungen einer rauen Oberflache

komplett aus, allerdings ist auch der Festkorper aulerhalb des Tropfen teilweise benetzt.
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Auf den Weizenblittern rollten Tropfen im Allgemeinen gut ab. Die mikroskopischen
Aufnahmen wéhrend der Benetzungsmessungen lieflen erkennen, dass die Wassertropfen
die Vertiefungen nicht komplett ausfiillten. Beide Beobachtungen deuten auf eine Cassie-
Benetzung oder eine intermedidre Benetzung hin. Auch bei einer fritheren Studie zur
Benetzbarkeit an Weizenblittern wurde eine Cassie-Benetzung vermutet (Peirce et al.
2016). Bei einzelnen Proben blieben die Tropfen jedoch an der Oberfliche haften und
rollten selbst bei einem Kippwinkel von 90° nicht ab. Wahrscheinlich war bei solchen
Proben die Wachsschicht beschadigt oder verschmutzt. Beides kann zu einer Ver-
anderung der Benetzbarkeit fithren (Koch et al. 2013, Taylor 2011). Mit blolem Auge
waren keine Schaden oder Kontaminationen bei den verwendeten Blattern zu erkennen,
die REM Aufnahmen der Blatter der Freilandkulturen zeigten aber zum Teil deutliche
Schaden in der Wachsschicht und Pilzhyphen auf den Blattoberflichen (Abbildung 2.6).
Vermutlich findet an beschiddigten oder verschmutzen Stellen ein Ubergang zu einer
Wenzel-Benetzung statt, sodass die Tropfen nicht mehr abrollen. Bei einem Tropfen auf
einer rauen Oberfliche wird Fliissigkeit durch den Laplace Druck zwischen die
Vertiefungen gedriickt. Dringt die Flussigkeit dabei soweit in die Vertiefungen vor, dass
sie den Untergrund beriihrt, findet ein Ubergang der Benetzungszustinde statt (Taylor
2011). Ob ein Ubergang stattfindet oder nicht wird durch die Form und durch die Mafle
der Stiitzstrukturen und durch die Tropfengrofie beeinflusst (Bhushan und Jung 2008). In
der vorliegenden Studie war die Tropfchengrofle immer gleich, jedoch konnen die be-
netzungsbestimmenden Strukturen zerstort oder durch Partikel maskiert gewesen sein,

sodass ein Ubergang stattfinden konnte.

Korrelation der Benetzungsparameter

Aufgrund der Zellform, der Stomata, der Trichome und vorhandener Schadstellen ist die
Oberflaiche der Weizenblatter im Gegensatz zu einer technischen Oberfliche keine
homogene Oberflache. Durch diese Variabilitdt der natiirlichen Oberfliche waren die
Standardabweichungen der einzelnen Messungen recht hoch. Dies konnte ein Grund
dafiir sein, dass die Korrelation der einzelnen Benetzungsparameter keinen Zusammen-
hang gezeigt hatte. Die Vermutung, dass mit einem groflen Kontaktwinkel eine kleine

Hysterese und ein kleiner Abrollwinkel einhergehen wurde nicht bestatigt.
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Xiong et al. (2018) stellte eine negative Korrelation zwischen den Kontaktwinkeln und der
Wasserretention auf den Blattoberflichen verschiedener Kréauter fest. Die Autoren
befanden die Benetzbarkeit als das beste Merkmal zur Vorhersage der Wasserretention.
Im Unterschied zu der vorliegenden Studie wurde die Wasserretention, anhand der
verbleibenden Wassermenge nach einer kiinstlichen Benetzung der Blatter und nicht die
Wassertropfenretention mithilfe des Abrollwinkels bestimmt. Obwohl Kontaktwinkel-
messungen und die Bestimmung der Abrollwinkel tibliche Methoden sind, wurde der
Zusammenhang dieser beiden Groflen bisher nur in wenigen Studien erforscht (Holder
2020). Ein allgemeingiiltiger Zusammenhang lasst sich aus den Ergebnissen nicht ablesen.
Einerseits zeigte eine frithere Studie kleinere Hysteresen und Abrollwinkel bei weniger
benetzbaren als bei benetzbaren Pflanzenarten (Fritsch et al. 2013). Auch bei zwei
weiteren Studien mit verschiedenen Spezies wurde eine positive Korrelation zwischen der
Benetzbarkeit einer Oberflache und Abrollwinkeln festgestellt (Brewer und Smith 1997,
Brewer und Nunez 2007). Andererseits belegte eine Studie sinkende Abrollwinkel bei
steigender Benetzung (Aryal und Neuner 2010). Matos und Rosado (2016) hingegen
stellten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Hydrophobizitit und den
Abrollwinkeln fest. Ein Unterschied der vorliegenden Studie zu den genannten Studien
ist, dass die einzelnen Benetzungsparameter einer Art untersucht wurden und nicht die
verschiedener Arten.

Zur Erorterung der Benetzungseigenschaften ist es empfehlenswert, Pflanzen einer
Gewdchshauskultur heranzuziehen, da deren Oberflichen weniger heterogen sind. Zwar
haben die Versuche dieser Arbeit gezeigt, dass die Wachsmorphologie und die
Wachszusammensetzung durch die Kulturbedingungen kaum beeinflusst wurden (2.2.1,
2.2.5, Seite 59). Dennoch sind die Pflanzen in der Gewachshauskultur besser vor Phyto-
pathogenen und vor Wind, der durch das Aneinanderreiben der Blétter zu Schéden in der
Wachsschicht fithren kann, geschiitzt. In dieser Arbeit war die Benetzbarkeit jedoch vor
dem Hintergrund der Interaktion mit phytopathogenen Pilzen interessant. Daher war es
wichtig die Pflanzen unter moglichst realistischen Bedingungen heranzuziehen und so ein
moglichst wirklichkeitsgetreues Bild der Benetzbarkeit der Weizenblétter zu bekommen.
Die Benetzbarkeit kann durch verschiedene Merkmale der Pflanze, wie das Blattalter oder

die Blattseite, als auch durch auflere Einfliisse, wie die Wachstumsbedingungen
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beeinflusst werden (Xiong et al. 2018). So ist es auch bei Studien zu Retentionszeiten von
Fungiziden ratsam den Einfluss der verschiedenen Blattalter, Blattseiten und Pflanz-

dichten zu beriicksichtigen (Yao et al. 2014).

Blattalter

Das Blattalter beeinflusste die Benetzungseigenschaften der hier untersuchten Blitter
kaum. Die Kontaktwinkel von Blatt 2, 3 und 4 waren bis auf eine Ausnahme bei allen
Sorten gleich (Abbildung 2.18, Abbildung 10.9). Auch die Hysteresen und Abrollwinkel
waren fast alle gleich (Abbildung 2.19, Abbildung 2.21, Abbildung 10.15, Abbildung 10.22).
Das entsprach den Erwartungen, da die Analyse der Wachschemie und der
Wachsmorphologie, welche die Benetzbarkeit bestimmen, zuvor ebenfalls keine
Unterschiede zwischen Blatt 2, 3 und 4 gezeigt hatten (Abbildung 2.4, Abbildung 2.10).
Troughton und Hall (1967) stellten bei den ersten, zweiten und dritten Blattern von
Weizenkeimlingen ebenfalls keine Unterschiede bei den Kontaktwinkeln fest. Allerdings
unterschieden sich die Kontaktwinkel der Weizenkeimlinge von denen ausgereifter
Weizenpflanzen. Auch bei einigen anderen Studien wurden bei alteren Blattern
niedrigere Kontaktwinkel festgestellt als bei jiingeren Blattern (Bringe et al. 2006, Puente
und Baur 2011, Troughton und Hall 1967, Xiong et al. 2018). Die Unterschiede in der
Benetzbarkeit konnen verschiedene Ursachen haben: Im Laufe der Entwicklung kénnen
Veranderungen in der Wachschemie und -morphologie zu einer Verdnderung der
Benetzbarkeit fithren (Baker und Hunt 1981, Puente und Baur 2011). Aulerdem kénnen
durch Niederschlag und Schadstoffe in der Luft Schaden in der Wachsschicht entstehen
(Baker und Hunt 1986, Burkhardt und Pariyar 2014, Cape 1983, Kardel et al. 2012,
Klamerus-Iwan und Blonska 2016). Da é&ltere Blatter solchen Umweltfaktoren langer
ausgesetzt sind als junge Blatter konnen altere Blatter verstarkt Schaden der
Wachsstrukturen aufweisen, sodass die Benetzbarkeit der Blattoberflichen ansteigt.
Zudem kann die Besiedlung durch Mikroorgansimen zu einer erhéhten Benetzbarkeit
fihren (Knoll und Schreiber 1998, Schreiber 1996, Taylor 2011). Veranderungen der
Benetzbarkeit im Laufe der Entwicklung sind jedoch von Art zu Art verschieden. Nicht

alle Arten zeigen Verdnderungen, zudem kann die Benetzbarkeit auch abnehmen. So
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zeigte beispielsweise eine Studie an Reis im Wachstumsverlauf steigende Kontaktwinkel

(Zhu et al. 2014).

Blattseiten

Die Wachszusammensetzung der beiden Blattseiten wurde nicht getrennt untersucht, die
beiden Blattseiten zeigten aber die gleichen Wachsstrukturen (Abbildung 2.4), was auf
eine gleiche Wachszusammensetzung hinweist. Daher entsprach es den Erwartungen,
dass die Benetzbarkeiten der beiden Blattseiten dhnlich waren. Bei der Mehrheit der
Proben waren die Hysteresen, Abrollwinkel und Kontaktwinkel der Blattober- und Unter-
seiten gleich (Abbildung 2.18, Abbildung 2.19, Abbildung 2.21). Dennoch rollten auf den
Blattoberseiten bei fast allen Proben mehr Tropfen ab als auf den Blattunterseiten
(Abbildung 2.20). Troughton und Hall (1967) stellten bei Weizen auf den adaxialen Seiten
hohere Kontaktwinkel fest als auf den abaxialen Blattseiten, jedoch waren die Pflanzen in
einem fortgeschritteneren Entwicklungsstadium, sodass sich die Wachsstrukturen der
beiden Blattseiten unterschieden. Zudem wurden die Pflanzen in Wachstumskammern
herangezogen. Im Freiland konnte kein Unterschied zwischen den Kontaktwinkeln
festgestellt werden. Mehrere Studien haben hingegen bei verschiedenen Arten im
Freiland auf den Oberseiten niedrigere Kontaktwinkel festgestellt als auf den
Blattunterseiten (Brewer und Smith 1997, Brewer und Nunez 2007, Holder 2007,
Klamerus-Iwan und Bloniska 2016, Papierowska et al. 2018, Xiong et al. 2018). Ahnlich wie
altere Blatter sind die Blattoberseiten Umweltfaktoren, die die Benetzbarkeiten
beeinflussen konnen, starker ausgesetzt, sodass die Benetzbarkeit der Blattoberseiten

zunehmen kann.

Sorten

Studien mit kiinstlichen Substraten haben gezeigt, dass die ECM (Extrazellulare Matrix)
Freisetzung, welche die Keimung und die Differenzierung von Pilzsporen anregt, durch
die Hydrophobizitdt der Oberfliche angeregt werden kann (Carver et al. 1999, Lee und
Dean 1994, Nielsen et al. 2000, Zabka et al. 2008). So keimte B. graminis f. sp hordei
beispielsweise nur auf Oberflichen mit Kontaktwinkeln iiber 83°. Mit steigenden

Kontaktwinkeln nahm die Differenzierungsrate zu (Zabka 2008). Daher war es
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interessant, ob sich die Benetzbarkeiten der verschiedenen Sorten unterscheiden und ob
sie deren Anfalligkeiten widerspiegeln. Bei verschiedenen Apfelsorten (Malus domestica)
konnte ein Zusammenhang zwischen deren Anfilligkeiten gegeniiber dem Erreger des
Apfelschorfs (Venturia inaequalis) und deren Benetzbarkeit gezeigt werden (Leca et al.
2020). Bei den hier untersuchten Weizensorten unterschieden sich die einzelnen
Parameter der Benetzungseigenschaften zum Teil. Jedoch lieen die Ergebnisse keine
eindeutigen Riickschliisse auf deren Anfilligkeiten gegeniiber Mehltau zu. Bei den
Kontaktwinkeln stach die anfilligste Sorte Akteur hervor. Auf den Blattern der Sorte
Akteur waren die Kontaktwinkel fast immer hoher als die der beiden anderen Sorten. Bis
auf zwei Ausnahmen lagen alle Kontaktwinkel, die auf Blattern der Sorte Akteur
gemessen wurden, im superhydrophoben Bereich. Bei Ponticus und Porthus hingegen
lagen tuber die Hilfte der Werte im hydrophoben Bereich (Abbildung 2.18).
Dementsprechend hatte Akteur die am wenigsten benetzbare Oberflache. Jedoch rollten
auf den Bléttern der unanfilligsten Sorte Ponticus iiberdurchschnittlich viele Tropfen ab.
Die Halfte der Abrollwinkel und ein Drittel der Hysteresen waren bei dieser Sorte am
niedrigsten. Demzufolge hafteten auf den Blattern der Sorte Ponticus Wassertropfen am
schwachsten. Es liefS sich also kein klarer Zusammenhang zwischen dem Be-
netzungsverhalten der Sorten und deren Anfilligkeit gegeniiber Mehltau erkennen.
Verschmutzungsversuche auf den Blattoberflichen resistenter und nicht resistenter
Weizensorten zeigten keine Unterschiede in deren Fahigkeit zur Selbstreinigung (Stosch
et al. 2007), was ebenfalls gegen einen Zusammenhang der Benetzbarkeit und der
Anfilligkeit der Sorten spricht. Die Kontaktwinkel der Sorten lagen dort alle im
superhydrophoben Bereich. Im Gegensatz dazu stellten Troughton und Hall (1967) bei
zwei gegeniiber Rost (Puccinia sp.) anfilligen Sorten niedrigere Kontaktwinkel fest als bei
den tbrigen untersuchten Sorten. Die niedrigeren Kontaktwinkel wurden jedoch nur auf
den Blattunterseiten und bei ausgereiften Pflanzen gemessen. Bei dem hier untersuchten
Stadium gab es aber keine Hinweise darauf, dass die Anfalligkeiten der Sorten durch
Unterschiede im Benetzungsverhalten begriindet sind. Die Untersuchung der
Wachschemie und -morphologie lieflen keine Riickschliisse auf die Anfalligkeiten der

Sorten zu. Bei allen drei Sorten wurden die gleichen Substanzen in vergleichbaren
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Mengen und die gleichen Strukturen festgestellt (2.2.1, 2.2.5, Seite 50). Es war daher

uiberraschend, dass sich die Benetzbarkeiten der Sorten teilweise unterschieden.

Kultur

Die Benetzbarkeiten der Blitter wurden auch bei den Pflanzen der zweiten Frei-
landaussaat bestimmt. Bei dem Vergleich der Blattseiten und Richtungen konnten die
gleichen Trends festgestellt werden wie bei den Pflanzen der ersten Aussaat (Daten nicht
gezeigt). Der Einfluss der Sorten konnte hier jedoch nicht im gleichen Mafle wie bei den
Pflanzen der ersten Aussaat, beobachtet werden. Die Kontaktwinkel der Blatter der
zweiten Freilandaussaat waren bei allen drei Sorten niedriger als die der ersten
Freilandaussaat (Abbildung 2.23). Die hoheren Kontaktwinkel lassen sich durch die
hoéhere Wachsbelegung der Pflanzen der ersten Freilandaussaat erklaren. Bei Akteur war
der Unterschied am grofiten, da bei dieser Sorte in der ersten Freilandkultur besonders
hohe Kontaktwinkel gemessen wurden (Abbildung 2.18). Bei den Pflanzen der zweiten
Aussaat konnte nicht bestdtigt werden, dass die Bléatter der Sorte Akteur hohere
Kontaktwinkel aufweisen als die beiden anderen Sorten. Die Kontaktwinkel der drei
Sorten waren alle gleich grof3. Sie lagen alle im hydrophoben Bereich nahe der Grenze
zum superhydrophoben Bereich (Abbildung 2.23). Bei den Pflanzen der zweiten Aussaat
rollten bei Pontius auch nicht mehr Tropfen ab als auf den beiden anderen Sorten
(Abbildung 2.23). Somit war weder bei den Pflanzen der ersten Freilandkultur noch bei
den Pflanzen der zweiten ein Zusammenhang zwischen den Anfilligkeiten der Sorten
und deren Benetzbarkeiten zu erkennen. Zur Untersuchung des Einflusses der Sorten auf
die Benetzbarkeit wire es interessant Weizenpflanzen, welche im Gewachshaus kultiviert
wurden, zu untersuchen. So konnten Umweltfaktoren, wie verschiedene Vegetations-
perioden, die die Benetzbarkeit beeinflussen konnen, weitgehend ausgeschlossen werden

(Xiong et al. 2018).

2.3.5 Bestimmung der Krankheitsschwere

Bei den Pflanzen, die im Freiland herangezogen wurden, war es nicht zu verhindern, dass
sie mit Mehltau infiziert wurden. An ausgereiften Pflanzen wurde die Krankheitsschwere

bestimmt, um zu untersuchen, ob die Blattseiten, die verschiedenen Blitter oder die
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Sorten unterschiedlich stark befallen waren. Neben Mehltau wiesen sie teilweise auch
Spuren von Rost und Frafispuren der Larve des Getreidehdhnchens auf (Abbildung 2.5).
Die Krankheitsschwere eines Blattes wurde anhand von Farbwerten bestimmt. Dabei
konnte prazise zwischen krankem und gesundem Gewebe unterschieden werden, jedoch
nicht zwischen den einzelnen Krankheiten. Die Untersuchung zeigte auf den
Blattoberseiten einen starkeren Befall als auf den Blattunterseiten (Abbildung 2.24). Eine
mogliche Erklarung ist die starkere Exposition der Blattoberseiten, welche dadurch fir
die, durch Wind und Regen verbreiteten Sporen zuginglicher sind als die Blatt-
unterseiten. Auch bei anderen Mehltauarten wurde auf den Blattoberseiten ein starkerer
Befall beobachtet (Carver et al. 1990, Gniwotta et al. 2005, Ringelmann et al. 2009). Die
Autoren fiihrten dies auf die unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften der
beiden Blattseiten zuriick. So entwickelte sich beispielsweise der Erreger des Mehltaus an
Weidelgras (Lolium perenne), besser auf den hydrophoben Blattoberseiten, deren Wachse
v.a. aus primdren Alkoholen und Estern bestehen, als auf den benetzbaren
Blattunterseiten, deren Wachse hauptsachlich aus n-Alkanen und Aldehyden
zusammensetzt waren, jedoch kein 1-Hexacosanol aufwiesen (Carver et al. 1990,
Ringelmann et al. 2009). Auch bei dem Erreger des Mehltaus bei Erbsen (Erysiphe pisi)
wurde ein dhnliches Muster festgestellt (Gniwotta et al. 2005). Bei der Wirtspflanze Erbse
(Pisum sativum) unterschieden sich ebenfalls die Struktur und die Chemie der adaxialen
und der abaxialen Wachse. Neben der Blattseite spielte bei den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Pflanzen auch das Blattalter eine Rolle: Die &lteren Blatter waren starker
erkrankt als die jingeren Blétter (Abbildung 2.24). Auch hier konnte eine lédngere
Exposition der Blédtter die Unterschiede erklaren. Ein weiterer Grund konnten
Unterschiede im Mikroklima sein. Denmead (1969) hatte gezeigt, dass bei weiter unten
stehenden (alteren) Blattern eine hohere Luftfeuchtigkeit vorherrscht als bei weiter oben
wachsenden (jungen) Blattern. Auch Last (1953) stellte bereits bei zunehmenden Blattalter
eine zunehmende Infektion pro Blattfliche fest. Ob fiir die in der vorliegenden Studie
festgestellten Unterschiede in der Krankheitsschwere auch Unterschiede in der
Wachschemie und Wachsmorphologe verantwortlich sind, lasst sich nicht beurteilen. Die
Ergebnisse der Wachsanalyse und der Untersuchung der Benetzungseigenschaften der

jungen Weizenpflanzen gaben keine Hinweise darauf, dass sich die beiden Blattseiten in
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ihren physikochemischen Eigenschaften unterscheiden (Abbildung 2.4 und Tabelle 2.5).
Zur Klarung der Frage wire es jedoch notwendig die Wachschemie und die
Wachmorphologie der reifen Weizenpflanzen zum Zeitpunkt der Bonitur zu kennen, da
sich beide, wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, im Laufe der Entwicklung
andern konnen. Auch ein Zusammenhang zwischen den Anfilligkeiten der Sorten und
der Schwere der Mehltauerkrankung liefl sich aus den Ergebnissen nicht eindeutig
ableiten, da es sich nicht um eine reine Mehltau Infektion gehandelt hatte und die Sorten
sich auch in ihren Anfilligkeiten gegeniiber Rost unterscheiden (Bundessortenamt 2016).
Fiir eine richtige Einschatzung wiére es entscheidend, nicht den gesamten Befall, sondern

die Schwere der einzelnen Krankheiten zu kennen.
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3 Entwicklung und Charakterisierung der

in vitro Testsysteme - Kapitel 2

3.1 Material und Methoden

Es wurden insgesamt finf Testsysteme mit verschiedenen physikochemischen
Eigenschaften entwickelt: Ein Testsystem, das sowohl iiber die gleichen Benetzungs-
eigenschaften als auch tber die gleichen chemischen Eigenschaften wie das Weizenblatt
verfigt (Wachs-Testsystem), ein Testsystem, das nur iber die gleichen Benetzungs-
eigenschaften verfiigt (C280H-Testsystem), ein Testsystem, das nur tiber die gleichen
chemischen Eigenschaften verfiigt (Schmelze-Testsystem) und zwei Testsysteme, die die
gleichen Benetzungseigenschaften besitzen wund den potentiellen Signalstoff
1-Hexacosanal oder 1-Octacosanal enthalten (C26CHO- und C28CHO-Testsystem)
(Tabelle 3.1).

3.1.1 Verwendete Substanzen

Zur Herstellung des Wachs-Testsystems wurde das epikutikulare Wachs der drei
Weizensorten Akteur, Ponticus und Porthus verwendet (Kapitel 1, 2.1.3). Fir das C280H-
Testsystem wurde der Reinstoff 1-Octacosanol (= 99 % (GC), Sigma Aldrich Co, St. Louis,
USA) genutzt (3.1.1). Fir das Schmelze-Testsystem wurde das Wachs der Sorte Ponticus
aus der Schmelze rekristallisiert (3.1.4, Seite 111). Zur Herstellung des C26CHO- und des
C28CHO-Testsystems wurden 1-Octacosanol, 1-Hexacosanal wund 1-Octacosanal
verwendet (3.1.4, Seite 111). Die Aldehyde wurden zu diesem Zweck synthetisiert
(folgender Abschnitt).
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Tabelle 3.1: Entwickelte Testsysteme

Testsystem  nachgeahmte Eigenschaft(en) Rekristallisation

Wachs Benetzbarkeit und Chemie Weizenwachs mit Struktur
C280H Benetzbarkeit Alkohol mit Struktur
Schmelze Chemie Weizenwachs ohne Struktur
Benetzbarkeit und pot. Signalstoff =~ Alkohol und pot. Signalstoff mit
C26CHO
1-Hexacosanal Struktur
Benetzbarkeit und pot. Signalstoff =~ Alkohol und pot. Signalstoff mit
C28CHO
1-Octacosanal Struktur

C280H: 1-Octacosanol, C26CHO: 1-Hexacosanal, C28CHO: 1-Octacosanal

Synthese einzelner Wachskomponenten

Sehr langkettige Aldehyde stellen nur einen geringen Teil des Gesamtwachses von
Weizen dar (Wang et al. 2015, diese Arbeit Kapitel 1, 2.2.5), sodass es nicht moglich ist,
Aldehyde in groflen Mengen aus dem Wachsextrakt zu isolieren. Daher war es notwendig
Aldehyde zu synthetisieren, um ausreichende Mengen fiir die folgenden Re-
kristallisationsversuche zur Verfiigung zu haben. Nach Corey und Suggs (1975) wurden
1-Hexacosanol (= 97 % (GC), Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) und 1-Octacosanol
(=99 % (GC), Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) mit Pyridiniumchlorchromat (PCC,
98 %, Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) zu 1-Hexacosanal und 1-Octacosanal oxidiert
(Abbildung 3.1).

R OH R

Abbildung 3.1: Oxidation eines primiren Alkohols zu einem Aldehyd mittels PCC; 1-Hexacosanal
Synthese; R=CysHs;, 1-Octacosanal Synthese R=C,;Hss
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Es wurden zwei 1-Octacosanal Synthesen und eine 1-Hexacosanal Synthese durchgefiihrt
(Tabelle 3.2, Abbildung 3.2). Im ersten Ansatz der 1-Octacosanalsynthese wurden eine
PCC Suspension (0,28 mmol, gelost in 10 ml Dichlormethan (CH,Cl,, stabilisiert mit 0,2 %
Ethanol, VWR International, LLC., Radnor, PA, USA) und eine 1-Octacosanol Suspension
(0,24 mmol, gelost in 20 ml CH,Cl;) unter Rithren auf Eis zusammengegeben. Zu dem
Gemisch wurde etwas Celite (Celite 545, Partikelgrofie: 0,02 - 0,1 mm, Merck KGaA,
Darmstadt) als molekularer Sieb hinzugefiigt. Nach kontinuierlichem Riithren tiber Nacht,
auf Fis und mit einem Riuckflusskiithler, wurde die entstandene braune Masse mithilfe
einer Saulenchromatographie (selbst befiillt, ca. 400 mm x 2,4 mm, silica gel 60A400, mesh
40 - 63 um) aufgetrennt und anschlieBend handisch fraktioniert (63 Fraktionen a 20 ml,
Abbildung 3.3). CH,Cl; wurde als Elutionsmittel verwendet. Es wurden insgesamt 34
Einheiten mit jeweils ca. 12 ml fraktioniert. Zur Kontrolle der entstandenen Produkte
wurden Proben der einzelnen Fraktionen, die Edukte und ein Aliquot der Rohprodukte
per Diinnschichtchromatographie (engl.: thin layer chromatography, TLC, DC Kieselgel
60 F 254, Merck KGaA, Darmstadt) aufgetrennt. CH,Cl, diente hierbei als Laufmittel.
Mithilfe von 50%iger Schwefelsdaure und Hitze durch einen Heif§luftfohn wurden die
Analyte detektiert. Die Retentionsfaktoren (Rf-Werte) der aufgetrennten Substanzen
wurden durch den Quotienten aus der Strecke zwischen der Startlinie und der
Substanzzone und der Strecke zwischen der Startlinie und der Laufmittelfront berechnet
(Abbildung 3.4). Die Fraktionen, bei denen die Ergebnisse der TLC darauf hinwiesen
Aldehyde zu enthalten, wurden vereinigt und mithilfe eines Rotationsverdampfers (RV
10, IKA, Stauffen) eingeengt, bis das Losungsmittel komplett verdampft war. Zur
Bestimmung der Mengen der gewonnen Produkte wurden die gepoolten Fraktionen
gewogen. Mittels GC-FID und GC-MS wurden die Substanzen der Fraktionen identifiziert
und deren Reinheit tiberpriift (Kapitel 1; 2.1.5). Hierfiir wurden einige mg als Aliquot der
Fraktionen in Chloroform gelést (¢ = 0,2 mg/ml) und mit 50 pl Tetracosan (¢ = 0,2 mg/ml)
als interner Standard versetzt. Die Synthese und Aufreinigung der zweiten 1-Octacosanal-
synthese und der 1-Hexacosanalsynthese wurde analog mit zuvor getrockneten
Chemikalien unter Schutzgas durchgefiithrt. Als Trocknungsmittel fiir CH,Cl, wurde
Kaliumcarbonat verwendet als Schutzgas diente Argon. Fiir die 1-Octacosanolsynthese

wurden 0,25 mmol PCC in 3 ml CH,Cl, und 0,21 mmol 1-Octacosanol in 3 ml CH,CIl,
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gelost und zusammengeben. Fiir die 1-Hexacosanalsynthese wurden 0,31 mmol PCC,

gelost in 3 ml CH,Cly, und 0,26 mmol 1-Hexacosanol, gelost in 3 ml CH,Cl,, verwendet.

Bei der 1-Octacosanal Synthese wurden 63 Fraktionen, bei der 1-Hexacosanal Synthese

wurden 60 Fraktionen (ca. 20 ml/Fraktion) gewonnen. Die Syntheseprodukte wurden wie

im ersten Ansatz mittels TLC und GC-FID und GC-MS identifiziert.

Tabelle 3.2: Chemikalien fiir die Synthesen der Aldehyde

Verhiltnis unter Schutzgas, m.
Synthese PCC Alkohol PCC: wasserfreien
Alkohol Chemikalien
1-Octacosanal 0,28 mmol 0,24 mmol .
. ] 1,2:1 nein
(1. Ansatz) in 10 ml in 20 ml
1-Octacosanal 0,25 mmol 0,21 mmol )
. . 1,2:1 ja
(2. Ansatz) in 3 ml in 3 ml
0,31 mmol 0,26 mmol .
1-Hexacosanal i i 1,2:1 ja
in3ml in 3 ml

Abbildung 3.2: Zusammenfassende

Trocknung der Chemikalien*

v

Synthese

v

Sé&ulenchromatoraphie

v

Dunnschichtchromatographie

J

v

GC-FID GC-MS

v

Aldehyde fir Rekristallisation

J

Darstellung der Arbeitsschritte zur

Synthese

Aufreinigung der Aldehyde; *: wurde nicht bei der ersten 1-Octacosanalsynthese durchgefithrt

und
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Abbildung 3.3: Apparaturen zur Synthese und zur Auftrennung der Aldehyde; a) Rundkolben mit
Riickflusskithler auf Magnetrithrer, b) Rundkolben mit Syntheseprodukt auf geschmolzenem Eis nach
Rithren @. N., ¢) Rohprodukt der Synthese, aufgetragen auf der Saule zur Auftrennung

__________________________ Laufmittelfront

b Rf=a/b

Startlinie

Abbildung 3.4: Parameter eines Diinnschichtchromatogramms zur Berechnung des Retentions-
faktors (Rf); a) Strecke zwischen der Startlinie und der Substanzzone, b) Strecke zwischen der Startlinie
und der Laufmittelfront

3.1.2 Verwendete Substrate

Als Substrate fiir die Bedampfungen wurden Glas (Deckgldschen, 18 x 18 mm) und
Epoxidharzrepliken von einem Glas Objekttrager (folgender Abschnitt) verwendet. Das
Glas wurde vor jeder Bedampfung mit einem Ethanol (70 %) befeuchtetem Papier

gereinigt und trocken gewischt.
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Herstellung der Repliken

Repliken dienen dazu die Struktur einer Oberfliche abzuformen, ohne jedoch die
chemischen Eigenschaften zu tibertragen. Zum Abformen der Strukturen wird zunéchst
ein Negativ hergestellt, welches mit Epoxidharz aufgefiillt wird, um wieder ein Positiv der
abgeformten Struktur zu erhalten. Eine frithere Studie hatte gezeigt, dass sich auf Glas
(polar) keine Schiippchen gebildet hatten (Koch et al. 2006a). Daher wurden Repliken der
Glasoberflachen aus weniger polarem Harz angefertigt.

Das verwendete Epoxidharz (Toolcraft, Conrad Electronics SE, Hirschau) ist ein Gemisch
aus dem Harz und einem Hérter. Nachdem das Harz und der Harter in einem 10 : 4
Verhiltnis zusammengegeben und vermengt wurden, wurde das Gemisch fiir 1 min bei
600 rpm zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen, die beim Vermischen der Substanzen
entstanden waren. Zur Herstellung einer Replik einer Glasoberfliche wurde mit einem
Abformmaterial aus Polyvinylsiloxan (President light body, Coltene, Altstatten, Schweiz)
zunichst ein Negativabdruck von einem Objekttrager hergestellt. Nach Ausharten des
Negativs (ca. 5 min) wurden 2 - 3 Tropfen des Epoxidharzes mit einer Spritze auf das
Negativ gegeben. Anschlielend wurde ein Deckglaschen auf die Harztropfen nieder-
gelassen. Durch die Kohisionskrifte zieht sich das Harz gleichmaflig unter das
Deckgléaschen, sodass eine ebene Fliche entsteht. Nach Aushérten des Harzes (ca. 24 h bei

RT) konnten die Repliken fiir die Bedampfungen verwendet werden.

3.1.3 Bestimmung des Schmelzpunkts des Weizenwachses mittels

DSC

Bei der Rekristallisation aus der Schmelze wird das Wachs ca. 20°C {iber den
Schmelzpunkt erhitzt, um es zu schmelzen (3.1.4, Seite 111). Der Schmelzpunkt des
Ponticus Wachsextraktes wurde daher mittels dynamischer Differenzkalorimetrie (engl.:
differential scanning calorimetry, DSC, DSC 8000, PerkinElmer, Waltham, USA) in einer
Messung experimentell bestimmt. Hierfiir wurden 3,581 mg des Ponticus Wachsextraktes
(Kapitel 1, 2.1.3) in einen Aluminium Tiegel gegeben, der Referenztiegel blieb leer. Der
Temperaturbereich des Heizprogramms lag zwischen 0 °C und 150 °C (Tabelle 3.3). Als

Spiilgas wurde Stickstoff verwendet (Flussrate: 20 mL/min).
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Tabelle 3.3: Temperaturprogramm zur Bestimmung des Schmelzpunktes mittels DSC

Schritt Temperatur
Halten der Temperatur fiir 1 Min  0°C

Heizen mit 10 °C/Min auf 150 °C
Halten der Temperatur fiir 1 Min 150 °C
Abkiihlen mit 10 °C/Min auf 0°C

Halten der Temperatur fiir 1 Min  0°C

3.1.4 Rekristallisation  mittels  physikalischer = Dampfphasen-
abscheidung

Zur Beschichtung der Proben mit dem Wachs und einzelnen Wachskomponenten wurde
das Verfahren der physikalischen Dampfphasenabscheidung genutzt (engl.: physical
vapor deposition, PVD). Dieses Verfahren bietet gegeniiber anderen Verfahren, wie z.B.
der Rekristallisation aus einer Losung, den Vorteil, dass eine homogene Oberflachen-
beschichtung erzeugt werden kann.

Die Apparatur fiir dieses Verfahren wurde selbst hergestellt. Sie besteht aus einer
Glaskammer, Halterungen fiir einen Flachheizer und fiir die zu bedampfenden Proben,
einem Flachheizer aus Hochleistungskeramik, einem Labornetzgerit und zwei
Vakuumpumpen (Abbildung 3.5)

Nach Entwerfen der Konstruktion, erfolgte die Herstellung der Halterungen fiir die
Proben und den Flachheizer in der mechanischen Werkstatt der Hochschule Rhein-Waal.
Die Beschichtung der Proben mittels PVD funktioniert folgendermafien: Das
Wachsgemisch oder die einzelnen Wachskomponenten werden auf die Heizplatte
gegeben. Die zu beschichtenden Proben werden an der halbkreisformigen Proben-
halterung iiber der Heizplatte befestigt. Nach der Erzeugung eines Vakuums wird die
Heizplatte erhitzt, das Wachs verdampft und schlagt sich auf den Proben nieder. Nach
den ersten Testbedampfungen erfolgten verschiedene Experimente zur Optimierung der
Verdampfungsparameter, um eine homogene Verteilung der aufgedampften Wachsmasse
zu erreichen. Es wurden verschiedene Probenbefestigungen, Probenabstinde,
Temperaturanstiege und Abpumpzeiten getestet (Daten nicht dargestellt). Nachdem die

Parameter fiir eine homogene Beschichtung gefunden worden waren, wurden alle
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Verdampfungen mit diesen Einstelllungen durchgefiihrt: Der Probenabstand betrug 4 cm,
die Abpumpdauer betrug 30 min und die mithilfe des Netzteils angelegte Spannung der
Heizplatte betrug 30 V. Die Beschichtung erfolgte bei laufenden Pumpen.

Pumpe M M Glaskammer
/ \ Probenhalterung
Flachheizer
. \\,
Netzteil | [ ] —
1 i Wachs

Abbildung 3.5: Schematische Zeichnung der Apparatur fiir die Beschichtung der Proben mittels
PVD

Rekristallisationsbedingungen der verschiedenen Testsysteme

Das Wachs und der Reinstoff 1-Octacosanol wurden unter verschiedenen Bedingungen
rekristallisiert (Tabelle 3.4), um die Parameter zu finden, bei denen Strukturen entstehen,
die den Testsystemen vergleichbare Benetzungseigenschaften wie denen des Weizen-
blattes verleihen. Fiir die Wachs-Testsysteme wurden 700 pg, 1400 pg und 2800 pg des
Wachsextraktes verdampft. Da das Weizenwachs zu ca. 70 % aus 1-Octacosanol besteht,
wurden 70 % der verwendeten Massen des Wachs-Testsystems fiir die Bedampfungen mit
1-Octacosanol verwendet, um auf beiden Testsystemen die gleiche Menge 1-Octacosanol
zu erhalten. Fiir die 1-Octacosanol-Testsysteme wurden daher 500 pg 1000 pg und 2000 pg
des Reinstoffs verdampft. Neben der Masse wurden das Substrat (Glas, Replik) und die
Rekristallisationstemperatur (RT, 50 °C) variiert. Die Rekristallisationsdauer betrug
jeweils drei Tage. Insgesamt wurden zehn verschiedene Wachs- und zehn verschiedene
1-Octacosanol-Testsysteme hergestellt (Tabelle 3.5).

Fir die Rekristallisation aus der Schmelze wurden 1400 pg des Ponticus Wachses
verdampft. Als Substrat diente eine Replik. Nach der Bedampfung wurden die Proben
tiber Nacht in einen Ofen auf 100 °C erhitzt und anschlieffend auf 4 °C abgekiihlt.
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Zur Entwicklung der zwei Aldehyd-Testsysteme wurden 1520 pg 1-Hexacosanal, 1160 pg
1-Octacosanal und 30,07 mg 1-Octacosanol zunichst in 10 ml Chloroform geldst.
Anschlieflend wurden die Suspensionen so gemischt, dass ein vergleichbares Verhéltnis
der Substanzen wie im Gesamtwachs erzielt wurde (1-Hexacosanal: 0,5 %; 1-Octacosanal:
4,2 %; 1-Octacosanol: 74,7 % des Gesamtwachs, siehe Kapitel 1, 2.2.5). Das Losungsmittel
der Alkohol-Aldehyd Gemische wurde unter einem Abzug vollstindig verdampft. Zur
Rekristallisation wurden jeweils 1000 pg der Alkohol-Aldehyd-Gemische verwendet. Als
Substrat diente Glas. Die Aldehydproben rekristallisierten drei Tage bei 50 °C.

Tabelle 3.4: Rekristallisationsbedingungen der verschiedenen Testsysteme

Testsystem Substanz Masse [pg] Substrate Temperaturen Struktur
700
Wachs Wachsextrakt 1400 Gla.s RT +
Replik 50 °C
2800
500
C280H Reinstoff 1000 Glas RT ¥
Replik 50 °C
2000
Schmelze Wachsextrakt 1400 Replik 100 °C und 4 °C -
Aldehyd-
C26CHO 1000 Gl RT
Alkoholgemisch as "
Aldehyd-
C28CHO 1000 Gl RT
Alkoholgemisch as "

+ Bildung dreidimensionaler Strukturen, - keine Bildung dreidimensionaler Strukturen

Aufler bei dem Schmelze-Testsystem setzte sich die Benennung der Proben aus der
verdampften Substanz (z.B. 1-Octacosanol = C280H), der verdampften Menge (z.B.
1000 pg), dem Substrat (z.B. Glas = G) und der Rekristallisationstemperatur (z.B. RT)
zusammen. So beschreibt z.B. der Probenname ,,C280H_1000_G_RT* ein Testsystem auf
Glas, das durch die Verdampfung von 1-Octacosanol beschichtet und bei Raumtemperatur

rekristallisiert wurde.
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Tabelle 3.5: Liste der hergestellten Testsysteme

e Pon 700 G 50 e (C280H_1000_G_50 e Schmelze

e Pon_700_G_RT e (C280H_1000_G_RT e C26CHO_1000_G_RT
e Pon_700_R_50 e (C280H_1000_R_50 e (C28CHO_1000_G_RT
e Pon_700_R_RT e (C280H_1000_R_RT
e Pon_1400_G_50 e (C280H_2000_G_50
Pon_1400_G_RT e (C280H_2000_G_RT

e Pon_1400_R_50 e (C280H_500_G_50

Wachs-Testsysteme
[ ]

e Pon_1400_R_RT e (C280H_500_G_RT

1-Octacosanol-Testsysteme

e Pon_2800_G_50 e (C280H_500_R_50
e Pon_2800_G_RT e (C280H_500_R_RT

Pon: Ponticus Wachsextrakt, C280H: 1-Octacosanol, C26CHO: 1-Hexacosanal, C28CHO: 1-Octacosanal,
500 - 2800: verwendete Massen der Wachsgemische und des Reinstoffs in pg, G: Glas, R: Replik, RT:
Raumtemperatur, 50: 50 °C
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3.1.5 Charakterisierung der entwickelten Testsysteme

Uberpriifung der chemischen Zusammensetzung des Wachsextraktes

Mittels GC-FID und GC-MS (Kapitel 1, 2.1.5) wurde uberprift, ob sich die Wachs-
zusammensetzung durch die Extraktionsweise im grofieren Maf3stab (siehe Kapitel 1,
2.1.3) verandert hatte. Zu diesem Zweck wurden jedem Wachsextrakt fiir die Re-
kristallisationsversuche (3.1.4) ein Aliquot entnommen (Ponticus: 83 pl, Akteur: 94 pl,
Porthus: 140 pl). Die Aliquots wurden mit Chloroform (Rotisolv HPLC, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) auf 5 ml verdiinnt und mit jeweils 50 pl Tetracosan (c = 0,2 mg/ml) als interner
Standard versetzt. Anschlielend wurden die Aliquots wie in Kapitel 1 beschreiben
derivatisiert und analysiert (2.1.5, Seite 31 ff.). Die Zusammensetzungen der Wachs-
extrakte fiir die Rekristallisation wurden mit den Zusammensetzungen der Wachs-
extrakte fiir die chemische Analyse verglichen.

Es wurde auch iberpriift, ob sich die Wachszusammensetzung wahrend des Ver-
dampfungsprozesses verandert hatte. Nach der Bedampfung mit 1400 pg Wachs wurde
hierfiir die Beschichtung eines Glaschens mit Kollodium (4 %, Merck KGaA, Darmstadt)
abgehoben. Der Kollodiumabzug wurde in 10 ml Chloroform gegeben und 100 pl
Tetracosan als interner Standard hinzugefiigt. Nach der Derivatisierung der Probe wurde
sie, wie in Kapitel 1 dargestellt, analysiert (2.1.5, Seite 31 ff.). Die chemische Zusammen-
setzung des abgehobenen Wachses wurde mit der des Wachsextrakts fiir die

Rekristallisation verglichen.

Rasterelektronenmikroskopische = Untersuchung der  Morphologie re-

kristallisierter Strukturen

Die rekristallisierten Strukturen auf den verschiedenen Testsystemen wurden mithilfe
eines Rasterelektronenmikroskops (REM, Gemini Supra 40VP, Zeiss, Oberkochen)
untersucht (n =3). Die Testsysteme wurden hierfur mit Leitkohlepads (Plano GmbH,
Wetzlar) auf Aluminium Probentellern (Plano GmbH, Wetzlar) befestigt und anschlieffend
bei 30 mA fiir 60 s mit einem Sputtercoater (Cressington 108 auto SE, Elektronen-Optik-
Service GmbH, Dortmund) mit Gold (99,9 %) beschichtet. Die Proben wurden mit einem
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Arbeitsabstand von 5 mm untersucht. Die Spannung betrug 10 kV. Die Blende war 30 um
grof3.

Rasterkraftmikroskopische Untersuchung der Schichtdicke rekristallisierter

Strukturen

Die Dicke der Beschichtung eines Wachs-Testsystems (Pon_1400_G_50) wurde mithilfe
eines Rasterkraftmikroskops (engl. Atomic force microscope, AFM, NanoWizard II, JPK
instruments, Berlin) untersucht. Hierfiir wurde der Beschichtung zunichst mit einer
Rasierklinge ein Kratzer zugefiigt. Fir die AFM Messung wurde das Testsystem mit
doppelseitigem Klebeband auf einem Objekttrager befestigt. Die AFM Aufnahmen
wurden im Tapping Modus (Amplitude 0,05V; Frequenz: 302,9 kHz) mit Tapping
Cantilevern (Tap300-G, Budget Sensors, Sofia, Bulgaria) mit einer Zeilenrate von 0,3 Hz
und einem Sollwert von 940 mV durchgefithrt. Die aufgenommenen Héhen- und
Amplitudenbilder (50 x 50 pm) wurden mit der JPK Datenanalyse Software (JPK Data
Processing, Version 4.2.62) bearbeitet und analysiert. An der Kante des Kratzers wurden
mithilfe des Querschnittwerkzeugs die Hohenunterschiede zur intakten Beschichtung

gemessen (n = 20).

Untersuchung der Benetzungseigenschaften der kiinstlichen Oberflichen

Die Benetzungseigenschaften (der Kontaktwinkel, die Kontaktwinkelhysterese und der
Abrollwinkel) der entwickelten Testsysteme wurde mithilfe eines Goniometers (OCA 35,
DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt) untersucht (n = 15). Wenn ein Tropfen (5 pl)
nach dem Ablegen direkt von der Oberfliche abgerollt war, konnte weder ein
Kontaktwinkel noch eine Hysterese gemessen werden. Der Kippwinkel wurde in diesen
Fallen auf 0,1° gesetzt.

Zunichst wurden die Benetzungseigenschaften der 1-Octacosanol-Testsysteme mit den
Benetzungseigenschaften der Weizenblétter der drei verschiedenen Sorten (Kapitel 1,
2.2.6) verglichen. Als Vergleichswert wurden die Kontaktwinkel, Abrollwinkel und die
Hysterese Werte der Blattoberfliche von Blatt 3 in Langsrichtung herangezogen. Der
Vergleich sollte zeigen, ob es mdglich ist, mit einem der 1-Octacosanol-Testsysteme die

Benetzungseigenschaften der Blatter einer der Weizensorten zu erreichen. Fiir die
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Rekristallisationen mit dem Wachs wurde der Wachsextrakt der Weizensorte gewéhlt,
von der sich das 1-Octacosanol-Testsystem in den Benetzungseigenschaften nicht
unterschied. Aus den Wachs-Testsystemen wurde ein Testsystem ausgewahlt, das die
gleichen Benetzungseigenschaften aufwies wie das Weizenblatt. Zuletzt wurden die
Benetzungseigenschaften der Aldehyd-Testsysteme und des Schmelze-Testsystems denen
des ausgewdhlten 1-Octacosanol-Testsystems, des Wachs-Testsystems und des Weizen-

blatts gegeniibergestellt.

Datenanalyse

Die Ergebnisse der Untersuchung der Benetzungseigenschaften sind als Mittelwerte und
deren Standardabweichungen (+) angegeben. Zur statistischen Auswertung der Daten
wurde die Software R Studio (R Studio Inc., ver. 1.1.383, Boston, USA) verwendet. Die
Normalverteilung der Daten und die Homogenitdt der Varianzen wurde mithilfe des
Shapiro Wilk Tests und des Levene Tests gepriift. Signifikante Unterschiede (p < 0,05)
wurden mit einer ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test oder mit einem
Kruskal Wallis Test mit anschlieBendem Post Hoc Dunn Bonferroni Test durchgefiihrt.
Die Graphen wurden mit Sigmaplot (Version 13.0 Systat Software GmbH, Erkrath)
erstellt. Die einzelnen Benetzungsparameter der Testsysteme wurden gegeneinander
aufgetragen, um zu Uberprifen, ob es einen Zusammenhang zwischen den
Kontaktwinkeln, den Hysteresen, den Abrollwinkeln und der Anzahl der abgerollten
Tropfen gibt.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Synthese einzelner Wachskomponenten

Die Synthese von 1-Hexacosanal (Cyz6 Aldehyd) und 1-Octacosanal (C2g Aldehyd) erfolgte
durch die Oxidation von 1-Hexacosanol (Cys Alkohol) bzw. 1-Octacosanol (C,s Alkohol).
Die Tabelle 3.6 zeigt die Rf-Werte (Rf: Retentionsfaktor) der aufgetragenen Fraktionen
und die enthaltenen, mittels GC-MS identifizierten Substanzen. Die Produkte der drei
Synthesen zeigten in den Diinnschichtchromatographien jeweils Banden mit gréf3eren Rf-
Werten als die eingesetzten Edukte. Mittels GC-MS wurden diese als Aldehyde
identifiziert (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 und Abbildung 3.8). Die Massenspektren
zeigten ein fiir Aldehyde typisches Zerfallsmuster und spezifische Fragmente mit einem
Masse zu Ladungsverhéltnis (m/z) von 82 und 96.

1-Octacosanal wurde anhand des Fragments mit 390 m/z identifiziert. Im ersten Ansatz
der 1-Octacosanalsynthese ohne Schutzgas konnten 33,6 mg 1-Octacosanal gewonnen
werden (Ausbeute 33,6 %). Die Ausbeute der 1-Octacosanalsynthese im zweiten Ansatz
mit Schutzgas war mit 7,0 % (6 mg) geringer. Beide Produkte waren zu 10 % mit
1-Heptacosanal (Cy; Aldehyd, 376 m/z) verunreinigt. Daneben wurde im Produkt des
zweiten Ansatzes auflerdem 1-Triacontanol (Csy Alkohol, 8,2 %) nachgewiesen (57 m/z,
75 m/z, 103 m/z, 496 m/z). Fir die Rekristallisationen mit 1-Octacosanal wurde daher nur
das Produkt aus dem ersten Ansatz verwendet.

Die Oxidation von 1-Hexacosanol ergab 79,8 mg 1-Hexacosanal (Ausbeute: 79,8 %).
1-Hexacosanal wurde anhand des Fragments mit 362 m/z identifiziert. Die massen-
spektrometrische Analyse zeigte zudem eine 1,7%ige Verunreinigung des Produkts mit
1-Pentacosanal (C2; Aldehyd, 348 m/z).

Die Diinnschichtchromatographien der zweiten 1-Octacosanal und der 1-Hexacosanal
Synthese zeigten auch Banden, die auf derselben Hohe liefen wie der eingesetzte Alkohol.
In den aufgetragenen Fraktionen wurde massenspektrometrisch das jeweilige Edukt
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Bei der 1-Octacosanalsynthese wurden 57,2 mg nicht

umgesetzt. In den Fraktionen der 1-Hexacosanalsynthese waren insgesamt noch 15,7 mg
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1-Hexacosanol enthalten. Bei der ersten 1-Octacosanal Synthese ohne Schutzgas wurden

die Fraktionen, die keine Aldehyde enthielten, nicht weiter aufgetrennt und analysiert.

Tabelle 3.6: Ergebnisse der Aldehydsynthesen

Rf-Wert Substanz

1-Octacosanal Synthese (1. Ansatz)
Edukt 0,2
F3-F8 0,7

1-Octacosanal Synthese (2. Ansatz)

Edukt 0,3
F9 - F11 0,7
F35 - F55 0,3

1-Hexacosanal Synthese

Edukt 0,3
F12 - F22 0,7
F44 - F58 0,3

1-Octacosanol
1-Octacosanal, unrein

1-Octacosanol
1-Octacosanal, unrein
1-Octacosanol

1-Hexacosanol
1-Hexacosanal, unrein
1-Hexacosanol

F: Fraktion; Die zweite 1-Octacosanal Synthese und die 1-Hexacosanal Synthese wurden

unter Schutzgas mit wasserfreien Chemikalien durchgefiihrt.
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Abbildung 3.6: Ergebnisse der gaschromatographischen Auftrennung des Produkts des ersten
Ansatzes der 1-Octacosanal Synthese; a) Chromatogramm der GC-FID Analyse, 1) interner Standard, 2)

1-Heptacosanal, 3) 1-Octacosanal, b) zugehoériges Massenspektrum von 1-Heptacosanal, c¢) zugehoriges
Massenspektrum von 1-Octacosanal
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Abbildung 3.7: Ergebnisse der gaschromatographischen Auftrennung des Produkts der zweiten
1-Octacosanal Synthese mit Schutzgas; a) Chromatogramm der GC-FID Analyse, 1) 1-Heptacosanal, 2)

1-Octacosanal,

3) 1-Triacontanol,

1-Octacosanal und d) von 1-Triacontanol
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Massenspektrum von 1-Heptacosanal,

¢) von
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Abbildung 3.8: Ergebnisse der gaschromatographischen Auftrennung des Produkts der
1-Hexacosanal Synthese; a) Chromatogramm der GC-FID Analyse, 1) 1-Pentacosanal, 2) 1-Hexacosanal,
b) zugehoriges Massenspektrum von 1-Pentacosanal, c¢) zugehoriges Massenspektrum von 1-Hexacosanal

3.2.2 Bestimmung des Schmelzpunkts des Weizenwachses mittels

DSC

Der Schmelzpunkt des Weizenwachses wurde mittels dynamischer Differenzkalorimetrie
(engl.: differential scanning calorimetry: DSC) ermittelt (Abbildung 3.9). Der Schmelz-
prozess hatte zwei Temperaturspitzen. Bei 54,6 °C zeigte ein kleinerer Peak bereits eine

Phasenumwandlung an (Peak 1). Der Schmelzpunkt lag bei 80 °C, angezeigt durch einen
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grofleren Peak mit einer leichten Schulter (Peak 2). Der Erstarrungsprozess war in drei
Peaks aufgespalten: Ein Hauptpeak (Peak 3) zeigte eine Kristallisation bei 72,4 °C an. Zwei
kleinere Peaks (Peak 4 und 5) markierten Phasenumwandlungen bei 64,1 °C und 47,0 °C.
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Abbildung 3.9: Ergebnisse der DSC des Weizenwachsgemisches; rot: Heizkurve; blau: Kihlkurve;
Peak 1 und 2 zeigen Schmelztemperaturen an. Peak 3 bis 5 zeigen Kristallisationstemperaturen an.

3.2.3 Charakterisierung der entwickelten Testsysteme

Durch das Verfahren der thermischen Verdampfung konnte eine homogene Beschichtung
der Substrate erzeugt werden. Nach dem Bedampfen mit dem Weizenwachs, dem
Reinstoff 1-Octacosanol, dem Gemisch aus dem Alkohol und den Aldehyden war die
Oberflache der Glasplattchen und der Repliken gleichméflig mit einer milchig aussenden
Schicht tiberzogen (Abbildung 3.10).

b) ©)

Abbildung 3.10: Fotografien der Glasplittchen vor und nach dem Bedampfen; a) pures Glas
(18 x 18 mm), b) mit dem Weizenwachs beschichtetes Glas, c) mit 1-Octacosanol beschichtetes Glas
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Uberpriifung der chemischen Zusammensetzung des Wachsextraktes und der

Wachsbeschichtung

Es wurde tberpriift, ob sich die Wachszusammensetzung durch die Extraktionsweise im
grofleren Maf3stab verandert hatte. Hierfiir wurde die chemische Zusammensetzung des
Wachsextrakts fiir die Rekristallisation mit der des Wachsextraktes fiir die chemische
Analyse verglichen. Abbildung 3.11 zeigt den Vergleich der Sorte Akteur. Die Vergleiche
der beiden anderen Sorten sind im Anhang beigefiigt (Abbildung 10.26 und Abbildung
10.27). In allen drei Extrakten fiir die Rekristallisationen wurden die gleichen Substanzen
in vergleichbaren Mengen gefunden, wie in der vorangegangen Analyse der Freiland-
pflanzen. Eine statistische Auswertung konnte nicht durchgefiihrt werden, da jeweils nur

ein Extrakt pro Sorte fiir die Rekristallisationen zur Verfiigung stand.
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Abbildung 3.11: Zusammensetzung des Wachsextrakts fiir die chemische Analyse der Freiland-
pflanzen und des Wachsextraktes fiir die Rekristallisation der Sorte Akteur
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Die Zusammensetzung der Wachsbeschichtung wurde ebenfalls untersucht. Die Analyse
der Wachsbeschichtung eines mit Ponticus Wachs bedampfen Glaschens ergab eine
Gesamtwachsmenge von 15,7 + 2,6 pg/cm? Abbildung 3.12 zeigt den Vergleich der
chemischen Zusammensetzung der Wachsbeschichtung mit der des Extraktes. Es wurden
keine Unterschiede deutlich: Es wurden alle Komponenten des Weizenwachses in
vergleichbaren Mengen wie in dem Wachsextrakt gefunden. Die Hauptkomponente war mit
12,1 £ 2,6 pg/cm? (77,5 £ 2,6 %) 1-Octacosanol. Unter den Aldehyden hatte 1-Octacasananal
mit 0,5 + 0,1 pg/cm? (3,3 £ 0,1 %) den grofiten Anteil.
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Abbildung 3.12: Relative Wachszusammensetzung des Wachsextrakts und der Wachs-
beschichtung der Sorte Ponticus; Wachsextrakt (n = 1), Wachsbeschichtung (n = 4)

Rasterelektronenmikroskopische = Untersuchung der Morphologie re-

kristallisierter Strukturen

Die REM Untersuchung der bedampften Oberflichen zeigte eine gleichmaflige
Beschichtung der Substrate. Bei hoherer Vergroflerung (mind. 5000 x) wurden auf allen
Testsystemen, aufler auf dem Schmelze-Testsystem, dreidimensionale, rekristallisierte

Strukturen sichtbar (Abbildung 3.13 bis Abbildung 3.18). Mit steigender Masse nahmen

124



Kapitel 2 Ergebnisse

die Dichte und vor allem die Schichtdicke der gebildeten Strukturen zu. Bei 50 °C
rekristallisierten weniger, aber grofiere Strukturen als bei RT (Abbildung 3.13 bis
Abbildung 3.17). Auf den Repliken bildeten sich dhnliche Strukturen wie auf Glas. Eine
exakte Kopie der Strukturen der Blattoberflaiche (Abbildung 2.4) konnte durch keine der
Rekristallisationen hergestellt werden.

Auf den Wachs-Testsystemen bildeten sich bei RT Akkumulationen aus miteinander
verbundenen granuldren Strukturen und Schiippchen aus (Abbildung 3.13a,c, e und
Abbildung 3.14a, c). Die Schiippchen hatten teils ganzrandige, teils irreguldare Rander. Der
Ubergang zwischen miteinander verbundenen Schiippchen und granuliren Strukturen
war flieBend und die Strukturen nicht eindeutig voneinander abgrenzbar. Bei wenig
Masse (700 pg) waren einzelne Schiippchen mit irreguldren Randern gut sichtbar. Bei
50 °C bildeten sich granulaartige Strukturen, die mit zunehmender Masse miteinander
verbunden waren und ein Geflecht bildeten. Bei wenig aufgedampfter Masse und
zwischen dem Geflecht waren vereinzelte Schuppen sichtbar (Abbildung 3.13b, d, f und
Abbildung 3.14b, d).

Bei der Rekristallisation von 1-Octacosanol bildeten sich ausschlieBlich Schiippchen und
Schuppen (Abbildung 3.15). Bei RT waren ganzrandige Schiippchen zu Ketten verkniipft
und bildeten mit zunehmender Masse ein immer dichter werdendes Netzwerk (Abbildung
3.15a,c,e und Abbildung 3.16a,c). Bei 50 °C rekristallisierten grofiere ganzrandige
Schuppen. Auf flachliegenden Plattchen bildeten sich dazu senkrecht stehende Schuppen
(Abbildung 3.15b, d, f und Abbildung 3.16b, d). Mit zunehmender Masse bildeten die
Schuppen Akkumulationen, aber keine Ketten wie bei RT.

Die rekristallisierten Strukturen des 1-Hexacosanal und 1-Octacosanal-Alkohol-Gemischs
waren gleich. Auf den Testsystemen, die mit den Aldehyd-Alkohol-Gemischen bedampft
wurden, bildeten sich Schiippchen mit ganzrandigen Randern (Abbildung 3.17). Sie
dhnelten sehr den Strukturen, die durch die Rekristallisation des reinen Alkohols gebildet
wurden (Abbildung 3.15 und Abbildung 3.16). Die Schiippchen hatten ganzrandige
Rander, akkumulierten mit zunehmender Masse und waren miteinander verkniipft.

Die Rekristallisation aus der Schmelze erzeugte keine dreidimensionalen Strukturen. Das
Wachs bildete eine diinne Schicht, die erst nach deren Abhebung mit Kollodium deutlich
erkennbar war (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.13: REM Mikrographien rekristallisierter Strukturen aus Weizenwachs auf Glas;
linke Spalte: Rekristallisationen bei RT; rechte Spalte: Rekristallisationen bei 50 °C; von oben nach unten:
zunehmende rekristallisierende Masse; a) 700 pg Wachs bei RT, Akkumulationen aus granuldren Strukturen
und Schiippchen; b) 700 ug Wachs bei 50 °C, granulédre Strukturen; c) 1400 pg Wachs bei RT, Geflecht aus
granularen Strukturen und Schiippchen; d) 1400 pg Wachs bei 50 °C, Geflecht aus granuldren Strukturen
mit einzelnen dazwischen stehenden Schuppen; e) 2800 pg Wachs bei RT, Geflecht aus granuldren
Strukturen und Schiippchen; f) 2800 pg Wachs bei 50 °C, Geflecht aus granuldren Strukturen; Die Re-
kristallisationsdauer betrug jeweils drei Tage. Groflenbalken: 10 um; Groélenbalken Detailaufnahmen: 1 pm
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Abbildung 3.14: REM Mikrographien rekristallisierter Strukturen aus Weizenwachs auf
Repliken; linke Spalte: Rekristallisationen bei RT; rechte Spalte: Rekristallisationen bei 50 °C; von oben
nach unten: zunehmende rekristallisierende Masse; a) 700 pg Wachs bei RT, Akkumulationen aus
granuldren Strukturen und Schiippchen; b) 700 ug Wachs bei 50 °C, vereinzelte Schuppen auf granuliren
Strukturen; c) 1400 pg Wachs bei RT, Geflecht aus granularen Strukturen und Schiippchen; d) 1400 pg
Wachs bei 50°C, granuldre Strukturen mit einzelnen dazwischen stehenden Schuppen; Die Re-
kristallisationsdauer betrug jeweils drei Tage. Grofienbalken: 10 um; Groflenbalken Detailaufnahmen: 1 um
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Abbildung 3.15: REM Mikrographien rekristallisierter Strukturen aus 1-Octacosanol auf Glas;
linke Spalte: Rekristallisationen bei RT; rechte Spalte: Rekristallisationen bei 50 °C; von oben nach unten:
zunehmende rekristallisierende Masse; a) 500 ug 1-Octacosanol bei RT, Netzwerk aus ganzrandigen
Schiippchenketten; b) 500 pg 1-Octacosanol bei 50 °C, ganzrandige Schuppen auf flachliegenden Platten; c)
1000 pg 1-Octacosanol bei RT, Netzwerk aus ganzrandigen Schiippchenketten; d) 1000 pg 1-Octacosanol bei
50 °C, Akkumulationen aus ganzrandigen Schuppen; e) 2000 pg 1-Octacosanol bei RT, Netzwerk aus
ganzrandigen Schiippchenketten; f) 2000 pg 1-Octacosanol bei 50 °C, Geflecht aus ganzrandigen Schuppen;
Die Rekristallisationsdauer betrug jeweils drei Tage. Groflienbalken: 10 pm; Groflenbalken Detail-
aufnahmen: 1 pm
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Abbildung 3.16: REM Mikrographien rekristallisierter Strukturen aus 1-Octacosanol auf
Repliken; linke Spalte: Rekristallisationen bei RT; rechte Spalte: Rekristallisationen bei 50 °C; von oben
nach unten: zunehmende rekristallisierende Masse; a) 500 pg 1-Octacosanol bei RT, zu Ketten verkniipfte
ganzrandige Schiippchen, b) 500 pg 1-Octacosanol bei 50 °C, ganzrandige Schuppen auf flachliegenden
Platten; c) 1000 ug 1-Octacosanol bei RT: Netzwerk aus ganzrandigen Schiippchenketten; d) 1000 pg
1-Octacosanol bei 50 °C, ganzrandige Schuppen auf flachliegenden Platten; Die Rekristallisationsdauer
betrug jeweils drei Tage. Groflenbalken: 10 um; Gréflenbalken Detailaufhahmen: 1 pm
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Abbildung 3.17: REM Mikrographien rekristallisierter Strukturen aus den Alkohol-Aldehyd-
Gemischen auf Glas; a) 1400 pg 1-Hexacosanal-1-Octacosanol, Netzwerk aus ganzrandigen Schiippchen;
b) 1400 pg 1-Octacosanal-1-Octacosanol, Netzwerk aus ganzrandigen Schiippchen; Die Rekristallisation
fand bei Raumtemperatur statt. Die Rekristallisationsdauer betrug jeweils drei Tage. Gréflenbalken: 10 pm,
Groflenbalken Detailaufnahmen: 1 pm;

Abbildung 3.18: REM Mikrographien des Schmelze-Testsystems; a) Wachsschicht auf der Replik nach
dem Schmelzen des Weizenwachses; b) Kante der Wachsbeschichtung zur Replik nach Abnahme mit
Kollodium, links Wachsschicht, rechts pure Replik. Nach der Bedampfung wurden die Proben . N. auf
100 °C erhitzt und anschlieBend auf 4°C abgekihlt. Die Rekristallisationsdauer betrug drei Tage.
Groflenbalken in a): 10 um; Gréflenbalken in b): 100 pm
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Rasterkraftmikroskopische Untersuchung der Schichtdicke rekristallisierter

Strukturen

Die AFM Messung zeigte dreidimensionale, granulaartige Strukturen auf dem mit
Weizenwachs beschichteten Testsystem (Pon_1400_G_50, Abbildung 3.19). Mit einer
Rasierklinge konnte die Beschichtung gut abgetragen werden, sodass eine klare Kante
entstand an der die Hohe der Beschichtung messbar war. Die Wachsschicht des

untersuchten Weizenwachs-Testsystems war 1,12 + 0,23 pm dick.

40

30

pm

20

10 0 pm

1:2
0.8
0.4

height pm 25

pm

Abbildung 3.19: Ergebnisse der AFM Untersuchung der Schichtdicke eines Weizenwachs-
Testsystems; in allen drei Bildern links: Glas ohne Beschichtung, rechts Strukturen der
Wachsbeschichtung; a) Amplitudenbild, b) Hohenbild (weifier Strich: Kennzeichnung des Querschnitts), c)
Querschnitt des Hohenbildes b)
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Untersuchung der Benetzungseigenschaften der Testsysteme

Durch die Messungen des Kontaktwinkels, des Kippwinkels und der Hysterese auf den
verschiedenen Testsystemen sollte das Testsystem identifiziert werden, auf dem die
gleichen Benetzungseigenschaften vorliegen wie auf der natiirlichen Blattoberflache.
Abbildung 3.20 zeigt den Anteil der abgerollten Tropfen auf den verschiedenen
Testsystemen. Auf dem Schmelze-Testsystem und bei den Testsystemen mit wenig
aufgedampfter Masse, die bei 50 °C rekristallisiert wurden, rollten die abgelegten Tropfen
wie auf den Negativkontrollen nicht ab. Auf sechs der 23 Testsysteme rollten wie auf der
Blattoberflache von Ponticus (90 %) und Porthus (80 %) die Mehrheit der abgelegten
Tropfen ab. Wie auf der Blattoberfliche von Akteur rollten auf zwolf Testsystemen 100 %
der abgelegten Tropfen ab. Bei 13 dieser Testsysteme rollten einige der Tropfen direkt
nachdem sie abgelegt wurden ab, sodass ein statischer Kontaktwinkel nicht bestimmt
werden konnte. Auf den beiden 1-Octacosanol-Testsystemen, die auf einer Replik bei RT
rekristallisiert wurden rollten fast alle Tropfen direkt ab. Bei einem weiteren
1-Octacosanol-Testsystem (C280H_1000_R_50) und bei dem 1-Octacosanal-Testsystem
rollten 80,0 % und 86,7 % der Tropfen ab, wovon 66,7 % und 33,3 % direkt abrollten.
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Abbildung 3.20: Anteile abgerollter und direkt abgerollter Tropfen auf den Weizenblittern und
auf den verschiedenen Testsystemen; m TS: modifizierte Testsysteme; NK: Negativkontrolle; direkt
abgerollte Tropfen: Tropfen, die direkt nach dem Ablegen ohne Kippen der Probe abgerollt waren
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Benetzungseigenschaften der 1-Octacosanol-Testsysteme und der Weizenblitter

Abbildung 3.21 zeigt die Benetzungseigenschaften der 1-Octacosanol-Testsysteme im
Vergleich zu den Weizenblattern. Die Kontaktwinkel fast aller 1-Octacosanol-
Testsysteme unterschieden sich nicht von den Kontaktwinkeln der Weizenblatter
(Abbildung 3.21a). Wie auf den Weizenblattern der Sorte Akteur (157,0 + 11,9 °) lagen die
Kontaktwinkel —mehrerer Testsysteme (C280H_1000_G_50, C280H_1000_R_RT,
C280H_2000_G_RT, C280H_1000_G_50, C280H_2000_G_50, C280H_2000_G_RT und
C280H_500_G_RT) im  superhydrophoben Bereich (KW >150°). Auf dem
C280H_1000_R_50- (126,6 £ 24,8°), dem C280H_1000_G_RT- (146,4 £ 3,8°) und auf dem
C280H_500_R_RT-Testsystem (145,7°) lagen die Kontaktwinkel wie auf den Blattern der
Sorten Ponticus (147,5 + 11,7°) und Porthus (145,6 + 10,3°) im oberen hydrophoben
Bereich. Die Ausnahmen bildeten die beiden Testsysteme, die mit wenig 1-Octacosanol
(500 pg) bedampft und bei 50 °C rekristallisiert worden waren: Das C280H_500_G_50-
Testsystem hatte einen kleineren Kontaktwinkel als die drei Weizensorten. Er
unterschied sich mit 88,1° + 11,1° nicht von den Kontaktwinkeln der Negativkontrollen
(Glas und Replik) und lag als einziger im hydrophilen Bereich. Das C280H_500_R_50-
Testsystem hatte einen deutlich niedrigeren Kontaktwinkel als die Blattoberflichen von
Ponticus und Akteur. Mit 91,9° + 8,0° lag der Kontaktwinkel knapp im hydrophoben
Bereich. Auf den beiden 1-Octacosanol-Testsystemen, die auf einer Replik bei RT
rekristallisiert wurden, konnte nur ein Wert fur den Kontaktwinkel bestimmt werden, da,
bis auf einen Tropfen, alle Tropfen direkt abgerollt waren (siehe oben).

Die Abrollwinkel konnten auf den Negativkontrollen und auf den beiden 1-Octacosanol-
Testsystemen, die mit niedriger Masse bedampft und bei 50 °C rekristallisiert worden
waren, nicht bestimmt werden, da die Tropfen auch bei einer maximalen Kippung von 90°
nicht abgerollt waren. Die Abrollwinkel der iibrigen 1-Octacosanol-Testsysteme lagen
alle unter 10° (Abbildung 3.21b). Auf den Weizenbléttern rollten die Tropfen erst bei
hoheren Kippwinkeln ab. Nur auf dem C280H_1000_G_50-Testsystem (5,7 * 6,1°) und der
Blattoberflache der Sorte Ponticus (15,7 £ 15,1°) unterschieden sich die Abrollwinkel
nicht.

Die Hysteresen der 1-Octacosanol-Testsysteme glichen denen der Weizenblitter

(Abbildung 3.21c): Die Hysteresen des C280H_1000_G_50- (16,2 + 13,1°), des
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C280H_1000_G_RT- (9,7 £ 11,4°), des C280H_1000_R_50- (6,7 £ 8,6°), des
C280H_500_G_RT- (25,3 # 10,0°) und des C280H_2000_G_50-Testsystems (8,5 * 4,2°)
unterschieden sich von keiner der Hysteresen der drei Weizensorten. Das
C280H_2000_G_RT-Testsystem hatte mit 7,8 +5,9° die gleiche Hysterese wie das
Ponticus Blatt mit 8,2 + 8,3°. Wie bei den Kontaktwinkelmessungen konnte die Hysterese
auf den 1-Octacosanol-Testsystemen, die auf einer Replik rekristallisiert wurden, jeweils
nur an einem Tropfen gemessen werden, da die ibrigen Tropfen direkt abgerollt waren
(Abbildung 3.20). Auf den Negativkontrollen und auf den Testsystemen, auf denen die
Tropfen nicht abgerollt waren (C280H_500_G_50, C280H_500_R_50), konnten wie bei
den Abrollwinkeln keine Hysteresen bestimmt werden.

Die verschiedenen Testsysteme hatten alle bis auf das C280H_500_G_50-Testsystem die
gleichen Kontaktwinkel wie die Weizenblatter. Die Hysteresemessungen zeigten auch bei
mehreren Testsystemen (C280H_500_G_RT, C280H_1000_G_RT, C280H_1000_G_50,
C280H_2000_G_50, C280H_1000_R_50) keinen Unterschied zu den Blattoberflichen. Nur
bei den Abrollwinkeln zeigte einzig das C280H_1000_G_50-Testsystem keinen
Unterschied zu dem Weizenblatt der Sorten Ponticus. Das C280H_1000_G_50-Testsystem
war somit das einzige Testsystem mit dem der gleiche Kontaktwinkel, der gleiche
Kippwinkel und die gleiche Hysterese wie auf einer Blattoberfliche erreicht wurden.
Daher wurden fiir die folgenden Experimente das C280H_1000_G_50-Testsystem als
1-Octacosanol-Testsystem, die Blatter der Sorte Ponticus als Positivkontrolle und der
Wachsextrakt der Sorte Ponticus fiir die Rekristallisationen mit dem Weizenwachs

ausgewahlt.
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Benetzungseigenschaften der 1-Octacosanol-Testsysteme; a) Kontaktwinkel, b)

Abbildung 3.21

Abrollwinkel, c¢) Hysteresen der verschiedenen Oberflichen (n=15); Unterschiedliche Buchstaben

kennzeichnen

der

Unterschiede

Abrollwinkel und Hysteresen der

Kontaktwinkel,

signifikante

verschiedenen Oberflichen (p < 0,05, getestet durch einen Kruskal Wallis Test mit anschlieBendem Post Hoc

Dunn Bonferroni Test)
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Benetzungseigenschaften der Weizenwachs-Testsysteme und des Weizenblattes

Die Mehrheit der Weizenwachs-Testsysteme hatten die gleichen Kontaktwinkel wie das
Weizenblatt (Abbildung 3.22a). Nur die Testsysteme, die mit wenig Wachs bedampft und
bei 50 °C rekristallisiert wurden (Pon_700_G_50, Pon_700_R_50) hatten mit 110 +°12° und
103 + 14,3° niedrigere Kontaktwinkel als das Weizenblatt mit 147,5+ 11,7°. Die
Oberflichen dieser Testsysteme und zwei weiterer Testsysteme (Pon_1400_R_50:
139,6 + 15,3°; Pon_2800_G_50: 148,5 + 4,7°) hatten hydrophobe Eigenschaften. Die meisten
der entwickelten Testsysteme hatten superhydrophobe Oberflaichen mit Kontaktwinkeln
tiber 150 °C.

Auf den beiden Testsystemen, die mit wenig Masse bedampft und bei 50 °C rekristallisiert
worden waren, rollten, wie auf den Negativproben, die Tropfen nicht ab. Es konnte daher
kein Abrollwinkel bestimmt werden. Auf dem Pon_2800_G_50-Testsystem rollten die
Tropfen erst bei hoheren Kippwinkeln ab (38,9 + 14,6°) als auf dem Weizenblatt
(15,7 + 15,1°). Das Pon_1400_G_RT-Testsystem hatte mit 4,3 + 4,3° einen niedrigeren
Abrollwinkel als das Weizenblatt. Auch auf dem C280H_2000 G RT und dem
Pon_1400_R_RT-Testsystem rollten die Tropfen bei einem Kippwinkel unter 10° ab, hier
waren die Unterschiede zu dem Abrollwinkel des Weizenblattes aber nicht signifikant.
Die Abrollwinkel der iibrigen Weizenwachs-Testsysteme unterschieden sich alle nicht
von dem des Weizenblattes (Abbildung 3.22b).

Auf den Testsystemen die mit wenig Masse bedampft und bei 50 °C rekristallisiert worden
waren und bei den Negativproben konnte keine Hysterese gemessen werden, da die
abgelegten Tropfen auf diesen Oberflaichen nicht abgerollt waren. Das Pon_1400_R_50-
(19,8 +7,1°), das Pon_2800_G_50- (33,5+8,8°) und das Pon_700_G_RT-Testsystem
(19,9 £ 9,0°) hatten groflere Hysteresen als das Weizenblatt (8,2 + 8,3°). Die anderen
Wachs-Testsysteme hatten die gleichen Hysteresen wie das Weizenblatt (Abbildung
3.22¢).

Der Vergleich der Benetzungseigenschaften des Weizenblattes und der Weizenwachs-
Testsysteme zeigte nur bei zwei Testsystemen (Pon_700_G_50 und Pon_700_R_50) keine
Ubereinstimmung in den Kontaktwinkeln. Auf diesen beiden Testsystemen rollten die
Tropfen nicht ab, sie wurden fiir die folgenden Versuche nicht weiter in Betracht

gezogen. Auf sechs der verbleibenden acht Weizenwachs-Testsysteme rollten die Tropfen
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bei den gleichen Kippwinkeln ab wie auf dem Weizenblatt. Fiinf dieser Testsysteme
(PON_700_R_RT, Pon_1400_G_50, Pon_1400_R_50, Pon_1400_R_RT, Pon_2800_G_RT)
stimmten auch in der Hysterese mit den Weizenbldttern iiberein und waren als
Weizenwachs-Testsystem denkbar. Aus den moglichen Weizenwachs-Testsystemen
wurde das Pon_1400_G_50-Testsystem gewdhlt, da es dem ausgewédhlten 1-Octacsanol-
Testsystem (C280H_1000_G_50), am #hnlichsten war. Das Pon_1400_G_50-Testsystem
wurde mit einer vergleichbaren Masse beschichtet wie das 1-Octacosanol-Testsystem,
zudem wurden das gleiche Substrat und die gleiche Rekristallisationstemperatur

verwendet.
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Benetzungseigenschaften der ausgewdhlten Testsysteme und der modifizierten

Testsysteme

Zur Modifizierung der Testsysteme wurden neben dem 1-Octacoanol- und dem Wachs-
Testsystem noch ein Wachs-Testsystem aus der Schmelze und zwei Aldehyd-Testsysteme
hergestellt. Die Kontaktwinkel der Aldehyd-Testsysteme unterschieden sich nicht von
denen des 1-Octacosanol-, des Weizenwachs-Testsystems und des Weizenblattes. Die
Testsysteme mit dreidimensionalen Strukturen hatten alle Kontaktwinkel nahe 150°. Der
Kontaktwinkel des C28CHO-Testsystem lag mit 148,7 + 3,9°, wie der des Weizenblatts
knapp unter der Grenze zum superhydrophoben Bereich. Der Kontaktwinkel des
C26CHO-Testsystems lag mit 151,0 + 5,0° wie die Kontaktwinkel des 1-Octacosanol-
Testsystems und des Wachs-Testsystems knapp tiber der Grenze zum superhydrophoben
Bereich. Das Schmelze-Testsystem ohne dreidimensionale Strukturen hatte einen
niedrigeren Kontaktwinkel als die tbrigen Testsysteme und das Weizenblatt. Der
Kontaktwinkel des Schmelze-Testsystems lag mit 93,0 £5,6° knapp im unteren
hydrophoben Bereich. Der Kontaktwinkel des Schmelze-Testsystem unterschied sich
auch von denen der beiden Negativkontrollen. Sowohl die Replik als auch das Glas hatten
hydrophile Oberflaichen. Der Kontaktwinkel der Replik war mit 72,9 + 5,1° grofler als der
von Glas mit 42,2 + 5,5° (Abbildung 3.23a).

Auf dem Schmelze-Testsystem waren, wie auf den Negativkontrollen, die Tropfen nicht
abgerollt. Daher konnte weder ein Abrollwinkel noch eine Hysterese gemessen werden.
Die Abrollwinkel der Aldehyd-Testsysteme unterschieden sich nicht von denen des
Alkohol-Testsystems. Beim Vergleich der fiinf Oberflichen rollten die Tropfen auf dem
C280H-Testsystem (5,7 + 6,1°) und dem C26CHO-Testsystem (1,5 * 2,5°) bei einem
niedrigeren Kippwinkel als auf dem Weizenblatt (15,7+ 15,1°) ab. Der Kippwinkel des
C28CHO-Testsystems (8,8 + 9,9°) unterschied sich nicht von dem des Weizenblattes
(Abbildung 3.23b).
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Auf allen ausgewidhlten Testsystemen mit Struktur, stimmten die Hysteresen mit denen
des Weizenblattes tiiberein. Die Hysterese des C28CHO-Testsystems (19,4 + 20,5°)
unterschied sich weder von der des 1-Octacosanol-Testsystems (16,2 + 13,1°) noch von der
des Weizenwachs-Testsystems (28,0 + 8,1). Die Hysterese des C26CHO-Testsystems war
mit 2,9°+ 1,9° niedriger als die des Weizenwachs-Testsystems (Abbildung 3.23c).

Abbildung 3.24 zeigt Aufnahmen der Wassertropfen auf den ausgewéhlten Testsystemen
im Vergleich zu Aufnahmen von Wassertropfen auf den Weizenblédttern und auf den

Negativkontrollen.
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Abbildung 3.23: Benetzungseigenschaften der ausgewihlten Testsysteme; a) Kontaktwinkel, b)
Abrollwinkel, c¢) Hysteresen der verschiedenen Oberflichen (n=15); Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede der Kontaktwinkel, Abrollwinkel und Hysteresen der
verschiedenen Oberflachen (p < 0,05; a) getestet durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey
Test, b) und c) getestet durch Kruskal Wallis Test mit anschlieSendem Post Hoc Dunn Bonferroni Test)
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O O
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Abbildung 3.24: Tropfen auf den verschiedenen Oberflichen; a) Weizenblatt, b) Wachs-Testsystem, c)
C280H-Testsystem, d) C26CHO-Testsystem, e) C28CHO-Testsystem, f) Schmelze-Testsystem, g) Replik,
h) Glas

Korrelation der Benetzungseigenschaften

Es wurden Korrelationsberechnungen durchgefithrt, um zu testen, ob zwischen den
Benetzungsparametern ein Zusammenhang besteht. Die Kontaktwinkel und die Anteile
der abgerollten Tropfen zeigten eine positive Korrelation (r =0,91). Je grofler die
Kontaktwinkel waren, desto mehr Tropfen rollten ab (Abbildung 3.25a). Die
Kontaktwinkel und die Abrollwinkel korrelierten nicht miteinander (r = 0,10, Abbildung
3.25b). Zwischen den Abrollwinkeln und den Hysteresen bestand ein schwach positiver
Zusammenhang (r =0,81): Wenn die Abrollwinkel zunahmen, nahmen auch die
Hysteresen zu (Abbildung 3.25c). Zwischen den Hysteresen und den Kontaktwinkeln

konnte kein Zusammenhang nachgewiesen werden (r = 0,19, Abbildung 3.25d).
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Abbildung 3.25: Korrelation der Benetzungseigenschaften der Testsysteme; a) Korrelation der
Abrollwinkel und der abgerollten Tropfen, b) Korrelation der Kontaktwinkel und der Abrollwinkel, c)
Korrelation der Abrollwinkel und der Hysteresen, d) Korrelation der Hysteresen und der Kontaktwinkel;
Die dargestellten Werte der Kontaktwinkel, Hysteresen und Abrollwinkel entsprechen den Mittelwerten
(n = 15). Aus Griinden der besseren Ubersicht wurde auf die Darstellung der Fehlerbalken verzichtet.
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3.3 Diskussion

Nachdem im ersten Kapitel die physikochemischen Eigenschaften der Weizenblatter
charakterisiert wurden widmete sich das zweite Kapitel der Ubertragung dieser
Eigenschaften auf technische Oberflichen. Es wurden verschiedene Testsysteme
entwickelt, die es erlauben die Keimentwicklung von B. graminis in vitro zu untersuchen.
In friuheren Studien wurden oftmals technische Oberflachen verwendet, die in ihren
Oberflacheneigenschaften nur teilweise denen der natiirlichen Oberflache entsprachen. In
der vorliegenden Arbeit sollte erstmals ein Testsystem entwickelt werden, das in seinen
chemischen Eigenschaften und in seiner Benetzbarkeit der pflanzlichen Grenzfldche
entspricht. Des Weiteren sollte dieses Testsystem so modifiziert werden, dass es einzelne
Parameter, wie die Chemie der Wachse oder die Benetzbarkeit der Oberflache
widerspiegelt, um deren Einfluss auf das Keimungsverhalten untersuchen zu konnen. Zur
Herstellung dieser Testsysteme wurden technische Oberflachen mithilfe des Verfahrens
der thermischen Verdampfung mit dem Wachextrakt oder mit einzelnen Wachs-

komponenten beschichtet.

3.3.1 Synthese einzelner Wachskomponenten

Langkettige Aldehyde sind nicht kéduflich zu erwerben, daher war es notwendig diese
Substanzen fiir die spateren Rekristallisationen zu synthetisieren. Insgesamt konnten
79,8 mg 1-Hexacosanal, 33,6 mg (1. Ansatz) und 6 mg (2. Ansatz) 1-Octacosanal gewonnen
werden (3.2.1). Die Ausbeuten waren sehr unterschiedlich. Das Oxidationsmittel PCC
(Pyridiniumchlorochromat) soll gerade bei schwierigen Synthesen gute Ergebnisse
gewihrleisten (Tojo und Fernandez 2006). Wie tiblich wurde auch in der vorliegenden
Arbeit mit einem leichten Uberschuss an PCC gearbeitet. Dennoch wurde ein relativ
grofler Anteil der eingesetzten Alkohole nicht umgesetzt. Nachdem die erste Synthese
nur 33 % Ausbaute lieferte, wurden die folgenden Synthesen mit getrockneten
Chemikalien, unter Schutzgas und mit weniger Losungsmittel durchgefithrt. Bei der
1-Hexacosanal-Synthese konnte so die Ausbeute auf 76 % gesteigert werden. Bei der

zweiten 1-Octacosanalsynthese wurde dagegen die niedrigste Ausbeute mit nur 7 %
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erzielt (3.2.1). In der Regel werden mit kommerziellem PCC zufriedenstellende Ergebnisse
erzielt, manchmal konnen jedoch mit frisch hergestellten PCC bessere Ergebnisse erzielt
werden als mit kommerziellen PCC (Tojo und Fernandez 2006). So wurden beispielsweise
bei einer Ketonsynthese mit kommerziellem PCC nur 40 % bis 50 % Ausbeute erreicht
(Denholm et al. 1995). Ein Vergleichswert zu langkettigen Aldehyden liegt in der Literatur
leider nicht vor. Zwar wurden in einigen Studien ebenfalls langkettige Aldehyde
synthetisiert (Hansjakob et al. 2010, Tsuba et al. 2002, Zabka et al. 2008), jedoch wurden
keine Angaben zu den Ausbeuten der Synthesen gemacht. Die urspriinglich verwendeten,
hohen Konzentrationen von Corey und Suggs (1975) konnten in der vorliegenden Arbeit
aus technischen Griinden nicht erreicht werden. Auch Rf-Werte der Produkte mit den
hier verwendeten Losungsmitteln langen in der Literatur leider nicht vor. Die Diinn-
schichtchromatographien der aufgetrennten Syntheseprodukte zeigten aber eindeutig
Produkte, die eine hoher laufende Bande bildeten als die eingesetzten Edukte. Aufgrund
der geringeren Polaritit interagieren Aldehyde im Vergleich mit den Alkoholen
schwacher mit der polaren stationdren Phase, sodass sie sich ldnger in der mobilen Phase
befinden und eine weitere Laufstrecke haben als die Alkohole. Die Trennleistung der
Diinnschicht Chromatographie ist jedoch nicht hoch genug, um zwischen den einzelnen
Aldehyden zu unterscheiden. Durch die massenspektrometrische Analyse konnte die
Identitat der Aldehyde schlieflich bestatigt werden (Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 und
Abbildung 3.8). Sie zeigte jedoch bei beiden 1-Octacosanalsynthesen auch eine ca. 10%ige
Verunreinigung mit 1-Heptacosanal (Abbildung 3.6 und Abbildung 3.7). Die Verun-
reinigung entstand wiederholt bei zwei voneinander unabhéngigen Synthesen. Auch bei
der 1-Hexacosanalsynthese entstand ein geringer Anteil 1-Heptacosanal (1,7 %)
(Abbildung 3.8). Der Reinheitsgrad des eingesetzten Alkohols, 1-Hexacosanol war laut
Herstellerangabe =97 %. Moglicherweise enthielt dieses Edukt auch einen geringen
Anteil 1-Heptacosanol, welches zu 1-Heptacosanal umgesetzt wurde. Die 10%ige
Verunreinigung des Cys Aldehyds mit dem C,; Aldehyd lésst sich nicht durch eine
Verunreinigung des Eduktes erkliren. Der eingesetzte Cjs Alkohol war laut
Herstellerangabe zu > 99 % rein. Vermutlich ist es im Verlauf des Syntheseprozesses zu
einer Abspaltung einer Methylgruppe gekommen. Die Ursache hierfiir ist allerdings

unklar. Bei einer der 1-Octacosanalsynthesen wurde im Produkt auch eine
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Verunreinigung mit 1-Triacontanol (Csg Alkohol) festgestellt. Diese stammt
wahrscheinlich von einer Kontamination durch eine zur gleichen Zeit bearbeitete Probe,
welche den Csg Alkohol enthielt. Dieses Produkt wurde fiir die Rekristallisation nicht

verwendet.

3.3.2 Bestimmung des Schmelzpunkts des Weizenwachses mittels

DSC

Bei der Rekristallisation aus der Schmelze wird die Probe nach der Bedampfung auf ca.
20 °C iber den Schmelzpunkt des Wachsgemisches erhitzt, um die rekristallisierten
dreidimensionalen Wachsstrukturen wieder aufzuldsen. Fiir die Rekristallisation aus der
Schmelze war es daher entscheidend die Schmelztemperatur des Weizenwachsgemisches
zu kennen. Diese wurde mittels DSC ermittelt: Sie lag bei 80 °C (Abbildung 3.9). Diese
Schmelztemperatur lasst sich durch den hohen 1-Octacosanol Anteil im Weizenwachs
(75 %, Kapitel 1, 2.2.5) erkldaren. Der Schmelzpunkt des Reinstoffs 1-Otacsanol liegt mit
83,3 °C wenige Grad tber dem des Wachgemischs (HMD 2020). Da es sich bei dem
Weizenwachs um ein Stoffgemisch handelte, bildeten sich noch weitere Peaks. Bereits bei
geringerer Temperatur fand eine Phasenumwandlung statt, welche durch einen kleineren
Peak in der Heizkurve erkennbar war, zudem lief dem Hauptpeak eine kleine Schulter
voran. Die Schmelz- und die Kristallisationstemperaturen stimmten nicht ganz tiberein
(thermische Hysterese), was auf eine Unterkithlung der Losung hindeutet (Niemietz
2011). Ein ganz ahnliches Schmelzverhalten und Kristallisationsverhalten wurde bei den
Wachsgemischen von Lauch (Allium porrum), Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus) und
Gerste (Hordeum vulgare) in fritheren Studien beobachtet (Niemietz 2011, Reynhardt und
Riederer 1994, Schreiber et al. 1997). Bei der Untersuchung des thermischen Verhaltens
des Lauchwachses wurde ebenfalls beobachtet, dass der Schmelzpunkt des Wachs-

gemisches wenige Grad unter dem der Hauptkomponenten lag (Niemietz 2011).
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3.3.3 Charakterisierung der entwickelten Testsysteme

Die Morphologie der rekristallisierten Strukturen und die Benetzbarkeiten aller erzeugter
Testsysteme wurden untersucht, um sie mit denen der Blattoberflichen vergleichen zu

konnen.

Uberpriifung der chemischen Stabilitit der Wachse

Es wird vermutet, dass Aldehyde zu Sauren oxidieren kénnen (Riederer und Markstadter
1996). Daher wurde zunachst die chemische Stabilitat des Wachsgemisches tiberpriift. Der
grofere Extraktionsmafistab hatte keinen Einfluss auf die Wachszusammensetzung. Das
Verdampfen des Losungsmittels dauerte zwar wesentlich ldnger als bei den iiblichen
kleinen Volumina zur Wachsanalyse, aber in dieser Zeit hatte keine Umwandlung der
Stoffe stattgefunden. Das Wachs, das im grofien Mafistab extrahiert wurde, setzte sich aus
den gleichen Komponenten zusammen wie das Wachs, das im kleinen Maf3stab fiir die
Analyse extrahiert wurde (Abbildung 3.11). Die Wachszusammensetzung wurde auch
nach dem Bedampfungsprozess untersucht, um sicherzustellen, dass wiahrend der
Phasentibergénge keine Verdanderung stattgefunden hatte. In dem Wachsniederschlag auf
dem bedampften Glaschen wurden die gleichen Substanzen, in den gleichen Mengen
detektiert wie in dem Wachs das verdampft wurde (Abbildung 3.12). In einer fritheren
Studie erwies sich die Wachszusammensetzung von Lauchwachs auch als thermisch stabil
(Niemietz 2011). Da sich die verdampften Substanzen im Vakuum von der Punktquelle
gleichférmig ausbreiten und die Proben in einem Bogen tiiber der Substanzquelle
angebracht waren, wurde in fritheren Studien, die Wachsbelegung annahernd aus dem
Quotienten der verdampften Massen und der Oberfliche einer Halbkugel berechnet
(Bhushan et al. 2008a, Bhushan und Jung 2011, Niemietz et al. 2009, Niemietz 2011). Die
Analyse der Wachsbeschichtung der bedampften Oberfliche erlaubte hingegen eine
prazise Messung der Wachsbelegung. Sie glich mit 15,7 + 2,6 pug/cm® der Wachsbelegung
eines Weizenblattes (Kapitel 1, Abbildung 2.12). Die Wachsbeschichtung der technischen
Oberflache entsprach somit in ihren chemischen Eigenschaften sowohl qualitativ als auch

quantitativ der Wachsbeschichtung der natiirlichen Oberflache.
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Morphologie der rekristallisierten Strukturen

Fir die folgenden Keimungsexperimente ist es eine entscheidende Voraussetzung, dass
die Testsysteme eine homogene Beschichtung und damit einhergehend eine gleichmaflige
Verteilung der chemischen Substanzen und eine einheitliche Benetzbarkeit aufweisen.
Eine Variabilitit der Oberflacheneigenschaften, welche das Keimungsverhalten der
Konidien beeinflussen konnte, galt es zu vermeiden. Frithere Rekristallisationsstudien
haben gezeigt, dass durch das Verfahren der thermischen Verdampfung eine homogene
Beschichtung erzeugt werden kann (Bhushan et al. 2008a, b, Bhushan et al. 2009b,
Bhushan et al. 2009¢, Koch et al. 2009b). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde durch das
Verfahren eine regelméfige Beschichtung erreicht. Nach dem Verdampfungsprozess war
auf den Substraten eine gleichmiaflige, milchig triibe Schicht mit bloBem Auge erkennbar
(Abbildung 3.10). Auf den REM Mikrographien waren dreidimensionale Strukturen
sichtbar. Aus dem Wachsgemisch hatten sich bei RT Wachsschiippchen gebildet. Sie
dhnelten denen der Weizenoberflache, sie waren jedoch nur ein Viertel so grof3 und ihre
Anordnung entsprach nicht der der natiirlichen Oberflache. Anstelle eines geschlossen
Schiippchen-Teppichs bildeten sich Akkumulationen aus einzelnen Schiippchen, die in
die Hohe wuchsen. Es wirkte als hatten sich neue Wachskristalle an bereits existierende
angelagert (Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14).

Ein &hnliches Bild boten die rekristallisierten Strukturen aus 1-Octacosanol.
1-Octacosanol gilt als die strukturgebende Komponente der Wachsschiippchen (Koch et
al. 2006a). Wie in fritheren Studien bildete der Reinstoff auch in der vorliegenden Studie
ausschlieBlich ganzrandige Schiippchen (Hommes 2010, Koch et al. 2006a, Niemietz 2011).
Diese waren bereits bei der geringsten Masse zu Ketten verkniipft, welche mit
zunehmender Masse zu einem dichten Netzwerk heranwuchsen. Wie die Wachs-
schiippchen scheinen sich neue 1-Octacosanol-Schiippchen an bereits existierenden
Schiippchen zu bilden. Bei wenig aufgedampfter Masse und an manchen Stellen zwischen
den Schiippchenketten waren auf dem Substrat flach liegende Plattchen erkennbar, auf
denen sich weitere aufrechtstehende Schiippchen bildeten (Abbildung 3.15 und Abbildung
3.16).

Ein dhnliches Wachstum wurde bei Rekristallisationen von 1-Octacosanol auf Si-Wafern

beschrieben (Niemietz 2011). Bei beiden Substraten handelt es sich um polare
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Oberflachen, was die Ahnlichkeit der gebildeten Strukturen erkliren kann. Verschiedene
Rekristallisationsstudien haben gezeigt, dass die gebildeten Strukturen durch die Polaritat
und Kristallinitat des Substrates beeinflusst werden kénnen (Huth 2015, Koch et al. 2006a,
Koch et al. 2006b, Niemietz 2011). Die Anordnung der kristallisierenden Molekiile wird
dabei durch die Wechselwirkungen zwischen den Molekiillen des Substrates und den
kristallisierenden Substanzen bestimmt (Cyr et al. 1996, De Feyter und De Schryver 2005).
Im Gegensatz zu den polaren Oberflachen bildeten sich auf apolarem, kristallinen HOPG
(highly oriented pyrolytic graphite), direkt aufrechtstehende Schiippchen, die in ihrer
Anordnung der Kristallstruktur des Substrates folgten. In einer fritheren Studie von Koch
et al. (2006a) konnte ein Schiippchen-Wachstum nur auf HOPG und nicht auf Glas
beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse
konnten die verwendeten Rekristallisationsmethoden sein. Koch et al. (2006a) re-
kristallisierte nicht mittels PVD, sondern aus der Losung. Wahrscheinlich ging damit eine
geringere kristallisierende Masse einher, sodass sich nur die flach liegenden Strukturen
bilden konnten. Dementsprechend bildeten sich auch keine in die Hohe wachsenden
Schiippchen-Netzwerke.

Neben der Hauptkomponente spielen die iibrigen Wachskomponenten nur eine
untergeordnete Rolle in der Strukturbildung (Koch et al. 2006a), jedoch scheinen sie zu
den irreguldren Randern der Wachsschiippchen zu fithren. Auch in der fritheren Studie
von Koch et al. (2006a) rekristallisierte Wachs zu Schiippchen mit irregularen Réndern
und 1-Octacosanol zu Schiippchen mit ganzrandigen Kanten.

Die Beimischung der einzelnen Aldehyde in der vorliegenden Studie fithrte aber zu
keinen irreguliren Randern. Die rekristallisierten Strukturen der Alkohol-Aldehyd-
Gemische glichen den Strukturen, die aus reinem Alkohol entstandenen waren
(Abbildung 3.17). Der beigemischte Anteil der Aldehyde entsprach dem Anteil der
Aldehyde im Gesamtwachs und betrug daher nur wenige Prozent.
Rekristallisationsstudien mit Rohrchen-Wachsen haben gezeigt, dass sich Réhrchen nur
bei einer ausreichend hohen Temperatur bildeten (Koch et al. 2009c, Niemietz 2011). Bei
den Schiippchen-Wachsen war eine hoéhere Temperatur zur Bildung der Schiippchen
nicht notig. Wie bereits erwahnt, bildeten sich bereits bei Raumtemperatur Schiippchen.

Bei dem Wachsgemisch wirkte sich die hohe Temperatur sogar negativ auf die
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Schiippchenbildung aus. Sowohl bei den Wachsproben als auch bei den 1-Octacosanol-
Proben bildeten sich bei 50 °C insgesamt weniger, aber dafiir groflere Strukturen als bei
RT. Statt Schiuppchen bildeten sich Schuppen (Abbildung 3.13 bis Abbildung 3.16).
Moglicherweise wurden bei der hoheren Temperatur weniger Kristallisationskeime ge-
bildet, an die sich durch die erh6hte Mobilitat jedoch viele Molekiile anlagerten. Neben
dieser Gemeinsamkeit dhnelten sich die gebildeten Strukturen aus Wachs und
1-Octacosanol nicht. Es wirkte, als hatten sich die unterschiedlichen Tendenzen, der bei
RT gebildeten Strukturen durch die hohere Temperatur verstarkt. Das Wachs
rekristallisierte zu granuldren Strukturen mit vereinzelten, zwischen dem Granulageflecht
stehenden Schuppen. Bei der niedrigsten Masse wurden fast keine Schuppen gebildet. Bei
den einzelnen Schuppen war gut erkennbar, dass sie nicht direkt auf dem Substrat
gebildet wurden, sondern auf einer granuldren Schicht standen. Der Reinstoff 1-
Octacosanol bildete auch bei 50 °C ausschliellich ganzrandige Schuppen.

Durch die Rekristallisation aus der Schmelze war es moglich eine homogene
Wachsbeschichtung ohne dreidimensionale Strukturen zu erhalten (Abbildung 3.18). Dies
gelang nur mit Repliken als Substrat. Auf Glas bildete sich nach der Schmelze keine
durchgéngige Wachsschicht (Daten nicht gezeigt). Das fliissige apolare Wachs konnte das
polare Glas nicht vollstindig benetzen. Es entstanden Tropfen auf den Glasoberflachen,
die nach dem Abkiihlen auf dem Glas verblieben (Daten nicht gezeigt). Auf den etwas
weniger polaren Repliken konnte das fliisssige Wachs spreiten, sodass sich eine diinne
Wachsschicht bildete. Durch das rasche Abkiihlen nach dem Schmelzprozess wurde die
Kristallisation unterbunden, sodass sich keine Schiippchen bilden konnten. Die diinne
Schicht war schwer zu erkennen. Erst nach einer teilweisen Abhebung der Schicht zeigte
eine Kante eindeutig deren Existenz an (Abbildung 3.18).

Bei den iibrigen Testsystemen mit dreidimensionalen Strukturen ahnelten sich die
Strukturen, die auf Glas und die auf den Repliken gebildet wurden sehr (Abbildung 3.13
bis Abbildung 3.16). Es war kein Substrateftekt auf die gebildeten Strukturen erkennbar.
Vermutlich bildeten sich auf den beiden amorphen Substraten dhnliche Kristallisations-
keime, sodass sich dahnliche Strukturen entwickeln konnten. Die Tatsache, dass auch auf
den Repliken unter geeigneten Rekristallisationsbedingungen Schiippchen aus dem

Wachs und aus 1-Octacosanol rekristallisiert werden konnten, eroffnet weitere
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Moglichkeiten in der Erzeugung biomimetischer Oberflichen: Durch die Abformung
einer strukturierten Oberflichen und anschliefender Bedampfung mit Wachs oder
1-Octacosanol konnten hierarchische Oberflachen geschaffen werden. Das Abformen ist
eine kostengiinstige und verlassliche Methode Mikrostrukturen nachzubilden. Durch das
sogenannte ,Biotemplating” gelang es beispielsweise auch schon die Spinulen (diinne
elastische Haare) einer Geckohaut nachzubilden und dadurch kiinstliche Oberflichen mit
vergleichbaren wasserabweisenden und dekontaminierenden Eigenschaften zu kreieren
(Green et al. 2017). Durch die Abformung mikrostrukturierter, natirlicher und
technischer Oberflaichen und anschlieBender Nanostrukturierung mittels verdampfter
Wachse, gelang es auch schon hierarchische superhydrophobe Oberflachen herzustellen
(Bhushan et al. 2008a, b, Bhushan et al. 2009b, Bhushan et al. 2009¢, Koch et al. 2009b).

Es ist festzuhalten, dass es durch das Verfahren der thermischen Verdampfung gelungen
ist eine homogene Beschichtung zu erzielen. Sowohl das Wachs als auch die Reinsubstanz
1-Octacosanol rekristallisierten als Schiippchen (Abbildung 3.13 bis Abbildung 3.16). Dies
belegt erneut, dass sich Wachskristalle durch Selbstassemblierung bilden koénnen und
dass auch allein die Hauptkomponente 1-Octacosanl ausreicht, um Schiippchen zu
erhalten. Die kristallisierten Wachsstrukturen &hnelten den nativen Wachskristallen,
jedoch entsprachen sie ihnen nicht exakt. Eine alternative Methode zur Rekristallisation
ist das Verfahren des Spincoatings. Mithilfe dessen konnten ebenfalls keine genauen
Kopien der nativen Strukturen erzielt werden (Pambou et al. 2016). Das wirft erneut die
seit langer Zeit ungeklarte Frage auf, wie die komplexen dreidimensionalen Strukturen
in situ rekristallisieren. Verschiedene Theorien dariiber wurden in der Vergangenheit
diskutiert: Die Bildung der Strukturen durch Poren stand zur Debatte (Hall und
Donaldson 1962, Hall 1967, Mueller et al. 1954, von Wettstein-Knowles 1974). Mit
hochauflosenden Mikroskopietechniken konnten jedoch keine Poren nachgewiesen
werden. REM Aufnahmen der Kutikula gaben keine Hinweise auf Strukturen, die dem
Transport und der Strukturbildung durch Extrusion dienen kénnten (Jarvis und Wardrop
1974, Jeffree 2006). Auch AFM Aufnahmen sich entwickelnder Wachsstrukturen im
Rahmen von Regenerationsstudien gaben keine Hinweise auf den Ursprung der
Wachsstrukturen (Huth et al. 2018, Koch et al. 2004). Eine weitere Theorie besagt, dass die

Wachsmolekiile mit einem Losungsmittel an die Oberflache gelangen, sodass das Wachs,
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nachdem das Losungsmittel verdampft ist, kristallisieren kann (Chambers et al. 1976,
Wiesner 1871). Diese Hypothese konnte bisher weder eindeutig belegt noch widerlegt
werden (Jeffree 2006). Sie wird von neueren Studien unterstiitzt in denen Wasser als
mogliches Losungs- und Transportmittel in Erwagung gezogen wird (Dora et al. 2018,

Neinhuis et al. 2001).

Benetzungseigenschaften der entwickelten Testsysteme

Wie bei der Charakterisierung der nativen Oberflaichen wurden auch bei den technischen
Oberflachen die Benetzungseigenschaften der verschiedenen technischen Oberflichen
untersucht.

Es sollten mehrere Testsysteme mit verschiedenen Oberfldcheneigenschaften entwickelt
werden. Zum einen sollte ein Testsystem geschaffen werden, das in seinen Benetzungs-
eigenschaften den pflanzlichen Oberflichen entspricht, jedoch nicht die Chemie der
epikutikularen Wachse abdeckt. Dieses Ziel wurde durch die alleinige Bedampfung mit
1-Octacosanol erreicht. Durch die gebildeten Schiippchen bei der Bedampfung mit
1000 pg 1-Octacosanol auf Glas bei einer Rekristallisationstemperatur von 50 °C konnten
die gleichen Kontaktwinkel, Abrollwinkel und Hysteresen wie auf dem Weizenblatt
erzielt werden (Abbildung 3.21). Im Gegensatz dazu lagen die Benetzbarkeiten der
technischen Oberflachen (z.B. silanisiertes Glas, FEP Folie), die in fritheren Studien als
relativ hydrophobe Oberflichen herangezogen wurden, deutlich iber der Benetzbarkeit
der Weizenblatter (Carver et al. 1999, Meguro et al. 2001, Wright et al. 2000, Zabka et al.
2008).

Zum anderen sollte ein Testsystem entwickelt werden, das die gleiche Benetzbarkeit
aufweist und die chemische Zusammensetzung der epikutikularen Wachse widerspiegelt.
Dieses “kiinstliche Blatt® konnte durch die Bedampfungen mit dem Wachsgemisch
geschaffen werden. Bedampfungen mit verschiedenen Rekristallisationsparametern
resultierten in Oberflachen, deren Benetzungseigenschaften denen des Weizenblattes
entsprachen (Abbildung 3.22). Das belegt, dass durch das Verfahren der thermischen
Verdampfung die Ubertragung der Oberfldcheneigenschaften der nativen Oberfliche auf
die technische Oberflache moglich war. Soweit bekannt, existiert bisher keine technische

Oberfliche, die neben der Chemie der epikutikularen Wachse auch die
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Benetzungseigenschaften widerspiegelt. Zur Untersuchung der Keimentwicklung
phytopathogener Pilze wurden in fritheren Studien oft mit Wachsgemischen oder mit
einzelnen Wachsbestandteilen versehene Oberflichen genutzt. Diese wiesen zwar eine
ahnliche Oberflachenchemie, nicht jedoch die gleiche Benetzbarkeit auf (Hansjakob et al.
2010, Hansjakob et al. 2011, Ringelmann et al. 2009, Zabka et al. 2008). Auch in der
vorliegenden Arbeit sollte ein Testsystem etabliert werden, das es erlaubt nur den
Einfluss der Wachschemie der epikutikularen Wachse auf das Keimungsverhalten
phytopathogener Pilze zu untersuchen. Dies wurde durch die Rekristallisation aus der
Schmelze erreicht. Durch das Erhitzen der Proben iiber die Schmelztemperatur der
Wachse entstand eine gleichmiaflige Wachsschicht ohne dreidimensionale Strukturen,
sodass die Benetzbarkeit mit einem Kontaktwinkel von nur 93,0 + 5,5° deutlich unter der
der Weizenblatter lag (Abbildung 3.23).

Des Weiteren sollte auch ein Testsystem etabliert werden, das {ber eine der
Blattoberflache entsprechende Benetzbarkeit verfiigt und Aldehyde auf seiner Oberflache
tragt, deren Mengen den Aldehydmengen im Weizenwachs gleichkommen.

Die Morphologieuntersuchung hatte gezeigt, dass sich auch bei der Rekristallisation der
Aldehyd-Alkohol-Gemische, wie bei der Rekristallisation der Alkohole, Schiippchen
gebildet hatten. Daher entsprach es den Erwartungen, dass auch auf den Aldehyd-
Testsystemen hohe Kontaktwinkel erreicht wurden (Abbildung 3.23). Die mit dem
Aldehyd-Alkohol-Gemisch bedampften Oberflichen bieten somit die Mdoglichkeit die
Signalwirkung der Aldehyde auf einer Oberfliche mit der gleichen Benetzbarkeit wie auf
der Pflanze zu untersuchen.

Es ist festzuhalten, dass auf den Testsystemen mit dreidimensionalen Strukturen die
gleichen Benetzbarkeiten erzielt werden konnten wie auf den Weizenblattern. Auf dem
Schmelze-Testsystem ohne dreidimensionale Strukturen lag die Benetzbarkeit der
Testsysteme deutlich tiber der der Weizenblitter (Abbildung 3.23). Wie auf den
Negativkontrollen rollten die Tropfen nicht ab. Das belegt, wie entscheidend die
dreidimensionalen Wachsstrukturen fiir die geringe Benetzbarkeit der Blattoberflachen
sind, die Wachschemie allein reicht demnach nicht aus. In einer fritheren Studie
resultierte die Verdampfung unterschiedlicher Mengen 1-Hentriakontan (Cs; Alkan)

ebenfalls in Schiippchen. Zur Erzeugung eines diinnen Films wurde auch die Methode der
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Rekristallisation aus der Schmelze angewandt. Wie in der vorliegenden Studie lagen die
Kontaktwinkel der Oberflaichen ohne dreidimensionale Strukturen deutlich unter denen
der Oberflachen mit dreidimensionalen Strukturen (Bhushan et al. 2008a). Auch bei den
Testsystemen mit nur wenigen dreidimensionalen Strukturen (wenig Masse und 50 °C
Rekristallisationstemperatur) rollten die Tropfen nicht ab (Abbildung 3.21 und Abbildung
3.22). Vermutlich sind die Licken zwischen den Strukturen zu grofl, sodass die
Wassertropfen, nicht auf den Strukturen aufsitzen sondern zwischen den Strukturen
einsinken, sodass eine Wenzel-Benetzung vorliegt (Wenzel 1936). Auf mikro-
strukturierten Si-wafern konnte gezeigt werden, dass, abhiangig von der Héhe und dem
Abstand der Stiitzsdulen der Oberflache, ein Ubergang von einer Cassie-Benetzung zu
einer Wenzel-Benetzung stattfindet. Diese und weitere Kriterien, wann ein Ubergang der
Benetzungsstadien stattfindet, werden von Bhushan und Jung (2011) zusammengefasst.
Die Wachsbeschichtungen, die durch die Verdampfung der hohen Massen (2000 pg und
2800 pg) entstanden waren, erschienen instabil und damit ungeeignet fiir die folgenden
Keimungsexperimente. Abrollende Tropfen hinterlieBen eine leichte Spur in der
Beschichtung (Daten nicht gezeigt). Es wirkte so, als sei etwas Material von den obersten
Schichten durch den Wassertropfen abgetragen worden, jedoch nicht so viel, dass das
pure Substrat darunter sichtbar geworden war. In einer fritheren Studie wurde gezeigt,
dass die Wachsbeschichtung mit Lotuswachs bedampfter Oberflichen durch einen
starken Wasserstrahl beschidigt werden kann und die Benetzbarkeit der Oberfliache
ansteigt (Jung und Bhushan 2009). In der vorliegenden Arbeit wirkte kein starker
Wasserdruck auf die Proben ein, jedoch war bei den Proben, die mit viel Masse bedampft
wurden die Schichtdicke so hoch, dass selbst eine geringe Kraft zu einem Abrieb fiihrte.
Bei den Testsystemen, die mit weniger Masse bedampft wurden, wurde keine Abtragung
beobachtet.

Teilweise waren die bedampften Oberflichen noch hydrophober als die natiirlichen
Oberflachen. Bei den C280H-Testsystemen lagen die Kippwinkel zudem unter 10°
(Abbildung 3.21). Die entwickelten biomimetischen Oberflichen erfillten damit die
Voraussetzung selbstreinigender Oberflaichen (Bhushan et al. 2009a, Koch et al. 2008,
Zhang et al. 2008). Superhydrophobe Oberflichen entstehen nicht durch die

Oberflachenchemie allein, sondern werden maflgeblich durch die Strukturierung
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hydrophober Oberflachen verursacht (Bico et al. 1999, Oner und McCarthy 2000). Daher
konnten in den letzten Jahrzehnten verschiedene biomimetische Oberflichen mit
superhydrophoben Eigenschaften entwickelt werden (Bhushan et al. 2009b, Tuteja et al.
2007, Watson et al. 2010). Interessanterweise wurde bei den in der vorliegenden Arbeit
geschaffenen Oberflichen die Superhydrophobie der Oberflichen ohne eine zweite
Strukturebene erreicht. In einer fritheren Studie mit 1-Hentriacontan (Cs; Alkan) fithrten
die gebildeten Nanostrukturen nur in Kombination mit einer Mikrostruktur zu
ausreichend hohen Kontaktwinkeln und niedrigen Abrollwinkeln. Das Alkan bildete
ebenfalls dreidimensionale Schiippchen. Auf unstrukturierten Oberfldchen resultierte die
Nanostrukturierung jedoch nur in hydrophoben Oberflicheneigenschaften (Bhushan et
al. 2008, b).

Durch die Vielzahl der Tropfen, die bei den Messungen der Benetzungseigenschaften
direkt abgerollt waren, wurde die Anzahl der Tropfen bei denen ein statischer
Kontaktwinkel gemessen werden konnte reduziert (Abbildung 3.20). Die tatséchlichen
Kontaktwinkel der in vorliegenden Arbeit untersuchten Oberflichen, liegen vermutlich
sogar noch etwas hoher als die gemessen Werte. Die Abrollwinkel erscheinen daher als
verlasslichster Wert zum Vergleich der Benetzungseigenschaften der nativen und
technischen Oberflaichen. Bei kaum benetzbaren Oberflaichen ist die Bestimmung des
Kontaktwinkels mit purem Wasser oftmals schwierig (Taylor 2011). Gaskin et al. (2005)
bestimmten die Kontaktwinkel verschiedener Pflanzenarten stattdessen mit einer 20%igen
Aceton Losung (v/v, in Wasser). Da es sich um ein organisches Losungsmittel handelt,
misste allerdings sichergestellt werden, dass dadurch die Wachsstrukturen nicht
angegriffen und somit die Benetzbarkeit beeinflusst wiirde.

Die Korrelation der Benetzungseigenschaften zeigte zwischen den Kontaktwinkeln und
der Anzahl der abgerollten Tropfen einen positiven Zusammenhang (Abbildung 3.25).
Wie erwartet rollten auf den Oberflachen mit héheren Kontaktwinkeln mehr Tropfen ab,
als auf denen mit geringeren Kontaktwinkeln. Auch die Hysteresen und die Abrollwinkel
zeigten einen schwach positiven Zusammenhang. Die Hysterese gilt als ein Maf3 dafiir,
wie leicht ein Tropfen von einer Oberflache abrollt (Roach et al. 2008). Daher entsprach es
den Erwartungen, dass bei zunehmenden Hysteresen die Tropfen erst bei einem hoheren

Kippwinkel abrollten.
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Abschlielend ist festzuhalten, dass es durch die Bedampfung mit dem Wachsgemisch
gelungen ist, die Oberflicheneigenschaften des Weizenblattes zu tbertragen. Die
gebildeten Nanostrukturen wurden nicht 1:1 kopiert. Die Funktionalitit wurde dennoch
tibertragen. Auch alleine durch die Bedampfung mit dem C,s Alkohol konnte die gleiche
Benetzbarkeit erzielt werden wie auf der natiirlichen Oberfliche. Das bietet
vielversprechende Moglichkeiten Grenzflichenphdnomene auf diesen biomimetischen
Oberflachen in vitro anstatt auf Pflanzen zu untersuchen. Mit dem Wachs-Testsystem
steht erstmalig ein Testsystem zur Verfiigung, das sowohl tiber die chemischen als auch
tiber die Benetzungseigenschaften der pflanzlichen Oberflache verfiigt. Die modifizierten
Testsysteme bieten dariiber hinaus die Moglichkeit, den Einfluss der Chemie der
epikutikularen Wachse und der Benetzbarkeit gesondert zu untersuchen. Neben der hier
folgenden Untersuchung der Keimentwicklung phytopathogener Pilze waren
beispielweise die Untersuchung von Wirkstoffapplikationen und -retentionen denkbare

Anwendungen.
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4 Anwendung der in vitro Testsysteme -

Kapitel 3

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Kultivierung von Blumeria graminis f. sp. tritici

Mit Blumeria graminis f. sp. tritici infizierte Weizenpflanzen wurden von Prof. Ulrich
Schaffrath (RWTH Aachen) zur Verfiigung gestellt. Durch Ausschiitteln der mit Mehltau
befallenen Blatter iiber jungen Weizenpflanzen der Sorte Akteur wurde der Pilz erstmalig
Ubertragen. Der Pilz wurde bei 20°C (12h/12h Tag/Nacht Rhythmus) auf den
Weizenpflanzen kultiviert und woéchentlich auf eine Woche alte Weizenpflanzen zur

Erhaltung der Kultur Gibertragen.

4.1.2 Verwendete Oberflichen

Zur Bestimmung des Keimerfolgs auf der natiirlichen Oberfliche wurden Blatter der
Weizensorten Ponticus (sehr geringe bis geringe Anfilligkeit), Porthus (mittlere
Anfalligkeit) und Akteur (starke bis sehr starke Anfilligkeit) genutzt (Kapitel 1, Tabelle
2.1). Der Keimerfolg wurde auf unterschiedlich anfalligen Sorten untersucht, um zu
testen, ob es aufgrund der Sorten Unterschiede in der Differenzierung des Pilzes gibt. Der
Keimerfolg wurde auf der adaxialen Seite von Blatt 3 von Pflanzen im 5 Blatt Stadium
bestimmt. Als kiinstliche Oberflichen wurden verschiedene Testsysteme mit
unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften herangezogen, um deren
Einfluss auf den Keimerfolg zu testen. Folgende Testsysteme wurden verwendet: das
Weizenwachs-Testsystem (Wachs; gleiche Chemie, gleiche Benetzungseigenschaften wie
das Weizenblatt), das 1-Octacosanol-Testsystem (C280H; andere Chemie, gleiche
Benetzungseigenschaften), das Wachs-aus-der-Schmelze-Testsystem (Schmelze; gleiche

Chemie, andere Benetzungseigenschaften), das 1-Hexacosanal-Testsystem (C26CHO;
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gleiche Benetzung, potentieller Signalstoff) und das 1-Octacosanal-Testsystem (C28CHO,

gleiche Benetzung, potentieller Signalstoff) (Tabelle 4.1, Tabelle 4.2 und Kapitel 2).

Tabelle 4.1: Verwendete Substrate fiir die Keimungsexperimente

Substrat

Funktion/nachgeahmte Eigenschaft(en)*

Weizenblatt
Wachs-Testsystem
C280H-Testsystem
Schmelze-Testsystem
C26CHO-Testsystem
C28CHO-Testsystem

Positivkontrolle

Benetzung und Chemie
Benetzung

Chemie

Benetzung u. pot. Signalstoff
Benetzung u. pot. Signalstoff

Glas
Replik

Negativkontrolle
Negativkontrolle

*der Oberflache des Weizenblattes

Tabelle 4.2: Benetzungseigenschaften der Substrate fiir die Keimungsexperimente

Substrat Abrollrate [%] KW [°] AW [°] Hysterese [°]
Weizenblatt 90,0 147,5 £ 11,7 15,7 + 10,8 8,2+8,3
Wachs-Testsystem 73,3 154,7 + 8,8 14,9 + 13,8 17,6 + 10,6
C280H-Testsystem 100,0 156,3+ 7,0 5,8 + 6,1 16,2 + 13,1
Schmelze-Testsystem 0,0 93,0 £ 5,6 NA NA
C26CHO-Testsystem 100,0 151,0 £ 5,0 1,5+ 25 2,8+ 19
C28CHO-Testsystem 86,7 148,7 + 3,9 8,8+ 98 19,4 £ 20,5
Glas 0,0 42,2 £5,5 NA NA
Replik 0,0 72,9 + 5.1 NA NA

KW: Kontaktwinkel, AW: Abrollwinkel, NA: not available, nicht vorhanden (Kapitel 2, 3.2.3, Seite 140)
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4.1.3 Inokulationen der Oberflachen

Zur Inokulation der Blatter und der Testsysteme wurden diese auf den Boden eines
Inokulationsturms platziert. Pflanzen, deren Blatter deutlich Mehltaupusteln zeigten,
wurden anschliefend iiber den Oberflichen ausgeschiittelt. Die Pflanzen, die zur
Inokulation herangezogen wurden, wurden immer einen Tag vor der Inokulation
geschiittelt, um ausschlief$lich frische Konidien zu iibertragen. Nach 1h wurden die
inokulierten Oberflichen aus dem Inokulationsturm entnommen und unter den
jeweiligen Keimungsbedingungen inkubiert. Neben den zu inokulierenden Oberflichen
wurde auch immer eine Zellzahlkammer (Thoma Zahlkammer, Paul Marienfeld GmbH &

Co. KG, Lauda-Konigshofen) beimpft, um die Keimdichte bestimmen zu kénnen.

4.1.4 Etablierung der Keimungsbedingungen

Die Keimungsexperimente sollten unter moglichst optimalen Keimungsbedingungen
stattfinden. Um diese festlegen zu konnen, wurden mehrere Tests, bei verschiedenen
relativen Luftfeuchten auf Blattern der Sorte Akteur durchgefiihrt. Hierfiir wurde das
Weizenblatt in ca. 5 cm lange Stiicke geschnitten. Nach Inokulation wurden die Blatt-
stiicke in eine Petrischale mit Wasser-Agar gegeben. Anschlieffend wurden die Proben bei
75 % und 90 % relativer Luftfeuchte (rel. LF) in einer Konstantklimakammer (HPP 110,
Memmert GmbH+CoKG, Schwabach) bei 20°C inkubiert. Daneben wurden die
Blattstiicke in einer Glaspetrischale auf feuchtem Papier in einem Thermostatschrank (ET
650-8/385 L, Lovibond Tintometer GmbH, Dortmund) bei 20 °C inkubiert, um eine relative
Luftfeuchte von anndhernd 100 % zu erzielen. Auflerdem wurde gepriift, welchen Einfluss
zusitzliches Wasser auf das Keimungsverhalten hat. Hierfiir wurden die Proben bei
75 und 90 % rel. LF mit und ohne Benebeln inkubiert. Zur Benebelung der Proben wurden
diese in ein geschlossenes System mit einem Luftbefeuchter (30W 31, Basetech, Conrad
Electronics SE, Hirschau, Abbildung 4.1) gestellt. Nach einer Benebelungsdauer von 5
Minuten wurden die Proben entnommen und unter den jeweiligen Keimungs-
bedingungen inkubiert. Neben den Blattstiicken wurden auch pures Glas, als Negativ-
kontrolle und das Wachs-Testsystem nach Inokulation unter den gleichen Bedingungen

inkubiert, um den Keimerfolg auf den kiinstlichen Oberflachen zu testen. Alle Proben
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wurden bei jedem Versuch in einem 45° Winkel inkubiert (Abbildung 1), um ein Abrollen

gebildeter Tropfen zu ermdglichen. Die Versuche wurden jeweils drei Mal wiederholt.

Abbildung 4.1: Benebelung der Proben in einem geschlossenem System mit einem
Ultraschallverdampfer; a) Probenhalterung fiir das Benebeln in einem 45° Winkel, b) vor Benebeln, c)
nach 5 Minuten Benebeln

4.1.5 Untersuchung des Keimerfolgs

Zur Untersuchung des Keimerfolgs von B. graminis wurden die natiirlichen und kiinst-
lichen Oberflaichen nach Inokulation bei 20 °C auf feuchtem Papier im Dunkeln 16 h
inkubiert. Auf den Weizenblattern wurde der Keimerfolg in fiinf, auf den verschiedenen
Testsystemen in zehn Wiederholungen untersucht. Bei den Keimungsexperimenten auf
den verschiedenen Testsystemen diente ein Weizenblatt als Positivkontrolle, pures Glas
und eine Harzreplik als Negativkontrollen.

Der Keimerfolg auf den unterschiedlichen Oberflichen wurde mithilfe eines digitalen
Mikroskops (VHX-600 DSO, Keyence, Osaka, Japan) untersucht. Die Blattstiicke wurden
zuvor mit Ethanol/Essigsdure (3/1, v/v) . N. entfarbt bis die Blétter gebleicht waren (ca.
24 h). Hierfuir wurden die Blattstiicke auf mit Ethanol/Essigsdure getrdnkte Papiere
gelegt. Zur Fixierung der Strukturen wurden die Blattstiicke anschliefend auf mit
Lactoglycerol (Milchsaure/Glycerol/H,O, 1/1/1,3, v/v/v) getrankte Papiere fiir ca. 3h
Ubertragen. Anschliefend wurden die Pilzstrukturen mit Trypanblau (0,05% in
Lactoglycerol) durch direktes Auftropfen gefarbt. Die Keimentwicklung wurde in
folgende Entwicklungsstadien unterteilt: nicht gekeimt (nk), Ausbildung eines priméren
Keimschlauches (1Ks), Ausbildung eines sekundédren Keimschlauches (2Ks), abnormale
Entwicklung (drei oder mehr Keimschlauche, abn), Ausbildung eines appressorialen
Keimschlauches (aKs), und die Entwicklung eines Appressoriums (App). Bei den

Versuchen zur Etablierung der Keimungsbedingungen wurden die Entwicklungsstadien

161



Kapitel 3 Material und Methoden

aKs und App als differenzierte Konidien (diff) zusammengefasst. Auf jeder Probe wurden
jeweils 100 einzelne Konidien ausgezahlt. Konidien in der Kette oder in Akkumulationen
wurden nicht gezdhlt. Geplatzte Konidien wurden wie pralle Konidien ausgewertet,
sofern der Entwicklungszustand eindeutig erkennbar war (Auszdhlmethode 1). Auf den
kiinstlichen Oberflaichen wurde eine weitere Methode zur Auszdhlung angewandt. Hier
wurden geplatzte Konidien als tot gewertet (Auszahlmethode 2), um den Einfluss der

Oberflachen auf die Mortalitit der Konidien untersuchen zu konnen.

4.1.6 Datenanalyse

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + die Standardabweichung angegeben. Die gewonnen
Daten wurden mit Excel (2010, Version 14, Microsoft, Redmond, USA) und der Open-
Source-Software R Studio (R Studio Inc., Ver. 1.1.383, Boston, USA) ausgewertet. Bei der
Etablierung des Keimerfolgs wurden signifikante Unterschiede des Keimerfolgs unter
Annahme der Normalverteilung der Daten durch eine ANOVA und einem Post Hoc Tukey
Test bestimmt. Der Keimerfolg wurde zunachst auf den Blattern der drei verschiedenen
Weizensorten untersucht. Als niachstes wurde der Keimerfolg auf den unterschiedlichen
Testsystemen analysiert. SchlieBlich wurde der Keimerfolg auf den verschiedenen
Testsystemen mit dem auf den Kontrollen einzeln verglichen. Die Normalverteilung der
Werte der Untersuchung des Keimerfolgs wurde mit dem Shapiro Wilk Test tiberpriift,
die Homogenitat der Varianzen mit dem Levene Test. Zur Uberprifung signifikanter
Unterschiede wurde eine ANOVA mit einem anschlieBenden Post Hoc Tukey Test oder
ein Kruskal Wallis Test mit einem anschliefenden Post Hoc Dunn Bonferroni Test
durchgefiithrt. Um signifikante Unterschiede zwischen den Proben und den Positiv- und
Negativkontrollen zu finden, wurde der Dunnett Test verwendet. Das Signifikanzniveau
betrug in allen Tests 0,05. Zur graphischen Darstellung der Daten wurde SigmaPlot
(Version 13.0, Systat Software Inc., San Jose, USA) genutzt.

162



Kapitel 3 Ergebnisse

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Etablierung der Keimungsbedingungen

Zur Etablierung der Keimungsbedingungen wurden Inokulationsexperimente bei
verschiedenen Luftfeuchten mit und ohne Benebeln durchgefiihrt, um den Einfluss dieser
Faktoren auf den Keimerfolg von B. graminis zu testen. Nach Benebeln verblieben auf den
Proben kleine Wassertropfchen. Auf dem Wachs-Testsystem waren die Tropfen kleiner

und runder als auf Glas (Abbildung 4.2). Nach der Inkubationszeit von 16 h waren die

Proben trocken.

Abbildung 4.2: Benebelung kiinstlicher Oberflichen; a) nach 5 miniitiger Benebelung; 1) Glas, 2)
Wachs-Testsystem, 3) Objekttrager; b) Tropfchenbildung auf Glas (links) und auf dem Wachs-Testsystem
(rechts): Detailaufnahme aus Bild a) (gekennzeichnet durch das Quadrat)

Auf den Weizenblittern waren die Keimungsraten bei allen Bedingungen hoch. Bei 100 %
rel. LF wurde mit 75 % die niedrigste Keimrate festgestellt. Bei den tibrigen Bedingungen
keimten mindestens 90 % der Konidien. Bei allen Bedingungen war die Mehrheit der
Konidien im differenzierten Stadium. Auf den Proben, die ohne Benebeln kultiviert
wurden, differenzierten bei 100 % rel. LF (57 £+ 5) weniger Konidien als bei 75 und 90 %
rel. LF (79 = 9 und 80 + 11). Die Proben, die benebelt wurden, zeigten keinen Unterschied
in der Anzahl der differenzierten Konidien bei den verschiedenen relativen Luftfeuchten.
Hier differenzierten bei 75 % rel. LF 63 + 7 und bei 90 % rel. LF 60 + 7 Konidien.

Auf den kiinstlichen Oberflichen waren die Keimungsraten geringer als auf den

Weizenbléttern. Im Gegensatz zu dem Keimungsverhalten auf den Weizenblattern war
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auf den kunstlichen Oberflaichen die Mehrheit der Sporen nicht gekeimt (Abbildung 4.3).
Auf dem Wachs-Testsystem war die Keimrate bei 100 % rel. LF ohne Benebeln mit 65 %
am hochsten. Bei 75 und 90 % rel. LF schienen auf den benebelten Proben weniger
Konidien gekeimt zu sein als auf den nicht benebelten Proben: Auf dem Wachs-
Testsystem keimten bei 75 und 90 % rel. LF mit Benebelung 15 + 9 und 29 + 20 Konidien.
Ohne Benebelung keimten 46 + 20 (75 % rel. LF) und 59 + 22 Konidien (90 % rel. LF). Diese
Unterschiede in den Keimungsraten waren aber nicht signifikant. Die Anzahl der
differenzierten Konidien war auf den kiinstlichen Oberflachen wesentlich geringer als auf
den Weizenblattern. Die meisten Konidien differenzierten bei 100 % rel. LF und bei 90 %
rel. LF ohne Benebelung (12 + 5 und 4 + 5) auf dem Wachs-Testsystem. Bei den anderen
Bedingungen fand kaum eine Differenzierung statt. Auch auf Glas differenzierten bei
100 % rel. LF die meisten Konidien (14 £ 7).

Unabhingig von der Keimungsbedingung bildeten auf den Weizenblattern die
differenzierten Konidien den grofiten Anteil aller gekeimter Konidien (Abbildung 4.4a, b).
Nur bei 90 % rel. LF machte es einen Unterschied, ob die Proben mit oder ohne
Benebelung inkubiert wurden. Mit Benebelung war die Differenzierungsrate mit 67 + 7 %
etwas geringer als ohne Benebelung mit 89 + 5 %. Bei 100 % rel. LF differenzierten in der
relativen Betrachtung genauso viele Konidien (76 +6 %) wie bei den anderen
Bedingungen. Auf den kiinstlichen Oberflaichen hingegen haben die meisten der
gekeimten Konidien nur einen primiren Keimschlauch entwickelt (Abbildung 4.4c - f).
Der grofite Anteil der differenzierten Konidien konnte auf Glas bei 100 % rel. LF
(25 £ 10 %) und auf dem Wachs-Testsystem bei 100 % rel. LF (19 + 10 %) und bei 90 % rel.
LF ohne Benebeln (5 + 6 %) festgestellt werden. Bei den anderen Bedingungen ging die
Differenzierungsrate gegen Null.

Die Experimente zur Etablierung der Keimungsexperimente haben gezeigt, dass auf den
Weizenblattern unter allen getesteten Bedingungen der Grofteil der Konidien
differenzierte. Auf dem Wachs-Testsystem konnten so hohe Differenzierungsraten nicht
erreicht werden. Bei Benebelung und niedriger LF sind kaum Konidien differenziert. Bei
hoéheren Luftfeuchtigkeiten konnte auf den kiinstlichen Oberflichen eine Differenzierung
beobachtet werden. Auf dem Wachs-Testsystem erschien die Differenzierung bei 100 %

rel. LF mit 12 + 5 differenzierten Konidien am hochsten, auch wenn der Unterschied zu
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90 % ohne Benebeln mit 4 + 5 differenzierten Konidien nicht signifikant war. Daher
wurden die folgenden Experimente zur Keimentwicklung bei 100 % LF ohne benebeln

durchgefiihrt.
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Abbildung 4.3: Absolute Keimentwicklung der Mehltaukonidien unter verschiedenen
Keimungsbedingungen; linke Spalte: Ubersicht der Keimentwicklung, rechte Spalte: Differenzierung der
Konidien, a) und b) auf dem Weizenblatt, c¢) und d) auf dem Wachs-Testsystem, e) und f) auf Glas; LF: rel.
Luftfeuchte; ben: benebelt; nk: nicht gekeimt, 1Ks: primarer Keimschlauch, 2Ks: sekundérer Keimschlauch,
abn: abnormale Entwicklung, diff: differenziert; Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezahlt (n = 3).
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Bedingungen (p < 0,05,
getestet durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test).
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Abbildung 4.4: Relative Keimentwicklung der Mehltaukonidien unter verschiedenen
Keimungsbedingungen; linke Spalte: Ubersicht der Keimentwicklung, rechte Spalte: Differenzierung der
Konidien; a) und b) auf dem Weizenblatt, ¢) und d) auf dem Wachs-Testsystem, e und f) auf Glas; LF: rel.
Luftfeuchte, ben: benebelt, nk: nicht gekeimt, 1Ks: primérer Keimschlauch, 2Ks: sekundérer Keimschlauch,
abn: abnormale Entwicklung, diff: differenziert; Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezéhlt
(n = 3).Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Bedingungen
(p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieendem Post Hoc Tukey Test).
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4.2.2 Untersuchung des Keimerfolgs

Untersuchung des Keimerfolgs auf den Blittern der verschiedenen Weizensorten

Die Keimentwicklung von B. graminis f. sp. tritici wurde auf drei verschiedenen, unter-
schiedlich anfilligen Weizensorten untersucht. Das Keimungsverhalten des Pilzes zeigte
auf Blattern der unanfalligen Sorte Ponticus und den anfilligeren Sorten Akteur und
Porthus keinen Unterschied (Abbildung 4.5). Mit ca. 60 Konidien, die ca. 80 % der
gekeimten Sporen entsprachen, haben die meisten Sporen ein Appressorium gebildet. Die
zweit starkste Gruppe bildeten bei allen Sorten die nicht gekeimten Konidien: ca. % der
Konidien keimte nicht. Die Anzahl der ibrigen Konidien war gleichmaflig iiber die

anderen Entwicklungsstadien verteilt und lag bei allen Sorten jeweils unter 10.

a) b)
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Abbildung 4.5: Keimentwicklung von B.graminis auf den Blattoberflichen verschiedener
Weizensorten; a) absolute Keimentwicklung, b) relative Keimentwicklung; nk: nicht gekeimt, 1Ks:
primérer Keimschlauch, 2Ks: sekundarer Keimschlauch, abn: abnormale Entwicklung, aKs: appressorialer
Keimschlauch, App: Appressorium; Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezahlt (n = 5).
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Untersuchung des Keimerfolgs auf den Testsystemen

Im Vergleich zur natiirlichen Blattoberflache wurde die Keimung von B. graminis auf den
verschiedenen Testsystemen mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften
untersucht, um mogliche keiminduzierende Faktoren identifizieren zu konnen. Auf allen
Testsystemen konnten die jeweiligen Entwicklungsstadien eindeutig identifiziert werden.
Abbildung 4.6 und Abbildung 4.7 zeigen verschiedene Stadien der Keimentwicklung von
B. graminis auf der Blattoberflaiche und auf den verschiedenen kiinstlichen Oberflachen.
Die Keimungsraten waren sehr unterschiedlich (Abbildung 4.8a und Abbildung 10.28):
Auf dem Weizenblatt keimten mit 77 % mehr Konidien als auf allen Testsystemen. Auf
den Testsystemen keimte der Grofiteil der Konidien nicht aus, hier lagen die
Keimungsraten bei maximal 53 % auf dem C26CHO-Testsystem. Mit nur einer Ausnahme,
auf dem C28CHO-Testsystem, sank die Anzahl der Konidien mit fortschreitendem
Entwicklungsstadium. Nur wenige Konidien (maximal 7 +3 auf dem C26CHO-
Testsystem) bildeten ein Appressorium aus. Im Vergleich zu allen Testsystemen bildeten
auf dem Weizenblatt mehr Konidien ein Appressorium aus, hier bildeten sie die grofite
Gruppe mit 60 + 20 Konidien. Bis zu den differenzierten Stadien nimmt auch auf dem
Weizenblatt die Anzahl der Konidien mit fortschreitender Entwicklung ab. Die Anzahl
der abnormal entwickelten Konidien war auf allen untersuchten Oberflachen gleich:
weniger als 5 Konidien zeigten eine abnormale Entwicklung.

Auch in der relativen Betrachtung unterschied sich das Keimverhalten von B. graminis
auf dem Weizenblatt von dem auf den Testsystemen (Abbildung 4.8b und Abbildung
10.29). Auf den Weizenblittern bildeten die Konidien, die ein Appressorium ausgebildet
hatten, mit 77 + 13 %, den grofiten Anteil der gekeimten Konidien. Auf den Testsystemen
bildeten nur ca. 10 % (maximal 13 + 4 % auf dem C26CHO-Testsystem) ein Appressorium.
Ca. die Halfte der gekeimten Konidien verblieb auf den Testsystemen im Stadium des
ersten Keimschlauchs. Auf allen Testsystemen bildeten mehr als 20 % einen sekundiren
Keimschlauch aus. Damit war der Anteil der Konidien mit priméren und sekundéren

Keimschlauch hoher als auf dem Weizenblatt mit 8 + 7 % und 6 + 3 %.
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Abbildung 4.6: Entwicklungsstadien der B. graminis Konidien auf dem Weizenblatt und auf den
Testsystemen; TS: Testsystem, nk: nicht gekeimt, 1Ks: primirer Keimschlauch, 2Ks: sekundirer
Keimschlauch, 3Ks: drei Keimschlauche, m3Ks: mehr als drei Keimschliauche, aKs: appressorialer
Keimschlauch, App: Appressorium; in Klammern: Eigenschaften der Testsysteme und Funktionen der

Oberflachen; Aufnahmen aus 1000-facher Vergréfierung
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Abbildung 4.7: Entwicklungsstadien der B. graminis Konidien auf den Testsystemen und auf den
Negativkontrollen; TS: Testsystem, nk: nicht gekeimt, 1Ks: primérer Keimschlauch, 2Ks: sekundérer
Keimschlauch, 3Ks: drei Keimschlauche, m3Ks: mehr als drei Keimschlauche, aKs: appressorialer
Keimschlauch, App: Appressorium; in Klammern: Eigenschaften der Testsysteme und Funktionen der
Oberflachen; Aufnahmen aus 1000-facher Vergréfierung
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Abbildung 4.8: Ubersicht der Keimentwicklung der Mehltaukonidien auf dem Weizenblatt und
den Testsystemen; a) absolute Keimentwicklung, b) relative Keimentwicklung; nk: nicht gekeimt, 1Ks:
primérer Keimschlauch, 2Ks: sekundarer Keimschlauch, abn: abnormale Entwicklung, aKs: appressorialer
Keimschlauch, App: Appressorium; Es wurden jeweils die Entwicklungsstadien von 100 Konidien bestimmt
(n = 10).
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Untersuchung des Keimerfolgs auf den Testsystemen im Vergleich zu den

Kontrollen

Der Keimerfolg auf den Testsystemen wurde mit dem Keimerfolg auf dem Weizenblatt,
das als Positivkontrolle diente, und dem Keimerfolg auf Glas bzw. auf Harz Repliken,
welche als Negativkontrollen dienten, verglichen. Die Untersuchungen zeigten bei allen
entwickelten Testsystemen ein abweichendes Keimungsverhalten gegeniiber dem auf
dem Weizenblatt (Abbildung 4.9). So unterschied sich die Anzahl der Appressorien, die
auf dem Wachs- (5+3), dem C280H- (3 +3), dem C26CHO- und dem C28CHO-
Testsystem (7 + 3 und 4 + 3) von der Anzahl der Konidien auf dem Weizenblatt (60 + 21),
nicht jedoch von der auf Glas (3 + 3). Auch auf dem Schmelze-Testsystem bildeten sich
weniger Appressorien (4 + 3) als auf dem Weizenblatt, aber genauso wenige wie auf der
Replik (0 + 1). Auf allen Testsystemen waren mehr Konidien nicht gekeimt als auf dem
Weizenblatt. Auf allen Testsystemen wurden auch mehr Konidien mit einem priméren
Keimschlauch gezahlt als auf den Weizenbléttern. Die Konidien entwickelten sich auf den
Testsystemen und auf den Negativkontrollen fast immer gleich. Nur bei auf dem
Schmelze-Testsystem keimten mehr Konidien (42 + 9) als auf der Replik (28 + 12) und es
bildeten mehr Konidien einen appressorialen Keimschlauch (7 £ 5) als auf der Replik
(1 £ 2). Die Anzahl der appressorialen Keimschlduche war sonst auf allen Oberflichen
gleich. Beispielsweise entwickelten auf dem Weizenblatt 4 +3, auf dem Wachs-
Testsystem 5 + 3 und auf Glas 3 + 4 Konidien einen appressorialen Keimschlauch. Auch

die Anzahl der abnormal entwickelten Keimschlduche war auf allen Oberfldchen gleich.
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Abbildung 4.9: Keimentwicklung der Mehltaukonidien auf den Testsystemen im Vergleich zu den
Kontrollen; a) Entwicklung auf dem Wachs-Testsystem, b) auf dem C280H-Testsystem, c¢) auf dem
Schmelze-Testsystem, d) auf dem C26CHO-Testsystem und e) auf dem C28CHO-Testsystem; nk: nicht
gekeimt, 1Ks: primarer Keimschlauch, 2Ks: sekundirer Keimschlauch, abn: abnormale Entwicklung, aKs:
appressorialer Keimschlauch, App: Appressorium; Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezihlt (n = 10).
# kennzeichnen signifikante Unterschiede zu der Negativkontrolle, * kennzeichnen signifikante
Unterschiede zu der Positivkontrolle (p < 0,05, getestet durch einen Dunnett Test).
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Untersuchung des Keimerfolgs unter Beriicksichtigung der toten Konidien

Auf den Testsystemen wurde mit einer weiteren Auszéhlmethode die Sterblichkeit der
Konidien untersucht (Auszéhlmethode 2). Abbildung 4.10 zeigt Konidien, welche als tote
Konidien gewertet wurden. Auf allen Testsystemen sind die meisten Konidien nicht
gekeimt (Abbildung 4.11 und Abbildung 10.30). Auf dem C280H-Testsystem und auf der
Replik waren mit 59 + 8 und 58 + 10 mehr Konidien nicht gekeimt als auf dem C26CHO-,
dem Wachs- und dem Schmelze-Testsystem mit 38 + 9, 39 + 13 und 36 + 8 Konidien. Auf
dem Wachs-, auf dem C26CHO- und auf dem C28CHO-Testsystem bildeten mit 20 + 8
und 23 + 9 mehr Konidien einen primaren Keimschlauch als auf der Replik mit 10 #+ 4. Die
Anzahl der Konidien mit einem sekundidren Keimschlauch war auf allen untersuchten
Testsystemen gleich, sie lag bei ca. 10 Konidien. Auch die Anzahl der abnormal
entwickelten Konidien zeigte keine Unterschiede. Im Durchschnitt zeigten ca. 9 Konidien
eine abnormale Entwicklung. Auf dem Wachs-, dem C26CHO- und dem Schmelze-
Testsystem wurden mit 5+3, 5+3 und 6+5 mehr Konidien mit appressorialen
Keimschlduchen gezahlt als auf der Replik mit 1+ 2 Konidien. Auch die Anzahl der
Konidien, die ein Appressorium gebildet hatten, war auf dem Wachs- (5 + 3), auf dem
C26CHO- (6 * 3) und auf dem C28CHO-Testsystem (4 + 3) hoher als auf der Replik. Dort
wurde keine Konidie mit einem Appressorium gezdhlt. Auf dem C280H-Testsystem
starben weniger Konidien (5 * 4) als auf dem Schmelze-Testsystem (31 + 10) auf dem Glas

(30 £ 13) und auf der Replik (21 £ 5).
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Abbildung 4.10: Mikroskopische Aufnahme toter Konidien auf Glas; 1) tote Konidie mit einem
primiren Keimschlauch, 2) tote nicht gekeimte Konidien, 3) vitale nicht gekeimte Konidie; Um die toten
Konidien herum war ein eingetrockneter Kondensationstropfen sichtbar (gekennzeichnet durch die Pfeile);
Vergroflerung: 500 x

120
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Abbildung 4.11: Ubersicht der Keimentwicklung der Mehltaukonidien auf den Testsystemen
unter Beriicksichtigung der toten Konidien; nk: nicht gekeimt, 1Ks: primérer Keimschlauch, 2Ks:
sekundarer Keimschlauch, abn: abnormale Entwicklung, aKs: appressorialer Keimschlauch, App:
Appressorium, tot: tote Konidien; Es wurden jeweils die Entwicklungsstadien von 100 Konidien bestimmt
(n = 10).
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Untersuchung des Keimerfolgs unter Beriicksichtigung der toten Konidien im

Vergleich zu den Kontrollen

Der Vergleich zwischen dem Keimerfolg auf den Testsystemen und den jeweiligen
Negativkontrollen sollte Aufschluss iiber den Einfluss der physikochemischen
Eigenschaften der Oberflichen auf die Sterblichkeit der Konidien geben: Die
Untersuchung zeigte auf allen Testsystemen Unterschiede in der Anzahl der toten
Konidien zur Negativkontrolle (Abbildung 4.12): Auf dem Wachs- (14 + 6), auf dem
C280H- (5 *4), auf dem C26CHO (16 £7) und auf dem C28CHO-Testsytem (14 + 7)
starben weniger Konidien als auf Glas (30 + 13). Auf dem Schmelze-Testsystem starben
mit 31 # 10 mehr Konidien als auf der Replik mit 21 + 5. Bei den Keimungsraten gab es
sowohl Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten zwischen den Testsystemen und den
Negativkontrollen: Auf dem Wachs-, dem C26CHO- und auf dem C28CHO-Testsystem
sind mit 39 + 13, mit 38 + 9 und mit 43 + 13 genauso viele Konidien nicht gekeimt wie auf
Glas mit 42 + 5. Auf dem C280H-Testsystem keimten mit 59 + 8 mehr Konidien nicht, als
auf Glas mit 43 + 13. Auf dem Schmelze-Testsystem keimten mit 36 + 8 weniger Konidien
nicht, als auf der Replik mit 58 + 10. Auf den meisten Testsystemen, bildeten mehr
Konidien einen primédren Keimschlauch aus als auf der Negativkontrolle. Auf dem
C280H-Testsystem (15 + 6) und auf dem Schmelze-Testsystem (15 + 2) unterschied sich
die Anzahl der Konidien mit einem primaren Keimschlauch nicht von der der jeweiligen
Negativkontrolle (Glas: 11 + 2, Replik: 10 + 4). Bei der Anzahl der Konidien, die einen
sekundaren Keimschlauch ausgebildet hatten und bei der Anzahl der abnormal
entwickelten Konidien konnte auf keinem der Testsysteme ein Unterschied zu den
Negativkontrollen festgestellt werden. Auf dem Schmelze-Testsystem bildeten mehr
Konidien (6 +5) einen appressorialen Keimschlauch aus als auf der Replik (1 + 2).
Ebenfalls auf dem Schmelze-Testsystem und auf dem C26CHO-Testsystem bildeten mehr
Konidien ein Appressorium aus als auf jeweiligen Negativkontrolle. Auf dem Schmelze-
Testsystem wurden 3 +3 Konidien mit einem Appressorium gezdhlt, auf der Replik
bildete kein Konidium ein Appressorium. Auf dem C26CHO-Testsystem bildeten 6 + 3

Konidien ein Appressorium, auf dem Glas nur 2 # 3.
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Abbildung 4.12: Keimentwicklung der Mehltaukonidien mit toten Konidien auf den
Testsystemen im Vergleich zu den Kontrollen; a) Entwicklung auf dem Wachs-Testsystem, b) auf dem
C280H-Testsystem, c) auf dem Schmelze-Testsystem, d) auf dem C26CHO-Testsystem und e) auf dem
C28CHO-Testsystem; Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezahlt (n = 10). # kennzeichnen signifikante

Unterschiede zu der Negativkontrolle (p < 0,05, getestet durch einen Dunnett Test).
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4.3 Diskussion

Die Uberlebensfihigkeit einer Pilzspore ist begrenzt. Nachdem eine Pilzspore auf einer
pflanzlichen Oberflache gelandet ist, ist es fiir sie existentiell zu keimen und in die
Pflanzenzelle einzudringen, um sich von ihr erndhren zu koénnen (Juniper 1991). Die
Kutikula stellt dabei einerseits eine wichtige Barriere dar, andererseits entwickelten viele
Pilze auch eine Abhéngigkeit gegentiber Signalen, die von der Oberfliche der Wirts-
pflanze ausgehen, die fir die Einleitung des Infektionsprozesses ausschlaggebend sind
(Carver und Gurr 2006). Die epikutikularen Wachse bilden die duflerste Grenzschicht der
pflanzlichen Kutikula und stellen den ersten Berithrungspunkt zwischen dem Pilz und der
Pflanze dar (Carver et al. 1999). In diesem Kapitel wurde mithilfe der in Kapitel 2
entwickelten in vitro Testsysteme untersucht, welchen Einfluss die Chemie und die
Struktur der Wachskristalle und die damit verbundene Benetzbarkeit der Oberflache auf
den Keimungsprozess von B. graminis hat. Auflerdem wurde der Einfluss langkettiger
Aldehyde, welche in fritheren Studien eine keiminduzierende Wirkung gezeigt hatten
(Hansjakob et al. 2010, Hansjakob et al. 2011, Kong und Chang 2018, Ringelmann et al.
2009, Simpson 2010, Tsuba et al. 2002, Wang et al. 2018), bei einer vergleichbaren

Benetzbarkeit wie auf dem Blatt getestet.

4.3.1 Etablierung der Keimungsbedingungen

Umweltfaktoren wie die Temperatur und die Luftfeuchtigkeit konnen die Entwicklung
des Mehltaus beeinflussen (Cherewick 1944, Ellingboe 1972). Vor dem Hintergrund der
Benetzbarkeit und der damit verbundenen Wasserverfiigbarkeit sollten zunichst die
Keimungsbedingungen fiir die folgenden in wvitro Experimente gefunden werden. In
fritheren Studien wurden Keimungsexperimente auf kiinstlichen Oberflachen in einer
gesittigten Atmosphire durchgefiihrt (Carver et al. 1999, Francis et al. 1996, Hansjakob et
al. 2010, Hansjakob et al. 2011, Meguro et al. 2001, Wright et al. 2000, Zabka et al. 2008).
Unter natiirlichen Umstidnden keimt B. graminis auch bei niedrigeren rel. Luft-
feuchtigkeiten ab ca. 60 % (Mehta 2014, Trigiano 2007). In den Vorversuchen sollte daher

untersucht werden, wie sich verschiedene Luftfeuchtigkeiten und eine zuséitzliche
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Wasserzufuhr durch Benebeln auf das Keimverhalten von B. graminis auf kiinstlichen
Oberflachen auswirkt.

Sowohl auf den natiirlichen als auch auf den technischen Oberflichen keimten die
Konidien auch bei niedrigen Luftfeuchten (Abbildung 4.3). Auf dem Weizenblittern
keimten sogar mehr Konidien bei 75 % und 90 % als bei 100 % rel. LF. Auf den technischen
Oberflachen keimten bei allen drei Luftfeuchtigkeiten gleich viele Konidien (Abbildung
4.3). Yarwood (1950) erkannte, dass B. graminis Konidien mehr Wasser enthalten als die
Sporen anderer Pilze, was ihnen erlaubt auch bei niedrigen rel. Luftfeuchtigkeiten zu
keimen. Selbst bei 0% rel. LF konnten auf Glas B. graminis Konidien gut keimen
(Cherewick 1944). In der vorliegenden Arbeit war auf den Weizenblattern auch keine
hohe LF fiir die Differenzierung notwendig. Im Gegensatz dazu differenzierten auf den
technischen Oberflachen bei der niedrigsten Luftfeuchtigkeiten fast keine Konidien. Bei
100 % rel. LF war die Differenzierungsrate wesentlich hoher. Bei 90 % LF war der
Unterschied zu 100 % rel. LF zwar nicht signifikant, jedoch differenzierten auch bei diesen
Bedingungen auf dem Wachs-Testsystem nur halb so viele Konidien (Abbildung 4.3 und
Abbildung 4.4).

In einer Studie von (Carver et al. 1996) differenzierten bei rel. Luftfeuchtigkeiten unter
100 % ebenfalls nur sehr wenige Konidien auf kiinstlichen Oberflichen. In einer
gesittigten Atmosphiare konnten die Konidien, wie hier, haufiger Appressorien bilden.
Auf Blattern konnte bei einer niedrigen LF Wasser tiber den priméren Keimschlauch aus
der Pflanzenzelle aufgenommen werden (Carver und Bushnell 1983), auf den technischen
Oberflachen hingegen nicht. Daher vermuteten die Autoren, dass auf den kiinstlichen
Oberfliachen die Entwicklung aufgrund eines Wassermangels eingeschrankt ist (Carver et
al. 1996).

Zu viel Wasser kann sich allerdings auch negativ auf die Entwicklung von B. graminis
auswirken. In der Gegenwart von freiem Wasser konnen Konidien zerbersten oder von
der Blattoberfliche heruntergewaschen werden (Manners und Hossain 1963, Merchan
und Kranz 1986b, Sivapalan 1994, Stosch et al. 2007). Manche Autoren stellten in der
Gegenwart von freiem Wasser zudem eine verminderte Keimung und abnormale

Entwicklung der Konidien fest (Hossain und Manners 1964, Sivapalan 1994). Andere
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wiederum konnten keine Beeintrachtigung der Keimung und Differenzierung feststellen
(Merchan und Kranz 1986a).

Aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse sollte auch in der vorliegenden Studie die
Rolle des freien Wassers auf das Keimverhalten untersucht werden. Eine frithere Studie
hatte gezeigt, dass durch Benebelung weniger Konidien heruntergewaschen werden als
durch eine kiinstliche Beregnung (Stosch et al. 2007). Daher wurden die natiirlichen und
technischen Oberflaichen benebelt, um ein Herunterwaschen der Konidien méglichst zu
verhindern.

Nach dem Benebeln kondensierten Wassertropfen auf allen Oberflichen. Auf den
Weizenblattern und auf dem Wachs-Testsystem bildeten sich kugelige, dicht stehende
Tropfen. Auf dem unbeschichteten Glas waren die Tropfen gréfler und unférmiger
(Abbildung 4.2). Dieses Bild bestétigt die Ergebnisse der Bestimmung der Benetzungs-
eigenschaften. Die Benetzbarkeit des Wachs-Testsystems und der Weizenbldtter war
gleich (Kapitel 2, Abbildung 3.23). Beispielsweise waren die Kontaktwinkel beider
Oberflachen grof3. Auf dem puren Glas hingegen waren die Kontaktwinkel klein, sodass
das Wasser spreitete und sich eher grofle flachere Tropfen bildeten.

Bei den Weizenbléttern spielte es keine Rolle, ob die Proben mit oder ohne Benebeln
inkubiert wurden: Unter beiden Bedingungen keimten und differenzierten gleich viele
Konidien (Abbildung 4.3). Eine Ausnahme bildeten die Proben, die bei 90 % rel. LF
inkubiert wurden. Hier war in der relativen Betrachtung die Differenzierungsrate auf den
Proben mit Benebelung niedriger als auf den Proben, die ohne Benebelung inkubiert
wurden. Jedoch waren auch auf diesen Proben, wie bei den anderen Proben, die meisten
Konidien differenziert (Abbildung 4.4).

Auch auf den technischen Oberflachen zeigte die Benebelung keine Wirkung auf das
Keimverhalten. Durch die Benebelung wurde die Differenzierung weder gesteigert noch
gehemmt. Wie bei den Proben die nicht benebelt wurden, konnte bei 75 % und 90 % rel. LF
mit Benebelung fast keine Differenzierung beobachtet werden (Abbildung 4.3 und
Abbildung 4.4). Bei den Keimungsraten deutete sich ein negativer Effekt an, sie waren auf
den benebelten Proben niedriger als auf den nicht benebelten Proben. Diese Unterschiede

waren jedoch nicht signifikant (Abbildung 4.3).
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Entgegen der Erwartungen spielte dabei die Benetzbarkeit der technischen Oberflachen
anscheinend keine Rolle. Das Keimverhalten auf Glas und auf dem Wachs-Testsystem
war dhnlich (Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4). Die Differenzierungsraten waren jedoch
auch ohne Benebelung bei den beiden Oberflichen bereits so niedrig, dass eine weitere
Reduktion aufgrund der Oberflaichennasse kaum moglich war. Hier wire es interessant,
wie sich die unterschiedlichen Benetzbarkeiten auf die Wasserretention der Oberflachen
und die Verdunstungsdauer des Wassers auswirken. Dies liefS sich aus dem hier
verwendeten Versuchsaufbau der Vorversuche nicht entnehmen und bedarf eigener
Untersuchungen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich die beiden technischen Oberflachen
deutlich in diesen Groflen unterscheiden. So hat eine frithere Studie einen negativen
Zusammenhang zwischen der Benetzbarkeit und der Wasserretention auf pflanzlichen
Oberflachen festgestellt (Xiong et al. 2018). Daher ist die Wasserretention auf dem
Wachs-Testsystem vermutlich niedriger als auf dem Glas. Auch die Verdunstungsdauer
wird durch die Tropfenform und somit durch die Benetzbarkeit bestimmt. Auf dem Feld
konnen unterschiedliche Benetzbarkeiten zu bis zu 6 h Differenz in den Feuchtigkeits-
dauern benachbarter Pflanzenarten fithren (Huber und Gillespie 1992).

Zum Zeitpunkt der Probenuntersuchung (15 h nach Benebelung) war auf allen Proben das
Wasser verdunstet. Bei einer Benebelung bei 100 % rel. LF konnten die Tropfen hingegen
nicht verdunsten, sodass die Proben zum Zeitpunkt der Untersuchung noch feucht waren.
Auf diesen Proben fuhrte das zusatzliche Wasser zu Schaden in der Wachsschicht, sowie
zu haufigem Bersten und einer vermehrten Akkumulation der Konidien (Daten nicht
gezeigt). Diese Umstdnde machten die weitere Untersuchung des Keimverhaltens
unmoglich.

Aufgrund der kaum vorhandenen Differenzierungsraten bei 75 und 90 % rel. LF und
keines messbaren Effekts der Benebelung wurden diese Bedingungen als moégliche
Inkubationsbedingungen fiir die folgenden Experimente verworfen. Die Proben wurden
in den folgenden Experimenten, wie in fritheren Studien, bei 100 % rel. LF inkubiert, da
nur diese Bedingung die Untersuchung des Keimerfolgs auf den technischen Oberflachen

erlaubte.
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4.3.2 Untersuchung des Keimerfolgs

Untersuchung des Keimerfolgs auf den Blittern der verschiedenen Weizensorten

Zunachst wurde gepriift, ob sich die unterschiedlichen Anfalligkeiten der verschiedenen
Sorten im Keimungsverhalten erkennen lieffen. Es konnten keine Unterschiede fest-
gestellt werden: Auf allen drei Sorten keimten und differenzierten gleich viele Konidien
(Abbildung 4.5). Das ist in Ubereinstimmung mit fritheren Studien zur Untersuchung des
Keimverhaltens mit kompatiblen und nicht kompatiblen Wirt-Pathogen-Systemen
(Komaromi et al. 2016, Willems 2003, Yang und Ellingboe 1972). In der frithen Phase der
Pathogenese vor der Penetration wurden dort ebenfalls keine Unterschiede festgestellt.
Erst bei der Haustorienbildung waren Unterschiede ersichtlich: Auf kompatiblen Wirt-
Pathogen-Systemen wurden mehr Haustorien gebildet als auf inkompatiblen (Willems
2003).

Die Ergebnisse geben keine Hinweise darauf, dass die Resistenzen der Weizensorten in
einer verminderten Keimfahigkeit oder einer geringeren Differenzierung des Pilzes be-
griindet sind. Vielmehr tragen verschiedene postinfektionelle Abwehrmechanismen zur
Resistenzbildung bei (Eichmann und Hiickelhoven 2008). Beispielsweise wird die
Penetration des Mehltaus durch die Bildung der Papillen (Zellwandappositionen)
abgewehrt (von Ropenack et al. 1998, Zeyen et al. 2002). Die Geschwindigkeit der
Papillenbildung und die chemische Zusammensetzung der Papillen scheinen dabei eine
entscheidende Rolle zu spielen (Aist und Bushnell 1991, Assaad et al. 2004, Willems 2003).
Gegen den Erreger des Gerstenmehltaus produzieren anfallige Sorten nur ineffektive
Papillen. Resistente Sorten bilden dagegen effiziente Papillen, die die Penetration des
Pilzes verhindern konnen. Bei manchen resistenten Sorten wird bei einer Infektion
auflerdem die hypersensitive Reaktion (HR) eingeleitet, sodass die Zellen absterben
(Hickelhoven et al. 1999). Da Mehltau aufgrund seiner biotrophen Lebensweise auf
lebende Wirtszellen angewiesen ist, stellt die HR ebenfalls einen sehr effizienten

Abwehrmechanismus dar (Poehling und Verreet 2013).
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Untersuchung des Keimerfolgs auf den Testsystemen

Der erste entscheidende Schritt der Pathogenese ist, dass der Pilz die Wirtspflanze
erkennt, nur dann werden strukturelle und biochemische Mechanismen eingeleitet, die
eine Infektion moglich machen (Poehling und Verreet 2013). Um zu priifen welche
Signale bei B. graminis der Wirtserkennung dienen, wurden Keimungsexperimente auf
verschiedenen in vitro Testsystemen durchgefiihrt, welche verschiedene charakteristische
Parameter der pflanzlichen Oberflache widerspiegelten.

Das Keimverhalten auf den unterschiedlichen Testsystemen war dhnlich. Von dem auf
dem Weizenblatt unterschied es sich jedoch deutlich. Auf den Bléttern der Wirtspflanze
waren die Keimungsraten hoch und die meisten Konidien bildeten ein Appressorium aus.
Auf den Testsystemen waren die meisten Konidien nicht gekeimt. Die Konidien, die
gekeimt waren entwickelten einen primiren und sekundidren Keimschlauch aber kaum
appressoriale Keimschldauche oder Appressorien (Abbildung 4.8). Weder die
Hydrophobizitit, noch die Wachschemie, noch die Aldehyde schienen eine anregende

Wirkung auf den Prepenetrationsprozess von B. graminis gehabt zu haben.

Einfluss der Hydrophobizitit auf die Keimentwicklung

Das C280H-Testsystem verfiigte iiber die gleichen Benetzungseigenschaften wie das
Weizenblatt (Kapitel 2, Abbildung 3.23). Dieses Testsystem wurde dazu verwendet, um
den Einfluss der Hydrophobizitat auf den Keimerfolg von B. graminis zu untersuchen.

Die Keimungs- und Differenzierungsraten waren auf dem C280H-Testsystem nicht héher
als die auf Glas, das eine abweichende Benetzbarkeit aufwies (Abbildung 4.9b). Entgegen
der Erwartungen, schien sich die Hydrophobizitat, daher nicht positiv auf das Keimungs-
verhalten auszuwirken.

Im Vergleich zur Benebelung war die zugefithrte Wassermenge bei der Inkubation bei
100 % LF niedriger. Mit blolem Auge war kein Unterschied im Benetzungsverhalten
zwischen dem C280H-Testsystem und dem Glas nach der Inkubation bei 100 % rel. LF
erkennbar. Es ist jedoch anzunehmen, dass in einer gesdttigten Atmosphire mikro-
skopische Wassertropfen entstehen, deren Formen sich aufgrund der verschiedenen

Benetzbarkeiten unterscheiden. Daher sind vermutlich auch bei dieser Inkubations-
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bedingung die Wasserretention und die Verdunstungsdauern der beiden Oberflachen
unterschiedlich.

Frithere Studien hatten durchaus Unterschiede im Keimverhalten auf unterschiedlich
benetzbaren Oberflachen gezeigt. Auf hydrophilen Oberflichen wie Agarose oder Glas
keimten weniger Konidien und es fand keine Appressorienbildung statt (Meguro et al.
2001, Wright et al. 2000, Yang und Ellingboe 1972, Zabka et al. 2008). Diese Oberflichen
werden tblicherweise als nicht-induktive Oberflichen bezeichnet (Both und Spanu 2004).
Auf weniger benetzbaren Oberflachen, wie silanisiertem Glas oder FEP Folien konnte,
dagegen eine vermehrte Keimung und Appressorienbildung beobachtet werden (Meguro
et al. 2001, Wright et al. 2000, Zabka et al. 2008). Auch bei anderen Pilzen, wie beispiels-
weise dem FErreger des Reisbrands (Magnaporthe grisea) und dem Erreger des
Grauschimmels (Botrytis cinerea) konnte eine induktive Wirkung relativ hydrophober
Oberflachen auf die Keimentwicklung gezeigt werden (Doehlemann et al. 2006, Lee und
Dean 1994).

Die als hydrophobe Oberflichen herangezogen Substrate waren deutlich weniger
hydrophob als die natiirliche Oberfliache (Carver et al. 1999, Meguro et al. 2001, Wright et
al. 2000, Zabka et al. 2008). Wenn die Hydrophobizitit der Blattoberfliche ein
entscheidender Faktor fiir die Keimentwicklung ist, waren auf dem C280H-Testsystem,
das ebenso wenig benetzbar ist wie das Blatt, wesentlich mehr Konidien in einem
fortgeschrittenen Entwicklungsstadium zu erwarten gewesen. Dies war nicht eingetreten.
Daher geben die Ergebnisse dieser Arbeit einen Hinweis darauf, dass die Hydrophobizitat
der pflanzlichen Oberflache allein keine induktive Wirkung auf die Keimentwicklung von
B. graminis hat.

Eine hemmende Wirkung des eingesetzten Alkohols zur Strukturbildung ist
unwahrscheinlich, da er die Hauptkomponente des Weizenwachses ist. Zudem hatte eine
frihere Studie mit langkettigen Alkoholen keinen Effekt des C,s Alkohols auf das
Keimverhalten von B. graminis gezeigt (Hansjakob et al. 2010). Die Beschichtung mit dem
Alkohol war homogen und dicht, es ist daher auch nicht anzunehmen, dass die Konidien

mit dem darunter liegendem Glas, in Kontakt getreten sind.
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Einfluss der Wachschemie auf die Keimentwicklung

Das Schmelze-Testsystem wurde herangezogen, um den Einfluss der Wachschemie auf
den Keimerfolg zu priifen. Die Ergebnisse gaben keinen Hinweis darauf, dass die
Wachschemie ein entscheidender Signalgeber ist. Zwar waren die Keimungsraten auf
dem Schmelze-Testsystem ca. 15 % hoher als auf der puren Replik, jedoch keimten auch
auf dem Schmelze-Testsystem iiber die Halfte der Konidien nicht. Die Anzahl der
Konidien auf dem Schmelze-Testsystem und auf der Replik, die ein Appressorium
gebildet hatten unterschieden sich nicht voneinander, auf beiden Oberflaichen hatten
weniger als drei Konidien ein Appressorium ausgebildet (Abbildung 4.9c¢).

Der Einfluss der Wachse auf die Keimentwicklung wird in der Literatur unterschiedlich
bewertet. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studien sprechen die Ergebnisse einiger
friherer Studien gegen einen Einfluss der Wachschemie. So war die Entwicklung der
Konidien auf Blattern und Epidermisabziigen nach Entfernung der epikutikularen Wachse
nicht beeintrachtigt (Carver et al. 1995b, Carver et al. 1999, Carver und Thomas 1990,
Hibberd et al. 1996, Wright et al. 2000, Zabka et al. 2008). Das spricht jedoch nicht nur
gegen den Einfluss der Wachschemie, sondern auch gegen den Einfluss der Wachs-
struktur und der Benetzbarkeit der pflanzlichen Oberflache, welche durch das Entfernen
der Wachse verandert wurde.

Andere Studien hingegen sahen einen Einfluss der spezifischen Wachszusammensetzung
auf die Keimentwicklung von B. graminis. Die Autoren vermuteten jedoch keine
anregende, sondern eine hemmende Wirkung spezieller =~ Wachssubstanzen
und -strukturen (Carver et al. 1990). Die Ergebnisse anderer Studien legten Gegenteiliges
nahe: Die Keimung und Appressorienentwicklung von Colletotrichum gloeosporioides,
dem Erreger von Anthracnose tropischer Friichte, wurde nur durch das Wachs der
Wirtspflanze angeregt, nicht jedoch von Wachsen von Nicht-Wirtspflanzen (Podila et al.
1993). Auch bei B. graminis konnte die spezifische Wirkung der Wachse der Wirts-
pflanzen auf die Keimentwicklung gezeigt werden (Tsuba et al. 2002). Studien mit
Wachsmutanten und verschiedenen natiirlichen Oberflaichen mit und ohne Wachse
deuteten auch auf eine entscheidende Rolle der Wachschemie in der Wirtserkennung hin.
Auf den Bléttern der Wildtyppflanzen und der natiirlichen Oberflaichen mit Wachsen war

die Appressorienbildung hoher als auf den Blattern der Pflanzen mit einer verdnderten

186



Kapitel 3 Diskussion

Wachschemie, und auf den natiirlichen Oberflaichen ohne Wachse (Rubiales et al. 2001,
Yang und Ellingboe 1972). Auch hier war jedoch nicht nur die Wachschemie, sondern
vermutlich auch die Benetzung der Blatter verdndert. In fritheren Studien konnte im
Gegensatz zur vorliegenden Studie auch auf kiinstlichen Substraten eine Induktion der
Keimung und die Differenzierung durch die Wachschemie alleine festgestellt werden
(Feng et al. 2009, Simpson 2010, Tsuba et al. 2002, Yang und Ellingboe 1972). Die Ent-
wicklung der Konidien war auf den mit Wachsen versetzten Oberflichen weiter
fortgeschritten als auf Glas. Sie blieb dennoch hinter der Entwicklung der Konidien auf
den Blattern der Wirtspflanze zuriick. Andere Faktoren der Blatter, die durch die
Wachsextrakte nicht reprisentiert wurden, scheinen daher fiir die vollstindige Ent-

wicklung des Pilzes verantwortlich zu sein.

Einfluss langkettiger Aldehyde auf die Keimentwicklung

Insbesondere die positive Wirkung langkettiger Aldehyde konnte auf das Keimungs-
verhalten gezeigt werden (Hansjakob et al. 2010, Hansjakob et al. 2011, Kong und Chang
2018, Ringelmann et al. 2009, Tsuba et al. 2002, Wang et al. 2018, Weidenbach et al. 2014).
Besonders der Cy6 Aldehyd regte die Differenzierung der Konidien an.

Die Bedeutung des Cys Aldehyds und der Benetzbarkeit wurde beispielsweise bei dem
Weidelgras (Lolium perenne) deutlich. Die Blattunterseiten des Weidelgrases, deren
Wachs den Cy Aldehyd nicht enthilt, werden nicht durch Mehltau befallen. Zudem sind
die abaxialen Blattseiten besser benetzbar als die adaxialen (Carver et al. 1990,
Ringelmann et al. 2009). Durch Keimungsexperimente auf technischen Oberflachen,
welche mit dem Cj¢ Aldehyd beschichtet wurden, konnte ebenfalls die anregende
Wirkung dieser Wachskomponente gezeigt werden (Simpson 2010, Tsuba et al. 2002,
Zabka et al. 2008).

Zabka et al. (2008) stellten in in vitro Versuchen auf verschiedenen, mit dem Cjs Aldehyd
beschichteten, Oberfliachen fest, dass die Entwicklung des Pilzes auf den Oberflachen mit
niedrigerer Benetzung stirker angeregt wurde als auf den Oberflichen mit hoheren
Benetzbarkeiten. Die Autoren vermuteten, dass Oberflaichen mit héheren Kontaktwinkeln
die Differenzierung noch stiarker anregen wiirden. In spéteren in vitro Experimenten mit

einem weiterentwickelten in vitro Testsystem wurde die Wirkung verschiedener sehr
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langkettiger Aldehyde in Verbindung mit hoheren Kontaktwinken untersucht. Die
starkste Aktivierung des Prepenetrationsprozesses wurde hier bei dem Cys Aldehyd
festgestellt, der Cy3 Aldehyd hatte eine geringere anregende Wirkung (Hansjakob et al.
2010). Die Differenzierungsraten auf dem mit dem Cjs Aldehyd versetzten Testsystem
lagen iiber denen in der Studie von Zabka et al. (2008). Die differenzierten Konidien
verblieben aber zum Grof3teil in dem Stadium des appressorialen Keimschlauchs.

Die erreichten Benetzbarkeiten der verwendeten Testsysteme lagen noch unter der
Benetzbarkeit der natiirlichen Blattoberfliche. Mithilfe der in der vorliegenden Studie
entwickelten C26CHO- und des C28CHO-Testsysteme konnte die Signalwirkung des Cye
und des Cj3 Aldehyds auf den Prepenetrationsprozess erstmalig in Kombination mit einer
ebenso niedrigen Benetzbarkeit wie auf dem Blatt untersucht werden. Die Ergebnisse der
Keimungsexperimente konnten die anregende Wirkung der Aldehyde nicht bestatigen.
Die geringere Benetzbarkeit zeigte keinen positiven Effekt auf die Keimentwicklung. Die
Keimungsraten waren gleich grofy (C28CHO-Testsystem) oder sogar geringer als auf Glas
(C26CHO-Testsystem). Die Appressorienbildung wurde durch die Aldehyde und die
geringe Benetzbarkeit nicht gesteigert. Wie auf Glas entwickelten auf den Aldehyd-
Testsystemen nur wenige Konidien ein Appressorium (Abbildung 4.9d, e).

In der vorliegenden Studie wurde die Signalwirkung an B. graminis f. sp. trititci (Bgt)
untersucht. In vielen der fritheren Studien wurde B. graminis f. sp. hordei (Bgh) unter-
sucht. Die Wachschemie von Gerste und Weizen unterscheidet sich in der Verteilung der
Kettenldngen um zwei Kohlenstoffatome (Kapitel 1, 2.2.5; Hansjakob et al. 2010). Dennoch
keimen und differenzieren die beiden f. sp. auch auf der jeweiligen Nicht-Wirtspflanze
(Hansjakob et al. 2010, Simpson 2010, Yang und Ellingboe 1972).

Der Hauptaldehyd des Weizenwachses ist der Cys Aldehyd, bei Gerste ist es der
Cy6 Aldehyd (siehe Kapitel 1, 2.2.5; Hansjakob et al. 2010, Koch et al. 2006a, Tsuba et al.
2002). In der Studie von Hansjakob et al. (2010) wurde zwar Bgt durch den Cjs Aldehyd
etwas starker angeregt als Bgh, dennoch wurde auch bei Bgt die Keimentwicklung am
starksten durch den Cys Aldehyd angeregt. Die verschiedenen f. sp. scheinen also nicht an
ein spezielles Aldehydspektrum angepasst zu sein. Fiir eine Koevolution zwischen den
verschiedenen f. sp. und deren Wirtspflanzen gibt es keine eindeutigen Beweise (Inuma et

al. 2007, Wyand und Brown 2003). Weidenbach et al. (2014) beobachtete bei Keimungs-
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experimenten an Gerste, dass die Entwicklung verschiedener f.sp. auf Blattern der
Wachsmutanten, deren Wachs weniger langkettige Fettsaurederivate enthielt, ein-
geschrankt war. Die Autoren vermuteten daher, dass spezifische Wachskomponenten,
wie 1-Hexacosanal, eine generelle Bedingung fiir eine normale Keimung der Mehltau-
konidien sind.

Sowohl bei bgh als auch bei bgt konnte auch in vivo der positive Effekt des Cys Aldehyds
auf die Keimung des Pilzes gezeigt werden. Durch das Besprithen mit aldehydhaltigen
Losungen keimten die Konidien in &hnlichem Mafle wie auf den Blattern der
Wildtyppflanzen (Hansjakob et al. 2011, Kong und Chang 2018, Wang et al. 2018). Bei bgh
konnte so auch ein positiver Effekt auf die Differenzierungsraten des Aldehyds gezeigt
werden (Hansjakob et al. 2011). Auch bei der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana)
konnte ein Defizit in der Entwicklung des Mehltaus (Erysiphe cruciferarum) auf Bléttern
der Wachsmutanten mit weniger langkettigen Aldehyden durch die chemische
Komplementation mit dem Cys Aldehyd wieder ausgeglichen werden (Weis et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein positiver Einfluss der Aldehyde auf das
Keimverhalten von Bgt beobachtet werden (Abbildung 4.9d, ). Vorausgesetzt Aldehyde
haben eine induzierende Wirkung wiirde dies entweder bedeuten, dass die
Keimentwicklung in der vorliegenden Studie durch einen anderen Faktor gehemmt
wurde, oder dass, der Stoff fiir die Konidien nicht zugéanglich war. Die Hydrophobizitat
der hier verwendeten Testsysteme war wesentlich hoher als die der in der Vergangenheit
verwendeten Testsysteme und die der mit Aldehyden besprithten Blatter verschiedener
Wachsmutanten. Eine inhibitorische Wirkung der hohen Hydrophobizitat ist hochst
unwahrscheinlich, da sie der Benetzbarkeit der natiirlichen Blattoberflache entspricht.
Durch das Besprithen der Blatter mit purem Chloroform wurden die Wachsstrukturen
und die Benetzbarkeit der Blatter verandert (Hansjakob et al. 2011). Die Keimentwicklung
wurde durch diese Behandlung in den verschiedenen in vivo Studien nicht beeinflusst
(Hansjakob et al. 2011, Kong und Chang 2018, Wang et al. 2018, Weis et al. 2014). Dies
konnte darauf hinweisen, dass die Wachsstrukturen und die Benetzbarkeit keine
entscheidenden Signale fiir die Keimentwicklung sind. Es ist aber auch nicht aus-

geschlossen, dass durch das Besprithen der pflanzlichen Oberflichen mit organischen
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Losungsmitteln auch andere potentiell anregende Stoffe, wie Kutinmonomere oder
Zellwandbestandteile freigesetzt wurden.

Die Lokalisation der Aldehyde ist weder auf der natiirlichen noch auf der technischen
Oberfliache bekannt. Aldehyde machen im Vergleich zu dem Alkohol nur einen Bruchteil
des Weizenwachses aus (siehe Kapitel 1, 2.2.5). Um ihre Signalwirkung zu entfalten,
miissten Aldehyde auf der Blattoberflache so exponiert sein, dass der Pilz mit ihnen direkt
zu Beginn des Keimungsprozesses in Kontakt kommt. Carver et al. (1999) hatte gezeigt,
dass die einzigen Berithrungspunkte einer Konidie die hervorstehenden Kanten der
epikutikularen Wachsschiippchen sind. Folglich miissten Aldehyde Bestandteile der
Wachsschiippchen sein. Die Schiippchenstruktur konnte durch die Verdampfung des
C,s Alkohols nachgeahmt werden. Moglicherweise sind die Aldehyde auf dem Testsystem
anders lokalisiert oder von den Alkoholen maskiert, sodass die Pilze das Signal nicht

wahrnehmen konnte.

Einfluss der Hydrophobizitit und der Wachschemie auf die Keimentwicklung

Selbst bei den in vitro Studien, die eine anregende Wirkung verschiedener Oberflichen
gezeigt hatten, blieben die Appressorienbildungsraten hinter denen auf der pflanzlichen
Oberflache zuriick. Das unterstiitzt die These, dass Pilze eine Kombination an Signalen
wahrnehmen miissen, um sich voll entwickeln zu konnen (Reisige et al. 2006). In der
Vergangenheit existierte kein Testsystem, das sowohl die chemischen als auch die
Benetzungseigenschaften der Blattoberflaiche génzlich reprasentierte. Das Wachs-
Testsystem erlaubte erstmalig den Einfluss der Wachschemie und der Hydrophobizitit in
Kombination auf die Keimentwicklung von B. graminis in vitro zu untersuchen. Das
Testsystem war mit dem Wachsgemisch des Weizenblattes beschichtet und war wie das
natiirliche Vorbild kaum benetzbar (Abbildung 3.23). Auch die aufgebrachte Wachsmenge
entsprach der der natiirlichen Blattoberflache (3.2.3, Seite 123). Dennoch wurden auch auf
diesem Testsystem die Keimung und die Appressorienbildung nicht angeregt (Abbildung
49a). Anscheinend bot das Testsystem nicht alle notwendigen Signale fiur die
Keimentwicklung.

Vorausgesetzt, dass die Hydrophobizitdt und die Wachschemie entscheidende Faktoren

fiir die Keimentwicklung von B. graminis sind, waren auf dem hier verwendeten Wachs-
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Testsystem eine deutlich hohere Anzahl gekeimter und differenzierter Konidien zu
erwarten gewesen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuteten jedoch darauf hin, dass die
Hydrophobizitdt und die Wachschemie alleine keine entscheidenden Faktoren fiir das
Fortschreiten der Entwicklung von B. graminis sind. Da auch die Kombination der beiden
Parameter keinen Effekt auf das Keimverhalten gezeigt hatte, wirft das erneut die Frage
auf, was das entscheidende Signal oder die entscheidenden Signale fiir den Pilz sind.

Interessanterweise war die Anzahl der abnormal entwickelten Konidien auf allen
Oberflachen inklusive der natiirlichen Blattoberfliche &hnlich. Obwohl der primére
Keimschlauch auf den kiinstlichen Oberflachen scheinbar keine induktive Oberfldche
wahrgenommen hatte, hatten sich trotzdem nicht mehr kurze, subsididre Keimschlduche

gebildet als auf den Weizenblattern, die eine induktive Oberfldche darstellten.

Keimentwicklung auf den Testsystemen unter Beriicksichtigung der Mortalitdt

Neben den unterschiedlichen Beschichtungsmethoden, aufgebrachten Wachsmengen, und
Benetzbarkeiten der Oberflachen ist der Vergleich einzelner Ergebnisse der verschiedenen
Studien zum Teil schwierig, da oft unterschiedliche Methoden zur Erfassung der
Entwicklungsstadien angewandt wurden. Obwohl die Entwicklungsstadien klar
voneinander abgrenzbar sind, existiert keine standardisierte Auszdhlmethode. Der
Umgang mit nicht gekeimten, abnormal entwickelten und nicht mehr lebenden Konidien
ist unterschiedlich.

Bei der hier angewandten Auszéhlmethode wurden geplatzte Konidien nicht
ausgeschlossen, sondern das Entwicklungsstadium in dem sie vorlagen erfasst. Um
dennoch die Sterblichkeit der Konidien auf den verschiedenen Testsystemen zu erfassen,
wurde eine zweite Auszdhlmethode angewandt.

Beide Auszahlmethoden zeigten eine dhnliche Verteilung der Entwicklungsstadien. So
waren auch hier die meisten Konidien nicht gekeimt. Die Anzahl der Konidien, die einen
zweiten Keimschlauch entwickelten oder eine abnormale Entwicklung zeigten, waren,
wie auch bei der ersten Auszdhlung, gleich. Ebenso wurden hier nur sehr wenige
Konidien, die einen appressorialen Keimschlauch oder ein Appressorium gebildet hatten,

gezahlt (Abbildung 4.11).
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Auf dem C280H-Testsystem starben nur sehr wenige Konidien. Auf dem Schmelze-
Testsystem starben hingegen fast ein Drittel der Konidien. Der direkte Vergleich der
Anzahl der toten Konidien auf den Testsystemen mit der auf den Negativkontrollen
zeigte, dass auf dem Wachs- dem C280H- und auf dem C26CHO-Testsystem weniger
Konidien starben als auf Glas (Abbildung 4.12a, b, d). Alle drei Testsysteme verfiigten
tiber dreidimensionale Wachsstrukturen und waren weniger benetzbar als Glas. Durch
die hohe Hydrophobizitit war vermutlich weniger freies Wasser auf den Oberfldchen
vorhanden, welches das Bersten der Konidien verursachen kann (Manners und Hossain
1963, Merchan und Kranz 1986b, Sivapalan 1994). Die durch die Nanostrukturen
verliehene Hydrophobizitit der Oberflichen scheint daher zum Uberleben der Konidien
beizutragen.

Bei dem Schmelze-Testsystem und auf dem C26CHO-Testsystem konnte eine hdhere
Appressorienbildung beobachtet werden als auf den jeweiligen Negativkontrollen
(Abbildung 4.12c, d). Dies konnte im Gegensatz zur ersten Ausziahlmethode ein Hinweis
darauf sein, dass die Wachschemie und der Cjs Aldehyd doch eine Rolle in der Keim-
entwicklung spielen. Jedoch waren die Zahlen auch hier sehr niedrig, sodass es fraglich
ist, ob von einer anregenden Wirkung auf die Differenzierung gesprochen werden kann.
Dagegen spricht, dass auf dem Wachs-Testsystem, das ebenfalls iiber die chemischen
Signale verfiigt, keine vermehrte Anzahl an Appressorien festgestellt wurde.
Zusammenfassend betrachtet hat sich die Entwicklung des Pilzes auf den verschiedenen
Testsystemen entgegen der Erwartungen kaum von der auf den Negativkontrollen
unterschieden. Trotz der chemischen Signale und der gleichen Benetzbarkeit wie auf dem
Blatt konnte auf den Testsystemen keine wesentliche Forderung der Entwicklung
beobachtet werden.

Auf der pflanzlichen Oberflache scheinen andere Signale die durch die Testsysteme nicht
reprasentiert wurden, den Prepenetrationsprozess des Pilzes einzuleiten. Die Morphologie
der dreidimensionalen Wachsstrukturen auf den Testsystemen entsprach nicht eins zu
eins der Wachsmorphologie der natiirlichen Oberfliche. Auch wurden neben den
Wachsen keine weiteren chemischen Signale der pflanzlichen Oberfliche, wie
Kutinmonomere oder Zellwandbestandteile, denen ebenfalls eine Rolle in der

Keimentwicklung zugeschrieben wird, angeboten (Francis et al. 1996, Kinane et al. 2000,
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Kobayashi et al. 1991, Nicholson et al. 1993, Simpson 2010). Auf natiirlichen Oberfldchen
wie Epidermisabziigen oder isolierten Kutikeln konnten im Gegensatz zu verschiedenen
technischen Oberflichen hohe Differenzierungsraten beobachtet werden (Wright et al.
2000, Yang und Ellingboe 1972). Auch bei dem Besprithen der Blétter verschiedener
Wachsmutanten mit wachshaltigen Losungen sind weitere zusitzliche Signale der
lebenden Pflanze préasent, die zur vollen Entwicklung der Pilze beitragen koénnten.
Simpson (2010) vermutete beispielsweise, dass durch die Kutikula transportierte primare
oder sekundidre Pflanzenmetabolite weitere Signale fiir die Keimentwicklung liefern
konnten. Zu der Komplexitat der chemischen und physikalischen Signale kommen die
verschiedenen Entwicklungsstadien des Pilzes hinzu, welche zeitlich und raumlich auf
unterschiedliche Signale reagieren oder angewiesen sein konnen. Mithilfe der hier
entwickelten in vitro Testsysteme konnte weder die Wachschemie, noch die
Hydrophobizitat, noch die Kombination dieser Faktoren als notwendige Signale fiir die
Keimentwicklung von B. graminis identifiziert werden. Es bleibt offen, anhand welcher
Signale B. graminis seine Wirtspflanze erkennt, sodass der Prepenetrationsprozess

eingeleitet wird.
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5 Schlussfolgerungen

Es wurde geprift, ob die Oberflicheneigenschaften von Weizenblittern der Sorten
Ponticus (geringe Anfilligkeit), Porthus (mittlere Anfilligkeit) und Akteur (starke
Anfalligkeit) Unterschiede aufweisen, welche die Keimentwicklung von B. graminis
beeinflussen konnten. Die Infektion mit Mehltau beginnt in einem Milieu von
epikutikularen Wachsen. Dennoch ist dies, soweit bekannt, die erste Studie, die die
Wachsmorphologie, die Wachschemie und die Benetzbarkeit unterschiedlich anfalliger
Sorten gegeniiber Mehltau untersucht, um basierend auf diesen Eigenschaften ein in vitro
Testsystem zu entwickeln. Es wurden keine sortenspezifischen Unterschiede der
Oberflacheneigenschaften festgestellt: Auf den Blattoberflichen der drei Sorten waren
ausschlieBlich Wachsschiippchen, 3-Diketon Roéhrchen waren nicht vorhanden. Die
Analyse der Wachszusammensetzung zeigte keine gravierenden Unterschiede zwischen
den drei Sorten. Bei allen drei Sorten dominierte der Cyg Alkohol das Weizenwachs. Die
einzelnen Benetzungsparameter der drei Sorten unterschieden sich nur zum Teil. Ein
klarer Zusammenhang zwischen dem Benetzungsverhalten und der Anfalligkeit der Sorte
lief sich nicht erkennen. Von den Oberflichen der unterschiedlich anfilligen Sorten
sollten demnach die gleichen Signale ausgehen, sodass eine Mehltaukonidie in der frithen
Phase der Pathogenese vermutlich nicht zwischen den einzelnen Sorten unterscheiden
kann. Dementsprechend hatten auch die Keimungsexperimente auf den drei
Weizensorten keine Unterschiede in dem Prepenetrationsprozess von B. graminis gezeigt.
Es machte innerhalb der jeweiligen Sorte keinen Unterschied, ob Blatt 2, 3 oder 4
betrachtet wurde: Die Blatter trugen die gleichen Wachsstrukturen, die
Wachszusammensetzung war gleich und auch die Benetzbarkeit der drei Blitter
unterschied sich kaum. Ontogenetische Effekte, die zu einer Verdnderung der
Oberflacheneigenschaften fithren kénnen, waren nicht erkennbar. Folglich wurde das
Wachs aller drei Blatter fiir die Rekristallisation extrahiert. Auch die Blattseiten zeigten
keine Unterschiede in ihrer Wachsmorphologie oder in ihren Benetzungseigenschaften.
Dementsprechend konnte die Blattseite bei der Entwicklung des in vitro Testsystems

ebenfalls vernachléssigt werden.
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Auch die Kulturbedingungen beeinflussten die Oberflaicheneigenschaften nur geringfiigig.
Weder biotische noch abiotische Faktoren schienen die Wachschemie und die damit
verbundene Wachsmorphologie zu beeinflussen. Die 6kologische Variabilitit war somit
gering. Durch die Kultivierung im Freiland wurde die Wachsschicht der Blatter jedoch
z.T. beschéadigt. Dies spiegelte sich vor allem in den Messungen der Benetzbarkeit der
Blatter wider. Neben der Heterogenitit der biologischen Oberflache fithrten die
Schadstellen im Wachs zu hohen Standardabweichungen. Fiir eine Studie, die sich
ausschliellich mit den Benetzungseigenschaften von Weizen beschaftigt, ware daher die
Untersuchung an Gewachshauspflanzen empfehlenswert. Die Benetzbarkeit wurde hier
jedoch vor dem Hintergrund der Infektion mit Pilzen untersucht. Daher wurde die
Untersuchung auf Blattern von Freilandpflanzen durchgefithrt, um ein moglichst
wirklichkeitstreues Bild der Benetzbarkeit der Weizenblatter gewinnen zu konnen.

Im Gegensatz zu friheren Studien wurden neben den Kontaktwinkeln auch die
Abrollwinkel und die Kontaktwinkelhysteresen bestimmt, um die Benetzbarkeit
vollstaindig beschreiben zu konnen. Die Weizenblatter waren hydrophob bis
superhydrophob. Eine Fahigkeit zur Selbstreinigung konnte nicht nachgewiesen werden,
da die Werte der Hysteresen und Abrollwinkel im Durchschnitt zu hoch waren, um der
Definition selbstreinigender Oberflichen zu entsprechen. Dies lag zum Teil auch an der
groflen Spannbreite der Hysteresen und der Abrollwinkel. Die Korrelation der Be-
netzungsparameter ergab keinen Zusammenhang der einzelnen Groflen, sodass sich aus
den gewonnenen Daten keiner der drei Werte von einem der anderen ableiten lief3. Die
Analyse der Benetzungsparameter hat gezeigt, dass die Werte, in Abhéngigkeit der Mess-
richtung stark variieren konnen. Bei Pflanzen mit anisotroper Benetzung sollte daher die
Richtungsabhédngigkeit der Messungen beachtet und bedacht werden, welche
Kipprichtung der natiirlichen Abrollrichtung der Wassertropfen auf dem Blatt am ehesten
entspricht.

Fir die Keimungsexperimente war die Entwicklung mehrerer Testsysteme erforderlich,
welche die Oberflacheneigenschaften der Weizenblatter ganz oder zum Teil nachbildeten.
Alle angestrebten Testsysteme konnten erfolgreich entwickelt werden. Das Verfahren der
thermischen Verdampfung ermoglichte eine homogene Beschichtung der technischen

Oberflachen, je nach Rekristallisationsbedingung mit oder ohne dreidimensionale
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Strukturen. Die Oberflacheneigenschaften der Weizenblatter konnten so erfolgreich auf
eine technische Oberfliche ibertragen werden. Durch die Beschichtung mit dem
Wachsextrakt und der Bildung dreidimensionaler Strukturen stand somit erstmals ein
Testsystem zur Verfiigung, das sowohl die chemischen Signale der Wachse als auch die
Benetzbarkeit der pflanzlichen Oberfliache reprasentierte. Eine solche Oberflache ist nicht
nur fiir Keimungsexperimente besonders interessant, sondern kann auch fiir weitere
Experimente zur Untersuchung von Grenzflichenphianomenen der Pflanze herangezogen
werden.

Durch die Modifikation der Rekristallisationsparameter konnten auch Testsysteme
realisiert werden, die nur ausgewihlte Eigenschaften der Blattoberfliche repréasentierten,
sodass deren Einfluss auf die Keimentwicklung von B. graminis auch separat untersucht
werden konnte.

Mit dem C280H-Testsystem wurde eine technische Oberfliche geschaffen, die die
gleichen Benetzungseigenschaften, aber nicht die gleiche Oberflaichenchemie wie das
Weizenblatt aufwies. Die Rekristallisationsstudien mit dem Reinstoft konnten bestatigen,
dass 1-Octacosanol die strukturgebende Komponente des Weizenwachses ist. Allein
durch die Rekristallisation des Reinstoffs wurden Schiippchen gebildet.

Die Zugabe der Aldehyde beeinflusste die gebildeten Strukturen nicht. So bot das
C26CHO- und das C28CHO-Testsystem erstmalig die Moglichkeit die Signalwirkung der
Aldehyde unter Beriicksichtigung der Benetzbarkeit in vitro zu untersuchen.

Durch die Rekristallisation aus der Schmelze konnte ein Testsystem geschaffen werden,
das die Wachschemie, aber nicht die hohe Benetzbarkeit der Weizenblatter, abbildete.
Ohne die dreidimensionalen Strukturen lag die Benetzbarkeit deutlich tiber der der
Weizenblatter. Zusammen mit den wasserabweisenden Eigenschaften des C280H-
Testsystems verdeutlicht dies, dass nicht allein die Wachschemie fiir die Hydrophobizitét
der Blattoberflache verantwortlich ist, sondern die Nanostrukturen entscheidend sind.
Wihrend der Entwicklung der Testsysteme wurde zudem festgestellt, dass auch bei
geringer aufgedampfter Masse die Benetzbarkeit noch zu hoch war. Die Bedampfung mit
einer groflen Menge resultierte dagegen in zu dicken, instabilen Schichten. Daher waren

die mittleren Massen zur Herstellung der Testsysteme am besten geeignet.
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Mit den hier entwickelten Testsystemen standen verschiedene Oberflichen zur
Verfiigung, um den Prepenetrationsprozess von B. graminis in Abhangigkeit der ver-
schiedenen Parameter in vitro untersuchen zu kénnen.

Durch die Keimungsexperimente auf den Testsystemen konnten keine entscheidenden
Signale fiir die Entwicklung von B. graminis identifiziert werden. Auf den kiinstlichen
Oberflachen wurde der Prepenetrationsprozess weder durch die Hydrophobizitit noch
durch die Wachschemie angeregt. Auch die Kombination der Wachschemie oder der
Aldehyde mit einer niedrigen Benetzbarkeit fithrte nicht zu einer Anregung der Keimung
oder der Differenzierung.

Die Frage, welche Eigenschaften der pflanzlichen Oberflichen die entscheidenden Signale
fiir B. graminis sind, bleibt daher ein spannender Forschungsbereich. Vermutlich trégt auf
der Pflanze eine Summe verschiedener Signale zur vollen Keimentwicklung bei. Durch
das Verfahren der thermischen Verdampfung steht ein variables Werkzeug zur
Verfiigung, um den Einfluss verschiedener Faktoren auf den Keimerfolg untersuchen zu
konnen. Beispielsweise konnen durch die Abformung der Epidermisoberflichen und
anschlieffender Bedampfung die Topographie der Blattoberfliche in die Untersuchung
einbezogen werden oder isolierte Kutikeln als Substrat genutzt werden. Des Weiteren
kann auch der Keimerfolg anderer phytopathogener Pilze mithilfe der Testsysteme

untersucht werden.
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10.1 Anhang Kapitel 1

10.1.1 Untersuchung der Wachschemie
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Abbildung 10.1: Wachszusammensetzungen der verschiedenen Blitter der Weizensorte Porthus
der Gewichshauskultur; a) absolute und b) relative Zusammensetzung; Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen und Anteilen der jeweiligen
Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieendem Post Hoc Tukey Test).
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Abbildung 10.2: Wachszusammensetzungen der verschiedenen Blitter der Weizensorte Akteur

a) absolute und b) relative Zusammensetzung; Unterschiedliche Buchstaben

)

der Gewichshauskultur

jeweiligen

zwischen den Mengen und Anteilen der

Unterschiede
Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieendem Post Hoc Tukey Test).

signifikante

kennzeichnen

226



Kapitel 1

Anhang

L————R [ejoL « 18153 8¥0
18183 8¥O 19183 9%D
18183 9% * 19183 vHD
* 18183 ¥ * 19183 2¥0
% aines $¢0 alnes ¢eo
% aines zeo . aines 0£0
x o SNES 08D * R eines gz0
alngs 8¢o x aines 2o
* } aines vz0
% alnes ¢¢o
% alngs ¢¢o %
[OYONIY ¥€D
* [oyodIY ¥€0
% [0YoNIY 0€D
I04OoYIY 0€D )
% - [IOUOMIY 62D
104NV 620 e o
[oYyovY 820
M= IoYodIY 820 H—
oyo
IOUOMIY 220 |[OYoNIlY L2D
oyo
[OUOMNIY 920 [oYoIY 920
X
[OUONIY #29 [OYONIY 2D
— « i PAUSPIV 0£0 x W PAUSPIV 0€D
T =
2 m pAYepIY 620 5 * pAYSpPIV 620
i==
£& pAUsPIY 820 g8 pAyapIY 820
- _H_ pAYSpIY 220 - _H_ pAuspIY 220
pAusplY 920 pAyaply 920
I T T T T T 1 I T T T T
o o o o O Yo} o Yo} o o o o o wn o Te}
[;wo/6r] syoeaqone|g Jap abuswsyoepn [9%] syoemjwesas) sap |IBJuy ‘|24
= )

Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung; Port: Porthus, GH: Gewachshauskultur, FK1: erste
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Abbildung 10.3: Vergleich der Wachszusammensetzung der Weizensorte Porthus; a) absolute
jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch einen t-Test).
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Vergleich der Wachszusammensetzung der Weizensorte Akteur; a) absolute

Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung; Akt: Akteur, GH: Gewichshauskultur, FK1: erste
Freilandkultur; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen und Anteilen der

jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch einen t-Test).

Abbildung 10.4

228



Kapitel 1

Anhang

I Pon FK1
[ Pon FK2

el
8183 8%D
19183 910
18183 ¥10
SDSE Fa%e)
aINES $€0
aINes Z€0
aInes 0€0
aines 8zo
9INES $20
aINeS 220
IV \VA %)
loyoXIy 0£0
loyoNIY 620
loyoXIy 820
IV \V 6]
loyoXIy 920
IOYoMIY ¥20
pAYaplY Z€0
pAyaply 0€0
pAYaplY 620
pAyeply 820
pAuaplY £20
pAYaplY 920

I Pon FK1
[ Pon FK2

f
o
()

_—
o

o
[ce)

T
o o o o o]
~—

N~ © 0

[9%] syoemyweses) sop |IBJUY ‘o)

18183 840
18183 910
19183 $¥0
18183 240
aines €0
aines zeo
aines 0£0
aines gzo
aines 2o
aines zzo
IoYodIV €0
[oyoNIv 0€0
[oyoNIV 620
[oyo¥|Y 820
[oyo¥|Y 22D
[oyoNIV 920
[oyoMIY #20
PAYapIY Z€0
PAYapIY 0€D
PAYapIY 620
PAYapIY 820
PAYapIY 220
pAyspIvY 920

Abbildung 10.5: Vergleich der Wachszusammensetzungen der beiden Freilandkulturen der
Weizensorte Ponticus; a) absolute Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung; Pon: Ponticus,

FK: Freilandkultur; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen und Anteilen

der jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch einen t-Test).
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Vergleich der Wachszusammensetzung der beiden Freilandkulturen der

Weizensorte Akteur; a) absolute Zusammensetzung und b) relative Zusammensetzung; Akt: Akteur, FK:

Abbildung 10.6

Freilandkultur; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mengen und Anteilen der

jeweiligen Wachskomponente (p < 0,05, getestet durch einen t-Test).
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10.1.2 Untersuchung der Benetzungseigenschaften
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Abbildung 10.7: Kontaktwinkel auf den Oberseiten der Weizenblitter in Blickrichtung lings und
quer zur Blattaderung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Kontaktwinkeln der beiden Richtungen (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen Wilcoxon
Rangsummentest).
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Abbildung 10.8: Kontaktwinkel auf den Unterseiten der Weizenblitter in Blickrichtung lings und
quer zur Blattaderung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Kontaktwinkeln der beiden Richtungen (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen Wilcoxon
Rangsummentest).
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Abbildung 10.9: Kontaktwinkel auf den unterschiedlich alten Weizenblittern; OS: Oberseite, US:
Unterseite; Verschiedene Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Kontaktwinkeln der unterschiedlich alten Blatter (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschliefendem
Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal Wallis-Test mit anschlieSendem Post Hoc Dunn Test).

233



Anhang Kapitel 1
Ponticus B2 langs Porthus B2 langs Akteur B2 langs
* *
5 oy ° = —T °
= P = =
v 8 T 8 —— —— T B o
i e § ] e e ¢ ° S
g g g g g g
g - g ° s -
Q Q Q
® T T ® T T ® T T
Oberseite Unterseite Oberseite Unterseite Oberseite Unterseite
Seite Seite Seite
Ponticus B3 langs Porthus B3 langs Akteur B3 langs
— ° —_— ° —_—
°:' 3 ° °:' 2 ° °:' 2 [ ] | ]
Q [} e Q b
T | e ——— £ 7| ——— p— £ -] ==
Z o ° 2 o 2 o
2 h-4 Y] h-4 Y] °
o] - ] — I —
S S S
X o X o X Q
© T T © T T © T T
Oberseite Unterseite Oberseite Unterseite Oberseite Unterseite
Seite Seite Seite
Ponticus B4 langs Porthus B4 langs Akteur B4 langs
= 3 ° = 3 = 3 —— -
—_ — - —_
g ] e T D] et — 2 = ] ==
'S o B — 'S o —_— = o —_—
2 o 2 « 2 «
g - g g
8 T T 8 T T 8 T T
Oberseite Unterseite Oberseite Unterseite Oberseite Unterseite
Seite Seite Seite

Abbildung 10.10: Kontaktwinkel auf den Ober- und Unterseiten der verschiedenen Weizenblitter
in Blickrichtung lings zur Blattaderung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Kontaktwinkeln der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen t-Test

oder einen Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.11: Kontaktwinkel auf den Ober- und Unterseiten der verschiedenen Weizenblitter
in Blickrichtung quer zur Blattaderung; B 2-4: Blatt 2 -4; Sternchen kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Kontaktwinkeln der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen t-Test

oder einen Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.12: Kontaktwinkel auf den Blittern der verschiedenen Weizensorten; B 2 - 4: Blatt 2 -
4; langs: Blickrichtung ldngs; quer: Blickrichtung quer; Verschiedene Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Kontaktwinkeln auf den Bléttern der verschiedenen Sorten
(p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal Wallis-
Test mit anschlielendem Post Hoc Dunn Test).
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Abbildung 10.13: Hysteresen auf den Oberseiten der Weizenblitter in Blickrichtung lings und
quer zur Blattaderung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Hysteresen der beiden Blickrichtungen (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen Wilcoxon

Rangsummentest).
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Abbildung 10.14: Hysteresen auf den Unterseiten der Weizenblitter in Blickrichtung lings und
quer zur Blattaderung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Hysteresen der beiden Blickrichtungen (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen Wilcoxon
Rangsummentest).
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Abbildung 10.15: Hysteresen auf den unterschiedlich alten Weizenblittern; OS: Oberseite, US:
Unterseite; langs: Blickrichtung lidngs; quer: Blickrichtung quer; Verschiedene Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Hysteresen der unterschiedlich alten Blatter (p < 0,05, getestet
durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal Wallis-Test mit
anschlieffendem Post Hoc Dunn Test).
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Abbildung 10.16: Hysteresen auf den Ober- und Unterseiten der verschiedenen Weizenblitter in
Blickrichtung lings zur Blattaderung; B 2-4: Blatt 2-4; Sternchen kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Hysteresen der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder
einen Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.17: Hysteresen auf den Ober- und Unterseiten der verschiedenen Weizenblitter in
Blickrichtung quer zur Blattaderung; B 2-4: Blatt 2-4; Sternchen kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Hysteresen der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder
einen Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.18: Hysteresen auf den Blittern der verschiedenen Weizensorten; B 2 - 4: Blatt 2 - 4;
langs: Blickrichtung langs, quer: Blickrichtung quer; Verschiedene Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Hysteresen auf den Bléattern der unterschiedlichen Sorten (p < 0,05, getestet
durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal Wallis-Test mit
anschlieBendem Post Hoc Dunn Test).
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Abbildung 10.19: Abrollwinkel auf den Oberseiten der Weizenblitter bei longitudinaler und
transversaler Kipprichtung; B 2-4: Blatt 2-4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Abrollwinkeln der beiden Kipprichtungen (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen

80

40

80

40

Ponticus OberseiteB2

-_T o

— ===

longitudinal  transversal

Richtung

Ponticus Oberseite B3

longitudinal  transversal

Richtung

Ponticus Oberseite B4
*

—_—
ey —

T T
longitudinal  transversal

Richtung

Wilcoxon Rangsummentest).

Abrolwinke![°] Abrolwinke![°]

Abrollwinkel [°]

80

40

80

40

Porthus Oberseite B2

—_—
]
]
]

]
R

—

longitudinal  transversal

Richtung

Porthus Oberseite B3

—_ .
: o
—
i
1 —e
T T
longitudinal ~ transversal
Richtung

Porthus Oberseite B4

longitudinal  transversal

Richtung

Abrolwinke![?] Abrolwinkel [°]

Abrollwinkel [°]

80

40

80

40

Akteur Oberseite B2

]
1
[ ] T
| | L ]
— _
T T
longitudinal  transversal
Richtung

Akteur Oberseite B3

longitudinal ~ transversal

Richtung

Akteur Oberseite B4

—_—

—

-

longitudinal  transversal

Richtung

243



Anhang Kapitel 1

Ponticus Unterseite B2 Porthus Unterseite B2 Akteur Unterseite B2
= = 8 = !
e ® = © = © ' H
e ; : < :
e e = =
2 — == B f— — 2 —
< H < —— — <
o ° o o
T T T T T T
longitudinal  transversal longitudinal  transversal longitudinal  transversal
Richtung Richtung Richtung
Ponticus Unterseite B3 Porthus Unterseite B3 Akteur Unterseite B3
*
= Q ° = Q H ° — Q
o © = ® = ® °
S o ! S o s o H
‘§2 N I | ‘EE N ! 1 % N . [ . ]
g 1= = 2 _1 — —= g _ i
T T T T T T
longitudinal ~ transversal longitudinal  transversal longitudinal  transversal
Richtung Richtung Richtung
Ponticus Unterseite B4 Porthus Unterseite B4 Akteur Unterseite B4
= 8 z 8 - = 8 . o
Sl el ey (] T =
e I = § ]y =
5 : 5 — —_— 5 !
<C — < < T ——
o o o L
T T T T T T
longitudinal  transversal longitudinal  transversal longitudinal  transversal
Richtung Richtung Richtung

Abbildung 10.20: Abrollwinkel auf den Unterseiten der Weizenblitter bei longitudinaler und
transversaler Kipprichtung; B 2-4: Blatt 2-4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Abrollwinkeln der beiden Kipprichtungen (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen
Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.21: Abrollwinkel auf den Oberseiten der unterschiedlich alten Weizenblitter; long:
longitudinale Kipprichtung, trans: transversale Kipprichtung; Verschiedene Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Abrollwinkeln der unterschiedlich alten Blatter (p < 0,05, getestet
durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal Wallis-Test mit
anschlieffendem Post Hoc Dunn Test).
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Abbildung 10.22: Abrollwinkel auf den Unterseiten der unterschiedlich alten Weizenblitter; long:
longitudinale Kipprichtung, trans: transversale Kipprichtung; Verschiedene Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Abrollwinkeln der unterschiedlich alten Blatter (p < 0,05, getestet
durch eine ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal Wallis-Test mit
anschlieBendem Post Hoc Dunn Test).
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Abbildung 10.23: Abrollwinkel auf den Ober- und Unterseiten der verschiedenen Weizenblitter
bei longitudinaler Kipprichtung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Abrollwinkeln der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen
Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.24: Abrollwinkel auf den Ober- und Unterseiten der verschiedenen Weizenblitter
bei transversaler Kipprichtung; B 2 - 4: Blatt 2 - 4; Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Abrollwinkel der beiden Blattseiten (p < 0,05, getestet durch einen t-Test oder einen
Wilcoxon Rangsummentest).
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Abbildung 10.25: Abrollwinkel auf den Blittern der verschiedenen Weizensorten; B 2 - 4: Blatt 2 -

4; long:

longitudinale Kipprichtung,

trans:

transversale Kipprichtung;

Verschiedene Buchstaben

kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Abrollwinkeln der Blatter der unterschiedlichen
Sorten (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlielendem Post Hoc Tukey Test oder einem Kruskal
Wallis-Test mit anschlieSendem Post Hoc Dunn Test).
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10.2 Anhang Kapitel 2

10.2.1 Uberpriifung der chemischen Zusammensetzung des

Wachsextraktes und der Wachsbeschichtung
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Abbildung 10.26: Zusammensetzung des Wachsextrakts fiir die chemische Analyse der Freiland-
pflanzen und des Wachsextraktes fiir die Rekristallisation der Sorte Ponticus
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Abbildung 10.27: Zusammensetzung des Wachsextrakts fiir die chemische Analyse der Freiland-

pflanzen und des Wachsextraktes fiir die Rekristallisation der Sorte Porthus
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10.3 Anhang Kapitel 3

10.3.1 Untersuchung des Keimerfolgs

100 -
AA  AA A
BBB BB
BBBBBB

80 - 50 CCeCT ccc cce
c
Q :
S i
'© 60 H
o
%
T 40
N
C
< AAAAAAAA AAAAAAA

20 BBB BBB
AAAAAAAA
0 j L1l |
nk 1Ks 2Ks abn aKs App
Entwicklungsstadien
. Blatt mEmm C280HTS mmmm C26CHO TS mmmm Glas

— Wachs TS /3 Schmelze TS m=mm C28CHO TS == Replik

Abbildung 10.28: Keimentwicklung von B. graminis auf dem Weizenblatt und den verschiedenen
kiinstlichen Oberflichen; nk: nicht gekeimt, 1Ks: primérer Keimschlauch, 2Ks: sekundarer Keimschlauch,
abn: abnormale Entwicklung, aKs: appressorialer Keimschlauch, App: Appressorium, TS: Testsystem; Ein
Weizenblatt diente als Positivkontrolle, pures Glas und eine Replik wurden als Negativkontrollen
verwendet. Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezahlt (n = 10). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen der Anzahl der Konidien mit dem jeweiligen Entwicklungsstadium auf
den verschiedenen Oberfliachen (p < 0,05, getestet durch eine ANOVA mit anschlieSendem Post Hoc Tukey

Test).
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Abbildung 10.29: Relative Keimentwicklung von B. graminis auf dem Weizenblatt und den
verschiedenen kiinstlichen Oberflichen; nk: nicht gekeimt, 1Ks: priméirer Keimschlauch, 2Ks:
sekundarer Keimschlauch, abn: abnormale Entwicklung, aKs: appressorialer Keimschlauch, App:
Appressorium, TS: Testsystem; Ein Weizenblatt diente als Positivkontrolle, pures Glas und eine Replik
wurden als Negativkontrollen verwendet. Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezdhlt (n = 10).
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Anteilen der Konidien
mit dem jeweiligen Entwicklungsstadium auf den verschiedenen Oberflachen (p < 0,05, getestet durch eine
ANOVA mit anschlieBendem Post Hoc Tukey Test).
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10.3.2 Untersuchung des Keimerfolgs unter Beriicksichtigung toter

Konidien
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Abbildung 10.30: Keimentwicklung von B. graminis auf dem Weizenblatt und den verschiedenen
kiinstlichen Oberflichen unter Beriicksichtigung toter Konidien; nk: nicht gekeimt, 1Ks: priméarer
Keimschlauch, 2Ks: sekundirer Keimschlauch, abn: abnormale Entwicklung, aKs: appressorialer
Keimschlauch, App: Appressorium, TS: Testsystem; Pures Glas und eine Replik wurden als
Negativkontrollen verwendet. Es wurden jeweils 100 Konidien ausgezdhlt (n = 10); Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen der Anzahl der Konidien mit dem jeweiligen
Entwicklungsstadium auf den verschiedenen Oberflachen (p < 0,05, getestet durch einen Kruskal Wallis
Test mit anschlieBendem Post Hoc Dunn Bonferroni Test).
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