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Kurzfassung:

Charakterisierung von Helianthus — Wildarten im Freiland:
Biometrische, histologische und biochemische Untersuchungen

Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary ist weltweit einer der bedeutendsten Pathogene der
Sonnenblume (Helianthus annuus L.) und bedingt hohe wirtschaftliche Verluste in der Pro-
duktion dieser Olpflanze. Innerhalb des kultivierten annuellen Helianthus-Genpools existiert
auf Grund einer geringen Variabilitdit keine ausreichende Resistenz gegenlber diesem
Pathogen. Helianthus Wildarten zeigen hingegen eine beachtliche Diversitat und gelten als
viel versprechende Resistenzquellen. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals eingehende
mehrjéhrige Untersuchungen zur Feld-Resistenz der in der Zichtung der Sonnenblume
bislang nicht berlicksichtigten perennierenden Helianthus — Wildarten gegeniiber dem Krank-
heitskomplex der Sclerotinia - Stangelfaule durchgefiihrt.

Hierbei wurden 21 perennierende Wildarten mit Hilfe von artifiziellen Myzelinokulationen
hinsichtlich ihrer Stdngel- und Blattresistenz im Freiland sowie unter kontrollierten Umwelt-
bedingungen untersucht. Als robustes phanotypisches Resistenzmerkmal konnten in beiden
Pflanzenorganen die Lasionslangen vier Tage nach Inokulation erschlossen werden. In zwei
Populationsakzessionen von H. maximiliani sowie in H. salicifolius konnten Stingel-
resistenzen ermittelt werden. H. divaricatus und H. maximiliani AC 7 zeigten erhohte Blatt-
resistenzen gegentber Sclerotinia Infektion. In H. maximiliani AC 7 konnte eine Wildart mit
partiellen Resistenzen in beiden Pflanzenorganen ermittelt werden. In den histologischen
Untersuchungen zur Stangelresistenz konnte als wesentlicher préaformierter Resistenzfaktor
das Lignifizierungsmuster der Sprossachsen erkannt werden. Eine verstarkte Cuticula konnte
in H. salicifolius Sprossachsen als Resistenzfaktor detektiert werden. Zur pathogeninduzierten
Resistenz wurde durch Epifluoreszenzmikroskopie die resistenzbegleitende Akkumulation
phenolischer Inhaltsstoffe ermittelt, welche chromatographisch als Di-Caffeoylester nachge-
wiesen werden konnte. Untersuchungen zum Sclerotinia induzierten Phenolstoffwechsel tiber
die Bestimmung der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) Aktivitat zeigten genotypische
Abhangigkeiten. Eine stark erhdhte 30fache Steigerung der PAL — Aktivitat im Vergleich zur
gesunden Kontrolle konnte in H. salicifolius ermittelt werden. Zusammenhénge zur Phenol-
akkumulation nach Pathogenbefall lieBen bei dieser Wildart auf eine resistenzvermittelnde
Bedeutung der PAL - Aktivierung schlieRen. Resistenzbegleitend konnte in partiell stangelre-
sistenten Wildarten eine signifikant erhohte Aktivitdt zellwandgebundener Peroxidasen
ermittelt werden deren Bedeutung als potentielle Markerenzyme der partiellen Sclerotinia
Stangelresistenz damit méglich erscheint.

Zur Untersuchung des wirkungsbezogenen Zusammenhangs zwischen préaformierten
Blattphenolen der Helianthus Wildarten und deren Bedeutung zur Sclerotinia - Blattresistenz
wurde zun&chst ein chromatographisches Verfahren zur Detektion kompletter Blattphenol-
fingerprints in Helianthus entwickelt. In der anschlielenden multivariaten Analyse konnte ein
starker quantitativer Zusammenhang zwischen potentiell flavonoiden Inhaltsstoffen und der
Sclerotinia Myzelausbreitung im Mesophyll erkannt werden.



Abstract:

Characterization of wild Helianthus species under natural conditions:

biometrical, histological and biochemical investigations

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary is one of the major fungal diseases of sunflower
(Helianthus annuus L.) and causes great economic losses in sunflower production worldwide.
The pathogen can attack all parts of the plant on every plant growth stage, predominantly the
capitulum, the leaf and stem. Due to the narrow genetic variability no source of complete
resistance to Sclerotinia is available in the cultivated Helianthus gene pool. However, wild
species exhibit a great diversity and hence are promising sources of genes for disease
resistance.
In the present study, 21 perennial Helianthus species of diverse origin were evaluated in
multiannual field trials and controlled environment studies on their resistance level to mid-
stem and leaf infection using an artificial inoculation method. The evaluation revealed con-
siderable and significant differences within the genotypes in all recorded resistance traits. The
induced lesion length four days after infection was evaluated as a confident predictor of
disease resistance level and was used as a reliable phenotypic trait for screening the wild
Helianthus species against Sclerotinia stem and leaf rot. Three genotypes, two H. maximiliani
Accessions and H. salicifolius, showed enhanced partial resistance levels to mid-stem infec-
tion. H. divaricatus and H. maximiliani AC 7 exhibits resistances to leaf infection and addi-
tionally in H. maximiliani AC 7 partial resistances in both plant parts were discovered.
Further histological investigations revealed a close interrelation between the genotypic
lignification patterns of the stems and their level of resistance to Sclerotinia mid stem rot.
Moreover in H. salicifolius a reinforced stem cuticle was identified as preformed partial
resistance factor to stem infection. Postinfectional in situ detection of phenolic compounds in
stem tissues performed by epi - fluorescence microscopy showed their strong accumulation in
partial resistant genotypes and was characterized as dicaffeoyl ester by thin layer
chromatography. Pathogen induced changes of the initial phenolic metabolism were examined
by determination the pre and postinfectional phenylalanine-ammonia-lyase activity (PAL) and
revealed a great variation among the genotypes. A 30 fold increase of PAL-activity in partial
resistant H. salicifolius internodes shows a rapid and coordinated induction of the
phenylpropanoid metabolism in response to Sclerotinia attack. In addition, the defence
reaction of stems from partial resistant genotypes was accompanied by a significant increase
in cell wall bound peroxidase (POX) activity which can be used as biochemical marker for
Sclerotinia resistance.
To investigate the interrelationship between preformed phenolic compounds in wild
sunflower leafs and their resistance to mycelial extension a new chromatographic method was
developed to determine complete phenolic patterns in the genus Helianthus. The subsequently
applied multivariate analysis revealed a close quantitative and inverse association between
putative flavonoid leaf phenolics and the mycelial extension in the leaf mesophyll.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Familie der Korbbliitler (Compositae) hat im Zuge ihrer Phylogenese neben dem Saflor
(Carthamus tinctorius L.), der Olmadie (Madia sativa Mol.), der Mariendistel (Silybium
marianum L.) und der Ringelblume (Calendula officinalis L.) die Sonnenblume (Heli-
anthus annuus L.) als ihre wirtschaftlich bedeutendste Olpflanze hervorgebracht (Schuster,
1992). Die Kultursonnenblume ist hinsichtlich der annuellen Olproduktion hinter der
Olpalme (Elaeis guineensis Jacq.; 24,1 Mio. t), der Sojabohne (Glycine max L.; 24,3 Mio.
t) und dem Raps (Brassica napus L.; 12,8 Mio. t) mit 8,4 Mio. t erzeugtem Ol die
viertwichtigste dlliefernde Pflanze der Welt (FAO, 2002). Sie deckt damit rund 9% des
Globalhandels mit pflanzlichen Olen und Fetten ab. Bedeutende Erzeugerlinder fiir
Sonnenblumensamen sind nach FAO (2002) Argentinien (1.9 Mio. ha; 3.1 Mio. t), die
Russische Forderation (3.4 Mio. ha; 2.7 Mio. t), die Ukraine (2.4 Mio. ha; 2.2 Mio. t), die
Volksrepublik China (1.1 Mio. ha; 1.7 Mio. t), die Vereinigten Staaten (1.0 Mio. ha; 1.5
Mio. t) sowie Frankreich (0.7 Mio. ha, 1.6 Mio. t). In Europa dominiert die Erzeugung in
Frankreich mit iiber 30% Anteil an der gesamteuropdischen Produktion. GroBere
Anbauflichen und Samenproduktionen weisen in Europa daneben Spanien (0.9 Mio. ha;
0.9 Mio. t) sowie Ruménien (0.8 Mio. ha; 0.8 Mio. t) auf. Trotz der weltweit hochsten
durchschnittlichen Ertrdge von 25 dt./ha besteht in Deutschland ein jdhrlicher Importbedarf
von 500.000 t (ZMP, 1997). Dies ist bedingt durch die erhohte Nachfrage von
Lebensmittel- und oleochemischer Industrie bei einer gleichzeitig marginalen Produktion
von 62.000 t auf knapp 25.000 ha Fliche.

Trotz der spiat im April gesiten Sommerkultur weist die Sonnenblume in der
Hauptwachstumsphase hohe tdgliche Zuwachsraten von maximal 200kg/ha auf (Merrien,
1986). Dieses ist im Wesentlichen in der Kombination aus geringen stomatiren
Diffusionswiderstinden (Potter & Breen, 1980), hochspezifischer Rubisco Aktivitit
(Danley & Walker, 1978; Ranty & Cavali¢, 1982) sowie effizientem Elektronentransport
(Connor & Hall, 1997) und damit hohen Nettophotosyntheseleistungen begriindet (Fock et
al., 1979; Hervé et al.,, 2001). Infolgedessen ist unter giinstigen Bedingungen der
kontinental-warmen Klimazonen die Olproduktion/Fliche der Sonnenblume allen anderen
Olerzeugenden Kulturpflanzen iiberlegen (Geisler, 1983). Neben acker- und pflanzenbau-
lichen Aspekten, die hauptsidchlich in der Auflockerung der zumeist engen Fruchtfolgen,
im geringen Nihrstoffbedarf sowie in der Amelioration der Bodenfruchtbarkeit gesehen
werden (Geisler, 1988), stellen auch Okonomische Aspekte einen Anreiz zur
Sonnenblumenproduktion dar (Hugger, 1989).

Abgesehen von der Olerzeugung aus den Achinen, kénnen fast alle Pflanzenteile der
Sonnenblume potentiell genutzt werden (Schuster, 1993; Hugger, 1989). Diese alternativen

Nutzungsformen sind jedoch auf Grund des hochtechnisierten Produktionsverfahrens



Einleitung 2

globalwirtschaftlich von geringer Bedeutung (Lofgren, 1997; Kleingartner, 1997) oder
noch im experimentellen Status (Park et al., 1997; ISA, 2000).

Das Ol konventioneller Linol- und Linolensiurereicher High-Linolic (HL) Sorten findet
aufgrund seines ausgewogenen Fettsdurespektrums zur menschlichen Erndhrung als
hochwertiges Speisedl im Nahrungsbereich Anwendung. Wesentliche Qualitétskriterien zur
Olerzeugung und Verarbeitung der Lebensmittelindustrie sind neben der Olausbeute, dem
o- und 7y-Tocopherolgehalt und einem geringen Wachsgehalt, die Anteile an
erndhrungsphysiologisch bedeutenden mehrfach ungesittigte Fettsduren, insbesondere der
Linolsdure (Dorrell & Vick, 1997).

Neben den konventionellen HL-Sorten finden in den Iletzten Jahren auch
hochélsdurehaltige (HO) - Sorten steigendes Interesse in Food und Non-Food-
Anwendungen (Eierdanz, 1996). Die zundchst von Soldatov (1976) durch Samenbehand-
lung mit Dimethylsulfoxid gewonnenen Mutanten sowie deren Kreuzung mit der
konventionellen Olsdurereichen Sorte Pervenets fiihrte zur Erzeugung Olsdurereicher
Nachkommenschaften mit Gehalten bis 80% im Fettsduremuster. Unabhingige
Untersuchungen konnten dabei zeigen, dass ein dominantes Gen (Ol) die hohen
Olséduregehalte determinierte (Urie, 1985; Schmidt et al., 1989). Dariiber hinaus konnten
Miller et al. (1987) ein zusitzliches modifizierendes Gen (ml) aufdecken, welches in
homozygoten Nachkommen stabile und weitgehend umweltunabhingige Olsiduregehalte >
85% determinierte. Die aus aktuellen Ziichtungsarbeiten hervorgegangenen HO-Sorten
stellen mittlerweile ein Ol mit annihernd umweltstabilen Olsiuregehalten von > 85%
teilweise sogar > 90% bereit, welches bislang nur von der Sonnenblume erreicht wird
(Lagravere et al., 2000).

Die industrielle Fettchemie hat eine groBe Zahl von Produkten auf Basis der Olsiure
hervorgebracht. Sie ist Bestandteil und Grundlage einer Reihe wichtiger industrieller
Produkte wie Kosmetika, Wasch- und Reinigungsmittel, Emulgatoren, Korperpflegemittel
und Pharmazeutika. Verdnderungen an der Carboxylgruppe (Aha et al., 1998) sowie an der
hochreaktiven C9-C10-Doppelbindung (Zobel & Schifer et al., 1998) als reaktives und
definiertes Zentrum fiir chemische Synthesen sind oleochemische Eingriffe, die Olsiure zu
dieser Vielzahl von Produkten modifizieren lassen (siche auch Tabelle 1).

Derzeit wird Olsdure von der oleochemischen Industrie vorrangig aus tierischen
Schlachtkdrperabfillen, in der Hauptsache aus Rindertalg, gewonnen. In den aufgearbeite-
ten Fetten kann sie mit speziellen Techniken nur auf 70% angereichert werden. HO-Ole
weisen aufgrund ihres maBgeblich von Olsiure dominierten Fettsduremuster eine nur selten
im Bereich nachwachsender Rohstoffe beobachtete Reinheit auf, die sie zum priadestinier-
ten Rohstoff fiir fettchemische Derivatisierungen macht. Die Industrie ist deshalb stark an
HO-Olen pflanzlicher Herkunft interessiert, wenn deren Olsiuregehalt > 83%, giinstiger >

90%, betrdgt (Graf et al.,, 1999). Neben den rein chemischen Eigenschaften sind der
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reduzierte Reinigungsaufwand und physikochemische FEigenschaften wie die hohe
oxidative Stabilitdt (gutes Hochtemperaturverhalten) und das gute Tieftemperaturverhalten
der Olsiure wesentliche Bestimmungsgriinde fiir die hohe industrielle Nachfrage
Olsdurereicher Chargen (Piazza & Foglia, 2001). Grofere Anbaufldchen im industriellen
Vertragsanbau von HO-Sonnenblumen existieren bislang in Frankreich, den USA und
Argentinien mit jeweils hohen, vom Industriepartner garantierten Erzeugerpreisen
(Narocon, 2001). Das Anbaupotential von HO-Sonnenblumen wird in Deutschland auf ca.
100.000 ha geschitzt (Narocon, 2001), von denen im Jahr 2001 lediglich 9000 ha im
Vertragsanbau erzeugt wurden. Die Abnahmerisiken im Vertragsanbau mit der Oleochemie
sind hierbei relativ gering, da nicht erzielte Qualititen (< 83% Olsiure) problemlos im

Nahrungsmittelbereich abgesetzt werden konnen (Graff et al, 1999; Narocon, 2001).

Ester Amide Unges. Alkohole Seifen
Schmierstoffe
Hydraulikflissigkeiten Polymeradditive Emulgatoren Reinigungsmittel
Kosmetika Polyamide Entschaumungsmittel Schmierstoffe
Trennmittel Gleitmittel Kosmetika Polymeradditive
Kiihlschmierstoffe Kunststoffe Pharmazeutika Flotationsmittel
Turbinenol

Tabelle 1: Technisches Anwendungsspektrum pflanzlicher Olsdure (Graff et al., 1999; Narocon,
2001)

Die Anbaueignung aktueller HO wund HL-Sorten fiir marginale Standorte der
Sonnenblumenproduktion, wie sie in weiten Teilen Deutschlands vorherrschen, wird
dagegen als mittel bis schlecht angegeben (Graff et al., 1999). Griinde hierfiir sind neben
den ausgeprigt kontinentalen Klimaanspriichen der Sonnenblume, im Besonderen in der
reduzierten genetischen Variabilitdt aller ziichterischen Ausgangsformen aktueller
Kultursorten zu sehen.

Die ersten ziichterischen Bearbeitungen der in Nord- und Mittelamerika autochthonen
annuellen Sonnenblume (Seiler, 1992; Sanchez & Elizondo, 1995) wurden zunichst von
den Olmeken Siid-Mexikos in priakolumbianischer Zeit 3000 v. Chr. vollzogen (Lentz et
al.; 2001). Isoenzym- und molekulare Untersuchungen der Variabilitit der cpDNA und
plastidirer Enzyme zwischen annuellen Wild- und Kulturformen (Rieseberg & Seiler,
1990; Arias & Rieseberg, 1995; Cronn et al., 1997; Cheres & Knapp, 1998) belegen hierbei
einen genetisch extrem eingeschriankten Genpool der Kulturform und ldsst die genannten
Autoren auf ein singuldres Domestikationsereignis schlieBen. Nach der Einfiihrung der
Sonnenblume nach Europa zu Beginn des 16. Jh. durch die Spanier (Monardes, 1574),
erfuhr die Sonnenblume erst im 18. Jh. und Mitte des 20 Jh. in Russland wesentliche
ziichterische Modifikationen. Dieses gestattete erst die Erzeugung der heutigen modernen,
Olreichen Achinen (Putt, 1965; Putt, 1997). Die nachfolgende Aufdeckung und

Einlagerung der cytoplasmatischen ménnlich exprimierten Sterilitdt (cms) (Leclerq, 1969)
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der annuellen Wildart H. petiolaris (petl cms) in die Kulturform ermdglichte dariiber
hinaus durch die Nutzung der Heterosis die Erzeugung heutiger Hochertragssorten. Trotz
der bislang 62 entdeckten cms Quellen der Gattung Helianthus (Miller et al., 1992; Serieys,
1994; Serieys, 1996) wird infolge unvollstindiger Expression der cms-Quellen und
Schwierigkeiten in der Identifikation einfacher und kompetenter Restorer zur F;-
Hybriderzeug fast ausschlielich auf das petl cms-System zuriickgegriffen (Miller & Fick,
1997). Die seit drei Dekaden praktizierte intensive Einlagerung des petl Cytoplasmas in
die ohnehin genetisch kaum variablen Ausgangspopulationen annueller Zuchtformen hat
hierbei zu einer weiteren Verarmung der genetischen Variabilitdt gefiihrt, mit der Folge
extrem pathogen- und schidlingsempfindlicher Kulturformen (Seiler, 1992; Sackston,
1992; Gulya et al., 1997). Die ausgesprochen enge genetische Basis, auf der alle heute
genutzten Hochertragshybride beruhen, birgt dabei ein unabsehbares epidemiologisches
und phytosanitires Problem und kann Grundlage erntevernichtender Kalamitéten sein.

Eine dhnlich reduzierte Variabilitdt durch Einlagerung des gleichen Helminthosporium
empfindlichen Texas-Cytoplasmas in sdmtliche Maishybride, fithrte 1970 in den USA zur
Vernichtung eines grofen Teils der damaligen Mais-Anbaufliche durch die

Blattfleckenkrankheit Helminthosporium maydis (Tatum, 1971).

1.1 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary als wirtschaftlich bedeutender Pathogen
der Sonnenblume

Der mit Abstand globalwirtschaftlich bedeutendste Pathogen der Kultursonnenblume ist
der Ascomycet Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, der in allen Klimazonen pravalent
ist (Sackston, 1978; Acimovic, 1988; Masirevic & Gulya, 1992; Porter & Clark, 1992;
Kedera, 1997; Leite et al., 2000; Huguet & Heiland, 2000). In Abhingigkeit von den
Witterungsbedingungen kann er alle Pflanzenteile in jedem Entwicklungsstadium befallen
(Gulya et al., 1997). Stark Sclerotinia befallene Pflanzenteile sind insbesondere die Wurzel
mit der Sprossachsenbasis, die Blitter mit nachfolgender Sténgelfdule, die Bliitenknospen
sowie der blithende Korb (Lamarque, 1985). Wirtschaftliche Verluste entstehen durch die
Reduktion des Olertrages/Fliche infolge welkender bzw. umgefallener Pflanzen (Sala et
al., 1998; Prioletta & Bazzalo, 1998). Unter giinstigen Infektions- und Wachstums-
bedingungen des Pilzes konnen die Verluste leicht 100% betragen (Rashid & Platford,
1990; Masirevic & Gulya, 1992; Rashid, 1993). Im Durchschnitt der Jahre und Klimazonen
wird hierbei jedoch ein Verlust von 1% - 40% beobachtet (Purdy, 1979; Gulya et al. 1986;
Rashid, 1993; Gianessi et al., 2002). Die jdhrlichen okonomischen Verluste der
Sonnenblumenproduktion durch Sclerotinia - Befall werden von der National Sunflower
Association (NSA) der USA alleine fiir die anbaustarken Bundesstaaten Kansas, Minnesota
sowie North- und South-Dakota auf iiber 70 Mio. U$ geschitzt (Gianessi et al., 2002). Auf

klimatischen Grenzstandorten fiir den Sonnenblumenanbau, wie sie in weiten Teilen
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Deutschlands vorherrschen, wird der Krankheitskomplex der Sclerotinia-Féule als einer der
Hauptdeterminanten zur Produktion eines ertragssicheren Olertrags/Fliche und damit zur
Erzielung konkurrenzfiahiger Deckungsbeitrige gesehen (Graf et al., 1999). Infolgedessen
wird neben dem Olertrag, einer kurzen Vegetationszeit von 100 Tagen sowie der
Kaltetoleranzen auch die Krankheitsresistenz gegeniiber Sclerotinia sclerotiorum als ein
wesentliches Zuchtziel zur Amelioration des Anbaurisikos fiir Sonnenblumen in den
gemaBigten Breiten Dberiicksichtigt (BSA, 2001; Hahn, 2000). Chemische
BekdmpfungsmaBnahmen sind prinzipiell moglich (Yarden et al.,, 1986; Patterson &
Grogan, 1985; Smith et al., 1991; Lamey, 1998), sind jedoch aufgrund der zur Privalenz
der Sclerotinia - Korb- und Sténgelfdule bereits erreichten Bestandeshéhen technisch und
okonomisch nicht vertretbar (Péres & Regnault, 1985; Péres et al., 1991; Lamey, 1998).
Eindeutige Resistenzen liegen in der Sonnenblume gegeniiber Sclerotinia nicht vor,
lediglich Unterschiede in der Befallstirke von Sorten und Linien sind vorhanden
(Thompson et. al., 1978; Gulya 1985; Tourvieille et al., 1996; Degener et al., 1998; Hahn,
2000). Als einen wesentlichen Grund fiir die geringe Variabilitdt vorhandener Sclerotinia-
Resistenzpotentiale der annuellen Kultursorten und Linien gilt der intensive Gebrauch des
pet 1 Cytoplasmas zur Linienerzeugung und F;-Hybridziichtung (Seiler, 1992; Sackston,
1992). In der Ausweitung der genetischen Basis heutiger Kulturformen von Helianthus
annuus und der Einlagerung neuer Resistenzquellen wird somit ein wesentlicher
Ansatzpunkt der Ziichtungsforschung zur Verbesserung des Sclerotinia-Resistenzpotentials
gesehen. Als Quellen der Diversitdt kann hierbei sowohl der primére, aus einjdhrigen
Helianthus-Wildarten bestehende Genpool als auch der systematisch weiter stehende,
sekundare (perennierende) Helianthus-Genpool dienen.

ErschlieBung und Nutzung dieser Diversitits- und Resistenzquellen erfolgten jedoch
aufgrund bestehender Kreuzungsbarrieren mit perennierenden Wildarten (Chandler &
Beard, 1978; Bohorova & Atanassov, 1990) im Wesentlichen aus dem annuellen
(primiren) Genpool. Neu entwickelte biotechnologische Ansitze zur Uberwindung
existenter Kreuzungsbarrieren (Jan, 1997; Sukno et al., 1999; Binsfeld, 1999; Binsfeld et
al., 2000; Schnabl et al., 2002) und die Erzeugung fertiler interspezifischer Nachkommen
(Henn et al., 1998; Binsfeld et al., 2001; Gavrilova et al., 2000; Binsfeld & Schnabl, 2002;
Jan et al., 2002; Pérez-Vich et al., 2002) ermoglichen nun die stabile Introgression
genetischen Materials aus dem sekundiren Genpool in die Kultursonnenblume. Sie riicken
damit den perennierenden Formenkreis zunehmend in das allgemeine Ziichtungsinteresse
(Degener et al., 1999a; Degener et al., 1999b; Hahn et al., 2001).

In Abbildung 1 sind die genetischen Distanzen von High-Oleic Inzuchtlinien der aktuellen
HO-Ziichtung in Relation zu perennierenden Helianthus Wildarten des sekundéren

Genpools grafisch dargestellt und veranschaulichen den oben dargestellten Sachverhalt.
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Abbildung 1: Vergleichende genetische Diversitdt im kultivierten primiaren (HO-B Linien) und
wildem sekundiren Helianthus Genpool ®
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» UPGMA-Dendrogramm aus 145 AFLP-Primerkombinationen ohne monomorphe Banden. Ergebnisse aus dem
Verbundprojekt GFP/FNR: Untersuchungen zur Verbesserung der Sclerotinia-Resistenz von 'High Oleic'
Sonnenblumen. KWS = KWS Saat AG — D-37555 Einbeck; SWS = Siidwestdeutsche Saatzucht D- 76437 Rastatt;
IPZ = Institut fiir Pflanzenziichtung - Universitdt Giessen, D-35392. LSA = Landessaatzuchtanstalt Eckartsweier
D-77731 Willstatt. H. maximiliani und H. salicifolius Akzessionen perennierender Helianthus Wildarten aus der
in vivo Kollektion des Instituts fiir Landwirtschaftliche Botanik, D-53115 Bonn.

1.2 Das Wirt - Pathogensystem Helianthus - Sclerotinia sclerotiorum - Biologie und
Pathogenese

Sclerotinia sclerotiorum gehdrt mit Sclerotinia minor und Sclerotinia trifoliorum zu den
wirtschaftlich bedeutendsten Phytopathogenen der Gattung Sclerotinia. Thnen gemeinsam
ist die Bildung von vegetativen dormanten Dauerorganen — den Sklerotien. Diese sind
durch einen stark melanisierten Cortex sowie medulldr eingelagerte Reserveproteine,
Kohlenhydrate und Lipide gekennzeichnet. Sie werden durch wiederholte diochotome
Teilung der Hyphen und ihrer nachfolgenden multiplen Septierung gebildet (Lumsden &
Dow, 1973; Lumsden, 1979; Kohn, 1979a; Webster, 1993; Moore-Landecker, 1996;
Willetts, 1997; Carlile et al., 2001) und {iberdauern im Boden in Abhingigkeit von
Bodentiefe und Temperatur mehrere Jahre. Fiir die Uberlebensfihigkeit von S. sclerotio-
rum Sklerotien sind bis zu sieben Jahre ermittelt worden (Ben-Yephet et al., 1993).
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Sclerotinia sclerotiorum unterscheidet sich von S. minor und S. trifoliorum durch irregular
geformte, binucledre Ascosporen (Kohn, 1979b) sowie im wesentlich gré8eren Umfang der
befallenen Wirtspflanzen (Held & Heansler, 1953; Melzer et al., 1997; Boland & Hall,
1994; Pratt & Rowe, 1991). Der Ascomycet parasitiert iiber 400 Pflanzenarten in 75
Pflanzenfamilien mit 278 Genera inklusive einem Pterophyten sowie 29 monokotylen
Pflanzen (Ahmad & Mirza, 1987; Farr et al., 1989; Boland & Hall, 1994). Er bedingt neben
dem Krankheitskomplex der Fiule bei Sonnenblumen wirtschaftlich bedeutende Verluste
bei Raps (Rapskrebs, Weilstangeligkeit), der Sojabohne (white mold disease), dem
Kopfsalat (lettuce drop), dem Tabak, der Erdnuss (Stangelfaule) sowie durch Weichfaulen
verursachte Lagerverluste bei Kartoffeln, Mohren, Bohnen und zahlreichen anderen
Lagergemiisen (Jellis et al., 1990; Agrios, 1997).

Primdres Inokulum zundchst nicht befallener Bestinde stellen die windbiirtigen
Ascosporen dar (Abawi & Grogan, 1975; Gulya, 1997). Obwohl die Ascosporenkeimung
innerhalb von vier Stunden erfolgen kann, sind im Durchschnitt 20 - 40h anhaltende freie
Feuchte zur erfolgreichen Besiedlung des pflanzlichen Gewebes notwendig (Payen, 1983;
Hugger, 1989; Ratkos & Nagy, 1992). Das primidre Wachstum des gekeimten
Ascosporenmyzels erfolgt zunédchst saprophytisch (Abawi & Grogan, 1975; Abawi &
Grogan, 1979; Abawi et al., 1975; Lithourgidis et al. 1989). Als Néhrstoffquellen dienen
sowohl floraler (Says-Lesage & Tourvieille, 1988) aber auch extrafloraler Nektar,
seneszentes pflanzliches Gewebe wie Teile der abgebliihten Rohrenbliiten (Lamarque et al.,
1985), nekrotische Blattspitzen (Degener et al., 1998) oder diffusible Assimilate der
Blattspreiten (Sedun & Brown, 1986). Hauptbefallsorte der Ascosporeninfektion sind alle
oberirdischen Pflanzenteile mit Schwerpunkt auf den Blattspreiten und den gedffneten
Bliitenkorben als diejenigen Pflanzenorgane mit der grofften Oberfliche und giinstigen
Inklinationswinkeln zur Ascosporenlandung und zur Feuchteretention. Die Penetration des
Wirtsgewebes erfolgt durch die intakte Cuticula, in seltenen Féllen auch direkt durch
geoffnete Stomata (Jones, 1976; Lumsden & Wergin, 1980), wobei thigmotrope Reize und
Chemoperzeption zur erfolgreichen Besiedlung pflanzlichen Gewebes nicht nachgewiesen
worden sind (Lumsden, 1979). Nach erfolgreicher primérer Penetration der Pflanze erfolgt
deren enzymatische Degradation durch sequenziell sezernierte Endo- und Exoply-
galacturonasen (Favaron et al., 1993; Fraissinet-Tachet et al., 1995; Martel et al., 1998), 3-
Galactosidasen (Waksman, 1988; Waksman 1989); Phosphatidasen (Lumsden, 1976),
Pectinmethylesterasen (Morall et al., 1972), Cellulasen (Riou et al., 1991) sowie saurer
Proteasen (Poussereau et al., 2001). Zuséitzlich wird nach Erreichen eines stabilen Wirt —
Parasit - Verhiltnisses Oxalsdure sezerniert. Diese gilt neben den lytischen Enzymen als
einer der Hauptpathogenititsfaktoren fiir Sclerotinia sclerotiorum (Noyes & Hancock,
1981; Ziman et al., 1998; Godoy et al., 1990). Zusammenhédnge zwischen der Aggressivitit

des Pilzes und den sezernierten Mengen an Enzymen oder Oxalsdure sind hierbei nicht
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konstant, sondern dndern sich in Abhingigkeit vom untersuchten Isolat (Lumsden, 1979).
Neben der Senkung des pH-Wertes, der Chelatisierung von extrazelluldren Ca*"-Ionen und
der damit verbundenen Aktivitétssteigerung der parallel sezernierten lytischen Enzyme
(Bateman & Beer, 1965; Lumsden, 1979; Marciano et al., 1983; Dutton & Evans, 1996)
wird der Oxalsdure auch eine Funktion zur Inhibierung von 0-Diphenoloxidasen
(Laccasen) und damit in der Unterbindung nekrotisch - melanisierender Reaktionen
zugeschrieben (Ferrar & Walker, 1993). Infiziertes Gewebe erscheint aufgrund der
lytischen Enzymaktivitdt wassergeséttigt und bricht infolge der vollstdndigen Mazeration
zusammen. In den induzierten Lasionen wandert hierbei das Pilzmyzel direkt hinter der
Lisionsfront. Damit ist die Lasionsextension direkt mit der Myzelaktivitdt im penetrierten
Gewebe assoziiert (Sedun & Brown, 1989). Die Erndhrung des parasitierenden Thallus
erfolgt bei Sclerotinia sclerotiorum ausgesprochen perthotroph — nekrotroph, in dem die
den penetrierenden Hyphenspitzen vorausliegenden Zellen durch Einwirkung der
sezernierten Enzyme und der Oxalsdure abgetdtet werden (Lumsden, 1979; Venette, 1998).
Ein biotrophes Stadium ist zu keinem Zeitpunkt der Pathogenese nachweisbar. Auf die
Mazeration des Gewebes folgt nach ca. 8-14 Tagen die Vollendung der Pathogenese durch
die Bildung von Sklerotien auf der Pflanzenoberfliche und besonders in entstandenen
Kavitdten wie dem parenchymreichen Stingellumen.

Neben der Infektion iiber Ascosporen konnen auch die Sklerotien als Inokulum zur
Infektion dienen (Ekins et al., 2002). Thre Auskeimung im Boden erfolgt in Abhingigkeit
von der Bodentemperatur und Feuchte in zwei distinkten Formen (Lumsden, 1979; Huang
& Kozub, 1991b; Sun & Yang, 2000). Eine vorherige Kélteinduktion fiihrt zur carpogenen
Keimung mit der Ausbildung von Apothecien und der nachfolgenden Freisetzung von
Ascosporen. Durch die infizierte Vorfrucht in die obersten 2 - S5cm Bodenschicht gelangte
Sklerotien bilden dabei den Hauptanteil der fruchtkorperbildenden Dauerorgane. Die
Pravalenz der Apothecienbildung und des Ascosporenfluges liegt hierbei in Mitteleuropa
zwischen April und September. Jedes Apothecium kann dabei zwischen 2 - 30 Mio.
Ascosporen und in Abhéingigkeit von der Bodenfeuchtigkeit iiber einen Zeitraum von bis
zu 20 Tagen freisetzen (Venette, 1998; Hugger, 1989). Stark Sclerotinia befallene
Standorte kdnnen Apotheciendichten bis zu 40.000 Fruchtkorper / ha aufweisen (Venette,
1998).

Ohne Kilteinduktion und bei geringer Luftfeuchtigkeit erfolgt die mycelogene Keimung
der Sklerotien mit der nachfolgenden bodenbiirtigen Infektion der Wurzel und Stingelbasis
(Nelson & Lamey, 2000; Ekins et al., 2002). Unter mitteleuropdischen Klimaverhéltnissen
kommen beide Infektionsarten vor, jedoch mit starker Prévalenz zur Ascosporen
vermittelten Blatt- und Korbinfektion (Degener et al., 1998). Der Blattinfektion folgt
anschlieBend die Stangelfaule durch Penetration des Sclerotinia-Myzels iiber die Petiole in
die Sprossachse (Masirevic & Gulya, 1992; Degener et al., 1998). Dieses fiihrt letztendlich
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zum Zusammenbruch der oberirdischen Pflanzensubstanz und zum Verlust der

Ertragskomponente ,,Bliitenkorb*.

Abbildung 2: Krankheitszyklus der Sclerotinia sclerotiorum Fdule bei Sonnenblumen
(Helianthus annuus L.)
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1.3 Bekimpfungsstrategien

Der Krankheitskomplex der Sclerotinia-Faule kann prinzipiell sowohl iiber
pflanzenbauliche MaBBnahmen, den Einsatz von Hyperparasiten als auch durch den Anbau
toleranter Sorten in Grenzen kontrolliert werden.

Eine Anbaupause von drei bis fiinf Jahren innerhalb der Fruchtfolge kann die Anzahl an
Sklerotien im Boden signifikant reduzieren (Adams & Ayers, 1979; Termorshuizen, 2002),
ist jedoch bei den heutigen engen Fruchfolgesystemen und dem grofen Wirtspflanzen-
spektrum des Pathogens hédufig mit Schwierigkeiten verbunden. Ebenso sollen eine
wendende Bodenbearbeitung (Kurle et al., 2001) sowie eine Erhéhung des Boden pH-
Wertes iiber eine Kalkung die Vitalitit der Sklerotien reduzieren und somit die Anzahl an
Primérinfektionen vermindern (Gulya et al., 1997; Abawi & Widmer; 2000).

Durch die Wahl der Pflanzendichte kann ein Einfluss auf wesentliche Parameter des
Mikroklimas wie z.B. der Bestandesfeuchte bewirkt werden. Dieses kann indirekt iiber die
Beeinflussung der Boden- und Blattfeuchte sowohl die Anzahl an induzierten Apothecien
als auch die mycelogenen Keimung vermindern und somit Primérinfektionen reduzieren
helfen (Hoes & Huang, 1976; Peres et al., 1989). Ebenso werden iiber den Anbau von

frithreifen Sorten und/oder durch frihere Aussaatzeiten eine schnellere Abreife der Korbe
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im Herbst und hieriiber eine Verminderung der Korb- und Blattinfektionen erreicht (Clarke
et al., 1992; Slatter, 1992). Diesem sind jedoch unter mitteleuropdischen Klimaverhéltnis-
sen enge Grenzen gesetzt, da sowohl keine echten frithreifen Sorten verfiigbar sind und
sich das in weiten Teilen Deutschlands atlantisch geprigte Klima im Sommer und
Frithherbst nur in extremen Jahren niederschlagsarm darstellt.

In der Bodenmikroflora existieren zahlreiche Nahrungskonkurrenten und Hyperparasiten
von Sclerotinia sclerotiorum (Zazzerini & Tosi, 1985). Insbesondere die im Boden
iiberdauernden Sklerotien stellen das Nahrsubstrat fiir einige hocheffektive Hyperparasiten
dar und werden fiir ein vorbeugendes und nachhaltiges Bekdmpfungsverfahren zur
Reduktion der Inokulumdichte erwogen (Huang & Hoes, 1976; Huang, 1980, Tu, 1997; El-
Tarabily et al., 2000). Als effektive Hyperparasiten der Sklerotien konnten unter anderem
Coniothyrium minitans (Tu, 1984; Huang & Kozub, 1991a; Whips & Gerlagh, 1992;
McQuilken et al., 1997; Giczey et al., 2001), Tichoderma ssp. (Wu, 1991; Escande et al.,
2002), Gliocladium virens (Wu, 1991) und Sporidesium sclerotivorum (Adams & Ayers,
1981; Adams & Ayers, 1983) evaluiert werden. Bislang konnte von diesen Hyperparasiten
C. minitans in einem praxisreifen Verfahren als bodenapplizierbares Sporengranulat
umgesetzt werden und bewirkt, bei allerdings jéhrlich zu applizierenden stark erhéhten
Aufwandmengen, einen signifikanten Abbau des Sklerotienpotentials iiber mehrere Jahre
(Gerlagh et al., 1999; von Tiedemann et al., 2001).

Sowohl pflanzenbauliche Verfahren als auch die Biokontrolle iiber Hyperparasiten fiihren
zwar zu einer effektive Reduktion der Sklerotiendichte am Standort, verhindern jedoch
nicht den anemochoren Ascosporeneintrag aus benachbarten Standorten. Dieser kann noch
aus Entfernungen von 40km erfolgen (Lefol & Morrall, 1997; Venette, 1998).

Neben den klassischen Bekdmpfungsstrategien wird in jiingster Zeit in der Reduktion
hoher Oxalsdurekonzentrationen im infizierten Gewebe iiber transgene Pflanzen als eine
Moglichkeit der Schadensminderung erachtet (Kesarwani et al., 2000; Scelonge et. al.,
2000; Lu et al., 2000; Cober et al., 2003). So konnten Scelonge et. al. (2000), Lu et al.
(2000) sowie Bazzalo et al. (2000) durch Agrobacterium vermittelte Integration einer
konstitutiv exprimierten Oxalatoxidase aus Gramineen reduzierte Blatt- und Stangelldsio-
nen der Transformanten nachweisen. Der resistenzvermittelnde Effekt war jedoch lediglich
bei Transformanten mit Sclerotinia tolerantem, genetischen Hintergrund signifikant
effektiver als bei suszeptiblen Ausgangspflanzen zur Transformation. Ebenso konnten
Cobert et al. (2003) durch Agrobacterium vermittelte Integration einer Oxalatoxidase in
Sclerotinia suszeptible Sojabohnen - Linien zwar eine erhohte Stingelresistenz
nachweisen, die jedoch nicht das Resistenzniveau bereits verfiigbarer, partiell resistenter
Sorten iibertraf. Zusdtzlich impliziert dieser monogene, transgene Ansatz einen ebenso

monogen determinierten Pathogenititsfaktor Oxalsdure, der jedoch nicht in allen
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Sclerotinia Isolaten als kausaler Aggressivitatsfaktor ermittelt werden konnte (Lumsden,
1979; Magro et al., 1988; Callahan & Rowe, 1991).

1.4  Resistenzniveau der Kultursonnenblume gegeniiber Sclerotinia-Befall und
Resistenzscreening

Die ausgesprochen perthotrophe Verhaltens- und Erndhrungsform, das beachtliche
Wirtspflanzenspektrum (Boland & Hall, 1994) sowie die Vielzahl an Pathogenitétsfaktoren
von Sclerotinia sclerotiorum implizieren eine extreme Anpassungsfihigkeit des Pilzes an
seinen Wirt. Diese Eigenschaften haben bislang noch in keiner von diesem Pathogen
befallenen Kulturpflanze zur ErschlieBung kompletter Resistenzen gefiihrt (Steadman,
1979; Seiler, 1992; Masirevic & Gulya, 1992; Gulya et al., 1997; Subbarao, 1998). Auch in
den kultivierten Sorten, Hybriden und Linien der Sonnenblume konnten bislang keine
echten Resistenzen gegeniiber den verschiedenen Infektionsformen von Sclerotinia
sclerotiorum erschlossen werden. Unter ungiinstigen klimatischen Bedingungen zur
Infektion und Parasitisierung der Sonnenblume zeigen resistent und anfillig getestete
Sorten und Linien zwar genotypische Unterschiede, die jedoch unter favorisierenden
Witterungsbedingungen fiir den pilzlichen Parasitismus marginal ausfallen oder nicht mehr
existent sind. Die CETIOM (Centre Technique Interprofessionnel des Oléagineux
Métropolitaines) klassifiziert 22% ihrer 114 vertriebenen F-Hybriden als Genotypen mit
Toleranzen gegeniiber Sclerotinia ein, jedoch keinen einzigen als resistenten (Gulya et al.,
1997).

Resistenzphdnomene der Kultursonnenblume gegeniiber Sclerotinia sowie deren
Erblichkeit sind komplex und die Resistenz von F;-Hybriden kann hiufig nicht aus dem
Resistenzverhalten der Parentallinien vorhergesagt werden (Pirvu et al., 1985). Resistenzen
gegen Sclerotinia im Genpool der kultivierten Sonnenblume sind partieller Natur und
polygen determiniert (Miller, 1987; Robert et. al,. 1987; Skoric, 1992; Mestries et al., 1998;
Castafio et al., 2001), wobei additive Effekte dominieren (Vear & Tourvieille, 1988;
Tourvieille & Vear, 1990, Grezes-Besset et al., 1994; Achbani et al., 1996). Dabei ist ein
Teilaspekt dieser Polygenitit auch in dem divergierenden Resistenzverhalten von
unterschiedlichen Pflanzenorganen wie Wurzel, Blatter, Stingel, Bliitenknospe und
blithender Korb desselben getesteten Genotypen zu sehen (Robert et. al., 1987; Thuault &
Tourvieille, 1988; Castafio et al., 1993; Rashid & Dedio, 1994; Vear et al., 2000; Castafio
et al., 2001). Infolgedessen werden die unterschiedlichen Befallssituationen von Sclerotinia
zu den divergent reagierenden Pflanzenorganen der Sonnenblume in der
phytopathologischen Literatur als eigenstindige Krankheiten aufgefasst (Gulya et al.,
1997). Adédquate Toleranzen in verschiedenen Pflanzenteilen gegeniiber Sclerotinia Befall
sind dartiber hinaus duBerst selten in Ausgangspopulationen zu finden (Gulya et al., 1986;

Skoric, 1988) und implizieren eine separate Evaluierung und ziichterische Bearbeitung
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jedes einzelnen Pflanzenteiles zur Erzeugung resistenter Genotypen in den
unterschiedlichen von Sclerotinia befallenen Pflanzenteilen.

Zur ErschlieBung von Sclerotinia Resistenzen liegen zahlreiche Testverfahren vor und
umfassen sowohl das frithe Screening im Keimlingsstadium (Huang & Dorrell, 1978;
Tourvieille & Vear, 1990) als auch das adulter Pflanzen mit Hilfe artifizieller
Myzelexplantate oder durch Ascosporenapplikationen. Korrelationen zum natiirlichen
Befall bzw. Befallsverlauf sowie zum tatsdchlichen, unter natiirlichen Bedingungen
beobachteten Ertragsverlust, werden hierbei nicht immer erzielt und fiihren hierdurch nur
bei einem Teil der Evaluierungen zu einem messbaren Selektionserfolg (Skoric & Rajéan,
1992). Im Allgemeinen besteht kein Zusammenhang zwischen den Resistenzen im
juvenilen Keimlingsstadium und den unter natiirlichen Bedingungen beobachteten Welke-
und Fauleresistenzen adulter Pflanzen (Huang & Dorrell, 1978; Tourvieille & Vear, 1990;
Gulya et al., 1997). Zusitzlich erfasst jeder Test in Abhédngigkeit vom Inokulat (Myzeltest
bzw. Ascosporentest) und der verwendeten Technik (Anwendung an intakter Pflanze oder
nach Verwundung der Pflanze) unterschiedliche Resistenzen bzw. Resistenzkomponenten
des polygen determinierten Merkmals und bedingt das zeit- und arbeitsaufwendige multiple
Screening von Genotypen mit Hilfe differenzierender Testverfahren (Marum et al., 1994;
Castaflo et al., 2001). Der Moglichkeit zum simultanen Screening von Genotypen sind
jedoch infolge starker Wechselwirkungen zwischen den Testverfahren enge Grenzen
gesetzt und konnten z.B. von Castafio et al. (1989) fiir die artifizielle Wurzel- und
Kopfinfektion ermittelt werden. Die Suche nach Sclerotinia resistenten Varietiten iiber
kiinstliche Sclerotinia - Testinokulationen ist dariiber hinaus in allen Kulturpflanzen haufig
durch das Fehlen frither und robuster phidnotypischer Selektionskriterien erschwert und
impliziert die Ermittlung mehrerer phinotypischer Resistenzmarker (Lisionsldngen,
Inkubationszeiten, Latenzzeiten, Infektionshidufigkeiten) mit anschlieBender Evaluierung
des Besten (Degener et al., 1998; Wegulo et al., 1998). Zum Krankheitskomplex der
Stangelfaule in Helianthus annuus konnten dabei zwischen der artifiziellen
Stdngelinokulation mit Myzelexplantaten hohe Korrelationen zum erwarteten
Ertragsverlust (Bazzalo et al.; 1991; Sala et al.; 1994; Castafo et al., 1993) sowie mit einer
kiinstlichen Myzelinokulation der Blattspitzen hohe Korrelationen zum natiirlichen
Krankheitsverlauf in der Kultursonnenblume (Castafo et al., 1992; Degener et al., 1998)
ermittelt werden. Sie werden inzwischen in den meisten Ziichtungsprogrammen zur
ErschlieBung von Resistenzen gegeniiber Sclerotinia-Stangelfaule in Linien und Sorten der
Kultursonnenblume angewendet (Castafio et al., 1992, Castafio et al., 1993; Achbani et al.,
1994; Degener et al., 1998, Kohler & Friedt, 1999).
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1.5  Resistenzfaktoren der Gattung Helianthus gegeniiber Sclerotinia sclerotiorum

Resistenzfaktoren gegeniiber phytopathogenen Pilzen kdnnen sowohl konstitutiver als auch
induzierter Natur sein und umfassen sowohl mechanisch-strukturelle als auch bio-
chemische Komponenten, die in ihrer variablen Kombination die Gesamtheit von Resis-
tenzphdnomen bewirken (Elstner et al., 1996; Schweizer & Metraux, 1996; Agrios, 1997).
Die ausgesprochen particlle Natur der Sclerotinia Resistenz der Gattung Helianthus sowie
jeder anderen von diesem Pilz parasitisierten Kulturpflanze impliziert eine mehr oder
weniger gro3e Anzahl an Genen bzw. Genprodukten, die additiv zur Resistenz beitragen.

Morphologisch-strukturelle  Resistenzfaktoren konnten dabei bislang selten in
Abhingigkeit divergierender Resistenzniveaus ermittelt werden. So konnten Mitriou-
Radulescu et al. (1981) keine anatomischen Unterschiede der Sprossachse zwischen
stdngelfduleresistenten und anfilligen Hybriden ermitteln. Bazzalo et al. (1991) konnten
dagegen schwache und inverse Abhingigkeiten des lignifizierten Xylemgewebes der
basalen Sprossachse zum variierenden Resistenzniveau bei basaler Stingelfdule ermitteln.

Infolge der Absenz von Penetrationsbarrieren oder Inhibitoren gegeniiber der primédren
Infektion von Sclerotinia in Pflanzenteilen annueller Kulturpopulationen der Gattung
Helianthus konzentrieren sich die Resistenzermittlungen in der Regel auf die Ausbreitung
des Myzels im bereits penetrierten pflanzlichen Gewebe. Hierbei zeigten biochemische
Studien eine starke Abhéngigkeit vom Phenolmetabolismus. Die Kultursonnenblume weist
nach Sclerotinia sclerotiorum Infektion der Sténgelbasis (Bazzalo et al., 1985; 1987 &
1991) der Stingelnodien, Blitter, Blattpetiolen, des Hypokotyls (Avila, 1984; Yang, 1986)
und der Bliitenkorbe (Prats-Pérez et al., 2000a) erhohte Gehalte an loslichen phenolischen
Inhaltsstoffen auf. Hierbei werden priaformierte Phenolderivate vom Prohibitin und
Inhibitin-Typus (Ingham, 1973) fiir die praktische Ziichtungsarbeit der Sonnenblume als
potentiell nutzbar erachtet. Von den phenolischen konstitutiven Inhaltsstoffen konnten
bislang Derivate der Caffeoylchinasdure (5-O-Caffeoylchinasidure; Chlorogenséure) als
resistenzbegleitende phenolische Hydroxyzimtsdure-Abkommlinge detektiert werden.
Diese sind vor Infektion in Spuren nachweisbar, werden jedoch postinfektionell stark
akkumuliert. Insbesondere Isochlorogensdure (1,5-; 3,4-; 3,5- sowie 4,5-O-
Dicaffeoylchinasdure) weisen hierbei in vitro fungistatische Effekte gegeniiber Sclerotinia
ssp. auf (Bazzalo et al., 1985) und konnten als biochemisch - phinotypische Marker zur
Sclerotinia Toleranz in Sprossachsen von Inzuchtlinien ermittelt werden (Bazzalo et al.,
1985). Caffeoylchinasduren konnten jedoch in der angewandten Ziichtungsforschung
bislang weder im annuellen noch im perennierenden Helianthus Genpool als robuste
Marker zur Sclerotinia Myzelausbreitung in Blattern verifiziert werden (Tourvieille et al.,
1997). Freilanduntersuchungen von Castafio et al. (1992) und Hemery-Tardin et al. (1998)

an Phenolfingerprints von Helianthus Inzuchtpopulationen und deren Nachkommen zeigen
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indes, dass praformierte Blattphenolgehalte eine starke Korrelation zur Myzelausbreitung
und zur Lisionsldnge aufweisen. Praformierte Phenolgehalte werden in beiden Arbeiten als
putative und kostengiinstig zu evaluierende Marker der Sclerotinia-Blattresistenz in
Helianthus vorgeschlagen. Konstitutive Blattphenole werden dariiber hinaus auch
innerhalb der perennierenden Wildarten als prédinfektionelle Resistenzfaktoren diskutiert
(Mondolot-Cosson & Andary, 1994; Andary et al., 1996; Mondolot-Cosson et al., 1997).
Akkumulationen von Phenolen des Phytoalexintypus konnten bislang nach Sclerotinia
Infektion nicht detektiert werden und sind im Wirt-Pathogensystem Helianthus-Sclerotinia
als praktikable Resistenzmarker bzw. Faktoren bisweilen nicht erschlossen worden.
Urdangarin et al. (1999) konnten jedoch eine starke, das Myzelwachstum von Sclerotinia
hemmende, in vitro Aktivitit des 7-hydroxylierten Cumarins Scopoletin und insbesondere
dessen Lacton Ayapin nachweisen. Beide Cumarine werden als Stress - Phytoalexine der
Gattung Helianthus bei biotischen (Tal & Robeson, 1986a; Tal & Robeson, 1986b; Spring
et al., 1991; Olsen & Roseland, 1991; Benz, 1995; Serghini et al., 2001) und abiotischen
Reizen (Koeppe et al., 1969; Gutiérrez et al., 1995; Gutiérrez-Mellado et al., 1996;
Cabello-Hurtado et al., 1998) induziert. Sie wurden dagegen bislang nicht bei Sclerotinia
Inokulationen nachgewiesen. Thnen wird jedoch aufgrund ihres allgemein defensiven
Potentials gegeniiber einem groflen Spektrum an mikrobiellen Schadorganismen sowie
ihrer ubiquitdren Induzierbarkeit in Helianthus ssp. eine Bedeutung als Zielmolekiile der
klassischen als auch biotechnologisch orientierten Sonnenblumenziichtung zur Erzeugung
pathogenresistenter Linien und Sorten beigemessen (Prats-Pérez et al.; 2000b).

Die Beteiligung induzierter phenolischer Inhaltsstoffe an der Sclerotinia-Resistenzreaktion
der Stingel impliziert hierbei die Gegenwart stress- bzw. pathogensensitiver Induktions-
mechanismen des initialen Phenolstoffwechsels (Prats-Pérez et al.; 2000b). Dieser wurde
jedoch bislang aufgrund der geringen Variation in der Sclerotinia-Resistenz annueller

Zuchtpopulationen weder biochemisch noch molekularbiologisch niher charakterisiert.

1.6  Pflanzliche Pathogenerkennung als wesentliche Vorraussetzung induzierter
Abwehrmechanismen
Die phytopathologische Literatur bedient sich zum Verstéindnis der Pflanze — Pathogen —
Interaktionen in Abhédngigkeit der verschiedenen Ebenen pflanzlicher Resistenzphdnomene
unterschiedlicher Arbeitshypothesen (Kombrink & Somssich, 1995; Prell, 1996; Ebel &
Mithéfer, 1998; Hutcheson, 1998; Somssich & Hahlbrock, 1998; Scheel, 1999; Prell &
Day, 2001). Unter natiirlichen Bedingungen kénnen Pflanzen von der iiberwiltigenden
Mehrzahl der phytopathogenen Pilze nicht parasitiert werden, da sie fiir diese keinen Wirt
reprasentieren. Dieses Resistenzphdnomen wird als Nichtwirtresistenz, Basisresistenz bzw.
Basisinkompatibilitit bezeichnet, ist genetisch komplex determiniert, hdufig unspezifisch

und stellt die erste Ebene der pflanzlichen Abwehr dar. Diese Nicht — Wirts Beziehungen
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zeichnen sich durch eine dauerhafte, vollige Resistenz gegen den entsprechenden Nicht —
Pathogen aus, werden polygen determiniert und sind auf dem Niveau von Spezies
(Kulturpflanzenart — Pathogenart) definiert (Heath, 1985; Ride, 1985). Dem seltenen Fall
eines pilzlichen Parasitismus liegt demgegeniiber eine Basiskompatibilitit des pflanzlichen
Organismus zugrunde und wird vom Pathogen durch speziell ausgerichtete
Pathogenitiitsfaktoren zur Uberwindung der Basisresistenz ermdglicht (Shaner et al., 1992).
Die Pflanze ist dann potentieller Wirt des Pathogens und die Pathogen — Pflanze -
Interaktion wird als kompatibel umschrieben. Trotz bestehender Basiskompatibilitét
konnen Pflanzen im Zuge ihrer Phylogenese als auch durch ziichterische Bearbeitung eine
zweite Ebene meist induzierter Abwehrstrategien beinhalten, die eine erfolgreiche
Besiedlung des Pathogens verhindern und als Wirtsresistenz benannt wird. Diese
Interaktionen werden als inkompatibel bezeichnet, sind durch hohe Spezifitit
charakterisiert und zeichnen sich im Vergleich zur Basisresistenz durch einfachere
genetische Konstitutionen mit hiufig mono- bzw. oligogenen Erbgéngen aus (Agrios,
1997; Prell, 1996; Prell & Day, 2001). Diese auf der zweiten Ebene der pflanzlichen
Abwehr beruhenden Inkompatibilititen sind in der Regel auf dem taxonomischen Niveau
von Rassen (Kulturpflanzensorten — forma specialis des Pathogens) definiert. Die
Wirtsresistenz einer Pflanze gegeniiber bestimmten forma specialis eines Pathogens ldsst
sich hierbei iiber die Gen — fliir — Gen Hypothese erkldren, in dem fiir jedes pflanzliche
Resistenzgen ein komplementéres Avirulenzgen des Pathogens existiert (Flor, 1942; Flor,
1956; de Wit 1992; Bent, 1996). Zusitzlich handelt es sich hdufig um genetisch
kommunizierende Systeme, die coevolutiven Selektionsmechanismen unterliegen (Burdon
& Thrall, 1999; Takken & Joosten, 2000; Richter & Ronald, 2000). Als induzierte
Abwehrmechanismen konnen hierbei zwei physiologisch-biochemische Strategien
angetroffen werden: a) die so genannte hypersensitive Reaktion (HR), die aus dem
hypersensitiven Zelltod der unmittelbar vom Pilz penetrierten Zellen resultiert und
hierdurch dem Pathogen die Nahrungsgrundlage entzieht (Goodman & Novacky, 1994;
Naton et al., 1996; Greenberg, 1997) sowie b) die vom Pathogen betroffenen Zellen bzw.
Gewebe iiberleben die Infektion und bewirken den Aufbau neuer Abwehrmechanismen
gegen das Pathogen und wird mit non - hypersensitive resistance bzw. histologischer
Resistenz bezeichnet (Prell, 1996; Prell & Day, 2001; Agrios, 1997).

Induzierte Abwehrmechanismen implizieren zunédchst die Erkennung des Pathogens durch
die Pflanze (Keen, 1990; Boller, 1995), welches aus theoretischen Uberlegungen durch das
biochemische Signal (Ligand; Elicitor) — Rezeptor — Modell erkldrt wird und die
Perzeption des Pathogensignals durch den Rezeptor beinhaltet (Dixon & Lamb, 1990;
Gabriel & Rolfe, 1990; Yang et al., 1997). Im idealisierten Fall werden hierbei die Signale
jeweils durch das Avirulenzgen des Pathogens, die Rezeptoren durch das Resistenzgen der
Pflanze codiert (de Wit, 1995; Jones et al.,, 1994; Parker et al., 1997). Fiir kein
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Resistenzgenprodukt konnte allerdings bisher die postulierte Funktion als pflanzlicher
membranstindiger Elicitorrezeptor fiir Avirulenz-Proteine von Pilzen als Liganden
nachgewiesen werden, obwohl strukturelle Merkmale, wie Transmembrandoménen und
leuzinreiche Protein/Protein-Interaktionsdoménen (LRR), prinzipiell darauf hinweisen
(Mindrinos et al., 1994; de Wit, 1995; Meyers et al., 1999; Ellis et al., 2000).

Die bislang dargestellten theoretischen Zusammenhidnge wurden durch =zahlreiche
Interaktionen von Pflanzen mit biotrophen oder zumindest tempordr biotrophen
Pathogenen entwickelt. In Folge dessen entziehen sich die Arbeitshypothesen der
pflanzlichen Resistenz der Interaktion mit perthotrophen Phytopathogenen wie Sclerotinia
sclerotiorum oder des taxonomisch nahe verwandten opportunistischen Parasiten Botrytis
cinera (Grauschimmel). Thr iiberaus breiter Wirtspflanzenkreis iber zahlreiche
Pflanzenfamilien hinweg lassen die Unterscheidung in Basisresistenz und wirtsspezifische
Resistenz marginal erscheinen. Fiir die Uberwindung der pflanzlichen Basisresistenz
besteht bei diesen Pathogenen eine duflerst geringe Spezifitit (Prell, 1996). Eine Vielzahl
von Studien der vergangenen Jahre hat dagegen gezeigt, dass die Pathogenerkennung als
auch die induzierten Abwehrmechanismen der Wirts- und Nichtwirtsresistenz dhnlich, in
vielen Fillen wahrscheinlich sogar identisch sind (Hammond-Kosack & Jones, 1996, Ebel
& Scheel, 1997, Heath, 2000; Vleeshouwers et al., 2000). Die Erkennung der phytopatho-
genen Pilze liber exogene und/oder endogene Elicitoren bildet hierbei das initiale Ereignis
einer Signaltransduktionskette. Sehr frilhe messbare Reaktionen der Signaltransduktion
sind hierbei die Anderung von Membranpotentialen durch Offnung spezifischer K™, H', CI
sowie Ca’" Tonenkanile und dem nachfolgenden cytoplasmatischen Anstieg der Ca®"
Konzentration (Schwacke & Hager, 1992; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Able et al.,
2001). Zusitzlich wird haufig parallel die Aktivierung reaktiver Sauerstoffspezies (AOS)
wie ¢O,’, H,O, und ¢OH beobachtet (Bolwell et al., 2002), die im so genannten oxidativen
Burst zusammengefasst werden und durch Aktivierung membrangebundener NADPH-
Oxidasen generiert werden (Dangl et. al., 1996; Low & Merida, 1996; Lamb & Dixon,
1997; Vranova et al.,, 2002). Durch die Weiterleitung des primdren cytoplasmatischen
Signals iiber Phospholipasen, Phosphatasen sowie Proteinkinasen (Yang et al., 1997)
werden final diverse Transkriptionsfaktoren aktiviert sowie zahlreiche pathogenesis related
(PR) Proteine mit teilweise antimikrobiellen bzw. fungistatischen Eigenschaften wie
Chitinasen, -1,3-Glucanasen, Proteinasen, Thionine sowie Peroxidasen de novo exprimiert
(Kombrink & Sossmich, 1995; Yun et al., 1997). In diesem Kontext wird auch die de novo
Synthese von Phytoalexinen bzw. niedermolekularer Metaboliten des sekundéren
Stoffwechsels iiber die Aktivierung von dessen Schliisselenzymen in befallenen und / oder
angrenzenden Geweben induziert (Darvill & Albersheim, 1984; Harborne, 1999). Die
Neusynthese von niedermolekularen sekundidren Metaboliten kann sowohl begleitend zur

HR-Reaktion als auch zur histologischen Resistenzreaktion erfolgen und als ein Teilaspekt
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der pflanzlichen Abwehr den pilzlichen Parasitismus begrenzen bzw. inhibieren (Anderson,
1991; Oku & Shiraishi, 1994; Osbourn, 1996; Greyer & Kokubun, 2001).

1.7  Pathogensensitiver Phenolmetabolismus

Pflanzen, deren pathogeninduzierte Abwehrmechanismen auf der Akkumulation
phenolischer Inhaltsstoffe beruhen, zeigen meist eine vorausgehende pathogen sensitive
Induktion einiger Schliisselenzyme des initialen Phenolstoffwechsels. Die iiber die
zahlreichen induktiven Mechanismen vermittelte Resistenz bleibt allerdings nur dann
wirksam, wenn sie rechtzeitig, effizient und sensitiv aktiviert werden.

Als primére Induktionssignale konnten hierbei zahlreiche Elicitoren aus der Interaktion
Pflanze — Pilz nachgewiesen werden, deren Erkennung im Wesentlichen an der
Zelloberflache erfolgt (Hahlbrock & Scheel, 1987; Niirnberger et al, 1995; Hammond-
Kosack & Jones, 1996). Wihrend als endogene Elicitoren die aus der pflanzlichen
Zellwand durch lytische Enzyme des Pathogens herausgelosten Poly- und Oligosaccharide
bekannt sind (Ryan & Farmer, 1991), kommen exogene Elicitoren in groferer struktureller
Vielfalt vor. Deren Herkunft stammt meist vom Pathogen selbst. Sie représentieren neben
Oligosacchariden (Sharp et al., 1984) auch Glykoproteine (Parker et al., 1991), Proteine
(Sholtens-Toma & de Wit, 1988) und Fettsduren (Bostock et al.,, 1982). Als
pathogensensitives System in zahlreichen inkompatiblen Interaktionen ist dabei die
Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) Enzymaktivitit erhoht, deren resistenzvermittelnder
Einfluss dariiber hinaus in zahlreichen Inhibitorstudien gezeigt werden konnte (Fritzemeyer
et al., 1987; Hahlbrock & Scheel, 1989; Freytag & Hahlbrock, 1992; Bate et al., 1994;
Dixon & Paiva, 1995; OBwald, 1995; Elstner et al., 1996; Mayr et al., 1997). Als initiales
Schliisselenzym des sekundédren Phenylpropanoidstoffwechsels stellt die PAL durch
Desaminierung von Phenylalanin zu trans-Zimtsdure eine essentielle Vorstufe fiir den
nachfolgenden Lignin-, Suberin-, Flavonoid-, Cumarin- sowie Hydroxyzimt-
saurestoffwechsel bereit, deren Bedeutung zur induzierten Resistenz in zahlreichen
Untersuchungen von Wirts — Pathogen Beziehungen belegt ist (Kuc & Rush, 1985; Blount
et al., 1993; Barz, 1997; Barber et al., 2000). Ihre durch Stressfaktoren induzierte
Aktivitatssteigerung stellt einen starken metabolischen sink fiir den Kohlenhydrat und N-
Stoffwechsel dar. Dieser wird iiber die Bereitstellung der Assimilate des vorgelagerten
Shikimatstoffwechsels, der Glykolyse und des Pentosephosphatstoffwechsels (Davin &
Lewis, 1992; Dixon et al., 1992; Herrmann, 1995; Batz et al., 1998) bewirkt.

Neben dem aktivierten Phenolstoffwechsel sind hédufig dazu parallel in zahlreichen
Resistenzreaktionen begleitend erhdhte Peroxidase (POX)-Aktivitdten identifiziert worden,
die neben der PAL als generelle Resistenzmarker erachtet werden (Hammerschmidt et al.,
1982; Stermer & Hammerschmidt, 1984; Srivastava, 1987; Reuveni et al., 1990; Lorenzini
et al., 1994; Casal et al., 1994; Reuvueni, 1995). Der Beitrag pflanzlicher Peroxidasen zum
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Resistenzphdnomen umfasst dabei eine Vielzahl von unterschiedlichen Mechanismen wie
der verstirkten Lignifizierung der Zellwénde (Kombrink & Somssich, 1995), der Bildung
fungitoxisch - radikalischer Melanine in nekrotischen Reaktionen (Elstner, 1990; OBwald,
1995; Elstner, 1996), induzierter Suberineinlagerungen in Zellwénde (Bolwell et al., 1997;
Bernards & Lewis, 1998), sowie der Zellwandfestigung iiber die Polymerisierung
hydroxyprolinreicher Glykoproteine (Bradley et al., 1992; liyama et al., 1994, Of3wald,
1995; Warneck et al., 1997; Jackson et al., 2001). Dariiber hinaus scheinen Peroxidasen in
einigen Pflanzenfamilien eine modifizierende Funktion in der Phytoalexinsynthese zu
besitzen (Kobayashi et al., 1994).

1.8  Der natiirliche Helianthus Genpool — Quelle fiir Diversitit und Pathogen-
Resistenzen

Der natiirliche Helianthus Genpool Nord- und Mittelamerikas stellt die genetische Basis
der Kultussonnenblume dar. Er beinhaltet mit 49 Arten, 19 Subspezies mit 12 annuellen
und 37 perennierenden Arten einen der groften Formenkreise und Variabilititen bei
Kulturpflanzen (Seiler 1992; Skoric, 1993; Seiler & Rieseberg, 1997). Nach Anascenko
(1982) lassen sich drei spezifische Basisgenome mit der Chromosomengrundzahl n = 17
unterscheiden, die durch RAPD-Analysen perennierender und annueller Wildarten
weitestgehend bestitigt werden konnten (Sivolap & Solodenko, 1998; Sossey-Alaoui et al,
1998). Hierbei hat das spezifische Genom A sein Genzentrum in den siidlichen Appalachen
und ist charakteristisch fiir die meisten perennierenden Helianthus-Arten. Das spezifische
Genom B besitzt sein Genzentrum in den Rocky Mountains und ist durch die annuellen
Wildarten charakterisiert, wihrend das spezifische Genom C ebenfalls aus den Rocky
Mountains stammt und durch die westamerikanischen perennierenden Arten H. ciliares
und H. pumulis reprisentiert wird.

Die phylogenetischen und taxonomischen Verhiltnisse in der Gattung Helianthus sind
komplex und nicht vollstindig geklart (Schilling & Heiser, 1981; Schilling et al., 1998).
Die Gattung enthdlt 11 polyploide und drei diploide Hybrid-Spezies (Heiser et al, 1969;
Rieseberg, 1991). Insbesondere die interspezifischen Verhéltnisse der diploiden Spezies
liefern in ihren plastiddren und Kern DNA-Analysen eine inkongruente Kladistik und
stehen darliber hinaus nicht mit den morphologisch erhobenen Daten im Einklang
(Schilling & Heiser, 1981; Rieseberg, 1991; Schilling, 1997; Schilling et al., 1998).
Interspezifische Hybridisierung (Rieseberg et al., 1990; Rieseberg et al., 1999) und
Polyploidie sollen nach Sossey-Alaoui et al. (1998) und Wolf et al. (1999) eine Anpassung
an extreme Standortverhiltnisse der Great Plains wie Trockenheit, Kilte und Salzstress

sein. Der annuelle Genpool hat sich innerhalb der Gattung nach molekularen



Einleitung 19

Untersuchungen der cpDNA in den letzten 1 Mio. Jahre (Rieseberg et al, 1991) mit
nachfolgender rascher Evolution und Diversifizierung entwickelt (Ungerer et al., 1998).
Der annuelle und insbesondere perennierende Helianthus Genpool beinhaltet Spezies, die
sich an die diversesten Standorte angepasst haben. Sie besitzen eine beachtliche Variabilitét
hinsichtlich der meisten agronomisch bedeutenden Merkmale wie der Schadlings- und
Krankheitsresistenzen, der Salz- und Kiltetoleranz als auch in der Fettsdurequantitit und
Qualitit ihrer Achinen (Chandler & Jan, 1984; Rogers, 1992; Seiler, 1992; Miller, 1993;
Seiler, 1994; Brewer & Charlet, 1995; Seiler & Rieseberg, 1997; Seiler, 1998; Fernandez-
Martinez et al., 2000; Seiler, 2001).

Hinsichtlich der Pathogenresistenzen konnten in annuellen und perennierenden Spezies
Resistenzen gegen den Sonnenblumenrost Puccinia helianthi (Quersh et al., 1993), den
falschen Mehltau Plasmopara halstedii (Seiler, 1991a; Seiler, 1991b; Tan et al., 1992), die
Verticillium Welke - Verticillium dahliae (Hoes et al.,, 1973), die Alternaria
Blattfleckenkrankheit - Alternaria helianthi (Morris et al, 1983; Block, 1992), den echten
Mehltau - Erysiphe cichoracearum (Jan & Chandler, 1985), die Phomopsis Stingelfaule -
Phomopsis helianthi (Skoric, 1985; Dozet, 1990) sowie gegen den Krankheitskomplex der
Sclerotinia - Fiule - Sclerotinia sclerotiorum (Skoric, 1987) evaluiert werden. Die
erfolgreiche Ubertragung der erschlossenen potentiellen Resistenzgene oder Resistenz-
eigenschaften waren hierbei jedoch auf mono- bzw. oligogen determinierte Resistenzen der
mit der annuellen Kulturform kreuzbaren jdhrigen Formen beschrinkt. Polygen
determinierte Resistenzen, wie sie fiir Sclerotinia sclerotiorum in der Gattung Helianthus
vorliegen (Seiler, 1992; Degener et al., 1998; Castaiio et al., 2001), entzogen sich bisher
ebenso einem erfolgreichen Transfer wie die Introgression von Resistenzkomponenten der
in der praktischen Ziichtungsarbeit bislang kaum beachteten perennierenden Wildarten.
Dariiber hinaus zeigen die Daten zur ErschlieBung und Charakterisierung von Sclerotinia
Resistenzen der Wildarten variierende Ergebnisse innerhalb der gleichen Art (Skoric, 1987;
Serieys, 1987; Thompson et al., 1978) und sind im Wesentlichen auf die diversen
Testpopulationen bzw. Okotypen annueller als auch perennierender Wildarten sowie auf
die unterschiedlichen Testverfahren zur Resistenzermittlung zuriickzufiihren.

Die einzelnen Arten des annuellen und insbesondere des perennierenden Genpools weisen
eine ausgesprochen grofle Variabilitit und Plastizitdt hinsichtlich zahlreicher
morphologischer und physiologischer Eigenschaften auf und sind die Konsequenz starker
Genotyp-Umwelt Interaktionen (Miljanovi¢ et al., 2000). Natiirliche und anthropogen
bedingte Habitat Fragmentierung (Seiler & Rieseberg, 1997; Foré & Guttman, 1999; Natel
& Gagnon, 1999) sowie die nachfolgende Ausbildung von Okotypen (Welch & Rieseberg,
2002) fiihrt zu morphologisch und physiologisch stark differierenden Merkmalsauspragun-
gen innerhalb einer Art, die sich in Form geographisch abgegrenzter Akzessionspopulatio-

nen niederschlégt.
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Die potenticlle Bedeutung wilder Helianthus Arten zur Verbreiterung der genetischen
Basis und zur Integration neuer Resistenzen in die Kulturform wurde schon friih erkannt
(Pustovit et al., 1976) und fiihrte zur systematischen und explorativen Sammlung
zahlreicher Arten (Seiler & Cuk, 1981; Seiler et al., 1981; Seiler et al., 1990; Seiler et al.,
1992). Diese sind in der USDA-ARS Wildart Kollektion (North Central Regional Plant
Introduction Station, lowa State University, Ames, USA) zusammengefasst und beinhalten
inzwischen iiber 2000 Akzessionen von denen 70% annuelle und 30% perennierende
Formen représentieren (Seiler & Rieseberg, 1997).

Daten zur ErschlieBung des sekundiren perennierenden Genpools im Hinblick auf dessen
Sclerotinia Resistenzpotential sind dagegen rar und aufgrund der variierenden
Testbedingungen, Umwelten sowie Inokulationstechniken nur selten fiir intra- und
interspezifische Vergleiche geeignet (Gulya et al., 1997). Des Weiteren fehlen mehrjéhrige
Resistenzevaluierungen im Freiland wunter mitteleuropédischen Klimabedingungen
vollkommen. Sie sind jedoch unter Beriicksichtigung des ausgesprochen perthotrophen
sowie umweltabhiangigen Verhaltens von Sclerotinia sclerotiorum (Kurnik et al., 1978)
unbedingte Vorrausetzung zur Ermittlung robusten Datenmaterials zur Erschliefung und
Selektion resistenter Genotypen fiir interspezifische Ziichtungsansitze. Als ein Teilziel
dieser Arbeit sollten deshalb in mehrjdhrigen Freiland-Versuchen perennierende
Helianthus-Wildarten mittels kiinstlicher Infektionen auf ihre Resistenzen gegeniiber
Sclerotinia sclerotiorum untersucht werden. Hierdurch sollten die wesentlichen
Grundlagen zur Evaluierung von normierten und vergleichbaren Testverfahren zum
Sclerotinia Resistenzscreening innerhalb eines groBen Teils des sekundidren Helianthus

Genpools geschaffen werden.

1.9 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll im Wesentlichen das Sclerotinia — Resistenzpotential ermitteln
sowie strukturelle als auch biochemische Resistenzkomponenten des bislang zur
Sclerotinia Resistenzziichtung nicht beriicksichtigten sekunddren Helianthus-Genpools
erfassen. Im Mittelpunkt der Untersuchungen steht dabei der Krankheitskomplex der
Sclerotinia Stingelfdule, die neben der Kopffiaule in gemdBigten Breiten pravalent ist und
hohe Ertragseinbuflen im Anbau der Kultursonnenblumen bedingt. Vergleichende Daten
zum Feldresistenzniveau diverser perennierender Wildarten liegen bisweilen ebenso nicht
vor wie die ihr zugrunde liegenden Resistenzkomponenten und Faktoren. Dariiber hinaus
sind fiir den sekunddren Genpool in Helianthus essentielle Informationen zu konstitutiven
und induzierten strukturellen sowie biochemischen Resistenzcharakteristika der Interaktion
mit Sclerotinia sclerotiorum nicht vorhanden. Sie konnen jedoch als Indikator fiir diec am

Resistenzphdnomen potentiell beteiligten Gene bzw. Mechanismen dienen. Die Kenntnis
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von genotypischen Verteilungsparametern der Resistenzreaktionen sowie der strukturell-
morphologischen und resistenzbegleitender biochemischen Eigenschaften sind hierbei die
wesentliche Grundlage fiir die gezielte Selektion geeigneter Kandidaten zum Transfer
neuer Resistenzeigenschaften in die Kultursonnenblume.

Als grundlegende Voraussetzung der weitergehenden morphologisch-histologischen und
biochemischen Charakterisierung der genotypischen Resistenzphdnomene sollte hierbei das
spezifische Resistenzniveau perennierender Wildarten in mehrjdhrigen Freilandversuchen
untersucht werden. Da die Atiologie der Stingelfiule die Beteiligung des Blattes als auch
des Stingels am gesamten Krankheitskomplex beinhaltet, sollten zunichst die genotypisch
distinkten Blatt- und Sténgelresistenzniveaus mit Hilfe {iblicher Testverfahren der aktuellen
Resistenzziichtung in Helianthus annuus ermittelt werden. Durch die Erhebung der fiir die
Pathogenese der Sclerotinia-Stingelfaule wesentlichen phéanotypischen Charakteristika
sollte eine robuste Datengrundlage geschaffen werden, die zur Ermittlung geeigneter
phénotypischer Selektionskriterien der Sclerotinia-Resistenz innerhalb des sekundiren
Genpools beitrégt.

In den weitergehenden biochemischen und histologischen Untersuchungen sollten
potentielle morphologische und physiologische Resistenzfaktoren der Sclerotinia Resistenz
evaluiert werden. Der in der Literatur postulierte divergente Beitrag induzierter bzw.
praformierter phenolischer Inhaltsstoffe am Sclerotinia-Resistenzniveau der Blétter und
Sprossachsen sollte in separaten Untersuchungen evaluiert werden:

Hierbei wurden zur Sclerotinia Blattresistenz vergleichende Untersuchungen zum
Spektrum praformierter Blattphenole sowie deren potentieller Wirkungszusammenhang
zum Sclerotinia - Blattresistenzniveau der perennierenden Wildarten durchgefiihrt. Zur
Sclerotinia Resistenz der Sprossachsen hingegen sollten als dem ertragsbeinhaltenden
Pflanzenorgan = mikroskopisch-  histologische = Untersuchungen prd- als auch
postinfektioneller Resistenzfaktoren evaluiert werden. Dariiber hinaus sollte insbesondere
die spezifische — durch Sclerotinia Inokulation vermittelte - Induzierbarkeit des
Phenolstoffwechsels sowie der daran beteiligten PAL-Aktivitdt und der Peroxidaseaktivitit
untersucht und deren Verwendbarkeit als Markerenzyme zur Stdngel-Resistenzreaktion

innerhalb des sekundiaren Helianthus Genpools ermittelt werden.
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2. Material und Methoden

2.1  Verwendetes Pflanzenmaterial, Herkiinfte, Aufzucht und Pflegemafinahmen

Die untersuchten Helianthus-Akzessionen wurden aus der stdndigen in vivo Kollektion von
perennierenden Helianthus-Wildarten des Instituts fiir Landwirtschaftliche Botanik, Bonn
entnommen. Bei den im Screening durchgefiihrten Wiederholungen der einzelnen
Wildarten (Priifglieder) wurden ausschlieBlich Populationsakzessionen von natiirlichen
Standorten in Nord-Amerika verwendet. Eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten
Genotypen (Akzessionen) sowie deren Originalherkiinfte gibt Tabelle 2.

Die Auswahl der Helianthus Arten zu allen Sclerotinia-Resistenzscreenings erfolgte ohne
Vorinformationen iiber deren Toleranz- bzw. Resistenzverhalten gegeniiber Sclerotinia
sclerotiorum. Alle Untersuchungen zur Feldresistenz wurden auf den Versuchsflichen des
Instituts fiir Landwirtschaftliche Botanik in Bonn-Poppelsdorf durchgefiihrt. Der Standort
ist durch eine tiefgriindige, typische Parabraunerde der Koln-Aachener Bucht
charakterisiert.

Um der langjdhrigen Selbstunvertriglichkeit einiger Akzessionen entgegenzuwirken,
wurde im Jahr 1998 eine neue, komplett randomisierte Versuchsfliche angelegt (Nelson &
Hartman, 1987).

Der Pflanzabstand zwischen den Priifgliedern innerhalb der Pflanzreihe betrug 40cm, als
Reihenabstand wurde 120cm gewihlt. Auf den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln wurde
mit Riicksicht auf die nicht kalkulierbaren Wechselwirkungen sowohl mit den Helianthus-
Wildarten als auch auf die Pathogenitit von Sclerotinia sclerotiorum (Casale & Hart, 1986;
Radke & Grau, 1986; Leela & Ganeshan, 1993) vollstindig verzichtet. Eine
Beikrautregulierung erfolgte 2x jdhrlich zu Beginn der Vegetationsphase (Anfang April)
und wihrend der Hauptwachstumsphase (Anfang Juli) durch maschinelles Mulchen. Als
Diingegaben wurden 2x jdhrlich zu den Mulchterminen insgesamt 3,4kg/100m’
Nitrophoska® spezial Blau-Diinger (Typ: 12+12+17+2+6, Fa. COMPO GmbH D-48008
Miinster) entsprechend 40kg N/ha, 40kg P,Os/ha und 60kg K,O/ha appliziert.

Zu dichten Pflanzenbestidnden bedingt durch starken Rhizomaustrieb der Populationen von
H. pauciflorus ssp. und H. tuberosus wurde durch Teilung der Rhizome wéahrend der
winterlichen Dormanz entgegengewirkt. Anfang November, zum Ende der Vegetationszeit,
wurden alle oberirdischen Helianthus-Pflanzenriickstinde abgeschnitten und zur

Vermeidung von Infektionsbriicken von der Versuchsflache entfernt.
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Tabelle 2: Herkiinfte der untersuchten Helianthus Spezies

Spezies

Herkunft

Helianthus atrorubens L.
[purple disk sunflower]

North Central Regional Plant Introduction
Station, lowa State University, USDA-
ARS; Ames, IA 50011-1170, USA

Helianthus maximiliani Schrad.
[Maximilian's sunflower]

Akzessionen: ACM

AC1,AC3,AC4,ACS5,AC7T

Jardim Botanico da Faculdade de Ciéncia da
Universidade Lisbon
P-1250 Lisbon

North Central Regional Plant Introduction
Station, lowa State University ;USDA-
ARS; Ames, 1A 50011-1170, USA

Helianthus decapetalus L.
[forest- , pale-, thin-leaved sunflower]

Orto Botanico dell’Universita  di
Palermo, I- 90128 Palermo.

Helianthus divaricatus L.
[woodland sunflower]|

Botanischer Garten, St. Gallen
CH-9016 St. Gallen

Helianthus giganteus L.
[giant sunflower]

Botanischer Garten der Universitit Mainz,
D-55099 Mainz

Helianthus grosseserratus Martens
[saw-tooth sunflower]|

Botanischer Garten der  Universitit

Gottingen, D-37073 Gottingen

Helianthus xlaetiflorus Pers.
[cheerful sunflower, mountain sunflower]

Botanischer Garten der Universitdt Bonn,
D-53115 Bonn.

Helianthus microcephalus Torr. & Gray
[small woodland sunflower]

Botanischer Garten St. Gallen,
CH-9016 St. Gallen.

Helianthus nuttallii Torr. & Gray
[Nuttall's sunflower]

Botanischer Garten der Universitit Bonn,
D-53115 Bonn.

Helianthus pauciflorus Nutt. ssp. subrhomboideus
(Rydb.) O. Spring & E. Schilling

[stiff sunflower]

Akzessionen: R1, R 2

Botanischer Garten der Universitit Bonn,
D-53115 Bonn.

Helianthus pauciflorus Nutt. ssp. pauciflorus
[stiff sunflower, few-leaved sunflower, prairie-
sunflower]

Akzessionen: P 1, P 1745, P 1747

North Central Regional Plant Introduction
Station, lowa State University, Ames,
USDA-ARS; IA 50011-1170, USA.

Helianthus salicifolius A. Dietr.
[willow leaf sunflower]

North Central Regional Plant Introduction
Station, lowa State University, Ames,
USDA-ARS; 1A 50011-1170, USA.

Helianthus strumosus L.
[pale leaf woodland sunflower, rough-leaved sunflower]

Orto Botanico dell’Universita di Palermo, I-
90128 Palermo.

Helianthus tuberosus L.
[Jerusalem-artichoke, Topinambur]

North Central Regional Plant Introduction
Station, Iowa State University, Ames,
USDA-ARS; IA 50011-1170, USA.

Helianthus annuus L. [common sunflower]
Restorer-Inzuchtlinien: SWS-R1

SEM-R1

Stidwestdeutsche Saatzucht Dr. Rolf Spaeth,
D- 76437 Rastatt

Semundo Saatzucht GmbH Teendorf, D-
29582 Hanstedt
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2.2 Herkunft, Isolation und Aufzucht des Sclerotinia sclerotiorum Isolates

Das in dieser Arbeit verwendete Sclerotinia sclerotiorum Isolat wurde in einem natiirlich
infizierten Sonnenblumen-Feldbestand bei Sindelfingen (Baden-Wiirttemberg) im Herbst
1997 gesammelt. Das Isolat zeichnete sich im Vergleich zu anderen evaluierten
Sclerotinia-Linien durch ein besonders starkes Myzelwachstum und groe Sklerotien (>
0,8cm) aus. Des Weiteren wies es in Vorversuchen mit Helianthus annuus (cv. Albena,
KWS Saat AG, D-37555 Einbeck) eine besonders hohe Pathogenitit auf.

Die Sklerotien wurden zunichst einer Oberflidchensterilisation in Anlehnung an Arbeiten
von Grezes-Besset et al. (1994) unterworfen. Hierbei wurden die Sklerotien zunichst Smin
in 1% Ca(OCl),-Losung geriihrt, anschlieBend einige Sekunden in 70% Ethanol getaucht
und schlieflich zwei Mal mit sterilem Aq. dest. gewaschen. Die auf sterilisiertem
Filterpapier getrockneten Sklerotien wurden anschlieend auf 1,5% ungeklartem V-8-Agar,
pH 6.5 (Miller, 1955) mit 20Vol% Campbell's V-8 Vegetable Juice (Campbell Soup
Company, Camden, NJ, USA) in Petrischalen bei 20°C im Dunkeln kultiviert. Nach 3
Tagen war die gesamte Agaroberfliche mit weilem und dichtem Myzel {iberwachsen.
Nach vier Tagen zeigten sich am Rand der Petrischale erste Myzel-Agglomerationen die
nach 5 Tagen zur Bildung der fiir Sclerotinia ssp. charakteristischen Sklerotien fiihrte.

Um die Vitalitdt und Pathogenitdt des Isolates zu erhalten, wurde im Abstand von vier
Wochen eine Wirtspassage auf Blattern und Stingeln von Helianthus annuus (cv. Albena)
durchgefiihrt. Das daraus erhaltene Myzel wurde dann als priméres Inokulum fiir die
Resistenztests verwendet. Dazu wurden Helianthus annuus (cv. Albena) Stingel- und
Blattgewebe nach Oberflachensterilisation mit 70 Vol. % Ethanol in ca. 0,5 cm dicke
Stiicke geschnitten und in eine Petrischale (@ 20cm) auf eine 1 cm grof3e, runde Scheibe
V8-Agar mit Sclerotinia sclerotiorum Myzel gelegt. Nach einer Wachstumsphase von vier
bis fiinf Tagen bei 20°C im Dunkeln hatte das Myzel die gesamte Biomasse durchwachsen
und wurde zur Herstellung der Reinkultur auf V-8 Agar iibertragen. Fiir alle artifiziellen
Inokulations-Versuche wurden vier Tage alte Myzel-Kulturen des Sclerotinia sclerotiorum

Isolates verwendet.

2.3  Evaluierung des Resistenzverhaltens perennierender Helianthus-Wildarten
gegeniiber artifizieller Sclerotinia sclerotiorum Blatt- und Stingelinfektion

Grundlage jeder ziichterischen Aktivitdt in der Pflanzenproduktion die eine verbesserte
Pathogen-Resistenz zum Ziel hat, ist das Screening, die Identifizierung und
Charakterisierung neuer resistenter bzw. toleranter Genotypen. Resistenzquellen kénnen
hierbei sowohl bereits beschriebene Sorten der Kulturpflanzen als auch neue

Resistenzmechanismen aus dem der Kultursorten nahe verwandten Wildartpopulationen



Material und Methoden 25

sein (Waller et al., 2002). Hierzu kann auch der systematisch weiter entfernte, nicht mehr
klassisch einkreuzbare sekundire Genpool gerechnet werden (Harlan, 1971; Harlan, 1992).
Im Zuge der Charakterisierung und Identifizierung neuer Sclerotinia sclerotiorum
Resistenzen im natiirlichen Genpool der Gattung Helianthus wurden insgesamt 21
Genotypen perennierender Helianthus-Wildartpopulationen auf ihr Verhalten gegeniiber
einer artifiziellen Pilzinfektion untersucht. Hierzu wurden in mehrjdhrigen
Freilandversuchen die Blatt-(BT) und Sténgelreaktion (ST) auf Inokulation mit Sclerotinia
sclerotiorum evaluiert. Des Weiteren wurde mit Hilfe eines Detached-Leaf Test (DTL) die
Sclerotinia-Blattreaktion unter kontrollierten Bedingungen ermittelt.

Alle Inokulationen wurden zum Hauptinfektionszeitpunkt der Sclerotinia Blatt- und
Stangelfaule (Hugger, 1989; Gulya et al., 1997) zwischen dem Beginn der generativen
Phase, im Sternstadium R1 und der Vollbliite R5.9 (Klassifikation nach Schneiter et al.,
1981 sowie Schneiter, 1994), vorgenommen. Die in den Freilandversuchen durchgefiihrten
Inokulationen wurden in den friihen Abendstunden durchgefiihrt, um das kiihlere und
feuchtere Nachtklima fiir hohe Infektionsraten zu nutzen. Zur Kompensation eines
geringen Infektionserfolges wurden in jedem Resistenztest (ST, BT, DTL) jeweils 6
Einzelpflanzen pro Priifglied inokuliert. Hiermit wurde sichergestellt, dass mindestens vier
Wiederholungen jedes Genotyps und Tests zur statistischen Auswertung herangezogen
werden konnten.

Die Untersuchungen zur Charakterisierung der Sclerotinia-Stingelreaktion im Freiland
wurden 3-jdhrig angelegt und in den Jahren 1998, 1999 und 2000 durchgefiihrt. Die
Freilandversuche zur Sclerotinia-Blattreaktion wurden in den Jahren 1999 und 2001
durchgefiihrt. Ein Screening der Sclerotinia-Blattreaktion unter kontrollierten Bedingungen
wurde in den Jahren 1998 und 1999 vorgenommen. Einen Uberblick iiber die an den
einzelnen Wildarten durchgefiihrten Resistenztests ist in Tabelle 3 dargestellt. Eine
Ubersicht der Zeitpunkte aller durchgefiihrten Inokulationen, der Anzahl an getesteten

Genotypen sowie die Anzahl der unabhéngigen Wiederholungen im Jahr gibt Tabelle 4.
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Tabelle 3: Ubersicht der an den Helianthus-Genotypen durchgefiihrten
Sclerotinia-Resistenztests. ST = Sténgeltest (Freiland); BT = Blatttest

(Freiland), DTL = Detached Leaf Test

Cotis evaluiertes
Pflanzenorgan *
H. atrorubens L. ST, BT, DTL
H. divaricatus L ST, BT, DTL
H. decapetalus L ST
H. giganteus L ST, BT, DTL
H. grosseserratus Martens ST, BT, DTL
H. x laetiflorus Pers. ST, BT, DTL
H. maximiliani Schrad. AC M ST, BT, DTL
H. maximiliani Schrad. AC 1 ST, BT, DTL
H. maximiliani Schrad. AC 3 DTL
H. maximiliani Schrad. AC 4 ST, BT, DTL
H. maximiliani Schrad. AC 5 ST, BT, DTL
H. maximiliani Schrad. AC 7 ST, BT, DTL
H. microcephalus Torr. & Gray ST, BT, DTL
H. nuttallii Torr. & Gray ST, BT, DTL
H. pauciflorus Nutt. ssp. subrhomboideus R1 ST, BT, DTL
H. pauciflorus Nutt. ssp. subrhomboideus R2 ST, BT, DTL
H. pauciflorus Nutt. ssp. pauciflorus P1 ST, BT, DTL
H. pauciflorus Nutt. ssp. pauciflorus P1745 ST, BT, DTL
H. pauciflorus Nutt. ssp. pauciflorus P1747 ST, BT, DTL
H. salicifolius A. Dietr. ST, BT, DTL
H. strumosus L. ST, BT, DTL
H. tuberosus L. ST, BT, DTL
H. annuus L. SWS-R1 ST
H. annuus L. SEM-R1 ST

Tabelle 4: Ubersicht der Inokulationszeitpunkte, der Anzahl getesteter Genotypen sowie der Anzahl an
unabhingigen Wiederholungen pro Jahr und Genotyp im Sclerotinia-Resistenz Screening

Anzahl Monat/Jahr Anzahl Anzahl der {Iﬂal'lptbi)}’litUI:
Test-Art Ort Wdhg. / der unabhéngiger getesteten ai}ons anﬁe.
Genotyp Durchfilhrung ~ Wdhg./Jahr Genotypen I[noigueiaﬁ?gn]
Stingeltest . 4 07-08/1998 5 21 4d
[ST] Freiland 4 07-08/1999 5 21 4d
4 07-09/2000 3 13 4d
Blatttest Freiland 4 07-08/1999 2 19 4d
[BT] 4 07-08/2001 2 19 4d
Detached feuchte 4 06-08/1998 3 19 4d
Leaf Test Klima 4 07-08/1999 2 19 4d
[DTL] Kammer
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2.3.1 Untersuchungen zur Sclerotinia-Stingelreaktion im Freiland

Die Tests zur Sclerotinia-Stingelreaktion wurden im Wesentlichen in Anlehnung an
Thuault & Tourvieille (1988) sowie Castafio et al. (1993) durchgefiihrt. Hierzu wurden
Myzel iiberwachsene Agarscheiben mit einem Durchmesser von 0,5cm mit Parafilm am
Spross der Pflanze befestigt. Das Myzel erhielt hierbei direkten Kontakt mit der
Sprossepidermis.

Um ein Austrocknen des Inokulums zu verhindern, wurde {iber den Parafilm jeweils
schmale Streifen Polyethylen-Folie befestigt. Zu den Inokulationen wurden nur solche
Agarscheiben verwendet, die eine gleichméBig dicht mit Myzel bewachsene Oberfliche
aufwiesen. Hiermit konnte fiir jede Infektion eine weitgehend gleichmiBige
Inokulationsdichte erreicht werden.

Um eine moglichst hohe Infektionsrate der Stingel zu erreichen, wurde bei warmer und
trockener Witterung die Inokulationsstelle zum Infektionszeitpunkt mit sterilisiertem Ag.
Dest. (ca. SmL) aus einer Spriihflasche befeuchtet. Als Inokulationsort wurde jeweils das 4.
— 6. Internodium, entsprechend dem oberen Drittel des Sprosses gewéhlt. Dieses entspricht
dem Hauptbefallsort der Sclerotinia-Stingelfdule bei H. annuus-Kultursorten (Gulya et al.,
1997). Die Infektionsorte lagen in Abhidngigkeit vom Genotyp 1-1,5m {iber der
Bodenoberfliche. Eine Kreuz-Kontamination der Inokulationsstelle durch vom Boden

abprallendes Regenwasser wurde somit weitgehend vermieden.

2.3.2 Untersuchungen zur Sclerotinia-Blattreaktion im Freiland

Zum Screening der Sclerotinia-Blattreaktion perennierender Helianthus-Wildarten wurde
ein leicht abgewandeltes, von Bertrand & Tourvieille (1987) fiir Phomopsis helianthi
entwickeltes und von Degener et al. (1998) auf Sclerotinia sclerotiorum adaptiertes Blatt-
Testverfahren angewendet. Als Inokulationsort wurde entsprechend dem Sténgeltest
jeweils ein voll ausgewachsenes Blatt des 10. - 12. Blattpaares (4. - 6. Internodium) jedes
Priifgliedes mit Sclerotinia-Myzel inokuliert. Hierzu wurden Myzel {iberwachsene
Agarscheiben (@ 0,5cm) am terminalen Drittel der adaxialen Blattspreite mit Parafilm
befestigt. Das Inokulat wurde zentral auf die Costa platziert und war in unmittelbaren
Kontakt zur Epidermis. Um ein gleichmiBiges, feuchtes Klima in allen Blattinfektionen zu
garantieren, wurden die Blétter mit umschlieBenden Polyethylenbeuteln versehen und mit
Klebestreifen an den Stingeln fixiert. Jeder PE-Beutel wurde mit 2mL sterilisiertem Aq.
dest. gefiillt. Die Beutel wurden nach oben hin offen gehalten, ein ungehinderter
Gasaustausch war somit moglich. Der Wassergehalt in den Plastikbeuteln wurde laufend

kontrolliert und bei extrem warmer und trockener Witterung mehrmals téglich
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wiederaufgefiillt. Dem Inokulationsverfahren wurden nur vollkommen beschattete Blitter

unterzogen um erhohte Temperaturen im Mikroklima der PE-Beutel zu vermeiden.

2.3.3 Untersuchungen zur Sclerotinia-Blattreaktion  unter  kontrollierten
Bedingungen - Detached-Leaf Test
Detached-Leaf Tests werden zur Priifung der Pathogenitit eines Erregers, zur Bestimmung
von Pathogenrassen, zur Evaluierung neuer Fungizide (Thind et al., 1989) sowie zur
Ermittlung genetisch determinierter Resistenzen (Dingra & Sinclair, 1995; Steadman et al.,
1997, Halimi & Rowe, 1998; Wegulo et al., 1998) angewandt. In vielen Wirt-Pathogen
Systemen wurden hohe Korrelationen zwischen DTL und Inokulationen der intakten
Pflanze erhalten (Hsieh, 1974, Morris & Thorne, 1978; Herath et al., 2001).
Alle zum Detached-Leaf Test verwendeten Blitter wurden von Freilandpflanzen
entnommen. Hierzu wurden Blétter des 10-12 Blattpaares mit Petiole an ihrer
Insertionsstelle zum Spross mit sterilen Einweg-Skalpellklingen abgeschnitten. Ein Verlust
der Blattturgeszenz wurde vermieden, indem noch auf dem Feld die Blitter in eine
Styroporbox mit Leitungswasser gegeben wurden. Nach zweimaligem Waschen mit
sterilisiertem Leitungswasser wurde das Blattgut in Kunststoftkdsten (Polypropylen, 70cm
X 40cm; Fa. Carl Roth GmbH D-76185 Karlsruhe) platziert. Die Késten waren am Grund
mit zwei Lagen Aqua dest. getrdnktem Filterpapier (Whattman No. 1) ausgekleidet, gefolgt
von einer grobporigen  Schaumstofflage (Polyurethan, Schichtdicke 1,5cm,
Porendurchmesser @ 1,5mm; Fa. Eich, D-53117 Bonn). Durch die Platzierung der Blétter
auf dem grobporigen Schaumstoff waren sie nicht in Kontakt mit freiem Wasser. Auf
seneszenzverzogernde Cytokinin- und/oder Saccharose-Behandlung des Blattgutes wurde
im Hinblick auf mogliche Wechselwirkungen mit der Abwehrreaktion verzichtet.
Alle Bestandteile des DTL-Tests (PP-Behéltnisse, Filterpapier, PU-Schaumstoff) wurden
vor Gebrauch durch Abwaschen mit 70vol% Ethanol (PP-Behéltnisse, PU-Schaumstoft)
bzw. Autoklavieren (Filterpapier) sterilisiert.
Die Sclerotinia Inokulation erfolgte in Anlehnung an die Freilandtests: 0,5cm Myzel
iiberwachsene Agarscheiben wurden am terminalen Drittel der adaxialen Blattspreite
platziert. Der Detached Leaf Test wurde unter kontrollierten Bedingungen in einer
vollautomatisch geregelten Klimakammer bei 20°C, 90% rel. Luftfeuchtigkeit und unter
einem Tag — Nacht-Rhythmus von 12h Licht/I2h Dunkel durchgefithrt (2,4 W cm™;
Phillips HPL-N Lampen, Photosynthese-Beleuchtung mit erhohtem Blaulichtanteil).
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2.3.4 Datenerhebungen, Bonituren und statistische Auswertung

Als wesentliches Resistenzcharakteristikum wurde die Lénge der durch das
Myzelwachstum von Sclerotinia sclerotiorum erzeugten Lidsion gemessen. Als
Hauptresistenzmerkmal wurde in allen Screening-Verfahren (ST, DTL und BT) die
Liasionsldnge in cm vier Tage nach Inokulation gewertet. Die Messungen erfolgten hierbei
jeweils in der Longitudinalen der Lésion.

Zusétzlich wurde die Geschwindigkeit der Myzelausbreitung in cm/Tag im befallenen
Gewebe der Helianthus-Genotypen zweimal pro Versuchsjahr ermittelt. Des Weiteren
wurden an jedem Genotyp folgende in Tabelle 5 aufgezeigten Datenerhebungen im

Screening-Verfahren durchgefiihrt:

Tabelle 5: Charakteristika der im Sclerotinia-Resistenzscreening erhobenen Parameter *

Parameter Einheit Beschreibung (Test)

Ausbreitungsgeschwindigkeit des Myzels im

Myzelwachstum [Canite] penetriertem Gewebe (ST, BT, DTL)
typische Welkesymptome charakterisiert durch
Welke-Index [+bzw. -]®  Verlust der Turgeszenz des oberen Drittel der
Pflanze (ST)
o aufgrund der kompletten Mazeration des
Totalverluste RolaizzE Stangelgewebes umgefallene Sprossachsen (ST)
o Yorkommen von Sklerotien im Stingelmark
LIE OB EHEOG [+bzw. -1 /. auf der Blattoberfliche (ST, BT, DTL)
Inkubations-Index Sympt;g?le mach - Anzahl von Individuen mit visuellen Symptom
[Inkubationszeit] [+ bzw. _]a) 36h nach Inokulation (ST, BT, DTL)
- natiirlicher Infektionsverlauf der Sclerotinia
natiirlicher

[+bzw. -]®  Stingelfiule durch Penetration des Myzels iiber

Lt DTSV BT das Blatt in die Sprossachse (BT)

Infektion  durch  natiirlichen  Sclerotinia

natiirliche Infektion [+ bzw. -]V sclerotiorum Ascosporentlug

» + = yorhanden; - = nicht vorhanden.

Nicht erfolgreiche Inokulationen wurden in Anlehnung an Degener et al. 1998 von der
statistischen Kalkulation ausgeschlossen, wurden jedoch im Infektionserfolg berticksichtigt
um potentielle, primére Penetrationsbarrieren zu erfassen.

Zur Uberpriifung der Globalhypothese, dass genotypische Unterschiede hinsichtlich der
Reaktion auf Sclerotinia-Infektion bestechen (Parameter: Lisionslinge vier Tage
postinfektionell) wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) nach dem allgemeinen
linearen Modell (non full rank linear model, GLM-Prozedur; Kirk, 1995) fiir balancierte
und unbalancierte = Versuchsdesigns  durchgefiihrt. Unter Verwendung einer

multifaktoriellen Varianzanalyse wurden zusétzlich potentielle Umweltinteraktionen der
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Art Genotyp x Zeitpunkt der Infektion als auch Genotyp x Versuchsjahr detektiert. Der
multifaktoriellen Varianzanalyse lag folgendes statistisches Modell zu Grunde:

Xy =p+o, + B, +(aff); +&; ;
wobei: X;, = die individuelle Lasionslinge der Genotypen, p =den Gesamtmittelwert des
Versuchs, ¢ = den differentiellen Effekt des Faktors A ,,Genotyp®, f;= den differentiellen
Effekt des Faktors B ,Zeitpunkt der Inokulation bzw. ,Versuchsjahr®, (af);= den
differentiellen Effekt der Faktor-Interaktion A x B und &, = den Versuchsfehler darstellen.

Als MaB fir die Stirke der Interaktion zwischen den betreffenden Faktoren und der

Lisionslinge wurden der Haupt- und Interaktions- Koeffizient Eta (77”) berechnet (SPSS,
1999a). Hierbei wurde sowohl der Koeffizient des genotypischen Einflusses (7, ) als auch
der Umwelt (7, ) und der Wechselwirkung Umwelt x Genotyp (7,, ) bestimmt.

Die Vorraussetzungen zur Durchfiihrung der Varianzanalyse wurden mit dem
KOLMOGOROV-SMIRNOW-Test auf Normalverteilung der Residuen £ ~N(0,5°) bzw. mit
dem LEVENE-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen (Varianzhomogenitit) gepriift.

Zur Evaluierung signifikanter Unterschiede zwischen den Genotypen wurden multiple
Mittelwertsvergleiche durchgefiihrt. Hierbei wurde der TUKEY-Test fiir balancierte
Datensitze, der SCHEFFEE-Test fiir unbalancierte Datensidtze zum Signifikanzniveau o =
5% verwendet. Fiir nicht varianzhomogene Datensitze wurde der GAMES-HOWELL-Test fiir
nicht varianzhomogene Populationen zum Signifikanzniveau o = 0,1% angewandt.

Zur Abschitzung des Anteils der genotypischen Varianz an der phénotypischen
Gesamtvarianz wurde eine Schitzung der Varianzkomponenten iiber das gesittigte
Verfahren nach der MINQUE-Methode (minimum norm quadratic unbiased estimator nach
Rao, 1971 und Lamotte, 1973) berechnet. Der Abschitzung der Varianzkomponenten lag
folgendes Modell zugrunde:

mit 63 = phénotypische Varianz der Lésionslinge; 63 = genotypische Varianz, & =
Fehlervarianz und &%, = Interaktionsvarianz vom Typ ,,Jahr x Genotyp*. Die gendherte

Schitzung des Anteils der genotypischen Varianz an der phanotypischen Gesamtvarianz
erfolgte dementsprechend durch den Quotienten:
5

V, [%] = -100.

Signifikante, genotypische Unterschiede der nominalskalierten Variablen Welke-Index,
Totalverluste, Sklerotien-Index, natiirlicher Infektionsverlauf und natiirliche Infektion

wurden iiber den y’-Unabhingigkeitstest detektiert.
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Art und Stirke von Beziehungen zwischen dichotomen Merkmalen (Welke-Index,
Totalverluste, Sklerotien-Index, natiirlicher Infektionsverlauf und natiirliche Infektion) und
metrischen bzw. nominalen Parametern (L&sionsldnge, Genotypen) wurden {iiber die
Ermittlung punktbiserialer Korrelationen (rphis) bzw. des punktbiserialen Determinations-
koeffizienten (rzpbis) zum Signifikanzniveau o = 1% bestimmt.

Korrelationen zwischen den einzelnen Testverfahren (ST, BT, DTL) wurden iiber den
Rangkorrelationskoeffizienten nach SPEARMAN zum Signifikanzniveau a = 1% errechnet.
Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Statistikprogrammpaket SPSS, Version
10.03, Landeslizenz NRW (SPSS Inc., Chicago, 60611 IL, USA).

2.4  Evaluierung priformierter Blatt-Phenolprofile als Resistenzmarker zur
Sclerotinia sclerotiorum Myzelausbreitung im Mesophyll perennierender
Helianthus-Wildarten

Innerhalb  des gesamten  Krankheitskomplexes ,Sclerotinia-Stangelfaule  der

Kultursonnenblume stellen die Blattspreiten und zum geringeren Umfang die Blattachseln

den natiirlichen, priméren Infektionsort fiir die windbiirtigen Sclerotinia-Ascospren dar

(Sedun & Brown, 1986; Masirevic & Gulya, 1992; Gulya et al., 1997; Degener et al.,

1998).

Penetrationsbarrieren oder Inhibitoren gegeniiber der primédren Infektion iiber

Infektionshyphen von Sclerotinia sclerotiorum konnten bislang weder in Bléttern annueller

noch perennierender Populationen der Gattung Helianthus detektiert werden. Eine

erfolgreiche Besiedlung des Stdngels und damit des wirtschaftlich bedeutenden

Ertragsverlustes - nach erfolgter Ascosporenkeimung und primérer Penetration der

Blattepidermis - hdngt damit neben Resistenzeigenschaften des Stdngels auch von der

Penetrierbarkeit des Blattgewebes bzw. der Petiole fiir das Sclerotinia-Myzels ab.

Resistenzen gegeniiber der Sclerotinia sclerotiorum Myzelausbreitung im penetrierten

Gewebe werden in der Gattung Helianthus neben strukturellen Resistenzkomponenten im

Wesentlichen auf die Existenz praformierter als auch induzierter phenolischer Inhaltsstoffe

zuriickgefiihrt. Phenole bzw. deren Derivate werden hierbei mit passiven -

priinfektionellen - als auch aktiv induzierten - postinfektionellen - Resistenzen gegeniiber

Schédlingen und Pathogenen assoziiert (Schlosser, 1994 & 1997; Harborne, 1985 & 1995;

Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Dixon & Paiva, 1995). In einigen Wirt-Pathogen

Beziehungen konnten konstitutive phenolische Inhaltsstoffe als kausale Inhibitoren von

Myzelaktivititen im penetrierten pflanzlichen Gewebe ermittelt werden (Walker &

Stahmann, 1955; Brownlee et al., 1990; Prusky & Keen, 1993; Maher et al., 1994).

Freilanduntersuchungen von Castafio et al. (1992) und Hemery-Tardin et al. (1998) an

Phenolfingerprints von Helianthus Inzuchtpopulationen und deren Nachkommen zeigen,

dass praformierte Blattphenolgehalte eine starke Korrelation zur Myzelausbreitung als auch
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zur Lisionsldnge aufweisen. Praformierte Phenolgehalte werden in beiden Arbeiten als
putative und Kkostengiinstig zu evaluierende Marker der Sclerotinia-Blattresistenz
vorgeschlagen. Konstitutive Blattphenole werden daneben auch im perennierenden
Genpool als priinfektionelle Resistenzfaktoren diskutiert (Mondolot-Cosson & Andary,
1994; Andary et al., 1996; Mondolot-Cosson et al., 1997). Vergleichende Untersuchungen
zum Spektrum priformierter Blattphenole sowie deren Wirkungszusammenhinge zur
Sclerotinia-Anfilligkeit innerhalb der perennierenden Helianthus-Akzessionen liegen bis
heute nicht vor. Thnen konnte jedoch ein wesentlicher Beitrag als Basis einer
markergestiitzten Selektion eines interspezifischen Ziichtungsansatzes zur Amelioration der
Sclerotinia-Blattresistenz zukommen.

Ziel sollte neben einer einfachen Probenvorbereitung, einer hohen und reproduzierbaren
Trennung phenolischer Substanzen und einer simultanen Bestimmung mdglichst vieler
Polyphenole, eine kurze Analysendauer sowie eine hohe Empfindlichkeit sein. Da fiir die
komplexe Polyphenolanalytik der anfallenden Helianthus-Blattproben bisher keine
Methode vorlag die diese Bedingungen hinreichend erfiillte, wurde eine neue Methode auf
Basis der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC-Analytik) entwickelt. Als
Grundlage hierzu dienten Arbeiten von Oertel (1994), Oertel et al. (2001) sowie Hikinnen

et al. (1998) zur chromatographischen Analytik komplexer Polyphenolmuster in Rosaceen.

2.4.1 Verwendetes Pflanzen- und Blattmaterial, Versuchsanlage und zeitliche
Dimensionierung

Zur Analyse praformierter Blattphenole wurden insgesamt 18 perennierende Helianthus-
Wildarten bzw. Akzessionen untersucht. Die Genotypen rekrutierten sich dabei aus dem im
Abschnitt  2.1. ndher beschriebenen in vivo Feldbestand des Instituts fiir
Landwirtschaftliche Botanik. Im einzelnen wurden dabei Blattproben folgender Arten bzw.
Akzessionen unter Verwendung der HPLC-Analytik untersucht: H. strumosus; H. gros-
seserratus; H. salicifolius; H. microcephalus; H. divaricatus; H. giganteus; H. x laetiflorus;
H. nuttallii; H. tuberosus sowie die Akzessionen 1, 3 ,4 ,5, 7 und M von H. maximiliani
und P1, P 1745 und P 1747 von H. pauciflorus ssp. pauciflorus.

Um vertrauenswiirdige Daten zur Korrelation zwischen der Myzelausbreitung im
Mesophyll und priformierten Blattphenolprofielen zu erhalten, wurde zeitlich parallel zu
den Ernteterminen der Blattproben, die Geschwindigkeit der Myzelausbreitung iiber einen
DTL-Test mit vier Wiederholungen pro Wildart, wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben,
durchgefiihrt. Insgesamt wurden an drei unabhingigen Terminen, im 14tigigen Abstand,
zwischen Mitte Juni und Mitte Juli Blattproben jedes Genotyps zur chromatographischen

Analyse gesammelt, sowie parallel jeweils ein DTL-Test durchgefiihrt. Durch die Wahl
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von drei Zeitpunkten der Probennahme sollten im Wesentlichen Variationen im
Phenolmuster {iber den Versuchszeitraum erfasst werden.
Als Blattprobenmaterial zur HPLC-Analytik und zum DTL-Test dienten, in Anlehnung an

die Blattresistenztests, voll ausgewachsene Blitter des 10-12 Blattpaares.

2.4.2 Probenaufarbeitung und Extraktion

Es wurden jeweils 10 voll entwickelte Blitter ohne Petiole von insgesamt fiinf Pflanzen
jeden Genotyps wurden zu den Zeitpunkten der Probennahme jeweils um 9°°Uhr morgens
in Pergamenttiiten geerntet. Das Blattmaterial wurde zur Bestimmung des Frischgewichtes
gewogen und unverziiglich im Umlufttrockenschrank (Fa. Binder, D-78532 Tuttlingen) bei
35°C schonend bis zur Gewichtskonstante getrocknet. Im Anschluss an die Bestimmung
des Trockengewichts wurden die Proben in einer Kugelmiihle (Retsch MM 2000, Fa.
Retsch, D-42781 Haan) bei mittlerer Frequenz 30s staubfein gemahlen. Jeweils 100mg
gemahlene Blattprobe wurden mit 2mL 50%igem Methanol (v/v; Merck Chromasolv®)
versetzt und 30min im Ultraschallbad bei 4°C mit Eis extrahiert. Nach anschlieBender Smin
Zentrifugation bei 5000rpm (Hereaus, Biofuge 13) wurde der Uberstand abgenommen und
zur restlichen Entfernung evtl. kolloidaler Verunreinigungen membranfiltriert (Sartorius;
0.45pum Porenweite). 500uL des so gewonnenen klaren Rohextraktes wurden nochmals mit
ImL 50%igem Methanol verdiinnt, in Braunglasvials gefiillt und mit einem 10pL
Injektionsloop der HPLC-Analyse unterzogen. Sowohl die Extraktion in 50%igem
Methanol als auch das geringe Injektionsvolumen wurden zur Vermeidung von Methanol-

abhingigen Peakdeformationen gewéhlt.

2.4.3 HPLC-Analytik loslicher Phenole

Zur Erzielung einer robusten Routineanalytik mit hoher Batch to Batch Reproduzierbarkeit
wurde auf eine Gradientenelution mit einem binédren Fliessmittelgemisch zuriickgegriffen.

Hierbei wurden folgende mobile Phasen verwendet:

Solvent A: Doppelt entmineralisiertes Wasser mit 85%ige ortho-Phosphorsédure (Merck,
p.a.) (99.5/0.5 - v/v) als modifier zur Verbesserung des Elutionsprofils.

Solvent B: Acetonitril (Merck, Gradient grade)
Alle im Gradienten verwendeten Losungsmittel wurden vor ihrem Gebrauch
membranfiltriert (Sartorius; 0.45um Porenweite) und anschlieBend im Ultraschallbad unter

Vakuum entgast. Die Gradientenelution ergab sich wie folgt aus:
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Zeit Solvent A Solvent B Flussrate

[min] [%] [%] mL/min
0.0 90 10 1
5.0 90 10 1
56.0 30 70 1
60.0 0 100 1
65.0 0 100 1

Die Flussrate wurde iiber die zwei HPLC-Pumpen (Waters, Modell 515 und 590; D-65760
Eschborn) auf 1mL/min eingestellt. Die Trennung der Phenole erfolgte {iber ein
octadecylsilanisiertes Adsorbens (Eurospher-100-C18 Vertex Column, Spum, 250 x 4mm,
Fa. Knauer D-14163 Berlin-Zehlendorf) welches fiir komplexe Naturstoffextrakte mit
mono- bis oligomeren Inhaltsstoffen (< 3000Da) eine hohe Trennleistung aufweist (Oertel,
1994). Die Saule wurde iiber einen Sédulenthermostat mit Peltiersteuerelement (Fa.
Kontron, D-85371 Neufahrn) bei konstant 35°C £ 0,2°C Analysetemperatur gehalten.

Die Detektion erfolgte liber 3 Wellenldngen bei A=280nm (Kontron Detektor 332),
A=310nm (Perkin-Elmer LC-75, Perkin-Elmer, D-88662 Uberlingen) sowie bei A=380nm
(Knauer UV/VIS Detektor mit Wolframlampe). Alle phenolischen Inhaltsstoffe zeigten bei
280nm ein Signal. Da iiber komplexe Phenolmuster der Gattung Helianthus bislang keine
Daten vorlagen, wurden phenolische Komponenten entsprechend ihrer Absorptions-

charakteristika semiqualitativ durch Co-Chromatographie wie folgt bestimmt:

Detektion .. Referenzsubstanz
o ] Phenolkomponente Peakhohe Ein)
280 alle Phenole, Gesamtphenolgehalt =100% B

Chlorogensaure (Roth, HPLC)
Hydroxyzimtsdure und Ester 50-125%  Kaffeesdure (Sigma, C 0625)
Ferulasiure (Sigma, 46280)

S Hydroxybenzoesiure und Ester 10-20% Gallussiure (Roth, HPLC)
Flavan-3-ole <5% (+)-Catechin (Roth, HPLC)
(-)-Epicatechin (Roth, TLC)
Quercetin-dihydrat  (Sigma, Q
0125)
380 Flavonole; Flavonolglycoside 100% Quercetin-7-O-B-D-Glucose

(Quercimeritin, Prof. Dr. H.
Geiger; Uni. Saarland)

Tab. 6: Detektionscharakteristik phenolischer Komponenten in den Helianthus Blattextrakten

Die quantitative Analyse sowie Aufzeichnung und Integration der Detektorsignale erfolgte
iiber einen Datenintegrator (Spectra-Physics Chrom Jet Ili; Spectra-Physics D-64291

Darmstadt) mit automatischer Basislinienfindung und Peakerkennung.
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Zur Identifizierung phenolischer Komponenten der Extrakte wurde nach der Methode des
internen, additiven Standards (Unger & Weber, 1995) verfahren. Hierzu wurden die in
Tabelle 6 angegebenen Referenzsubstanzen den Extrakten in Konzentrationen von
jeweils10? und 10*M zugesetzt. AnschlieBend wurde fiir die qualitative Identifikation
neben der identischen Retentionszeit und gleichem Absorptionsverhalten zu den drei
Detektionswellenldngen sowohl die Peakfldche als auch die Peakh6he und Peaksymmetrie
im Chromatogramm ausgewertet.

Die Kompatibilitit der Chromatogramme {iiber alle Helianthus-Genotypen wurde,
insbesondere im Hinblick auf nicht identifizierte Substanzen, durch eine Mischprobe aller
Blattextrakte liberpriift. Hierzu wurden von jedem methanolischen Extrakt der Genotypen
Iml entnommen und in ein Falcon-Reaktionsgefal3 pipetiert. Nach 20sec. vortexen wurden
500puL der Mischprobe entnommen, mit 1mL Methanol verdiinnt und der HPLC-Analyse
mit den oben angegebenen chromatographischen Parametern unterzogen.

Sowohl die Peakidentifikation iiber den internen Standart als auch die Vergleichbarkeit der
Blattextrakte wurde bei sonst identischen Elutionsparametern mit verdndertem bindrem
Gradienten verifiziert. Hierzu wurde der organische Eluent Acetonitril (Solvent B) durch
Methanol (Merck, Gradient grade) ersetzt und die HPLC-Analytik mit folgender

Gradientenelution vollzogen:

Zeit Solvent A Solvent B Flussrate

[min] [%] [%] mL/min
0.0 90 10 1
5.0 90 10 1
92.0 40 60 1
97.0 0 100 1
100.0 0 100 1

Die Substanzpeaks wurden erst dann als identisch erachtet, wenn sie unter beiden
Gradientenelutionen gleiches chromatographisches Verhalten hinsichtlich Retentionszeit,
Peakflache- bzw. hohe und Peaksymmetrie zeigten.

Zur Erzielung einer reproduzierbaren Vergleichbarkeit der Chromatogramme iiber die
gesamte Gradientenelutionszeit erfolgte deren Kalibration liber die Retentionszeiten der
authentisch in der Gattung Helianthus detektierten Referenzsubstanzen Chlorogenséure,
Kaffeesdure sowie Quercetin-7-O-8-D-Glucose. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
wurden durch eine Verdiinnungsreihe der Standardlosungen bei einem Injektionsvolumen
von 10 pL bestimmt. Als Nachweisgrenze wurde ein Signal-Rausch-Verhéltnis von ca. 2:1
angenommen, als Bestimmungsgrenze ein Signal-Rausch-Verhéltnis von ca. 5:1. Zur
Auswertung wurden nur jene Peaks herangezogen, deren Konzentrationen bei mindestens
einer Blattprobe oberhalb der Bestimmungsgrenze lagen.

Die quantitative Bestimmung phenolischer Substanzen und des Gesamtphenolgehaltes
erfolgte liber die detektierten Peakflachen bei A = 280nm. Die Substanzmengen wurden in

Kaffeesduredquivalenten durch die Kalibration mit einem externen Standart quantifiziert.
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Hierzu wurden mindestens einmal tdglich definierte Konzentrationen frisch angesetzter
Kaffeesdurelosungen (8,6 * 10"M in Methanol) mit konstanten Volumina (10 ul)
mehrmals im Abstand von einer Minute injiziert. AnschlieBend wurden die Peakfldchen
und —hoéhen auf ihre Reproduzierbarkeit hin ausgewertet. Neben der &dquivalenten
Phenolquantifizierung konnte durch dieses Verfahren eine hohe batch to batch

Reproduktion der HPLC-Analytik kontrolliert und gegebenenfalls justiert werden.

2.4.4 Versuchsauswertung und statistische Analyse

Jede chromatographisch detektierte Substanz (Peak) wurde entsprechend ihrer
Retentionszeit nummeriert. Die quantitative Auswertung der Chromatogramme erfolgte
dabei sowohl {iber die Peakfldche als auch die Peakhohe bei 280nm Detektionswellenlénge.
Nicht ndher identifizierte Substanzen wurden entsprechend ihrem Adsorptionsverhalten bei
A = 280, 310 und 380nm (sieche Tab. 5) in potentielle Phenolklassen eingeteilt und mit
entsprechenden Indizes versehen (Hz = potentielle Hydroxyzimtsduren; Fl = potentielle
Flavonoide; Ip = Substanzen die unter lipophilen Gradientenbedingungen eluieren).

Die Myzelwachstumsraten des Sclerotinia-Myzels im Blattgewebe wurde iiber die
Lasionsvergroferung im DTL-Test ermittelt und bis zum 4. Tag nach Inokulation ermittelt.
Die unter kontrollierten Bedingungen gemessene Ausbreitungsgeschwindigkeit des
Pilzmyzels wurde anschlieBend bonitiert. Hierzu wurde Boniturnoten nach dem Verfahren
von STURGES (Sturges, 1926; Kohler et al., 1996) zur Ermittlung der optimalen

Klassenbreite vergeben und ergaben sich wie folgt:

Boniturnote Lisionslinge Myzelwachstum

[Note] nach 4d O [cm/d]
[cm]
4 <34 <0,8
3 >34-<42 ~ 1,0
2 >42-<5,0 ~1,2
1 >5,0-<5,8 ~ 1,4
0 >5,8 > 1,4

Qualitative Zusammenhange zwischen dem komplexen interspezifischen Polyphenolmuster
und der Sclerotinia-Myzelausbreitung wurden durch eine hierarchische Clusteranalyse
untersucht. Hierbei wurde gepriift, ob allein die Anwesenheit oder Absenz von distinkten
phenolischer Komponenten Zusammenhénge zur Pilzausbreitung im Mesophyll erkennen
lassen und erfolgte Initial durch die Generierung einer bindren 0-1-Datenmatrix (0 =
Komponente absent; 1 = Komponente vorhanden). Die bindre Matrix diente dabei durch

Transponieren in den JACCARD ‘schen Ahnlichkeitskoeffizienten:
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J=ai/ (n;-dy);

mit a = Anzahl der Proben eines Genotypen mit Pridsenz der phenolischen Komponente i,
d= Anzahl der Proben mit Absenz der Komponente i; n = Anzahl der gemessenen Proben,;
als Basis zur Darstellung von phinotypischen Ahnlichkeiten der Wildarten iiber die
genotypisch divergierenden Phenolfingerprints. Durch die anschlieBende Implementierung
der Ahnlichkeitsmatrix in den von Sneath & Sokal (1973) entwickelten UPGMA-
Algorithmus (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) wurden
Phinogramme in Form eines Dendrogramms (Phédnogramm) erzeugt. Dendrogramme
wurden mit dem Programm Treecon for Windows Version 1.3b (van de Peer & de
Wachter, 1994) generiert.

In Anlehnung an Arbeiten von Hemery-Tardin et al. (1998), Tourvieille et al. (1997) sowie
Sanlaville et al. (1988) wund Achbani et al 1994 wurden potentielle
Wirkungszusammenhidnge zwischen den Phenolmustern und der Myzelaktivitit im
Mesophyll iiber eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, SPSS
1999b) durchgefiihrt. Sie diente in der Hauptsache dazu, die multiple Anzahl von empirisch
ermittelten quantitativen Variablen (Substanzkonzentrationen) iiber eine faktorisierende
Korrelationsmatrix zu reduzieren. Grundlegendes Prinzip ist hierbei, dass Variablen denen
unterschiedliche Faktoren zugrunde liegen untereinander geringer korrelieren als jene,
denen potentielle - kausale - Gemeinsamkeiten (Faktoren) zugrunde liegen (Philippeau,
1986; Backhaus et al., 2000). Die explorative Faktoranalyse beriicksichtigte hierbei alle
detektierten phenolischen Komponenten sowie die Sclerotinia-Ausbreitung im Blattgewebe
und erfolgte nach der Varimax-Rotationsmethode (Kaiser, 1956; Hair et al., 1998).
Korrelationen zwischen solitdiren Peaks im Helianthus-Phenolmuster und der
Myzelaktivitit wurden liber den SPEARMAN’SCHEN Rangkorrelationskoeffizienten zum
Signifikanznivaeu a = 1% ermittelt. Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit dem

Statistikprogrammpaket SPSS Version 10.03.

2.5  Histologische, chromatographische und biochemische Evaluierung von
Resistenzparametern  der  Sclerotinia-Stingelreaktion  perennierender
Helianthus-Wildarten

Das Umfallen der Stingel durch enzymatische Mazeration des Markgewebes stellt am

gesamten Krankheitskomplex der Sclerotinia-Stangelfaule das wirtschaftlich bedeutendste

Ereignis dar (Sala et al. 1998), welches hauptsdchlich in der Reduktion des

Flachenolertrages begriindet ist (Gulya et al., 1997; Sala et al., 1998; Prioletta & Bazzalo,

1998). Resistenzfaktoren der Sprossachsen gegeniiber Sclerotinia sclerotiorum werden im

annuellen Genpool der Kultursonnenblume in der Hauptsache in deren préformierten

Lignifizierungsgrad als auch in postinfektionellen Akkumulationen von niedermolekularen
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phenolischen Verbindungen gesehen (Tourvieille & Vear 1984; Bazzalo et al. 1987 &
1991).

Vergleichende Untersuchungen und Evaluierungen resistenter und anfilliger Genotypen
der Pathogen - Wirt Interaktion Sclerotinia - Helianthus annuus sind, in der Hauptsache
aufgrund des Mangels an resistenten Sorten, rar (Gulya et al., 1997). Innerhalb des
perennierenden Genpools fehlen bislang Daten zur Charakterisierung morphologischer und
biochemischer Resistenzfaktoren der Sprossachse zur Sclerotinia-Resistenzreaktion und
sollten durch die nachfolgende Untersuchung geklért werden.

Als praformierte, morphologische Resistenzfaktoren gegeniiber pilzlichen Pathogenen
werden héufig lignifizierte Gewebe (Sklerenchyme) mit lignininkrustierten Zellwédnden,
Suberineinlagerungen  (Korkgewebe) sowie Cutin-Auflagerungen der Cuticula
(Kolattukudy, 1985; Howard et al., 1991; Agrios, 1997; Dickison, 2000) diskutiert. Hierbei
wirken diese strukturellen Resistenzfaktoren inhibierend auf den primédren
Infektionsprozess als auch - nach erfolgreicher Besiedlung des pflanzlichen Gewebes - auf
die Pathogenese durch mechanische bzw. chemische Barrieren.

Akkumulationen von I6slichen phenolischen Verbindungen, insbesondere der phenolischen
fungistatischen bzw. fungitoxischen Phytoalexine geht meist eine Steigerung des
Phenlostoffwechsels iiber eine Aktivierung des Schliisselenzyms Phenylalanin Ammoniak-
Lyase (PAL; E.C. 4.3.1.5) voraus. Untersuchungen an zahlreichen Pflanzenarten zeigen
hierbei, dass die PAL-Aktivitit durch zahlreiche Umweltfaktoren differentiell reguliert ist
(Guerra et al., 1985; Liang et al., 1989; Logemann et al., 1995; Sakurai et al., 2001; Sarma
et al., 1998) und in zahlreichen inkompatiblen Wirt - Pathogen Interaktionen durch erhohte
Transkriptionsraten gesteigert ist (Hahlbrook & Scheel, 1989; Elstner et al., 1996). Auch
im annuellen Formenkreis der Sonnenblume ist fiir die inkompatible Interaktion resistenter
Inzuchtlinien nach Infektion des biotrophen Pathogens Plasmopara halstedii eine erhéhte
Anzahl an PAL-m-RNA Transkripten im infizierten Gewebe beschrieben worden
(Mazeyrat et al., 1999).

Neben dem aktivierten Phenolstoffwechsel sind hiufig dazu parallel in zahlreichen
Resistenzphdnomenen erhohte Peroxidase (POX)-Aktivititen identifiziert worden, die als
generelle Resistenzmarker erachtet werden (Hammerschmidt et al., 1982; Stermer &
Hammerschmidt, 1984; Srivastava, 1987; Reuveni et al., 1990; Lorenzini et al., 1994;
Casal et al., 1994; Reuveni, 1995). Der Beitrag der Multi-Enzymfamilie pflanzlicher
Klasse III (Him)-Peroxidasen E.C. 1.11.17 (Welinder, 1992; Hiraga et al., 2001) zum
Resistenzphdnomen umfasst dabei eine Vielzahl von unterschiedlichen Mechanismen wie
der verstidrkten Lignifizierung der Zellwidnde (Kombrink & Somssich, 1995) und der
invasiven Pilzhyphen (Mauch-Mani & Slusarenko, 1996), der Bildung fungitoxisch-
radikalischer O-Chinone in nekrotischen Reaktionen (Elstner, 1990; OBwald, 1995;
Elstner, 1996; Richard-Forget & Gauillard, 1997, Barber et al., 2000), induzierter
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Suberineinlagerungen in Zellwiande (Bolwell et al., 1997; Bernards & Lewis, 1998), sowie
der Zellwandfestigung iiber die Polymerisierung Hydroxyprolinreicher Glykoproteine
(HRGP, Extensine) in die primédren Zellwénde dikotyler Pflanzen (Bradley et al., 1992;
liyama et al., 1994, OBwald, 1995; Warneck et al., 1997; Jackson et al., 2001).

Im Zuge der Charakterisierung des Wirt — Pathogen Systems Sclerotinia sclerotiorum —
perennierende Helianthus-Wildarten sollte evaluiert werden, a) in wie weit die PAL- bzw.
POX-Aktivitdt durch Sclerotinia-Stiangelinfektion induzierbar ist, b) ob innerhalb des
sekunddren Genpools genotypische Unterschiede in der Induzierbarkeit des
Phenolstoffwechsels bzw. der POX-Aktivitdt nach Sclerotinia-Infektion bestehen, ¢) ob fiir
die erhobenen Parameter Schlussfolgerungen zur Stingelresistenzreaktion gezogen werden
konnen und damit d) als selektierbare, biochemische Resistenz-Marker zur Sclerotinia-

Stingelresistenzreaktion herangezogen werden konnen.

2.5.1 Verwendetes Pflanzenmaterial und Versuchsanlage

Zur histochemischen sowie biochemischen Evaluierung von prid- und postinfektionellen
Resistenzparametern zur Sclerotinia-Stingelreaktion wurden solche Wildartakzessionen
verwendet, die in ihrer Resistenzausprigung (partiell resistent; intermediér; suszeptibel)
eine anndhernd einheitliche und mehrjihrige physiologische Konstanz aufwiesen (siche
dazu Abschnitt 3.1.1). Hierbei wurden verwendet:

a.) partiell Resistent: H. maximiliani AC M, H. maximiliani AC 7 sowie H. salicifolius.

b.) intermedidrer Resistenztypus: H. pauciflorus ssp. pauciflorus P1, H. nuttallii sowie

H. strumosus.
c.) suszeptibler Reaktionstypus: H. tuberosus, H. grosseserratus sowie H. giganteus.

Alle verwendeten Wildarten wurden wie zuvor beschrieben im Freiland gehalten. Anlage,
Pflege und Sclerotinia-Inokulationstechnik der Bestinde erfolgten wie bereits in Abschnitt
2.3.1 dargelegt. Die Untersuchungen erfolgten zweijdhrig mit jeweils vier Inokulationen
und Probennahmen pro Jahr sowie vier Inokulationen pro Genotyp. Als Inokulationsort
wurde wie zu den vorangegangenen Untersuchungen jeweils das 4. — 6. Internodium,

entsprechend dem oberen Drittel des Sprosses gewéhlt.

2.5.2 Histologische Untersuchung pri- und postinfektioneller Resistenzfaktoren

In der nachfolgenden Untersuchung wurden gesunde wie auch Sclerotinia-Infizierte
Stiangelsegmente einer mikroskopisch - histochemischen Untersuchung unterzogen.
Besonderer Wert wurde hier auf die fiir die Resistenzreaktionstypen einheitliche
Symptomatologie gelegt. Von den inokulierten Sprossachsen wurden jeweils die fiir den

Reaktionstypus charakteristischen Proben untersucht.
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Das infizierte Probenmaterial bestand aus 2-3 Tage alten Inokulationsstellen und wurde
zunichst stereomikroskopisch (Olympus SZH; Olympus D-20097 Hamburg) bei 366nm
Anregungswellenldnge (Desaga UVIS 254nm/366nm Handlampe; Desaga D-69153
Wiesloch) auf Autofluoreszenz der nekrotisierten Zonen untersucht.

Zur histochemischen Untersuchung wurde das Probenmaterial sofort nach der Ernte in
fliissigem N tief gefroren und anschlieBend mit einem Gefriermikrotom (Leitz Kryostat
1720, Leitz D-35578 Wetzlar) Gefrierschnitte von 15-25 pm Stirke bei einer
Schnitttemperatur von -10 - -15°C und einer Temperatur des Messers (Typ C; Stahl; R.
Jung GmbH D-69226 Nussloch) von -5°C angefertigt. Aufgrund seiner geringen
Autofluoreszenz wurde als Einbettmittel Tissue-Tek (Optimal Cutting Temperatur — OCT-
Compound 4583, Sakurai Finetek Inc., 90504-Torrance, USA) verwendet. Die Schnitte
wurden anschlieBend folgenden histochemischen Férbungen unterzogen und folgten im
Wesentlichen Protokollen nach Gahan (1984) und Ruzin (1999):

Suberin und Cutin: Die Schnitte wurden zunichst fiir 5sec in 50% Ethanol vorfixiert und

anschliefend fiir 15min in einer gesdttigten ethanolischen Sudan IV (Chroma 1A-262
Sudan IV; WALDECK Division Chroma, D-48161 Miinster)-Losung (0,07g in 100ml 70%
Ethanol) gefarbt, nachfolgend zweimal mit 50%igem Ethanol gewaschen und nach
Einbettung in 50Vol% Glycerin lichtmikroskopisch untersucht. Suberinisierte bzw. Cutin
enthaltende Strukturen farbten sich aufgrund der lipophilen Affinititsfarbung mit dem
Diazo-Farbstoff tief rot.

Daneben zeigen Suberin und Cutin Autofluoreszenzsignale bei Anregung im langwelligen
UV-Licht (Aex = 365 nm) die durch Behandlung der Schnitte mit 0.02M Na-Phosphatpuffer
(pH 9.1) differenzialdiagnostisch zur alleinigen Detektion von Suberin bei A = 530-
550nm fiihrt (Ruzin, 1999).

Lignifiziertes Gewebe (WEISNER-Reaktion: Weisner, 1878): Die Schnitte wurden

zundchst 5Smin in Ethanol abs. fixiert, anschlieBend fiir 3min in ein 10%iges (W/v)
ethanolisches Phloroglucin (Fluka)-Bad platziert, nachfolgend mit HCI conc. gewaschen
und lichtmikroskopisch untersucht. Lignifiziertes Gewebe farbte sich infolge der durch
HCI katalysierten Kondensation des Phloroglucins an Coniferylaldehyd-Seitenketten des
Lignins (Clifford, 1974) mit Ay = S50nm tief rot.

Kondensierte Tannine (Flavanole): Die Schnitte wurden Smin in einer Vanillin-HCI-

Losung (10%ige w/v Vanillinlosung in 1:1 v/v Losung aus Ethanol abs. und HCI conc.)
behandelt und anschlieend lichtmikroskopisch examiniert. Die Prasenz von kondensierten

Tanninen fiihrt zu einer Rotfarbung der entsprechender Zonen (Sarker & Howarth, 1976).

Flavonoide (WILSON'S-Reagenz): Die Schnitte wurden 15 min in einer Losung aus 5g

Zitronensdure und S5g Borsdure in 100mL Methanol abs. behandelt und durch
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Epifluoreszensmikroskopie (Aex = 400-440nm, Aen = 520-560nm) untersucht. Die
Anwesenheit von Flavonoiden fiihrt durch die Bildung von Borinsidure-Chelaten zu gelb

fluoreszierenden Zonen (Hariri et al., 1991).

Phenole (allgemein): Zahlreiche sekundére Inhaltsstoffe im pflanzlichen Gewebe zeigen

Autofluoreszenz welche als diagnostisches Tool zur Identifikation Pathogen induzierter
Aktivititen des Sekundérstoffwechsels im befallenen Gewebe genutzt werden konnen
(Ruzin, 1999; Goulas et al., 1990; Freytag & Hahlbrock, 1992).

Direkte lichtmikroskopische Beobachtungen phenolischer Komponenten sind reduziert auf
anthocyanhaltiges Gewebe da hier die Zielmolekiile rot, blau oder violett geférbt sind.
Phenolische Inhaltsstoffe wie Hydroxyzimtsduren, Cumarine, Stilbene und Styrolpyrone
weisen starke Autofluoreszenz bei Anregung im langwelligen UV Licht (A = 365) sowie im
blauem Licht (A = 460) auf (Ibrahim & Barron, 1989, Veit et al., 1993; Gorham, 1995;
Schmitz et al., 1996) und konnen somit fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden
(Hutzler et al.,, 1998). In Tabelle 7 sind alle wesentlichen Charakteristika zur
Phenoldetektion aufgezeigt.

Tabelle 7: Detektion autofluoreszenter Komponenten

Excitation Emission Detektion (Filtersatz)
Komponente A N
ex [NM] em [M] hex [NM] Aem [NM] DM ® [nm]
Cutin UV 365 440 — 480 blau  340-380 435-485 400
18 L TR 7A T IR UV 365 450 480 blau  340-380 435-485 400
Kaffee-, Chlorogensaure
Lienin UV 365 450~ 480 blau  340-380 435-485 400
or gt . UV 365 510520 grin  340-380 515-555 400
(mslh rsiivlbiznins) 420460 blau  >600 gelb-orange  450-490  600-660 505
: 440 — 480 blau  340-380 435-485 400
Suberin Ot 530-550 gelb®  340-380 520 Lp.” 505

* Dichroischer Spiegelfilter (Farbteiler); ® Langpassfilter (Mehrfachfluoreszenz). @ bei pH > 9.1 mit 0.02M
Na-Phosphatpuffer.

Die mikroskopischen Untersuchungen der Préiparate erfolgten licht- und epifluoreszenz-
mikroskopisch mit dem Inversmikroskop Nikon Eclipse TE 300-DV (Nikon GmbH, D-
40472 Diisseldorf). Als Fluoreszenzlichtquelle diente eine Quecksilberhdchstdrucklampe
(Osram HBO 100 W/2, Osram, D-81543 Miinchen). Digitale Bildaufnahmen und
Objektmessungen wurden mit dem Bilddokumentationssystem und der begleitenden
Software Diskus Version 4.20 (Fa. Hilgers, D-53693 Konigswinter) durchgefiihrt. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgten zur Vermeidung von Bildartefakten
(Inoué & Spring, 1997; van Vliet et al., 1998) der ungekiihlten Digitalkamera (Hitachi HV
20A - 3 Chip CCD Kamera; Hitachi Denshi, D-63110 Rodgau) bei einer Integrationszeit

von maximal drei Sekunden.
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2.5.3 Postinfektionelle Anderungen im Phenolstoffwechsel und der Peroxidase-
aktivitit

2.5.3.1 Diinnschichtchromatographie resistenzbegleitender Inhaltsstoffe

Als induzierte Resistenzfaktoren zur Sclerotinia-Stingelresistenz werden im annuellen
Formenkreis der Gattung Helianthus erhohte Gehalte an 16slichen phenolischen
Inhaltsstoffen, insbesondere Derivate der Caffeoylchinasdure (Chlorogensiure) diskutiert
(Bazzalo et al., 1985; 1987 & 1991; Hemery, 1987) die nach der Klassifikation von Ingham
(1973) als Inhibitine vor Infektion in geringsten Mengen prisent sind, sich jedoch
postinfektionell stark akkumulieren. In der nachfolgenden chromatographischen
Untersuchung sollte untersucht werden, ob in Sclerotinia inokulierten, perennierenden
Helianthus Wildarten nach Infektion dhnliche Akkumulationen phenolischer Inhaltsstoffe
erfolgen.

Als Probenmaterial wurden gesunde sowie zwei Tage alte Inokulationen der in den
Resistenztypen charakteristischen Wildartakzessionen verwendet. Die vom Freiland
geernteten Stangelproben wurden zunichst in fliissigem N, tiefgefroren. AnschlieBend
wurden die infizierten Stidngelproben vor der Extraktion auf eine einheitliche Linge von
1.5cm geschnitten. Alle inokulierten Sténgelproben enthielten sowohl gesundes als auch
nekrotisches Gewebe.

0,5g des Probenmaterials wurden in einem mit fliissigem N, vorgekiihlten Morser und HCI
conc. gewaschenem Carborundum fein zermahlen und anschlieBend mit 4mL 4°C kaltem
50%igen Methanol (v/v) extrahiert. Die entstandene Suspension wurde in 1,5mL
Eppendorfreaktionsgefafe tiberfiihrt und bei 10.000g (SIGMA Universalzentrifuge 3K15;
Sigma D - 37507 Osterode am Harz) fiir 10min bei 4°C zentrifugiert. Der erhaltene
Uberstand diente als Rohextrakt fiir die diinnschichtchromatographische Trennung.

Auf Grund der hoheren Anzahl an theoretischen Boden, der hoheren Trennleistung und der
schnelleren Analysezeit (Hahn-Deistrop, 1997, Kraus et al, 1999) wurde als
chromatographisches System auf die Hochleistungs-Diinnschicht-Chromtographie
(HPTLC) im Horizontalverfahren zuriickgegriffen. Hierzu wurden 2 pL. der Rohextrakte
auf eine zuvor bei 100°C aktivierte HPTLC-Platte (HPTLC-Silica Gel 60, F 254, 10x10cm
mit Konzentrierungszone; 6 um Korngrof3e, Merck D-D-64293 Darmstadt) punktférmig ca.
Iem vom Plattenrand aufgetragen und anschlieend in einer horizontalen HPTLC-Kammer
(10x10cm, Teflon, Desaga D-69153 Wiesloch) entwickelt. Als mobile Phasen wurden

folgende, fiir jeden Lauf frisch angesetzte Losungsgemische verwendet:

a)  System I fiir hydrophile Komponenten : Ethylacetat : H,O : Ameisenséure — 67 : 20 :

13 (v/v/v); zur Trennung von Kaffeesdure und Chlorogensdurederivaten in

Anlehnung an Protokolle von Hahn-Deistrop & Bauer (1999) zur Trennung von
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niedermolekularen Phenolen der Asteraceen Echniacea purpurea sowie E. angusti-
folia.

b) System II fiir hydrophobe Komponenten: Chloroform : Aceton : Ameisensdure —

130 : 53 : 17 (v/v/v); insbesondere zur Trennung und Detektion von Cumarinen in
Anlehnung an Fried & Sherma (1996).

Die Laufstrecke betrug fiir beide Systeme ca. 7,5cm — bei einer Laufzeit von 20 min und

20°C Raumtemperatur. Alle Trennungen wurden bei 100% Kammersattigung durchgefiihrt

und erfolgten zu System I mit einer geséttigten Ameisensdure- zu System II mit einer

gesittigten Chloroform : Aceton (1:1; v/v) Atmosphire.

Die Detektion phenolischer Komponenten erfolgte iiber:

a)

b)

d)

Fluoreszenzreduktion im kurzwelligen UV-Licht (A = 254nm): Hierbei stellen sich

alle Phenole auf DC-Platten mit Fluoreszenzindikator, bedingt durch ihren

Benzolchromophor, als fluoreszenzmindernde Zonen dar (Sticher, 1999).

Figenfluoreszenz im langwelligen UV-Licht (A = 366nm): Insbesondere Cumarine

weisen eine starke Eigenfluoreszenz auf und konnen ohne differenzierende
Spriithreagenzien an ihrer Fluoreszenzfarbe erkannt werden (Kubeczeka & Bohn,
1985). Als wesentliches Charakteristikum weisen sie dariiber hinaus auch bei A =

254nm eine Eigenfluoreszenz auf, die eine Fluoreszenzminderung iiberdeckt.

Diphenylboryloxyethylamin - Sprithreagenz (Naturstoffreagenz A: Roth): Als

1%ige methanolische Losung bedingt Naturstoffreagenz A eine differentielle
Modifikation der Fluoreszenzfarbe (A = 366nm) phenolischer Inhaltsstoffe tiber
einen von der Phenolstruktur abhidngigen Chelatkomplex (Neu, 1956). Die
Detektionsempfindlichkeit betrdgt hierbei 1ug/Substanzfleck (Kirchner, 1978) und
kann durch anschlieBendes Besprithen der Chromatogramme mit 5%iger (w/v)
ethanolischer PEG-4000 (Merck) Losung um den Faktor 10-100 gesteigert werden
(Stahl, 1997; Kraus et al., 1999).

Vanillin-HC] Reagenz: Besprithen der Chromatogramme mit einer Vanillin-HCI-

Losung (1% Vanillin in HCI conc w/v) lasst Phenole, die das Substitutionsmuster
des Phloroglucins oder Resorcins aufweisen, nach Erhitzen auf 105°C und
Betrachtung im Tageslicht gelbrot bis violett erscheinen (Jork et al., 1993; Sticher,
1999).

Zur genauren Untersuchung resistenzbegleitender Inhaltsstoffe wurden priparative

diinnschichtchromatographische  Trennungen durchgefiihrt. Hierzu wurde nach
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Entwicklung der DC-Platte (Merck - HPTLC-Silica Gel 60, ohne Fluoreszenzindikator;
10x10cm mit Konzentrierungszone; 6 um Korngréfie) der Substanzfleck unter UV markiert
und mit einer feinen Prépariernadel ausgeschabt. Das mit Substanz beladene Kieselgel
wurde in den oberen Teil einer Pasteurpipette, die in der Verjiingung mit Quarzwolle
versehen war, quantitativ iiberfiihrt. AnschlieSend wurde die Substanz mit 500uL Methanol
(Merck, Chromasolv) aus der Sdule in Quarzkiivetten eluiert und auf ihr
Absorptionsspektrum  hin  spektralphotometrisch ~ untersucht  (SmartSpec 3000
Spectrophotometer; Bio-Rad Laboratories D-80901 Miinchen). Der Scanbereich betrug
dabei zwischen A = 200nm — 700nm. Zur Verseifung etwaiger Esterbindungen wurden
zusitzlich die eluierten resistenzbegleitenden Substanzzonen einer sauren Hydrolyse mit
2M HCI unterzogen. Hierbei wurden 400uL Eluat mit 400 pL mit HCI versetzt und im
Wasserbad bei 25°C 3h inkubiert. Anschlieend wurde das Inkubationsgemisch mit dem
Laufmittel: Ethylacetat : H,O : Ameisensdure — 70 : 15 : 20 (v/v/v) bei einem
Auftragsvolumen von 2pL entwickelt.

Als Vergleichs- und Referenzsubstanzen wurden jeweils 0,1%ige methanolische Losungen
von Kaffeesdure (Sigma, C 0625); Chlorogensdure (Roth, HPLC); Scopoletin (Aldrich,
24.658), Umbelliferon (Sigma, U 7626) und Esculetin (Aldrich, 24.657) mit einem Auf-
tragsvolumen von 2pL als Referenzsubstanzen cochromatographiert. Die Dokumentation
der HPTLC-Chromatogramme erfolgte mit dem Transilluminationssystem Gel Print 20001
(BioPhotonics Corp.; 48103 Ann Arbor, MI, USA).

2.5.3.2 Extraktion und Bestimmung der pri- und postinfetionellen Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase - (E.C. 4.3.1.5) und Peroxidase - (E.C. 1.11.17) Aktivitit

In den nachfolgenden Untersuchungen sollten die extrahierbaren PAL — und POX-
Aktivitdten vor und nach Sclerotinia Inokulation der Sprossachsen ermittelt werden. Der
Erntezeitpunkt der Proben erfolgte jeweils um 8°°Uhr morgens, um tageszeitliche
Schwankungen der Enzymaktivititen zu vermeiden. Die einzelnen Stingelsegmente
wurden zur Probennahme zunichst in fliissigem N, eingefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Die durchgefiihrten Aktivitditsmessungen beruhten fiir beide Enzymassays auf der
spektralphotometrischen Bestimmung des Endproduktes der enzymatischen Reaktionen.
Hierbei wurde weitestgehend im Substrat-Sattigungsbereich der Enzyme gemessen, so dass
die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr durch die MICHAELIS-MENTEN Kinetik
(Michaelis & Menten, 1913) charakterisiert, sondern im Wesentlichen nur durch die

Enzymkonzentration im Assay gegeben ist (Lottspeich & Zorbas, 1998; Fersht, 1999).
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2.5.3.2.1 Ermittlung der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase- (PAL, E.C. 4.3.1.5)
AKktivitit

Um differenzierende Aussagen iiber die spezifische Induktion der PAL durch Wundsignale
und/oder einer biotischen Sclerotinia Induktion zu erhalten, wurden parallel zur
Pilzinfektion Verwundungen an gesunden Sprossachsen durchgefiihrt. Hierzu wurden mit
einer sterilen Skalpellklinge an vier Priifgliedern/Wildart longitudinale Schnitte von ca.
Icm Lénge und 0,5 cm Breite angelegt und mit Parafilm abgedichtet.
Als Untersuchungsobjekte dienten zwei Tage postinfektinell gesammelte Stingelsegmente.
Die Proben wurden noch vor dem Einfrieren in fliissigem N, in folgende 2cm lange
Abschnitte getrennt und gewogen:

a) gesunder Stiangelabschnitt einer nicht inokulierten Pflanze

b) Sclerotinia inokulierter Stdngelabschnitt mit nekrotisierter Zone bzw. Lision zwei

Tage nach Inokulation

¢) mechanisch verwundeter Stingelabschnitt zwei Tage nach Verwundung

Die anschlieBende Extraktion und Messung der PAL-Aktivitét erfolgte in Anlehnung an
Arbeiten von Havir (1987) sowie Edwards & Kessmann (1992) zur PAL-Bestimmung in
Leguminosen:

Jeweils zwei Stingelproben von 5g¢ FW wurden in einem mit fliissigem N, vorgekiihlten
Morser staubfein gemahlen und mit 5ml 4°C kaltem Extraktionspuffer versehen. Der
Extraktionspuffer beinhaltete hierbei 50mM Tris-HClI (pH 8,5) mit 14,2mM 2-
Mercaptoethanol sowie 5% (w/v) PVPP. Nach zweimaligem Vortexen in 15mL Falcon-
Tubes und Quetschfiltration der Suspension liber zweilagigem Miracloth (Miracloth No.
475855; Calbiochem - Novabiochem D-65796 Bad Soden) wurden die Proben mit 10000g
I5min bei 4°C zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417 R; Eppendorf D-50389
Wesseling). Da die gefirbten Bestandteile des Rohextraktes (Chlorophyll, Carotenoide,
phenolische Inhaltsstoffe) die spektralphotometrische Messung stéren und auch die PAL-
Aktivitit inhibieren konnen (Attridge et al., 1971; Seitz et al., 1985; Edwards & Kessmann,
1992) wurden die Rohextrakte mit 0,5¢ Dowex 1x2 Ionenaustauscher (24h equilibriert in
50mM Tris-HCI Puffer, pH 8,5) in der Kélte 5min (4°C) geriihrt. Nach anschlieBender
Zentrifugation (5000g) diente der entstandene klare Uberstand als Rohextrakt zur
Aktivitdtsbestimmung.

Zur Aktivitditsmessung wurde der Umsatz an L-Phenylalanin durch die PAL in trans-
Zimtsédure spektralphotometrisch bei A = 290nm in Quarzkiivetten ermittelt. Als Kontrolle
wurde parallel zu jeder Messprobe eine Aktivititsmessung mit D-Phenylalanin
durchgefiihrt das von der PAL aufgrund der sterischen Inkompatibilitdt nicht zu t-

Zimtsdure umgesetzt werden kann.
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Jeweils 0,9mL des 12,1mM L-Phenylalanin (D-Phenylalanin zur Kontrolle) wurde in
50mM Tris-HCI (pH 8,5) in 3mL Quarzkiivetten im Wasserbad auf 39°C vorgeheizt. Durch
Zugabe von 0,ImL Rohextrakt und anschlieBender Durchmischung des Kiivetteninhaltes
wurde die Reaktion gestartet. Die Bildung von t-Zimtsdure wurde spektralphotometrisch
durch die Extinktionszunahme bei A = 290nm (SmartSpec 3000 Spectrophotometer; Bio-
Rad Laboratories D-80901 Miinchen) ermittelt. Die Kalibrierung des Photometers erfolgte
gegen den 50mM Tris-HClI Puffer (pH 8,5) als Blindwert. Die trans-
Zimtsdurekonzentration wurden alle 15min ermittelt und {iber insgesamt 2h verfolgt.

Die Kalkulation der Enzymaktivitit erfolgte in pkats/kg Protein (spezifische Aktivitit).
Unter Beriicksichtigung des molaren Extinktionskoeffizienten fiir t-Zimtsdure bei A =
290nm von 10,0 cm*mol x 10° folgte die Berechnung der spezifischen PAL-Aktivitit

nach:

Ad, g L. — Phenylalanin -~ A4,y 1D — Phenylalanin

27780 - 60 min 60 min __ tkats
4 Protein pro Inkubation kg Protein

Die Rohproteingehalte der Rohextrakte wurden spektralphotometrisch nach Bradford
(1976) mit Rinderserum Albumin (BSA) als Standart bei A = 595nm ermittelt.

Die Auswertung der PAL-Aktivititen der einzelnen Probenvarianten und Genotypen
erfolgte nichtparametrisch iiber den Kruskal-Wallis Test und anschlieBendem paarweisen
Mittelwertsvergleich durch den Mann-Whitney U-Test zum Signifikanzniveau a=5% mit
dem Statistiksoftwarepaket SPSS Version 10.03, Landeslizenz NRW.

2.5.3.2.2 Ermittlung der Peroxidase- (POX, E.C. 1.11.17) Aktivit:it

Als Untersuchungsobjekte dienten zwei Tage postinfektinell geerntete Stéingelsegmente.
Wie zur PAL-Aktivitdtsermittlung wurden die Proben der einzelnen Genotypen noch auf
dem Feld in gesunde und Sclerotinia inokulierte Stidngelabschnitte separiert, in fliissigem
N, gefroren und bis zur weiteren Analyse bei —80°C gelagert.

Die nachfolgende Aufarbeitung und Extraktion der POX erfolgte in Abwandlung nach
Arbeiten von Ranieri et al. (2000a) sowie Grison & Pilet (1985) zur Separation leicht
16slicher, ionisch gebundener sowie covalent gebundener Fraktionen pflanzlicher Klasse I11
Peroxidasen in Helianthus annuus sowie Zea mays. Die Extraktion erfolgte in drei
sequenziellen Schritten und nutzte die ungleiche Loslichkeit der POX-Fraktionen zu
Puffern mit differierenden Ionenstdrken. Hierbei gehen die leicht 16slichen symplastischen
als auch apoplastischen Fraktionen durch Extraktion in einem ionenschwachen Na-

Phosphatpuffer in Losung. lonische, in der Hauptsache an die Zellwand gebundene
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Fraktionen, werden durch ionenstarke Ca®” Konzentrationen ausgetauscht. Die Behandlung

der Zellwandmatrix mit cellulytischen Enzymen extrahiert die covalent an die Zellwand

gebundenen Peroxidasen und kann ca. 75% des fest an die Zellwandmatrix assoziierten
Enzyms 16sen (Elstner, 1990). Alle Extraktionsschritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C
gekiihlt durchgefiihrt:

a)

b)

d)

Jeweils zwei Stingelproben von insgesamt 5g¢ FW wurden in einem mit fliissigem
N, vorgekiihlten Mdorser fein gemahlen und mit 8ml 4°C kaltem 66mM Na-
Phosphat Extraktionspuftfer (pH 6,1) versehen.

Die Suspension wurde anschlieBend mit weiteren 4mL des kalten
Extraktionspuffers quantitativ in 15mL FalcongefdBe iiberfiihrt und nach
zweimaligem vortexen (30s) bei 800g und 4°C fiir Smin zentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5810 R).

Der Uberstand wurde im Folgenden abgenommen, in 2mL Eppendorfreaktionsge-
faBe {tberfiihrt und bei 10000g und 4°C fiir 5Smin zentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5417 R). Der entstandene Uberstand diente als 16sliche POX-Fraktion.

Das bei b) erhaltene Pellet wurde zweimal mit kaltem Na-Phosphatpuffer sowie
zweimal in Aq. bidest. resuspendiert und gewaschen. Das im Anschluss an die Smin
Zentrifugation bei 1000g/4°C erhaltene Pellet wurde im Uberschuss mit Na-
Phosphatpuffer (pH 6,1) mit 0,5% (v/v) Triton X-100 resuspendiert und 1h auf Eis
bei 200U/min geschiittelt. Nach zwei Waschschritten mit Extraktionspuffer und Aq.
bidest. sowie Zentrifugation bei 800g (4°C, 5min) wurde das Pellet mit 8mL 1M
CaCl,-Losung auf Eis (4°C) bei 200U/min 1h geschiittelt. Der im Anschluss an die
Zentrifugation (10min, 4°C, 800g) erhaltene Uberstand beinhaltete die ionisch
gebundene POX-Fraktion.

Das aus d) erhaltene Pellet wurde zweimal mit Aq. bidest. gewaschen und nach der
Zentrifugation (5Smin, 4°C, 800g) und Verwerfen des Uberstandes mit 6mL 50mM
Na-Acetatpuffer (pH 5.5) mit 0,4% (w/v) Cellulase (EC 3.2.1.4 aus Aspergillus
niger, Merck) und 0,3% Mazerozym (Mazerozym R10 aus Rhizopus ssp., Merck)
(w/v) bei Raumtemperatur 20h inkubiert. Die anschlieBende 10min Zentrifugation

bei 800g beinhaltete in ihrem Uberstand die covalent gebundene Fraktion. Das

Pellet wurde bei 90°C bis zur Gewichtskonstante getrocknet und anschlieSend

wurde das Trockengewicht bestimmt.

Die isolierten POX-Fraktionen wurden bis zur photometrischen Bestimmung bei -80°C

gelagert, welches nach Dignum et al. (2001) keinen Einfluss auf deren Aktivitit zeigt. Die
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Rohproteingehalte der Rohextrakte wurden spektralphotometrisch nach Bradford (1976)
mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standart bei A = 595nm ermittelt.

Fiir den photometrischen Nachweis der POX-Aktivitit wurde Guajacol (2-Methoxyphenol)
als Substrat verwendet, da es von annéhernd allen Peroxidasen gleich gut unter Verbrauch
von H,O; in das braun-rot gefarbte Tetra-Guaiacol oxidiert wird.

Die spektralphotometrische Ermittlung des gebildeten Tetra-Guaiacol erfolgte bei A =
470nm (SmartSpec 3000) in Standartkiivetten (3mL Halbmikro-Kiivetten, Brand, D- 97861
Wertheim). Der im Wasserbad auf 30°C vorgewarmte Assay beinhaltete 100uL 0,1% (v/v)
Guajacol-Losung (Merck, reinst); 100uL der extrahierten POX-Fraktionen, 2,7 mL Na-
Phosphatpuffer (pH 5,2) und wurde durch Zugabe von 100uL 0,1%iger H,O, Ldsung
gestartet. Die Extinktionsdnderung wurde iiber einen Zeitraum von Smin beobachtet. Das
Photometer wurde gegen den Assaypuffer (2,7 mL) mit dem entsprechenden Anteil
(100uL) Extraktionspuffer der POX-Fraktionen kalibriert. Die Messungen erfolgten im
Linearititsbereich und wurden gegebenenfalls durch entsprechende Aliquotierung des
Enzymextraktes im Assay adjustiert.

Die POX-Aktivitit der 16slichen und ionisch gebundenen Fraktion wurde als
Absorptionsdifferenz pro Minute und mg Protein (AA4o x min' x mg') im Assay
berechnet. Die Aktivititen der covalent gebundenen Fraktion bezogen sich auf die

Absorptionsdifferenz  AAs479 pro Minute und g TM der residualen Pellets aus

Extraktionsschritt e).

Die statistische Auswertung der POX-Aktivititen einzelner Probenvarianten und
Genotypen erfolgte Varianzanalytisch mit anschlieBendem multiplen Mittelwertsvergleich
nach SCHEFFE zum Signifikanzniveau a=5% und wurden mit dem Statistiksoftwarepaket
SPSS Version 10.03, Landeslizenz NRW, durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum Resistenzverhalten perennierender Helianthus-
Wildarten auf artifizielle Sclerotinia sclerotiorum Inokulation

Die ausgesprochen perthotrophe Verhaltens- und Erndhrungsform, das beachtliche
Wirtspflanzenspektrum (Boland & Hall, 1994) als auch die Vielzahl an
Pathogenitdtsfaktoren von  Sclerotinia  sclerotiorum implizieren e¢ine extreme
Anpassungsfihigkeit des Pilzes. Diese Eigenschaften haben bislang noch in keiner von
diesem Pathogen betroffenen Kulturpflanze zur Detektion kompletter - entsprechend dem
FLORschen Postulat (Flor, 1942; 1956) — monogener Resistenzen gefiihrt (Steadman,
1979; Seiler, 1992; Masirevic & Gulya, 1992; Gulya et al.,, 1997; Subbarao, 1998).
Resistenzen gegeniiber Sclerotinia im Genpool der kultivierten Sonnenblume sind
partieller Natur und polygen determiniert (Miller, 1987; Robert et. al,. 1987; Skoric, 1992;
Mestries et al., 1998; Castafio et al.,, 2001), wobei additive Effekte vorherrschend vor
Dominanz- und epistatischen Effekten sind (Tourvieille & Vear, 1990, Grezes-Besset et al.,
1994; Achbani et al., 1996).

Da die in dieser Arbeit evaluierten Helianthus-Wildartpopulationen ohne Vorkenntnis ihres
Resistenzverhaltens getestet wurden und die Literatur auf duflerst variierende Ergebnisse
hinsichtlich deren Verhalten gegeniiber Sclerotinia ssp. verweist (Pustovoit & Gubin, 1974;
Pustovoit & Krasnokutskaya, 1976; Thompson et al., 1978; Skoric, 1987; Serieys, 1987)
wurden mehrjdhrige Freilandversuche durchgefiihrt. Hierdurch sollten innerhalb des
sekunddren Genpools der Gattung Helianthus im Wesentlichen a) potentielle genotypische
Unterschiede im Resistenzverhalten zwischen artifiziell inokulierten Sprossachsen und
Blattern detektiert b) die Umweltkonstanz des Merkmals ,,Lésionsldnge™ der Sclerotinia
inokulierten ~ Sprossachsen und  Blitter  charakterisiert, c¢) Anderungen im
Resistenzverhalten in Abhingigkeit vom physiologischen Zustand der Pflanze (Alters-
bzw. Jugendresistenz) evaluiert und d) eine Abschétzung des spezifischen, genotypischen
Effektes auf den Krankheitskomplex ,Sclerotinia-Stangelfaule“ erfolgen. Die
Determination weiterer, fiir die Pathogenese von Sclerotinia sclerotiorum bedeutender
Parameter, sowie die Bestimmung der Korrelation zur Lésionslinge dienten zur
Uberpriifung der Veritabiltit und Robustheit des phinologischen Markers , Lisionslinge

nach 4 Tagen* am gesamten Resistenzphdnomen.
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3.1.1  Sclerotinia-Stingelreaktion im Freiland

3.1.1.1 Genotypische Unterschiede im Resistenzverhalten der Sprossachse und
Umweltkonstanz des Merkmals Lisionslinge

In einem ersten Feldversuch wurden zunichst alle 21 Genotypen iiber 2 Jahre, 1998 und
1999, auf Sclerotinia-Stingelresistenz getestet (Experiment I). Im Jahr 2000 wurden
zusétzlich nochmals aus den 21 Populationsakzessionen 13, in ihrer Sclerotinia-
Stdngelreaktion  charakteristische = Arten  getestet (Experiment II), um die
Umweltwechselwirkungen ,,Genotyp x Jahr und ,,Genotyp x Infektionszeitpunkt™ exakter
zu erfassen.

Der Infektionserfolg war in beiden Versuchsansidtzen hoch und betrug im Durchschnitt
aller Genotypen und Jahre 96%. Alle Genotypen zeigten postinfektionell nach spitestens
48h  typische Krankheitssymptome. Signifikante Unterschiede hinsichtlich des
Infektionserfolges zwischen den Experimenten, Jahren und Inokulationszeitpunkten
wurden nicht detektiert. Tendenziell zeigten die Genotypen H. salicifolius mit 92% und H.
maximiliani AC M mit 94% erfolgreichen Infektionen die geringsten Infektionsraten. Hohe
Infektionsraten von jeweils 100% zeigten H. tuberosus und H. giganteus, die somit in allen

artifiziellen Inokulationen charakteristische Sclerotinia-Symptome aufwiesen.

Experiment [:
Alle im zweijdhrigen Feldversuch evaluierten Parameter sowie deren signifikant

genotypischen  Unterschiede sind in Tabelle 8 notiert. Die genotypischen
Verteilungsparameter der vier Tage postinfektionell gemessenen Lisionslédnge {iber die

Versuchsjahre sind in Abbildung 3 graphisch dargestellt.

Im zweijdhrigen Feldversuch wiesen sich im Mittel der Jahre und Infektionszeitpunkte
hochsignifikante Unterschiede der Genotypen hinsichtlich der nach 4 Tagen gemessenen
Lisionsldangen aus (a=0,1%, N = 588). Als hoch teilresistente Genotypen konnten H .sa-
licifolius, H. maximiliani AC M und H. maximiliani AC 7 evaluiert werden. Sie wiesen im
Durchschnitt die geringsten Léasionsldngen (Mittel 0,6 — 1,0cm) auf und zeigten in
Abhidngigkeit der Versuchsjahre und Inokulationszeitpunkte den konsistentesten
Reaktionstyp hinsichtlich Lésionsldnge, Rangplatz und Phénologie der induzierten Lésion
(zur phénologischen Charakterisierung der Reaktionstypen siehe Abschnitt 3.1.1.3).
Zusitzlich vergroferten sich deren Lasionen nur duBerst langsam und spiegeln sich
dementsprechend in den geringsten Myzelwachstumsraten aller evaluierten Genotypen
(0,1-0,25 cmed') wieder. Hiufig konnte 8 — 10 Tagen nach Inokulation keine
VergroBerung der Lasionen beobachtet werden. Dem gegentiber erwiesen sich die Arten H.

giganteus, H. atrorubens, H. decapetalus, H. tuberosus und H. grosseserratus als
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ausgesprochen empfindlich gegeniiber Sclerotinia-Inokulation. Die Ausbreitung des
Sclerotinia-Myzels erfolgte rasch (1,10-1,84 cmed™) und fiihrte hiufig schon nach zwei

Tagen zu charakteristischen Welkesymptomen.

Abbildung 3: Verteilungskennwerte im BOX-WHISKER-Plot des Resistenzparameters —
Lasionslidnge nach 4 Tagen - zum Konfidenzintervall 95% fiir 21 perennierende Wildarten iiber 2
Jahre im Sclerotinia Stingelresistenztest
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Nach vier Tagen zeigten die empfindlichen Arten hdufig einen Totalverlust der Pflanze
durch Abbrechen der Sprossachse am Inokulationsort. Hochsignifikante Totalverluste im
Vergleich zum Versuchsdurchschnitt (14,3%) von mehr als 50% aller inokulierten
Individuen wiesen die Genotypen H. grosseserratus (67,8%), H. giganteus (98%), H.
tuberosus (96,4%) auf. Alle anderen Genotypen, Akzessionen von H. pauciflorus ssp., die
H. maximiliani Akzessionen AC 1, 4, 5 sowie die Arten H. X laetiflorus, H. microcephalus,
H. strumosus, H. nuttallii und H. divaricatus konnten hinsichtlich Lasionsldnge als auch
des phénologischen Reaktionstypus als intermedidr benannt werden. Dieses intermediére
Resistenzverhalten charakterisierte sich durch haufige und hoch signifikante Rangwechsel
(0=0,1%) der Genotypen in Abhédngigkeit vom Inokulationszeitpunkt. Die Effektstirke der
Jahre war jedoch verglichen mit dem genotypischen Einfluss dul3erst gering. Dies spiegelte

sich sowohl in einem geringen Interaktionskoeffizienten fiir den Jahreseffekt mit 7.=0.02

als auch in der Varianzkomponentenanalyse wieder.
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Tabelle 8: Ergebnisse der 1998 und 1999 durchgefiihrten Feldresistenzpriifungen von 21 perennierenden Helianthus-Wildarten auf artifizielle Sclerotinia sclerotiorum
Stangelinokulation (Experiment I)

Lasionslinge nach 4d Sklerotien =~ Welke Total- Myzel- Inkubations-

Rang” Genotyp [cm] Index © Index ©  Verluste® wachstum® Index

_ [% Symptome]

X TUREY-T.”  §g  Xmin-Xmax [% Pfl.] [% Pfl.] [% Pfl.] [cm - d] nach 36h
1 H. salicifolius 062 a 0,40 0,1-1,6 - - - 0,11 33,1
2 H. maximiliani AC M 0,98 a 0,49 0,1-1,7 = - - 0,24 100
3 H. maximiliani AC 7 1,03 a 036 04-1,7 - - - 0,22 100
4 H. pauciflorus ssp. subrhomboideus R 2 2,71 b 0,89 1,4-4,1 - - - 0,72 100
5 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1 2,78 bc 0,91 1,044 - - - 0,63 100
6 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1745 2,81 bc 0,84 1,2-4,1 - - - 0,68 100
7 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1747 2,95 bc 1,09 1,6-4,7 - - - 0,67 100
8 H. maximiliani AC 1 2,98 bc 0,97 1,044 - - - 0,71 100
9 H. maximiliani AC 5 3,18 bc 0,84 1,344 - - - 0,63 100
10 H. divaricatus 3,34 bed 1,01 1,6-4,7 - - - 0,74 100
11 H. nuttallii 3,45 bed 1,18 1,5-5,7 3ns 7,28 3,5 0,71 100
12 H. strumosus 3,67 bed 1,23 1,0-5,2 3ne 3,5™ 35" 0,67 100
13 H. microcephalus 3,68 bed 1,00 1,7-5,6 - - - 0,83 100
14 H. x laetiflorus 3,75 bed 1,18 1,5-5,6 - 3 - 0,91 100
15 H. maximiliani AC 4 3,88 bed 1,34 1,4-5,8 - - - 0,72 100
16 H. pauciflorus ssp. subrhomboideus R 1 3,92 cd 1,22 1,7-6,0 - - - 0,83 100
17 H. decapetalus 438 d 1,85 13-74 286 28,6 10,7 1,34 100
18 H. atrorubens 639 e 1,57 2,989 7147 7147 4297 1,12 100
19 H. grosseserratus 7,16  ef 1,51 4,5-104 893" 964" 678" 1,84 100
20 H. tuberosus 8,01 f 1,89 55-11,4 100 100™ 96,4 1,46 100
21 H. giganteus 8,17 f 2,15 45-12,1 964 100™" 98" 1,34 100
X Gesamtversuch 3,80 2,36 0,1-12,1 18,7 19,3 14,3 0,82 96,8

* Rangbildung entsprechend ANOVA und TUKEY-Test, Mittelwerte aus 28 unabhingigen Versuchsdurchfithrungen (n = 4; N = 588).

Y Signifikanzniveau a=>5%; unterschiedliche Indizes bedeuten signifikante Unterschiede.

9 Signifikanzen entsprechend y > -Test, n.s. nicht signifikant, " Signifikanz zum Niveau 0=0,1%, =~ a=1%.
g P X g g

9 Messung bis zum 8. Tag nach Inokulation.
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Somit konnten lediglich 2% der Lésionsvariabilitét aller Genotypen durch die Variabilitit des
Umweltfaktors ,,Jahr* erkldart werden. Der weitaus groBere Einfluss konnte iiber die

Variabilitdt der Genotypen erklart werden (7, = 0.74). Wechselwirkungen des Typs Genotyp

x Jahr, welche sich im mittleren Rangwechsel der Genotypen {iiber die Jahre zeigen wiirden,
bestanden nicht (o >90%). Die wesentlichen Kennwerte der genotypischen- und
Umwelteffekte sowie deren Interaktionen sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Einen starken Einfluss auf die Léasionsldnge aller Inokulationen und Jahre konnte sowohl fiir

die Inokulationszeitpunkte (a0 = 0,1%; 7 = 0.86) als auch fir die Wechselwirkung
Inokulationszeitpunkt x Genotyp (o = 0,1%; 7, = 0.72) ermittelt werden. Tendenzen im

Hinblick auf eine Altersabhéngigkeit der Stangelreaktion gegeniiber Sclerotinia waren jedoch
nicht zu erkennen. Jeder der flinf pro Jahr durchgefiihrten Inokulationstermine zeigte ein
distinktes Niveau hinsichtlich der Lésionslinge. Wechselwirkungen zwischen dem
Inokulationszeitpunkt und der Genotypen manifestierten sich wie bereits weiter oben
dargelegt im starken Rangwechsel der empfindlichen und besonders der intermedidr
evaluierten Wildarten. Insbesondere die Genotypen H. pauciflorus ssp. subrhomboideus R 1,
H. maximiliani AC 4, H. maximiliani AC 1 und H. decapetalus vollzogen in Abhingigkeit
vom Inokulationszeitpunkt starke Rangwechsel und zeigten damit wechselnde
Empfindlichkeiten gegeniiber Sclerotinia-Stangelbefall. Als ausgesprochen Umweltkonstante
Genotypen hinsichtlich der Sclerotinia-Resistenzreaktion des Stingels konnten die partiell
resistenten Wildarten H.salicifolius, H. maximiliani AC M und H. maximiliani AC 7 evaluiert

werden.

Tabelle 9: Varianzanalyse, Interaktionskoeffizienten ® und Varianzkomponenten ” im zweijihrigen
Freilandversuch des Sclerotinia-Resistenzscreenings an 21 Genotypen (Experiment T)
Varianzkomponenten P)

VU af  SQ MQ F 3 &, & &
Genotyp 20 24172 120,86 80,044 432" 0,043™ 1,51 5,87

Haupt- und Interaktions-Koeffizienten

m; 7. Mo

Fehler 567 856,12 1,51

Gesamt 587 3273,32 0.74 0.02 0.02

* Interaktion Jahr x Genotyp. \fg [%] = 73,5%. b Wechselwirkungen Genotyp x Umwelt = Genotyp x Jahr +

Genotyp x Inokulationszeitpunkt.

Experiment II:
Im Experiment II wurden iiber drei Jahre in ihrer Sclerotinia-Stingelreaktion

charakteristische Wildarten gepriift. Bei der Auswahl der Arten wurde insbesondere auf die
Umweltstabilitdit des Merkmals Lésionslinge geachtet. Die im Feldversuch evaluierten

Parameter sowie deren signifikant genotypischen Unterschiede sind in Tabelle 8
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zusammengestellt. Die genotypischen Verteilungsparameter der vier Tage postinfektionell
gemessenen Lisionsldnge liber alle Versuchsjahre sind graphisch in Abbildung 4 dargestellt.
Zusétzlich wurden als Kontrolle im Jahr 2000 zwei H. annuus Restorerlinien aus der
aktuellen HO-F;-Hybrid Ziichtung verwendet.

Abbildung 4: Box-WHISKER-Plot des Resistenzparameters — Lédsionslinge nach 4 Tagen - zum

Konfidenzintervall 95% von 13 Helianthus-Wildarten fiir 3 Jahre und zwei H. annuus Restorerlinien fiir das
Jahr 2000 im Sclerotinia Sténgelresistenztest

14

12

.
| - o
| Il

Lisionslidnge 4d [cm]
(o)) [ee]

L an T
0 = - e
PR —
Ly 2 < pe) . Q. &5, $ Ry
62% %% @, %4, %% %ny %, %, 62% %, %, %, eé% by %,
: . 5 8 Z
% o, 06(@ Y% 0, Y, ,o%q % (N 0(?0 %, ® , *® /
“ e, ®, < 7>
EON >

Genotyp

Die Ergebnisse des dreijédhrigen Screenings mit selektierten Wildarten waren hinsichtlich
aller im Vorscreening evaluierten Charakteristika konsistent. Es bestanden hochsignifikante
genotypische als auch Jahreseffekte beziliglich der Léasionsldnge. Wechselwirkungen
zwischen den Jahren und den evaluierten Wildarten bestanden nicht (>30%). Ebenso wie im
Vorscreening konnte ein FEinfluss des Inokulationszeitpunktes als auch dessen
Wechselwirkung mit einzelnen Arten ermittelt werden. Tendenzen im Hinblick auf eine
altersabhingige Resistenzreaktion waren auch hier nicht zu erkennen. Durch die
Beschrinkung der evaluierten Wildarten auf charakteristisch teilresistente, intermedidre und
suszeptible Reaktionstypen konnten klasseniibergreifende Rangwechsel liber die Jahre und
Inokulationszeitpunkte vermieden werden. Alle weiteren biochemischen und histologischen

Untersuchungen erfolgten mit dieser gezielten Genotyp-Selektion.

Auffallig waren die selbst im Vergleich zu den empfindlichsten Wildarten H. giganteus, H.
atrorubens, H. tuberosus und H. grosseserratus im Mittel um 3,5cm ldngeren Lésionen (4d)
der Restorerlinien SWS-R 1 und SEM-R 1. Im Verlauf der Pathogenese wies das H. annuus

Inzuchtmaterial die gro3ten Myzelwachstumsraten von iiber 3 cm pro Tag auf und spiegelten
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sich entsprechend in den lidngsten, nach 8 Tagen final ermittelten Lasionsldngen von iiber
25cm wieder (siehe dazu Abbildung 5).

Tabelle 10: Varianzanalyse, Interaktionskoeffizienten ® und Varianzkomponenten » des

dreijahrigen Sclerotinia-Resistenzscreenings im Freiland an 13 Genotypen (Experiment IT)
Varianzkomponenten 2

)

VU df SQ MQ F 5 5L & &
Genotyp 12 392955 32746 226,08 6,23 0,11™ 1,32 7,75

Haupt- und Interaktions-Koeffizienten *
7, . g
Gesamt 675  4889,84 0.89 0.05 0.04
 Interaktion Jahr x Genotyp. \fg [%] = 81,6. ” Wechselwirkungen Genotyp x Umwelt = Genotyp x Jahr +

Genotyp x Inokulationszeitpunkt.

Fehler 663 960,29 1,448

Ebenso wie im Vorscreening zeigten auch im dreijdhrigen Feldversuch die hochteilresistenten
Genotypen H. salicifolius sowie die zwei H. maximiliani Akzessionen AC M und AC 7 ¢ine
groBe Umweltstabilitit hinsichtlich ihrer Lésionsldngen. Insbesondere H. salicifolius wies
innerhalb des Vesuchszeitraumes lediglich einen Rangwechsel auf und konnte beziiglich der
Myzelausbreitung im Stdngelgewebe und Lésionsldnge als ausgesprochen resistente und
konstante Wildart innerhalb des sekundiren Genpools der Gattung Helianthus angesprochen
werden (siehe dazu auch Abbildung 6).
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Tabelle 11: Ergebnisse der 1998, 1999 und 2000 durchgefiihrten Feldresistenzpriifungen von 13 perennierenden Helianthus-Wildarten und zwei H. annuus HO-

Restorerlinien auf artifizielle Sclerotinia sclerotiorum Sténgelinokulation (Experiment I1)

Lisionsldnge nach 4d Sklerotien- Welke- Total- Myzel- Inkubations-
[cm] Index © Index® Verluste® Wachstum ¢ Index ©
Rang”  Genotyp = b [% Symptome]
x ScHEFFE-T.” 89 Xmin-Xmax [% Pfl.] [% Pfl.] [% Pfl.] [cm - d] nach 36h
1 H.salicifolius 0,71 a 0,44 0,1-1,6 - - - 0,22 527
2 H. maximiliani AC 7 1,03 a 0,43 0,1-2,0 - - - 0,24 98 "
3 H. maximiliani AC M 1,05 a 0,51 0,1-2,1 - - - 0,29 100
4 H. pauciflorus ssp. subrhomboideusR2 2,68 b 0,86 1,3-4,1 - - - 0,62 100
5 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1745 269 b 0,83 1,2-4,1 - - - 0,66 100
6 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1 2,74 b 0,87 1,0-44 - - - 0,63 100
7 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1747 279 b 0,95 1,447 - - - 0,71 100
8 H. nuttallii 337 b 1,01  1,5-5,7 1,9™° 3,8™° 1,9™° 1,04 100
9 H. strumosus 3,70 b 1,07 1,0-5,2 1,9 1,9" 3,6™° 1,09 100
10 H. atrorubens 6,33 ¢ 1,69 2,9-10,1 673 654 51,0 1,50 100
11 H. grosseserratus 6,92 cd 1,66 3,4-104 865 865 64,0 1,76 100
12 H.giganteus 7,60 d 2,04 45-12,1 94277 88,5 842 1,98 100
13 H.tuberosus 7,70 d 1,72 50-11,4 100" 88,5 9427 1,98 100
X Gesamtversuch 3,79 2,69 0,1-12,1 29,4 28,3 23,0 1,04 96,15
14 H.annuusL. SWS-R1? 10,54 e 1,39 8,1-12,9 100 91,6 75 3,37 100
15  H.annuus L. SEM-R 1° 10,88 e 1,69 79-134 91,6 91,6 66 3,10 100

» Rangbildung entsprechend ANOVA und SCHEFFE-Test, Mittelwerte aus 13 unabhingigen Versuchsdurchfiihrungen (n = 4; N = 692).
" Signifikanzniveau a=5%; unterschiedliche Indizes bedeuten signifikante Unterschiede.
© Signifikanzen entsprechend y * Test. n.s nicht signifikant, " Signifikanz zum Niveau a=0,1%.

9 Messung bis zum 8. Tag nach Inokulation.
© Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen im Jahr 2000 (N = 12).
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Abbildung 5: Ausbreitungsmuster des Sclerotinia-Myzels in befallenen Sprossachsen
ausgewihlter Helianthus Genotypen *"
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“Farbcodierungen: m = hohe Partialresistenz; W = intermedidrer Reaktionstypus; m = suszeptibler
Reaktionstypus; B = HO-Inzuchtlinien.

Abbildung 6: Umweltstabilitit des Merkmals Léasionsldnge der Sprossachse (4d) tiber drei

Versuchsjahre
—o— salicifolius —#—max. AC 7 —A&—max. ACM —8— pauc.pauc. 1747
—&— pauc.pauc. 1745 —+—pauc.pauc. P1 —X— pauc.sub. —B— nuttallii
—&— strumosus —&— atrorubens —l— grosseserratus —aA— tuberosus
—X— giganteus
14

X
12

Rang

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Inokulationszeitpunkt

Y Farbcodierungen: m = erhohte Partialresistenz; m = intermedidirer Reaktionstypus; m = suszeptibler
Reaktionstypus. ” Inokulationszeitpunkte 1-5 1998, 6-10 1999 und 11-13 im Jahr 2000 evaluiert.
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3.1.1.2 Genotypische Unterschiede Pathogenese bezogener Parameter und Korrelation
zum Hauptboniturmerkmal Lisionslinge

Durch das Monitoring kausal mit der Pathogenese sowie dem perthotrophen Myzelwachstum
von Sclerotinia sclerotiorum verbundener Parameter sollten potentielle, die Pathogenese
inhibierende bzw. verzogernde Eigenschaften der getesteten Wildarten ermittelt werden. Dariiber
hinaus sollte durch Korrelationen deren Zusammenhang mit der Hauptbonitur Lésionslédnge
aufgekldart werden. Diese konnen als Mal} fiir die Vertrauenswiirdigkeit der nach 4 Tagen
gemessenen Lésionen dienen. Resistenzphdnomene gegeniiber der erfolgreichen Besiedlung von
Pathogenen kénnen wihrend des gesamten Verlaufs der Pathogenese auftreten (Prell, 1996). Der
Verlauf der Pathogenese wird zeitlich in mehrere Abschnitte eingeteilt und umfasst die
Infektionszeit, die Inkubationszeit sowie die fiir epidemiologische Aspekte bedeutsame
Sporulationszeit und dessen Dauer (Hoffmann et al., 1994, Prell & Day, 2001). Als MaB fiir
potentielle Penetrationsbarrieren, welches sich in einer verlingerten Inkubationszeit dufert,
wurde die Anzahl an Individuen pro Genotyp ermittelt, die 36h postinfektionell charakteristische
Sclerotinia Symptome aufwiesen. Als charakteristischer Parameter einer vollstindig
durchlaufenen Pathogenese wurde das Auftreten von melanisierten Sklerotien sowohl auf der
Stangeloberflache als auch im Stiangelmark eruiert. Abweichungen der Wildarten hinsichtlich
des Sclerotinia-Myzelwachstums wurden iiber die Myzelwachstumsrate, qualitative
Unterschiede im befallenen Sprossgewebe liber visuelle Welkesymptome und Totalausfille
gesamter Pflanzen bestimmt.

Eine hochsignifikant (o= 0,1%; N=28) verzogerte Inkubationszeit in allen Feldversuchen wies
H. salicifolius auf. Uber drei Jahre wiesen lediglich 52% aller inokulierten Pflanzen dieser
Wildartpopulation nach 36h Sclerotinia-typische Lésionen auf. Vier Tage nach Inokulation
zeigten 92% (n. s.) aller H. salicifolius Pflanzen eine erfolgreiche Besiedlung durch Sclerotinia
sclerotiorum. Alle anderen Wildarten zeigten im Mittel mit 96% aller artifiziellen Inokulationen
bereits nach 36h sichtbare Lasionen.

Grundsitzlich wiesen alle iiber die Lisionslidnge als suszeptibel evaluierten Genotypen bei 50%
der getesteten Individuen Sklerotien im Sprossmark, Welkesymptome und Totalverluste auf.
Eine weitgehend behinderte Pathogenese von Sclerotinia konnte im Sprossgewebe von H. sali-
cifolius, aller Akzessionen von H. maximiliani und H. pauciflorus ssp. sowie von H. divaricatus
und H. microcephalus detektiert werden. In keinem der genannten Wildarten konnten
makroskopisch als auch mikroskopisch die typischen Verbreitungseinheiten von Sclerotinia
sclerotiorum in Form von melanisierten Sklerotien aufgefunden werden.

Die oben genannten Zusammenhdnge zwischen den iiber die Lésionsldnge charakterisierten
Sclerotinia-Resistenztypen und den auf die Pathogenese bezogenen Charakteristika (Sklerotien,
Welkesymptome, Totalverluste und Myzelwachstumsrate) spiegelten sich grundsétzlich in den
durchweg hochsignifikanten (o= 1% bzw. 0,1%) und streng positiven Korrelationen zwischen

den nach vier Tagen ermittelten Léisionsldngen und diesen Parametern wieder (siche Tabelle 12).
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Die hohen bis sehr hohen Korrelationen wiesen hiermit auf eine vertrauenswiirdige
Voraussagbarkeit des Resistenzverhaltens iiber die nach vier Tagen ermittelten Lasionsldngen
hin.

Tabelle 12: Phéanotypische Korrelationen fiir fiinf Resistenzparameter der Sclerotinia
Stingelresistenz iiber zwei Jahre an 21 Helianthus Genotypen evaluiert

Parameter Lisionslidnge Sklerotien- Welke- Totalver-
(4d p.i.) Index Index luste

Myzelwachstumsrate 0,98" 0,817 082" 0,77"

Totalverluste 0,88 0,84 0,79

Welke-Index 0,93 0,95

Sklerotien-Index 0,96***

** **% Signifikanz zu o= 1% bzw. 0,1%.
Somit kénnen schon zu einem relativ frithen Zeitpunkt nach artifizieller Inokulation Aussagen
tiber das Resistenzniveau der Wildarten hinsichtlich Sclerotinia Stangelfdule getroffen werden.
Ebenso wiesen die Parameter untereinander signifikant hohe bis sehr hohe Korrelationen auf und

weisen damit auf deren potentiell kausalen Abhingigkeiten hin.

3.1.1.3 Phiinologische Charakteristika der Stingelreaktion auf Sclerotinia sclerotiorum
Inokulation

Auch hinsichtlich der Phinologie der Sclerotinia-Stangelreaktion zeigten sich charakteristische
genotypische Unterschiede. Grundsétzlich wiesen die teilresistenten Arten H. salicifolius, H. ma-
ximiliani AC M und AC 7 eng umgrenzte, trockene nekrotische Reaktionen auf. Meist ging diese
Reaktion nach zwei bis vier Tagen postinfektionell mit einer starken Melanisierung des
betroffenen Gewebes einher. Dagegen zeigten die suszeptiblen Genotypen H. giganteus, H.
atrorubens, H. tuberosus und H. grosseserratus sowie das HO-Inzuchtmaterial in der Regel
wissrige, hell braune Lésionen.

Insbesondere bei H. tuberosus und den H. annuus Linien SWS-R1 und SEM-R1 konnte lediglich
eine marginale visuelle Differenzierung zwischen gesunden und Sclerotinia befallenen
Internodalabschnitten beobachtet werden. Infiziertes Gewebe war bei diesen Helianthus Arten
nur an einer wassergesittigten leicht dunkler gefarbten Zone erkennbar. Unter stark bewdlkten
und / oder feuchten Witterungsbedingungen zeigten diese Genotypen nach Inokulation
anthocyanartige Verfarbungen des penetrierten Sprossachsengewebes als auch des angrenzenden
gesunden Stingelgewebes (sieche Abbildung 7 t).

Im Hinblick auf die Stingelreaktion der intermedidr reagierenden Genotypen zeigten diese in
ihrer phénologischen Reaktion auf Sclerotinia Inokulation keinen einheitlichen Typus. In
Abhéngigkeit von den Witterungsbedingungen zur Infektion wurden unter lichtreichen

Bedingungen dunkle Nekrosen vorgefunden. Bei liberwiegend hoher Sonneneinstrahlung zu den
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Inokulationszeitrdumen glichen die induzierten Léasionen mit dunklen Nekrosen damit
iiberwiegend denen der teilresistenten Genotypen. Wiahrend zu iiberwiegend bewdlkten
Inokulationszeitpunkten mehr wéssrige, den suszeptiblen Genotypen &hnliche Reaktionen
vorgefunden wurden.

Unterschiede zwischen den evaluierten Arten hinsichtlich der Richtung der Myzelausbreitung
lings der Sprossachse bestanden nicht. In allen inokulierten Arten erfolgte die
Lisionsausbreitung longitudinal sowohl basal als auch apikal. Jedoch bestanden starke
Unterschiede in der radidren Ausbreitung des Myzels. Sclerotinia empfindliche Arten zeigten
neben der raschen longitudinalen Lésionsvergrolerung eine ebenso rasche radidre
Myzelausbreitung. Im Mittel wiesen iliber 90% Individuen der suszeptiblen Genotypen vier Tage
nach Inokulation am gesamten Sprossumfang mazeriertes bzw. nekrotisiertes Cortexgewebe auf.
Eine stingelumfassende Lésion ging bei den Arten H. giganteus, H. atrorubens, H. tuberosus
und H. grosseserratus in der Regel mit starken Welkesymptomen des oberen Pflanzenteiles
einher. Teilresistente Genotypen wiesen dagegen eine stark inhibierte radidre Myzelausbreitung
auf. Eine basale sowie apikale Lasionsvergrof3erung dominierte bei diesen Arten gegeniiber einer
radidren. Stdngelumfassende Lésionen traten 8 Tagen nach Inokulation im Mittel bei 5% der
evaluierten teilresistenten Wildarten H. salicifolius, H. maximiliani AC M und AC 7 auf, jedoch
ohne charakteristische Welkesymptome zu zeigen.

Bei hoher Luftfeuchtigkeit zeigten alle suszeptiblen Wildarten sowie H. strumosus, H. decapeta-
lus und die beiden H. annuus Inzuchtlinien starken Oberflaichenwuchs von Sclerotinia-Myzel
auf. Gleichzeitig wiesen diese Genotypen auf der mazerierten Sprossoberfliche makroskopisch
sichtbare  Sklerotien auf. Insbesondere H. tuberosus zeichnete sich bei diesen
Witterungsbedingungen durch ein massenhaft auftretendes Oberflichenmyzel aus. Dieses fiihrte
im Extremfall zur Reinfektion gesunder Internodalabschnitte durch epiphytisch auf der
Sprossepidermis wachsendes Sclerotinia-Myzel und zur Entwicklung auffallend groBer (>
0,5cm) Oberflachensklerotien.

Extrem trockene und warme Witterung (Tagestemperaturen >25°C, kein Niederschlag) fiihrte
hdufig zur Termination jeglicher visuellen Myzelaktivititen und spiegelten sich in einem
Stillstand der Lésionsausdehnung wieder. Dieser Effekt war jedoch bei den meisten evaluierten
Arten lediglich tempordrer Natur. Nach einem Wechsel zu feuchteren und kiihleren
Witterungsbedingungen konnte durch eine wieder einsetzende Lisionsvergro3erung
Myzelaktivitdt im befallenen Sprossgewebe nachgewiesen werden. Hiufig zeigte sich bei einem
Witterungswechsel zu feuchteren Bedingungen ein wieder aufkommender, konzentrischer
Myzelauswuchs um die Inokulationsstelle (siche Abb. 5j). Lediglich die partiell resistenten Arten
H. salicifolius, H. maximiliani AC M und AC 7 zeigten nach solchen Witterungswechseln durch
das Fehlen einer wiederaufkommenden Extension der Lisionen eine weitgehende Termination

des Myzelwachstums im befallenen Sprossgewebe.
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Des Weiteren konnten in allen Populationsakzessionen von H. pauciflorus ssp. und H. salicifo-
lius pra- als auch postinfektionell Harzausscheidungen an den Internodalsegmenten beobachtet
werden. Priinfektionell zeigten sich diese als klare globuldre, 1-20mm grof3e, distinkte
Harzkonkremente (siche dazu Abbildung 7p). Nach Sclerotinia-Inokulation zeigten sie sich

dagegen als diffuser, die Inokulationsstelle umgebender, braun-schwarzer Film.

Abbildung 7: Charakteristische phénotypische Diversitdt der Sclerotinia-Stingelfdule im
sekunddren Helianthus Genpool nach artifizieller Inokulation der Internodien*:

Suzeptibler Reaktionstypus Abb. a) - h):

a) — ¢) zeitlicher Ablauf der Pathogenese bei H. giganteus mit a) fortgeschrittener, bereits
stangelumfassender Lésion 36h nach Inokulation mit stark mazeriertem Rindenparenchym, b) 3d
postinfektionell und ¢) nach 4d mit kompletter Zerstorung des Stingelgewebes und
charakteristischem Abbrechen der Sprossachse an der Inokulationsstelle. d) Restorer-
Inzuchtlinie SWS-R1 4d postinfektionell mit wissriger, ausgedehnter Lésion und
fortgeschrittenem Welkesymptom des apikal inserierten Blattes. e) — g) Sclerotinia-Stingelfaule
an H. tuberosus mit e) 2d postinfektinell, wissrige, stingelumfassender Lésion, f) 3d nach
Inokulation mit stark ausgedehnter Lision und beginnende Welkesymptome der Blitter und g)
durchschnittlich 4d nach Inokulation erfolgte ein komplettes Absterben der Sprossachse am
Inokulationsort, h) Umfassende, weit ausgedehnte Stangelfdule bei H. grosseserratus 4d nach
Inokulation.

Partiell resistenter Phdnotyp Abb. i) - I):

1) H. maximiliani AC 7 4d postinfektionell mit lokal begrenzter, stark melanisierter nekrotischer
Reaktion, j) H. maximiliani AC 7 - 6d nach Inokulation - unter feuchten Witterungsverhéltnissen
kam es hidufig zu temporiren, konzentrischen Myzelauswiichsen die jedoch zu keiner
Lasionsvergroerung fiihrten; k) H. salicifolius 4d nach Inokulation und 1) H. maximiliani AC M
4d postinfektionell.

Intermediérer Reaktionstypus Abb. m) — o):

m — n) divergenter Resistenz-Phinotyp bei H. nuttallii in Abhdngigkeit von der Witterung zur
Inokulation - m) suszeptible Reaktion bei extrem feuchter und kiihler Witterung zum
Testzeitraum (20 mm Niederschlag, 18°C) 4d nach Inokulation, n) partiell resistenter Phénotyp
bei trockener, warmer Witterung (Omm Niederschlag, 24°C) 4d postinfektionell; o) H.
pauciflorus ssp. subrhomboideus R 1 4d postinfektionell. p) charakteristische globuldre
Harzausscheidung der Sprossachse von H. pauciflorus ssp.

Pathogenese bezogene Parameter der Sclerotinia-Infektion Abb. q) — t):

q) Sklerotienansammlung im Stdngelmark von H. giganteus; r) starker oberfldchlicher
Myzelauswuchs mit Sklerotieninitialen >lcm bei H. tuberosus 4d nach Inokulation; s)
Mikrosklerotien (Pfeil) auf einem H. strumosus Stiangelsegment (Aufnahme: Olympus SZH); t)
Mikroskopische Nahaufnahme einer suszeptiblen Reaktion von H. tuberosus mit
anthocyanartiger Verfarbung des penetrierten Gewebes (Aufnahme: Olympus SZH).

* GroBenverhaltnisse: Balken entsprechen 0,5¢cm wenn nicht anders indiziert.
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3.1.2 Sclerotinia-Blattreaktion im Freiland

3.1.2.1 Genotypische Unterschiede im Resistenzverhalten der Blitter und Umweltkon-
stanz des Merkmals Lisionslinge

Alle im zweijahrigen Feldversuch evaluierten Parameter zur Sclerotinia Blattreaktion sowie
deren signifikant genotypischen Unterschiede sind in Tabelle 14 aufgezeigt. Die genotypischen
Verteilungsparameter der vier Tage postinfektionell gemessenen Blattlisionen iiber die
Versuchsjahre sind graphisch in Abbildung 8 dargestellt.

Hinsichtlich des Infektionserfolges zeigten sich keine signifikanten genotypischen Unterschiede.
Zu allen Blatt-Feldresistenztests und an allen evaluierten Wildarten konnten 4 Tage nach

Inokulation charakteristische Sclerotinia-Blattlasionen visuell erfasst werden.

Abbildung 8: BoX-WHISKER-Plot des Resistenzparameters — Lésionslinge nach 4 Tagen - zum
Konfidenzintervall 95% von 19 Helianthus-Wildarten fiir zwei Jahre im Freiland-Sclerotinia Blatt-Resistenztest
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Im Mittel der Jahre und Inokulationen wiesen sich im Screening-Verfahren hochsignifikante
(0=0,1%, N = 304) Unterschiede der nach 4d ermittelten Blattldsionslinge aus. Die geringsten
Blattldsionslangen nach 4d mit 1,86 bzw. 1.9lcm und die gleichzeitig niedrigsten
Myzelwachstumsraten zeigten mit durchschnittlich 0,45cm/d H. divaricatus und H. maximiliani
AC 7. Die Blitter der Helianthus Wildarten H. atrorubens, H. nuttallii, H. giganteus und H. tu-
berosus erwiesen sich dagegen als extrem empfindlich auf Sclerotinia Befall. Sie zeigten nach 4
Tagen die grofBten Blattldsionen (7,64cm-8,44cm) und die schnellsten Myzelwachstumsraten mit

1,6lcm/d — 1,85cm/d. Diese Wildarten zeichneten sich im Vergleich zu allen evaluierten
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Genotypen durch einen signifikanten (a=0,1% bzw. 1%) und starken Myzeleinwuchs vom Blatt
iiber die Petiole in die Sprossachse aus und wiesen damit den natiirlichen Infektionsverlauf der
Stidngelfdaule im annuellen Genpool der Kultursonnenblume auf. Ein Grofteil der Wildarten
zeigte hinsichtlich der Blattldsionsldnge einen intermedidren Typus. Diese Arten waren hiufig
durch besonders grofle mittlere Rangwechsel sowohl zwischen den Versuchsjahren als auch
Inokulationszeitpunkten charakterisiert (siche Abbildung 9). Eine typische Alters und/oder
Jungendresistenz der Blitter auf Sclerotinia-Befall konnte zum Versuchszeitraum ebenso wie zur

Stidngelinokulation nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 13: Varianzanalyse, Interaktionskoeffizienten ® und Varianzkomponenten ® des
zweijdhrigen Sclerotinia-Blatt-Resistenzscreenings im Freiland an 19 Helianthus Wildarten
Varianzkomponenten
VU df SQ MQ F CF 62 6. &}
Genotyp 18 1095,65 60,86 70,30 3,737 0,07 0,66 4,46

Haupt- und Interaktions-Koeffizienten 2

7, 7 Mo
Gesamt 304 134241 0.86 0.21 0.11
» Interaktion Jahr x Genotyp. \fg [%] = 83." Wechselwirkungen Genotyp x Umwelt = Genotyp x Jahr +

Fehler 285 246,75 0,86

Genotyp x Inokulationszeitpunkt.

Im Freilandscreening der Blattresistenz zeigten sich sowohl Jahreseffekte (7= 0.21) als auch
Wechselwirkungen vom Typ Jahr x Genotypen (7,=0.11). Ebenso konnten sowohl ein
signifikanter Einfluss des Inokulationszeitpunktes (7;=0.26) auf die Blattlisionen als auch der
Wechselwirkung Inokulationszeitpunkt x Genotyp (7,,=0.27) nachgewiesen werden. Die

Schitzung der Varianzkomponenten zeigt, dass der weitaus groflere Einfluss auf die Variabilitit
der Lésionsldnge iiber die Variabilitdt der Genotypen erkldrt werden konnte. Der Anteil der
genotypischen Varianz an der phénotypischen Gesamtvarianz der Blattldsionsldnge betrug iiber
80%. Lediglich 2% der Variabilitit der Blattldsionen konnten {iber Schwankungen der
Umweltfaktoren erkldart werden. Der Einfluss der Genotypen auf die Variabilitit der
Blattldsionslinge war somit ebenso wie zum Stingeltest weitaus groBer als mikro-
(Inokulationszeitpunkte) und jahresklimatische (Jahre) Schwankungen zum Versuchszeitraum.

Als besonders umweltstabile Genotypen hinsichtlich der nach 4 Tagen ermittelten Blattldsionen
konnten die Genotypen H. divaricatus und H. maximiliani AC 7 evaluiert werden. Da diese
beiden Wildarten dariiber hinaus die kleinsten Lésionen und geringsten Myzelwachstumsraten
aufwiesen, konnen sie hinsichtlich der Sclerotinia-Feld-Blattreaktion als partiell resistente

Helianthus-Arten innerhalb des sekundiren Genpools angesprochen werden.
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Abbildung 9: Umweltstabilitdt des Merkmals Lésionsldnge des Blattes im Freiland (4d) iiber zwei
Versuchsjahre

—&—max. AC 7 —— divaricatus —aA— pauc.pauc. P1 —@— pauc.pauc. 1747
—&—pauc.pauc. 1745 —+—salicifolius —X—max. ACM —— microephalus
—a— laetiflorus —o—pauc.R 1 —O— strumosus —A— max. AC 5
—X—max. A 4 —X— grosseserratus —O—max. AC 1 —H&— giganteus
—O— tuberosus —/— nuttallii —&— atrorubens
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16 4 s
15 _— K 4
14 > Q ;
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12 X
o011 X
=
s 10
%9
8 3
7 ‘
6 ‘
5
4 —
3
2
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Inokulationszeitpunkt
»- Farbcodierungen: ™ = hohe Partialresistenz; W = intermedidrer Reaktionstypus; M = suszeptibler

Reaktionstypus. Inokulationszeitpunkte 1 und 2 =1999, 3 und 4= 2001 evaluiert.

Abbildung 10: Ausbreitungsmuster des Sclerotinia-Myzels in befallenen Bléttern perennierender
Helianthus Wildarten im Freiland ®

—&— strumosus —&— nuttallii —&— grossesserratus —9— rigidus rigidus

—&— pauciflorus —O— tuberosus —— max ACM —&— atrorubens

—@—rigidus 1745  —®—microcephalus —#— giganteus —&— divaricatus

—®— max AC7 —X¥—rigidus 1747  —O— lactiflorus —+—salicifolius
max AC4 max ACS5 —o—max ACl1

Lisionslinge [cm]

Tage nach Inokulation
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Tabelle 14: Ergebnisse der zwei jahrigen Feldresistenzpriifungen von 19 perennierenden Helianthus-Wildarten auf artifizielle Sclerotinia sclerotiorum Blattinokulation

nat.
Lasionslinge nach 4d Sklerotien nat. Inf.  Ascosporen Myzel- Inkubations-
Rang” Genotyp [cm] Index®  Verlauf® Infektion® wachstum® Index ©
_ [% Symptome]
X Tukey-T.” S Xmin-Xmax [% Pfl.] [% Pfl.] [% Pf1.] [cmed’] nach 36h
1 H. divaricatus 1,86 a 0,54 0,8-2,9 - - - 0,46 100
2 H. maximiliani AC 7 1,91 a 0,63 0,9-3,1 - - - 0,45 100
3 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1 2,96 a 0,79 1,8-43 - - - 0,67 100
4 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1747 3,43 b 0,74 2,2-4,8 - - - 0,83 100
5 H. salicifolius 3,84 bc 0,78 2,7-5,4 - - - 0,88 100
6 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1745 3,93 bed 1,84 2,3-5,2 - - - 0,87 100
7 H. microcephalus 4,11 bed 0,73 3,1-5,5 - - - 0,91 100
8 H. x laetiflorus 4,24 cd 0,68 2,8-5,7 - - - 0,92 100
9 H. maximiliani AC M 4,29 cde 0,94 2,8-6,1 - - - 0,91 100
10 H. strumosus 4,34 cde 0,71 3,3-5,7 - - 1,03 100
11 H. pauciflorus ssp. subrhomboideus R 1 4,61 def 0,82  3,3-6,1 - - - 1,04 100
12 H. maximiliani AC 5 5,20 efg 0,76  3,9-6,4 - - - 1,33 100
13 H. maximiliani AC 4 5,34 fg 0,73 4,1-6,5 12,5 12,5 - 1,34 100
14 H. grosseserratus 5,73 g 0,89 3,9-7,5 37,5 - - 1,29 100
15 H. maximiliani AC 1 6,03 g 097 4,1-7,7 37,5 - - 1,34 100
16 H. tuberosus 764 h 1,02 5894 875 68,7 18,75" 1,73 100
17 H. giganteus 789 h 1,22 59-10,1 75 68,7 - 1,85 100
18 H. nuttallii 794  h 1,17 5,9-10,1 87,5 5625 - 1,70 100
19 H. atrorubens 844 h 1,79 54-124 875 52" - 1,61 100
X Gesamtversuch 4,93 2,11 08-124 22.4 13,4 14,3 1,11 100

 Rangbildung entsprechend ANOVA und TUKEY-Test, Mittelwerte aus 4 unabhingigen Versuchsdurchfiihrungen (n = 4; N = 304).
" Signifikanzniveau a=5%; unterschiedliche Indizes bedeuten signifikante Unterschiede.

9 Signifikanzen entsprechend ;(2 -Test. n.s nicht signifikant; T Signifikanz zum Niveau a=5%; 1% und 0,1%.

9 Messung bis zum 4. Tag nach Inokulation.
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3.1.2.2 Genotypische Unterschiede Pathogenese bezogener Parameter und Korrelation
zum Hauptboniturmerkmal Blattlasionslinge

Hinsichtlich der Inkubationszeit konnte zwischen den Wildarten kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. In Abhdngigkeit von den Witterungsbedingungen zeigten sie
teilweise schon 12 h nach artifizieller Inokulation charakteristische Blattldsionen. Eine
Penetrationsbarriere der Blitter gegeniiber Sclerotinia Infektion konnte aus diesem Grund fiir
alle Genotypen ausgeschlossen werden.

Uber den gesamten evaluierten sekunddren Helianthus Genpool zeigten sich durchweg
signifikant positive bis stark positive Korrelationen zwischen dem Hauptboniturparameter
Liasionsldnge und der Myzelwachstumsrate sowie mit dem Auftreten von Sklerotien auf der
Blattoberflache (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Phéanotypische Korrelationen fiir fiinf phianotypische Blatt-Resistenzparameter i{iber
zwei Jahre an Blittern von 19 Helianthus Genotypen im Freiland evaluiert

Lisionslinge Sklerotien- nat. nat.
Parameter (4d p.i )g Index Infektions-  Ascopsp.
p-1 verlauf Infektion
Myzelwachstumsrate 0,98"" 0,89 0,83 0,34 "
nat. Ascosporeninfektion 0,17 ™. 0,18 ™* 0,25 ™*
nat. Infektionsverlauf 0,65*** 0,64**
Sklerotien-Index 0,77***

** *** Signifikanz zu o= 1% und 0,1%; n.s. = nicht signifikante Korrelation.

Genotypen mit einer hohen Myzelausbreitung im penetrierten Blattgewebe und grof3en
Blattldsionen zeigten ein Uberwachsen des Myzels von der Blattspreite iiber die Blattpetiole
in die Sprossachse. Dieser Sachverhalt spiegelte sich dementsprechend in signifikant
positiven Korrelationen zwischen Myzelwachstumsraten und Lisionsldnge einerseits und
dem Auftreten des natiirlichen Infektionsverlaufs wieder.

Im Verlauf des Untersuchungsjahres 2001 konnte wihrend beider in diesem Jahr
durchgefiihrten Inokulationen bei H. tuberosus eine natiirliche Blattinfektion durch
Ascosporen festgestellt werden. Hinsichtlich Myzelausbreitung im penetrierten H. tuberosus
Blattgewebe und induzierter Lésionslinge konnte zwischen natiirlicher und artifizieller
Inokulation kein Unterschied detektiert werden. In beiden Infektionsarten fiihrte ein rasches
Myzelwachstum schlieBlich zum Ubergreifen auf die Sprossachse und damit zur Stingelféule
bei H. tuberosus.

Unter Berticksichtigung aller evaluierten Wildarten konnten keine Zusammenhénge zwischen

der natiirlichen Ascosporeninfektion und den zur Feldresistenz der Bldtter bestimmten
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Parametern Myzelwachstum, Lisionsldnge, Auftreten von Sklerotien sowie dem natiirlichen

Infektionsverlauf erkannt werden.

3.1.2.3 Phiinologische Charakteristika der Blattreaktion auf Sclerotinia sclerotiorum
Inokulation im Freiland

Phédnologische Unterschiede der im Screening auf Feld-Blattresistenz untersuchten
perennierenden Wildarten traten zu einem wesentlich geringeren Ausmal als zur Sclerotinia-
Stingelresistenz auf. Lediglich H. divaricatus und H. maximiliani AC 7 zeigten hinsichtlich
der Blattreaktion einen distinkten Phéanotyp. Thre durch Sclerotinia induzierten Lésionen
zeichneten sich durch eine dunkelbraune Farbe gegeniiber gesundem Blattgewebe ab. Haufig
zeigte H. divaricatus zusétzlich chlorotische Aufhellungen in unmittelbarer Nachbarschaft
zur Lésion. In beiden Arten reichte die Léasion lediglich bis zum basalen Drittel der
Blattspreite gefolgt von einem Eintrocknen des penetrierten Gewebes. Alle anderen
Genotypen wiesen dagegen wassergeséttigte und helle Lasionen auf.

Die tiber die Blattldsionsldngen und —Ausbreitung als intermediér charakterisierten Wildarten
H. pauciflorus ssp., H. microcephalus, H. salicifolius, H. x laetiflorus, H. strumosus, H. gros-
seserratus sowie die Akzessionen 1, 4, 5 und M von H. maximiliani zeigten ein Fortschreiten
der Lésion iiber die Petiole bis zur Blattachsel. Ein Einwachsen des Myzels in die
Sprossachse wurde jedoch in keiner der genannten Arten beobachtet. Dagegen wiesen die als
suszeptibel charakterisierten Wildarten H. tuberosus, H. nuttallii, H. giganteus und H.
atrorubens wie bereits weiter oben erwihnt einen starken Myzeleinwuchs in die Sprossachse
auf. Uber 50% aller Priifglieder dieser Genotypen zeigten dieses fiir H. annuus
charakteristische und von Lamarque (1985) und Degener et al. (1998) als kausale Atiologie
der Sclerotinia Stiangelfdule beschriebene Verhalten.

Tendenziell konnten genotypische Differenzen hinsichtlich der Charakteristik der
Myzelausbreitung im Blattgewebe festgestellt werden. Im Allgemeinen breiteten sich
zunichst die Léisionen stark longitudinal entlang der Blattcosta aus. Erst im weiteren Verlauf
der Pathogenese, meist nach kompletter Penetration der Blattmittelrippe bis zur Petiole, fand
eine flichenméBige Besiedlung der Blattspreite durch Sclerotinia sclerotiorum statt. Eine von
diesem Typus abweichende Myzelausbreitung konnte bei H. divaricatus und H. atrorubens
beobachtet werden. H. divaricatus zeichnete sich durch eine geringe Flichenausdehnung der
Lasion tiiber die Blattspreite aus. Haufig bestand nur eine schmale nekrotisierte Zone
beiderseits der Costa. H. atrorubens wies dagegen schon initial nach Erkennen der ersten
sichtbaren Symptomen eine ebenso starke Lingen als auch Breitenausdehnung der Lision

auf.
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3.1.3 Sclerotinia-Blattreaktion unter kontrollierten Umweltbedingungen

3.1.3.1 Genotypische Unterschiede im Resistenzverhalten der Blitter unter
kontrollierten Umweltbedingungen

Alle im zweijdhrigen Versuch unter kontrollierter Umwelt evaluierten Parameter zur
Sclerotinia Blattreaktion sowie deren signifikant genotypischen Unterschiede sind in Tabelle
17 gegeben. Die genotypischen Verteilungsparameter der vier Tage postinfektionell
gemessenen Blattldsionen tiber die Versuchsjahre sind in Abbildung 11 graphisch dargestellt.
Die Vitalitit des verwendeten Blattgutes konnte iiber den gesamten Versuchszeitraum
erhalten werden. Visuell konnten weder Turgeszensverluste noch Merkmale einer vorzeitigen
Seneszenz der Blitter beobachtet werden.

Ebenso wie zum Blatt-Feldresistenztest konnte hinsichtlich der Inkubationszeit zwischen den
evaluierten Genotypen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Charakteristische
Sclerotinia Blattldsionen zeigten sich im Vergleich zur Feldevaluierung wesentlich friiher.
Haufig zeigten sich bereits nach 6h erste Anzeichen einer erfolgreichen Besiedlung des

Blattgewebes durch Sclerotinia sclerotiorum.

Abbildung 11: Box-WHISKER-Plot des Resistenzparameters — Lisionslinge nach 4 Tagen - zum
Konfidenzintervall 95% von 19 Helianthus-Wildarten fiir zwei Jahre im Sclerotinia Resistenztest unter
kontrollierter Umwelt
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Im Detached-Leaf-Test zeigten sich &uflerst starke Jahreseffekte (7= 0,91) als auch
Wechselwirkungen vom Typ Jahr x Genotypen (7,=0.69). Ebenso konnten sowohl ein
starker signifikanter Einfluss des Inokulationszeitpunktes (7. =0,94) auf die Blattldsionen als
auch der Wechselwirkung Inokulationszeitpunkt x Genotyp (7,=0,78) nachgewiesen

werden. Dieser Sachverhalt spiegelte sich auch in der Schitzung der Varianzkomponenten
wieder. Der Anteil der genotypischen Varianz an der phédnotypischen Gesamtvarianz der
Blattldsionen betrug unter kontrollierten Umweltfaktoren lediglich 50% (siehe Tabelle 16).
Uber 39% der Lisionsvariabilitit konnte durch die Variabilitit der Umweltfaktoren Jahr und
Inokulationzeitpunkt erkldrt werden. Der Einfluss von jahres- und mikroklimatischen
Schwankungen auf die Lésionsldnge und damit der Blattresistenz gegeniiber Sclerotinia war

somit unter kontrollierten Bedingungen wesentlich grofer als unter Freilandbedingungen.

Tabelle 16: Varianzanalyse, Interaktionskoeffizienten ® wund Varianzkomponenten ™ des

zweijdhrigen Sclerotinia-Blatt-Resistenzscreenings im DTL-Test an 19 Helianthus Wildarten
Varianzkomponenten ”

) A2 A2
Gl . O,

VU df SQ MQ F 2

Oy

ok

Genotyp 18 306,91 17,05 9,23 0,751 0,563 0,134 1,44

Haupt- und Interaktions-Koeffizienten %)
7, 7. Mo
Gesamt 371 958,94 0.89 0.91 0.69
® Interaktion Jahr x Genotyp. v o [Y0] = 52." Wechselwirkungen Genotyp x Umwelt = (Genotyp x Jahr) +

Fehler 353 652,03 1,85

(Genotyp x Inokulationszeitpunkt).

Im Versuchsmittel konnten auch im Detached-Leaf-Screening zur Blattresistenz perennieren-
der Helianthus Arten signifikante (a=0,1%, N = 372) genotypische Unterschiede aufgedeckt
werden. Hierbei wurde im Wesentlichen eine anndhernd gleiche Klassifikation der Wildarten
in partiell resistente, intermediére und suszeptible Genotypen erhalten wie zum Feldresistenz-
test. Im Vergleich zu allen evaluierten Wildarten wiesen H. divaricatus und H. maximiliani
AC 7 geringe Lésionslingen (3,6cm) und Lésionsextensionsraten (1,lcm/d) auf. H.
tuberosus, H. nuttallii, H. tuberosus und H. atrorubens konnten dagegen aufgrund schneller
Myzelausbreitung im Blattgewebe (1,7 — 2,3 cm/d) und groBer nach 4 Tagen ermittelten
Blattldsionen (6,3-6,7cm) als suszeptible Genotypen charakterisiert werden. Ebenso wie zum
Freilandscreening konnte den Wildarten H. pauciflorus ssp., H. microcephalus, H. salicifo-
lius, H. x laetiflorus , H. strumosus, H. grosseserratus sowie den Akzessionen 1, 4, 5 und M
von H. maximiliani ein intermedidrer Reaktionstypus auf Sclerotinia Blattinokulation
zugesprochen werden. Auch zum Detached-Leaf-Test zeigten die intermedidr reagierenden
Spezies zwischen den Inokulationszeitpunkten und Versuchsjahren starke Schwankungen und

Rangwechsel hinsichtlich der induzierten Lasionsldnge.



Ergebnisse

Tabelle 17: Ergebnisse der zwei jahrigen Resistenzpriifungen von 19 perennierenden Helianthus-Wildarten auf artifizielle Sclerotinia
sclerotiorum Blattinokulation unter kontrollierten Bedingungen

Lisionsléinge nach 4d Sklerotien Myzel- Inkubations-
Rang” Genotyp [cm] Index ©  wachstum® Index ©
_ [% Symptome]
X ~SI~C$EFFE_ Sd Xmin~Xmax [% Pfl.] [cmed] nach 36h
1 H. divaricatus 3,61 a 0,67 2,7-4,8 - 1,13 100
2 H. maximiliani AC 7 3,63 a 0,62 2,8-49 - 1,10 100
3 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1 4,02 ab 0,78 2,9-5,5 - 1,24 100
4 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1745 4,24 abc 0,82  3,0-5,7 - 1,28 100
5 H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1747 4,26 abc 0,90 2,9-5,8 - 1,34 100
6 H. microcephalus 4,35 abc 0,84 3.4-6,1 - 1,28 100
7 H. salicifolius 4,58 abc 1,00 3,4-6,3 10" 1,43 100
8 H. strumosus 4,65 abc 1,07 3,6-6,5 25% 1,51 100
9 H. x laetiflorus 4,67 abc 1,00 3,7-6,4 10" 1,47 100
10 H. maximiliani AC M 4,70 abc 0,98 3,6-6,2 15" 1,45 100
11 H. maximiliani AC 4 4,90 be 1,24 3,4-6,9 25% 1,62 100
12 H. maximiliani AC 5 4,99 be 1,28 3,4-7,1 30%* 1,58 100
13 H. grosseserratus 5,03 be 1,36 3,4-7,2 45% 1,68 100
14 H. maximiliani AC 1 521 cod 1,43 3,5-7.6 65" 1,74 100
15 H. pauciflorus ssp. subrhomboideus R 1 5,31 cd 1,10 3,8-6,9 10" 1,79 100
16 H. atrorubens 6,29 de 1,93 4,0-9,2 45" 1,69 100
17 H. tuberosus 6,30  de 221 3,794 95 2,13 100
18 H. giganteus 6,53 e 2,16 3,7-9,9 95" 2,15 100
19 H. nuttallii 6,68 e 2,34 3,9-10,0 90 2,29 100
X Gesamtversuch 4,94 1,61 2,7-10,0 31,98 1,55 100

 Rangbildung entsprechend ANOVA und SCHEFFE-Test, Mittelwerte aus 5 unabhéngigen Versuchsdurchfiihrungen (n = 4; N = 372).
P Signifikanzniveau a=5%; unterschiedliche Indizes bedeuten signifikante Unterschiede.

© Signifikanzen entsprechend ;(2 -Test. n.s nicht signifikant; T Signifikanz zum Niveau 0=5%; 1% und 0,1%.
® Messung bis zum 4. Tag nach Inokulation.
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3.1.3.2 Genotypische Unterschiede Pathogenese bezogener Parameter und phénologische
Charakteristika der Blattreaktion

Ebenso wie unter Freilandbedingungen konnten im Detached-Leaf-Test innerhalb der
evaluierten perennierenden Helianthus-Wildarten signifikante und stark positive Korrelationen
zwischen dem Boniturparameter Lasionsldnge und der Myzelwachstumsrate als auch mit dem
Autkommen von Sklerotien auf der Blattspreite detektiert werden (siche Tabelle 18). Auch
unter kontrollierten Umweltfaktoren zeigten die suszeptiblen, durch starke Myzelausbreitungen
und grof3e Lasionen charakterisierten Arten, Sklerotien auf ihrer Blattoberflache. Auffillig war
jedoch, dass die Arten H. salicifolius, H. strumosus, H .x laetiflorus, H. pauciflorus ssp.
subrhomboideus R 1 sowie H. maximiliani AC M und AC 5, welche im Freilandtest keine
Sklerotien aufzeigten, unter Umweltkontrollierten Bedingungen diese typischen Dauerorgane
von Sclerotinia aufwiesen. In der Regel entwickelten sich im Detached-Leaf-Test grofiere
(>0,5cm) und pro Wildartblatt mehr Sklerotien als im Freiland.

Tabelle 18: Phénotypische Korrelationen fiir drei phénologische Blatt-
Resistenzparameter iiber zwei Jahre an Blittern von 19 Helianthus Genotypen
unter kontrollierter Umwelt evaluiert

Parameter Myzelwachstumsrate  Sklerotien-Index
Lisionslinge - .
(4d p.i.) 0,95 0,89
Sklerotien-Index 0,92%

** Signifikanz zu a=1% .

Hinsichtlich phéanologischer Charakteristika der durch parasitierendes Sclerotinia-Myzel
erzeugten Lasionen ergaben sich keine Unterschiede. Bei allen Genotypen zeigten sich farblose
bis hellbraune Lésionen. Haufig war eine Unterscheidung zwischen gesunden und penetrierten
Blattabschnitten nur an einer leicht dunkleren, wassergeséttigten Zone der erkrankten
Blattgewebe zu erkennen.

Die Extension der Lasion erfolgte im Vergleich zum Freilandversuch rascher und konzentrisch
um die primére Inokulationsstelle. Bei allen Genotypen erfolgte die Myzelausbreitung tiber den
Blattgrund in die Petiole. Die rasche Myzelausbreitung lie eine vergleichende Untersuchung
aller Genotypen nur bis zum 4. Tag nach Inokulation zu, da die Blatter von H. nuttallii, H. gi-
ganteus, H. tuberosus und H. atrorubens bereits nach 5 Tagen vollstindig von Sclerotinia
besiedelt und mazeriert waren. Zu allen Versuchsdurchfiihrungen und damit unabhingig vom
Inokulationszeitpunkt wiesen alle Wildartblétter oberflachlich sichtbares Myzel auf. In der
Tendenz zeigten die suszeptiblen Arten H. tuberosus und H. nuttallii ein dichteres
Oberflaichenmyzel. Sklerotien wurden héufig in konzentrischen Zonen um die
Inokulationsstelle gebildet (siche Abbildung 12 1).
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Abbildung 12: Sclerotinia-Blattreaktion perennierender Helianthus-Arten nach artifizieller Inokula-
tion*:

a)-f) Freilandtest (die PE-Beutel wurde aufgrund der besseren Sichtbarkeit der Symptome teilweise entfernt).

g)-i) DTL-Test.

a) H. divaricatus 4d p.i.; b) H. strumosus 4d p.i.; ¢) H. nuttallii 4d p.i.; d) H. atrorubens 4d p.i.; e) H. giganteus
5d p.i. mit komplett penetrierter Petiole und beginnendem Einwuchs in die Sprossachse; f) charakteristischer,
natiirlicher Infektionsverlauf durch Einwachsen des Sclerotinia-Myzels in die Sprossachse bei H. tuberosus 5d
p.i.; g) H. divaricatus 72h p.i.; h) H. tuberosus 72h p.i.; i) H. atrorubens 72h p.i. mit starkem Myzelauswuchs und
ersten, konzentrischen Sklerotieninitialen.

* GroBenmalBstab: Balken entspricht jeweils 1cm.
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3.1.4 Phinotypische Korrelation zwischen den Testverfahren und Evaluierung
potentieller Genotypen mit erhohter Stingel- und Blattresistenz gegeniiber
Sclerotinia sclerotiorum Infektion

Die Atiologie und Pathogenese des Krankheitskomplexes Sclerotinia Stingelfiule innerhalb
der Gattung Helianthus impliziert die Beteiligung von Resistenzen der Blitter als auch der
Sprossachsen am gesamten Resistenzphdnomen. Als ein wesentliches Ziel des in dieser Arbeit
durchgefiihrten mehrjahrigen Sclerotinia-Resistenzscreenings innerhalb des sekundiren
Helianthus Genpools stand - neben der Evaluierung des solitdren, genotypisch distinkten
Resistenzniveaus von Bléttern und Sprossachsen - die Ermittlung von Genotypen mit
kumulativen und umweltkonstanten Resistenzen in beiden Organen im Vordergrund.

Ein erster Hinweis auf mogliche Zusammenhédnge zwischen Blatt- und Sténgelresistenzniveau
innerhalb des gesamten charakterisierten perennierenden Genpools konnte iiber Korrelationen
der spezifischen Stingelreaktion mit den entsprechenden Blatttests erhalten werden. Eine
grafische Darstellung der Zusammenhédnge zwischen den Blatt- und Stidngeltests ist in den
Abbildungen 13a-c dargestellt. Hierbei zeigten sich zwischen Blatttests (DTL- und
Feldresistenztests) und der im Freiland evaluierten Stingelresistenz signifikant positive
Korrelationen (siche auch Tabelle 19). Die Korrelationskoeffizienten lagen dabei zwischen den
DTL-Tests und der Sténgelreaktion mit 0.65 auf mittlerem Niveau, zwischen der im Freiland
gemessenen Blattldsionslange und der Sprossachse auf anndhernd gleichem Niveau bei 0.67.
Zwischen der mittleren Blattreaktion der Sclerotinia Inokulation zur Basis gemittelter Rédnge
und der Stangelreaktion ergab sich folglich ebenso eine mittlere positive Korrelation von 0.65.

Tab. 19. Phanotypische Korrelation von drei Screening-Verfahren zur

Evaluierung des Blatt- und Stingelresistenzpotentials perennierender
Helianthus Arten auf artifizielle Sclerotinia sclerotiorum Infektion

Screening-Verfahren  Blatt-Feld-Test Stingel-Test
Detached Leaf Test 0,956 0,647
Stingel-Test 0,672"

gemittelte Blattringe 0,651

» Berechnungsgrundlage: mittlere Ringe der genotypischen Lisionslingen
(4d p.i.) iber die Versuchsjahre entsprechend ANOVA und multiplem
Mittelwertsvergleich. ** Signifikanzniveau zu a= 1%.

Diese mittlere Korrelation zwischen der ausgepragten Blatt- und Stingelresistenz gegeniiber
Sclerotinia-Infektion und des daraus resultierenden mittleren BestimmtheitsmaBes von >~ 0.4
zeigt indes lediglich einen schwachen phénotypischen Zusammenhang zwischen beiden
Resistenzmerkmalen im gesamten untersuchten perennierenden Genpool. Mit einer weniger als
50%igen Ubereinstimmung zwischen beiden Resistenzmerkmalen konnte damit auf die
Existenz von Genotypen mit signifikant differentiellen Resistenzauspragungen in Blittern und
Sprossachsen geschlossen werden. Die genauere Analyse der Datensétze aller Tests unter

Beriicksichtigung der genotypisch spezifischen Kombination von Blatt- und Sténgelreaktion
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zeigte eine diverse Verteilung der evaluierten Wildartpopulationen und ist in Abbildung 10d
dargestellt. Ein Grofiteil der untersuchten Populationen zeichnete sich durch recht
unterschiedliche Resistenzniveaus in Bléttern und Sprossachsen aus. Signifikant
unterschiedliche Resistenzniveaus zwischen Bléttern und Sprossachsen wiesen insbesondere
die Populationen von H. nuttallii, H. divaricatus und H. maximiliani AC M auf. Wahrend H.
divaricatus das hochste und umweltkonstanteste Blattresistenzniveau aller getesteten Wildarten
zeigte, wiesen deren Sprossachsen im Mittel lediglich ein intermedidres und stark
umweltbeeinflusstes Resistenzniveau auf. Diametral dazu zeigte die H. nuttallii Population ein
duBerst suszeptibles Verhalten der Blatter auf Sclerotinia Inokulation, wiesen dagegen in ihrer
mittleren Auspriagung der Stingelresistenz einen intermedidren Rang auf.

Ein in beiden Pflanzenorganen geringes Resistenzniveau zeigten die Populationen von H.
giganteus, H. tuberosus, H. atrorubens und H. grosseserratus und wiesen sich damit als
extrem suszeptible Wildarten zur Stangelfdule aus. Als partiell Sclerotinia resistente Wildart in
beiden Pflanzenorganen konnte dagegen die H. maximiliani Akzessionspopulation AC 7
angesprochen werden. Dieser Genotyp zeigte neben der hohen partiellen Blatt- und
Stangelresistenz eine stabile Auspriagung dieser beiden phdnotypischen Merkmale iiber alle
Versuchsjahre und Inokulationen und damit eine ausgesprochene Umweltkonstanz. Solche
Genotypen mit erhohten und vergleichsweise umweltstabilen Resistenzen in mehreren
Pflanzenorganen konnen als ideale Resistenzquellen fiir interspezifische Zuchtprogramme zur
Verbesserung der Sclerotinia Empfindlichkeit von H. annuus Zuchtpopulationen angeschen
werden. Ein ebenfalls in beiden Pflanzenorganen resistentes Verhalten zeigten auch alle
Populationsakzessionen von H. pauciflorus ssp. pauciflorus die damit ebenso als viel
versprechende Resistenzquellen in beiden Pflanzenorganen angesehen werden konnen.

Eine stark positive und hochsignifikante Korrelation von r=0.96 zwischen den mittleren
Rangplitzen der Genotypen im DTL-Test und jenen im Freilandblatttest weist auf die bereits in
Abschnitt 3.1.3.1 schon erwéhnte gleichartige Rang-Klassifikation der Wildarten zu beiden
Testverfahren hin. Trotz der in Art und Richtung divergierenden Umweltwechselwirkungen in
beiden Testverfahren konnte im Mittel der Versuchsjahre iiber die Lasionslédnge (4d p.i.) als
auch iiber die Lisionsextension eine signifikante und eng positive Ubereinstimmung im
Ranking der evaluierten Wildarten erhalten werden (siehe dazu auch Abbildung 13c).

Mit einer liber 91%igen Pradiktabilitidt des mittleren genotypischen Feldresistenzniveaus der
Blatter durch den DTL-Test kann damit ein Sclerotinia-Blattesistenzscreening unter
kontrollierten Umweltbedingungen als konfidenter und robuster Test zur Detektion von

Blattresistenzen im perennierenden Helianthus Genpool erachtet werden.
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Abbildung 13: Phinotypische Korrelation” von drei Testverfahren zur Evaluation von Sclerotinia

sclerotiorum Stingel- und Blattresistenzen im perennierenden Genpool” der Gattung Helianthus
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von insgesamt 19 perennierende Helianthus Wildarten.
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3.2 Untersuchung priformierter Blatt-Phenolprofile als potentielle Resistenzmarker
der Sclerotinia sclerotiorum Myzelausbreitung im Mesophyll perennierender
Helianthus Wildarten

Die nachfolgend dargelegte Untersuchung diente ma3geblich dazu, genotypische Unterschiede
komplexer Blatt-Phenolmuster innerhalb perennierender Helianthus-Wildarten zu erfassen und
- im Hinblick auf einen interspezifischen Ziichtungsansatz - deren Wechselbeziehung zur
Sclerotinia - Blattresistenz innerhalb des untersuchten Artenspektrums zu evaluieren.
Schwerpunkte der phytochemischen Analytik konstitutiver Inhaltsstoffe der Gattung
Helianthus lagen bisher, in der Hauptsache aus taxonomischen Fragestellungen heraus, in der
Analyse von Acetylenen bzw. Polyacetylenen (Christensen & Lam, 1990) sowie insbesondere
diverser Sesquiterpenlactone des annuellen (Spring et al., 1985; Spring & Bienert, 1987;
Spring et al,. 1987; Spring, 1988; Macias et al.,, 1993; Chou & Mullin, 1993) als auch
perennierenden Formenkreises (Steward et al., 1985; Herz & Kumar, 1981; Spring et al.,
1986).

Als konstitutive Phenole wurden bislang bei Helianthus ssp. Flavonoide vom Flavon- und
Chalcontyp (Wadell, 1973; Harborne & Smith, 1978; Schilling et al., 1981, Schilling, 1983;
Melek et al., 1985; Rieseberg et al., 1987; von Bruchhausen et al., 1993; Macias et al., 1997)
als auch Hydroxyzimtsduren sowie deren Ester (Robertson, 1975; Leung et al., 1981; Bazzalo,
1985; Andary et al., 1996; Tourvieille et al., 1997) beschrieben.

Flavonoide treten in Pflanzen hauptséchlich als O-Glycoside auf, wihrend Hydroxyzimtsduren
sowohl an die Zellwandmatrix als auch als einfache Ester (Depside) mit L-Chinaséure oder
anderen (Phenol)-Carbonsiuren (Ferulasiure, Apfelsiure) gebunden vorliegen (Herrmann,
1976; Herrmann, 1989; Harborne, 1999). Um mdglichst authentische Phenolfingerprints zu
erhalten, wurde besonderer Wert auf eine schonende Probenvorbereitung und Extraktion
gelegt. Auf saure bzw. basische Probenextraktionen als auch auf Warmebehandlung und
Einengen der Extrakte wurde bewusst verzichtet, da Flavonolglycoside unter diesen
Extraktionsbedingungen haufig in ihre Aglyka gespalten und Depside, insbesondere Mono-
und Di-Hydroxyzimtséure-Chinasdureester sowie deren Derivate intramolekularen Umlagerun-
gen und Isomerisierungen unterliegen (Clifford, et al. 1989; Brand & Weschta, 1991; Sticher,
1999).

Zur Trennung musste somit eine neue Analysemethode mit Hilfe der Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie entwickelt werden. Sie sollte hierbei a) mdglichst viele
authentische phenolische Komponenten extrahieren und detektieren, somit eine hohe
Trennleistung aufzeigen und b) eine hohe Auflosung (Trennschdrfe) bei c) geringer
Analysezeit und hoher Reproduzierbarkeit aufweisen. Hierzu wurden zwei Elutionssysteme
mit Methanol bzw. Acetonitril als organischer Komponente verwendet und auf ihre

Anwendbarkeit hin untersucht. Um die Vergleichbarkeit der interspezifischen
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Blattphenolmuster zu gewihrleisten, sollten dazu stabile und reproduzierbare Retentionszeiten
der detektierten Komponenten erzielt werden.

Da die Phenolgehalte im Pflanzenreich in Abhédngigkeit von Umwelteinfliissen (Horner, 1990,
Waterman & Mole, 1994, Weisshaar & Jenkins, 1998), insbesondere beziiglich der
Lichtintensitdt und Qualitéit (Koeppe et al., 1969; Mole et al., 1988, Arcas et al., 2000) als auch
alters- und entwicklungsabhingig (Takahama et al., 1999; Kennedy et al., 2000; Estrada et al.,
2000) starken Schwankungen unterliegen, wurden die Abweichungen im Phenolgehalt der
Blitter iiber die Versuchsdauer ermittelt. Dabei wurde die Bestimmung der Plastizitit und
Variabilitidt der konstitutiv exprimierten Phenolgehalte iiber den Zeitraum der drei Blatternten
als Kontrolle hinsichtlich deren Verwendbarkeit im Hinblick auf die Entwicklung einer

markergestiitzten Selektion durchgefiihrt.

3.2.1 Ermittlung optimaler Extraktions- und Elutionsparameter zur HPLC-Analyse
loslicher phenolischer Inhaltsstoffe

Die Extraktion der Blattproben mit 50%iger methanolischer Losung stellte einen optimalen
Kompromiss zwischen den Loslichkeiten der diversen phenolischen Inhaltsstoffe dar. Mit einer
Extraktion in 50% Methanol konnten, unabhingig vom verwendeten Elutionssystem und der
Wildartprobe, die meisten Peaks (Substanzen) bei 280 nm detektiert werden. Sowohl eine
Erhohung als auch eine Reduktion des Wasseranteils im Extraktionsmedium fiihrte zu einer
geringeren Anzahl detektierter Peaks. Zusétzlich konnte bei hoheren Methanolanteilen zur
Extraktion (> 50% Vol.) tendenziell Peakdeformationen insbesondere hinsichtlich variierender
Peakbreiten beobachtet werden, die keinen zuverldssigen Vergleich der Chromatogramme
zwischen den Wildarten zulieBen.

Die Wahl der organischen Phasen Acetonitril und Methanol zur bindren Gradientenelution
hatte einen erheblichen Einfluss auf Analysezeit, Trennleistung und Trennschérfe sowie auf die
Quantitdt und Qualitit der detektierten Peaks. So beinhaltete die Elution mit Methanol eine
lange Analysezeit von mehr als 90min, breitere Peaks und fiihrte insbesondere unter
lipophileren Elutionsbedingungen zu keiner eindeutigen Trennung der Substanzen. Ebenso
zeigten Kaffeesdure und Chlorogensidure mit Methanol als mobiler Phase anndhernd gleiches
chromatographisches Verhalten. Dieses resultierte hdufig in einer Co-Elution dieser beiden
Markersubstanzen. Die Verwendung des elutionskriftigeren Acetonitril im Gradienten fiihrte
dagegen zu einer verkiirzten Analysezeit (< 60min) bei gleichzeitig hoher Trennschérfe der
phenolischen Komponenten und anndhernd symmetrischen Substanzpeaks iiber die gesamte
Analysezeit. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde Acetonitril gegeniiber Methanol als Eluent
zur Detektion der interspezifischen Blattphenolmuster im perennierenden Helianthus-Genpool

der Vorzug gegeben.



Ergebnisse 79

Als wesentliches Kriterium zur Erzielung stabiler Retentionszeiten erwies sich eine konstante
Analysetemperatur der C18-Phase. Chromatogramme, die unter den schwankenden
Raumtemperaturen des Labors durchgefiihrt wurden, zeigten héufig wvariierende
Retentionszeiten, von denen die einzelnen detektierten Peaks und/oder Peakgruppen im
unterschiedlichen Ausmal} betroffen waren. Erst die Erwdrmung des Sadulenmaterials auf
konstante 35°C (x 0,2°C) {iber einen Siulenthermostaten erbrachte die erwiinschte

Stabilisierung der Retentionen im C-18 Adsorbens (siehe auch Tabelle 20).

3.2.2 Identifikation phenolischer Komponenten, interspezifische Diversitit und
Variabilitit im Polyphenolmuster

Vergleichend konnten insgesamt iiber alle Helianthus-Wildarten 50 Substanzpeaks mit

Acetonitril als Eluent detektiert werden. Von diesen konnten {iber beide Elutionsgradienten

(Acetonitril bzw. Methanol) die Hydroxyzimtsdurederivate Chlorogensdure und Kaffeesdure

sowie das Flavonol-Glycosid Quercimeritin (Quercetin-7-O-B-D-Glucose) authentisch in allen

Genotypen co-chromatographisch nachgewiesen werden.

Tab. 20: Chromatographisches Verhalten, Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit der in Helianthus
ssp. authentisch detektierten Standards

Retention” Empfindlichkeit”
Substanz [ng/ 10ulL] +5%
R¢[min] ¢, [%] Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

OoH  oH

COOH

HOWO 13.67 0,68 25 6
HO

Chlorogensaure (5-MCQ)

(o]

OH

1581 1,03 4 9

HO
Kaffeesdure

29.60 0,76 39 g

OH (=]

Quercimeritin

R Detektionswellenlinge A = 310nm bei durchschnittlich 2*10°AU Detektorrauschen. *) Durchschnitt aus n=54
Messungen.  Ermittelt als Aglycon-Analogon Quercetin.
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Gallotannine (p-Hydroxybenzoesdure und Ester) als auch Flavan-3-ole vom Catechin und
Epicatechintypus konnten weder iiber die internen Standards co-chromatographisch noch durch
deren charakteristisch reduzierte Absorption bei A=310nm in den Wildartbléttern nachgewiesen
werden. Weitere Strukturen phenolischer Inhaltsstoffe konnten aufgrund fehlender
Literaturdaten {iber komplette authentische Polyphenolmuster in der Gattung Helianthus und
unzureichender Verfiigbarkeit von Referenzsubstanzen nicht identifiziert werden.

Die Verwendung von drei Detektionswellenldngen (A = 280, 310 und 380nm) lieB jedoch
semiqualitative Aussagen liber deren potentielle Natur zu. Detektierte Komponenten, die in
Peakhohe und Fliache bei A = 280 und 310nm anndhernd gleiches Adsorptionsverhalten
aufwiesen, wurden als putative Hydroxyzimtsduren (Hz) angesprochen. Substanzpeaks, die bei
A = 380nm nahezu gleiches Adsorptionsverhalten wie bei A = 280nm aufwiesen, wiesen auf
ein charakteristisches Adsorptionsspektrum hin wie sie fiir Flavonole und deren Glycoside
beschrieben werden (Mabry et al., 1970; Clark & Titus, 1997; Harborne, 1999). Sie wurden
dementsprechend als potentielle Flavonole (Flo) klassifiziert. Substanzen die unter hoheren
Acetonitrilanteilen im Gradienten eluierten wurden einer lipophilen Fraktion (lp)
zugeschrieben. Die Klassifikation der einzelnen Peaks im Phenolfingerprint ist in Abbildung
14 zusammenfassend dargestellt.

Abbildung 14: Semiqualitative Klassifikation der detektierten Peaks am Beispiel des
Phenolfingerprints von H. x lagtiflorus
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» ), = 280nm. * = potentielles Flavonol (Flo). ChA = Chlorogensiure; KA = Kaffeesiure; Q7G = Quercimeritin.
Ziffern indizieren die fortlaufende Nummerierung der Peaks innerhalb der Klassen.
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Hinsichtlich der Anzahl der in den einzelnen Genotypen detektierten phenolischen Substanzen
zeigte sich innerhalb des sekunddren Helianthus-Genpools eine diverse Verteilung und ist in
Abbildung 15 als bindre Matrix dargestellt. Durchschnittlich konnten im gesamten
untersuchten perennierenden Genpool 30 genotypisch distinkte Peaks ermittelt werden. Hierbei
zeigten die H. maximiliani Populationsakzessionen AC 1 und AC 4 das geringste Spektrum im
Polyphenolmuster mit jeweils 19 detektierten Komponenten. Ein grofles Spektrum von iiber 40
nachgewiesenen phenolischen Komponenten wiesen dagegen die Arten H. pauciflorus ssp.
pauciflorus P1 und dessen, mit H. tuberosus iiber natiirliche Hybridisierung (Heiser et al.
1969) entstandener, interspezifischer Hybrid H. x laetiflorus auf.

Ein wesentliches, differenzierendes Merkmal zwischen den genotypischen Phenolmustern
stellten die unter lipophileren Elutionsbedingungen chromatographierten Substanzen Fl;4 bis
Lp;s dar (siche dazu auch Abbildung 12). In dieser Fraktion reiche Genotypen stellten
insbesondere H. pauciflorus ssp. pauciflorus P1; H. x laetiflorus, H. strumosus sowie H.
salicifolius dar. Dagegen wiesen die H. maximiliani-Akzessionen AC1, AC 3, AC 4 und AC 5
sowie H. tuberosus eine geringe Detektionsrate dieser Komponenten auf.

Hinsichtlich der Plastizitit der konstitutiven Phenolspektren iiber die drei im zweiwdchigen
Abstand genommenen Blattproben konnten qualitativ keine Unterschiede festgestellt werden.
Auch in Abhidngigkeit vom untersuchten Genotyp konnten {iiber alle drei Zeitpunkte der
Probennahme keine qualitativen Anderungen im Blatt-Phenolspektrum beobachtet werden.
Uber den Versuchszeitraum konnten in den Chromatogrammen weder eine unvermittelte
Absenz noch die Prdsenz neuer Peaks detektiert werden. Somit konnten die komplexen
konstitutiven Polyphenolmuster im untersuchten Probenmaterial als qualitativ stabiles,
phinotypisches Merkmal angesprochen werden.

Im Hinblick auf die Quantitét der ermittelten phenolischen Substanzen zeigten die Gehalte an
Chlorogenséure (cv = 25%; n=54), Kaffeesdure (cv = 17%, n=54), sowie Hz,, Hz;, Hzg und
Flio (cv. 10%, n=54) iiber den Probennahmezeitraum die hochste Variabilitdt. Alle weiteren
detektierten Komponenten des Phenolmusters wiesen einen Variationskoeffizienten von cv <
6% auf und zeigten damit liber den Versuchszeitraum eine relative Konstanz im beprobten 10-

12 Blattpaar.
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Abbildung 15: Interspezifische Polyphenolmuster perennierender Helianthus Wildarten Y

Genotypen
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3.2.3 Zusammenhinge zwischen der qualitativen- und quantitativen Diversitit im
Phenolmuster und der Sclerotinia-Myzelausbreitung im Mesophyll

In der vorangehenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass a) eine hohe Diversitit
hinsichtlich komplexer Phenolmuster im untersuchten perennierenden Helianthus Genpool
besteht und b) ein Grossteil der detektierten, praformierten Phenole im Blattmaterial {iber den
Zeitraum der Probenahme eine geringe Plastizitdt, somit eine anndhernde Konstanz aufwiesen.
Basierend auf den ermittelten Phenolmustern des 10 - 12 Blattpaares sollten in den
nachfolgenden Untersuchungen geklédrt werden, in wie weit qualitative Wesensmerkmale im
Phenolspektrum alleine (Absenz bzw. Prisenz einer phenolischen Komponente) oder
quantitative Unterschiede einen Einfluss auf das Verhalten des Sclerotinia-Myzels im
inokulierten Blattmaterial haben.

Die nachfolgende Analyse diente hiermit im Wesentlichen dazu a) potentielle Riickschliisse
iiber eine mogliche, kausale Inhibition der Pilzaktivitit im Mesophyllgewebe zu erhalten und
b) eine Evaluierung konstitutiver phenolische Inhaltsstoffe im Hinblick auf einen potentiellen
Blattresistenz-Marker fiir interspezifische Ziichtungsansidtze im sekunddren Genpool
durchzufiihren.

Qualitative Zusammenhinge zwischen beiden Parametern wurden hierbei durch eine biseriale
Korrelationsanalyse und einer hierarchischen Clusteranalyse ermittelt, quantitative

Zusammenhinge zur Myzelaktivitét iiber eine Korrelations- und Hauptkomponentenanalyse.

3.2.3.1 Sclerotinia-Myzelausbreitung im Mesophyll — Ergebnisse des DTL-Tests

Die zum gleichen Zeitpunkt der Blattprobennahme parallel durchgefiihrten DTL-Tests wiesen
im Wesentlichen das gleiche Ranking im Resistenzverhalten der Wildartblatter wie zum
zweijdhrigen DTL-Test auf (siche Tabelle 14 Abschnitt 3.1.3.1). Zusammenfassend sind in
Tabelle 21 alle erhobenen Parameter zur Sclerotinia-Blattresistenz im DTL-Test sowie deren
Bonitierung dargestellt.

Hierbei wiesen sich H. divaricatus als auch H. maximiliani AC 7 mit den geringsten
Lisionslingen und Lésionsausdehnungen als partiell resistente Wildarten innerhalb der
evaluierten Genotypen aus. Demgegeniiber als extrem suszeptible Wildarten beziiglich der
Blattresistenz zeigten sich dagegen H. tuberosus, H. giganteus und H. nuttallii. Ein
Rangwechsel der Wildarten innerhalb der drei unabhéngig durchgefiihrten DTL-Tests konnte
nicht verzeichnet werden. Die phénologischen Charakteristika der Blatt-Resistenzreaktionen
auf artifizielle S. sclerotiorum Inokulation entsprachen den bereits in Abschnitt 3.1.3.2

beschriebenen Beobachtungen.
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Tabelle 21: DTL-Ergebnisse, Myzelwachstum und Bonitierung nach artifizieller S.
sclerotiorum Inokulation

Lisionslinge Myzel-
4d p.i. wachstum  Bonitur
Art [em] [em/d] Note ©
X Sd X Sd
H. divaricatus 3,10 0,43 0,72 0,04 4
H. maximiliani AC 7 3,13 0,46 0,75 0,03 4
H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1 4,01 0,41 1,03 0,15 3
H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1747 4,33 0,39 1,09 0,01 2
H. pauciflorus ssp. pauciflorus P 1745 4,40 0,36 1,10 0,02 2
H. microcephalus 4,48 0,29 1,16 0,05 2
H. salicifolius 4,50 0,49 1,14 0,04 2
H. strumosus 4,70 0,52 1,21 0,03 2
H. x laetiflorus 4,80 0,71 1,21 0,04 2
H. maximiliani AC M 4,80 0,73 1,21 0,03 2
H. maximiliani AC 4 5,15 0,61 1,30 0,04 1
H. maximiliani AC 5 5,33 0,57 1,33 0,05 1
H. grosseserratus 5,50 0,46 1,37 0,03 1
H. maximiliani AC 1 5,53 0,56 1,39 0,03 1
H. maximiliani AC 3 5,73 0,47 1,42 0,02 1
H. tuberosus 6,10 0,47 1,49 0,07 0
H. giganteus 6,67 0,54 1,53 0,13 0
H. nuttallii 6,73 0,51 1,61 0,08 0
Gesamtversuch 4,94 1,09 1,23 0,24 -

» Mittelwerte aus 3 unabhingigen Versuchsdurchfiihrungen (n=4; N=216); ® Gesamtmittelwert aus
drei Versuchsdurchfiihrungen. © Boniturnoten nach STURGES zur Ermittlung der idealen
Klassenbreite.

3.2.3.2 Qualitative Relationen zwischen interspezifischen Phenolmustern und der
Liasionsausdehnung

Die hierarchische Clusteranalyse (UPGMA-Dendrogramm) zwischen den 18 perennierenden
Helianthus Wildarten tber die diversen Phenolmuster zeigte eine Gruppierung der
Untersuchten Populationsakzessionen in zwei Hauptcluster (siche Abbildung 16).

Hierbei zeigten sich die Arten H. pauciflorus ssp. pauciflorus P1, H. x laetiflorus; H. salicifo-
lius sowie H. divaricatus im Phenolmuster dhnlicher als die tibrigen Genotypen. H. tuberosus
wies innerhalb des zweiten Clusters eine isolierte Position auf und zeigte somit im
Phenolspektrum nur eine geringe Ahnlichkeit zu den anderen Genotypen dieses Clusters.
Nahezu dhnliche Phenolspektren wiesen insbesondere H. microcephalus, H. pauciflorus ssp
pauciflorus P 1745; H. maximiliani AC M sowie H. giganteus auf. Ebenso gruppierten sich
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innerhalb eines Sub-Clusters die H. maximiliani Akzessionen AC1, AC3, AC 4, AC 5 und AC
7, zeigten somit anndhernd gleichartige Phenolmuster.

Zusammenhinge zwischen hierarchischen Clusterzentren und dem Sclerotinia-Myzelverhalten
konnten dagegen nicht festgestellt werden. Sowohl in den Haupt- als auch Sub-Clustern
gruppierten sich teilweise stark in Lasionslange als auch Myzelwachstumsraten divergierende
Wildarten zusammen. Qualitative Zusammenhinge zwischen dem interspezifischen
Phenolspektren und dem Myzelverhalten von Sclerotinia konnten somit durch die
hierarchische Clusteranalyse nicht detektiert werden. Auch eine biseriale Korrelationsanalyse
zwischen der Priasenz bzw. Absenz der 50 distinkten Substanzen (Peaks) im Blattphenolmuster
und der Lésionsausdehnung im Inokulierten Blattgewebe verzeichnete nichtsignifikante und
duflerst marginale Zusammenhénge (r = 0.0 - 0.3 ™*).

Tendenziell wies das Phdnogramm der untersuchten Wildarten basierend auf phenolischen
Inhaltsstoffen taxonomische Wesensmerkmale innerhalb des sekunddren Helianthus-Genpools

auf.

Abbildung 16: Hierarchische Clusteranalyse (UPGMA-Dendrogramm) zwischen 18 perennierenden
Helianthus Wildarten, basierend auf Ahnlichkeitskoeffizientenmatrizen nach JACCARD der qualitativen,
interspezifischen Diversitit im Phenolmuster
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3.2.3.3 Quantitative Relationen zwischen interspezifischen Phenolmustern sowie der
Lisionsausdehnung

Im Gegensatz zu den marginalen qualitativen Korrelationen zwischen der Pridsenz einzelner
Substanzen im Phenolmuster und der Myzelaktivitit konnten hinsichtlich deren Quantititen im
Mesophyll starke Interaktionen verzeichnet werden. In der Hauptkomponentenanalyse (sieche
Abbildung 17) zeigten die Substratkonzentrationen der Komponenten F1 11, F1 15, F1 16, Ip 4
sowie Hz 14 in den Bléttern eine starke Wechselwirkung mit dem Fortschreiten der Lision
(Boniturnote). Inbesondere die Substanzen F1 11, FI 15 und FI 16 wiesen enge und
gleichgerichtete Faktorladungen zur Boniturnote auf und deuten damit auf deren potentielle
kausal antagonistische Interaktion hin. Dagegen zeigten der Gesamtphenolgehalt, Kaffeesaure,
Chlorogensdure sowie ein Grossteil der lipophilen Fraktion einen bedeutend schwicheren
Zusammenhang zum Lésionsfortschritt auf. Des Weiteren wiesen die Konzentrationen an
Substanz F in den Wildartblattern nahezu gegensétzliche Faktorladungen zur Boniturnote auf
und wies damit auf eine potentiell synergistische Wechselwirkung zum Fortschreiten der

Lasion im Sclerotinia inokulierten Blattgewebe hin.

Abbildung 17: Hauptkomponentenanalyse der Gehalte an 16slichen phenolischen Inhaltsstoffen sowie
der Lisionsausdehnung in Blittern perennierender Helianthus-Arten ®

Hauptkomponenten im rotierten Raum
[varimax]

el e

G-Phenol :FChA

10

Faktor 1=
54,24%
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Faktor 2 = 21,56%
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5
Faktor 3=7%

» nach dem Varimax-Rotationsverfahren. BON = Boniturnote, G-Phenol = Gesamtphenolgehalt, KA = Kaffee-
sdure; ChA = Chlorogensdure; Q7G = Quercetin-7-0-8-D-Glucosid. Berechnungsgrundlage: 50 Marker x 18
Genotypen x 3 Wdhg. = 2700 phenolische Marker in mg/ g TM.
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Insgesamt konnte durch das vorliegende Modell der multifaktoriellen Hauptkomponentenana-
lyse liber 80% der Variabilitit der Lasionsldngen (4d p.i.) der untersuchten Genotypen erklért
werden.

Die anschlieende Korrelationsanalyse bestitigte im Wesentlichen die Zusammenhinge
zwischen den einzelnen Phenolgehalten sowie der Ausbreitung des Sclerotinia-Myzels
(Boniturnote). Als signifikante, hochkorrelierende phenolische Marker zur Boniturnote
konnten die Komponenten F1 15 (r = 0.89; p = 0,0), F1 16 (r = 0.85; p = 0,0) und Ip4 (r = 0.84;
p = 0,0) evaluiert werden. Somit konnte deren potentielle antagonistische Interaktion zur
Myzelausbreitung im Mesophyll bestitigt werden. Dabei zeigten alle drei hochkorrelierenden
Marker {iiber die drei Detektionswellenlingen das typische Absorptionsverhalten von
Flavonolen bzw. Flavonol-Glycosiden.

Der potentiell synergistische Zusammenhang zwischen den Gehalten an Substanz F im
Blattgewebe und des Sclerotinia-Myzelwachstums konnte ebenso durch die hochsignifikante
negative Korrelation zur Boniturnote mit r = -0.76 (p = 0,01) bestitigt werden. Zusétzlich
konnte hinsichtlich des Gesamtphenolgehaltes im Frischgewicht der Blitter eine schwache
negative Interaktion zur Lisionsextension erkannt werden (r = 0.62; p = 0,01). Alle weiteren
detektierten Substanzen wiesen hinsichtlich ihrer Gehalte im Probenmaterial lediglich
marginale und nicht signifikante Korrelationen auf.

In Tabelle 22 und 23 sind jeweils die genotypischen Gehalte aller korrelierenden phenolischen
Substanzen in Bezug auf die Trockenmasse bzw. auf die Frischmasse des Blattmaterials
aufgezeigt. Wesentliche Unterschiede in der BezugsgroBle (Trockenmasse bzw. Frischmasse)
bestanden dabei nicht. Ebenso zeichnete sich kein Zusammenhang zwischen den
Trockenmassegehalten der einzelnen untersuchten Wildartblitter sowie der Lasionsldnge ab.
Abbildung 18 zeigt zusammenfassend den Zusammenhang zwischen den detektierten
phenolischen Markersets und den evaluierten Blattresistenztypen am Beispiel einer partiell
resistenten (H. divaricatus), intermedidren (H. pauciflorus P 1745) und suszeptiblen (H.
tuberosus) Wildart.
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Tabelle 22: Konzentrationen in mg/g TM ausgewéhlter phenolischer Inhaltsstoffe im Mesophyll perennierender Helianthus-Wildarten und deren Korrelation zur
Sclerotinia-Lisionsextension (Boniturnote)
phenolische Komponente [mg/g TM]

© =

Art E g g = s =] \n o « ) ~+ w ) ~ ® § g

=~ &4 £ =& £ £ & =& & & &5 &5 & &5 &5 &£

H. divaricatus 0,18 41,32 0,41 3,32 1,64 5,11 2,22 2,61 1,11 2,87 2,94 2,54 0,10 0,84 1,40 144,83
H. maximiliani AC 7 0,17 58,53 0,66 0,89 0,53 1,55 1,94 1,99 0,89 2,29 1,42 0 0,34 0 0 96,30
H. pauc. pauc. P 1 0 68,73 0,74 1,84 3,43 3,37 1,29 1,24 0,96 1,97 2,07 0,59 0,21 0,53 0,54 51,18
H. strumosus 0,17 61,51 0,57 0,48 0,16 1,25 0,65 0,58 0,95 2,49 0,78 0,44 0,52 0 0 62,22
H. maximiliani AC M 0,33 45,72 0,74 0,80 0,64 1,61 0,70 0,65 0,65 2,31 0,68 0 0 0 0 37,58
H. salicifolius 0,49 28,08 0,34 1,64 0,78 0,76 0,55 0,53 0,56 0,27 1,23 0,23 0,58 0,20 0 40,17
H. microcephalus 0,20 51,17 0,53 0,87 0,88 3,52 1,03 1,20 0,99 2,13 1,30 0 1,84 0 0 109,82
H. pauc. pauc. P 1745 0,24 37,78 0,52 0,56 0,49 0,84 0,47 0,38 0,26 1,51 0,40 0 0 0 0 62,94
H. pauc. pauc. P 1747 0,16 59,50 0,74 0,72 0,50 1,47 0,39 0,40 0,64 0,65 0,21 0 0 0 0 74,15
H. x laetiflorus 0,30 47,39 0,57 1,35 2,79 2,78 0,88 0,88 0,83 1,05 0,49 0,54 0,41 0,55 0,06 175,36
H. maximiliani AC 1 0,33 27,57 0,33 0 0 0,43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 140,99
H. maximiliani AC 4 0,39 27,39 0,54 0,32 0,31 1,31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 150,34
H. maximiliani AC 3 0,40 18,48 0,24 0,32 0,24 0,75 0 0 0 0,28 0 0 0 0 0 131,27
H. maximiliani AC 5 0,79 18,29 0,28 0,31 0,16 0,49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 105,89
H. grosseserratus 0,43 27,56 0,31 0,93 0,48 0 0,35 0,27 0 0,95 0,11 0 0 0 0 189,30
H. tuberosus 0,71 29,71 0,38 1,67 1,28 1,23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 131,89
H. giganteus 0,46 78,96 0,64 0,38 0,20 0,43 0,24 0,27 0,32 0,85 0 0 0 0 0 148,96
H. nuttallii 0,42 47,92 0,51 0,14 0,25 1,72 0 0 0,68 0,42 0,20 0 0 0 0 122,55
r? 0,777 0,34™  046™ 054 0,53 050 0897 085 0647 054 0847 058 051* 053% 0,52% 046"

a)

Mittelwerte aus drei Unabhingigen Blattproben/Wildart.

P K onzentrationsangaben in Kaffeesiureequivalenten.
© Korrelationskoeffizient nach Spearmann. * ** = Signifikanzniveau zu 1% bzw. 0,1%. n.s. = nicht signifikant.
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Tabelle 23: Konzentrationen in mg/g FM ausgewéhlter phenolischer Inhaltsstoffe im Mesophyll perennierender Helianthus-Wildarten und deren Korrelation zur
Sclerotinia-Lisionsextension (Boniturnote) *
phenolische Komponente [mg/g FM] ”

© =

Art E £ g = = = \n o N e < w ° ~ ® § g

= 55 £ T = = = = 5 5 5 5 5 5 3 3=

H. divaricatus 0,07 16,69 0,16 1,34 0,67 2,06 0,89 1,06 0,45 1,16 1,18 1,03 0,08 0,34 0,57 56,96
H. maximiliani AC 7 0,05 18,49 0,21 0,22 0,46 0,49 0,53 0,49 0,21 0,72 0,33 0 0,11 0 0 41,48
H. pauc. pauc. P 1 0 18,35 0,19 0,49 0,91 0,90 0,34 0,33 0,26 0,52 0,55 0,16 0,06 0,14 0,14 50,55
H. strumosus 0,05 19,50 0,18 0,15 0,05 0,39 0,20 0,17 0,30 0,79 0,15 0,13 0,16 0 0 45,91
H. maximiliani AC M 0,10 13,80 0,22 0,24 0,19 0,48 0,21 0,19 0,21 0,69 0,28 0 0 0 0 33,17
H. salicifolius 0,14 8,39 0,10 0,49 0,24 0,22 0,16 0,15 0,11 0,08 0,49 0,07 0,17 0,06 0 22,17
H. microcephalus 0,06 16,48 0,17 0,28 0,28 1,13 0,37 0,43 0,69 1,00 0,45 0 0,59 0 0 56,46
H. pauc. pauc. P 1745 0,06 10,08 0,14 0,15 0,10 0,22 0,16 0,08 0,07 0,41 0,10 0 0 0 0 28,27
H. pauc. pauc. P 1747 0,05 19,40 0,24 0,23 0,17 0,48 0,13 0,13 0,21 0,21 0,06 0 0 0 0 42,99
H. x laetiflorus 0,08 13,51 0,16 0,38 0,79 0,79 0,25 0,37 0,52 0,30 0,14 0,15 0,12 0,16 0,02 42,45
H. maximiliani AC 1 0,12 9,65 0,12 0 0 0,15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17,91
H. maximiliani AC 4 0,11 7,53 0,15 0,09 0,08 0,36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17,11
H. maximiliani AC 3 0,10 4,67 0,06 0,08 0,06 0,19 0 0 0 0,07 0 0 0 0 0 9,50
H. maximiliani AC 5 0,23 5,32 0,08 0,09 0,04 0,14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,69
H. grosseserratus 0,10 6,48 0,07 0,22 0,11 0 0,09 0,06 0 0,22 0,02 0 0 0 0 14,79
H. tuberosus 0,17 7,16 0,09 0,40 0,30 0,53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23,21
H. giganteus 0,12 21,00 0,17 0,10 0,05 0,11 0,06 0,07 0,08 0,22 0 0 0 0 0 39,99
H. nuttallii 0,14 16,01 0,17 0,04 0,08 0,91 0 0 0,22 0,80 0,10 0 0 0 0 40,93
r° 0,767 043™ 0,52 062" 054  046™ 089" 087 0627 054 0847 0,58% 0,51* 0,54* 052% 0,62

a)

Mittelwerte aus drei Unabhingigen Blattproben/Wildart.

P) K onzentrationsangaben in Kaffeesiureequivalenten.
9 Korrelationskoeffizient nach Spearmann. * ** = Signifikanzniveau zu 1% bzw. 0,1%. n. s. = nicht signifikant.
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Abbildung 18: Interspezifische Phenolmuster im sekundiren Helianthus-Genpool und Sclerotinia-
Blattresistenz am Beispiel suszeptibler (H. tuberosus), intermedidrer (H. pauciflorus) und
Teilresistenter (H. divaricatus) Genotypen
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a) Detektionswellenldnge 280nm: * synergistische Interaktion zur Lisionsextension. mittlere, antagonistische

Interaktion (r ~ 0,5), * = hochkorrelierende antagonistische Interaktion (r > 0,8; p< 0.01).
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3.3  Prid- und postinfektionelle Charakteristik der Sclerotinia Stingel-Resistenzre-
aktion

3.3.1 Histochemische Untersuchung pri- und postinfektioneller Strukturen

3.3.1.1 Priaformierte morphologische Eigenschaften der Sprossachsen

Im Allgemeinen zeigten die nicht infizierten Stingelquerschnitte des 4.-6. Internodiums die
wesentlichen Charakteristika der sekundédren Sprossachse auf. Alle Genotypen wiesen eine
einzellige Epidermis gefolgt von einer mehrzelligen Hypodermis aus collenchymatischem
Gewebe auf. Im Anschluss daran folgte ein aus mehreren Zelllagen bestehendes
Rindenparenchym sowie eine Stirkescheide, welche bei den meisten Wildarten endodermale
Auspriagung mit sekunddren Zellwandverdnderungen aufwies. Das Rindenparenchym
zeichnete sich insbesondere bei den suszeptiblen Wildarten H. tuberosus und H. giganteus
durch einen groflumigen Zellverband mit zahlreichen Interzellularen aus. Ein kompaktes,
kleinzelliges Rindenparenchym war dagegen fiir die teilresistenten Wildarten H. salicifolius
und H. maximiliani AC 7 charakteristisch. Das Markparenchym des Zentralzylinders
présentierte sich in allen Genotypen mit groBlumigen Parenchymzellen.

Starke genotypische Unterschiede wiesen die Arten hinsichtlich ihres Anteils an lignifizierten
Strukturen im Zentralzylinder auf und sind in Abbildung 19a-e vergleichend dargestellt. Diese
konnten dabei eindeutig den einzelnen Resistenzreaktionen zugeordnet werden. Die partiell
resistenten Genotypen H. maximiliani AC 7 (Abb. 19a), H. maximiliani AC M sowie H.
salicifolius (Abb. 19 d) zeigten sowohl die grofite Ausdehnung des GefdBsystems als auch die
groBte Anzahl an eingeschalteten Leitblindeln aller untersuchten Spezies. Dementsprechend
wiesen diese Genotypen auch den hochsten Anteil lignifizierten Gewebes auf. Dieser zeigte
sich in einer Phloroglucin-HCI vermittelten Rotfarbung des xylematischen Anteils als auch des
fiir Helianthus charakteristischen Perizykelsklerenchyms (Metcalfe & Chalk 1965) parallel zu
den Leitbiindeln. Die radidre Ausdehnung des lignifizierten Xylemgewebes bei diesen Arten
betrug bis zu 300um. Durch die groBe Anzahl an eingeschalteten Leitbiindeln zeigten sie in
den histologischen Untersuchungen keine primiren Markstrahlen. Demgegeniiber wiesen die
intermedidr hinsichtlich der Sclerotinia-Stangelresistenz reagierenden Arten H. pauciflorus P1
(Abb. 19b); H. strumosus und H. nuttallii als auch die suszeptiblen Genotypen H. tuberosus
(Abb. 19¢), H. giganteus und H. grosseserratus aufgrund der reduzierten Anzahl
eingeschalteter Leitbiindeln jeweils primidre Markstrahlen auf. Deren tangentiale Ausdehnung
betrug im Schnitt bei H. pauciflorus P1; H. strumosus und H. nuttallii 19um (sq 8.7, n=25) bei
H. tuberosus, H. giganteus und H. grosseserratus 86um (sq 33; n=25).

Des Weiteren zeigte H. salicifolius von allen evaluierten Genotypen die méchtigste Cuticula
(Abb. 19f1). Sie betrug im Schnitt 7.8um (sq 0.2; n = 20), alle anderen Genotypen wiesen

Dicken von 2um und weniger auf (Abb. 19g-h). Die epidermalen Cutinauflagerungen konnten
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in der Regel fluoreszenzmikroskopisch an ihrem blau emittierenden Signal nach UV-Anregung
erkannt werden (Abb. 19j). H. maximiliani AC M zeigte keine Sudan IV bedingte Rotfirbung
der Epidermis, wies dagegen jedoch alternierende Suberineinlagerungen in den epidermalen
und der daran anschlieBenden ersten hypodermalen Zellschicht auf (Abb. 19i).

Alle Genotypen zeigten die fiir einige Formenkreise der Asteraceen charakteristischen
corticalen Harzgéinge (Metcalfe & Chalk, 1965) in deren Lumen sich durch Sudan IV Farbung
rote, lipiddhnliche Substanzen nachweisen lieen. Abweichend wiesen H. salicifolius und H.
pauciflorus ssp. P1 wesentlich groBere Lumina dieser corticalen Harzgidnge als auch
faszikuldre und medulldre Lokalisationen dieser sekretorischen Kavitdten auf.

Die histochemische Detektion von Flavonoiden ergab keine Unterschiede zwischen den
untersuchten Wildarten und beschrénkte sich bei allen Genotypen auf deren Lokalisation in
Epidermis und Hypodermis. Kondensierte Tannine hingegen wurden in keiner Wildart

detektiert.

3.3.1.2 Makroskopische und histopathologische Beobachtungen mnach Sclerotinia-
Inokulation

Schon durch die makroskopische Untersuchung der fiir die Resistenzphdnomene
charakteristischen Sclerotinia-induzierten Nekrosen konnten im langwelligen UV-Licht
(A=366nm) deutliche Unterschiede in deren Fluoreszenzintensitit festgestellt werden. Mit den
stark nekrotisierten Lasionen des partiellen Resistenz-Types von H. maximiliani ACM, AC 7
sowie von H. salicifolius ging eine intensive weill-blaue Fluoreszenz einher (siehe dazu
Abbildung 20a und b). Diese fluoreszierenden Zonen zeigten haufig eine iiber die eigentliche
nekrotisierte Zone hinausgehende Ausbreitung und konnte durch die intakte Epidermis
beobachtet werden. Zum intermedidren Reaktionstypus zeigten H. pauciflorus P1 und H.
strumosus umweltabhidngig bei stark nekrotisierten Reaktionen ebenfalls eine wei3-blaue
Fluoreszenz die jedoch eine reduzierte Intensitdt aufwies und nur lokal begrenzt um die
Inokulationsstelle auftrat. Ausgedehnte fluoreszierende Zonen traten bei diesen Genotypen
nicht auf. H. nuttallii sowie die suszeptiblen Genotypen H. tuberosus, H. giganteus und H.
grosseserratus wiesen bei keiner durch Sclerotinia induzierten Lésion Fluoreszenzen auf.

Die oben genannten makroskopischen Beobachtungen konnten durch Epifluoreszenzmikros-
kopie bestitigt werden. Wahrend die Autofluoreszenzsignale bei Anregung im langwelligen
UV-Licht (A = 365nm) sowie im blauen Licht (A = 460nm) {iber die Detektionswellenldngen (A
=435-485nm; A = 515-555nm) in der gesunden Kontrolle aller Genotypen die gleiche Intensitét
aufwiesen und in der Hauptsache auf die lignifizierten Gewebe beschriankt waren, zeigten sich
nach Sclerotinia-Inokulation erhebliche genotypische Unterschiede in der Signalstirke. Bei
Sclerotinia-Infektion wiesen die partiell resistenten Genotypen bei beiden Anregungen in der

Hauptsache ein im Perizykelsklerenchym, xylematischen Gewebe sowie im Cortexparenchym
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lokalisiertes, verstdrktes Fluoreszenzsignal auf (Abb. 20c, d). Hierbei lieferten die in
unmittelbaren Kontakt zum nekrotischen Gewebe liegenden lignifizierten Elemente als auch
parenchymatische Gewebe ein stirkeres Autofluoreszenzsignal auf als entfernter lokalisierte.
Ahnlich verstirkte Autofluoreszenzsignale konnten bei den intermediiiren Wildarten nur selten
beobachtet werden. Suszeptible Wildarten zeigten histologisch zu keiner Inokulation solche
Fluoreszenssignale. Das vom Sclerotinia-Myzel nach zwei Tagen bereits mazerierte corticale
Parenchym zeigte bei den suszeptiblen Arten bei keinem Genotyp eine Signalverstiarkung der
Fluoreszenz.

Die partiell resistenten Wildarten H. maximiliani ACM, AC 7 sowie H. salicifolius wiesen nach
Sclerotinia-Infektion zusétzlich zu den bereits geschilderten Autofluoreszenzsignalen bei Aem
im blauen (A =435-485nm) und griinen (A = 515-555nm) Frequenzbereich ein weiteres nur bei
diesen Genotypen nach Inokulation beobachtetes Signal bei Anregung im blauen und
Detektion im roten Licht (A = . 450-490; Aem 600-660) auf (siche dazu Abbildung 20e und f).
Diese im roten Licht detektierte fluoreszierende Zone erschien hierbei im Protoxylem,
Xylemparenchym sowie in der Sklerenchymscheide des GefdB3biindels.

Eine verstirkte Lignifizierung konnte nach Sclerotinia-Inokulation mittels Phloroglucin-HCI in
keinem der evaluierten Genotypen detektiert werden.

Mazeriertes, von Sclerotinia im Verlauf der Pathogenese enzymatisch degradiertes Gewebe
bestand bei allen Genotypen aus nicht lignifizierten Strukturen. Lignifizierte Zellen und
Gewebetypen zeigten dabei keine Anzeichen der Lysis. Bei allen Wildarten erfolgte eine
komplette Mazeration des Rindenparenchyms sowie des Phloem und des Phloemparenchyms.
Bei starker Prasenz des Perizykelsklerenchyms in annédhernd konzentrischer Anordnung, wie
sie von H. salicifolius ausgebildet wurde, erfolgte die enzymatische Degradation lediglich im
Rindenparenchym, ein invasives Wachstum des Sclerotinia Myzels iiber das Rindenparenchym
hinaus konnte dann nicht beobachtet werden (Abb. 20 g, h). Im Allgemeinen konnte eine Lysis
des Markparenchyms bei keiner teilresistenten Wildart beobachtet werden, wurde dagegen bei
den intermedidren und suszeptiblen Genotypen zu jeder Inokulation beobachtet. Das
Einwachsen des Sclerotinia-Myzels in das Markparenchym erfolgte hierbei stets durch die
primidren Markstrahlen. Vollkommen mazerierte Sprossquerschnitte charakterisierten sich
durch keine erkennbaren Zellstrukturen, lediglich lingnininkrustiertes Gewebe konnte in toto

beobachtet werden.
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Abbildung 19: Histochemische Nachweise struktureller Resistenzfaktoren in Helianthus

Detektion lignifizierter Strukturen mittels Phloroglucin-HCI:

a) H. maximiliani AC M; b) H. pauciflorus ssp. P1; ¢) H. tuberosus; VergroOerung 40x.

d) H. salicifolius; e) H. tuberosus; VergroBerung 100x; p = Perizykel-Sklerenchym; x = Xylem; MS = prim.
Markstrahl.; * = cortikale und faszikuldre Harzgénge. VergroBerung 100x.

Sudan VI-Féarbung: f) H. salicifolius; g) H. tuberosus; h) H. maximiliani AC M; VergréBerung 1000x.
Fluoreszenzmikroskopische Detektion von sekunddrem - i) Suberineinlagerung bei H. maximiliani AC M
(Aex=340-380nm; A.,=520nm; pH > 9) und primérem j) Cutinauflagerung bei H. salicifolius Epidermis (A.,=340-
380nm; A.,=435-485nm) — Abschlussgewebe.
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Abbildung 20: Histopathologische Charakteristika nach Sclerotinia-Infektion teilresistenter
Helianthus-Wildarten*

a) H. maximiliani AC 7 2d p.i. OriginalgroBe; b) gleiches Objekt wie a) bei A = 366nm; 0.7fach.

¢) H. maximiliani AC M priinfektionelle Autofluoreszenz und d). postinfektionell (2d p.i.) mit Ae, =
340-380nm und A= 515-555nm. VergroBerung 100fach.

e) H. maximiliani AC 7 Hellfeldaufnahme 2d. p.i.; f) gleiches Objekt wie e) bei A, = 450-490nm und
Aem = 600-660nm. VergroBerung 100fach.

g) H. salicifolius 2 d. p.i;. h) H. salicifolius priainfektionell. Vergroflerung 100fach, Integrationszeit
jeweils 1s.

*) Pfeil = Sclerotinia-Inokulationsort.



Ergebnisse 96

3.3.2 Diinnschichtchromatographie resistenzbegleitender Inhaltsstoffe

Priinfektionell lieB sich nach Behandlung mit Naturstoffreagenz A auf den HPTLC-
Chromatogrammen im Laufmittelsystem I bei allen Genotypen im langwelligen UV-Licht eine
grau-blaugriin fluoreszierende Hauptzone beobachten, die bei hRy = 60 mit dem in gleicher
Farbe fluoreszierenden Standart Chlorogensiure coeluierte. Des Weiteren konnte bei hR¢ = 80
eine, mit der weiB-blau fluoreszierenden Kaffeesdure, coeluierende orange-gelb
fluoreszierende Zone erkannt werden die Riickschliisse auf deren flavonoide Struktur zulief3
(Geiger, 1985; Andary et. al., 1996; Valette et al., 1998). Wesentliche chromatographische
Unterschiede zwischen den Genotypen bestanden préinfektionell jedoch nicht (siehe auch
Abbildung 21).

Abbildung 21: Differentielle Akkumulation resistenzbegleitender hydrophiler Inhaltsstoffe
im HPTLC-Chromatogramm ausgewihlter perennierender Helianthus-Wildarten *
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salicifolius tuberosus

» mobile Phase: Ethylacetat : H,O : Ameisensdure — 67 : 20 : 13. Standart: Chlorogensdure (hRy = 60) und
Kaffeesdure (hRf = 80). S.s. = Sclerotinia Inokulierte Sprossachse. stru. = H. strumosus. Der Pfeil zeigt die

resistenzbegleitende Substanzzone an. Aufnahme bei A = 366nm nach Naturstoffreagenz A Behandlung.

Nach Sclerotinia-Infektion der Sprossachse zeigten sich dagegen starke Unterschiede in den
Chromatogrammen der partiell resistenten, intermedidren und suszeptiblen Genotypen. Im
Allgemeinen wiesen alle inokulierten Sprossachsen nach Sclerotinia-Inokulation eine
vergroflerte Zone der Chlorogensdure sowie der flavonoiden Zone auf.

Als gemeinsames Merkmal zeigten die Sclerotinia infizierten, partiell resistenten Sprossachsen
von H. maximiliani AC 7 und AC M sowie H. salicifolius jedoch dartiber hinaus jeweils nach
Infektion eine weitere, oberhalb der flavonoiden Zone bei hRy = 0.92 eluierende, blau
fluoreszierende Zone (siche Abbildung 21). Auffallend starke resistenzbegleitende

Akkumulationen dieser neuen Substanzzone zeigte H. salicifolius. Selbst geringe Lasionen von
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< 0,5 cm fiihrten zu den groflten Substanzzonen in den Chromatogrammen und {iibertraf alle
anderen partiell resistenten Wildarten. Bei Behandlung mit Naturstoffreagenz A erfolgte ein
Farbwechsel in der Fluoreszenz nach intensiv weill-blau wie sie fiir Depside der Kaffeesaure
(Di-Caffeoyl-Ester) spezifisch sind (Bauer et al., 1986; Bauer et al., 1988; Andary et al., 1996).
Des Weiteren coeluierte diese Substanzzone in selber Fluoreszenzfarbe mit der unter
identischen chromatographischen Bedingungen (mobile und feste Phase) in Echinacea
purpurea detektierten Chicoriensdure (2,3-O-Dicaffeoyl-Weinsdure) (Hahn-Deistrop & Bauer,
1999). Neben den partiell resistenten Genotypen wiesen diese Zone bei hR¢ = 0.92 ebenso die
Sclerotinia inokulierten Sprossachsen von H. strumosus und H. pauciflorus P1 auf. Die
anschlieBende spektralphotometrische Messung der préiparativen DC-Aufarbeitung dieser
Substanzzone zeigte fiir alle Genotypen das gleiche Absorptionsspektrum. Diese war bei A =
264nm durch ein lokales Minimum und bei A = 328nm durch ihr lokales Maximum
charakterisiert und zeigte damit gleiches Absorptionsverhalten wie Isochlorogensduren
(Hausermann & Brandenberger, 1961; Hanson & Zucker, 1963; Colonna, 1970). Nach saurer
Hydrolyse der préparativ aufgearbeiteten Substanzzone konnte jeweils Kaffeesdure
cochromatographisch bei hR¢ = 0,95 und Chlorogensaure bei hR¢= 0,57 im langwelligen UV —
Licht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 22).

Abbildung 22: HPTLC der sauren Hydrolyseprodukte a) und Absorptionsspektrum b) der

resistenzbegleitenden Substanz *
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* 5-MCQ = Chlorogensiure; KA = Kaffeesiure. Inversaufnahme bei A = 366nm. ACM = H.
maximiliani AC M; SAL = H. salicifolius; AC 7 = H. maximiliani AC 7.

Die gegeniiber Sclerotinia Stingelfaule suszeptiblen Genotypen H. giganteus, H. tuberosus H.
grosseserratus sowie die intermedidr reagierende Wildart H. nuttallii zeigten diese induzierten
Substanzzonen zu keiner Sclerotinia Inokulation. Bei diesen Genotypen zeigte sich lediglich
eine gesteigerte Akkumulation der Chlorogensdure die an deren vergroBerten, bei A = 366nm
grau-griin fluoreszierenden Substanzzone erkannt werden konnte.

In einem zweiten Laufmittelsystem fiir hydrophobere Inhaltsstoffe sollte fiir die untersuchten

Genotypen tiberpriift werden, in wie weit Cumarine die in Helianthus bei biotischem (Tal &



Ergebnisse 98

Robeson, 1986a; Tal & Robeson, 1986b; Olsen & Roseland, 1991; Serghini et al., 2001) und
abiotischem Stress (Gutiérrez et al., 1995; Gutiérrez-Mellado et al., 1996; Cabello-Hurtado et
al., 1998) als Phytoalexine beschriecben worden sind, resistenzbegleitend zur Sclerotinia
Stingel-Resistenz auftreten.

Die unter dem Laufmittelsystem II getesteten Cumarine des Standards zeigten sich bei
A=366nm als stark fluoreszierende Zonen in den Chromatogrammen und eluierten wie folgt:
Esculetin bei hR¢ = 50 mit blauer Fluoreszenz; Scopoletin mit weill-blauer Fluoreszenz bei hRy
= 59 sowie Umbelliferon mit hellblauer Fluoreszenz bei hR¢ = 63. Chlorogensdure eluierte mit
dieser mobilen Phase nicht und verblieb am Startpunkt, Kaffeesdure eluierte bei hRy = 41.
Charakteristische differenzielle Unterschiede bestanden auch in diesem Laufmittelsystem
zwischen den gesunden Kontrollen nicht. Jedoch auch nach Sclerotinia-Inokulation zeigten
sich zwischen sieben der neun evaluierten Wildarten keine neuen Substanzzonen.

Stark differentielle Unterschiede wiesen jedoch die zwei teilresistenten H. maximiliani
Akzessionen AC M und AC 7 nach Sclerotinia-Inokulation auf. H. maximiliani zeigte nach
Inokulation fiinf distinkte bei A = 366nm schwach blau bis blau-violett fluoreszierende Zonen
die bei hRy = 53 — 85 eluierten (siche Abbildung 23). AC 7 wies nach Sclerotinia Infektion in
den Chromatogrammen zwei neue bei A = 366nm blau-violett fluoreszierende Substanzzonen
auf. Aufgrund der geringen Fluoreszenzintensitdt und Fluoreszenzfarbe bei A = 366nm konnte
keines der differenziell nach Sclerotinia Infektion auftretenden Substanzen als Cumarin
angesprochen werden. Bei Betrachtung im kurzwelligen UV-Licht (A = 254nm) zeigte
lediglich Zone 1 von AC 7 (sieche Abbildung 23) auf den fluoreszenzmarkierten HPTLC-
Platten eine Fluoreszenzausldschung und beinhaltete damit ein Benzenchromophor. Zusétzlich
farbte sich Zone 1-AC 7 nach Behandlung mit Vanillin-HCI-Losung violett und wies sich als
Phenol mit dem Substitutionsmuster des Resorcins oder Phloroglucins aus (Sticher, 1999). Alle
weiteren differenziell nach Sclerotinia-Inokulation auftretenden Substanzzonen bei AC M und
AC 7 zeigten keine charakteristischen phenolischen Stoffeigenschaften auf. Zusédtzlich konnte
weder durch saure noch alkalische Hydrolyse eine Verseifung der Komponenten erreicht

werden.
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Abbildung 23: Differentielle Akkumulation resistenzbegleitender hydrophober Inhaltsstoffe im
HPTLC-Chromatogramm zweier partiell resistenter H. maximiliani Sprossachsen 2d nach Sclerotinia-

Inokulation ®

Front
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max. ACM-S.s max. ACM max. AC7-S.s max. AC 7

% mobile Phase: Chloroform : Aceton : Ameisensiure — 130 : 53 : 17. S.s. = Sclerotinia Inokulierte Sprossachse.
Inversaufnahme bei A = 366nm.
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3.3.3 Induzierbarkeit der PAL-AKktivitit bei abiotischem (Verwundung) und biotischem
(Sclerotinia Inokulation) Stress

Tendenziell spiegelten sich in den untersuchten Genotypen sowohl eine mechanische
Verwundung als auch die Sclerotinia Inokulation der Sprossachsen im Vergleich zur gesunden
Kontrolle in einer gesteigerten spezifischen PAL-Aktivitit wieder. Im Durchschnitt aller
Genotypen fiihrte ein biotischer Stress der Pilzinfektion hierbei zu einer in der Tendenz
starkeren Induktion des initialen Phenolstoffwechsels als der abiotischer Reiz  einer
mechanischen Verletzung der Sprossachse. Fiir die einzelnen Genotypen ergaben sich jedoch
hinsichtlich der Stirke der Induktion hochsignifikante Unterschiede fiir die beiden Stimuli im
Vergleich zur intakten Sprossachse (sieche Abbildung 24).

Signifikante (p = 0.02; N = 8) und stark erhohte spezifische PAL-Aktivititen zur Sclerotinia-
Inokulation wiesen im Vergleich zur gesunden Kontrolle die Sprossachsen der teilresistenten
Wildarten H. salicifolius, H. maximiliani AC 7 sowie des suszeptiblen Genotyps H. tuberosus
auf. Mit tiber 1000 pkats/kg Protein zeigten diese Genotypen dariiber hinaus die hdchsten
induzierten PAL-Aktivitdten aller evaluierten Wildarten auf. Ebenfalls signifikante (p = 0.04;
N = 8) PAL-Stimulationen der Pilzinfektion zeigten H. maximiliani AC M sowie H. strumosus
auf. Zu allen weiteren Genotypen induzierte eine Sclerotinia-Inokulation in der Tendenz zwar
eine erhohte PAL-Aktivitét die sich jedoch als nicht signifikant charakterisierte (p = 0.1 -0.9; N
= 8).

Abbildung 24: Differenziclle Induzierbarkeit der spezifischen PAL-Aktivitdt in Sprossachsen
perennierenden Helianthus-Wildarten nach Sclerotinia Infektion bzw. Verwundung ®
1400 pkats/kg Protein
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 unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (p < 0.05; n = 4) nach MANN-WHITNEY U-
Test. Ergebnisse aus vier unabhéngigen Freilanduntersuchungen.
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Ein abiotischer Stimulus in Form einer Verwundung der Sprossachse wies sich im
Durchschnitt der Untersuchung als schwicherer Induktor des initialen Phenolstoffwechsels aus
als der biotische Reiz der Sclerotinia-Infektion. Die intermedidr auf die Sclerotinia-
Stiangelfdule reagierenden Genotypen H. nuttallii, H. strumosus und H. pauciflorus ssp. P1 als
auch die suszeptiblen Arten H. giganteus und H. grosseserratus zeigten zum Signifikanzniveau
p < 0.05 keine differenzielle Induktion ihres primédren Phenolstoffwechsels in Abhdngigkeit
von der Qualitidt des Reizes. Einen stark differenziellen und signifikanten Einfluss auf die
Stimulierung der spezifischen PAL-Aktivitit in Abhdngigkeit von der Qualitdt des Reizes
zeigten dagegen die partiell resistenten Wildarten sowie H. tuberosus.

Unter Beriicksichtigung der Induktionsstirke des biotischen Reizes ,,Sclerotinia-Infektion® in
Relation zur PAL-Grundaktivitit wies H. salicifolius mit einer 30fachen Aktivierung der
spezifischen Enzymaktivitit die stdrkste Induzierbarkeit des initialen Phenylpropanstoft-
wechsels aller evaluierten Genotypen auf (siche Abbildung 25). Eine ebenso erhohte
Aktivierung der PAL im Vergleich zur Grundaktivitdt konnte bei H. maximiliani AC 7 (5.7-
fach) sowie H. tuberosus (5.9-fach) nachgewiesen werden. Die Sprossachsen von H.
pauciflorus und H. nuttallii reagierten nach einem abiotischen Reiz im Hinblick auf die PAL-
Aktivitdt stirker als zum biotischen Reiz der Pilzinfektion. Dagegen wies H. giganteus als
einzige Wildart nach Verwundung der Sprossachse eine reduzierte PAL-Aktivitdt im Vergleich

zur gesunden Kontrolle auf.

Abbildung 25: Induzierbarkeit der PAL-Aktivititen in Abhédngigkeit vom Genotyp und
der Qualitit des Reizes ¥

a5 n-fache Steigerung der spezifischen PAL-Aktivitat

| Kontrolle - Infektion

O Kontrolle - Verwundung

Iﬁhﬂﬂhhﬁ-_

sali. AC M nutt. pauc. strum. gross.

® Ergebnisse aus vier unabhingigen Freilanduntersuchungen.
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3.3.4 Induzierbarkeit der POX-Aktivitit durch Sclerotinia Inokulation

Tendenziell konnte in den Sclerotinia inokulierten Sprossachsen der untersuchten Wildarten in
den drei sequenziell extrahierten POX-Fraktionen eine Aktivitdtssteigerung beobachtet werden.
Hinsichtlich Art und Umfang dieser Induktion ergaben sich auffallende Unterschiede sowohl in
den einzelnen Fraktionen als auch in Abhéngigkeit vom Genotyp.

Tendenziell fiihrte eine Pilzinfektion des Stingels zu einer Aktivitdtssteigerung in der mit
schwachem Na Phosphatpuffer extrahierten, leicht 16slichen POX-Fraktion. Signifikante
Unterschiede bestanden jedoch weder zwischen den Genotypen (p = 0.84; N = 36) noch
innerhalb der einzelnen Arten zwischen der Inokulation und der gesunden Kontrolle (p > 0.6; n
= 4). Hochsignifikante genotypische Unterschiede bestanden jedoch in der Induzierbarkeit der
Ca®" austauschbaren ionisch- sowie covalent- zellwandgebundenen POX-Fraktionen (siche
Abbildung 26). In beiden Fraktionen fiihrte die Sclerotinia Infektion in den Sprossachsen der
teilresistenten Genotypen H. salicifolius sowie den beiden H. maximiliani Akzessionen zu
einer signifikant (p < 0.01; n = 4) erhoéhten POX-Aktivitit. Eine Sclerotinia Infektion
induzierte bei den teilresistenten Wildarten eine iiber 50%ige Steigerung der ionisch- und
covalent gebundenen POX-Aktivititen (siche Tabelle 24 und Abbildung 26). In der Tendenz
wiesen die intermedidr reagierenden Genotypen als auch die suszeptiblen Genotypen in diesen
Fraktionen ebenfalls zur Sclerotinia Inokulation eine erhohte Aktivitit auf, die sich jedoch als

marginal und nicht signifikant charakterisierte.

Tabelle 24: Differentielle, genotypische Aktivititssteigerung der leicht 16slichen,
ionisch- und covalent gebundenen Peroxidase-Fraktionen in Sprossachsen von 9
perennierender Helianthus-Wildarten nach Sclerotinia-Inokulation

POX-Fraktion

Wildart leicht loslich ionisch gebunden covalent gebunden
[%0] [%] [%0]
H. salicifolius 8,6 ™. 838" 68,5 "
H. maximiliani AC 7 34" 84,1° 71,6
H. maximiliani AC M 8,3" 523" 52,7"
H. nuttallii 9,8 0" 79"
H. pauciflorus ssp. P1 7,8 "% 3,8" 14,9 "¢
H. strumosus 83" 40 "* 26,8 "°
H. tuberosus 6,0 "° 19,3 "¢ -83"8
H. grosseserratus 3,6 12,5 1,9
H. giganteus 6,1"° -2,5 -0,3™°
Gesamtversuch 6,8 41,1 30

¥ n.s. = nicht signifikant (p>0.05), * signifikanter Anstieg gegeniiber der gesunden Kontrolle

(p<0.05). Mittelwerte aus vier unabhingigen Untersuchungen.
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Abbildung 26: Einfluss einer artifiziellen Sclerotinia-Infektion des Stédngels
auf die Aktivititen der loslichen, ionisch sowie covalent gebundenen
Peroxidasen von neun perennierenden Helianthus-Wildarten *
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4 Diskussion

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ist weltweit neben Diaporthe (Phomopsis) helianthi
Munt. Cvet. et al. (Lamarque & Perny, 1985; Viguié et al., 1999) und Plasmopara halstedii
Berl. & de Toni (Rashid, 1995; Rozynek & Spring, 2000) einer der Hauptpathogene der
Kultursonnenblume (Masirevic & Gulya, 1992; Gulya et al., 1997). Der Ascomycet befillt in
Abhingigkeit von den klimatischen Bedingungen alle Pflanzenteile und resultiert in starken
Schédigungen die bis zum 100%igen Totalausfall der Ernte fiihren kdnnen (Sackston, 1992). In
humiden bis semihumiden Anbaugebieten mit anndhernd gleichmiflig verteilten
Niederschldgen iiber die Vegetationsperiode iiberwiegt die Infektion iiber Ascosporen. Unter
diesen Bedingungen sind insbesondere die Blétter und Bliitenkérbe von der Ascosporen-
Landung und Keimung betroffen (Abawi & Grogan, 1979; Lamarque et al., 1985). Uber
windbiirtige Ascosporen infizierte Bestinde weisen hierbei Blatt- und nachfolgend
Stingelfaule sowie Knospen- und Kopffdule auf. Unter mitteleuropéischen Klimabedingungen
iiberwiegen die Stangelfaule zwischen dem Beginn der generativen Phase und der Vollbliite
(Degener et al., 1998) sowie die Korbfaule zwischen der Vollbliite und der Abreife des
Bestandes (Hugger, 1989). Auf klimatischen Grenzstandorten fiir den Sonnenblumenanbau ist
die Sclerotinia-Faule einer der Hauptdeterminanten zur Produktion eines ertragssicheren
Olertrags/Fliche und damit zur Erzielung konkurrenzfihiger Deckungsbeitriige, insbesondere
im Vergleich zur Olpflanze Raps (Graf et al., 1999).

Der vorherrschenden Gebrauch des petl-cms Cytoplasmas (Leclercq, 1969) zur Fi-
Hybriderzeugung und die daraus resultierende eingeengte genetische Variabilitit des
Zuchtmaterials werden als wesentliche Ursache der marginalen Sclerotinia-Resistenz aktueller
Kultursorten gesehen. Aufgrund ihrer erheblich grofBeren genetischen Diversitdt (Seiler &
Rieseberg, 1997; Sossey-Alaoui et al., 1999) wird hingegen den annuellen als auch
perennierenden Wildarten der Gattung Helianthus ein groBes Potential an verfiigbaren jedoch
bislang nicht evaluierten Resistenzquellen bzw. Mechanismen zugeschrieben (Skoric, 1987;
Seiler, 1988; Skoric & Rajcan, 1992; Seiler, 1992; Seiler et al., 1993; Degener et al., 1999b;
Fauré¢ et al.,, 1999). Evaluierung und Nutzung dieser Resistenzquellen erfolgten jedoch
aufgrund bestehender Kreuzungsbarrieren mit perennierenden Wildarten (Chandler & Beard,
1978; Bohorova & Atanassov, 1990) im Wesentlichen aus dem annuellen (priméren) Genpool.
Neu entwickelte biotechnologische Ansitze zur Uberwindung existenter Kreuzungsbarrieren
(Jan, 1997; Sukno et al., 1999; Binsfeld, 1999; Binsfeld et al., 2000;; Schnabl et al., 2002) und
die Erzeugung fertiler interspezifischer Nachkommen (Henn et al., 1998; Binsfeld et al., 2001;
Gavrilova et al., 2000; Binsfeld & Schnabl, 2002; Jan et al., 2002; Pérez-Vich et al., 2002)
ermoglichen mittlerweile die Integration genetischen Materials aus dem sekundiren Genpool
in die Kultursonnenblume und riicken damit den perennierenden Formenkreis zunehmend in

das allgemeine Ziichtungsinteresse (Hahn et al., 2001).
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Daten zur ErschlieBung des sekundiren perennierenden Genpools im Hinblick auf dessen
Sclerotinia  Resistenzpotential sind kaum vorhanden. Hierbei fehlen mehrjdhrige
Resistenzevaluierungen im  Freiland und insbesondere unter mitteleuropéischen
Klimabedingungen. Sie sind jedoch unter Beriicksichtigung des ausgesprochen perthotrophen
und umweltabhédngigen Verhaltens (Kurnik et al., 1978) von Sclerotinia sclerotiorum eine
wesentliche Vorrausetzung zur Ermittlung robusten Datenmaterials zur ErschlieBung von
Resistenzkomponenten und zur Selektion resistenter Genotypen fiir interspezifische
Ziichtungsansitze. Dariiber hinaus sind fiir den sekundiren Genpool in Helianthus essentielle
Informationen zu potentiellen konstitutiven als auch induzierten strukturellen sowie
biochemischen Resistenzcharakteristika der Interaktion mit Sclerotinia sclerotiorum nicht
vorhanden. Sie konnen jedoch als Indikator fiir die am Resistenzphdnomen potentiell
beteiligten Gene bzw. Mechanismen dienen und sind somit wesentliche Grundlage fiir den

gezielten Transfer neuer Resistenzeigenschaften in die Kultursonnenblume.

4.1 Effizienz der artifiziellen Inokulationen

Als eine unerldssliche Vorraussetzung zu den differenzierenden histologischen und
biochemischen Untersuchungen wurde in dieser Arbeit eine mehrjdhrige Feldevaluierung des
Sclerotinia-Resistenzverhaltens von Blédttern und Stingeln perennierender Helianthus-
Wildarten vollzogen. Diese wurden unter Verwendung von artifiziellen Inokulationen
durchgefiihrt die in der Hauptsache zur Detektion physiologischer Resistenzen konzipiert sind.
Hierbei weisen Sclerotinia Resistenzevaluierungen unter Freilandbedingungen die auf
artifiziellen Ascosporen- sowie Myzel-Inokulationen basieren, in Abhéngigkeit vom
Testverfahren und der vorherrschenden Witterungsbedingungen, eine grofle Variabilitit auf.
Bei warmer und trockener Witterung konnen sowohl ein Austrocknen des Myzels im bereits
penetrierten Wirtsgewebe, eine Inhibierung des primdren Infektionsprozesses {iiber
Myzelexplantate als auch eine unzureichende Néhrstoffversorgung des zunichst saprophytisch
wachsenden Myzels auftreten (Abawi & Grogan, 1975; Singh et al., 1985). Sie kénnen dann
Scheinresistenzen vortiduschen, die im untersuchten Pflanzengut originér nicht vorhanden sind.
So konnte Kurnik et al. (1978) mit einem artifiziellen Myzeltest an Sonnenblumenkorben bei
warmer und trockener Witterung einen geringen Infektionserfolg von < 20% nachweisen, der
bei hohen Niederschlidgen auf anndhernd 100% anstieg. Achbani et al. (1994) und Tourvieille
& Vear (1984) konnten mit artifiziellen Ascosporentests zur Evaluierung von Korb- sowie
Knospenresistenz lediglich mit einer Zusatzberegnung des Bestandes hohe Korrelationen zur
natiirlichen Ascosporeninfektion erhalten.

Die Ermittlung konfidenter Daten zum Feld-Resistenzniveau sind jedoch die entscheidende
Basis zur Detektion veritabler physiologischer Resistenzen und somit fiir einen hohen

Selektionserfolg und impliziert hohe Infektionsraten als dessen wesentliche Grundlage.
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Zusétzlich wird mit der Forderung zur Erzielung hoher Infektionserfolge der beobachteten
100%igen Infektionsrate unter natiirlichen und giinstigen Infektionsbedingungen zur
Sclerotinia - Infektion Rechnung getragen. Aufgrund dieser Forderungen wurde auf artifizielle
Inokulationstechniken der aktuellen Ziichtungsforschung zur Erschliefung vom Blatt- und
Stangelresistenzen (Castafio et al., 1992, Castafio et al., 1993; Achbani et al., 1994; Degener et
al., 1998, Kohler & Friedt, 1999) in Helianthus annuus zuriickgegriffen. Beide Testverfahren
berticksichtigen dabei die Feuchte- und Temperaturanspriiche von Sclerotinia sclerotiorum zur
erfolgreichen Infektion (Venette, 1998) und weisen bei H. annuus Hybriden und Linien im
Blatttest hohe Korrelationen zum natiirlichen Infektionsverlauf (Degener, 1998) sowie im
Stingeltest zum erwartenden Ertragsverlust auf (Sala, 1994).

Die artifiziellen Feld-Inokulationen zeigten im untersuchten perennierenden Helianthus-
Genpool sowohl im Sténgeltest als auch im Blatttest jeweils hohe Infektionsraten. Die iiber die
Versuchsjahre wiederholt hohen Penetrationserfolge von durchschnittlich 96% im Stingeltest
sowie 100% zum Blatttest konnen dabei als Qualitétskriterium der durchgefiihrten
Inokulationstechniken gewertet werden. Sie sind sowohl auf die Wasserapplikationen als auch
auf die MaBnahmen zur Feuchtretention in den Testverfahren zuriickzufiihren. Inbesondere der
Verwendung von Polyethylenbeuteln zum Feldblatttest kann eine Bedeutung zur Bereitstellung
der erforderlichen humiden Bedingungen zur Infektion und zum Myzelwachstum von
Sclerotinia beigemessen werden. So verwendeten Castano et al. (1992) zum Sclerotinia-
Blatttest wasserdurchldssige Aluminiumfolie und konnten erst durch eine tigliche Beregnung
des Testbestandes von >5mm hohe Infektionsraten von > 90% erreichen. Durch die hohen
Infektionsraten im untersuchten Artenspektrum konnte somit eine konfidente Datenerhebung
zur Detektion des Sclerotinia Resistenzverhaltens von Helianthus-Wildarten unter natiirlichen
und giinstigen Umweltbedingungen zur Sclerotinia Infektion gesichert werden.

In vergleichbaren Untersuchungen an H. annuus konnten Achbani et al. (1994) im Myzel —
Stangel - Test und Degener et al. (1998 & 1999a) sowie Castafio et al. (1992) im Blatttest
ebenfalls hohe Infektionsraten > 90% erreichen die erst hierdurch zur robusten Evaluierung
von Selektionskriterien resistenter Inzuchtlinien fiihrte. Dadurch gelang die Aufdeckung hoher
Heritabilitdten einzelner phinotypischer Resistenzmerkmale in den Nachkommenschaften und
damit ein angemessener Selektionserfolg flir Resistenzen unter natiirlichem Sclerotinia-
Infektionsdruck.

Zusitzlich lassen die hohen Infektionsraten in beiden Pflanzenorganen im untersuchten
sekundédren Helianthus-Genpool auch auf dessen potentielle Basiskompatibilitdt zur Sclerotinia
Anfilligkeit schlieBen. Dieses lésst sich sowohl auf den hohen Infektionsdruck der artifiziellen
Inokulationen als auch auf die nicht vorhandene Wirtsspezifitdt von Sclerotinia sclerotiorum
sowie dessen nicht vorhandenen spezifischen thigmotropen bzw. chemosensorischen
Ekennungsvorgéingen zur Infektion zuriickfiihren (Lumsden, 1979). Das breite

Wirtspflanzenspektrum des Ascomyceten ldsst thn unter hohem Infektionsdruck selbst
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monokotyle Pflanzen, denen im allgemeinen eine geringe Basiskompatibilitit fiir Sclerotinia
ssp. zugesprochen wird (Boland & Hall, 1994), parasitieren und konnte z.B. von Ahmad und
Mirza (1987) fiir Mais unter natiirlichen Feldbedingungen beobachtet werden.

4.2  Selektionskriterien der Blatt- und Stingelresistenz gegeniiber Sclerotinia
sclerotiorum

Ein wesentliches Ziel der durchgefiihrten Resistenztests lag in der Ermittlung geeigneter
Selektionskriterien der Sclerotinia-Resistenz im perennierenden Helianthus Genpool fiir den
bisher solche phinologischen Resistenzmarker nicht erhoben worden sind. Durch die
ausgesprochen komplexe Atiologie der Stingelfiule in Helianthus mit der Beteiligung von
Bléttern und Stangeln konnte bislang ein globales Resistenzmerkmal zur Beschreibung des
gesamten Resistenzphdnomens nicht ermittelt werden (Miller & Fick, 1997; Degener et al.,
1998). Vielmehr wird die effektive Ermittlung resistenter Genotypen {iiber robuste
Selektionskriterien herangezogen an die folgende Forderungen gestellt werden: a) eine
einfache Datenerhebung, b) ein frilhes Auftreten wihrend der Pathogenese, c) eine
ausreichende genetische Variabilitdt des Markers in den getesteten Populationen und d) eine
moglichst hohe Korrelationen mit anderen Resistenzmarkern wéhrend der Pathogenese (Waller
& Lenng, 2002).

Als robuster phanotypischer Sclerotinia Resistenzmarker konnte im perennierenden Genpool
sowohl in den Blatttests als auch Stdngeltests die Lasionslidnge vier Tage nach Inokulation
ermittelt werden. Hierbei wiesen die nach vier Tagen ermittelten Lisionsldngen in beiden
Pflanzenorganen die wesentlichen Charakteristika eines konfidenten  Sclerotinia-
Resistenzmarkers auf und zeigten sich sowohl in der hohen genotypischen Varianz fiir dieses
Merkmal als auch in den signifikant positiven bis stark positiven Korrelationen zu den
wesentlichen Parametern der Pathogenese. Der aufBlerordentlich friihe Zeitpunkt zu dem
signifikante Unterschiede zwischen den Lésionen der Genotypen auftraten, ldsst damit ein
effektives, kostengiinstiges und frithes Screening blatt- bzw. stéingelresistenter perennierender
Wildarten zu. Das hédufige Fehlen jeglicher Selektionskriterien in vergleichbaren
Untersuchungen in Helianthus annuus zur Ermittlung Sclerotinia resistenter Genotypen weist
dariiber hinaus auf prinzipielle Unterschiede zum sekundidren Genpool hin. Sie lieBen auf ein
erhohtes Resistenzpotential von Genotypen der perennierenden Wildarten schlie3en.

Besonders auffallend waren die mit den Blatt- als auch Sténgelldsionsldngen einhergehenden
signifikant hohen phénotypischen Korrelationen zur Anzahl gebildeter Sklerotien. Partiell
resistente Genotypen zeichneten sich im Besonderen durch ein stark reduziertes
Myzelwachstum des bereits penetrierten Blatt- bzw. Sprossachsengewebes parallel zu einer
gestorten Ausbildung von Sklerotien aus und zeigten somit die fiir eine quantitative Resistenz
typische Inhibition der Pathogenese (Prell & Day, 2001). Die durchweg hohen Korrelationen

zwischen der Myzelausbreitung im penetrierten Gewebe und der Ausbildung der melanisierten
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Verbreitungsstrukturen von Sclerotinia sclerotiorum konnten damit im sekundaren Helianthus
Genpool als zusitzlicher, robuster Marker einer quantitativen partiellen Resistenz in Blattern
und Sprossachsen evaluiert werden.

Der Besatz mit Sklerotien wird bislang in der Ziichtung Sclerotinia resistenter
Kultursonnenblumen nicht berlicksichtigt, konnte jedoch aus phytosanitiren und
epidemiologischen Erwdgungen eine nicht zu unterschitzende Bedeutung gewinnen, da das
Auftreten der Sclerotinia Faule direkt von der Sklerotiendichte im Boden abhingt (Huang &
Hoes, 1980; Holley & Nelson, 1986; Wegulo et al., 1999). Dagegen haben iiberwinternde
Sclerotinia-Myzelreste in infizierten Sonnenblumenstangeln nach Untersuchungen von Huang
& Kozub (1993) keine Bedeutung als Inokulum zur Infektion, da deren Vitalitidt nach der
Vegetationsruhe inhibiert ist. Stark von Sclerotinia — Féaule befallene Sonnenblumen kdnnen
ein beachtliches, epidemiologisch bedeutsames und multiplikatorisches wirksames
Vermehrungspotential fiir Sclerotinia —Sklerotien darstellen. Nach Untersuchungen von Enisz
weisen sie (1986) bei basalem Wurzelbefall 50-100 Sklerotien/Pflanze auf, sie steigt jedoch bei
Sclerotinia - Stingel- sowie Kopffaule auf die fiinffache Menge/Pflanze an. Resistente
Genotypen, deren Resistenzmechanismen bzw. Faktoren eine Inhibierung der Sklerotisierung
beinhalten, konnten damit aktiv zur Herabsetzung der Inokulumdichte und somit zu einer
nachhaltigen Reduktion der Primérinfektionen beitragen. Beriicksichtigt wird die
Sklerotisierung dagegen in der Resistenzziichtung der ebenfalls stark von Sclerotinia
befallenen Leguminosen Sojabohne (Glycine max) (Grau, 1988; Kim et al., 1999; Workneh &
Yang, 2000) und Erdnuss (Arachis hypogeae) (Marinelli et al., 1998; Melouk & Shokes, 1995).
So konnten Melouk et al. (1992) mit einer artifiziellen Stingelinokulation zur Evaluierung von
Sclerotinia - Resistenzen in Erdnusspopulationen drei distinkte Resistenzreaktionen ermitteln.
Hierbei wiesen die partiell resistenten Genotypen keine oder jeweils in ihrer Grofle reduzierte
Sklerotien auf. Zusédtzlich zeigten die an den resistenten Genotypen gebildeten Sklerotien eine
reduzierte Vitalitit und/oder keimten auf artifiziellen Nahrmedien nicht mehr aus.

Als Sklerotien induzierende Faktoren werden fiir Sclerotinia ssp. ein zunichst kréftiges
Myzelwachstum mit hoher Assimilataneignung und anschlieBendem Néhrstoffmangel, meist
durch ein erweitetes C/N-Verhiltnis, erwogen (Corsini & Le Tourneau, 1973; Chet & Henis,
1975; Willetts & Bullok, 1990). Das primire Induktionssignal beinhaltet dabei die Anderung
des cytosolischen cAMP Spiegels im Myzel (Hadar et al., 1983; Rollins & Dickmann, 1998).
Unterschiede in der Nihrstoffaneignung des parasitierenden Myzels in Abhédngigkeit von den
infizierten und parasitierten Genotypen konnten auch in der vorliegenden Untersuchung die
Ursache fiir den unterschiedlichen und vom Resistenzniveau abhéngigen Sklerotienbesatz sein.
Belege dafiir lassen sich auch im engen Zusammenhang zwischen dem starken Myzelauswuchs
der suszeptiblen Genotypen und der nachfolgend starken Sklerotienbildung finden (siche dazu
auch Abbildung 7r sowie 12i). Offensichtlich weisen die suszeptiblen Genotypen eine hohe

(homologe) Basiskompatibilitdt mit Sclerotinia sclerotiorum auf, welche zunidchst dem Pilz
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eine ungehinderte und starke Myzelausbreitung mit hoher Assimilataneignung ermdglicht,
jedoch rasch zu einer Nihrstoffverarmung und nachfolgend zur Induktion von Sklerotien fiihrt.
Kontrdr dazu weist die reduzierte bzw. inhibierte Ausbildung von Sklerotien in den partiell
resistenten Genotypen damit auf eine gestdrte Assimilataneignung des Sclerotinia Myzels
wihrend der gesamten Parasitierungsphase hin. Offensichtlich reicht die Néhrstoffaneignung
aus diesen Genotypen nicht zur Bildung ausreichender Myzelmassen aus die zur Induktion von
Sklerotien bendtigt werden. Hinweise dafiir lassen sich auch in Untersuchungen von Sedun &
Brown (1989) finden. In ihren Studien zur Wurzel- und basaler Stingelfdule der
Kultursonnenblume konnten sie Sklerotien nur an Wurzeln auffinden, die erst mit einem
Durchmesser > 1,5mm ein addquaten Nahrstoffreservoir zum sichtbaren Myzelwachstum und
zur Sklerotisierung aufwiesen.

Durch die ausgesprochen enge und hochsignifikante Korrelation der nach vier Tagen
ermittelten Lasionsldngen der Sprossachsen mit wesentlichen Parametern der Pathogenese wie
dem Aufkommen von Sklerotien, den Welkesymptomen sowie dem Totalausfall lassen damit
zu einem frithen Zeitpunkt Sténgelresistente Genotypen selektieren die auch zu einem spiteren
Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs Resistenzen aufweisen. Durch die erfolgreiche Introgression
solcher Resistenzen in die Kultursonnenblume konnten dann wesentliche epidemiologische
Aspekte der Stangelfdaule beinhalten und vermdgen somit iliber physiologische als auch
epidemiologische Wirkungsmechanismen die Primérinfektionsrate zu mindern sowie die

Ausbreitung im bereits infizierten Gewebe zu reduzieren.

4.3 Unterschiede zwischen Blatt- und Stingelresistenzniveaus und Umweltabhingig-
keit der Resistenz

Hinsichtlich des Resistenzniveaus von Bléttern und Sprossachsen konnten bei der Mehrzahl
der evaluierten Genotypen divergierende Resistenzniveaus ermittelt werden. Die
unterschiedliche Auspriagung der Resistenz in den Pflanzenorganen bei einem Grossteil der
untersuchten Helianthus-Wildarten zeigte damit dhnliche Verhiltnisse wie im annuellen,
kultivierten Genpool. Auch in diesem werden hiufig keine korrelierenden Resistenzniveaus
von verschiedenen Pflanzenorganen wie Wurzeln, Blitter, Stingel und Korben innerhalb eines
Genotyps detektiert (Thuault & Tourvieille, 1988; Tourvieille & Vear, 1990). Dieses
Phinomen wird nach Tourvieille & Vear (1984) sowie Robert et al. (1987) als ein partieller
Aspekt der quantitativen, auf multiplen Allelen beruhenden Resistenz erwogen. Das
unterschiedliche Sclerotinia-Resistenzniveau in Pflanzenorganen eines Genotyps wird hierbei
als nicht-kumulativer Effekt unabhdngiger und differenziell wirksamer Gene angenommen.
Ihre Genwirkungen fiihren in den einzelnen Pflanzenteilen zu unterschiedlichen
morphologisch-anatomischen und physiologischen FEigenschaften, die damit zum
differenziellen Sclerotinia-Resistenzniveau beitragen und unabhéngig vererbt werden. Mestries

et. al. (1998) konnten in einer auf RFLP - Markern basierenden genetischen Kartierung
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seggregierender Helianthus Populationen unterschiedliche und unabhédngige genomische
Regionen (QTL- Loci) fiir die Myzelausbreitung im Korb und Blatt identifizieren, lediglich
eine genomische Region schien mit beiden phénotypischen Markern schwach assoziiert zu
sein. Auf Grund dessen ist die Priasenz von Genotypen mit kumulativen Resistenzen in den
annuellen Zuchtpopulationen selten und erfordert zum Auffinden solcher Individuen das zeit-
und kostenintensive Screening groBer Populationen (Gulya et al., 1986; Skoric, 1988). In Folge
dessen muss ein erheblicher ziichterischer Aufwand betrieben werden um blatt- und
stangelresistente Hybriden zu erzeugen und impliziert das getrennte Screening als auch der
Autfbau zunichst Blatt- oder Stingelresistenter Populationen. So konnten Degener et al. (1998)
in einem zweijdhrigen Screeningverfahren zur Sclerotinia - Stingelfdule von 90 Inzuchtlinien
diverser Provenienzen lediglich in zwei Genotypen kumulative Sclerotinia - Resistenzen in
Bléttern und Sprossachsen ermitteln. In ihren Untersuchungen konnten sie dariiber hinaus eine
signifikante, jedoch geringe phanotypische Korrelation von r = 0.44 zwischen den Blatt- und
Stingelldsionsldngen in den untersuchten Populationen nachweisen. Im Vergleich dazu konnte
in dem vorliegenden Freiland - Screeningverfahren eine signifikant positive Korrelation von
0.67 zwischen den Léasionsldngen der Blitter und Sprossachsen innerhalb des sekundéren
Genpools aufgedeckt werden, die auf die wesentlich groere Diversitit des
Untersuchungsgutes und der mit ihr verbundenen Resistenzfaktoren begriindet sein konnte. Im
Screeningverfahren zeigte sich insbesondere die H. maximiliani Akzession AC 7 mit einer
hohen, umweltkonstanten und kumulativen partiellen Resistenz in beiden Pflanzenorganen die
fiir die Pathogenese der Sclerotinia - Stingelfaule von Bedeutung sind. Diese Populations-
akzession stellt somit einen préadestinierten Genotyp fiir interspezifische Ziichtungsvorhaben
dar und konnte entscheidend zur Akkumulation von diversen Resistenzkomponenten der
Sclerotinia Stingelfaule in der Kultursonnenblume beitragen.

Uber den gesamten untersuchten Genpool wurde sowohl fiir die im Freiland ermittelten Blatt-
als auch Stingelldsionen eine hohe Variabilitit nachgewiesen werden. Hierbei konnten im
zweijdhrigen Screening 73% der Variabilitdt der Stéingelldsionen sowie 83% der Variabilitét
der Blattldsionsldngen liber die genotypische Variabilitit des untersuchten Artenspektrums
erklart werden. Die Umwelteffekte iiber den gesamten sekundéren Genpool betrachtet waren
demgegeniiber gering und nur zum Freilandblatttest signifikant. Somit konnte in dieser Arbeit
eine auBerordentlich groBe Variabilitit des sekundiren Wildartenspektrums der Gattung
Helianthus beziiglich dessen Sclerotinia Blatt- und Stingel - Resistenzpotentials erschlossen
werden. Diese Ergebnisse stehen damit kontrdr zu Untersuchungen von Thompson et al.,
(1978) die in den damals bereits in Kollektion befindlichen annuellen und perennierenden
Wildarten Nordamerikas eine der Kultursonnenblume dhnliche Sclerotinia - Empfindlichkeit
ermittelten.

Trotz der {liber den gesamten Genpool betrachteten geringen Umweltinteraktion zeigten sich

unter Beriicksichtigung der einzelnen Wildarten jedoch signifikante Unterschiede hinsichtlich
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der umweltabhidngigen Ausprdgung ihrer Lisionsldngen. Insbesondere die als intermedidr
hinsichtlich der Lasionslidnge klassifizierten Wildarten wiesen starke Rangwechsel zwischen
den Inokulationszeitpunkten und Versuchsjahren auf. Da jedoch alle Genotypen im Ranking
mindestens einen Wechsel zwischen den Versuchsjahren und / oder Inokulationszeitpunkten
aufwiesen, konnte in den untersuchten Helianthus-Wildarten ein ebenfalls fiir quantitative
(horizontale) Resistenzen charakteristisches Merkmal der umweltvariablen, konditionalen
Auspriagung von Resistenzen erkannt werden (Agrios, 1997). Bei quantitativen Resistenzen
wird hierbei davon ausgegangen, dass die Genwirkungen der einzelnen konstitutiv als auch
induziert exprimierten Resistenzgene zur Resistenz minimal sind (minor genes) und in
Helianthus erst bei entsprechender giinstiger additiver Kumulation in einem Genotyp addquate
Resistenzniveaus bewirken (Agrios, 1997; Prell, 1996, Gulya et al., 1997; Prell & Day, 2001).
Unterschiede im Ranking der Genotypen zwischen den Inokulationszeitpunkten und
Versuchsjahren konnten auf ein unterschiedliches Repertoire an Resistenzfaktoren der
einzelnen Arten zur Sclerotinia - Resistenz hinweisen, welches durch wechselnde
Umweltfaktoren zur Inokulation differenziell beeinflusst wird. Das in der Regel
umweltkonstantere Verhalten der in Blatt- bzw. Stangelreaktion partiell resistenten Genotypen
lasst hingegen darauf schliefen, dass bei diesen Wildarten umweltunabhéngigere konstitutive
als auch induzierte Resistenzgene bzw. Mechanismen vertreten sind.

Das hoch korrelierende und nahezu gleichartige Ranking der untersuchten Wildarten zwischen
der Feldresistenz der Blitter und unter kontrollierten Bedingungen (DTL-Test) weist dariiber
hinaus auf eine ausreichende Variabilitit im Resistenzpotential der Wildart-Blatter zur
Sclerotinia Resistenz hin. Die unter kontrollierten Umweltbedingungen durchgefiihrten
Resistenztest mit isolierten Pflanzenteilen stellen hdufig einen scharfen, jedoch in vielen
Resistenzevaluierungen, deren Resistenzen partieller Natur sind, einen nicht immer
reproduzierbaren sowie zu den Feldresistenzniveaus konformen Test dar. So konnten Roderick
& Clifford (1995) in dem auf quantitativen Resistenzen beruhenden Wirt - Pathogen System
Hafer - Erysiphe graminis keine Assoziation im Ranking der Genotypen zwischen einem DTL-
Test und der Freilandresistenz feststellen. Auch fiir Sclerotinia Resistenzevaluierungen unter
kontrollierten Bedingungen werden hdufig keine Zusammenhinge zu den tatséchlichen
Resistenzniveaus im Freiland ermittelt und konnte von Chappell et al. (1995) bei
Erdnusspopulationen sowie von Wegulo et al. (1998) und Kim et al. (2000) an
Sojabohnenpopulationen gezeigt werden. Die mangelnde Konformitit dieser Testverfahren mit
Freilandevaluierungen wird hierbei auf nicht vorhandene bzw. eine stark reduzierte Variabilitét
der in den untersuchten Genotypen bzw. Populationen vorhanden Resistenzniveaus
zuriickgefiihrt. Die unter kontrollierten Umweltfaktoren vorherrschenden, verschirften
Testbedingungen wie erhdhte Luftfeuchtigkeiten, Temperaturen sowie gednderte
Lichtqualititen und Quantititen lassen dann eine Diskriminierung von marginalen

Resistenzniveaus nicht zu. Durch die ausgesprochen hohe Korrelation von r = 0.95 zwischen
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den Lasionsldngen der Feldevaluierung und jenen im DTL-Test erscheint auch zur
Blattresistenz die Diversitdt der in dieser Arbeit evaluierten perennierenden Wildartblatter
sowie der ihr zugrunde liegenden differenziellen Resistenzpotentiale eine ausreichende
Variabilitit zu beinhalten. Sie konnen dann unter kontrollierten Umweltbedingungen detektiert
werden. Das reproduzierbare hohe genotypische Ranking zwischen DTL-Test und
Feldevaluierung ermoglicht damit ein arbeitssparendes, kostengiinstiges und effektives
Screening von Blattresistenzen im perennierenden Helianthus Genpool. Es konnte damit
sowohl als systematisches Screeningverfahren zur Ermittlung von physiologischen Sclerotinia
— Blattresistenzen einer grofleren Anzahl der bisher nur marginal untersuchten perennierenden
Akzessionspopulationen als auch fiir weitergehende physiologisch - biochemische und / oder
molekularbiologische Charakterisierungen des Sclerotinia - Blattresistenzphdnomens

herangezogen werden.

4.4  Ermittlung von Partialkomponenten der Sclerotinia - Resistenz in Sprossachsen
und Blittern perennierender Wildarten

Resistenzphdnomene gegeniiber phytopathogenen Pilzen vermdgen grundsitzlich auf
habituellen, morphologischen und / oder physiologisch - biochemischen Resistenzfaktoren
beruhen und kénnen wihrend der gesamten Pathogenese auftreten. Ein Teilziel dieser Arbeit
bestand in der Determination wesentlicher Komponenten der Sclerotinia - Resistenz zur
Charakterisierung des Resistenzphdnomens perennierender Wildarten am gesamten
Krankheitskomplex der Stingelfaule. Die Evaluierung partieller Resistenzkomponenten ist
dabei eine wesentliche Grundlage zum Aufbau neuer interspezifischer Ziichtungsprogramme,
die auf der Introgression neuartiger, jedoch bislang unbekannter Resistenzen beruhen. Dariiber
hinaus sind die aus ihr ermittelten Komponenten eine unabdingbare Vorrausetzung zur
Determination des Selektions- und Integrationserfolges in den interspezifischen
Nachkommenschaften (Skoric, 1992).

Der untersuchte perennierende Helianthus-Genpool wies sowohl im Stingeltest als auch im
Blatttest eine grofle Variabilitét hinsichtlich aller phidnotypisch evaluierten Resistenzparameter
auf. Deren wesentlichen Charakteristika sind zusammenfassend in Tabelle 25 dargestellt.

Im Wildartmaterial zeigten sich dabei in beiden Pflanzenorganen hoch - teilresistente,
intermedidre als auch extrem Sclerotinia empfindliche Genotypen bzw. Akzessionen. Diese
grof3e phinotypische Variabilitdt in der Resistenzreaktion der Wildarten konnte hierbei als ein
erster Hinweis auf potentielle, in den einzelnen Arten differentiell vorliegenden
Resistenzkomponenten bzw. Mechanismen gewertet werden. Die phénotypisch erhobenen
Daten im untersuchten Wildartspektrum als auch die phénologische Beobachtung ihrer
Resistenzreaktionen zur Blatt- und Stingelinokulation wiesen hierbei alle Wesenziige einer
quantitativen Resistenz auf. Quantitative (horizontale) Resistenzphdnomene verhindern hierbei

einen Krankheitsbefall nicht vollstindig, sondern charakterisieren sich in der Regel durch a)
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verzogerte Inkubationszeiten, b) reduzierte bzw. verlangsamte Ausbreitung des Pathogens im
Wirtsgewebe sowie c) partielle bzw. vollkommen inhibierte Pathogenese des Parasiten welches
im Extremfall zum Verlust seiner Verbreitungseinheiten (Sporangientriger, Sklerotien,
Chlamydosporen) fiihrt (van der Planck, 1963 & 1968; Hoffmann et al, 1994; Agrios, 1997).
Durch die phinologischen Beobachtungen der Resistenzreaktion einzelner, in ihrem
Resistenzniveau signifikant unterscheidbaren Wildarten, konnten hierbei erste Riickschliisse

auf die Beteiligung konstitutiver als auch induzierter Abwehmechanismen geschlossen werden.

Tabelle 25: Wesentliche phénotypische Charakteristika des Sclerotinia-Resistenzphdnomens artifiziell
inokulierter Bldtter- und Stingel des perennierenden Helianthus Genpools *

Stiingelresistenz Blattresistenz
Art ——
Typ rst‘)lgzn Welke Typ rsongn Inflellz(l:il:)l:;iftf‘;auf

H. salicifolius R a | I | m|
H. maximiliani AC M R a O I O m|
H. maximiliani AC 7 R a O R O m|
H. pauciflorus ssp. sub. R 2 I | | I O ]
H. pauciflorus ssp. pauc. P 1 I O O I O m|
H. pauciflorus ssp. pauc. P 1745 I O O I O m|
H. pauciflorus ssp. pauc. P 1747 I m| O I O m|
H. maximiliani AC 1 I O O I [] O
H. maximiliani AC 5 I O O I | O
H. divaricatus I | O R O |
H. nuttallii I a O S [ | [ ]
H. strumosus I O O I | O
H. microcephalus I ] | I O |
H. x laetiflorus I O O I | O
H. maximiliani AC 4 I O O I | O
H. pauciflorus ssp. sub. R 1 I | | I O ]
H. decapetalus I [ ] [ | n.e. n.e. n.e.
H. atrorubens S [ ] [ | S [ | [ ]
H. grosseserratus S [ ] [ | I [ | o
H. tuberosus S [ ] [ | S [ | [ ]
H. giganteus S [ ] [ | S [ | [ ]

*

R =resistent, I = intermediér, S = Suszeptibel. m = vorhanden; o= nicht vorhanden. n.e. = nicht evaluiert.

Durch die ausgesprochen graduelle Auspragung des Resistenzphdnomens iiber die getesteten
Genotypen und Pflanzenorgane sowie deren mit der Pathogenese verbundenen Parametern
lassen hierbei auf Komponenten des partiellen Resistenzmerkmals innerhalb der perennieren-
den Wildarten schlieen.

Obwohl das Screeningverfahren durch Einsatz von artifiziellen Myzelexplantaten primér zur
Detektion physiologischer Resistenzen konzipiert war, konnten durch die im Versuchsjahr
2001 beobachteten natiirlichen Infektionen von Sclerotinia sclerotiorum habituelle
Resistenzfaktoren im sekunddren Genpool ermittelt werden. Die in der randomisierten
Versuchsanlage lediglich von den H. tuberosus Priifgliedern gezeigte natiirliche Ascosporen-
infektion der Blatter, die bei 40% der Individuen zur Stingelfdule flihrte zeigt, dass H.
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tuberosus hochstwahrscheinlich als einzige perennierende Wildart eine natiirliche Wirtspflanze
fiir Sclerotinia sclerotiorum Stingelfdule darstellt. Durch habituelle Charakteristika wie einer
groflen Blattflache, parenchymreicher Petiolen und gleichartiger, flacher Insertionswinkel der
Blitter (Heiser et al., 1969) weist H. tuberosus damit in wesentlichen und zur Sclerotinia
Ascosporeninfektion bedeutsamen Merkmalen Ahnlichkeiten zur annuellen Kultursonnen-
blume auf. Die schmalen lanzettlichen Blattmorphologien sowie die meist grofBere
Blattinsertionswinkel der iibrigen untersuchten Wildarten lassen bei diesen auf einen
habituellen Resistenzcharakter schlieen, der einen primédren Kontakt zwischen Parasit
(Ascosporen) und Wirtspflanze minimiert oder gar ganz ausschlieBt. Offensichtlich bieten
diese schmale Blattmorphologien eines Grofteils der evaluierten Wildarten keine ausreichende
Flache zur Sclerotinia - Ascosporenlandung bzw. zu deren Retention. Dariiber hinaus berichten
Rapilly (1991) und Venette (1998), dass die erfolgreiche Sclerotinia Ascosporeninfektion
zundchst eine kritische, von der infizierten Pflanzenart abhingige Dichte erreichen muss.
Vereinzelnd auf Blattflichen retinierte Ascosporen scheinen dabei nicht zur Primérinfektion
befdhigt zu sein, sondern unterliegen einer synergistischen Wechselwirkung fiir eine
erfolgreiche Besiedlung der Pflanze (Purdy, 1958).

Diese habituellen und passiven Resistenzen werden in der Literatur mit Escape- bzw.
Avoidance - Mechanismen umschriecben und sind hédufig charakteristisch  fiir
Wildartpopulationen (Prell, 1996; Odenbach & Sacristan, 1997; Prell & Day; 2001). Berichte
iber natiirliche Sclerotinia Infektionen im perennierenden Helianthus Genpool liegen bisher
nicht vor, konnen jedoch nach Seiler (pers. Mitteilung) &uBerst selten auf autochthonen
Standorten beobachtet werden. Lediglich fir H. tuberosus sind bislang von Cassells &
Deadmann (1993) natiirliche Infektionen iiber Sclerotinia Ascosporen beschrieben worden die
zur Stangelfdule fiihrten. Sie bestitigen damit die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zur
natiirlichen Ascosporen - Anfilligkeit dieser Wildart.

Da mit einem interspezifischen Ziichtungsansatz ungeachtet der realisierten Transfertechnik
grundsitzlich alle heritablen Charakteristika einer zwischenartlichen Introgression zuginglich
sind, konnten auch habituelle Resistenzkomponenten der Sclerotinia Resistenz in die
Kultursonnenblume iibertragen werden. Insbesondere in agro-klimatischen Regionen in denen
die Ascosporeninfektion wie in weiten Teilen Mitteleuropas priavalent ist (McCartney & Lacy,
1991; McCartney & Lacy, 1992; Degener et al., 1998) konnten in die Kultursonnenblume
eingelagerte habituelle (Resistenz-) Eigenschaften zur Reduktion der Primérinfektionen
beitragen. Obwohl auch in der Kultursonnenblume Unterschiede in der natiirlichen Ascosporen
- Infektionsrate zur Korb- und Stingelfdule mit habituellen Resistenzmechanismen verbunden
werden (Tourvieille et al., 1992; Achbani et al., 1994; Achbani et al., 1996), konnte eine
vergleichende Untersuchung von Castaiio et al. (1993) an 20 Inzuchtlinien diverser Herkiinfte
zwar eine grofle Variabilitdt hinsichtlich zahlreicher morphologisch - habitueller

Charakteristiken ermitteln, jedoch standen diese in keinem Wirkungszusammenhang zur
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natiirlichen Sclerotinia Anfilligkeit. Die Bedeutung von Avoidance - bzw. Escape -
Mechanismen zur Reduktion der Sclerotinia Anfalligkeit konnte dagegen jiingst von Jiang et
al., 2001 an Raps (Brassica napus) mit bliitenblattlosen Formen gezeigt werden. Bei dieser
Olpflanze stellt die Sclerotinia-Infektion der seneszenten Petalen das kausale Ereignis der
WeiBstingeligkeit bei Raps dar (Kriiger, 1975; Lefol & Morrall, 1996; Heran et al., 1999) und
konnte durch die Verwendung von apetalen B. napus — Formen, bei anndhernd gleichen
Befruchtungsverhiltnissen und Ertrdgen (Jiang & Becker, 2001), signifikant reduziert werden.
Ebenso konnten Avoidancemechanismen zur reduzierten Anfilligkeit der Sclerotinia-
Stangelfdule in diversen Populationen der Erdnuss-, Sojabohne und in Phaseolus - Bohnen
nachgewiesen werden deren Sclerotinia - Stingelfaulekomplex eine vergleichbare Atiologie
wie in Helianthus aufweist (Chun et al., 1987). Sie wurden in diesen Leguminosen in einem
aufrechtem Wuchs, geringen primédren Verzweigungen sowie in der Wuchshdhe ermittelt und
konnten durch ihre hohen Heritabilititen erfolgreich in der Ziichtung Sclerotinia toleranter
Sorten integriert werden (Coffelt et al., 1982; Coffelt & Porter, 1982; Boland & Hall, 1987;
Kim & Diers; 2000; Cruickshank et al., 2002; Kolkman & Kelly, 2002).

Eine signifikant niedrigere Inkubationszeit zur Stidngelinokulation ldsst auf eine primére und
konstitutive Penetrationsbarriere zur Infektion von Sclerotinia zuriickschlieBen. Signifikante
Unterschiede in der Inkubationszeit zur Stdngelinokulation konnte im untersuchten sekundéren
Genpool in H. salicifolius ermittelt werden. So zeigten lediglich 50% der H. salicifolius
Individuen 36h nach Inokulation eine fiir Sclerotinia charakteristische Lésion an deren
Sprossachsen. In den Blattinokulationen konnte dagegen in keinem untersuchten Genotyp eine
signifikant verzogerte Inkubationszeit ermittelt werden. Alle artifiziellen Myzelinokulationen
der Blitter wiesen im Freiland sowie im DTL-Test bereits 12h nach Inokulation durch
makroskopisch sichtbare Lisionen deutliche Anzeichen einer erfolgreichen Penetration und
Parasitierung durch Sclerotinia auf. Penetrationsbarrieren des primiren Infektionsortes zur
Sclerotinia - Stdngelfdule konnten auf Grund dessen nicht als Resistenzkomponenten des
partiellen Resistenzphinomens im sekundidren Genpool ermittelt werden.

Das fiir die Pathogenese der Stangelfdule charakteristische Einwachsen des Sclerotinia-Myzels
iiber die Blattpetiolen in die Sprossachse wiesen die Wildarten H. tuberosus, H. nuttallii, H.
giganteus sowie H. atrorubens auf. Alle weiteren Wildarten zeigten entweder eine Termination
des Myzelwachstums bereits auf der Blattspreite (H. divaricatus; H. maximiliani AC 7) oder,
trotz der schon parasitierten Petiole, kein typisches Einwachsen des Myzels in die Sprossachse.
Die Bedeutung von partiellen Resistenzmechanismen in den Blattpetiolen zur Stingelfdule
Resistenz konnte bereits im Screening von Degener et al. (1998) fiir annuelle
Inzuchtpopulationen nachgewiesen werden und kann durch die vorliegende Untersuchung auch
im perennierenden Genpool der Sonnenblume angenommen werden. Durch die grofle
Diversitdt der Petiolenanatomie und Morphologie des untersuchten Wildartenspektrums und

der verwendeten Inokulationstechnik konnen hier jedoch umweltrelevante Wechselwirkungen
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angenommen werden die im Testverfahren nicht beriicksichtigt wurden. Durch die in
Abhingigkeit vom Genotypen und dessen Blattlinge bereits bendtigten Penetrationszeit des
Myzels vom Inokulationsort ,,Blattspitze® bis zum erreichen der Petiolenbasis ldsst ein
Austrocknen des Myzels in den Petiolen moglich erscheinen und konnte von Degener et al.
(1998) bereits ermittelt werden. Trotz der Verwendung von PE-Beuteln zur Feuchteretention
wurden diese zum ungehinderten Gasaustausch nach oben hin offen gehalten, womit ein
Austrocknen des wachsenden Sclerotinia - Myzels moglich erscheint. Zur genaueren
Untersuchungen der differenziellen Beteiligung von Resistenzkomponenten der Blattpetiolen
am gesamten Krankheitskomplex miissten hierfiir Ganzpflanzenversuche unter kontrollierten
Bedingungen (Gewéchshaus) durchgefiihrt werden.

Die bereits als priméres Selektionskriterium der Sclerotinia- Blatt- und Stangelresistenz
ermittelten Lasionsldngen und der mit ihr signifikant korrelierenden Myzelwachstumsraten
wiesen in beiden Pflanzenorganen auf starke physiologische Resistenzkomponenten hin.
Partiell resistente Genotypen der Blatt- sowie Stingelresistenz wiesen nach 4 Tagen signifikant
geringere Lésionsldngen sowie ein eingeschrinktes Myzelwachstum auf. Dariiber hinaus
zeigten die partiell stingelresistenten Genotypen H. salicifolius, H. maximiliani AC M sowie
H. maximiliani AC 7 meist nach 8 bis 10 Tagen eine Termination der Myzelextension. Da die
Sprossachse das entscheidende und mit dem Bliitenkorb das die Ertragskomponente
beinhaltende Pflanzenorgan darstellt, wurden in dieser Arbeit die ihr zugrunde liegenden
genotypisch distinkten Resistenzfaktoren besonders berticksichtigt.

Den partiell resistenten, intermedidren und suszeptiblen Resistenzauspragungen der Wildart -
Sprossachsen konnten signifikant distinkte Charakteristika zugeordnet werden. Einhergehend
mit einer geringen Myzelausbreitung von 0,1 — 0,3 cm/d in partiell stingelresistenten
Genotypen konnte gleichzeitig eine starke und scharfe, vom gesunden Gewebe abgegrenzte
Nekrotisierung des parasitierten Gewebes beobachtet werden. Die intermedidr
stangelresistenten Arten zeichneten sich ebenfall durch eine verlangsamte Myzelausbreitung
von 0,6 — 1 cm/d aus, gleichzeitig jedoch durch umweltabhdngige Nekrotisierungen aus.
Suszeptible Wildarten zeigten dagegen weder reduzierte Myzelwachstumsraten (1,5 — 2cm/d)
noch distinkte Abgrenzungen zwischen infiziertem und gesundem Gewebe. Sie glichen damit
in wesentlichen phinologischen Resistenzkriterien der Sprossachsen den Sclerotinia -
empfindlichen Inzuchtlinien SWS-R1 und SEM-R1.

Diese statistisch signifikanten distinkten Resistenztypen der Sclerotinia-Stingelresistenz des
sekunddren Helianthus — Genpools sind hierbei in dieser Variabilitét in der Kultursonnenblume
bisweilen nicht ermittelt worden. Sie gleichen in ihrer physiologischen und phinologischen
Erscheinung jedoch heritablen Sclerotinia trifoliorum  Resistenzphdnomenen von
Luzernesprossachsen (Medicago sativa L.). Hierbei fiihrte die rekurrente phénotypische
Selektion der Ausgangspopulationen iiber die Lésionslingen (Pratt & Rowe, 1991) zur

erhohten Stangelresistenz der Nachkommenschaften (Pratt & Rowe, 1994; Halimi et al., 1994)
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und zur Registrierung einer Sclerotinia — Resistenten Zuchtpopulation (Pratt & Rowe, 1996).
Erst weitergehende Untersuchungen zum Resistenzphdnomen zeigten dabei zwei distinkte
Resistenztypen (Halimi & Rowe, 1998a), die sich ebenso wie in der vorliegenden Studie
hinsichtlich Myzelausbreitung im  Stingelgewebe signifikant unterschieden. Die
Stangelresistenz zeigte sich dabei entweder in einer Termination jeglicher Myzelaktivitdt 8d
nach Inokulation einhergehend mit einer starken Nekrotisierung und scharfen Abgrenzung zum
gesunden Gewebe oder eine verlangsamten Lisionsausdehnung ohne klare Grenze zu
gesunden Sprossabschnitten (Halimi & Rowe, 1998a). Heritabilitdtsstudien konnten dariiber
hinaus aufkldren, dass es sich hierbei hochstwahrscheinlich um zwei differenzielle
physiologische Reaktionen handelt die keiner komplementiren Genwirkung unterliegen,
sondern vielmehr polygenen Mechanismen mit epistastischen Effekten unterliegen (Halimi &
Rowe, 1998b). In wie fern eine komplementire Genwirkung der verschiedenen
physiologischen Sténgelresistenzen im sekundidren Genpool vorliegen, konnte mit der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden, sondern muss durch populationsgenetische
Heritabilitdtsuntersuchungen seggregierender interspezifischer und in ihrer Stdngelresistenz
unterscheidbaren Nachkommenschaften ermittelt werden.

Ein dhnlich phénologisches Erscheinungsbild im Resistenzscreening zur Sclerotinia -
Stingelfdule konnte bislang im annuellen kultivierten Helianthus Genpool nicht ermittelt
werden. So berichten Sedun & Brown (1989) in ihren Untersuchungen zur basalen
Stingelfaule, dass 95% der evaluierten Testpflanzen von F;-Hybriden und Inzuchtlinien trotz
Unterschieden in der Myzelausbreitung die gleichen gebleichten, hellbraunen Léasionen
aufwiesen. Fine Termination des Myzelwachstums konnten sie dagegen nicht verzeichnen.
Lediglich bei 5% der getesteten Pflanzen beobachteten sie nekrotische Lésionen mit stark
reduzierter Lésionsausbreitung. Dieses Resistenzphdnomen wurde von den Autoren jedoch
nicht einer physiologischen Resistenzkomponente zugeschrieben, sondern wurde vielmehr in
einer bodenbiirtigen Kontamination der Lasionen mit dem Nahrungskonkurrenten Alternaria
alternata und dem Hyperparasiten Coniothyrium minitans erkannt. Haufig kam es trotz dieses
biotisch - antagonistischen Potentials in den Ldsionen zum spontanen Auftritt einer rapiden
Lisionsextension. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten bodenfernen Inokulationen der
Wildarten schliefen eine Kontamination weitestgehend aus, so dass die ermittelten partiellen
Stangelresistenzen auf veritablen - physiologischen - Resistenzkomponenten der Sprossachsen
beruhen.

Aus Untersuchungen von Bazzalo et al. (1991) zur basalen Stingelfauleresistenz von H.
annuus Inzuchtlinien geht hervor, dass sowohl konstitutive als auch induzierte
Resistenzfaktoren der basalen Sprossachse Wirkungszusammenhédnge mit der Lésionsldnge
und deren phinologischen Auspriagungen aufweisen. Sie konnte von den Autoren in einer
postinfektionellen Phenolakkumulation sowie im lignifizierten Xylemanteil der Stingelquer-

schnitte ermittelt werden. Aufgrund dessen wurden in weitergehenden Studien wesentliche
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anatomische und physiologische Bestimmungsfaktoren der distinkten Sclerotinia -
Stingelresistenzen ausgewdhlter perennierender Helianthus — Wildarten erarbeitet und sollen

nachfolgend diskutiert werden.

4.5  ErschlieBung von konstitutiven Sclerotinia - Resistenzfaktoren der Sprossachsen

Eine fiir quantitative Resistenzen charakteristisch verzdgerte Inkubationszeit zeigte H.
salicifolius zur Sclerotinia Stingelinokulation. Dieses wies sich in der signifikant spiter
erfolgten Symptomauspriagung aus. Uber den dreijihrigen Versuchszeitraum zeigten lediglich
die Hilfte der inokulierten H. salicifolius Sprossachsen nach 36h charakteristische Sclerotinia
Symptome. Die verzogerte Inkubation kann dabei hochstwahrscheinlich als ein Grund fiir die
von dieser Wildart im dreijdhrigen Mittel geringsten Stdngelldsionen aller evaluierten
Genotypen erwogen werden. Alle anderen Genotypen zeigten weder zur Blatt- noch zur
Stidngelinokulation eine signifikant verzogerte Inkubationszeit.

Verldngerte Inkubationszeiten kdnnen haufig bei quantitativen Resistenzen als ein Aspekt der
multiplen Abwehrmechanismen beobachtet werden und werden im Allgemeinen strukturellen
Resistenzkomponenten zugeschrieben (Agrios, 1997). Dieser strukturelle Resistenzfaktor in H.
salicifolius Sprossachsen kann in der im Vergleich zu allen anderen Wildarten (= 2pum)
signifikant dickeren, vierfach méichtigeren (7.8 um) Cutinschicht der Sprossachsencuticula
gesehen werden. Die Cuticula stellt die primére pflanzliche Barriere zur Sclerotinia Penetration
dar, ihr Verlust durch mechanische oder chemische Behandlung fiihrt hierbei zu einer
signifikant erhohten Sclerotinia-Infektionsrate (Lumsden, 1979). Nach Untersuchungen von
Dillard & Cobb (1995) weisen Weillkohlpflanzen (Brassica oleracea L. var. capitata) sowohl
nach mechanischer Blattverletzung als auch nach minimalen FraBverletzungen durch
Lepidopterenlarven (Plutella xylostella) eine signifikant erhohte Befallsrate mit Sclerotinia
sclerotiorum auf. Eine dickere Cuticula kann im Allgemeinen durch a) eine mechanische
Penetrationsbarriere (Howard et al., 1991), b) eine verldngerte Degradationszeit der vom Pilz
sezernierten Cutinasen (Kolattukudy, 1981 & 1985) als auch c¢) durch Reduktion der
Permeabilitét flir pflanzliche Assimilate (Martin, 1964; Marschner, 1995) und damit iiber einen
Nahrstoffmangel fiir initial saprophytisch lebende Phytopathogene, zur verstirkten Resistenz
beitragen.

Die Penetration von Sclerotinia sclerotiorum Infektionshyphen erfolgt nach Untersuchungen
von Lumsen & Dow (1973) ausschlieBlich durch Aufbau eines internen Turgors in
Kombination mit stark melanisierten Hyphenspitzen und somit durch mechanische Krifte. Bei
ihren Untersuchungen an Bohnen-Hypokotyl konnten sie keine lytischen und somit fiir
Cutinasen charakteristische Verdnderungen der Cuticula und epicuticuldiren Wachsen
erkennen. Auch bei Sonnenblumen konnten Witt & Heller (2000) in ihren Studien der frithen
Infektionsstadien von Sclerotinia sclerotiorum an der Inzuchtlinie HA 89 lediglich eine
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mechanische Penetration der Cuticula beobachten. Dariiber hinaus scheinen die
phytopathogenen Vertreter der Gattung Sclerotinia (S. sclerotiorum; S. minor, S. trifoliorum)
eine hohe Priferenz zur mechanischen Penetration ihrer Wirte zu besitzen (Lumsden, 1979).
Untersuchungen frither Infektionsphasen von Sclerotinia minor an Erdnusssprossachsen
resistenter sowie anfalliger Genotypen (Melouk et al., 1988) zeigten jeweils einen geringeren
Penetrationserfolg der kissenartigen Infektionsstrukturen des Pilzes am resistenten Genotyp.
Dieses wird von den genannten Autoren mit einer strukturellen Resistenz liber den festeren
Zellverband der Epidermis erkldrt. Eine mechanische Penetrationsbarriere kann somit auch fiir
das Wirt-Pathogen-System H. salicifolius - Sclerotinia ssp. als Resistenzfaktor in betracht
gezogen werden. Unterschiede in der Beschaffenheit der Cuticula werden dariiber hinaus auch
zur Sclerotinia - Blattresistenz in Helianthus erwogen. So berichten Achbani et al., (1996) von
einer vermehrten natiirlichen Sclerotinia - Ascosporen Infektion der jungen Blattspitzen die
von den genannten Autoren in der an dieser Stelle nicht vollkommen ausgebildeten Cuticula
erwogen werden.

Bislang wurden keine Untersuchungen iiber die potentiell beteiligten Resistenzmechanismen
bzw. Faktoren der Interaktion Helianthus — Sclerotinia sclerotiorum durchgefiihrt.
Penetrationsbarrieren werden dariiber hinaus in der aktuellen Resistenzziichtung der
Kultursonnenblume nicht berticksichtigt. Aufgrund des duflerst geringen Resistenzniveaus der
Zuchtpopulationen liegt das Hauptaugenmerk auf der Myzelausbreitung im bereits penetrierten
Gewebe und somit auf der Detektion physiologischer Resistenzen (Degener, 1998). Berichte
iiber primire mechanische Penetrationsbarrieren im annuellen Genpool liegen dariiber hinaus
lediglich fiir zwei Inzuchtlinien vor (Pirvu et al.; 1985). In ihren Untersuchungen konnten sie
in beiden Inzuchtlinien ein reszessives Gen s; determinieren welches fiir die mechanische
Resistenz der priméren Penetration von Sclerotinia in den Spross verantwortlich ist. Obwohl
die Sprossachse nicht der privalente Infektionsort der Sclerotinia Stingelfaule ist und nur
durch Ascosporenkontamination der Blattachseln vorliegt, konnte eine Penetrationsbarriere
derselben sowohl zur Reduktion der basalen Sclerotinia Féule als auch der héufigen
Kontaktinfektionen gesunder durch bereits infizierte Pflanzen bei den heute {iblichen hohen
Bestandesdichten von 50.000-80.000 Pflanzen/ha (Hoes & Huang, 1976; Lamarque, 1985;
Hoes & Huang, 1985; Huang & Hoes, 1980) beitragen. Fiir beide Infektionsarten besteht ein
direkter Kontakt zwischen Pilz-Inokulum und der Sténgel - Cuticula.

Als eine wesentliche phénotypische und charakteristische Resistenzkomponente wies sich in
beiden infizierten Pflanzenorganen die Myzelausbreitung aus. Insbesondere der zur
Stidngelinokulation beobachtete starke Zusammenhang zwischen der Lisionsausdehnung und
den Welkesymptomen sowie Totalverlusten ganzer Pflanzen und die ausgesprochene Priferenz
zur longitudinalen Lésionsausdehnung im Cortex der Sprossachsen teilresistenter Wildarten
lieBen auf partiell wirksame, strukturelle Barrieren im penetrierten Gewebe schliefen. Im

Verlauf der histochemischen Untersuchung der Wildartstingel konnte dabei ein enger
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Zusammenhang zwischen der quantitativen und qualitativen Lignifizierungsmustern der
sekundédren Sprossachsen und deren phéinotypischer Sclerotinia — Resistenz nachgewiesen
werden. Partiell resistente Wildarten zeichneten sich durch signifikant maéchtigeres
xylematisches Gewebe, einer groBeren Anzahl eingeschalteter Leitbiindel und damit auch
durch eine hohere Anzahl des lignifizierten Perizykelsklerenchyms gegeniiber Sténgelfdule
suszeptiblen Arten aus. Der Lignifizierungsgrad der Sprossachsen zeigte hierbei sowohl einen
engen Zusammenhang zum Lésionsfortschritt, zur Richtung der LasionsvergroBerung und zu
den Welkesymptomen bzw. zum Totalverlust der untersuchten Genotypen. So wiesen die
suszeptiblen Arten H. tuberosus, H. giganteus und H. grosseserratus im dreijahrigen
Freilandversuch signifikant erhdhte Welkesymptome (> 85% der Individuen), Totalverluste (>
60 - 90% der Individuen) sowie eine anndhernd synchronen longitudinalen als auch radidren
Lasionsfortschritt auf und zeigten gleichzeitig den geringsten Lignifizierungsgrad ihrer
Sprossachsen. Dieser war besonders durch eine geringe Anzahl an Leitbiindeln und somit einer
hohen Anzahl primérer Markstrahlen mit groBen tangentialen Ausdehnungen von >80um
gekennzeichnet. Die partiell resistenten Genotypen H. salicifolius und die H. maximiliani
Akzessionen M und AC 7 zeigten dagegen keine Welkesymptome oder Totalverluste, einen
fast ausschlieBlich longitudinalen Lisionsfortschritt und waren durch einen konzentrisch
lignifizierten Zentralzylinder gekennzeichnet. Intermedidr Stingelresistente Wildarten zeigten
sowohl variierende Resistenzniveaus als auch in der konstitutiven Lignifizierungsmuster ihrer
Sprossachsen variierende Auspriagungen.

Als einen partiellen Resistenzfaktor zur Sclerotinia — Stingelresistenz kann damit das
genotypisch distinkte Lignifizierungsmuster in den Sprossachsen des perennierenden Genpools
angenommen werden. Ahnliche Zusammenhinge zwischen dem Ligninanteil der Sprossachsen
und der Sclerotinia — Resistenz konnten bereits von Bazzalo et al. (1991) ermittelt werden. In
ihren zweijdhrigen Untersuchungen zur basalen Stidngelfduleresistenz von H. annuus
Inzuchtlinien konnten sie einen hdoheren lignifizierten Xylemanteil einer geringeren
Lisionslange und reduzierten Totalverlusten der partiell resistenten Linien zuordnen, wobei
dieser Zusammenhang jedoch lediglich in einem Versuchsjahr evident war.

Die Bedeutung einer konstitutiven Lignifizierung zur Sclerotinia Resistenz lassen sich hierbei
auch in der erhohten Sclerotinia - Stingeltoleranz frith gesdter Sonnenblumenbestinde
erkennen die von Orellana (1975) in der verldngerten Photoperiode und einer damit
einhergehenden verstirkten Lignifizierung der Sprossachse begriindet werden. Eine
konstitutive Lignifizierung verhindert dariiber hinaus den erfolgreichen Einsatz von Sclerotinia
sclerotiorum als Mycoherbizid gegen den in Neuseeland neophytischen Hahnenfuss
Ranunculus acris L. (Grenn et al., 1994; Green et al., 1998). Hierbei konnte die Sclerotinia
Resistenz auf morphologisch - anatomische Eigenschaften der basalen Rosette zuriickgefiihrt
werden und wurde insbesondere in dem lignifizierten und konzentrisch angelegten vasculdren

Systems ermittelt welches eine weitere Penetration des Sclerotinia - Myzels verhinderte (Green
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et al., 1998). Auch Hall et al., (2002) konnten eine weitgehende Penetrationsresistenz fiir das
Sclerotinia Myzel in partiell lignifizierten Vitis vinifera Sprossachsen feststellen und diese war
zusitzlich eng mit einer reduzierten LisionsvergroBBerung assoziiert. Die weitgehende
Penetrationsresistenz eines konzentrisch angelegten Gefd3systems konnte ebenso bei den
partiell resistenten Helianthus Wildarten postinfektionell ermittelt werden. Es verhinderte
dabei das weitere invasive Myzelwachstum zum Markgewebe und kann damit als eine partielle
Charakteristik der Sclerotinia Stangelresistenz dieser Wildarten angesehen werden.

Die Eigenschaft von lignifiziertem Gewebe als Resistenzfaktor gegeniiber phytopathogenen
Pilzen wird hauptsdchlich in einer physikochemischen Barriere fiir den pilzlichen Parasitismus
gesehen. Die Einlagerung des covalent an Hemizellulosen der sekundidren Zellwand
gebundenen Lignins kann dabei iiber eine behinderte Diffusion fiir lytische Enzyme und
Toxine sowie als chemische Barriere des fiir viele Pilze nicht degradierbaren phenolischen
Makromolekiils zur verstirkten Resistenz beitragen (Agrios, 1997; Dickison, 2000; Donaldson,
2001; Leonowicz et al., 2001). Der Resistenzvermittelnder Effekt einer verstidrkten
Lignifizierung gegeniiber Sclerotinia sclerotiorum kann in beiden physikochemischen
Eigenschaften gesehen werden. Fiir den Ascomyceten ist keine Ligninase — Aktivitit
nachgewiesen worden (Lumsden, 1979) und kann auch an der Phéanologie Sclerotinia
infizierter Kulturpflanzen erkannt werden, da im vollstindig von Sclerotinia mazerierten
Gewebe lediglich die lignifizierten Leitbiindel und Fasern als intakte Strukturen erhalten
bleiben (Tourvieille & Vear, 1984; Lamarque, 1985). Zusétzlich konnten Wegulo et al. (1998)
eine reduzierte Diffusion des Sclerotinia - Toxins Oxalsdure in bereits partiell lignifizierten
Sojabohnenkeimlingen feststellen. Die Bedeutung einer reduzierten Diffusionsrate dieser
Dicarbonsdure im pflanzlichen Gewebe zur Sclerotinia - Resistenz konnte dabei von Tu (1989)
in Phaseolus vulgaris — Blittern mit '*C markierter Oxalsiure gezeigt werden. Sclerotinia
tolerante Genotypen zeichneten sich hier durch eine reduzierte Diffusionsgeschwindigkeit der
markierten Oxalsdure im Mesophyll aus. Neben der destruktiven Aktivitdt lytischer Enzyme
von Sclerotinia wird auch der Oxalsdure eine Beteiligung am Welkesymptom zugeschrieben.
Die Welkesymptome sind dabei Folge einer Prizipitation von Calciumoxalatkristallen in den
konduktiven Xylemelementen (Tracheen, Tracheiden) womit die kontinuierliche Wasser und
anorganische Néhrstoffversorgung tlibergeordneter Pflanzenteile unterbrochen wird (Maxwell
et al., 1970; Noyes & Hancock, 1981; van Alfen, 1989; Jung et al., 1995). Die Bedeutung der
genotypisch unterschiedlichen konstitutiven Lignifizierung perennierender Wildarten zur
Degradierbarkeit fiir Sclerotinia und zur Diffusionsrate der Oxalsdure scheint damit eine
partielle Bedeutung zum resistenzvermittelnden Effekt zu haben. Indirekte Hinweise auf die
reduzierte Degradierbarkeit der partiell stingelresistenten Wildarten fiir Sclerotinia lassen sich
auch in der mangelnden Sklerotisierung erkennen. Offensichtlich bieten diese Genotypen

aufgrund ihrer starken Lignifizierung nur ein reduziertes Nahrstoffangebot fiir Sclerotinia,
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welches lediglich durch den parenchymatischen Cortex repridsentiert wird und nicht zur
Sklerotisierung der Hyphen ausreicht.

Obwohl zur histochemischen Analyse sekundire Sprossachsen gleichen Alters mit anndhernd
gleichen Durchmessern untersucht wurden, zeigten diese eine beachtliche genotypische
Variabilitdt hinsichtlich ihres Lignifizierungsmusters. Durch diese grofBe Variabilitit der
Anordnung des vasculdren Systems im Sprossquerschnitt scheinen im sekundédren Helianthus
Genpool diverse Unterschiede in Art und Zeitpunkt des sekundiren Dickenwachstums zu
bestehen. Im allgemeinen folgt das sekundidre Dickenwachstum in Helianthus ssp. einem fiir
die Gattung charakteristischen Muster und wird erst nach vorheriger Einschaltung von
Zwischenleitbiindeln im Markstrahlenbereich initiiert (Braune et al., 1999). Zusétzlich wird Art
und Umfang der im Sprossquerschnitt enthaltenen Leitbiindel in Helianthus annuus durch die
Anzahl der oberhalb des Querschnitts liegenden Blitter (Phyllotaxis) bestimmt (Esau, 1945;
Eschrich, 1995). Fiir beide Charakteristika scheint in den perennierenden Wildarten eine grof3e
Variabilitit zu bestehen, deren ziichterische Nutzung zur Sclerotinia Stingelresistenz moglich
erscheint.

Als weitere konstitutive Resistenzfaktoren perennierender Wildarten konnte bereits Ellers
(2002) eine konstitutiv hohere Expression von PR-Proteinen in Sprossachsen der partiell
stangelresistenten Wildart H. maximilani AC M im Vergleich zum wesentlich empfindlicheren
HO-F,-Hybriden Olbaril ermitteln. Diese Wildart wies in ihren Sprossachsen eine zweifach
erhohte konstitutive Chitinaseaktivitit im Vergleich zu Olbaril auf und zeigte dariiber hinaus
eine konstitutive B-1,3-Glucanaseaktivtit die im annuellen Hybriden absent war. In wie weit
die konstitutive Expression von PR — Proteinen in den weiteren perennierenden Wildarten
vorliegen ist bislang nicht evaluiert worden und miisste in weiteren Untersuchungen geklart

werden.
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4.6  Induzierte Resistenzmechanismen der Sprossachsen auf einen Sclerotinia Befall

Die starke Nekrotisierung der Stingelldsionen in partiell Resistenten Wildarten und die damit
verbundene Inhibition der LésionsvergrofBerung lieBen Riickschliisse auf pathogensensitive
biochemische Resistenzmechanismen zu. Partiell resistente Genotypen zeigten zu dieser
Resistenzreaktion unter langwelligen UV — Licht bereits makroskopisch sichtbar eine starke
weil-blaue Autofluoreszenz der lokalen Lasion. Die epifluoreszenzmikroskopische Untersu-
chung zeigte hierbei, dass sowohl parenchymatische Cortexzellen als auch lignifiziertes
Gewebe eine starke Zunahme in ihrer Autofluoreszenz erfuhren. Suszeptible Wildarten wiesen
dagegen keine verstirkten Autofluoreszenzen ihrer Sprossachsen nach Sclerotinia Inokulation
auf. Diese Beobachtungen lieBen bereits auf einen differenziell vom Resistenztyp (Genotyp)
abhédngigen induzierten Phenolmetabolismus schlieen, der sich meist in der Akkumulation
autofluoreszenter Komponenten infizierter Gewebe zeigt. In der weitergehenden
diinschichtchromatographischen Analyse konnte jeweils in den infizierten Sprossachsen mit
partiell resistentem Lésionstypus resistenzbegleitend eine neue blau fluoreszierende Substanz-
zone im langwelligen UV Licht detektiert werden. Die fiir Stingelfdule suszeptible Wildarten
sowie suszeptible Lidsionstypen intermedidr resistenter Wildarten zeigten dagegen nach
Infektion keine neue Substanzzone. Die resistenzbegleitende Substanzzone zeigte in ihrem
chromatographischen Verhalten, im Fluoreszenzverhalten vor und nach Naturstoffreagenz A
Behandlung und in ihrem Absorptionsspektrum die flir Isochlorogensduren in der Literatur
angegebenen physikochemischen Eigenschaften (Bauer et al., 1988; Andary et al., 1996;
Hanson & Zucker, 1963; Carini et al., 1998). Zusétzlich zeichnete sie sich durch die nach ihrer
sauren Hydrolyse chromatographisch nachgewiesenen Kaffeesédure und Chlorogensdure als
Caffeoylchinasdureester aus. Eine anndhernd identische histologische Resistenzreaktion konnte
in der Sclerotinia - Blatttoleranten perennierenden Wildart H. resinosus gefunden werden
(Mondolot-Cosson & Andary, 1994; Andary et al., 1996). Auch hier zeigten sich nach
Sclerotinia Inokulation der Blattspreite starke Autofluoreszenzsignale im parenchymatischen
und besonders im lignifiziertem, der Penetrationsstelle nahe liegenden Gewebezonen.
Zusitzlich konnten die Autoren im infizierten Gewebe das 3,5 - Isomer der Isochlorogenséure
(3,5 Dicaffeoylchinaséure) als das autofluoreszierende, resistenzbegleitende Phytoanticipin
nachweisen. Eine genaue Strukturaufklarung der in dieser Arbeit resistenzbegleitend
detektierten Substanz steht aufgrund der mangelnden Verfiigbarkeit von Referenzsubstanzen
noch aus. Die oben dargelegten physikochemischen Ahnlichkeiten so wie die grofe
Ubereinstimmung mit den pathohistologischen Befunden an H. resinosus lassen die
resistenzbegleitende Akkumulation von Isochlorogenséure im sekundiren Helianthus Genpool

jedoch hochwahrscheinlich werden.
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Isochlorogensdure stellt ein Gemisch aus den verschiedenen Stellungsisomeren der
Dicaffeoylchinasdure (DCQA) dar die in Asteraceen ubiquitdr nachweisbar sind (Merfort,
1992; Scholz et al., 1993; Amimoto & Fukui, 1996; Abdel-Malek et al., 1996; Miketova et al.,
1999; Clifford, 1999; Pedrosa et al., 2000; Carnat et al., 2000). Thre Biosynthese in Pflanzen
erfolgt tiber den Phenylpropanoidstoffwechsel und den vorgelagerten Shikimisdurestoffwech-
sel und ist in Abbildung 27 dargestellt. Sie stellen die Grundbausteine Kaffeesdure und
Chinaséure bereit die durch eine Chinat — Hydroxycinnamoyl - Transferase nachfolgend zu 5-
Monocaffeoylchinasdure (5-MCQA, Chlorogensédure) kondensiert werden (Stokigt & Zenk,
1974; Villegaas & Kojima, 1985; Ding et al., 2001). Durch Anlagerung einer weiteren
Kaffeesdure in 3-Position an Chlorogensédure liber Chlorogensdure - Caffeoyl - Transferase
wird 3,5 — DCQA gebildet (Kuhnl et al., 1987; Ky et al., 1999). Weitere Transesterifizierungen
der 3,5 — DCQA {iber noch unbekannte wahrscheinlich unspezifische Transesterasen fiihren zu
den diversen DCQA — Isomeren (Friedmann, 1997).

Obwohl die direkte fungizide Wirkung der DCQA als schwach eingestuft wird (Grayer &
Kokubun, 2001), konnten Bazzalo et al. (1985) eine in vitro Hemmung der Myzelaktivitdt von
Sclerotinia sclerotiorum nachweisen. In ihren Arbeiten an einer isogenen H. annuus Linie
konnten sie dariiber hinaus einen engen Zusammenhang zwischen nekrotisch - melanisierenden
Resistenzreaktionen und der Akkumulation von Isochlorogensduren in der nekrotischen Lésion
nachweisen. Ebenso konnte fiir die Interaktion des nekrotrophen Phytopathogens Alternaria
alternata mit Pyrus pyrifolia ein resistenzvermittelnder Effekt der induzierten 3,5-DCQA
ermittelt werden und bedingte eine reduzierte Ausbildung von Infektionshyphen des Pilzes,
geringere Penetrationserfolge und kleinere Lasionen der befallenen Blitter (Kodoma et al.,
1998). Der genaue Wirkungsmechanismus der DCQA zur biologischen Aktivitit gegeniiber
phytopathogenen Pilzen ist dabei weitgehend nicht gekldrt. Thre direkte Beteiligung an
Resistenzphdnomenen sind dariiber hinaus lediglich fiir die oben genannten nekrotrophen
Pilzinteraktionen mit der Gattung Helianthus ssp. und der Rosacee Pyrus ssp. nachgewiesen.
Aus der Literatur ist jedoch deren antioxidatives Potential bekannt, welches sich in einer
starken Inhibierung der iiber freie Radikale induzierten Lipidperoxidation sowie in der
Detoxifikation (quenching) freier Radikale zeigt (Scholz et al., 1993; Peluso et al., 1995;
Matsushige et al., 1996; Carini et al., 1998). Thre antioxidative Aktivitét libertrifft dabei jenes
der Ascorbinsdure und Tocopherole um ein vielfaches (Maruta et al., 1995; Slanja et al., 1999).
Insbesondere  die  antioxidativen  Eigenschaften der DCQA  konnten  einen
resistenzvermittelnden Beitrag zur Sclerotinia Resistenz leisten.

In der phytopathologischen Literatur mehren sich in jlingster Zeit Hinweise, dass nekrotrophe
Pathogene wie Botrytis cinera und Sclerotinia sclerotiorum den oxidativen Burst und dessen
singnalvermittelnden Beitrag zum hypersensitiven (programmierten, apoptotischen) Zelltod

aktiv zur erfolgreichen Besiedlung der Pflanze ausnutzen und beschleunigen und sich damit
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kontrdr zu biotrophen Pathogenen verhalten (Govrin & Levine, 2000, Muckenschnabel et al
2001; Mayer et al., 2001; Muckenschnabel et al., 2002).
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Dickman et al. (2001) konnten an transgenen Tabakpflanzen, die antiapoptotisch wirksame
humane, bakterielle und tierische Gensequenzen exprimierten, zeigen, dass weder ein
oxidativer Burst vorhanden war noch Sclerotinia sclerotiorum in der Lage war ein stabiles Wirt
— Parasit -Verhiltnis zu etablieren, sondern lediglich saprophytisch die Blattoberfldche
besiedeln konnte. Daneben scheint die erhohte Konzentration an freien Radikalen im Gewebe
die Empfindlichkeit der Pflanze fiir B. cinera und S. sclerotiorum zu erhéhen (Tonneijck &
Leone, 1993) und Behandlungen der Pflanzen mit Radikalfdngern wie Ascorbinsdure eine
erhohte Resistenz der Pflanzen fiir diese Pathogene zu bewirken (Elad, 1992). Zusétzlich ist die
Bildung von Sklerotien eng mit einer Lipidperoxidation iiber die aktive Freisetzung von
Sauerstoffradikalen des Myzels gekoppelt (Georgiu, 1997) und kann ebenfalls durch
antioxidativ wirksame Radikalfidnger effektiv unterdriickt werden (Georgiu et al., 2000). Die
antioxidativen Eigenschaften von Hydroxyzimtsdureestern wie DCQA werden dabei von Rice-
Evans et al. (1997) insbesondere in ihrer protektiven Funktion fiir Lipide gegeniiber deren
Lipidperoxidation gesehen. FEine pathogensensitive Akkumulation von antioxidativ
hochwirksamen DCQA, wie sie in den untersuchten partiell resistenten Wildarten
hochwahrscheinlich ist, kdnnte somit einen wesentlichen Beitrag zum Resistenzphdnomen
leisten. Insbesondere die hohe Korrelation zwischen den Lasionsldngen und der behinderten
Sklerotisierung von Sclerotinia in partiell stingelresistenten Wildarten konnte durch eine
frithzeitige, sensitive und dauerhafte Induktion dieser Phytoanticipine erklart werden.
Scopoletin (6-methoxy-7-hydroxycumarin) und Ayapin sowie deren postulierten intermedidren
Vorstufen Esculetin und Umbelliferon (Murray et al., 1982; Cabello-Hurtado, 1998; Prats-
Preres et al., 2000b) konnten dagegen zu keiner Infektion und in keinem Genotyp
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse bestitigen damit die in der Literatur bislang fiir die
Interaktion Sclerotinia — Helianthus nicht beschriebene Induktion von Cumarinen. Zudem ist
die Syntheseleistung von mechanisch und biotisch elicitierten Sonnenblumen hinsichtlich der
Scopoletin- und Ayapinakkumulation stark vom Pflanzenorgan und Alter abhédngig (Gutierrez
et al., 1995; Gutierrez-Mellando et al., 1996). Zusétzlich unterliegt Scopoletin in Helianthus in
Folge seines Einflusses auf den Auxinmetabolismus sowie seiner starken Autotoxididt einem
regulativen und raschen Abbau durch Scopoletinoxidase (Kupidlowska et al., 1994; Benz,
1995; Benz & Spring, 1995; Edwards et al., 1997). Die Induktion von Cumarinen im
untersuchten sekundédren Genpool der Sonnenblume scheint damit keine Relevanz zur
Sclerotinia - Stangelresistenz zu haben.

Das zur Detektion putativer Cumarine eingesetzte hydrophobe Trennsystem fiihrte jedoch zur
Aufdeckung distinkter und nach Sclerotinia Inokulation auftretender UV- fluoreszierender
Substanzzonen bei den H. maximiliani Akzessionen M und AC 7. Dabei zeigte H. maximiliani
AC M finf und H. maximiliani AC 7 zwei nach Sclerotinia Inokulation induzierte
Substanzzonen die sich hinsichtlich Retention und Fluoreszenzfarbe deutlich unterschieden. In

den weiteren differenzierenden chromatographischen Untersuchungen zeigte dabei lediglich
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eine Substanzzone der H. maximiliani Akzession 7 eine Phenolcharakteristik. Eine genaue
Aufkldrung ihrer chemischen Charakteristik konnte bislang nicht durchgefiihrt werden und
muss Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Die distinkte Akkumulation von
Inhaltsstoffen nach Sclerotinia Inokulation innerhalb einer Art des sekunddren Genpools kann
jedoch als Indiz fiir die groBe Variabilitit und das divergent induzierbare phytochemische
Potential der Helianthus Wildarten dienen.

Obwohl Zusammenhinge zwischen dem Phenolmetabolismus und dem Resistenzniveau von
Sprossachsen annueller Sonnenblumenlinien und Hybriden bestehen, sind diese meist nicht
eng und haufig nur fiir ein Versuchsjahr signifikant (Bazzalo et al., 1991). Die ausgesprochen
geringe Variabilitdt der Kultursonnenblume in ihrer Sclerotinia - Resistenz ldsst damit die
Prisenz von sensitiven Erkennungsmechanismen fiir den nekrotrophen Pathogen innerhalb der
annuellen kultivierten = Populationen marginal erscheinen. Die Koinzidenz der
resistenzbegleitenden, putativen Isochlorogensdure mit der partiellen Resistenzreaktion der
Sprossachsen lie3 bereits tendenziell einen Sclerotinia sensitiven phenolischen Metabolismus
innerhalb der untersuchten Wildarten erkennen. Die weiterfiihrenden Untersuchungen zur
Ermittlung der Sclerotinia sensitiven Induktion des Phenolstoffwechsels {iber dessen
Schliisselenzym PAL zeigten ein differenzierendes Bild. Signifikante Unterschiede der
absoluten PAL — Aktivitdt zwischen der gesunden Kontrolle und der Sclerotinia Infektion
zeigten sowohl die partiell Stingelresistenten Arten H. salicifolius, H. maximiliani AC 7 und
AC M, die intermedidr reagierende Wildart H. strumosus sowie die suszeptible Wildart H.
tuberosus. Alle anderen untersuchten Genotypen wiesen im zweijdhrigen Mittel keine
signifikanten Unterschiede zwischen Infektion und gesunder Kontrolle auf. Hohe absolute
spezifische PAL Aktivitdten von iiber Imkats/kg Protein zeigten hierbei sowohl die partiell
resistenten Wildarten H. salicifolius, H. maximiliani AC 7 als auch H. tuberosus. Mit
Ausnahme von H. tuberosus und H. pauciflorus konnte damit ein Zusammenhang zwischen
der Sclerotinia induzierten PAL Aktivitdt und der resistenzbegleitend detektierten putativen
Isochlorogensdure ermittelt werden. Keine signifikanten Unterschiede zwischen einer
Verwundung und Sclerotinia Inokulation zeigten die intermedidr Stidngelresistenten Arten H.
pauciflorus und H. nuttallii sowie die suszeptiblen Arten H. giganteus und H. grosseserratus.
Diese Ergebnisse zeigen damit einen diversen und hdochstwahrscheinlich polymorph
vorliegenden Induktionsmechanismus der PAL- Aktivitdt im sekundiren Helianthus Genpool.
Die PAL liegt in ihrer funktionellen Form als tetramerer Komplex vor und weist in threm
Aufbau der vier Untereinheiten eine hohe Diversitit und Polymorphismus im Pflanzenreich auf
(Richter, 1996). Fiir ihre Codierung ist eine von der Pflanzenart unterschiedliche Anzahl von
Genen (Gen-Familien) verantwortlich deren differenzielle Expression von zahlreichen
endogenen und exogenen Faktoren abhédngig ist. Insbesondere die Lichtqualitidt und Quantitét,
abiotische und biotische Elicitoren, Salizylsdure sowie volatile Jasmonate und Ethylen kénnen

hierbei zu ihrer differenziellen Expression fiithren (Dixon et al., 2002). Die im untersuchten
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sekunddren Helianthus Genpool gezeigte differenzielle Induktion der PAL durch den
biotischen und abiotischen Reiz konnten hierbei auf unterschiedliche Elicitoren, Rezeptoren
und / oder Singnaltransduktionsmechanismen zur PAL-Aktivierung hinweisen. Verwundungen
oder InsektenfraB induzieren hierbei hdufig einen stressbedingt verdnderten Linol- und
Linolenséurestoffwechsel der Plasmamembran. Dieser fiihrt iiber eine Lipidoxygenase (10X)
gesteuerte Lipidperoxidation (Schaller, 2001) als auch durch Aktivitétssteigerung einer
Phospholipase (Narvaez-Vasquez, et al., 1999) zur Freisetzung von Jasmonaten welche eine
direkte Genaktivierung und Expression von PAL - Isoformen bewirken kann (Seo et al., 1997;
Karban & Baldwin, 1997; Creelman & Mullet, 1997; Walling, 2000). In jiingster Zeit mehren
sich hierbei Hinweise, dass Resistenzmechanismen gegeniiber nekrotrophen Pathogenen
dhnlich einer Verwundung iiber eine Jasmonat abhéngige Signalkaskade erfolgen kdnnten und
damit Unterschiede zur rassenspezifischen Resistenz gegeniiber biotrophen Phytopathogenen
vorhanden sind. So zeigte die in ihrem Jasmonat - Stoffwechsel inhibierte Arabidopsismutante
coil eine erhohte Anfilligkeit fiir die nekrotrophen Pilze Botrytis cinera und Alternaria
brassicola bei gleichzeitiger rassenspezifischer Resistenz gegeniiber dem biotrophen Parasit
Peronospora parasitica. Die Resistenz gegeniiber den Nekrotrophen konnte dabei durch
Methyl-Jasmonat Behandlung der Pflanzen wiederhergestellt werden (zitiert in Hammond-
Kosack & Jones, 2000). Die anndhernd gleichartig induzierten PAL-Enzymaktivititen in H.
nuttallii, H. pauciflorus, H. grosseserratus und H. giganteus zum biotischen und abiotischen
Reiz konnten damit einen Hinweis geben, dass die Signalerkennung in diesen Genotypen fiir
beide Reize gleichgerichtet und die Signalperzeption iiber das Wundsignal, damit die
Pathogenerkennung Folge des destruktiven Wachstums des Pathogens im Gewebe ist.

Einen weitgehend Sclerotinia induzierbaren und sensitiven initialen Phenolstoffwechsel
zeigten die partiell stdngelresistenten Wildarten und H. tuberosus durch signifikante
Unterschiede in der absoluten PAL Aktivitidt zwischen abiotiosch und biotischem Reiz. Bei
diesen Arten scheinen durch direkte Interaktion mit Sclerotinia pathogensensitive
Mechanismen bzw. Erkennungsstrukturen vorzuliegen die zur erhohten PAL Aktivitdt im
befallenen Gewebe fithren. Hohe, durch das Pathogen induzierte Enzymaktivitdten miissen
jedoch nicht zwangslaufig zu einer erhdhten Resistenz fithren. Dieses wird am Vergleich der
Genotypen H. salicifolius und H. tuberosus ersichtlich. Beide zeigen jeweils zur Sclerotinia
Inokulation hohe absolute PAL Aktivititen, unterscheiden sich jedoch in ihrer Sclerotinia
Resistenz fundamental. Offensichtlich erfolgt die pathogensensitive Umsteuerung ihres
Phenylpropanoidstoffwechsels hochst divers und in multipler Weise an verschiedenen
Schliisselpositionen des Phenolmetabolismus, welches jedoch lediglich bei H. salicifolius zur
Resistenz beitrdgt. Hinweise darauf lassen sich in der von H. tuberosus gezeigten
Anthocyanakkumulation nach Sclerotinia Infektion erkennen. Anthocyane werden iiber die
Aktivierung der Chalcon-Synthase (CHS), dem Schliisselenzym der Flavonoidbiosynthese
induziert (Deikman & Hammer, 1995; Chalker-Scott, 1999) die &dhnlich der PAL nach
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Pathogenbefall de novo eine erhohte Aktivitdt aufweist (Wingender et al., 1989; Steimle et al.,
1994, GldaBgen et al, 1998). Ihre Induktion hat jedoch lediglich bei Pflanzen eine
resistenzvermittelnde Bedeutung, deren fungitoxisch bzw. fungistatisch wirksamen
Phytoalexine oder Phytoanticipine auf der Flavonoidstruktur beruhen wie z. B. die
Pterocarpane, Isoflavane und Isoflavanone der Leguminosen (Barz, 1997; Dixon & Steele,
1999). So wird in der Sclerotinia Resistenzziichtung der Sojabohne die
Anthocyanakkumulation nach Pilzinokulation und Oxalsdurebehandlung als friiher
phénotypischer Marker einer Resistenz erwogen und in einem Wirkungszusammenhang zum
pathogensensitiv stimulierten Flavonoidstoffwechsel gesehen (Wegulo et al., 1998). Der
pathogensensitive Phenolstoffwechsel in H. tuberosus scheint dagegen in einer fiir die
Sclerotinia - Resistenz bedeutungslosen Anthocyanakkumulation zu resultieren. Eine
koordinierte Umsteuerung des Phenolstoffwechsels nach Pathogenbefall konnte dagegen bei H.
salicifolius zur erhohten partiellen Sclerotinia Resistenz beitragen. Eine tiber 30fache
Steigerung der PAL Aktivitdt nach Sclerotinia Infektion in den H. salicifolius Sprossachsen
konnte darliber hinaus auf ein hochspezifisches Erkennungsmuster fiir den Pathogen
hinweisen. Des Weiteren zeigte diese Wildart den stirksten Zusammenhang zwischen der
resistenzbegleitenden Akkumulation der putativen Isochlorogenséure und der spezifischen
Pathogen induzierten PAL-Aktivierung. Die hohe pathogensensitive PAL Aktivierung in H.
salicifolius Sprossachsen ist hierbei vergleichbar mit jener der rassenspezifischen Resistenz in
Kulturpflanzen gegeniiber biotrophen Pathogenen. So konnten in mit Phytophtora- Zellwand —
Glucanen elicitierten Solanum tuberosum Zellkulturen eine bis zu 50fache Steigerung der PAL
— Aktivitit ermittelt werden die mit der Biosynthese von resistenzvermittelnden Hydroxyzimt-
sdurederivaten verbunden war (Fritzmeier et al., 1987; Jos & Hahlbrock, 1992; Schmidt et al.,
1998). In wie fern in der resistenten Interaktion Helianthus ssp. — Sclerotinia
Zellwandfragmente des Pilzes oder die vom Pathogen sezernierte hydrolytische Enzyme oder
gar die Oxalsédure das induzierende Signal darstellen muss in weiteren Untersuchungen erortert
werden. Bislang liegt fiir elicitoraktive Fraktionen von Sclerotinia lediglich eine Untersuchung
von Bertinetti & Ugalde (1996) vor, die in Daucus carota Zellkulturen erhéhte PAL —
Aktivititen induzierten und durch ein Mannose - reiches Glucan der Myzelzellwand
charakterisiert war. Untersuchungen zeigen fiir Helianthus annuus eine eher spezifisch durch
das Sclerotinia Myzel bedingte Induktion des dem Phenolstoffwechsel vorgelagerten
Shikimisdurestoffwechsels, obwohl auch das oxalsdurereiche Kulturfiltrat von Sclerotinia
alleine induzierend wirkte (Tahmasebi-Enferadi et al., 2000).

Einen bedeutenden Beitrag zur schnellen und effektiven Induktion pathogensensitiver
Stoffwechselverdnderungen stellen konstitutive als auch induzierte hydrolytisch aktive PR -
Proteine der Wirtspflanze dar. Die von Ellers (2002) bereits fiir die H. maximiliani Akzession
M in fiinf divergenten Isoformen beschrieben Chitinasen sowie die konstitutive B-1,3-

Glucanaseaktivitit in deren Sprossachsen konnten einen wesentlichen Beitrag zur friihen
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Pathogenerkennung leisten. Die direkte hydrolytische Aktivitit von B-1,3-Glucanasen und
Chitinasen gegeniiber pertotrophen Phytopathogenen wie Sclerotinia ssp., Alternaria ssp. und
Botrytis cinera ist dabei gering (Broeckhaert et al., 1988; Verburg & Huynh, 1991), ihre
resistenzvermittelnde Bedeutung scheint vielmehr in einer hochspezifischen Freisetzung von
Glucan - Elicitoren der pilzlichen Zellwand zu liegen (Kurosaki et al., 1987). Konstitutive als
auch pathogeninduziert exprimierte Glucanasen und Chitinasen kénnten damit als synergistisch
wirksame Abwehrstrategien ebenfalls in Helianthus erwogen werden. In wie weit konstitutive
als auch die induzierte Expression von PR — Proteinen in den weiteren perennierenden
Wildarten vorliegen ist bislang nicht evaluiert worden und misste Gegenstand
weiterergehender Untersuchungen sein.

Hinsichtlich der durch den Pathogenbefall induzierten Peroxidase zeigten die partiell
stangelresistenten Wildarten eine signifikant erhdhte Enzymaktivitéit. Hierbei wurde in diesen
Wildarten die covalent an die Zellwand gebundene POX — Fraktion um durchschnittlich 73%
und die ionisch gebundene POX Fraktion um 64% gegeniiber der nicht infizierten Kontrolle
signifikant erhoht. Intermedidr resistente als auch suszeptible Wildarten erfuhren lediglich eine
nicht signifikante Aktivitdtserhohung um 12% der ionischen Fraktion bzw. um 7 % in der
covalent an die Zellwandmatrix gebundenen POX — Fraktion. Die leicht extrahierbare, im
Zellaufschluss durch ionenschwachen Na-Phosphatpuffer 16sliche POX — Fraktion erfuhr in
keiner Wildartsprossachse nach Inokulation eine signifikante Aktivitidtserhohung. Das nach
Ranieri et al. (2000a) fiir Helianthus annuus entwickelte Isolationsprotokoll beinhaltet dabei in
seiner leicht 16slichen POX — Fraktion sowohl symplastische als auch apoplastische POX —
Isoformen mit unterschiedlichen Substratspezifititen. Sie besteht dabei sowohl aus
Ascorbatperoxidasen (APX), Glutathionperoxidasen (GPX) als auch aus so genannten
unspezifischen Peroxidasen in unterschiedlichen Anteilen. Thre Funktion wird im Wesentlichen
in der oxidoreduktiven Detoxifizierung (scavening) radikalischer Sauerstoffspezies ("OH, ‘05,
und / oder hieraus spontan gebildeter Peroxide (H>O,; R,O;) unter Oxidation der jeweiligen
Elektronendonatoren erwogen (Asada 1997; Takahama & Oniki, 1997; Takahama et al., 1999;
Ranieri et al., 2000b). Hierbei wird insbesondere in der Reduktion dieser antioxidativen
Enzymaktivitdit wihrend sehr frither Phasen der Interaktion mit biotrophen Pilzen eine
Bedeutung zur Resistenz gesehen und soll zur effektiven Reizweiterleitung des iiber den
oxidativen Burst vermittelten hypersensitiven, programmierten Zelltod erfolgen (Grant &
Loake, 2000; Mittler et al., 1999; Vranova et al., 2002). Die im Apoplasten 16sliche
Peroxidaseisoformen weisen meist eine geringe Spezifitit fiir Elektronendonoren auf und
setzen diese bei Anwesenheit von H,O, spontan um. Haufig wird dabei die unspezifische
Polymerisierung der wihrend der Resistenzreaktion synthetisierten phenolischen Inhaltsstoffen
beobachtet die auch penetrierende Pilzhyphen erfassen kann. Hierdurch wird eine gestorte
Nahrstoffaneignung des Thallus bedingt, die zur Resistenz beitriagt (Agrios, 1997). Tendenziell

zeigten zwar alle untersuchten Genotypen nach Sclerotinia Infektion eine Erhéhung der
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leichtléslichen POX — Fraktion, ihre resistenzvermittelnde Bedeutung zur Sclerotinia —
Stidngelresistenz der Wildarten scheint aber von marginaler Bedeutung zu sein. Neben der
ebenfalls detoxifizierenden Funktion aktivierter Sauerstoffspezies wird den ionisch und
covalent Zellwandgebundenen POX — Fraktionen im Wesentlichen eine spezifische Funktion
zur Lignifizierung der Zellwand zugeschrieben (Penel et al., 1999). Ihre Expressionsmuster in
Zucchinisdmlingen zeigen hierbei ihre Beteiligung an der Polymerisierung phenolischer
Komponenten zu Lignin und / oder Suberin der sekundédren Zellwand auf (Carpin et al., 1999).
Ihre Expressionsmuster in adulten Zucchini und Tabakpflanzen weisen dariiber hinaus
zusitzlich auf deren teils starke Assoziation zum vasculdren, parenchymatischen Gewebe hin
(Carpin et al., 1999; Klotz et al., 1998).

Die in den partiell Resistenten Wildarten pathogeninduziert erhohten POX — Aktivititen
zeigten dabei eine starke Koinzidenz mit einer zweiten, histologischen Akkumulation
autofluoreszenter phenolischer Inhaltsstoffe in deren Xylemparenchym. Die unter blauem
Licht angeregte orange Fluoreszenz des Xylemparenchyms sowie angrenzender Zellen wies
hierbei auf die Anwesenheit von Ligninvorstufen (Protolignine) hin (siche Abbildung 20 e und
f). Die resistenzbegleitende Erhohung der POX — Aktivititen der Wildarten H. maximiliani AC
M und AC 7 sowie von H. salicifolius konnten damit im Xylemparenchym dieser Wildarten
lokalisiert sein und fiir deren verstirkten Autofluoreszensignale verantwortlich sein. Eine
weitere, pathogensensitive Ligninakkumulation im Xylemparenchym der Sprossachsen partiell
resistenter Wildarten konnte damit eine weitere physikochemische Barriere fiir Sclerotinia zur
vollstindigen Mazeration der Sprossachse darstellen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen
zusitzlich starke Ahnlichkeiten zur wundinduzierten Expression zellwandgebundener
Peroxidasen in Reis, Tabak und Arabidopsis (Nishiuchi et al., 1999, Ito et al., 2000; Sasaki et
al., 2002). In ihren Expressionsstudien zur Wundinduzierbarkeit einer anionisch,
zellwandgebundenen Peroxidase konnten z.B. Sasaki et al. (2002) in transgenen Tabaklinien
deren ausgesprochen hohes Expressionsmuster im Xylemparenchym von Stingeln und
Petiolen ermitteln. Zusétzlich konnten sie mit den fiir Wundsignale charakteristischen
Induktoren wie Jasmonaten und Ethylen eine de novo Proteinsynthese der Peroxidase im
Gefidllsystem induzieren. In wie fern in den partiell resistenten Wildarten pathogenspezifische
Signale (Elicitoren) oder Wundsignale die Akkumulation von phenolischen Inhaltsstoffen im
Xylemparenchym bedingen muss in weitergehenden Untersuchungen ermittelt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse der induzierten histologischen und biochemischen
Verdnderungen in Folge eines Sclerotinia Befalls weisen jedoch erhebliche Unterschiede der
einzelnen Wildarten auf einen Befall hin und sind bislang fiir die Interaktion Sclerotinia —
Helianthus in dieser Diversitdt nicht beschrieben worden. Die hochstwahrscheinlich auf der
genotypisch  unterschiedlichen = Akkumulation  pathogensensitiver —und /  oder

verwundungssensitiver Erkennungsmechanismen beruhenden induzierten Resistenzen lassen
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die Beteiligung diverser Resistenzgene oder Cluster zu, die zur Amelioration der Sclerotinia -

Empfindlichkeit der annuellen Kultursonnenblume einen erheblichen Beitrag leisten konnten.

4.7  Wirkungszusammenhiinge priformierter Blattphenolfingerprints zur Sclerotinia
Resistenz

Die unterschiedlichen Resistenzniveaus von Bléttern und Sprossachsen gegeniiber einem
Sclerotinia Befall ist durch unabhingige und organspezifisch divergente morphologische und
physiologische Faktoren der beiden Pflanzenorgane bedingt. Die fiir die Stdngelresistenz
postulierte resistenzvermittelnde Beteiligung von Isochlorogensdure konnte dabei fiir die
Blattresistenz weder in Populationen kultivierter annueller noch perennierende Helianthus
Arten ermittelt werden (Tourvieille et al., 1997).

Untersuchungen zum Wirkungszusammenhang zwischen pflanzlichen Inhaltsstoffen und deren
Resistenzbeteiligung bedingen dabei zunédchst das Vorliegen von addquaten Resistenzen in den
untersuchten Populationen. Feldresistenzuntersuchungen von Castafio et al. (1992) an
Helianthus annuus - cms-Inzuchtlinien und Restorern sowie deren F;-Nachkommen zeigten
dabei sowohl fiir Sclerotinia induzierte Blattldsionen als auch fiir die Myzelwachstumsraten
signifikante genotypische Unterschiede. Von den genannten Autoren wird sowohl die
Blattlasionslidnge als auch die Myzelausbreitung im Blattgewebe als zuverlédssiges und robustes
Merkmal zur Selektion auf Sclerotinia-Blattresistenzen erachtet. Auch in der hier vorliegenden
Arbeit konnten in den Blatttestverfahren iiber zwei Umwelten (Feldtest, DTL) innerhalb der
perennierenden Helianthus - Populationen gleichgerichtete und hochsignifikante genotypische
Unterschiede hinsichtlich der Lésionslinge und der Wachstumsgeschwindigkeit des
Sclerotinia-Myzels ermittelt werden. In den parallel durchgefiihrten biochemischen
Untersuchungen konnten Castafio et al. (1992) dagegen keinen Zusammenhang zwischen der
Blattresistenz und der postinfektionellen Phenolakkumulation detektieren. Die Resistenz der
Blétter war dagegen positiv mit dem Phenolgehalt vor Infektion korreliert. Gleiche Ergebnisse
berichten auch Hemery-Tardin et al. (1998) fiir fiinf in ihrer Blattresistenz signifikant
unterscheidbaren F; — Hybriden. Obwohl Unterschiede in einzelnen Komponenten der
chromatographischen Phenolfingerprints zwischen anfélligen und resistenten Genotypen nach
Sclerotinia Befall vorhanden waren, korrelierte die Blattresistenz enger mit den Phenolmustern
vor Infektion. Um die Beteiligung praformierter Blattphenole des sekundédren Helianthus
Genpools am  Resistenzniveau genauer zu untersuchen, wurde zundchst ein
chromatographisches System auf Grundlage der HPLC entwickelt.

Die flir annuelle Populationen und Sorten bereits ermittelten Zusammenhinge zwischen
praformierten Phenolen und den Blattresistenzniveaus konnte dabei im untersuchten
perennierenden Genpool bestétigt werden. Hierbei zeigte sich in der Wirkungsbezogenen
hierarischen Clusteranalyse sowie Hauptkomponentenanalyse, dass Wirkungszusammenhénge

zwischen den phenolischen Inhaltsstoffen und der Myzelausbreitung im Blatt quantitativer



Diskussion 133

Natur sind. Durch Absenz bzw. Prisenz einzelner phenolischer Substanzen zwischen den
einzelnen Wildarten liel sich damit nicht deren signifikant divergierendes Resistenzniveau
erkldaren. Dagegen zeigte die multifaktorielle Hauptkomponentenanalyse starke quantitative
Wirkungszusammenhinge zwischen einzelnen Komponenten im Phenolmuster und dem
Sclerotinia Myzelverhalten im Mesophyll. Insgesamt konnte durch das vorliegende
quantitative Modell der Hauptkomponentenanalyse tiiber 80% der Variabilitit der
Lisionsldangen (4d p.i.) des untersuchten sekunddren Genpools erklért werden. Dabei zeigten
sich in der Regel fiir die wesentlichen Komponenten der interspezifischen Phenolmuster
geringe Schwankungen innerhalb des Versuchszeitraums. Starke Schwankungen im Gehalt
zwischen den einzelnen Probennahmezeitpunkten bestanden jedoch in den Gehalten an
Chlorogensdure und Kaffeesdure. Dieses ldsst sich in der Hauptsache durch deren starke
Beteiligung als  Ausgangssubstrat  flir ~ zahlreiche  Biosynthesen innerhalb  des
Phenolstoffwechsels erkldaren. Inbesondere Chlorogensdure und Kaffeesdure sind dabei in der
Gattung Helianthus als Hauptspeicherphenole bekannt (Prats-Pérez et al., 2000b) die je nach
physiologischem Bedarf stark mobilisiert oder akkumuliert werden koénnen und durch
Schwankungen der Umweltfaktoren in ihren absoluten Gehalten stark variieren (Koeppe et al.,
1967).

Anndhernd gleiche Faktorladungen zur Boniturnote und damit eine hohe potentiell
antagonistische Wechselwirkung zur Lidsionsextension zeigten in der Hauptkomponenten-
analyse phenolische Inhaltsstoffe die das charakteristische Absorptionsverhalten von
Flavonolen bzw. deren Glykosiden aufwiesen. Auch in den einzelnen Korrelationen konnte
dieser Zusammenhang 1m Wesentlichen durch die signifikanten und hdochsten
Korrelationskoeffizienten von 0,84 — 0, 89 fiir die Komponenten FI 15; Fl 16 und Lp 4
bestitigt werden. Untersuchte Wildarten, die im Mesophyll bezogen auf Trocken- und
Frischgewicht hohere Gehalte an diesen Inhaltsstoffen aufwiesen, zeigten tendenziell geringere
Sclerotinia - Myzelausbreitung im Blatt. Sowohl der Gesamtphenolgehalt als auch der
Chlorogensduregehalt scheint dagegen in den Blittern eine geringere Bedeutung zur
Blattresistenz zu besitzen. Die ausgesprochen quantitative Natur im Wirkungszusammenhang
zwischen den préaformierten phenolischen Substanzen und der Sclerotinia Myzelausbreitung
lasst dagegen keinen qualitativen Zusammenhang zwischen singuldren Phenolkomponenten
und dem Resistenzniveau der Blétter erkennen. Vielmehr scheint hier die Kombination
distinkter phenolischer Inhaltsstoffe im Mesophyll deren komplexeren Zusammenhang zur
Blattresistenz zu erkldren. Insbesondere die gleichgerichteten Faktorladungen von
Inhaltsstoffen mit flavonoiden Absorptionseigenschaften konnten auf synergistische
biologische Aktivitdten im Mesophyll gegeniiber Sclerotinia bezogen sein.

Ebenso wie Isochlorogensidure weisen Flavonoide und insbesondere Flavonole strukturabhin-
gig starke antioxidative und die Lipoxygenase inhibierende Eigenschaften auf (Sichel et al.,
1991; Elstner et al., 1994; Dixon & Steele, 1999; Narayana et al., 2001). Hohere Gehalte an
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diesen effizienten Radikal - Scavengern konnten dabei einen Beitrag zur partiellen Resistenz
der Blatter gegeniiber Sclerotinia Infektion leisten wie bereits von Elad (1992) mit natiirlichen
und kiinstlichen Antioxidantien am System Sclerotinia - Lactuca sativa gezeigt werden konnte.
Insbesondere in der antioxidativen Kapazitit des infizierten Gewebes wird eine wesentliche
Bedeutung zur Pridisposition und Empfindlichkeit der Pflanze fiir die nekrotrophen Parasiten
Botytis cinera und Sclerotinia sclerotiorum gesehen (Elad, 1997).

Epidermale und subepidermale Flavonoide wurden auch von Andary et. al. (1996) fiir die
Sclerotinia - Blattresistenz in einer H. resinosus Akzession in Erwdgung gezogen und konnten
in ithren Untersuchungen jedoch nicht in H. annuus Blattern nachgewiesen werden. Zusitzlich
stellen Hemery-Tardin et al. (1998) im H. annuus Material ein in der Flavonoidfraktion relativ
armes Blattphenolprofil fest. In ihren Untersuchungen zum Wirkungszusammenhang von pré-
und postinfektionellen Blattphenolfingerprints zur Sclerotinia — Blattresistenz konnten sie

lediglich einem putativen Zimtsdureester eine geringe Bedeutung zur Resistenz beimessen.
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5. Zusammenfassung

Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary ist weltweit einer der bedeutendsten Pathogene der
Sonnenblume (Helianthus annuus L.) und bedingt durch Wurzel, Stingel und Korbfdule hohe
wirtschaftliche Verluste in der Produktion dieser Olpflanze. In der vorliegenden Arbeit wurden
erstmals eingehende mehrjdhrige Untersuchungen zur Feld-Resistenz der in der Ziichtung der
Sonnenblume bislang nicht beriicksichtigten perennierender Helianthus — Wildarten gegeniiber
dem Krankheitskomplex der Sclerotinia - Stangelfdule durchgefiihrt.

Hierbei wurden 21 perennierende Wildarten mit Hilfe von artifiziellen Myzelinokulationen
hinsichtlich ihrer Stingel- und Blattresistenz im Freiland als auch mittels eines Detached —
Leaf Tests unter kontrollierten Umweltbedingungen untersucht. Als robustes phénotypisches
Resistenzmerkmal konnten in beiden Pflanzenorganen die Liasionsldngen vier Tage nach
Sclerotinia sclerotiorum Inokulation erschlossen und zu den Resistenztests herangezogen
werden. Dabei konnten in zwei Populationsakzessionen von H. maximiliani sowie in H.
salicifolius anndhernd umweltstabile Stingelresistenzen ermittelt werden. In H. divaricatus
sowie einer H. maximiliani Akzession konnten erhohte Blattresistenzen gegeniiber Sclerotinia
sclerotiorum aufgedeckt werden. In der H. maximiliani Akzession 7 konnte eine
Populationsakzession mit hohen umweltkonstanten Resistenzen in beiden Pflanzenorganen
ermittelt werden. Eine natiirliche Anfalligkeit fiir die Sclerotinia Ascosporeninfektion konnte
lediglich fiir H. tuberosus nachgewiesen werden.

In den weitergehenden histologischen Untersuchungen zur Resistenz der Stingel konnte als
wesentlicher praformierter Resistenzfaktor das Lignifizierungsmuster in den Sprossachsen der
Wildarten ermittelt werden. Zusétzlich konnte eine verstirkte Cuticula in H. salicifolius als
Resistenzfaktor detektiert werden die sich fiir eine signifikant verzogerte Inkubationszeit in
dieser Wildart verantwortlich zeichnete.

Zur pathogeninduzierten Resistenz wurde in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen die
resistenzbegleitende ~ Akkumulation  phenolischer  Inhaltsstoffe  detektiert,  welche
chromatographisch als Hydroxyzimtsdureester (Di-Caffeoylester) nachgewiesen werden
konnte.

Untersuchungen zum Sclerotinia induzierten initialen Phenolstoffwechsel iiber die
Aktivititsbestimmung der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) zeigte {iber das untersuchte
Wildartspektrum eine stark vom Genotypen abhingige Induzierbarkeit. Zusammenhinge
zwischen der induzierten PAL - Enzymaktivitdit und dem Resistenzniveau der Wildarten
konnten dabei nicht ermittelt werden. Sowohl die Stidngelresistenten Arten H. maximiliani AC
7, ACM und H. salicifolius als auch die in der Stingelreaktion suszeptible Wildart H.
tuberosus wiesen eine signifikant erhohte PAL — Aktivitdt nach Pathogenbefall auf. Eine stark
erhohte und pathogensensitive 30fache Steigerung der PAL — Aktivitit im Vergleich zur

gesunden Kontrolle konnte jedoch in H. salicifolius ermittelt werden. Starke Zusammenhénge
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zur Phenolakkumulation nach Pathogenbefall lieBen bei dieser Wildart auf eine direkte
resistenzvermittelnde Bedeutung der PAL - Enzymaktivierung schlieen.

Resistenzbegleitend konnte in den partiell stingelresistenten Wildarten eine erhohte
Enzymaktivitit zellwandgebundener Peroxidasen ermittelt werden deren Bedeutung als
potentielle Markerenzyme der partiellen Sclerotinia Stingelresistenz damit innerhalb des
sekundéren Helianthus Genpools médglich erscheint.

Zur Untersuchung des wirkungsbezogenen Zusammenhangs zwischen préaformierten
Blattphenolen der perennierenden Helianthus Wildarten und deren Bedeutung zur Sclerotinia -
Blattresistenz wurde zunichst ein chromatographisches Verfahren zur Detektion kompletter
Blattphenolfingerprints in Helianthus entwickelt. In der anschlieBenden multivariaten Analyse
konnte ein starker quantitativer Zusammenhang zwischen potentiell flavonoiden Inhaltsstoffen

und der Sclerotinia Myzelausbreitung im Mesophyll erkannt werden.
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