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Einleitung 1

1 Einleitung

Apfelschorf, verursacht durch den Pilz Venturia inaequalis Cke. (Wint), ist die bedeutsamste
Krankheit des Apfels (Malus x domestica Borkh.) weltweit (MACHARDY 1996). Auch wenn
der Befall fiir die Pflanze selbst nicht lebensbedrohlich ist, wie beim Wirt/Pathogen-System
Malus/Venturia inaequalis, ist doch fiir den Anbauer der Befall nur bis zu einer 6konomi-
schen Schadschwelle vertretbar. Diese ist aufgrund der Nichtvermarktungsfdhigkeit von
schorfbefallen Apfeln bei V. inaequalis sehr niedrig anzusetzen. Alle wirtschaftlich relevanten
Sorten von Malus x domestica sind schorfanfillig. Es wird zwar versucht, bereits bekannte
Resistenzgene in wirtschaftlich bedeutende Sorten einzukreuzen, doch ist damit zu rechnen,
dass auch diese Resistenzen durch Anpassung des Pilzes, der jéhrlich eine sexuelle Rekombi-
nation durchlduft, iiberwunden werden kénnen (FISCHER UND FISCHER 2002). Die Resistenz
durch V; aus dem Wildapfel Malus floribunda Klon 821 ist derzeit die am weitesten verbrei-
tete. Diese wurde jedoch bereits von V. inaequalis iiberwunden (PARISI ET AL. 1993, MA-
CHARDY 1996, FISCHER ET AL. 1998). Daher bleibt der Einsatz von chemischen Pflanzen-

schutzmitteln neben Kulturmafinahmen zur Bekdmpfung von Apfelschorf unersetzlich.

In Deutschland miissen bis zu 20 Spritzungen pro Saison gegen den Apfelschorferreger erfol-
gen (SCHNABEL UND PARISI 1997). Die eingesetzten Fungizide haben protektive oder kurative
Wirkung. Es sind keine Resistenzen gegen die protektiven Fungizide wie Kupfer, Schwefel
oder Carbamate bekannt, was auf deren vielseitigen Wirkmechanismen beruht. Der Nachteil
dieser PSM ist die geringere Effizienz, fehlende Persistenz und fehlende systemische Wir-
kung. Die gegen V. inaequalis eingesetzten kurativen Fungizide fiihrten in der Vergangenheit

zu Resistenzproblemen (SCHNABEL UND PARISI 1997).

Als Beispiel dient die Resistenzentwicklung von V. inaequalis gegen das Benzimidazol Be-
nomyl, einen Mitosehemmer, dessen Wirkung auf der Bindung an Tubulin beruht. Benomyl
wurde in den 1970ern eingefiihrt und hat zunéchst exzellente Kontrollen geboten, fiihrte aber
im dritten Jahr der intensiven Ausbringung in Michigan zum Versagen der Kontrollwirkung.
Genetische Untersuchungen zeigten, dass die Resistenz durch ein einziges Gen in V. inaequa-
lis (Punktmutation) hervorgerufen wurde (KOLLER ET AL. 1982, KOENRAADT ET AL. 1992). Es
handelte sich dabei um die Mutation eines einzigen Basenpaars des B-Tubulin-Gens (KOEN-

RAADT ET AL. 1992).

Die DMI’s (Sterolbiosynthesehemmer) zu denen die Pyridine, Pyrimidine, Triazole und Imi-
dazole gehdren, haben nur einen Wirkort Sie hemmen die C-14 Demethylierung des 24- Me-

thylendihydrolonosterol wéhrend der pilzlichen Sterolbiosynthese, und koénnen daher durch
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Anpassung des Pilzes zu Resistenzen flihren (SIEBELS UND MENDGEN 1994, KUNZ ET AL.
1997, OLAYA UND KOLLER 1999, SCHNABEL UND JONES 2001). Die Resistenz zu den DMI’s
ist unter multigener Kontrolle und erhoht sich graduell durch die additive Wirkung der ver-
schiedenen Resistenzgene. Daher nimmt die Anfdlligkeit von V. inaequalis gegen DMI’s ste-
tig ab (KUNZ ET AL. 1997).

Kresoxim-Methyl und Trifloxistrobin, die zur Klasse der Strobiluriune gehoren, funktionieren
als Atmungshemmer durch Bindung an das Q,-Zentrum (Ubiquinonoxidationszentrum) des
mitochondrialen Cytochrom b (KUNG FARBER ET AL. 2002). Auch wenn zunéchst in Laborver-
suchen die Resistenzentwicklung von V. inaequalis gegen die Strobilurine noch nicht zu er-
kennen war (KUNZ ET AL. 1998), konnte anhand jiingerer Versuche gezeigt werden, dass sich
auch gegen die Strobilurine Resistenzen entwickeln konnten (KUNG FARBER ET AL. 2002).
Dies ist auch ein grofles Problem im Alten Land, Nordeuropas groBtem, zusammenhingen-
dem Apfelanbaugebiet. Hier traten nach hiufiger Anwendung des Mittels Discus® mit dem

Wirkstoff Kresoxim-Methyl ab 1997 Resistenzen gehéuft auf.

Im biologischen Anbau sind keine kurativen Mittel mit systemischer Wirkung zugelassen,
was die Anbauer auf Kontaktfungizide beschréankt, die auch im integrierten und konventionel-
len Anbau noch Verwendung finden. Elementarer Schwefel ist das &lteste Fungizid, er wurde
schon 1000 v. C. von Homer erwdhnt (WILLIAMS UND COOPER 2004). Daneben wird im Ap-
felanbau Kupfer eingesetzt (PALMER ET AL. 2003). Der Einsatz von Kupferpréparaten fiihrt
allerdings zur Akkumulation von Kupfers im Boden. Aufgrund der toxischen Auswirkung des
Kupfers auf Mikroorganismen und Regenwiirmern ist dies sehr problematisch (RAW 1962,

KULA 1999, GOLBA 2002 als Zusammenfassung zur Situation im Alten Land).

Ein weiterer Ansatz ist die biologische Schorfbekdmpfung mit Hilfe von Antagonisten, die
direkt oder indirekt hemmend auf V. inaequalis wirken (BURR ET AL. 1996, PHILION ET AL.
1997, OUIMET ET AL. 1997, Fiss 2001). Die direkte Bekdmpfung des parasitischen Stadiums
ist im Gegensatz zur Bekdmpfung des saprophytischen Stadiums im Falllaub noch nicht sehr
Erfolg versprechend (Fiss 2001, CARISSE UND DEWDNEY 2002). Die Bekdmpfung des Pilzes
mit Antagonisten ist kommerziell nur sinnvoll umzusetzen, wenn die Effizienz mit einer 6ko-
nomisch reellen Dosis erreicht wiirde und ein Priparat davon ebenso einfach auszubringen
wire wie konventionelle Fungizide. Im Falle von Athelia bombacina, eines Basidiomyceten,
der in verschiedenen Versuchen eine sehr gute Hemmung des Myzelwachstums und der
Pseudothecienentwicklung von V. inaequalis erreichte, treten unter diesen Voraussetzung

gravierende Probleme auf. Zur effizienten Reduktion der Pseudothecien ist eine bedeutende
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Inokulmmenge nétig doch die industrielle mengenméfige Produktion von Basidiomyzeten ist
sehr kostspielig (HEYE UND ANDREWS 1983, CARISSE UND DEWDNEY 2002). Da den natiirli-
chen Antagonisten von V. inaequalis bei der Anwendung bislang noch Grenzen gesetzt sind,

muss auch im biologischen Anbau weiterhin auf die chemische Bekdmpfung gesetzt werden.

In dieser Arbeit sollte ein neues in vitro-System zur Testung von potentiellen schorfhemmen-
den Wirkstoffen auf die Keimung, Appressorienbildung und Penetration von Konidien von V.
inaequalis entwickelt werden. Es sollte dazu dienen, den Erfolg von Behandlungen vor dem

Freilandeinsatz abzuschitzen.

1.1 Venturia inaequalis

1.1.1 Die Biologie des Erregers

V. inaequalis Pilz wechselt in seinem Lebenszyklus zwischen der parasitischen und saprophy-
tischen Lebensweise. Es handelt sich um einen heterothallischen, haploiden Ascomyceten, der
sich sexuell und asexuell vermehrt. V. inaequalis ist hermaproditisch und selbststeril und be-
sitzt zwei Kompatibilitdtsgruppen. Diese beiden Typen werden als Plus (+) und Minus (-)
bezeichnet (BOONE 1971, TENZER UND GESSLER 1997). Nach Blattfall im Herbst in einer kur-
zen saprophythischen Phase und anschlieBendem vegetativen Wachstum bildet V. inaequalis
seinen Fruchtkorper, das Pseudothecium aus. Der Erreger tiberwintert im Falllaub. Abbildung
1 zeigt den Zyklus von V. inaequalis. Die Pseudothecien setzen im Friihjahr bei Niederschla-
gen Ascosporen frei, welche fiir die Primérinfektionen von Blatt- und Bliitenknospen, die von
Ende Mirz bis Mitte Mai stattfinden, verantwortlich sind. Die Freisetzung der Ascosporen
wird durch Licht stimuliert, so dass sie tagsiiber am groBten ist. Die Sporen gelangen dabei
vom Falllaub durch Regentropfen und Wind auf Blatt- und Bliitenknospen (MACHARDY
1996). Tropfbares Wasser auf der zu infizierenden Blattfliche ist die wichtigste Vorausset-
zung fiir das Auskeimen von Ascosporen und Konidien, wiahrend die weitere Entwicklung des
Pilzes hauptsidchlich von der Temperatur abhingt. (AYLOR UND SANOGO 1997). Konidien bil-
den unter gleichen Voraussetzungen schneller Keimhyphen und Appressorien als Ascosporen
(TURNER ET AL. 1986). Das Hyphenwachstum zwischen Cuticula und Epidermiszellen resul-
tiert in der Ausbildung eines Stromas und fiihrt schlielich zur Entstehung von Konidientri-

gern und Konidien, die die Cuticula durchbrechen. (WINTER ET AL. 1992, MACHARDY 1996).
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Abbildung 1. Der Zyklus von Venturia inaequalis auf seinem Wirt Malus.
1 = Anfangsstadium (Primérbefall), 2 = Befall an Blatt und Frucht (Sekundérbefall), 3 = starker Befall,
4 = Konidien, die von subcuticularem Myzel gebildet werden, 5 = Ins Blattinnere wachsendes Myzel

nach Blattfall, 6 = Uberwintertes abgestorbenes Blatt mit Perithecien, 7 = Reifes Perithecium mit Asci,

8 = Asci mit Ascosporen, 9 = Schwirmende Ascosporen, die Primérinfektionen ausldsen. Nach PAUL

(1981).

Abbildung 2: Befallsbild des Apfelschorfs an Blittern und Frucht
Auf dem Blatt sind alte Lisionen zu erkennen. Der Konidienbelag auf der Oberfliche wurde bereits
durch Regen abgewaschen. Die Frucht ist sehr stark befallen, durch die Schorflasionen kam es zu Ver-

korkungen und Aufreiflen der Schale.

Venturia inaequalis kann nur Arten von Malus erfolgreich befallen. Die Bldtter und Friichte

unterliegen der ontogenen Resistenz. Diese bewirkt, dass éltere Bldtter und Friichte nicht
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mehr befallen werden (KEITT UND JONES 1926, GESSLER UND STUMM 1984, MACHARDY 1986
zur Zusammenfassung). Die Natur dieser Resistenz ist noch nicht vollstindig aufgeklart, die
morphologischen Prozesse dhneln denen der Vi~ Resistenz (VALSANGIACOMO UND GESSLER
1988). Es gibt neuere Untersuchungen, die zeigen, dass sehr alte Blatter die ontogene Resis-
tenz wieder verlieren bzw. eine sehr lange Latenzphase haben (KOLLAR 1996, L1 UND XU
2002). Neue Infektionen auf gelagerten Friichten sind unwahrscheinlich. Die Triebe und

Knospenschuppen sind anfillig, bis Borke gebildet wird.

Die Symptome einer Schorfinfektion erscheinen auf Bléttern, Friichten, Kelchblattern, (Blii-
tenbléttern), jungen Trieben und Knospenschuppen. Der Befall tritt bei Bléttern auf beiden
Seiten auf (MACHARDY 1996). Auf der Blattoberseite zeigen sich demgegeniiber sehr scharf
definierte, anndhernd kreisférmige, olivgriine, samtartige Flecken mit diffusem Rand, die ei-
nen Durchmesser bis zu etwa einem cm erreichen (Abb. 2). Auf der Blattunterseite zeigt sich
der Befall als diffuse Lésionen entlang der Mittelrippe mit unregelméfBigen, wenig abgegrenz-
ten Réndern. Mit der Zeit trocknet das Befallszentrum aus oder es vernarbt. Stark befallene
Blitter werden haufig vorzeitig abgeworfen. Junge Friichte sind am anfdlligsten, und Infekti-
onen auf jungen Apfeln fiihren zu den groBten Lisionen. Im Bereich einer Lision platzt die
Fruchtschale auf und die Apfel verkorken, um den Wasserverlust zu verhindern (Abb. 2). Das
Korkgewebe kann dem Wachstum der Friichte nicht folgen, so dass diese deformieren und
schlieBlich aufreifen konnen (WINTER ET AL. 1992, MACHARDY 1996, SCHWABE ET AL.
1984). Die Lésionen entwickeln sich langsamer, wenn der Befall spit auftritt und kénnen sich
auch erst im Verlauf der Lagerung zeigen (Lagerschorf) (PAUL 1981, MOOSHERR UND KEN-
NEL 1995, MACHARDY 1996).

Der Hauptverlust fiir den Obstbauer entsteht durch reduzierte Qualitét infizierter Friichte, aber
der Befall beeintriachtigt den gesamten Baum und die Ernte. Starke Infektionen konnen den
Fruchtansatz verhindern. Infektionen wéhrend der Bliite oder kurz danach konnen zum
Fruchtabwurf fiihren. Befallene Friichte im Lager bieten Eintrittspforten fiir Faulniserreger.
Ein starker Blattbefall fithrt zur Entlaubung und somit einer Schwichung des gesamten
Wuchses, wodurch der Bliiten-, Knospen- und Fruchtansatz fiir die folgende Vegetationsperi-

ode eingeschrankt wird (MACHARDY 1996, KOLLAR 1997).
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1.1.3 In vitro-Testsysteme fiir das Pathosystem Malus/V. inaequalis

Die meisten in vitro-Systeme fiir die Wirksamkeit von fungiziden Wirkstoffen beruhen derzeit
auf Agartests. Dabei wird meist das Myzelwachstum und die Keimung der Konidien bonitiert
(STEINFELD ET AL. 2001, KUNG-FARBER ET AL. 2002). Ein wesentlicher Nachteil dieser Tests
beruht auf der fehlenden Appressorienbildung auf Agar. Dies wurde auch an anderen appres-
sorienbildenden Pathogenen wie Magnaporthe grisea und Colletotrichum graminicola, beo-

bachtet (XIAO ET AL. 1994, HOWARD 1997, CHAKY ET AL. 2001).

Die Aussagefdhigkeit von Agartests beziiglich der Einfliisse auf Appressorien und Infektions-
strukturen von V. inaequalis sind daher beschrankt. Jedoch sind dies die wesentlichen Targets
bei der Apfelschorfbekdmpfung. Eine erfolgreiche Infektion setzt die Appressorienbildung
und Penetration voraus. Fiir weitergehende Aussagen eines Systems, d.h. {iber die Appresso-
rienbildung und Penetration, muss die Pathogenentwicklung so nah wie moglich am natiirli-
chen System bleiben. Fiir solche Untersuchungen bietet sich ein auf natiirlichen Wirtsoberfla-

chen basierendes System an.

Kompatibilitdts- und Resistenzuntersuchungen von V. inaequalis und seinem Wirt Malus
wurden an verschiedenen in vitro-Testsysteme unternommen. Diese sind in der Abb. 3 zu-
sammengefasst. NICHOLSON ET AL. (1972) begannen mit den Untersuchungen an etiolierten
Apfelsdmlingen. Der Vorteil dieser Methode lag an der durch fehlende Pigmenten im Spross
vereinfachten Mikroskopie. Nachteilig war die abweichende Morphologie der Cuticula von
etiolierten Sprossen und intakten Bléttern. Apfelkallussysteme und Sprossspitzenkulturen
produzierten Artefakte wie superfiziell wachsendes Myzel und abnorm lange Keimschléduche
(BEECH UND GESSLER 1986, YEPES UND ALDWINCKLE 1993). Die Ergebnisse, die an ganzen
Blittern und Blattscheiben zur differentiellen Resistenz gegeniiber Rassen von V. inaequalis
gewonnen wurden, stimmten mit denen von intakten Pflanzen iiberein (BENAOUF UND PARISI

1998).
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In vitro-Systeme fiir
Malus domestica/V.
1

[ In vitro-Kulturen ]

Abbildung 3: Bestehende Testsysteme fiir V. inaequalis.

Bei griin unterlegten Feldern konnten bei Kompatibilititsuntersuchungen die gleichen Beobachtungen
wie an intakten Bléttern gemacht werden. Die rétlich unterlegen Felder bezeichnen Methoden, bei de-
nen das System unterschiedliche Ergebnisse zu intakten Bléttern geliefert hat.
Auf kiinstlichen Oberfldchen beschriankten sich Untersuchungen phytopathogener Pilze meist
auf morphologische Analysen der Keimung und Appressorienbildung. Abb. 4 gibt einen U-
berblick.

( In-vitro-Systeme mit kiinstlichen Oberflachen ]

I

I T
Collodlum- Polycarmonat- Cellophan -
membranen} membranen J Glas

Abbildung 4: Ubersicht diverser in vitro-Systeme fiir die Untersuchung der Morphologie verschiedener

phytopathogene Pilze.
Hier dienen verschiedene Farbunterlegungen zur Unterscheidung der Systeme.
In dieser Arbeit sollten die Vorteile eines Systems, das auf naturidentischen Oberflachen be-

ruht, mit denen reiner Labortests verbunden werden. Bei den hier verwendeten naturidenti-

schen Oberflichen handelt es sich um Cuticularmembranen (CMs).
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1.2 Die Cuticularmembran

Alle Oberflaichen von hoheren Landpflanzen sind, sofern sie nicht verkorkt sind, von einer
Cuticula bedeckt. Die Hauptbarriere fiir die Diffusion von Wasser stellen die darin eingelager-
ten cuticuldaren Wachse dar (RIEDERER UND SCHONHERR 1986, RIEDERER und SCHREIBER
1995, JENKS 2002 als Zusammenfassung). Bei Malus domestica sind Blétter, Blattsticle,

Friichte und junge Zweige von einer Cuticula bedeckt.

Die Cuticula ist eine komplexe, chemisch heterogene Struktur aus drei verschiedenen Schich-
ten. Die duBere besteht aus in organischen Losungsmitteln 16slichem epicuticularem Wachs.
Darauf folgt die eigentliche Cuticula, auch ,Cuticle Proper’ genannt und die Cuticularschicht

(HoLLOWAY 1982).

MAAIAMBIRY W Lo ewe
EWF

CcP

ECL
CL

Abbildung 5: Diagramm einer Blattcuticula.

Nach JEFFREE (1996). EWC= Kristallines epicuticuldres Wachs, EWF= Epicuticuldrer Wachsfilm, CP=

Cuticle Proper, ECL= Externe Cuticularschicht, CL= Cuticularschicht, ICL= Innere Cuticularschicht,
SCW= sekundire Zellwand
Die unlésliche Cuticularmatrix (MX) stellt das Gertist der Cuticula dar. Sie erscheint in TEM-
Aufnahmen amorph oder lamelliert. In den meisten Pflanzen besteht die Matrix aus dem Bio-
polymer Cutin, einem hochmolekularem Polyester aus verschiedenen miteinander veresterten
Ci6 und C;3 Hydroxfettsduren. Die Fettsduren kdnnen untereinander noch mit Peroxyd- und

Etherbriicken verbunden sein (VAN DEN ENDE UND LINSKENS 1974).

Die in und auf diese Matrix angelagerten Wachse setzen sich aus langkettigen und extrem
hydrophoben Lipiden zusammen. Die hdufigsten Wachsbestandteile sind unverzweigte Alko-

hole und Alkane mit einer Kettenldnge von C,s bis Css. Das epicuticuldre Wachs ist bei ver-
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schiedenen Pflanzenarten heterogen in Form und chemischer Zusammensetzung (BAKER
1982, HOLLOWAY 1982, HOWARD 1997). Langkettige Aldehyde, Ketone, n-Alkylester und
freie Fettsduren kommen ebenfalls vor. In Blattwachsen von Malus spp. konnten variierende
Gehalte der Phenole Phloridzin, Phloretin, Quercetin und Quercetrin gefunden werden (TAIZ

UND ZEIGER 2000, BAKER 1982).

Die innere Cuticularschicht besteht hauptséchlich aus Polysachariden und cuticuldren Lipi-
den. Sie stellt das HauptSorptionskompartiment fiir lipophile Stoffe, z. B. Phenole, dar

(SCHONHERR UND RIEDERER 1989).

Die Fettsdurezusammensetzung der Cuticularmembran von Friichten ist dhnlich wie in Blat-
tern, jedoch sind Fruchtcuticeln {iblicherweise dicker und komplexer aufgebaut (VAN DEN EN-

DE UND LINSKENS 1974, VILLENA ET AL. 1999, TA1Z UND ZEIGER 2000).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der oben erwéhnten Resistenzen des Erregers gegeniiber bestehenden fungiziden
Wirkstoffen, der Uberwindung von ephemeren Resistenzen und einer fehlenden umfassenden
Kontrolle durch KulturmaBnahmen oder Antagonisten, wird es zukiinftig weiterhin den Be-

darf des Screenings von neuen Wirkstoffen gegen V. inaequalis geben.

Gewichshaus oder Freilandversuche zur Testung von Wirkstoffen sind sehr aufwindig. Ne-
ben dem erhohten Arbeits- und Zeitaufwand gegeniiber Laboruntersuchungen haben Feldver-
suche weitere Nachteile. Die Versuche sind von Umwelteinfliissen wie Temperatur und Nie-
derschlag abhingig. Dies fiihrt gleichzeitig zu Schwierigkeiten bei der Normierung von Wie-
derholungen. Die Rassenbildung lokaler Populationen kann ebenfalls zu Komplikationen fiih-
ren. Laboruntersuchungen liefern einheitliche Bedingungen und sind Platz sparend (CONNER

2002, MERZ ET AL. 2004).

Laborversuche ersetzen die Feldversuche nicht, sollten aber zur Analyse der Wirksamkeit

fungizider Substanzen vorgeschaltet sein.

Der Autorin ist aus zugénglichen Quellen kein reines Labor-, d.h. in vitro-System fiir V. inae-
qualis unter Verwendung von isolierten CMs bekannt. Hier sollte ein System auf Basis von
CMs entwickelt werden, welches die Vorteile eines in vitro-Systems mit denen eines in vivo-
Systems (an lebenden Pflanzen durchgefiihrt) vereinen sollte. Isolierte CMs vereinen auf-

grund ihrer naturidentischen Oberfldche und ihres inerten Charakters die Vorteile intakter
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Blitter mit denen kunstlicher Oberfldchen. Die ist besonders bedeutsam in Hinsicht auf die

Appressorienbildung und Penetration von V. inaequalis.

Die Ubertragbarkeit in planta muss gegeben sein, um zu beweisen, dass es sich bei denen hier

gefundenen Ergebnissen um echte Ergebnisse handelt.

Zunichst stand die Entwicklung des Systems im Vordergrund. Dazu sollten folgende Fragen
geklart werden: Wie lésst sich das System aufbauen? Wie soll die qualitative und quantitative
Auswertung geschehen, und welche Boniturmdglichkeiten ergeben sich daraus? Ist die Uber-
tragbarkeit der Ergebnisse auf das natiirliche System M. domestica/V. inaequalis gegeben?
Und schlieBlich: sind die Ergebnisse Indizien fiir eine potentielle praktische Anwendung des

Systems? Nach Kldrung dieser Fragen sollte die Anwendung des Systems getestet werden.
Die Arbeit gliedert sich in drei Teile, die den Verlauf der Untersuchungen widerspiegeln:

Abschnitt A befasst sich mit sdmtlichen Versuchen, die zur Entwicklung des Systems durch-
gefiihrt wurden. Dies beinhaltet die Produktion eines sterilen Konidieninokulums, die Aufar-

beitung der CMs fiir die Mikroskopie und Etablierung einer geeigneten Boniturmethode.

In Abschnitt B werden Versuche vorgestellt, die mit diesem Testsystem durchgefiihrt wurden.
Verschiedene Substanzen wurden beziiglich ihrer suppressiven und fungiziden Wirkung auf
Konidien, Keimschlduche, Appressorien und die Penetration und Stromaentwicklung von V.
inaequalis untersucht. Die Stoffe hatten unterschiedliche physikalisch-chemische Eigenschaf-

ten, um die Moglichkeiten des Systems auszuloten.

Unter Abschnitt C sind begleitende Untersuchungen zusammengefasst, welche sich mit Fra-
gen beschéftigen, die im Verlauf der Untersuchungen auftraten. Dazu gehorten die Analyse
der Wachszusammensetzung von CMs, molekularbiologische Methoden und Untersuchungen

an Blattscheiben zum Vergleich der Ergebnisse der CMs zu intaktem Blattgewebe.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.2 Geriite

Autoklav

Agilent 6890N Capillary Gas Chroma-
tograph
Brutschrénke

DB-1 Siulen

Digitalkamera
Flammenionisationsdetektor (FDI)
Gaschromatograph
Gelapparatur
Geldokumentation

HS-4 Rotor

Kugelmiihle
Lichtmikroskop

Ultra- Turrax

Photometer DU-7500
Planktonzdhlkammer
Prédzisionswaage
Rasterelektronenmikroskop
Schiittler

Stanzgerét

Varioklav, H+P Labortechnik GmbH, D-
Oberschleifheim

Agilent Technologies, D-Boblingen,

Memmert, D-Schwabach

JW Scientific, Agilent Technologies, D-
Boblingen

AxioCam, Zeiss, D- Géttingen
Agilent Technologies, D- Boblingen,
Hewlett Packard, USA

BioRad, D-Miinchen

Protean IFP, Bio-RAD, Miinchen
Sorvall, Kendro, D-Langenselbold
Fritsch, D-Idar-Oberstein
AxioPlan, Zeiss, D- Gottingen
Janke+Kunkel, D-Staufen
Beckmann, D-Miinchen
Hydro-Bios, D-Kiel

Sartorius, D- Gottingen

LEO 4401, Leica, D-Bensheim,
Heidolph, D-Schwabach

Berg&Schmidt Pressentechnik, D- Rem-

seck
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Sterilwerkbank Kojair, F- Vilppula
Sputter Coater SCD-040, Balzers, D-Wiesbaden
Thermocycler MJ Research Gradient Cycler PTC-200
Vakuumpumpe Biichi, Schweiz
Mikrowaage Sartorius, D- Gottingen
Zentrifugen Hermle, D-Wehingen

2.13 Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialen wurden im Wesentlichen von der Firmen Carl
Roth GmbH (Karlsruhe) bezogen. Im Folgenden werden Materialien gesondert aufgefiihrt, die

von anderen Herstellern erworben wurden.

Cellophanfolie Piitz, D-Taunusstein
Glasflaschen Schott, D-Mainz
Miracloth Calbiochem, (Merck, D-Darmstadt)
Petrischalen Nerbe Plus, D- Winsen-Luhe
2.14 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden im Wesentlichen von den Firmen Carl
Roth GmbH (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen), und Fluka (CH- Buchs)
bezogen. Im Folgenden werden Chemikalien gesondert aufgefiihrt, die von anderen Herstel-

lern erworben wurden.

BSTFA D- Macherey-Nagel

Fluorescein Diacetat Riedel-de-Héen, D- Seelze

Glucopon 215 CSUP Fluka, CH- Buchs

Glutaraldehyd Agar Scientific Ltd., UK- Stansted
Immersionsdl Carl Zeiss GmbH, D- Géttingen
Pektinase Fruktozym P, Erbsloh, D- Geisenheim
Piceid Apin Chemicals, UK- Oxfordshire
Potatoe Dextrose Agar/Broth ~ Difco USA- Sparks

Primer INTERACTIVA Biotechnologie D- Ulm

Saccharoseoctanoat AVA Chemical Ventures, USA- Portsmouth
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2.2 Methoden

2.2.2 Inokulumproduktion

2.2.2.1 Isolierung von Venturia inaequalis Einzelsporisolaten

Von Lisionen, die von Blattern und Friichten stammten, welche einem natiirlichen Schorfbe-
fall unterlagen, wurden Einzelsporisolate gewonnen. Dazu wurden die in den Lésionen gebil-
deten Konidien durch Abschaben mit einer Pipettenspitze und 10 pL sterilem HyOgen, vorsich-
tig abgelost und nach mehrmaligem Aufnehmen und Ablassen in 5 mL H,Ogey, tiberfiihrt. Aus
dieser Stammldsung wurden zur Verdiinnung 200 pL. entnommen und in 5 mL H,O den. iiber-
fiihrt, wobei dieser Schritt fiir eine weitere Verdiinnung noch einmal wiederholt wurde. Die
Losungen wurden mit einem Glas-Drigalskispatels auf PDA-Platten ausgestrichen. Die nach
fiinf bis sieben Tagen erstmals sichtbaren Myzelien wurden auf PDA-Platten tibertragen und

diese Einzelsporisolate nach einem eigenen System durchnummeriert.

Potato Dextrose Agar (PDA)

PDA 9g
Hzodest 1000 mL
2.2.2.2 Erhaltungskultur von Venturia inaequalis Einzelsporisolaten

Die Erhaltungskultur erfolgte durch regelmiBige Uberimpfung der Einzelsporisolate auf
PDA-Platten und —fldschchen durch Austanzen von Myzelscheibchen mit einem Korkbohrer
wobei die Glasfldschchen mit einer Schragagarschicht zur ldngeren Aufbewahrung bei 4°C im

Dunkeln dienten.

2.2.2.2.1 Herkunftsliste der Isolate

Tabelle 1 gibt an, von welchen Sorten und Anbaugebieten die Isolate von V. inaequalis
stammen. Einzelne Isolate gingen durch Verunreinigungen verloren und standen fiir weitere

Versuche nicht mehr zur Verfiigung.
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Tabelle 1: Herkunft der V. inaequalis Isolate

Nr. Quelle Herkunft Nr. Quelle Herkunft
V6l Cox Orange Dossenheim, A. Koller 24 Elstar Dossenheim
1 Elstar, Blattl Dossenheim 31 Golden Delicious Bayer
2 Wildapfel” Steinberg 32 Golden Delicious Bayer
3 Elstar Dossenheim 33 Apfel nr.3 Urania, HH
4 Malus baccata Steinberg 34 Golden Delicious Dossenheim
5 Malus baccata Steinberg . 35 Golden Delicious Dossenheim
SHC | Holsteiner Cox Quellen Iso 15/ 36 36 Gloster Delicious Ruthe
6 HC | Holsteiner Cox Quellen Iso 15/ 36 38 M9/M. baccata Steinberg
6 Elstar Dossenheim 39 M9/Wildapfel Steinberg/GWH
7 Elstar Dossenheim 40 Golden Delicious Bayer
9 M9/I\t/|é*l3§ cea- Steinberg 41 Apfel nr.3 Urania, HH
10 M9/Wildapfel ™ Steinberg/GWH 42 Golden Delicious Bayer
11 Elstar Dossenheim 43 Apfel nr.1 Urania, HH
13 Gloster ,99 Ruthe, _20°C**** 44 Apfel nr.3 Urania, HH
14 unbekannt unbekannt 45 Apfel nr.1 Urania, HH
15 Elstar Dossenheim 46 Apfel nr.3 Urania, HH
16 M9/Wildapfel Steinberg/GWH 49 Golden Delicious Dossenheim
17 M9/M. baccata. Steinberg 50 Apfel nr.3 Urania, HH
18 M. baccata Steinberg
19 M. baccata Steinberg
GL Gloster, eingefro-
22 M9/Wildapfel Steinberg/GWH rene Blitter aus Ruthe
03 F 1999

* Dieser rotlaubige Wildapfel befindet sich auf dem Gelénde des Instituts fiir Gemiise- und Obstbau in Sarstedt.
Er ist jedes Jahr sehr stark schorfbefallen und frith entlaubt. Die Friichte sind auch rot und kirschgroB3. Die ge-
naue Sorte konnte nicht bestimmt werden.

** Eine ,Holsteiner Cox’ Pflanze wurde mit einer gemischten Konidiensuspension der Isolate 15 und 36 infiziert
und von den daraus entstandenen sporulierenden Lésionen die beiden Einzelsporisolate HCs und HC; isoliert.

***Eine M9 Pflanze wurde mit einer Konidiensuspension von M. baccata bzw. des Wildapfels infiziert und von
den daraus entstandenen sporulierenden Lasionen Einzelsporisolate isoliert.

=%+ eingefrorene Blatter wurden zu einem spéteren Zeitpunkt zur Isolation von V. inaequalis herangezogen

2.23 Etablierung des Testsystems

2.2.3.1 Gewinnung von Cuticularmembranen (CMs)

Die Gewinnung von CMs erfolgte fiir die verschiedenen Apfelsorten und Nichtwirte analog.
Zu Beginn der Arbeiten lagen einige CMs bereits vor, z. T. mussten sie isoliert werden. Dazu
wurden Blattscheiben (BS) geméll der Methode von SCHONHERR UND RIEDERER (1986) zu-
ndchst ausgetanzt, auf der Unterseite markiert und in einer 3%igen Pektinaselosung, die mit
Citratpuffer (2 gL™') und KOH,e. auf pH 3 eingestellt wurde, vakuuminfiltriert. Um
Mikroorganismenbefall zu verhindern, versetzte man die Losung mit 1 M-L" Natriumazid
(NaN3) im Verhéltnis 1/1000. Nach der Inkubation der BS bei Raumtemperatur fiir ein bis
zwei Wochen wurde, bei sichtbar gelosten CMs, mit HyOgen. gespiilt und die Unterseiten

aussortiert. Die Extraktion freigesetzter und sorbierter Phenole erfolgte durch zweitdgige
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Extraktion freigesetzter und sorbierter Phenole erfolgte durch zweitégige Inkubation der CMs
in 0,01 M-L" Boraxpuffer. AnschlieBend wurde erneut gespiilt und die CMs zum Trocknen
und Glitten auf Teflonbldttchen gezogen. Die getrockneten und geglétteten CMs konnten bis

zur weiteren Verwendung in Plastikdosen bei 4°C aufbewahrt werden.

2.2.3.2 Herkunft der Cuticularmembranen

Tabelle 2: Herkunft und Merkmale der verwendeten CMs

Malus x domestica:
Quelle Eigenschaften Schorfresistenzgen
Alkmene anfallig -
Bramley’s Seedling anfallig -
Gloster anfallig -
Golden Delicious anfillig Vg
Holsteiner Cox anfillig -
James Grieve anfallig polygen
Jonagold anfillig -
Reglindis resistent polygen
Reka resistent V;
Relinda resistent \
Remo resistent \'
Topaz resistent Vi
Malus baccata resistent Vb
Nichtwirte
Prunus persica (L.) Batsch
Pyrus communis
Citrus limon (L.) Burm. f.
Hedera helix L
llex paraguariensis St.-Hil.
Schefflera actinophylla (Endl.) Harms
Stephanotis floribunda Brongn.

SILBEREISEN 1996, BENAOUF und PARISI 1998, FISCHER und FISCHER 2002
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2233 Konidienproduktion aus Venturia inaequalis Einzelsporisolaten

Gemil der Methode von PARKER ET AL. (1995) wurde Cellophanfolie in Scheiben von 8 cm
Durchmesser iiber Nacht in HyOgen. eingeweicht und anschlieBend in mit Alufolie umwickel-
ten Glaspetrischalen mit Filterpapier zur Trennung der einzelnen Scheiben autoklaviert. Mit
dem Korkbohrer ausgestanzte Myzelscheibchen der Einzelsporisolate (jeweils zwei Scheiben
von etwa 1,5 cm @) wurden zur Gewinnung der Inokulumlésung in 20 mL H,Og4en. mit dem
Ultra Turrax zerkleinert. Die sterilen Cellophanscheiben wurden dann mit einer Pinzette auf
PDA-Platten gelegt und mit 750 puL gleichmidBig verteilter Inokulumlésung beimpft. Die La-
gerung der mit Parafilm® verschlossenen Platten erfolgte bei 18°C in Dunkeln. Zur Gewin-
nung der Konidien in Form einer Sporensuspension wurden nach fiinf bis zehn Tagen die Cel-
lophanfolien abgezogen und mit H,Oge, in einem sterilem Zentrifugationsrohrchen per Hand
kréftig geschiittelt. Der Sporentiter konnte nach Filtern durch dreilagiges Miracloth mit der
Kolkwitz-Planktonzdhlkammer nach der Methode von KOLLAR (1998) bestimmt werden (sie-
he Formel 1) und durch Verdiinnen oder Aufzentrifugieren (5 min, 12000 rpm) auf den ge-

wiinschten Titer eingestellt werden.

Mittlere Anzahl Konidien/ Zahlfeld-762,9 = Konidientiter [Konidien-mL™] N

2234 Fiarbemethoden, Fluoreszenzmikroskopie

Zur Bestimmung der Keimraten auf CMs wurden die Konidien nach 24 h Inkubationsdauer
im bis dahin nicht verdunsteten Suspensionstropfen mit Methylenblau (0,01%) gefarbt und
lichtmikroskopisch untersucht. Dazu wurden die CMs auf Objekttriger gezogen, mit einem
Deckglas abgedeckt und mit 200 bis 800facher Vergroflerung im LM betrachtet. Die Auswer-
tung der Keimraten bezog immer sdmtliche Konidien auf der jeweiligen CM mit ein. Die
Keimung wurde in drei Klassen unterschieden: ungekeimt, gekeimt ohne Appressorium und

gekeimt mit Appressorium.

Die Auswertung der Penetration erfolgte nach 72h Stunden. Die Sporen auf der AuBBenseite
wurden wie oben beschrieben mit Methylenblau gefarbt, die Penetrationshyphen dagegen
wurden von der morphologischen Innenseite der CMs gefarbt. Dazu wurden 40 pL Fluores-
ceindiacetat (FDA) in Tris-Puffer (1/30 v/w) seitlich an die auf dem Objekttriger gezogenen
CMs pipettiert, so dass der Farbstoff unter die CM gesogen wurde. Das in den Zellen akku-
mulierte Fluorescein fluoresziert unter UV-Anregung bei Verwendung eines blauen

Anregungsfilters (450-490 nm), eines Farbteilers (FT 510) und eines Sperrfilters (LP 520). Da
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gungsfilters (450-490 nm), eines Farbteilers (FT 510) und eines Sperrfilters (LP 520). Da die
CMs durchsichtig sind, ist es moglich, unter Fluoreszenzanregung mit zusitzlichem Durch-
licht die durch Methylenblau gefarbten Konidien mit Keimschlduchen und Appressorien auf
der AuBenseite und die fluoreszierenden Penetrationsstrukturen gleichzeitig zu betrachten.
Zur Auswertung der Penetrationsraten wurden die Penetrationsstrukturen gezéhlt. Dabei wur-

de das Stroma in zwei Boniturklassen unterteilt:

1) in die CM hineingewachsen bzw. in der CM lokalisiert (kurz wird im Folgenden in der
CM verwendet) und
i1) durch die CM gewachsen, (kurz wird im Folgenden durchgewachsen verwendet).

Die Penetrationshyphen wurden zu Konidien mit Appressorien in Relation gesetzt. Falls eine

Spore mehr als eine Penetrationshyphe gebildet hatte, wurde nur ein Penetrationsereignis ge-

wertet.

Fluoresceindiacetat Tris-Puffer (pH 7.4)

FDA 5mg Tris-HCI 1,58 g

Aceton 1 mL H,0 gen. 100 mL
2.2.3.5 Fiarbungen der Cuticularmembranen

Es bestand das Interesse, die CMs selbst anzufarben, um bei der Fluoreszenzmikroskopie ei-
nen erhohten Kontrast zwischen fluoreszierenden Hyphen und den Membranen zu erhalten.
Dies konnte u. U. bei der CLSM genauere Aufschliisse dariiber geben, wo das Stroma genau
lokalisiert ist. Nach Literaturrecherche (LILLIE ET AL. 1990, COX UND THOMAS 1999, APOGA
UND JANSSON 2000) wurden folgende Farbstoffe ausgewihlt: Acridinorange, Rhodamin B,
Safranin und Ruthenium Rot. Die Farbstoffe wurden in HyOgen, (1% w/v, Rhodamin B 0,78%
w/v) gelost. Die Farbungen erfolgten durch Inkubation der CMs in verdiinnten Farbelosungen
(1:10) fiir 30 min bei Zimmertemperatur und anschlieBendem Spiilen mit H,04e,. Folgende
Fragen sollten geklart werden: Ist die Farbung dauerhaft und von ungeférbten CMs verschie-
den? Zeigt die gefairbte CM unter der Anregung fiir Fluoresceindiacetat eine farblich vom
FDA abweichende Fluoreszenz? Dazu wurden die CMs nach dem ersten Trocknen erneut
gewaschen und makroskopisch beobachtet ob die Farbung bestindig war. Zur Kldrung der
zweiten Frage wurden die CMs zwei unterschiedlichen Anregungswellenldngen (blau:450-

490 nm, griin: 546 nm) ausgesetzt.
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2.2.3.6 Rasterelektronenmikroskopie

Die zu untersuchenden Pilzstrukturen auf den CMs wurden nach der gewiinschten Inkubati-
onsdauer zunéchst in Glutaraldehyd (2,5% in Na-Cacodylatpuffer, 0,1 M, pH 7,2) fixiert und
die CMs dann auf Untersuchungstischchen aus Aluminium mit Spezialkleber oder Col-
loidgraphit fixiert und mit Gold (25 nm) beschichtet. Die Rasterelektronenmikroskopie er-
folgte bei 15 kV mit einem REM der Firma Leica.

2.2.3.7 Inokulation der Membranen

Wenn nicht anders erwéhnt, verlief die Inokulation der CMs nach folgendem Schema: Zu-
nichst wurden die CMs mit der morphologischen Innen- oder Aullenseite auf die Oberflédche
von mit HyOgen, gefiillten Petrischalen gelegt. Ein 5 pLL Tropfen einer wie oben beschriebenen
Sporensuspension der gewiinschten Konzentration wurde in die Mitte jeder CM pipettiert.
Nach dem Verschlieen der Petrischalen mit Parafilm wurde bei 20°C im Dunkeln inokuliert.
In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die Petrischalen keinen Einfluss auf das Ver-
suchsergebnis haben. Dazu wurden zehn CMs gleichméBig auf einer, zwei oder zehn Petri-
schalen verteilt und die Keimraten nach Inokulation mit einer Konidiensuspension untersucht.
Da sich daraus keine signifikanten Unterschiede ergaben, konnten zehn CMs in einer Petri-

schale als Versuch mit zehn Wiederholungen gewertet werden.

Verschiedene Sporenkonzentrationen wurden zur Bestimmung der optimalen Sporendichte

verglichen.

Die oben beschriebene Methode zur Inokulation der Membranen erwies sich am praktikabels-
ten, um Substanzen, die eine Kontaktwirkung auf die Konidien haben, zu untersuchen. Sub-
stanzen mit systemischer Wirkung bzw. geringer Wasserloslichkeit miissen abweichend da-
von appliziert werden. Die Methodik hierzu wurde beispielhaft fiir das Phytoalexin Resve-

ratrol entwickelt (siehe unten).

2.2.3.8 Wasseragarkontrolle

Zur internen Kontrolle der Sporenkeimraten auf CMs wurden Keimtests auf Wasseragar
durchgefiihrt. Dazu wurden Objekttrager mit 1 mL Wasseragar (2%ig), liberschichtet und in
eine Petrischale gelegt. 1 mL H,Oqe,. auf einem Filterpapierstiickchen diente zur Gewahrleis-
tung einer ausreichenden Luftfeuchte. Der Agar wurde mit vier Tropfen (5 pL) einer Sporen-

suspension inokuliert und in der mit Parafilm verschlossenen Petrischale 24h bei 20°C inku-
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biert. Danach konnten die Objekttrager direkt mikroskopisch ausgewertet werden. Alle Koni-
dien pro Tropfen wurden beziiglich ihres Keimverhaltens untersucht, wobei eine Konidie bei
sichtbarem Keimschlauch als gekeimt gewertet wurde, ungeachtet der Keimschlauchlidnge.
Bei manchen Versuchen wurde auch die Linge der Keimschlduche bonitiert. Hierzu wurden
mit der AxioVision Software 3.0 von ZEISS Digitalfotos bei einer VergroBBerung von 200
aufgenommen, gespeichert und im Anschluss mit derselben Software die Lénge der Keim-

schlduche ausgemessen.

Wasseragar

Agar 20g
Hzoden' 1000 mL
2.2.3.9 Zeitlicher Ablauf der Keimung und Appressorienbildung

In zweistlindigen Abstdnden wurden die Konidien auf CMs mikroskopisch auf Keimung und
Appressorienbildung untersucht. Eine Konidie wurde bei Sichtbarwerden eines Keimschlau-
ches als gekeimt gewertet, als Appressorium wurde eine deutliche Anschwellung am apikalen
Ende eines Keimschlauches gewertet. Ebenfalls als Appressorium wurde eine apikale, globu-
lare, mit einem Septum abgetrennte, Schwellung der Konidie gewertet. Die Inokulation er-

folgte bei 20°C im Dunkeln.

2.2.3.10 Konidienkeimung und Penetration auf CMs verschiedener anfilliger
und resistenter Apfelsorten sowie Nichtwirten fiir Venturia inaequa-

lis
Die von den in Tab. 2 aufgefiihrten Pflanzensorten und —arten gewonnenen CMs wurden be-
ziiglich der auf ihnen erreichten Konidienkeimung und —Penetration untersucht. Dabei sollte
gepriift werden, ob der Schorfresistenzstatus auf Basis der CMs einen Einfluss hat. Zur Unter-
suchung der Konidienkeimung und -penetration wurden, wenn nicht gesondert erwéhnt, je
zehn CMs herangezogen, die Inokulation, Inkubation und Auswertung erfolgte wie oben be-
schrieben. Die Versuche wurden an aufeinander folgenden Terminen jeweils mit einer fri-

schen Konidiensuspension durchgefiihrt.
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2.2.3.11 Konidienkeimung und Penetration auf CMs unterschiedlicher Dicke

CMs der Apfelsorten ,Alkmene’ und ,James Grieve’ wurden einzeln mit einer elektronischen
Mikrowaage (Sartorius, Genauigkeit 1 pg) gewogen. Dann wurden die CMs einzeln in klei-
nen Petrischalen auf Wasser schwimmend wie o. g. inkubiert und nach 72h die Penetrations-
rate getrennt nach in die CM- und durchgewachsen, bonitiert. Zur Auswertung wurden die
Daten in beide Penetrationsklassen (in die CM hineingewachsen und durchgewachsen) ge-

trennt und als Summe gegen das Gewicht der CMs aufgetragen.

2.2.4 Anwendung des Testsystems

2.24.1 Testung von Calciumhydroxid, Calciumcarbonat, Kaliumcarbonat

und Alkylpolyglukosiden

Die untersuchten Chemikalien waren CaCl, 2 H,0, Ca(OH),, Glucopon 215 CSUP, Plantacare
1200 UP und K,COs. Die Tenside Glucopon 215 CSUP und Plantacare 1200 UP sind oligo-
mere Alkylpolyglukoside (APG) mit Alkyl-Kettenldngen von Cg/ 1o und Ciy/16. Die Suspensio-
nen wurden durch Ldsen der Chemikalien in HOgen hergestellt. Die Endkonzentrationen
konnen den Tabellen (7 und 8) und Bildlegenden entnommen werden. Die Loslichkeit von
Ca(OH), in Wasser liegt bei nur 1,6g-L™". Bei hoheren Konzentrationen haben Losungen, die
gesittigtes Ca(OH), enthalten, einen pH von 12,44 (JOHANNSEN UND RADEMACHER 1999).
Die Vitalitdt der Sporen und Keimschlauche wurde mit FDA iiberpriift. Es wurden drei ver-
schiedene Versuchsansitze getestet, simultane, kurative und prainfektiose Applikation der

Testsubstanzen zu den Sporen.

Simultane Applikation: Diese Methode wird verwendet, um die Hemmung der Sporenkei-

mung auf den CMs zu lberpriifen. Die wissrige Sporensuspension (5 pL) wird zentral auf
eine auf Wasser in Petrischalen schwimmende CMs pipettiert und sofort 5 pulL der Elektrolyt-

bzw. Tensidlosung zugegeben.

Bei der kurativen Applikation wurden die Wirkungen auf die Vitalitit der Keimschlduche und

die Zeitdauer bis zum Absterben untersucht. Die Sporen wurden wie oben beschrieben auf die
CMs gebracht und 24h bei 20°C in verschlossenen Petrischalen inkubiert, bevor die Testsub-

stanzen wie oben beschrieben zugegeben wurden.

Zusitzlich wurden in zwei Versuchen auf Stephanotis-CMs mit Glucopon 215 CSUP und
Plantacare 1200 UP die Keimschlduche aller Konidien gemessen, die kein Appressorium ge-

bildet hatten. Nach Zugabe der Tensidlosungen in unterschiedlicher Konzentration wurden
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nach weiteren 24 h die Langen der Keimschlduche mittels der AxioVision 3.0 Software von

ZEISS gemessen.

Bei der priinfektiosen Applikation wurden zunédchst wéssrige Losungen der Testsubstanzen

(s. 0.) auf die CMs pipettiert und das Wasser unterm Luftstrom verdunstet, so dass trockene
Riickstande auf den CMs verblieben. Die CMs wurden unter Raumluft inkubiert und nach 24
h die Sporensuspension zu den Salz- und Tensidriickstinden pipettiert. Nach weiteren 24h

wurden die Sporen und Keimschlauchvitalitdt wie oben ermittelt.

2.24.2 Testung von Resveratrol und Piceid bei simultaner und prainfektio-

ser Applikation

Das Phytoalexin Resveratrol und sein Glukosid Piceid wurden auf die CMs appliziert und die
Keimung und Penetration von V. inaequalis-Konidien bonitiert (s. 0.). Die Testsubstanzen
wurden entweder gleichzeitig (simultan) mit den Konidien auf die CMs gebracht, oder die
CMs wurden vor der Inokulation mit den Konidien (priinfektids) in ein Gleichgewicht mit

den Testsubstanzen gebracht.

Zur Einstellung eines Gleichgewichts mit Resveratrol und Piceid wurden die CMs in wassri-
gen gesittigten Losungen (50mL) der beiden Substanzen (0,Img'mL™ fiir Resveratrol und 0,5
mg'mL™" fiir Piceid) in Schottflaschen auf einer Rollbank im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Inkubation der CMs in H,Oqen. diente als Kontrolle. Fiir jeden Versuch wurden
30 CMs von Malus oder Pyrus verwendet. Der Flaschenverschluss wurde innen mit Alumini-
umfolie ausgekleidet, um ein Sorbieren der Substanzen zu verhindern. Nach der Inkubation
wurden die CMs zum Glitten auf Teflonblittchen gezogen. Die CMs wurden dann derart in
Glaspetrischalen auf 20 mL der geséttigten Losungen von Resveratrol oder Piceid und HyOgen.
bei den Kontrollen gelegt, dass die morphologische Innenseite mit den Lésungen in Kontakt
war. Die Inokulation und Inkubation wurde w. o. durchgefiihrt. Nach 24 Stunden wurde auf
der Hilfte der CMs die Sporenkeimung bonitiert und nach 72 h der Rest der CMs zur Bonitur

der Penetration herangezogen.

Fiir Experimente mit simultaner Applikation wurden die V. inaequalis-Sporen zentrifugiert (5
min, 12000 U), das Wasser dekantiert und die Sporen in gesittigter Resveratrol- oder Piceid-
16sung, bzw. fiir die Kontrollen in H,04e,, aufgenommen. Fiir das Piceid wurden zusétzlich
noch folgende Konzentrationen getestet: 50, 100, 200, 400, 500 und 1000 pg-mL'l. Die Inku-

bation der CMs und weitere Auswertung wurde durchgefiihrt wie oben beschrieben.
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Experimente, in denen die Kontroll-CMs zu unter 60% penetriert wurden, kamen nicht zur
Auswertung. Aus eigenen unverdffentlichen Ergebnissen ist bekannt, dass eine geringe Penet-
rationsrate in den Kontrollen auf Eigenschaften der CMs oder Sporen zuriickzufiihren ist und

daher fiir den Vergleich zwischen Behandlungen ungeeignet ist.

Neben der Keimung und Penetration wurde bei der priainfektiosen Anreicherung mit Resve-
ratrol auch die flichige Ausprdagung des in den CMs nach der Penetration gebildeten Stromas
gemessen. Dazu wurden von den Infektionsstrukturen Digitalaufnahmen gemacht die dann

mit der AxioVision Software von ZEISS gemessen wurden.

Bestimmung der Wasserloslichkeit:

Stammldsungen von Resveratrol (1 mM) und Piceid (10 mM) wurden durch Losen der Che-
mikalien in Wasser bei 60°C hergestellt. Nach Lagerung iiber Nacht bei 25°C hatten sich ge-
sattigte Losungen iiber Riickstinden von Resveratrol und Piceid eingestellt. Aliquote des
gesittigten Uberstandes wurden 2-, 4-, 5- und 10-fach verdiinnt und das Wasser unter Zufluss
von Stickstoff verdunstet. 5 pg Tetracosan wurde als interner Standard jeder Probe zugege-
ben. Die Proben wurden 40 min bei 70°C unter Verwendung von 20 pL Pyridin und 20 pL
BSTFA derivatisiert. Dadurch werden freie Alkoholgruppen des Resveratrols zu ihren ent-
sprechenden Methylethern umgewandelt. Die Proben wurden erneut mit 150 mL Chloroform
verdiinnt und 1 pL jeder Probe wurde gaschromatographisch untersucht. Das Temperaturpro-
gramm fiir die Analyse war: Injektion bei 50°C, 2 min bei 50°C, 10°C-min” bis 200°C, 2 min
bei 200°C, 3°C'min”" bis 320°C, dann 16 min bei 320°C. Das Druckprogramm mit H, als
Trigergas war: Injektion bei 50 kPa, 41 min bei 50 kPa, 10 kPa-min™' bis 150 kPa und 24 min
bei 150 kPa. Die Resveratrolpeaks wurden durch Gaschromatographie gekoppelt an Mas-
senspektrometrie identifiziert. Die mittels GC/FID bestimmte Substanzmenge [Mol] wurde
gegen die Menge an Losungsmittel [, Menge an verdunstetem Wasser] aufgetragen und die
Wasserloslichkeit [Mol L] beider Substanzen in den gesittigten Stammldsungen mittels

Regressionsgeraden (1> = 0,99) berechnet.

Bestimmung des Cuticula/Wasser Verteilungskoeffizienten Kcw: Gesittigte Resveratrolls-
sungen wurden 2-, 4-, 5- und 10fach verdiinnt, so dass sich ein Endvolumen von 25 mL ergab.
In jeder Losung wurde eine isolierte und extrahierte (entwachste) Polymermatrix Membran
(MXs) von Stephanotis floribunda Brongn. inkubiert. Die Losungen rotierten auf einer Roll-
bank bei 60 rpm liber Nacht bei 25°C im Dunkeln.

Nach 24 h wurden die MXs in deionisiertem Wasser gewaschen (3 sec) und vorsichtig mit

Filterpapier getrocknet. Sorbiertes Resveratrol wurde dann wieder in 1 mL Versuchsfldsch-
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chen fiir 5 min bei 60°C und zusétzlichen 25 min bei 25°C mit Chloroform extrahiert. Wie
oben beschrieben, wurde 3 pg Tetracosan als interner Standard jeder Probe zugefiigt. Nach-
dem das Losungsmittel unter einem leichtem Stickstoffzustrom verdampfte, wurden die Pro-
ben wie oben beschrieben derivatisiert, erneut mit 150 mL Chloroform verdiinnt und 1 pL
jeder Probe wurde gaschromatographisch analysiert. Mit parallelen Aliquoten der externen
Resveratrollosungen wurden genauso verfahren. Der Cuticula/Wasser-Verteilungskoeffizient

Kcw wurde nach der unten stehenden Formel 2 berechnet.

( ,ng ;;veratrol )

KCW =

( ﬂg resveratrol )
,ng water

Datenanalyse:

Fiir die Analyse der Konidienkeimung und Penetration wurde Student’s t-Test verwendet (P <

0,05), wobei die SigmaPlot Software 8.0 von SPSS® Science verwendet wurde.

2.243 Testung von Saccharoseoctanoat bei simultaner Applikation

Saccharoseoctanoat (SO) mit einer Wirkstoftkonzentration von 40% in wissriger Losung
wurde auf folgende Endkonzentrationen verdiinnt: 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 und 0.125 g-L'l. Die Lo6-
sungen wurden mit einer doppelt konzentrierten Sporensuspension zu gleichen Volumenver-
hiltnissen gemischt, und je 5 pul auf ,Gloster’-CMs pipettiert wie oben beschrieben, inkubiert
und nach 24 h die Keimraten bestimmt. Neben einer Wasserkontrolle wurde eine Butanolkon-

trolle einbezogen, da in der SO-Suspension 5% Butanol enthalten sind.

2.2.5 Begleitende Untersuchungen

2.25.1 Effekt der Boraxbehandlung

Alte und junge Blétter der Sorte ,Gloster’ (bestimmt durch die Positionen 1 und 5 der voll
entfalteten Blitter an einem Langtrieb) wurden gesammelt und die CMs wie o. beschrieben
enzymatisch isoliert. Nach der Isolierung wurden bei einem Teil der CMs nach der Spiilen
und Sortieren die beim enzymatischen Abbau entstandenen Phenole mit der iiblichen Borax-
behandlung (zwei Tage, 0,01 M-L" Natriumtetraborat) und anschlieBendem Spiilen mit Was-
ser entfernt und der Rest wurde ohne Entfernung der Phenole, d. h. nach einer Autbewahrung

in destilliertem Wasser, getrocknet.
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Nach Inokulation (s. 0.) wurde die Penetrationsrate von V. inaequalis getrennt nach in der CM
wachsendem Stroma oder durchgewachsenen Hyphen bonitiert. Zur Vereinfachung wird im

Folgenden von ,in der CM’ und ,durchgewachsen’ gesprochen.

2.2.5.2 Inokulation von der morphologischen Innenseite

Die Innen- und AufBlenseiten von CMs der Apfelsorten ,Alkmene’ und ,Gloster’ und der
Nichtwirte P. communis var. ,Conference’ und S. floribunda wurden wie oben mit einer Spo-

rensuspension inokuliert und die Keimung und Penetration analog ausgewertet.

2.25.3 Inokulation von Blattscheiben anfilliger und resistenter Apfelsorten

Blitter in verschiedenen Entwicklungsstadien wurden von schorfanfilligen und resistenten
Apfelsorten entnommen und durch Schiitteln in Natriumhypochloridldsung (0,5%, 90 s) des-
infiziert. Nach mehrmaligen Abspiilen der Blitter in sterilem H;Ogqen, und Trocknen auf
Krepppapier wurden mit einem Korkbohrer BS von 8§ mm () ausgestanzt. Diese wurden auf
Petrischalen mit Wasseragar (1%) gelegt und mit der Sporensuspension (2:10° Konidien'-mL™",
10 uL) beimpft. Die Schalen wurden mit Parafilm verschlossen und in einer Klimakammer
(16 h Licht und 8 h Dunkelheit bei 18°C; Leuchtstoffrohre TDL 58W von Philips, Abstand

30cm) fiir die gewliinschte Dauer inkubiert.

Farbemethode mit Anilinblau/ Laktophenol:

Nach drei, vier oder fiinf Tagen wurden aus den BS kleinere Scheiben ausgestanzt und sofort
in Probenfldschchen in eine Mischung aus einem Teil Essigsdure und drei Teilen Ethanol ge-
bracht. Nach 24h wurden die Scheibchen gefarbt. Dazu wurde zunédchst 5 min in 5%iger
Milchsédure inkubiert, gespiilt und mit einer Mischung aus gleichen Teilen Anilinblau und
Laktophenol fiir 5 min gefdarbt. Nach Abspiilen wurden die Proben in reinem Laktophenol
fixiert und zum mikroskopieren auf Objekttrager gebracht und mit einem Deckgldschen abge-
deckt (JONES UND MOLLISON 1948, PREECE 1962, NICHOLSON ET AL. 1977, JORGENSEN ET AL.

1993, HOWDEN AT AL. 1998). Die Proben konnten derart fixiert wochenlang gelagert werden.

Farbemethode nach L1 UND XU (2002):

Eine Blattscheibe von ca. 1,5 cm @ wurde aus einem schorfinfizierten Blatt ausgestanzt und
sofort fiir 24 h in eine Mischung aus Essigsdure und Ethanol im Verhéltnis 1:3 gebracht. Die

mit HyOgen, gesplilten Scheiben wurden dann in 5%iger NaOH bei 80°C im Wasserbad fiir 50
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min erhitzt und dann fiir 60 min in H,Oge,, inkubiert. Dann wurde die Cuticula abgezogen und
die Scheiben mit 0,1%igem Trypanblau fiir 30 min gefarbt. Zur Bestimmung der Penetration
auf BS wurden je 100 Konidien mit Appressorium von mehreren Blattscheibchen ausgezéhlt
und so die Penetrationsrate bestimmt. Nur Konidien, welche blau gefirbte Strukturen an ihren
Appressorien hatten, die morphologisch von Keimschlduchen zu unterscheiden waren, (siche

Strukturen bei ORTEGA ET AL. 1998) wurden gewertet.

Laktophenol Anilinblau

H;O04en, 10 mL gesittigte Anilinblaulosung: 10mL

Glycerin 20g Glycerin 10 mL

Milchséure 10g Milchséure 10g

Phenol 20g H50 gen. 80 mL
2254 Wachsextraktion aus Cuticularmembranen

2.2.54.1  Wachsextraktion und Bestimmung der Wachsbestandteile mittels GC/MS

Aus je drei CMs der Sorten ,Bramley’s Seedling’, ,Gloster’, ,James Grieve’ sowie der resis-
tenten Sorten ,Reka’, ,Relinda’ und von Malus baccata wurden die Wachse extrahiert und

mittels GC/FID die einzelnen Bestandteile der Wachse analysiert.

Je drei CMs wurden fiir 10 s in 10 mL Chloroform (CHCIl;) bei Raumtemperatur getaucht.
Der daraus resultierende Extrakt wurde mit 5 pg Tetracosan als interner Standard zur Quanti-
fizierung der individuellen Wachsgehalte versetzt. Nach der Verdunstung des Chloroforms
bei 55°C unter Stickstoff wurden die Proben mittels BSTAF und Pyridin (40 min, 70°C) wie
oben fiir Resveratrol beschrieben derivatisiert. Dabei bilden die freien Hydroxyl- und Carbo-
xylgruppen die entsprechenden TMS-Ether und —Ester. Vor der Analyse wurde das Reakti-
onsgemisch mit 100 pL Chloroform verdiinnt. Je 1 pL der Wachsproben wurde durch
Gaschromatographie sowie oben beschrieben analysiert. Die Proben wurden mittels GC/FID

quantifiziert und mittels GC/MS identifiziert.

2.2.54.2  Untersuchung des Wachsgehalts verschiedener CMs

Aus je drei CMs der schorfanfilligen Apfelsorten ,Bramley’s Seedling’, ,Gloster’, ,James
Grieve’ und ,Jonagold’, sowie der resistenten Sorten ,Reka’, ,Relinda’ und ,Remo’, sowie
von Malus baccata, Pyrus communis und Stephanotis floribunda wurden durch Inkubation in
einer Mischung von Chloroform/Methanol (v/v 50/50) die Wachse extrahiert. Die CMs wur-
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den vor und nach der Behandlung mit einer Prazisionswaage (Genauigkeit 1 ug) gewogen und

so das Gewicht der 16slichen Bestandteile ermittelt.

2.2.5.4.3  Vergleich der Penetration auf CMs und MXs

Die Wachse aus je 10 CMs von ,Gloster’, ,Holsteiner Cox’, P. communis ,Conference’ und S.
floribunda wurden w. o. extrahiert. Die CMs wurden w. o. mit Sporensuspension inokuliert
und inkubiert. Die Keimung (getrennt in die drei Keimungsklassen) wurde nach 24h bonitiert.
Die Penetration derselben CMs wurde nach 72h (getrennt nach in der CM- oder durchge-
wachsen, s. 0.) ausgewertet. Als Kontrolle wurden je zehn unbehandelte CMs entsprechend

bonitiert.

2.2.5.5 DNA-Isolierung aus Einzelsporisolaten

Die in Abb. 28 oben angegebenen Isolate von V. inaequalis wurden zur Anzucht fiir die Isola-
tion genomischer DNA herangezogen. Fiir die Gewinnung von genomischer DNA wurde pro
Isolat ein Stiick Myzel (@ lcm) von der jeweiligen PDA-Erhaltungskultur mit einem Kork-
bohrer steril ausgestanzt und in einem 100 mL Erlenmeyerkolben mit 50 mL Potatoe Dextro-
se Broth (PDB) inokuliert. Die Fliissigkultur wurde bei 19°C fiir drei Wochen unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Die Ernte der Kultur erfolgte durch Abzentrifugieren der Néhrlosung (30
min, 10000-g), wobei die Ndhrlosung fiir jedes Isolat aufbewahrt und bei -20°C eingefroren
wurde. Das Pellet wurde in Fliissigstickstoff eingefroren. Um die genomische DNA zu isolie-
ren, wurde das gefrorene Pellet in einer Kugelmiihle fiir 5 min bei 300 rpm gemahlen. Dar-
authin wurde 3 g des entstandenen gefrorenen Pulvers sofort in 10 mL CTAB Puffer mit 10
pL frisch zugegebenen Mercaptoethanol aufgenommen. Nach einer Inkubation dieser Suspen-
sion fiir 1h bei 65°C wurde 20 min bei 4000-g zentrifugiert und der Uberstand mit demselben
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und 30 min bei 4000-g zentrifugiert. Die
Fallung der genomischen DNA erfolgte durch Zugabe des gleichen Volumens von 2- Propa-
nol iiber Nacht bei 4°C. Die Losung wurde anschlieend 30 min bei 10000-g zentrifugiert und
das Pellet einmal mit 70% Ethanol (RT) gewaschen. Schlieflich wurde die DNA durch
Zentrifugation von 10 min bei 10000-g sedimentiert. Nach Trocknung des Pellets unter Vaku-
um wurde es in 100 pL sterilem H,04e,, wieder aufgenommen und gegebenenfalls bei -20°C
gelagert. Der Gehalt der DNA wurde durch die Messung der optischen Dichte (OD) anhand

der photometrischen Extinktion bei 280 nm photometrisch bestimmt. Dazu wurden je zwei
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Proben der DNA (2 pL) auf 200 pL verdiinnt, gemessen und auf den Sollwert von 10 ng ein-

gestellt.

Potato Dextrose Broth (PDB) CTAB Puffer

PDB 19g CTAB 20 gL’

HyOen. 1000 mL Tris pH 8,0 100 mM-L"!
EDTA 20 mM-L"!
NaCl 1L4ML"'
PVP 40 20 gL'
H;O¢en, 1000 mL

2.2.5.6 RAPD-PCR mit DNA aus Einzelsporisolaten

Fiir die Analyse der phylogenetischen Relation zwischen den verschiedenen V. inaequalis-
Isolaten wurden sieben Primer mit je zehn Basen der Firma Interactiva verwendet. Diese hat-
ten folgende Gensequenzen: D07 (5’TTG GCA CGG G 3°), E15 (5 ACG CAC AACC 3),
FO1 (5 ACG GAT CCT G 3’), F04 (5 GGT GAT CAG G 3°),U10 (5 ACC TCG GCA C
3”), U19 (5 GTC AGT GCG G 3’°) und E07 (5 AGA TGC AGC C 3’) (SIEROTZKI ET AL.
1994, TENZER und GESSLER, 1999). Jeweils 1 pL (10 ng) genomischer DNA wurden in einem
25 uLL PCR-Ansatz verwendet. Die Menge der eingesetzten Substanzen sowie die Amplifika-

tionsbedingungen sind den folgenden Tabellen zu entnehmen.

Tabelle 3: Reaktionsgemisch fiir die PCR-Ansitze

Konzentration Volumen pro Ansatz [pl]
HOen. 18

Puffer 10x 2,5

10 uM dNTP 0,5

Primer (10 pmol-uL™) 2

DNA Template (10ng) 1

Red Taq 1
Gesamtvolumen 25
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Tabelle 4: PCR-Bedingungen

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 120 1
Denaturierung 94 30
Annealing 46 60 36
Elongation 72 60
Elongation nach dem letzten Zyklus 72 180 1
Endtemperatur 4 00 1

Die Amplifikationsprodukte wurden in einem 1,2% Agarosegel (w/v in 1x TAE Puffer) durch
eine Horizontal-Elektrophorese aufgetrennt. DNA-Stiicke konnen durch Agarosegele-
lektrophorese ihrer Grofle nach aufgetrennt werden, wobei sich kleinere Stiicke schneller von
der Kathode zur Anode bewegen als grofere Stiicke. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer
durch Aufkochen in einem Mikrowellengerit gelost. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C wurde
die Agarose mit 0,5 pg'mL™" Ethidium-Bromid versetzt, in einem Geltriger gegossen und ein
Probentaschenkamm in die noch fliissige Agarose gesteckt. Die PCR-Amplifikationsprodukte
wurden unter TAE-Puffer in die Taschen des Gels geladen. Die Elektrophorese wurde bei 120
V fiir 30 min durchgefiihrt.

Zur Ermittlung der Fragmentgrofen wurden 8 pL eines 100 bp Lingenmarkers (GeneRuler™
100 bp Ladder Plus von MBI Fermentas) eingesetzt. Die PCR-Amplifikationsfragmente wur-
den durch UV-Anregung bei einer Wellenldnge von 312 nm und der dadurch entstehenden
Fluoreszenz des in die DNA eingebauten EtBr als Banden im Gel sichtbar gemacht und als
Digitalfoto bzw. mit Hilfe eines Videoprinters dokumentiert. Zur Digitalisierung und Auf-

nahme der Banden diente die PC Version 1.1 von Bio-Rad Multi-Analyst™,

TAE Puffer (50x)

Tris-Ac pH 7.5 40 mM-L™!
Eisessig 20 mM-L™
EDTA 1 mM-L"
Hzoden‘ 1000 mL
2.2.5.7 Erstellung eines Stammbaumes

Die verschiedenen Primer aus 2.2.5.6 fiihrten bei den eingesetzten Isolaten von V. inaequalis
zu unterschiedlichen Bandenmustern durch verschiedene Fragmentgrofen im Agarosegel. Das
Vorhandensein der Banden konnte in eine +/- Matrix {ibertragen werden, die in einen Stamm-

baum konvertiert wurde (Tree Preview von Phylip).
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Ergebnisse und Diskussionen

3.1 Abschnitt A: Entwicklung und Etablierung des Testsys-

tems

3.1.1 Inokulumproduktion

Um in einem in vitro-System, welches der Untersuchung eines Pathogens dienen soll, be-
stimmten Fragestellungen nachzugehen, ist es notig, dieses Pathogen in Reinform, d.h. steril,
zu erhalten. In dieser Arbeit lag der erste Schwerpunkt darauf, Isolate von V. inaequalis aus
dem Freiland zu isolieren und zur Sporulation zu bringen. Aus der Literatur war bekannt, dass
die Gewinnung von Ascosporen aus V. inaequalis in vitro-Kulturen sich sehr schwierig ges-
taltet (MACHARDY 1996), daher wurde hier der Schwerpunkt auf die Produktion der haploi-
den Konidiosporen, zur Vereinfachung im folgenden Konidien genannt, gelegt. Auf kommer-
ziell erhéltlichen Nahrboden ist die Konidienproduktion von V. inaequalis gering (PARKER ET
AL. 1995) und die am meisten verbreitete Dochtmethode von NUSBAUM UND KEITT (1938,
verdndert bei PUTTOO UND CHAUDHARY 1988) ist arbeitsaufwiandig und liefert nicht ausrei-
chend Konidien. ROBERTS UND CRUTE (1994) entwickelten eine in vivo-Methode zur Koni-
dienproduktion auf Apfelsdmlingen, die verhindern sollte, dass die Pathogenitét der Kulturen
nach zu langer Zucht auf axenischen Medien verloren geht, und eine in vitro-Methode als

abgewandelte Dochtmethode.

Die Konidienanzucht auf Cellophanmembranen nach PARKER ET AL. (1996) in Verwendung
des PDA der Firma Difco erwies sich in dieser Arbeit als optimal geeignet zur schnellen mas-

senhaften Produktion von Konidien.

Die Isolate 15 und 36 wurden jadhrlich auf Apfelpflanzen iibertragen und Infektionen hervor-
gerufen, aus denen Re-Isolate gewonnen wurden, um keinen Verlust der Pathogenitét zu ris-
kieren. Das Isolat 36 verlor nach zwei Jahren seine infektidsen Eigenschaften, daher wurde

mit [solat 15 weitergearbeitet.

3.1.2 Isolation von Venturia inaequalis Einzelsporisolaten

Von verschiedenem Material (Blatter, Friichte) aus verschiedenen Anbaugebieten mit sichtba-
ren Schorfldsionen konnten die aus Tab. 1 zu entnehmenden Einzelsporisolate gewonnen
werden. Damit stand zu Beginn der Arbeiten geniigend steriles Ausgangsmaterial fiir die Ko-

nidienproduktion zur Verfiigung.
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3.1.2.1

Wie aus Tab. 5 ersichtlich, waren nicht alle gewonnenen Einzelsporisolate in der Lage, mit

der Methode von PARKER ET AL. (1996) auf Cellophan Sporen zu produzieren.

Tabelle 5: Konidienproduktion der untersuchten Isolate

Konidienproduktion aus Venturia inaequalis Einzelsporisolaten

Nr. Quelle Herkunft & Nr. Quelle Herkunft &
1 Elstar, Blattl Dossenheim - 14 unbekannt unbekannt -
2 Wildapfel Steinberg A 15 Elstar Dossenheim +
3 Elstar Dossenheim - 16 M9/Wildapfel Steinberg/GWH | +
4 M. baccata Steinberg - 17 M9/M. baccata Steinberg 4
5 M. baccata Steinberg - 19 M. baccata Steinberg -

HC; Holsteiner Cox | Quellen Iso 15/36 22 M9/Wildapfel Steinberg/GWH | +

HCs | Holsteiner Cox | Quellen Iso 15/ 36 36 Gloster Ruthe I
7 Elstar Dossenheim - 38 M9/M. baccata Steinberg 1
9 M9/M. baccata Steinberg + 41 Apfel nr.3 Urania, HH -
10 M9/Wildapfel Steinberg/GWH - 42 Golden Bayer -

11a unbekannt unbekannt +

+ Konidien wurden gebildet,

- es wurden keine Konidien gebildet

Fiir die nachfolgenden Versuche wurden anfangs Konidien des Isolats 36 (von der Sorte
,Gloster’ aus Ruthe) und spédter von Isolat 15 (von der Sorte ,Elstar’ aus Dossenheim) ver-
wendet. Diese beiden Isolate zeichneten sich durch eine konstante Konidienproduktion mit
hohen Keimraten der Sporen iiber einen langen Zeitraum aus. Abb. 6 A (s. u.) zeigt das cha-
rakteristische Aussehen von Hyphen auf einer Cellophanmembran und daran gebildete Koni-

dien.

3.1.3 Entwicklung des Testsystems

Nachdem die Produktion steriler Konidien hoher Vitalitét gesichert war, konnten gezielte Un-
tersuchungen zur Konidienkeimung auf isolierten CMs durchgefiihrt werden. Dazu musste
zunichst die Handhabung der Membranen optimiert werden. Erste Versuche mit Membranen,
die mit Silikon auf PVC-Ringen befestigt wurden, schlugen fehl. Es kristallisierte sich heraus,
dass auf Wasser in Petrischalen schwimmende CMs am vorteilhaftesten waren. Zum einen
gewihrleistete das Wasser in der geschlossenen Petrischale eine ausreichend hohe Luftfeuch-
tigkeit, um den Inokulationstropfen nicht austrocknen zu lassen. Zum zweiten konnten bei

umfangreichen Versuchen geniigend CMs Platz sparend inokuliert werden. Aulerdem war
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diese Methode auch im Hinblick auf die weitere Handhabung bei der Mikroskopie sehr vor-
teilhaft. Ein Nachteil war, dass dic Wassermasse unterhalb der CMs relativ zu den Inokulati-
onstropfen ein grofles Sorptionsdepot darstellte, so dass bei kleinen Lochern in der CM Sub-
stanzen aus den Inkubationstropfen in die Wasserphase darunter diffundieren konnten. Dies
Problem wird im Abschnitt 3.2 bei den Versuchen mit Ca(OH), und den Alkylpolyglukosiden
diskutiert.

3.1.3.1 Fiarbemethoden, Fluoreszenmikroskopie

Auf den folgenden Seiten (Abb. 6 I bis K) sind Ergebnisse der lichtmikroskopischen Studien

zusammengefasst.
A

Myzelium auf einer Cellophan-
membran nach 7d Inkubationsdauer
auf PDA. Neben fiir das Wachstum
auf Cellophan charakteristischen
dicken, stark septierten Mzelstrén-
gen sind Konidien (co) zu erkennen.

B

Gekeimte Konidien auf Agar nach
24h Inkubationsdauer. Im Gegensatz
zur Inkubation auf CMs bildeten die
Sporen statt der Appressorien lange
Keimschlduche aus.
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C

Konidien auf CMs, gefirbt mit Me-
thylenblau. Links normal entwickel-
tes Appressorium, rechts und Mitte
Behandlungen mit Tensiden. Die
Appressorien sind in ihrer Entwick-
lung gehemmt.

D

Stromaentwicklung auf Pyrus-CM
nach einer Inkubationsdauer von 8d.
Ein im Hellfeld deutlich erkennba-
res Stroma hat sich ausgebildet.
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E

Stromaentwicklung auf Pyrus-CM
nach einer Inkubationsdauer von 8
d. Ein im Hellfeld deutlich erkenn-
bares Stroma hat sich ausgebildet.
Die Verzweigung des Stromas mit
seinen fingerartigen Ausldufen ist
vergleichbar zu dem, welches von
natiirlichen Infektionen auf Apfel-
blattern der anfilligen Sorte ,James
Grieve’ hervorgebracht wurde (siche
die néchsten beiden Aufnahmen F
und G).

F

Stroma von V. inaequalis nach der
Isolation eines natiirlich infizierten
Apfelblattes (,James Grieve’) ge-
milB der Methode von LI UND XU
(2002).VergroBerung: 100fach

\
—y

4-

e

i

5
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G

Stroma von V. inaequalis nach der
Isolation eines natiirlich infizierten
Apfelblattes (,James Grieve’) ge-
mélB der Methode von LI UND XU
(2002). Das typisch verzweigte
Stroma ist gut zu erkennen, daneben
auch ,coralloide’ Strukturen (cos)
wie sie bei ORTEGA ET AL. beschrie-
ben wurden (1998).

VergrofBerung 400fach.

H

Gekeimte Konidie mit zwei Penetra-
tionsstrukturen in der CM nach einer
Inkubationsdauer von 3 d. FDA
Féarbung und gleichzeitige Hellfeld-
und Fluoreszenzbeleuchtung. Die
Konidie hat zwei Appressorien mit
je einem Stroma entwickelt. Die
Appressorien sind durch Septen von
der Konidie getrennt. Links von der
Spore sind FDA-Kristalle zu erken-
nen.
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Gekeimte Konidien mit Penetrati-
onsstrukturen in der CM nach einer
Inkubationsdauer von 3 d. FDA
Féarbung und gleichzeitige Hellfeld-
und Fluoreszenzbeleuchtung. Im
Gegensatz zu den auf der Oberfla-
che befindlichen Pilzstrukturen wie
Keimschlauch und Appressorium ist
das Stroma breit, fingerartig ver-
zweigt, gedrungen und septiert.

Gekeimte Konidien mit Penetrati-
onsstrukturen in der CM nach einer
Inkubationsdauer von 3 d. FDA
Féarbung und gleichzeitige Hellfeld-
und Fluoreszenzbeleuchtung. Wie
oben ist das Stroma morphologisch
verschieden zu Keimschlduchen,
Konidien und Appressorien.

K

Durchgewachsene, mit FDA gefarb-
te Hyphen. Das Stroma unterschei-
det sich morphologisch sowohl von
denen auf der Oberfldche als auch
von den in der CM wachsenden
Hyphen. Diese Hyphen wachsen im
destillierten Wasser, auf dem die
CMs schwimmen und stellen
hochstwahrscheinlich Artefakte dar.

Abbildung 6: Ubersicht der Morphologie der Hyphen und des Stromas von V. inaequalis auf Cellophan,
Agar, isolierten CMs und in Bléittern mit natiirlichen Infektionen

In den Féllen, in denen kein Groflenmalstab angegeben ist, Als Grolenmalstab kann dienen, dass eine
Konidie ca. 10 — 15um misst.
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ap= Appressorium, co = Konidie, cos = coralloide Strukturen, gt = Keimschlauch (germ tube), se =
Septum, st = Stroma, die dicken Pfeile markieren die Penetrationsstelle

Die pilzlichen Strukturen die die V. inaequalis-Konidien nach der Inokulation auf der Ober-
fliche der CMs ausbildeten, d.h. Keimschlduche und Appressorien, lieBen sich zur lichtmik-
roskopischen Untersuchung mit Methylenblau farben. Die Féarbung mit Methylenblau fiihrte
auch auf Wasseragar zu guten Ergebnissen (Abb. 6 B, C).

Der Pilz war in der Lage, auf CMs Appressorien zu bilden, zu penetrieren und ein Stroma zu

entwickeln.

Die Auswertungen zur Penetration der CMs wurden nach zwei bis drei Tagen durchgefiihrt,
wenn das von den Appressorien ausgehende Stroma bereits gut sichtbar war. Das Stroma,
welches innerhalb der CM wuchs, wurde nicht durch Methylenblau gefarbt. Ohne Farbung
war es im Lichtmikroskop nach drei Tagen nur sehr schwer zu erkennen. Nach einer langeren
Inkubationsdauer entwickelte sich ein weit verzweigtes Stroma, das auch ohne Farbung gut zu
erkennen war (Abb. 6 D, E). Um das junge Stroma sichtbar zu machen, wurde ein Vitalfarb-
stoff verwendet, das Fluoresceindiacetat (FDA). FDA ist ein metabolischer Farbstoff, der
durch in lebenden Zellen vorhandene Esterasen zu Fluorescein abgebaut wird. Das in den
Zellen akkumulierte Fluorescein fluoresziert unter UV-Anregung (ROTMAN UND PAPERMAS-
TER 1966, HAMEL ET AL. 1990, SLAVIC 1994).

Aufgrund der geringen Durchléssigkeit der Cuticula fiir FDA lassen sich nur die Hyphen auf
der Innenseite der CMs farben. Strukturen auf der AuBlenseite, wie Sporen, Keimschlduche
und Appressorien hingegen wurden bei Zugabe des FDA von der Innenseite der CMs nicht
gefarbt. Da die CMs durchsichtig sind, war es moglich, unter Fluoreszenzanregung mit zu-
sdtzlichem Durchlicht die durch Methylenblau gefarbten Strukturen auf der AuBenseite und

die fluoreszierenden Penetrationsstrukturen gleichzeitig zu betrachten (Abb. 6 H, I, J).

Bei der LM der Penetration von V. inaequalis auf CMs wurde zwischen Penetrationsstruktu-
ren unterschieden, die sich in der CM befinden, d.h. in einer mikroskopischen Ebene liegen
und zwischen Hyphen, die durch die CMs durchgewachsen sind und mehr rdumliche Tiefe
besitzen. Beide Hyphenarten erschienen morphologisch verschieden, die Strukturen in der
CM waren eher breit verzweigt und schwammartig mit groen Vakuolen (Abb. 6 H, I, J),
wihrend die durchgewachsenen Hyphen teils lang und fadig, z. T. aber auch gedrungen, bla-
sig und stark septiert erschienen (Abb. 6 K). Es wurde beobachtet, dass das Auftreten durch-

gewachsener Hyphen mit der Dicke und Herkunft der CMs schwanken kann, wobei diinnere
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CMs zu einem groBeren Prozentsatz durchgewachsene Hyphen aufwiesen (Abschnitt 3.1.3.8).
Bei manchen CMs, wie z. B. von Pyrus communis, wurden ausschlieBlich in der CM wach-
sende Hyphen gefunden. Das Hyphenwachstum auf Cellophanmembranen &hnelt dem des
Stromas, in beiden Féllen sind die Hyphen in relativ kurzen Abstinden septiert und recht

breit, was zu einem gedrungenen Aussehen fiihrt (Abb. 6 A).

3.1.3.2 Féarbungen der Cuticularmembranen

Eine Gegenfirbung zu FDA sollte gefunden werden, d.h. ein Farbstoff, der unter UV-
Anregung Licht einer anderen Wellenlidnge abstrahlt als FDA, um bei der CLSM eine Kon-

trastierung zu bieten.

Rhodamin B erwies sich als am besten geeignet, denn die Farbung war bestdndig und unter
der blauen Anregung, die auch fiir FDA verwendet wird, war die gesamte CM deutlich griin-
lich-orange geférbt, wobei die Farbung im Gegensatz zu Acridin-Orange und Safranin auch

den Bereich zwischen den Cuticularlleisten, d.h. iiber den periklinen Zellwdanden, umfasste.

Tabelle 6: Firbung der CM mit verschiedenen Farbstoffen

Konzentration in  sichtbare Fir- Fluoreszenz bei
Fluoreszenz bei grii-
Farbstoff H,0 bung (1:10 ver-  blauem Anregungs-
nem Anregungslicht
(Stammlésung) diinnt) licht

o Rétlich, kaum Unter-

Acridin- Griin-gelb, Reste von )
1% Orange schied zur Kontrolle,

Orange Zellwénden orange

schwicher als Safranin

Rétlich, nicht sehr
Gelb-griin, nicht sehr
intensiv aber starker als

) intensiv, liberwie-
Safranin 1% Rot ) bei der Kontrolle, ii-
gend Abdriicke antik- )

berwiegend Abdriicke

liner Zellwande
antikliner Zellwande

Griinlich-orange, Kriftig orange-rot,
diffus diffus

Rhodamin B 0,78% Violett

Ruthenium-Rot 1% - - _

Griin-gelb, nur Ab-
Rétlich, nur Abdriicke
driicke antikliner

Kontrolle - - antikliner Zellwinde
Zellwande und Haar-
und Haarabbruchstellen
abbruchstellen
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3.1.3.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Keimung und Appressorienbildung von Venturia inaequalis auf der Oberfldche isolierter
CMs wurde rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Es sollte auch eruiert werden, wo ge-
nau sich das Stroma befindet. Daher wurden auch die Riickseiten der infizierten CMs mit ein-
bezogen. In Abb. 7 sind mit Keimschlduchen und Appressorien ausgekeimte Konidien auf
einer CM von ,Gloster’ zu erkennen. Die Konidien wirken z. T. eingefallen, wéahrend die Ap-
pressorien turgeszent und prall erschienen. Auf Abb. 7 D ist eine extrazellulire Matrix zu

erkennen.

SP

Mag= 5.43 KX WD= 11 mm EHT = 15.00 kV 2y Mag= 283 KX WD= 11 mm EHT =15.00 kv

Abbildung 7: REM-Aufnahmen von gekeimten V. inaequalis-Konidien auf einer CM von ,Gloster’.
Die Inkubationsdauer betrug bei allen folgenden Proben 3 Tage bei 20°C, die CMs wurden mit Gluta-
raldehyd fixiert und dann auf Untersuchungstischchen aus Aluminium mit Spezialkleber oder Col-
loidgraphit fixiert und mit Gold (25 nm) beschichtet. Die Rasterelektronenmikroskopie erfolgte bei 15
kV mit einem Rasterelektronenmikroskop der Firma Leica. AP: Appressorium, EM: Extrazellulare Mat-

rix, KS: Keimschlauch, KO: Konidie, NE: Narbe, SP: Septum

A zeigt eine Ubersicht, B-D sind Detailaufnahmen. B: gekeimte Konidie mit zwei Keimschliuchen und
Appressorien. C: Basale Ansicht der Spore mit der Narbe im Bildvordergrund und daran anschlieender
Konidie und dem Appressorium. Die Konidie erscheint deutlich eingesunken, der daran iiber ein Sep-

tum ansetzende kurze Keimschlauch mit folgendem Appressorium wirkt deutlich turgeszenter. D: Eine
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direkt mit Appressorium gekeimte Konidie, die seitlich einen zweiten Keimschlauch ausgebildet hat.

Am Appressorium ist eine extrazelluldre Matrix zu erkennen.
Fiir REM-Untersuchungen der morphologischen Innenseite wurden CMs der Sorte ,Relinda’
verwendet, die in prainfektiosen Untersuchungen den hochsten Anteil von durchgewachsenen
Hyphen aufwiesen. Bei der Betrachtung der morphologischen Innenseite der CMs von ,Re-
linda’ (Abb. 8) sind Pilzhyphen zu erkennen, die eindeutig ihren Ursprung in der CM-
Oberfliche haben. Die Textur dieser Hyphen ist z. T. unterschiedlich. In Abb. 8 B sind raue
und glatte Hyphen zu erkennen. Abb. 8 A, E und H sind Detailaufnahmen der Hyphe-
nurspriinge. Anhand eines drehbaren Probentisches wurde versucht, die Aullenseite der CMs
mit der Innenseite zu vergleichen. Dies sollte zeigen, ob die innen gefundenen Hyphen tat-
sdchlich den Appressorien entspringen, jedoch die Wiederfindung war mit Problemen ver-

bunden und fiihrte zu keinen befriedigenden Ergebnissen.

Auf den Innenseiten von ebenfalls untersuchten Pyrus-CMs wurden keine Hyphen entdeckt,

obwohl vorher im LM viele Konidien gefunden wurden, die ein Stroma entwickelt hatten.
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Abbildung 8: REM-Aufnahmen der morphologischen Innenseiten von mit V. inaequalis infizierten CMs
der Sorte ,Relinda’

Die Inkubationsdauer betrug drei Tage, die Probenaufbereitung erfolgte wie oben beschrieben.

Bei Bild A kann man den Ursprung der Hyphe in der CM erkennen. C, D und E zeigen den gleichen
Ausschnitt in steigender Vergroflerung. B und F zeigen Hyphen unterschiedlicher Textur. H ist ein De-
tail von G und zeigt den Ursprung der Hyphe in der CM. Die Pfeile markieren jeweils den Ursprung der
Hyphen.
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3.1.34 Untersuchungen zur Konidienkeimung

Die Konidienkeimung auf isolierten CMs verlief auf allen untersuchten CMs nach dem glei-
chen Schema: eine Konidie keimte zunédchst mit einem Keimschlauch aus, meist am distalen,
der Abschniirungsstelle der Spore gegeniiberliegenden Ende. An diesem Keimschlauch wurde
dann das Appressorium gebildet, wobei meist zwei Septen zwischen Konidien und Keim-
schlauch und Keimschlauch und Appressorium entstanden. Manchmal bildete eine Spore nur
einen sehr kurzen Keimschlauch oder das Appressorium entstand als distale Verdickung, er-
kennbar durch ein Septum. Im weiteren Verlauf der Inkubation bildeten manche Sporen zu-
satzliche Keimschlduche mit Appressorien aus, so dass es durch eine Konidie zu mehreren

Infektionen kommen konnte (s. Abb. 6 H).

Die optimale Sporenkonzentration auf den CMs musste mehreren Kriterien entsprechen: 1)
natiirlich vorkommende Konzentrationen simulieren, ii) handhabbar in der Auswertung sein.
Die natiirlich vorkommenden Inokulumdosen fiir Konidien in Apfelanlagen liegen maximal
bei vermutlich 0,1-10° Konidien'mL™" (HARTMANN ET AL. 1999). Fiir die Auswertung sind
maximal 50-60 Konidien in einem 5 pL Tropfen handhabbar. Dies entspricht 1,1-10* Koni-
dien'mL™" und liegt daher im Bereich der natiirlich vorkommenden Konzentration. Da die Ap-
pressorienbildung iiber einen weiten Bereich der Sporenkonzentration konstant verlief (Abb.
9), konnten fiir weitere Versuche Sporensuspensionen mit Konidientitern von 0,2 bis 1,0-10*

C g -1
Konidien-mL™ verwendet werden.

60

Gesamtzahl

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Konidien mit Appressorien

Abbildung 9: Korrelation zwischen Sporenanzahl und Appressorienbildung auf isolierten CMs
Auf ,Gloster’-CMs wurden Sporensuspensionen (5 pL) mit verschiedenen Konidientitern pipettiert und

die Appressorienbildung erfasst. Eine Gesamtzahl von zehn Sporen entspricht 0,2-10* Konidien-mL .
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3.1.3.5 Wasseragarkontrolle
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Abbildung 10: Keimschlauchwachstum auf Wasseragar.
Zu den frithen Messterminen standen weniger Werte zur Verfiigung, da die Keimung nicht synchron
verlief und nur wenig gekeimte Sporen gefunden wurden. Die Balken geben die Standartabweichung an
(N=2 bis 7).
Die Wasseragarkontrolle diente zur Bestimmung der Sporenvitalitit. Dies war notwendig, um
eventuelle hemmende Einfliisse der CMs auf die Sporenkeimung erkennen zu konnen. Das
Langenwachstum der Sporen auf Wasseragar war deutlich zu dem auf CMs verschieden. Hier
bildeten die Sporen nur einen langen Keimschlauch, aber keine Appressorien aus. In Abb. 10

ist das Wachstum der Keimschlduche zeitabhingig dargestellt.

3.1.3.6 Zeitlicher Ablauf der Keimung, Appressorienbildung und Penetrati-
on auf CMs

Bei 20°C begannen die Konidien nach ca. fiinf Stunden auszukeimen, erste Appressorien
wurden bereits nach sechs Stunden gebildet (Abb. 11). Nach acht Stunden gab es fast nur
noch gekeimte Konidien, nach zehn Stunden hatten die meisten gekeimten Sporen Appresso-

rien gebildet.
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Abbildung 11: Verlauf der Konidienkeimung auf CMs.
Neun CMs der Sorte ,Gloster” wurden mit einer Sporensuspension inokuliert und bei 20°C inkubiert. Zu

den jeweiligen Zeitpunkten wurde der Anteil Sporen, die gekeimt und Appressorien gebildet hatten, bo-

nitiert. Jeder Punkt gibt den pro CM gefundenen Wert wieder.

3.1.3.7 Konidienkeimung und Penetration auf CMs verschiedener anfalliger
und resistenter Apfelsorten sowie Nichtwirten fiir Venturia inaequa-

lis
Eine Fragestellung bei der Entwicklung eines Systems basierend auf isolierten CMs war ob
das Ausgangsmaterial, in diesem Fall die Membranen, auf die Konidienkeimung und Appres-
sorienbildung einen Einfluss hat. Bei der Auswertung der Keimraten treten drei Klassen auf:
ungekeimte Konidien, gekeimte Konidien ohne Appressorien und gekeimte Konidien mit Ap-
pressorien. Der Anteil der Konidien, die ohne Appressorien auskeimten, war meist sehr nied-

rig (< 5%), so dass die Keimrate sehr gut mit der Appressorienbildung gleichgesetzt werden

konnte.
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Abbildung 12: Appressorienbildung auf CMs verschiedener Apfelsorten und M. baccata.

Die Daten fiir jeden Versuchszeitpunkt sind durch vertikale Linien getrennt. Die Werte resultieren aus den An-
teilen von Konidien mit Appressorien von je 10 CMs. Die Box Plots zeigen die 5"/95" Perzentile mit Fehlerbal-
ken und den Median als durchgezogene Linie. Zu jedem Termin, auBer beim ersten Mal, wurden CMs der Sorte

,Gloster’ als Kontrolle herangezogen (At = 2 bis 7d).

Die Appressorienbildung auf CMs von schorfanfilligen und —resistenten Apfelsorten wurde
untersucht, um einen moglichen Einfluss des Resistenzstatus auf die Appressorienbildung zu
untersuchen. Die Raten zwischen den verschiedenen Untersuchungsterminen schwanken
leicht, wobei diese Unterschiede der Vitalitit der Sporen zuzuordnen ist (Abb. 12). Zu jedem
Termin aufler dem ersten wurden CMs der Sorte ,Gloster’ als Kontrolle herangezogen. Auller
fiir den zweiten Termin ergeben sich keine signifikanten Unterschiede fiir die Appressorien-
bildung auf CMs von anfiélligen oder resistenten Apfelsorten verglichen zur ,Gloster’-

Referenz (t- Test, P-Werte von 0,013 bis 0,581 bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%).

Bei der Keimung auf CMs verschiedener Nichtwirte (Abb. 13) zeigten sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede der Keimraten zwischen den untersuchten CMs zu den jeweiligen
Untersuchungsterminen (P-Werte von 0,063 bis 0,992 bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5%).
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Abbildung 13: Keimraten auf CMs verschiedener Nichtwirte und Malus x domestica ,Golden Delicious’.
Je zwei aufeinander folgende Box Plots resultieren von einem Versuchstermin. Zwischen den Terminen
ist At = 2 bis 7d. Die Werte resultieren aus den Keimraten von je 10 CMs. Die Box Plots zeigen die
5th/95th Perzentile mit Fehlerbalken und sdmtlichen Ausreilern und den Median als durchgezogene Li-
nie.

Bei der Penetration zeigte sich folgendes Bild (Abb. 14). Die Penetrationsraten unterlagen im
Gegensatz zu den Keimraten z. T. erheblichen Schwankungen. Die Raten waren gemessen an
der hier verwendeten Standardsorte ,Gloster’ zum Teil signifikant verschieden, wobei sowohl
anféllige als auch resistente Sorte zu einem geringeren Malle (Alkmene, Bramley’s Seedling,
Reglindis, Remo) oder zu einem hoheren MaBie (M. baccata, Relinda) als ,Gloster’ penetriert

wurden.
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Abbildung 14: Penetrationsraten auf CMs verschiedener Apfelsorten und M. baccata und Pyrus communis
,Conference’.

Die Werte resultieren aus den Penetrationsraten von je 10 CMs. Angegeben ist die Summe aus in der
CM wachsenden und durchgewachsenen Hyphen. Die Box Plots zeigen die 5th/95th Perzentile mit Feh-
lerbalken und sédmtlichen Ausreiflern und den Median als durchgezogene Linie. Statistische Tests (Stu-
dents t-Test) wurden mit der SigmaStat 3.0 Software von SPSS durchgefiihrt. Werte die den gleichen

Buchstaben tragen waren nicht signifikant verschieden zur Vergleichssorte ,Gloster’ (P < 0,05).

3.1.3.8 Konidienkeimung und Penetration auf CMs unterschiedlicher Dicke

Abb. 15 zeigt die Ergebnisse fiir ,Alkmene’ und ,James Grieve’. Bei beiden Apfelsorten zeig-
te sich, dass die Summe aller Penetrationshyphen (Abb. 15 oben) zu dem Gewicht der CMs in
keiner Korrelation stand (r>< 0,01). Bei den durchgewachsenen Hyphen zeigte sich bei beiden
Sorten mit zunehmendem Gewicht, d. h. dickeren CMs, eine Abnahme der Anzahl. Jedoch
bestand hier ebenfalls keine signifikante Korrelation (r> = 0,33 bei ,Alkmene’ und 0,13 bei
,James Grieve’). Komplementir dazu verlief die Anzahl der Hyphen in der CM (Abb. 15,
unten), welche mit zunehmender Dicke der Membran zunahm, wobei jedoch auch hier sehr
niedrige Korrelationskoeffizienten gefunden wurden (1> = 0,13 und 0,08). Daher kann nicht

von einer Korrelation, sondern hdchstens von Tendenzen gesprochen werden.
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Abbildung 15: Einfluss des Gewichts der CMs auf den Anteil von durchgewachsenen und in die CM ge-
wachsenen Penetrationshyphen bei ,Alkmene’(linke Spalte) und ,James Grieve’ (rechte Spalte)

r? gibt das Bestimmtheitsmal3 an, welches mit SigmaPlot anhand einer linearen Regressionsanalyse be-
stimmt wurde.
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3.14 Diskussion des Abschnittes A: Entwicklung des Testsystems

Es ist gelungen, gemdB3 der Aufgabenstellung, ein Testsystem basierend auf isolierten CMs
zur Untersuchung von Venturia inaequalis zu entwickeln. Neben Untersuchungen zur Zu-
sammensetzung und Struktur der Cuticula an sich dienten isolierte CMs in der Vergangenheit
zumeist der Ermittlung von Aufnahmeraten und des Transports von Stoffen (SCHMIDT ET AL.
1981, HOLLOWAY 1982, SCHONHERR UND RIEDERER 1986, SCHREIBER UND SCHONHERR
1993, BUCHHOLZ ET AL. 1998, JENKS 2002) wihrend die Rolle der Cuticula in der Wirt-

Pathogen— Beziehung zumeist an intakten Pflanzen untersucht wurde.

Versuche zum Mechanismus der Obenfldchenerkennung, Keimung und Appressorienbildung
von phytopathogenen Pilzen wurden haufig auch auf kiinstlichen Oberflichen durchgefiihrt,
die die Manipulation der Hydrophobizitidt, Wachszusammensetzung und Festigkeit erlauben.
Harte Oberflachen und eine gewisse Hydrophobizitit wirken bei Colletotrichum spp. (CHAKY
ET AL. 2001, KiM ET AL. 2002), Magnaporthe grisea (JELITTO ET AL. 1994, XIAO ET AL. 1994),
Erysiphe graminis (CARVER UND INGERSON 1987), Phyllosticta amelicida (SHAW UND HOCH
1999) und Blumeria graminis (WRIGHT ET Al. 2002 A UND B) stimulierend auf die Appresso-

rienbildung.

Die Keimung und Appressorienbildung bei Venturia inaequalis wurde zumeist mikroskopisch
an intakten Bldttern oder BS untersucht (SMEREKA ET AL. 1986, TURNER ET AL. 1986, VAL-
SANGIACOMO UND GESSLER 1988, CHEVALIER ET AL. 1991, ORTEGA ET AL. 1998) und auch an

etiolierten Apfelhypokotylen (NICHOLSON ET AL. 1972, 1973 UND 1977).

Viele Laborversuche mit phytopathogenen Pilzen wurden auf kiinstlichen Ndhrmedien durch-
geflihrt und dabei z. B. Keimraten und Hemmung des Myzels bonitiert (HIPSKIND UND PAIVA
2000, SEPPANEN ET AL. 2004). Das Keimverhalten der Sporen auf Wasseragar war in dieser
Arbeit deutlich zu dem auf CMs verschieden. Auf Agar werden keine Appressorien gebildet.
Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen an anderen appressorienbildenden Patho-
genen wie Magnaporthe grisea und Colletotrichum graminicola, in denen berichtet wird, dass
die Appressorienbildung bestimmten Stimuli wie z. B. der Oberflichenfestigkeit und

Hydrophobizitit unterliegt (XIAO ET AL. 1994, HOWARD 1997, CHAKY ET AL. 2001).

Daher wird deutlich, dass Tests auf kiinstlichen Nahrmedien fiir die Untersuchung einer diftfe-
rentiellen Wirkung auf die Keimung, Appressorienbildung und Penetration nicht ausreichen.
Bei V. inaequalis setzt eine erfolgreiche Infektion die Penetration des Wirtsgewebes, d. h. der
CM voraus und die Penetration ist nur mdglich, wenn vorher ein Appressorium gebildet wur-

de (MACHARDY 1996).
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Auskeimung und Appressorienbildung

Das hier entwickelte Testsystem sollte die Vorteile der leichten Handhabung eines Laborsys-
tems unter Simulation einer natiirlichen Blattoberfliche vereinen. Dabei sollte die Vorausset-
zung der Vergleichbarkeit des Verhaltens von V. inaequalis-Konidien zu lebenden Bléttern
gewihrleistet werden. Der Vergleich gelang anhand der Gegentiberstellung des Verhaltens auf
isolierten CMs zu mikroskopischen Arbeiten an lebenden Bléittern. TURNER ET AL. (1986)
beobachteten, dass Konidien typischerweise kurze Keimschlduche ausbildeten, die halb- bis
doppelt so lang wie die Spore selbst waren und in einem Appressorium endeten, welches mit
einem Septum von dem Keimschlauch abgetrennt war. Dieses typische Keimverhalten konnte
auf isolierten CMs regelmédBig identisch festgestellt werden und wurde hier anhand von

lichtmikroskopischen- und REM- Aufnahmen dokumentiert.

In den REM-Aufnahmen war auch zu erkennen, dass Keimschlduche und Appressorien oft-
mals turgeszenter erscheinen als die Spore selbst. Moglicherweise ist das Appressorium durch
Melanineinlagerungen besser gegen Trocknungsschidden, die durch die Aufbereitung fiir die
REM-Untersuchungen auftreten kdnnen, geschiitzt als die Keimschlduche. Der Begriff Stro-
ma wird in dieser Arbeit analog zu anderen (CORLETT UND CHONG 1977, GESSLER UND

STUMM 1994) fiir das subcuticuldre Myzel verwendet.

Auf Abb. 7 D ist eine extrazelluldre Matrix zu erkennen, wobei es sich aber u. U. um einen
Artefakt der Probenaufbereitung handeln konnte. Allerdings wurde die Bedeutung einer ext-
razelluldren Matrix fiir die Anhaftung von Sporen und Appressorien fiir V. inaequalis bereits
gezeigt (CORLETT UND CHONG 1977), ebenso wie fiir andere phytopathogene Pilze (WATA-
NABE ET AL. 2000, CARZANIGA ET AL. 2001, HUTCHINSON ET AL. 2002, DOSS ET AL. 2003). Die
Pilze nutzen verschiedene Mechanismen der Anhaftung, abhingig von der Hydrophobizitét
und anderer Eigenschaften des zu besiedelnden Pflanzengewebes (MENDGEN UND DEISING
1993), wobei die sekretierten Klebstoffe verschiedenen Stoffklassen wie Polysacchariden,
Lipiden, Proteinen oder Glycoproteinen angehdren (EMMET UND PARBERY 1975, EPSTEIN UND
NICHOLSON 1997, MENDGEN UND DEISING 1993, DEAN 1997, TUCKER UND TALBOT 2002). Die
Anhaftung ist der erste Schritt zu einer erfolgreichen Etablierung des phytopathogenen Erre-

gers auf seinem Wirt (TUCKER UND TALBOT 2002).

TURNER ET AL. untersuchten auch den zeitlichen Verlauf der Keimung und Appressorienbil-
dung bei verschiedenen Temperaturen. Die in dieser Arbeit gefundenen Werte fiir den zeitli-
chen Verlauf der Keimschlauch- und Appressorienentwicklung decken sich mit den Werten

von TURNER ET AL. fiir Konidien bei 20°C. Demnach beginnen die Keimung nach drei Stun-
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den und die Appressorienbildung nach einer Inkubationsdauer von sechs Stunden. Dement-
sprechend nimmt der Anteil von Konidien, die bisher nur Keimschléduche ausgebildet hatten
bis zur Dauer von 20 Stunden ab. Das war der Zeitpunkt bei eigenen Untersuchungen, zu dem
alle Sporen, die vorher nur einen Keimschlauch hatten, ihre Appressorienbildung vollendet
hatten. BECKER UND BURR (1993) geben als Zeitdauer bei 20C° bis die Hilfte der Konidien

gekeimt sind, vier Stunden an.

Dies verdeutlicht, dass der natiirliche Verlauf der Konidienkeimung und Appressorienbildung

auf isolierten CMs, unabhéngig von deren Herkunft, gewéhrleistet ist.

Penetration der CMs

Der auf die Appressorienbildung folgende Entwicklungsschritt bei der Infektion mit V. inae-
qualis ist die Penetration der Cuticula und die Etablierung eines subcuticuldren Stromas. Das
parasitische Myzelium, bzw. Stroma von V. inaequalis, aus welchem bei einer kompatiblen
Wirt-Parasitbeziehung die Konidientrdger entstehen, ist auf den subcuticuldren Bereich des
Blattes beschriankt (CORLETT UND CHONG 1976, MACHARDY 1996). Die Cuticula ist die einzi-
ge mechanische Barriere der Penetration von V. inaequalis, denn die Stromaentwicklung er-
folgt zwischen Cuticula und Epidermiszellen. Der Pilz bildet keine Haustorien und penetriert
die Epidermiszellwinde nicht (NICHOLSON ET AL. 1973, SMEREKA ET AL. 1987 fiir Ascospo-
ren). ORTEGA ET AL. (1998) fanden coralloide Strukturen im Stroma von V. inaequalis. Sie
vermuteten, dass diese coralloiden Hyphen entlang der Lauthyphen und des sekunddren
Stromas in sehr engem Kontakt zu epidermalen Zellen stehen und zur Oberflichenvergrof3e-
rung dienen konnten und daher eine Art spezifischer Nahrstoffgewinnungsstruktur darstellen
kénnten. Ahnliche Strukturen wurden auch hier an natiirlich infizierten Apfelblittern gefun-
den (Abb. 6 G). Bei einer kompatiblen Wirt-Parasit-Interaktion verzweigt sich das Stroma
strahlenformig und flachig unter der Infektionsstelle, wobei die Hyphen zundchst nur eine
Lage aus einer Zelldicke bilden. Besonders iiber Blattadern und auf Friichten wird das Stroma
mehrere Zelllagen dick. Der Pilz fiigt den Zellen keine makroskopisch sichtbaren Schiden
wihrend seiner Erndhrung zu (PAUL 1981, STADELMANN UND SCHWINN 1981, MACHARDY
1996, ORTEGA ET AL. 1998). Wenn man die Entwicklung des Erregers in anfdlligen und resis-
tenten Pflanzen vergleicht, zeigt sich, dass die Ausbildung von Penetrationshyphen und Pe-
netrationsraten dhnlich ist. Bei kompatiblen Reaktionen wird ein subcuticuldres Stroma aus-
gebildet, doch umso schwicher, je weniger anfillig der Wirt ist. Eine Resistenzreaktion
scheint mit Stoffen zusammenzuhéngen, die ihren Ursprung im Wirtsgewebe haben und we-

niger mit mechanischen Barrieren (SHAY UND HOUGH 1952, MACHARDY 1996). Wenn man
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die in dieser Arbeit auf isolierten CMs gefundenen Penetrationsstrukturen, bzw. das entwi-
ckelte Stroma mit mikroskopischen Untersuchungen an lebenden Blittern vergleicht, zeigen
sich Ubereinstimmungen in der Morphologie (GESSLER UND STUMM 1984, VALSANGIACOMO
UND GESSLER 1988, ORTEGA ET AL. 1998). Auch das Stroma, welches L1 UND XU (2002) an
thren Untersuchungen an den Unterseiten alter, ontogen resistenter Bléttern fanden und als
rhizomorph bezeichneten, dhnelt dem, welches auf isolierten CMs nach einer lingeren Inku-

bationsdauer entsteht.

Die in der CM wachsenden Penetrationsstrukturen von V. inaequalis haben eine groere mor-
phologische Ahnlichkeit mit denen in Blattscheiben gefundenen Penetrationsstrukturen als die
durchgewachsenen Hyphen, die eher dem superfiziell wachsenden Myzel dhneln (Abschnitt
3.3). Daher wird angenommen, dass das in der CM lokalisierte Stroma fiir Aussagen, die das
Verhalten von V. inaequalis in planta hervorsagen sollen, den am besten geeigneten Parame-
ter darstellt. Bei den durchgewachsenen Hyphen, die bei REM-Untersuchungen an CMs von
,Relinda’ gefunden wurden, scheint es sich um Artefakte zu handeln. Bei REM- Untersu-
chungen der Innenseiten von Pyrus-CM wurden keine Hyphen gefunden. Jedoch wurden bei
LM-Untersuchungen an denselben CMs viele Konidien, die ein Stroma ausgebildet hatten,

gefunden. Dies konnte als indirekter Beweis fiir das Wachstum in der CM gewertet werden.

Die physiologischen Unterschiede zwischen einem lebenden Blatt und einer isolierten CM
beschrinken sich auf den subcuticuldaren Bereich, der offensichtlich bei isolierten CMs fehlt.
Daher ist es besonders bemerkenswert, dass das in isolierten CMs entstandene Stroma dem in
lebendem Bléttern gebildeten zumindest in der Anfangsphase, d. h. vor der Sporulation, ent-

spricht.

Einschrankend muss erwéhnt werden, dass ein Einzelsporisolat von V. inaequalis zur Inokula-
tion verwendet wurde und der Einfluss des Isolates daher anhand dieser Daten nicht zu erfas-
sen ist. SIEROTZKI ET AL. (1994) haben beobachtet, dass Isolate, die von einer bestimmten
Sorte gewonnen wurden, bei Infektionsversuchen ihre Ursprungssorte am stirksten befallen,
d. h. dass diese Interaktionen der Gen-fiir-Gen-Hypothese folgen. Jedoch kann vermutlich
davon ausgegangen werden, dass die CM auch bei diesen Interaktionen nicht die limitierende

Barriere darstellen wird.

Aufgrund hier gefundener dhnlicher Penetrationsraten eines bestimmten Isolates (iso 15) auf
den unterschiedlichen CMs lésst sich schlieBen, dass die Isolatspezifitdt sich nicht auf der

Cuticulaebene abspielt.



Ergebnisse und Diskussionen 52

Auch der zeitliche Verlauf der Penetration auf CMs war dem auf lebenden Bléttern analog.
GESSLER UND STUMM (1984) fanden bei kompatiblen Reaktionen erste Stromata nach 24h,
dies konnte auch in dieser Arbeit bei einer Inkubationstemperatur von 20°C festgestellt wer-
den. Die Versuchsauswertungen zur Penetration wurden dennoch erst nach 48 h oder 72h
vorgenommen, wenn das Stroma eine messbare, die mikroskopische Untersuchung vereinfa-

chende, Auspragung erreicht hatte.

Einflussfaktoren der CMs

Intrinsische Eigenschaften der CMs sollten untersucht werden, um deren Einfluss auf das
Testsystem zu erkennen. Neben der Pflanzenart und Apfelsorte als Variable wurde die Dicke
der CMs stellvertretend fiir das Blattalter herangezogen. Apfelblétter unterliegen der so ge-
nannten ontogenen Resistenz. Diese bewirkt, dass dltere Blatter nicht mehr von V. inaequalis
befallen werden (KEITT UND JONES 1926, GESSLER UND STUMM 1984, MACHARDY 1986 zur
Zusammenfassung). Die Natur dieser Resistenz ist noch nicht vollstindig aufgeklart, die mor-
phologischen Prozesse dhneln denen der V¢-Resistenz (VALSANGIACOMO UND GESSLER 1988).
Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass sehr alte Blétter die ontogene Resistenz wieder ver-
lieren bzw. eine sehr lange Latenzphase haben (KOLLAR 1996, L1 UND XU 2002). In fritheren
Veroffentlichungen zu Venturia inaequalis bestand noch die Meinung, die Dicke der Cuticula
sei verantwortlich fiir die Alters- bzw. ontogene Resistenz (NICHOLSON ET AL. 1973 A UND B).
Diese Aussage findet man immer noch in neueren Aufsitzen zitiert (GEVENSEN UND NICHOL-
SON 2000).

Die meisten untersuchten CMs stellten eine Mischung aus diinneren, von jiingeren Blittern
gewonnenen und dickeren, von dlteren Blittern isolierten CMs dar. Da auffillig oft
makroskopisch diinn erscheinende CMs einen hohen Anteil von durchgewachsenen Penetrati-
onshyphen aufwiesen, wurde bei zwei Apfelsorten, ,Alkmene’ und ,James Grieve’, der Zu-
sammenhang zwischen Dicke der Membran und Art der Penetrationshyphen untersucht. Die
absolute Dicke, die eine CM erreichen kann, ist von der Pflanzenart abhéngig (HOLLOWAY
1982, RIEDERER UND SCHONHERR 1984, JEFFREE 1996). Die adaxiale CM bei Malus ssp. hat
eine maximale Dicke von etwa 2 um. Wihrend der Entwicklung eines Apfelblatts hat die Cu-
ticula nach einer Woche ca. 80% der finalen Stérke erreicht und nach drei Wochen ihr Wachs-
tum beendet (HELLMANN UND STOSSER 1992). Als MaB fiir die Dicke wurde das Gewicht der

CMs herangezogen, welches naturgemif3 einfacher zu erfassen ist.
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Es zeigte sich jedoch, dass unabhingig vom Gewicht der untersuchten CMs keine Korrelatio-
nen zwischen der Gesamtpenetration und der Dicke der CMs festgestellt werden konnte (Abb.

15).

Tendenziell wurden bei diinneren CMs mehr durchgewachsene Hyphen gefunden, doch es
gab keine signifikanten Korrelationen (Abb. 15). FICKE ET AL. (2004) fanden ebenfalls heraus,
dass bei Weintrauben die Dicke der Cuticula nicht mit der ontogenen Resistenz der Beeren
zusammenhidngt. Bei Bohnen soll allerdings die Resistenz gegeniiber Rhizoctonia solani mit

der Stirke der CM korreliert sein (STOCKWELL UND HANCHEY 1983).

Die hier vorliegenden Resultate beim Apfel bestitigten, dass die Stiarke der CM keinen Ein-
fluss auf die Penetrationsrate hat und somit die ontogene Resistenz nicht durch eine Zunahme

der Dicke der CMs begriindet ist.

Auch der Resistenzstatus der Apfelsorten wirkt sich nicht auf Eigenschaften der CM, die die
Penetration von V. inaequalis beeinflussen konnten, aus. Es lieBen sich keine Unterschiede
der Penetrationsraten von anfélligen und resistenten Apfelsorten finden, welche eindeutig mit

dem Resistenzstatus zu erkldren waren.

Daher konnte hier bestdtigt werden, was schon ldnger bekannt ist: die Cuticula stellt fiir V.
inaequalis keinen Resistenzfaktor dar (VALSANGIACOMO UND GESSLER 1988). Untersuchun-
gen zeigen, dass das Auskeimen und die Penetration von Schorfsporen auf anfélligen und
resistenten Wirten sowie auf ontogen resistenten Bléttern gleich verlaufen (VALSANGIACOMO
UND GESSLER 1988, GESSLER UND STUMM 1984). Auch YEPES UND ALDWINCKLE (1993)
konnten bestitigen, dass Konidien von V. inaequalis auf Cuticeln von anfélligen und resisten-
ten Sorten vergleichbar auskeimen, Appressorien bilden und penetrieren. Sie schlieBen dar-
aus, dass die Cuticularmembranen von ausgewachsenen und noch nicht voll entwickelten Ap-

felbléttern keine effektive vorgeformte Barriere fiir den Apfelschorferreger darstellen.

Moglicherweise spielen andere intrinsische Faktoren eine Rolle, die hier zu den Schwankun-
gen fiithren, liber die aber anhand dieser Ergebnisse nicht spekuliert werden kann. Es war aber
moglich, basierend aus diesen Voruntersuchungen, Chargen von CMs auszuwihlen, die zu
hohen Penetrationsraten bei niedrigen Schwankungen fiithren und daher bei Untersuchungen
zur Penetrationshemmung eine gute Kontrolle abgeben. Auch Nicht-Wirte zeigten hohe Pe-

netrationsarten, dies wurde stellvertretend an Pyrus communis ,Conference’ untersucht.

Ob es auf intakten Birnenbléttern zur Ausbildung von Appressorien kommt, wurde nicht un-

tersucht, jedoch sollte diese Frage zukiinftig noch geklédrt werden. Es wére dann auch ersicht-
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lich, ob bei der enzymatischen Isolierung Resistenzfaktoren der Nicht-Wirtebene ausgewa-

schen werden.

Nach der Entwicklung und Etablierung des Systems wurde es im Rahmen dieser Arbeit zur

Anwendung mit unterschiedlichen Substanzen gebracht, die im Folgenden vorgestellt werden.
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3.2  Abschnitt B: Anwendung des Testsystems

Nachdem die Produktion eines sterilen, einheitlichen und stets verfiigbaren Inokulums sicher-
gestellt war und die dulleren Bedingungen fiir das Testsystem {iiberpriift und standardisiert
waren, folgte der zweite Teil der Arbeit, die Uberpriifung der Anwendbarkeit unter prakti-
schen Fragestellungen. Konkret sollten Stoffe mit verschiedenen chemischen und physikali-
schen Eigenschaften exemplarisch auf ihre Wirkung gegen V. inaequalis anhand des Testsys-
tems untersucht werden. Zu den Stoftklassen gehorten Salze, Tenside, Pflanzenstirkungsmit-
tel, Gerbstoffe, bakterielle Tenside und Resveratrol, als phenolisches Phytoalexin. Hier wer-
den drei grofle Versuchsblocke vorgestellt, aus denen zwei Verdffentlichungen hervorgegan-

gen sind.

3.2.1 Wirkung von Calciumhydroxid, Calciumcarbonat, Kaliumcarbonat und

Alkylpolyglukosiden

Die Sporen und Keimschlduche von V. inaequalis wurden durch Calciumhydroxid (Ca(OH),),
Kaliumcarbonat (K,COs3) und die APG-Tenside Plantacare 1200 UP und Glucopon 215 CSUP
abgetotet oder schwer geschéddigt (Tab. 7). Weder Calciumcarbonat (CaCOj;) noch Calcium-
chlorid (CaCl,) schidigten Sporen oder Keimschlduche. Calciumhydroxid hemmte bei préin-
fektioser Applikation die Keimung erst bei einer Konzentration von 5,0 g-L™" vollstindig, t6-
tete aber sofort Keimschlduche bei 0,6 g'L” und héheren Konzentrationen. Das Abtdten er-
folgte innerhalb wenigerer Sekunden. Eine Vorbehandlung der CMs vor der Inokulation mit
Sporen hatte keine Wirkung, da Ca(OH), unter Bildung von Calciumcarbonat mit dem CO,
der Luft reagiert.

Die ersten Versuche wurden mit CMs von ,Gloster’ durchgefiihrt, doch diese waren teilweise
sehr empfindlich und hatten kleine Locher wihrend der Isolation bekommen, so dass die Ten-
sidlosungen in die Subphase diffundieren konnten. Da Apfelschorfkonidien auch auf CMs
von Nichtwirten auskeimen und Appressorien bilden (Abb. 14), war es moglich, die Versuche
mit CMs von Stephanotis floribunda durchzufiihren. Diese sind fester und leichter zu handha-

ben.

Wenn Konidien von V. inaequalis in einem Wassertropfen auf CMs fiir 24h inkubiert wurden,
keimten sie mit Keimschlduchen verschiedener Lange und Appressorien aus (Abb. 16 A),
welche nach kurzer Farbung mit FDA intensiv fluoreszierten. Eine kurative Behandlung mit

Plantacare 1200 UP (0,25 g'L™") totete die meisten Sporen ab (Abb. 16 B), doch ein paar Ap-
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pressorien fluoreszierten auch 24h nach der Behandlung noch. Eine Behandlung der gekeim-

ten Sporen mit Ca(OH), (5 g-L'l) totete sdmtliche Sporen ab und keine Fluoreszenz war mehr

erkennbar (Abb. 16 C).

Kontrolle: Inkubation 48 h, Farbung mit FDA.
Die intensive Fluoreszenz zeigt die Vitalitét der

Sporen, Hyphen und Appressorien an (kl.Bild).

Plantacare 1200 UP (0.25 g-L™") kurative Be-
handlung nach erfolgter Keimung. Nur sehr
wenige Hyphen fluoreszieren und die Fluores-

zenz ist nur partiell, d.h. begrenzt auf Appres-

sorien (kI. Bild).

Ca(OH), (5 g'L™") kurative Behandlung nach

erfolgter Keimung. Weder Sporen, Hyphen
noch Appressorien fluoreszieren. Zwischen
einem Niederschlag von CaCOj; sind ausge-
keimte Sporen erkennbar, die mit Methylenblau

gefarbt worden sind.

Abbildung 16: Kurative Wirkung von Plantacare 1200 UP und Ca(OH), auf Venturia inaequalis Sporen
und Keimhyphen auf CMs von S. floribunda.

A wurde nur mit Fluoreszenz, B mit zusétzlicher Hellfeldbeleuchtung und C aufgrund der fehlenden

Fluoreszenz nur mit Hellfeldbeleuchtung aufgenommen.

Die simultane Applikation der Sporen mit Ca(OH), (Konzentrationen von 0,3-5,0 g-L™),
Plantacare 1200 UP (0,13-1,0 g'L™"), oder K»COs (8,8-140,0 g'L") hemmte die Sporenkei-

mung komplett und fiihrte dazu, dass die Sporen nach 24h keine Fluoreszenz mehr exhibier-

ten.

Bei der préinfektiosen Behandlung reagierte Ca(OH), in wissriger Losung mit dem CO; der

Luft unter Bildung des unldslichen CaCOs Niederschlags. Wenn Ca(OH), auf CMs appliziert
wurde, die Suspension trocknete und 24h danach die Sporensuspension zugegeben wurde,

kam es zu keiner Verringerung der Keimrate bei 2,5 g-L”" oder darunter. Bei 5 g'L' war die
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Keimrate leicht gehemmt (50% im Vergleich zu 71% bei der Kontrolle) (Tab. 7). AuBlerdem
konnte festgestellt werden, dass bei der Kontrolle die Sporen mehr Appressorien ausbildeten.
Nach einer Vorbehandlung mit K,COs3 wurde bei allen Konzentrationen keine Keimung beo-

bachtet, wihrend Plantacare 1200 UP nur bei 0,5 bis 1,9 g'L™' effektiv war (Tab. 7).

Tabelle 7: Der Einfluss einer priinfektiosen Behandlung mit Ca(OH),, K,CO; und Plantacare 1200 UP
auf die Vitalitit der Sporen von Venturia inaequalis.

Die Chemikalien wurden 24 Stunden vor der Sporensuspension auf CMs (Stephanotis floribunda) ap-

pliziert. Als Vitalitdtskriterium der Sporen diente die Fluoreszenz mit FDA nach weiteren 24 Stunden.

Ca(OH), Fluores- K,;CO; Fluores- | Plantacarel1200 Fluores-
[g-L'l] zenz" [g-L'l] zenz" up [g-L'l] zenz"

5,0 ++ 140,0 - 1,00 -
2,5 +++ 70,0 - 0,50 -
1,3 +++ 35,0 - 0,25 ++
0,6 +++ 17,5 - 0,12 +++
0,3 +++ 8,8 - 0,06 +++

Kontrolle +++ Kontrolle + Kontrolle ++

1) — Keine Fluoreszenz, + schwache Fluoreszenz, ++ moderate Fluoreszenz, +++ starke Fluoreszenz

Um den Einfluss der Substanzen auf die Keimschlduche bereits gekeimter Konidien zu testen,

wurde die Applikation nach der erfolgten Keimung durchgefiihrt (kurative Applikation).

Ca(OH), bei 5 g'L™! totete effektiv alle Keimschlduche ab, wihrend bei Konzentrationen von
0,6 bis 2,5 g-L'1 noch eine teilweise Fluoreszenz zu erkennen war (Tab. 8). Dabei fluoreszier-
ten lediglich Teile der gekeimten Spore, nie die ganze Spore mit Appressorium. Konzentrati-
onen von 0,3 g-L" waren nicht letal fiir die Keimschlduche. Mit Plantacare 1200 UP waren
ebenfalls nie die ganzen Konidien fluoreszierend (Abb. 16 B). Obwohl die Konzentrationen
beim CaCl, zehnmal hoher waren als beim Ca(OH),, hatte das CaCl, keinen Effekt auf die
Vitalitit der Keimschliduche. Die pH-Werte der CaCl, Losungen lagen bei 6, wihrend die der
Ca(OH), Losungen sehr alkalisch waren. Die pH-Werte der K,COs; Lésungen waren auch
alkalisch, doch etwas niedriger als beim Ca(OH),. Bei hohen Konzentrationen titete das
K,COs; alle Keimschlduche ab, doch auch Konzentrationen von 4,4 bis 17,5 g'L'1 waren effek-
tiv. Ahnlich wie beim Ca(OH), wurde nur eine partielle Fluoreszenz beobachtet und die

Keimschlduche selber waren nicht vital (Tab. 8).
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Tabelle 8: Der Einfluss einer kurativen Behandlung mit Ca(OH),, CaCl, und K,CO; in verschiedenen
Konzentrationen auf die Vitalitit der Keimhyphen von Venturia inaequalis auf CMs (S. floribunda)

Die Testlosungen wurden gekeimten Konidien zugegeben, die fiir 24 Stunden auf den CMs inkubiert

wurden. Als Vitalititskriterium diente die Fluoreszenz der Keimschlduche mit FDA nach weiteren 24

Stunden.
Substanzen Konzentration pH der Losung Fluoreszenz"
gL
Ca(OH), 5,0 12,4 -
2,5 12,4 +
1,3 12,4 +
0,6 12,2 +
0,3 11,7 -
CaCl, 70,0 5,8 +++
35,0 5.9 +++
17,5 5.9 +++
8,8 6,3 +++
4,4 6,4 +++
K,CO; 70,0 11,4 -
35,0 11,4 -
17,5 11,4 +
8,8 11,4 +
44 114 +
Kontrolle 5,5 ++
1) — Keine Fluoreszenz, + schwache Fluoreszenz, ++ moderate Fluoreszenz, +++ starke Fluoreszenz

Ca(OH), totete die Keimschlduche sehr schnell ab. Wenn 5 pL einer gesittigten Ldsung zu
mit FDA gefédrbten Keimschlduchen gegeben wurden, verblasste die Fluoreszenz innerhalb

von Sekunden, und es war nicht mdglich, den Prozess mikroskopisch festzuhalten.

Plantacare 1200 UP-Losungen sind leicht alkalisch, und es wurde untersucht, ob dies bei der
Toxizitét eine Rolle spielt. Wenn der pH auf 7,0 eingestellt wurde, toteten lediglich die hochs-
ten Konzentrationen (0,5 g-L™") alle Keimschlduche. Mit 0,25 und 0,13 g-L™' wurde eine leich-
te Fluoreszenz festgestellt. Plantacare 1200 Up-Losungen ohne Einstellung des pH-Wertes
gaben dhnliche Ergebnisse, mit der Ausnahme, dass bei 0,25 g-L™" alle Keimschliuche abgetd-

tet wurden (Tab. 9). Diese geringen Unterschiede konnen allerdings auch zufillig sein.
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Tabelle 9: Der Einfluss des pH-Wertes und der Konzentration von Plantacare 1200 UP bei kurativer Ap-
plikation auf die Vitalitit der Keimhyphen von Venturia inaequalis auf CMs (S. floribunda).

Die Testlosungen wurden auf gekeimte Sporen 24 h nach der Inokulation der CMs appliziert. Als Vita-

litatskriterium diente die Fluoreszenz der Keimschlduche mit FDA nach weiteren 24 Stunden.

pH eingestellt auf 7,0 pH nicht eingestellt
Konz. [g'L-l] Fluoreszenz 1) pH-Wert Fluoreszenz"

0,50 - 9,4 -
0,25 + 7,6 -
0,13 + 7,3 +

0,06 ++ 6,3 T+

0,03 +++ 5.8 +++

Kontrolle +++ 5,5 +++

1 — Keine Fluoreszenz, + schwache Fluoreszenz, ++ moderate Fluoreszenz, +++ starke Fluoreszenz

Gekeimte Konidien, die mit Plantacare 1200 UP bei Konzentrationen von 0,5, 1,0 und 2,0

gL behandelt wurden, stoppten das Wachstum (Abb. 17). Nur die Keimschliduche der Kon-

trollen nahmen an Lange wihrend des Intervalls zwischen 24 h und 48 h zu. Dies zeigt, dass

das Abtoten schnell erfolgte. Glucopon 215 CSUP hemmte das Keimschlauchwachstum eben-

falls. Keimschlduche in der Kontrollgruppe waren durchschnittlich 400 um lang, die bei den
Glucopon 215 CSUP Behandlungen von 1,0 und 2,0 g-L™" nur etwa 100 um. Die 0,5 g'L"

Behandlung reduzierte das Wachstum zu einem geringeren Maf3e.
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Abbildung 17: Die kurative Wirkung von Plantacare 1200 UP und Glucopon 215 CSUP in verschiedenen
Konzentrationen auf das Lingenwachstum von V. inaequalis-Keimschlduchen auf CMs (S. floribunda).

Die Testlosungen wurden 24 h nach der Inokulation den CMs zugegeben und die Linge der Hyphen

wurde 24 h spiter gemessen. Die Lénge der unbehandelten Hyphen nach 24 Stunden und den zweiten

24 Stunden diente als Kontrolle und ist mit C,4, bzw. Cyg, gekennzeichnet.
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Auch Kaliumcarbonat verhinderte die Sporenkeimung und totete bereits gekeimte Konidien
bei 4,3 g'L"' und hoher. Mit Plantacare 1200 UP behandelte Konidien keimten nur zu gerin-
gen Raten aus und bei bereits ausgekeimten Konidien wurden die Keimschléduche schon bei
sehr niedrigen Konzentrationen (0,13 g-L') abgetotet. Glucopon 215 CSUP stoppte das
Keimschlauchwachstum bei 1,0 g-L™".

3.2.2 Wirkung von Resveratrol und Piceid

Da Resveratrol in Pflanzen oft als Zuckerkonjugat auftritt (SOTHEESWARAN UND PASUPATHY
1993), wurde das hiufigste derivatisierte Trans-Resveratrol-3-O-f-D-Glycopyranosid (Piceid)

fiir diese Versuche mit aufgenommen.

Bestimmung der Wasserldslichkeit und des Cuticula/ Wasser-Verteilungskoeffizienten Kcw

Die Wasserloslichkeit des Resveratrols wurde mit 52,2 pg-ml” und einer Standardabweichung
von + 2,3 pgml” (= 2,29-10°% Mol'L™" + 1,01-10° Mol'L™") ermittelt. Die Wasserloslichkeit
des Piceids lag bei 161 pg'ml™ mit einer Standardabweichung von + 5,7 pgml” (= 4,14-10™
Mol-L™ £ 1,47-10° Mol-L™). Der Kcw des Resveratrols war 3079 (s. d. + 686). Mit der Vor-

hersagegleichung

logKg,, =1.118-0.596-10g S ser 3)

von SCHONHERR UND RIEDERER (1989), die die Ermittlung von Cuticula/Wasser-
Verteilungskoeffizienten aus der Wasserloslichkeit Swasser [mol-L'l] lipophiler Molekiile er-

laubt, wurde ein Kcw von 1939 fiir Resveratrol und von 1370 fiir Piceid errechnet.

Wirkung von Resveratrol und Piceid bei simultaner und prainfektioser Applikation

Das Resveratrol hatte keinen Effekt auf die Sporenkeimung (Tab. 10). Bei der simultanen
Applikation des Piceids wurden steigende Konzentrationen von 50 pg'ml™ bis 1000 pg'ml™
eingesetzt. Die Wasserldslichkeit des Piceids wurde erst spéter bestimmt. Bei Konzentratio-
nen oberhalb 100 pg'ml" wurde zuvor ein kristalliner Niederschlag beobachtet. Dies deckt
sich mit der Wasserloslichkeit des Piceids, welches oberhalb der Séttigungskonzentration von

161 pgrml™ ausfallt.

Bei allen Konzentrationen ergab sich eine signifikante Reduzierung der Keimrate der Koni-
dien nach 24 h und auch der Anteil von Konidien mit Appressorien war reduziert (Abb. 19).
Auf mit Piceid angereicherten CMs war keine Keimhemmung festzustellen (Tab. 10). Bei den

Untersuchungen zur Penetration der Hyphen von V. inaequalis in CMs zeigte Resveratrol eine




Ergebnisse und Diskussionen 61

deutliche Wirkung auf die Entwicklung von Penetrationsstrukturen bei der Préapplikation
(61,8+£35,1% Hemmung) und bei der simultanen Applikation (89,7£11,5% Hemmung).

Abbildung 18: Venturia inaequalis Konidien auf Kontroll-CMs und mit Resveratrol angereicherten CMs
72 h nach der Sporenapplikation.

Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie wurden kombiniert, um gleichzeitig die mit Methylenblau ge-
farbten Pilzstrukturen wie die Sporen, den Keimschlauch und das Appressorium sowie die mit FDA ge-
farbten Penetrationsstrukturen sichtbar zu machen. ap: Appressorium, co: Konidiospore, gt: Keim-
schlauch, sap: Sekundéres Appressorium, st: Stroma, Der dickere Pfeil zeigt auf die Penetrationsstellen.
Kontrolle (links): Ausgeprigt verzweigtes Stroma, welches von einem Appressorium ausgeht. Die Fla-
che des Stromas wurde mit der AxioVisison Software von Zeiss gemessen. Resveratrolbehandlung
(rechts): Das Stroma ist deutlich weniger ausgeprégt als bei der Kontrolle. Die Fliche des Stromas bei

behandelten CMs hatte durchschnittlich nur 24,3% der Ausbreitung der Kontroll-CMs.

Neben der Abnahme der Penetrationsrate war die Fliche des Myzels durch in den CMs sor-
biertes Resveratrol deutlich reduziert (Abb. 18). Die Messung der Penetrationsstrukturen
wurde zweimal durchgefiihrt (N = 111) und fiihrte jeweils zu signifikant reduzierten Flichen
(P < 0.05). Wenn die durchschnittliche Fldche des Stromas bei den Kontrollen auf 100% ge-
setzt wurde, hatte das Stroma bei den mit Resveratrol angereicherten CMs nur ca. ein Viertel

(24,3%) dessen Fléche.
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Abbildung 19: Einfluss des Resveratrolglukosids, Piceid, auf die Konidienkeimung nach simultaner Ap-
plikation auf die CMs.

Die Daten reprisentieren den Mittelwert aus fiinf (fiir 1000 pg-ml™ vier) unabhingigen Experimenten
mit je fiinf CMs. Werte die den gleichen Buchstaben tragen waren nicht signifikant verschieden (P <

0,05). Der Pfeil markiert die Konzentration, ab der die Piceid-Losung gesittigt vorlag (161 pg -ml™).

Eine beinahe 100%-ige Hemmung der Penetration wurde beobachtet, wenn die gesittigte Pi-
ceid-Losung gleichzeitig mit den Konidien auf die CMs appliziert wurde. Die Penetration
nahm konstant von Konzentrationen von 50 zu 200 pg'ml™ ab und wurde nahezu vollstindig
gehemmt bei 200 zu 1000 pg-ml™ (Abb. 20). Auch bei der Priapplikation des Piceids wurde

eine anndhernd 100%-ige Hemmung erreicht (Tab. 10).
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Abbildung 20: Wirkung des Piceids auf die Penetrationsrate der Sporen bei simultaner Applikation.
Die Daten représentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen mit einem Minimum von fiinf
CMs pro Experiment. Werte die den gleichen Buchstaben tragen waren nicht signifikant verschieden (P

<0,05). Der Pfeil markiert die Konzentration, ab der die Piceid-Losung gesittigt vorlag (161 pgml™).

Tabelle 10: Prozentuale Hemmung der Keimung und Penetration bei Pri- und simultaner Applikation
von Resveratrol und Piceid.

Die Werte représentieren die Mittelwerte + s. d. von drei unabhéngigen Experimenten bei der simulta-

nen Applikation und von sechs und zwei unabhéngigen Experimenten fiir die Pra- und simultane Appli-

kation bei dem Piceid.

Praapplikation Simultane Applikation
Piceid Resveratrol Piceid Resveratrol
Keimung Kein Effekt Kein Effekt 25,4 + 5,3%%* Kein Effekt
Penetration 96,1 +5,1% 61,8 +35,1% 94,9 +9,1%* 89,7+ 11,5%

* Mittelwert + s. d. aller Konzentrationen iiber der Sittigung, d. h. 200, 400, 500 und 1000 pg-ml™”.
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3.2.3 Wirkung von Saccharoseoctanoat (SO)

Saccharoseoctanoat hatte eine signifikante keimungs- und appressorienhemmende Wirkung
gegen Konidien zweier Einzelsporisolate von V. inaequalis (Abb. 21). Die Keimung wurde
bei einer Konzentration von 0,25% komplett verhindert. Bei niedrigeren Konzentrationen

beschriankte sich die Hemmung speziell auf die Appressorienbildung, wihrend die Keimrate

zunichst gleich blieb.
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Abbildung 21: Die Wirkung von Saccharoseoctanoat auf Konidien des Isolats 15 (oben) und des Isolats Gl
03 F (unten)

Fiir jede Konzentration wurden fiinf CMs von ,Stephanotis’ inokuliert. Die Buchstaben geben die Signi-
fikanzen fiir die Kategorie ,gekeimt mit Appressorien’ an, Werte, die mit dem gleichen Buchstaben ge-

kennzeichnet sind, sind nach Student’ t-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 nicht

signifikant verschieden.
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3.24 Diskussion des Abschnittes B: Anwendung des Testsystems

Nachdem das Testsystem in seiner Grundanwendung etabliert und die wichtigsten biologi-
schen Parameter eingegrenzt waren, sollte der Einfluss verschiedener Stoffe auf die Keimung,
Appressorienbildung und Penetration von V. inaequalis untersucht werden. Oberflachenwirk-
same Substanzen, anorganische Salze, bakterielle Tenside und das Phytoalexin Resveratrol
wurden in die Untersuchungen einbezogen, um ein breites Spektrum von Substanzen zu testen

und damit die Mdglichkeiten des Systems auszuloten.

In dieser Arbeit wurden neue Substanzen fiir den Einsatz gegen V. inaequalis mit dem Test-
system beziiglich ihrer schorfhemmenden Wirkung untersucht. Es sollte geklirt werden, wie
lipophile, hydrophile und oberflichenwirksame Substanzen am besten mit dem System V.

inaequalis/ isolierte CMs getestet werden konnen.

Calciumhydroxid, Calciumcarbonat, Kaliumcarbonat und Alkylpolyglukoside:

Es wurde gezeigt, dass Ca(OH),, K,CO; und beide APG Tenside in den verwendeten Kon-
zentrationen die Sporenkeimung von V. inaequalis verhindern und die Keimschldauche abto-
ten. Dies deutet auf das Potential dieser Stoffe zur Bekdmpfung von Apfelschorf und mogli-
cherweise auch Birnenschorf hin. Basierend auf den Ergebnissen der drei verschiedenen Ap-
plikationsmethoden kann eine Strategie zur erfolgreichen Bekdmpfung des Apfelschorfs ent-
wickelt werden. Es wurde nicht untersucht, ob Ca(OH),, K,COs und die Tenside fahig sind,
den Pilz nach seiner Penetration der Cuticula zu schidigen. Die Diskussion beschrdnkt sich
daher auf Bekdmpfungsstrategien, die auf die Verhinderung der Sporenkeimung und Keim-

schlauchabtotung abzielen.

Die Préaapplikation von Ca(OH), hemmte die Sporenkeimung nicht und totete die Keim-
schlduche nicht ab, da die Base schnell in das ineffektive Calciumkarbonat umgewandelt wird
(Tab. 7). Hohe pH-Werte der Losung, die im Falle von Ca(OH), und K,COs iiber 11,4 lagen
(Tab. 8) scheinen fiir die Keimhemmung und Abtdtung der Keimschlduche notwendig zu

sein.

Neutrale CaCl, Losungen waren ineffektiv (Tab. 8). K,COj; reagiert auch mit CO; bei Entste-
hung von KHCOs;. Diese Losung ist auch alkalisch und konnte daher fiir die Verhinderung der
Sporenkeimung bei der Priapplikation von K,COj; verantwortlich sein (Tab. 7). KHCOs pe-
netriert CMs, (SCHONHERR UND LUBER 2001), doch muss noch geniigend Salz auf der CM

nach 24h vorhanden gewesen sein, denn sogar bei 8,8 g-L' fand keine Sporenkeimung statt.
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Die Praapplikation von Plantacare 1200 UP bei 0,5 bis 1,0 g'L" war ebenfalls wirksam, wih-
rend bei 0,25 gL' noch einige Sporen keimten (Tab. 7). Mit spiterer Applikation von 0,25
g-L"" wurden alle Keimschliduche abgetotet (Tab. 9). Anscheinend hatte ein Teil der Tensidld-

sung die CMs penetriert, was zu geringeren Konzentrationen nach 24h fiihrte.

Bei K,CO; und Ca(OH); scheint die Alkalitdt der Losung fiir die fungiziden Wirkungen ver-
antwortlich zu sein, eher als die Kationen an sich. Die Plantacare-Losungen waren auch bei
neutralem pH fungizid (Tab. 9), dies deutet auf einen anderen Wirkmechanismus hin. Die
toxische Wirkung von Tensiden auf Zellen und Gewebe beruht auf der Schidigung von Zell-

membranen (KRISTEN ET AL. 1993, MULLER ET AL. 1999).

Die Blattzellen werden von der Cuticula geschiitzt, welche die Penetration von Tensiden ver-
langsamt oder unterbindet. Dennoch kénnen Tenside in hohen Konzentrationen Blétter sché-
digen (UHLIG UND WISSEMEIER, 2000), doch dies trifft auf die hier verwendeten APG-
Tenside nicht zu (GARST 1996, STEBER ET AL. 1999, und SCHONHERR, pers. Mitt.). Plantacare
war fungizid, und da sein Wirkmechanismus sich von dem von Ca(OH), und K,CO; unter-
scheidet, sind die Mechanismen wahrscheinlich unabhédngig und konnten bei der Spritzung

von Obstbdumen eine additive Wirkung zeigen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Sprithapplikationen von Ca(OH); (2,5 bis 5,0 g-L™) oder K,CO;
(35 bis 70 g'L™") in Kombination mit Plantacare 1200 UP (0,25 bis 0,5 g-'L™") erfolgreich den
Apfelschorf bekdmpfen sollten. Allerdings sind diese Substanzen wahrscheinlich nicht pro-
tektiv einsetzbar. Ca(OH), wird schnell zum ineffektiven CaCO3; und Ca(HCOs3), umgewan-
delt. K,CO3 und Plantacare 1200 UP sind gut wasserloslich und werden schon von geringen
Niederschlagsmengen von den Blittern abgewaschen. Daher wird der Zeitpunkt der Behand-
lung von hochster Bedeutung sein. Sporen und gekeimte Konidien mit Keimschldauchen wer-
den abgetdtet aber eine lang anhaltende Wirkung wird nicht erwartet. Dies ist ein Nachteil
gegeniiber den konventionellen protektiven Fungiziden. Andererseits konnte die Applikation
der toxischen Kupferverbindungen vermieden werden, wenn das Problem des optimalen
Spritztermins gelost wird. Eine Mischung von Ca(OH), und Plantacare 1200 UP sollte K,CO3
gegeniiber iiberlegen sein, welches hohere Konzentrationen und haufige Spritzungen verlangt.
Dies konnte neben hoheren Kosten zu einem Ungleichgewicht in der Néhrstoffbilanz fiihren.
In der Tat kontrollierten in vorldufigen Feldversuchen die Kombination von Ca(OH), und
Plantacare 1200 UP den Apfelschorf effektiv und keine Anzeichen von Phytotoxizitit wurden

beobachtet (GRIMM-WETZEL, unverdffentlicht). Die sehr schlechte Kontrolle des Schorfs
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durch Loschkalk, die von BERESFORD ET AL. (1995) und WASHINGTON ET AL. (1998) beo-

bachtet wurde, konnte mit einer protektiven Strategie der Behandlung zusammenhéngen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Ca(OH), und K;COs3 zusammen mit dem Benetzungsmittel
Plantacare 1200 UP potentielle Schorfbekdmpfungsmittel im integrierten und biologischen

Obstbau sein konnten, wenn der richtige Bekdmpfungszeitpunkt eingehalten wird.

Mittlerweile ist aus Versuchen der Arbeitsgruppe SCHONHERR bekannt, dass eine Behandlung
mit 5 gL' Ca(OH), auch bei einer 400%igen Sporenreife nach Mills (MILLS UND LAPLANTE
1951), d. h. 24 h nach der Keimung, die gekeimten Sporen im Laborversuch auf isolierten

CMs effektiv abtotet (MONTAG 2004).

Resveratrol und Piceid

Hier sollen Versuche zur in vitro-Wirkung des Resveratrols und seinem Glukosid trans-
Resveratrol-3-O-f-D-Glykopyranosid (Piceid) auf V. inaequalis vorgestellt werden. Das Ziel
war, das Leistungsvermogen des Testsystems beziiglich der Untersuchung von lipophilen
Substanzen zu eruieren und das Potential von transgenen Apfeln mit dem Stilbensynthasegen

in Hinsicht auf eine erhohte Schorfresistenz abzuschéatzen.

Ein wichtiger Aspekt bei der pflanzlichen Pathogenabwehr ist die Akkumulation von Phytoa-
lexinen. Phytoalexine sind sekundire Metabolite mit geringem Molekulargewicht und biolo-
gischer Aktivitit gegeniiber einer breiten Masse von Pathogenen. Das Phytoalexin Resveratrol
wird von mehreren verschiedenen Pflanzenarten wie Wein (Vitis vinifera), Erdnuss (Arachis
hypogaea) und Pinie (Pinus sylvestris) synthetisiert (SZANKOWSKI ET AL. 2003). Die antifun-
galen Eigenschaften des Resveratrols wurden durch in vitro Untersuchungen (ADRIAN ET AL.
1997, ALI ET AL. 2003, SEPPANEN ET AL. 2004) und durch externe Applikation auf Friichte
(GONZALES URENA 2003, MONTERO ET AL. 2003) gezeigt. Das Stilbensynthase-Gen, welches
die Schliisselrolle bei der Resveratrolbiosynthese spielt, wurde erfolgreich in Kiwi und Apfel

transferiert (KOBAYASHI ET AL. 2000, SZANKOWSKI ET AL. 2003).



Ergebnisse und Diskussionen 68

Resveratrol:

Da das Resveratrol keinen Einfluss auf die Sporenkeimung und Appressorienbildung hatte,
konnte die Hemmung mit einer Stérung der darauf folgenden Penetration zusammenhingen.
Aufgrund des recht hohen Kcw von 3079 des Resveratrols wird das meiste Resveratrol in der
CM unter Bildung eines lipophilen Depots akkumulieren. Daher wird die Konzentration in
der wissrigen Sporenldsung gering sein. Aufgrund der Wasserldslichkeit von 52,2 pg-mL™" ist
die Resveratrolkonzentration im Tropfen, in welchem die Sporen keimen, limitiert, und kénn-
te nicht ausreichen, um die Sporenkeimung und Penetration zu hemmen. Dennoch entwickelt
das Resveratrol seine hemmende Wirkung wihrend der Penetration, da die Penetrationsraten
signifikant geringer und das Stroma signifikant kleiner ist (Tab. 10, Abb. 18). Da wéhrend der
Penetration der Gehalt des Resveratrols in den CMs von Bedeutung ist, wurden keine Unter-
schiede zwischen den beiden verschiedenen Applikationsmethoden, d.h. Pré- oder gleichzeiti-

ger Applikation gefunden (Tab. 10).

Der Aufbau der pflanzlichen Cuticula ist heterogen und die Haupttransportbarriere der CM
wird durch die Wachse, welche in hoch geordneter, teilweise kristalliner Form auf die duf3ers-
te Schicht der Cuticula aufgelagert sind (RIEDERER UND SCHREIBER 1995). Das meiste Resve-
ratrol wird in den inneren Schichten der CM, welche ein Sorptionskompartiment fiir lipophile
Substanzen darstellen, gebunden (SCHONHERR UND RIEDERER 1989) und wird daher kaum
Auswirkungen auf die Keimung und Appressorienbildung auf der Oberfliche der CM haben.
Allerdings wird die pilzliche Hyphe wihrend der Penetration in direkten Kontakt zum in den

CMs akkumulierten Resveratrol gelangen.

In einer Reihe anderer Untersuchungen, wurde die Wirkung von Resveratrol gegen unter-
schiedliche pilzliche Pathogene untersucht (JEANDET ET AL. 2002). Die im Folgenden aufge-
fiihrten Untersuchungen miissen vor dem Hintergrund der nicht beriicksichtigten Loslichkeit
des Resveratrols (52 pg'mL™) kritisch bewertet werden. ADRIAN ET AL. (1997) verwendeten
ein in vitro-Flissigsystem zur Untersuchung der biologischen Aktivitit von Resveratrol gegen
Botrytis cinerea, den Erreger der Grauschimmelfaule, und fanden eine signifikante Hemmung
der Sporenkeimung bei Einsatz von 60 bis 160 pgrmL™ Resveratrol. ALI ET AL. (2003) berich-
teten, dass eine geringere Konzentration von 40,8 pg'mL™" ausreichte um eine 50%ige Wachs-
tumshemmung von B. cinerea zu erreichen, wihrend eine entsprechende Konzentration (78,3
ng'mL™") nétig war, um eine 50%ige Hemmung von Penicillium digitatum zu erreichen. Mit

Agarversuchen wurde der hemmende Effekt gegen die beiden Traubenpathogene Botrytis
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cinerea und Eutypa lata untersucht (COUTOS-THEVENOT ET AL. 2001). Fiir beide Pilze wurde
eine signifikante Wachstumshemmung festgestellt, die sich als Durchmesser des Myzels
bestimmen lieB, jedoch keine totale Hemung bei einer Konzentration von 205 pg-mL™.
HIPSKIND UND PAIVA (2000) untersuchten die Aktivitit von Resveratrol bei 50 pg'mL™" auf
das Myzelwachstum von Phoma medicaginis, was zu einer Reduktion des Hyphenwachstums
von 50% fiithrte. SEPPANEN ET AL. (2004) untersuchten 16 Pilzspezies mit einem Agartest. Sie
fanden teilweise eine signifikante Hemmung des radialen Wachstums, aber alle Spezies bis
auf eine waren bei 400 pg'mL™' noch fihig zu wachsen. Dies ist besonders kritisch zu bewer-
ten, da die Wasserloslichkeit des Resveratrols nur 52 pg-mL™ betrigt. Jedoch unterstreichen
diese Studien den eher unspezifischen, nichtselektiven antifungalen Charakter des polypheno-

lischen Phytoalexins Resveratrol.
Piceid:

Im Gegensatz zu Resveratrol, hemmte sein Glukosid, das Piceid, die Keimung von V. inae-
qualis signifikant. Die bei Konzentrationen oberhalb der Sittigung (161 pg-mL") gefundenen
Ergebnisse fiir die Hemmung von Keimung und Appressorienbildung unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. Eine durchschnittliche Hemmung der Keimung von 25,4% und der
Appressorienbildung von 45,2% wurde zwischen 200 pg'mL™" und 1000 pg-mL™ erreicht
(Abb. 19). Da das Glukosid eine 1,8-mal hohere Wasserloslichkeit als das Resveratrol hat,
kommen die Sporen mit hoheren Konzentrationen in Kontakt wenn sie zusammen mit dem
Piceid inkubiert werden. Dies konnte den hemmenden Effekt erkldren, der bei der simultanen
Applikation beim Piceid im Gegensatz zum Resveratrol auftritt. Wenn Piceid-angereicherte
CMs mit den Sporen inokuliert wurden, war die Keimung nicht beeinflusst, was bedeutet,
dass das in den CMs sorbierte Piceid keine Wirkung auf die Sporen auf der Oberfldche hat.
Im Gegensatz zum Resveratrol, welches die Penetration nur teilweise hemmte, unterbindet
das Piceid die Penetration fast 100%ig, unabhingig davon, wie das Piceid appliziert wurde
(Abb. 20). Daher zeigt sich, dass das Piceid eine stirkere antifungale Wirkung hat als das

Resveratrol.

In Bezug auf die antifungale Wirkung des Piceids sind Literaturergebnisse, von mit der Stil-
bensyntase transformierten Pflanzen stammen, teilweise widerspriichlich. Wéahrend transgene
Kiwis, die Resveratrol und Piceid synthetisieren, keine erhohte Resistenz gegen Botrytis cine-
rea aufwiesen (KOBAYASHI ET AL. 2000), zeigten transgene Luzerne, die Piceid akkumulier-

ten, eine signifikante Reduktion der Lasionsgrofe nach der Infektion mit dem Pathogen Pho-
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ma medicaginis. Die Wirksamkeit des Glukosids wurde mit Agartests untermauert (HIPSKIND

UND PAI1vaA 2000).

Abschitzung der Resveratrolaktivitit in planta:

In all den Beispielen oben eingeschlossen den eigenen Ergebnissen, zeigt sich, dass die
hochstmoglichen Konzentrationen in wissrigen Losungen fiir Resveratrol und Piceid verwen-
det wurden. Zum Teil lagen die Konzentrationen sogar iiber den Wasserldslichkeiten von 52,2
pg'mL™” fiir Resveratrol und 161 pg-mL™" fiir Piceid in diesen Experimenten. In den meisten
Féllen wurden erst dann signifikante Effekte beobachtet. Daher stellt sich die Frage, ob derar-
tige Konzentrationen in Pflanzen, die natiirlicherweise Resveratrol produzieren oder die mit
der Stilbensyntase tranformiert wurden, erreichbar sind. Um extern applizierte Resveratrol-
und Piceidkonzentrationen mit den natiirlich vorkommenden im Blatt- und Fruchtgewebe
vergleichen zu konnen, wird angenommen, dass die Konzentrationsangaben in pg/g Frisch-
gewicht direkt vergleichbar sind zu den experimentellen Konzentrationen in pg'mL™. Da
Blitter und Friichte meist zu mehr als 90% aus Wasser bestehen, ist diese Annahme berech-

tigt.

Fiir Vitis werden Werte von 16 + 0.5 pg-g” (MONTERO ET AL. 2003) bis zu 330 pg-g” in der
Beerenschale (BAIS ET AL. 2000) abhingig von der Sorte und dem Entwicklungsstadium be-
richtet. UV-Bestrahlung erhdhte die Konzentration bis zu 810-1075 pg-g” in der Beerenscha-
le. In ganzen Weintrauben wurden ca. 1,7 ug-g” Frischgewicht an Piceid gefunden (CANTOS
ET AL. 2003). Die heterologe Expression eines Stilbensyntasegens von Vitis vinifera in trans-
genen Apfeln fiihrte zu einer Akkumulation des Resveratrolglukosids (SZANKOWSKI ET AL.
2003). Die héchste im Apfelgewebe gemessene Menge war 34,7 pg-g” Frischgewicht im Ap-
felblattgewebe, wihrend in der Fruchtschale transgener Apfel 13,0 pug-g” gefunden wurden
(SzANKOWSKI, pers. Mitt.). Es muss in Betracht gezogen werden, dass das Stilbensyntasegen
in Apfeln unter der Kontrolle eines UV-, Wunden- und Pathogen-induzierbarem Promotor
steht. Die Bildung und Akkumulation des Resveratrols wurde routinemifig durch UV-
Bestrahlung induziert. Die oben angegeben Werte beziehen sich auf den durchschnittlichen
Gehalt an Resveratrolglukosid im gesamten Gewebe. Daher ist es moglich, dass lokale Kon-
zentrationen, z. B. in infiziertem Gewebe, hoher sein konnten. Daher zeigen die im Gewebe
gefundenen Konzentrationen, dass die experimentell verwendeten Konzentrationen nicht un-

realistisch hoch waren.
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Exogene Applikation von Resveratrol:

Durch die Wasserloslichkeit des Resveratrols und seines Kcw ist es moglich, die maximale
Menge von Resveratrol zu kalkulieren, die in einer CM im Gleichgewicht mit einer geséttig-

ten wissrigen Losung von Resveratrol akkumuliert. Diese betrigt 160,7 mg-g” Cuticula.

GONZALES ET AL. (2003) und MONTERO ET AL. (2003) applizierten Resveratrol exogen durch
kurzes Eintauchen von Trauben und Apfeln in eine Resveratrolldsung von 36,5 pgrmL™" (=
1,6:10* M) und untersuchten den Effekt auf die Fruchtkonservierung wihrend der Lagerung
und die Ethylenproduktion. Die behandelten Friichte hatten eine ldnger anhaltende Qualitét
mit deutlichen Unterschieden zur unbehandelten Kontrolle. Sie fanden auch eine signifikante
Abnahme der Etylenproduktion in behandelten Tafeltrauben (MONTEREO ET AL. 2003). Dies
wurde moglicherweise durch die Wirkung von trans-Resveratrol auf verschiedene ethylenpro-
duzierende Mikroorgansimen auf den Trauben hervorgerufen. Durch Messung der Volumen-
abnahme der Losung kalkulierten sie, dass 7,64 pg/g Traubenschale an Resveratrol zugegeben
wurde. Diese Annahme basiert nur auf dem Resveratrolgehalt der Losung, ohne den Vertei-
lungskoeffizienten zu beriicksichtigen. Da in dieser Arbeit die CMs fiir 24 h in einer geséttig-
ten Resveratrollosung inkubiert wurden, stellte sich ein Gleichgewicht zwischen der Losung
und der Cuticula ein. Aufgrund des Kcw ist die Loslichkeit des Resveratrols in CMs ungefahr
3000mal hoher als im Wasser und dies sollte beriicksichtigt werden, wenn bestimmt wird, wie
hoch der Maximalgehalt nach der exogenen Applikation sein kann. Aufgrund des hohen Kcw

wird das meiste Resveratrol in der Cuticula akkumulieren.

Nach eigenem Kenntnisstand wird angenommen, dass dies das erste Mal ist, dass der Effekt
von Resveratrol und seinem Glukosid Piceid speziell gegen V. inaequalis untersucht wurde.
Mit dem neu entwickelten Testsystem sollte es in Zukunft moglich sein, die antifungalen
Wirkungen anderer Substanzen gegen dies Pathogen zu untersuchen. Die eher unspezifische
Wirkung der beiden polyphenolen Phytoalexine wurde unterstrichen. Die vorgelegte Arbeit
zeigt die Wirksamkeit von Resveratrol und Piceid bei endogener Erh6hung, wie sie in trans-
genen Pflanzen mit dem Stilbensyntasegen gefunden wird und das Potential bei exogener Ap-
plikation. Da Apfel, die natiirlichen Wirte von V. inaequalis, iiblicherweise kein Resveratrol
produzieren, sollte der Pilz nicht in der Lage sein, diesen neuarteigen Wirkstoff zu detoxifi-

zieren oder zu metabolisieren.

Malus produziert auch seine eigenen Phytoalexine. HRADZINA ET AL. (1997) fanden in Zell-

kulturen der resistenten Sorte ,Liberty’ eine Verbindung, die sie als Malusfuran bezeichneten
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und als 2,4-Methoxy-3-Hydroxy-9-O-B-D-Glucosyloxydibenzofuran bestimmten. Malusfuran
und sein Aglykon hemmten die Sporenkeimung und das Wachstum von V. inaequalis, wobei
das Aglykon toxischer war. Sie vermuten, dass auf diese Verbindungen die Definition eines
Phytoalexins zutrifft. In den Versuchen dieser Arbeit war das Aglykon allerdings weniger
wirksam als das Glukosid. Moglicherweise hingt dies mit der besseren Wasserloslichkeit des
Piceids zusammen, welches dadurch langsamer in die Cuticula penetriert und in groferen
Konzentrationen in der wissrigen Phase vorliegt. Dies konnte dazu fiihren, dass auskeimende

Sporen hoheren Phytoalexinkonzentrationen ausgesetzt sind.

Saccharoseoctanoat:

Saccharoseoctanoat (SO) ist ein Tensid auf der Basis von Zuckerestern (Cg Fettsdure mono-,
di- und triester von Saccharoseoctanoat und Saccharosedioctanoat-D-Glucopyranosid,-D-
Fructofuranosyl, Monooctanoat und Dioctanoat). Von verschiedenen Nicotiana Spezies iso-
lierte Zuckerester wirken z. B. gegen die Weille Fliege. Synthetische Zuckerester werden
durch die Reaktion von Zuckern mit Fettsduren gewonnen und haben neben der Verwendung
in der Nahrungsmittelindustrie als Emulgatoren und Stabilisatoren oder Befeuchtungsmittel
auch eine Bedeutung als relativ neue Klasse insektizider Substanzen (PUTERKA ET AL. 2003,
SHEPPARD ET AL. 2003, CHORTYK ET AL. 1996). Neben der vermuteten fungiziden Wirkung
dieser Substanzklasse, schien SO wegen der giinstigen 6kologischen Vertriaglichkeit ebenso

interessant flir die Schorfbekdmpfung wie die APGs (s. 0.) zu sein.

SO wirkte zundchst auf die Appressorienbildung bei gleich bleibender Keimrate. Ab einer
Konzentration von 0,25% wurde bei beiden untersuchten Isolaten eine vollstindige Hemmung
der Keimung beobachtet. Bei niedrigen Konzentrationen wurde nur die Appressorienbildung
gehemmt. Bei 0,065 % war die Appressorienbildung bei Isolat 15 um 41% verringert und bei
GL 03 F um 71%. Bei 0,125 % war die Appressorienbildung bei iso 15 um ca. 80% verringert
und bei iso GL 03 F um 73% (Abb. 21).

Bei den Untersuchungen mit den APG-Tensiden wurde erwdhnt, dass Tenside membransché-
digend wirken (s. 0.). Das Wachstum von Pilzhyphen wird durch den Turgor gesteuert (Mo-
NEY 1998). Mit Ausnahme einiger Hefen wachsen Pilze durch Hyphen, die sich nur an ihren
Spitzen ausdehnen und zu einem Myzelium verzweigen. Der Prozess des apikalen Wachstums
der Hyphen erfordert die kontrollierte Expansion der apikalen Zellwand, welche darauf fol-

gend wieder in eine feste Wand transformiert werden muss, welche dem Turgor standhélt und
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den rohrenformigen Aufbau der Hyphe erhdlt (WESSELS 1993). Dies bedeutet gleichzeitig,

dass die Hyphen in ihrer Wachstumszone am empfindlichsten sind.

Fiir Appressorien z. B. von Magnaporthe grisea wurden extrem hohe Turgordriicke bestimmt
(BECHINGER ET. AL. 1999, MONEY 1998, 1999). Wenn der Druck von 17 uN-um?, der fiir Ap-
pressorien von Colletotrichum graminicola angenommen wird, auf eine menschliche Hand-
flache iibertragen wiirde, wire dieser Mensch in der Lage, einen 8000 kg Schulbus hochzuhe-

ben (MONEY 1999).

Moglicherweise sind die Appressorien selbst widerstandsfdhiger als die Keimschlduche. Mit
dem APG-Tensid Plantacare 1200 UP konnte bei nachtriglicher Behandlung bereits gekeim-
ter Konidien beobachtet werde, dass die Restfluoreszenz oftmals von Appressorien ausging
(Abb. 16). Dies konnte als Indiz fiir eine héhere Toleranz der Appressorien gegeniiber memb-
ranschiadigenden Tensiden sprechen. Auch gegen Austrocknung sind Keimschlduche emp-
findlicher als die Appressorien (BECKER UND BURR 1994). Diese Autoren untersuchten an-
hand einer FDA Farbung, wie sich unterschiedlich lange Trocknungsperioden wihrend des
Auskeimens auf das Uberleben der gekeimten Konidien auswirkten. Sie erkannten, dass mehr
Konidien mit Appressorien die Trocknungsintervalle iiberlebten als Keimlinge, d.h. gekeimte
Konidien ohne Appressorien. Eine gekeimte Konidie von V. inaequalis kann drei oder mehr
hyphale septierte Zellen zwischen Spore und Appressorium, bzw. der letzten Zelle haben. Die
Septen innerhalb der Hyphen von V. inaequalis sind typisch fiir Ascomyzeten. Sie haben eine
einzige, zentrale Pore, die in Verbindung zu sog. Woronin-Bodies, d. h. membrangebundenen
Partikeln, steht. Wenn bei Penicillium chrysogenum eine hyphale Zelle zerstort wird, versie-
geln die Woronin-Bodies die septalen Poren und die anliegenden Zellen bzw. die Spore selbst
bleiben intakt (COLLINGE UND MARKHAM 1985, BECKER UND BURR 1994). Dies konnte auch
fiir V. inaequalis gelten, was hiefle, dass die Appressorien iiberleben konnen, auch wenn die
Spore und der Keimschlauch abgestorben sind. Bei der Keimung werden die zelluldren In-
haltsstoffe von der Spore in den Keimschlauch, das Appressorium und nach der Penetration in
das Stroma weitertransportiert (MACHARDY 1996, PARK ET AL. 2000 fiir V. nashicola), die

Appressorien hétten somit bis zur Penetration geniligend Reservestoffe zur Verfiigung.

Mit SO wurde nicht untersucht, wie sich das Tensid auf bereits gekeimte Sporen auswirkt, es
wird vermutet, dass die Ergebnisse vergleichbar zu denen mit den APG-Tensiden gefundenen
sein wiirden, denn membranschidigende Wirkungen sollten besonders die im Wachstum be-

findlichen Keimschlduche hemmen (BECKER UND BURR 1994).
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Dass beide Isolate von V. inaequalis, diec mit SO untersucht worden sind, eine vergleichbare
Hemmung erfahren, wurde erwartet. Die Membran schidigende Wirkung von Tensiden sollte
sich unspezifisch auswirken, da der Aufbau von Membranen bei Pilzen konservativ ist
(SCHLEGEL 1992), und daher war keine isolatspezifische, d.h. genetisch verursachte Variabili-

tat zu erwarten.
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3.3 Abschnitt C: Begleitende Untersuchungen

Neben dem eigentlichen Gang der Untersuchungen wurden Versuche angestellt, um wichtige
Fragen zu kléren, die sich wihrend der Arbeiten ergaben. Diese sind hier als begleitende Un-

tersuchungen zusammengefasst und beinhalten verschiedene methodische Ansétze.

3.3.1 Effekt der Boraxbehandlung

Borax (Natriumtetraborat) wird verwendet, um die bei der enzymatischen Herstellung von
isolierten CMs freigesetzten lipophilen Substanzen zu extrahieren, welche in hohem Mafle
wihrend der Isolation sorbiert werden (SCHONHERR UND RIEDERER 1986, BAUR 1993). Hier
wurde untersucht, ob diese Substanzen, zu denen im besonderen Phenole gehoren, einen Ein-

fluss die Penetration der Venturia-Sporen hatten.

Abb. 22 zeigt den Einfluss der Boraxbehandlung auf die Penetrationsraten bei CMs unter-
schiedlichen Alters.
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Abbildung 22: Einfluss einer Boraxbehandlung nach der enzymatischen Isolierung von CMs aus und
jungen ,Gloster’-Bléittern

Voll entfaltete Blétter der Positionen 1 und 5 am Langtrieb wurden als ,jung’ und ,alt’ bezeichnet, ge-
sammelt und daraus CMs durch enzymatische Isolation gewonnen. Mit Borax behandelte und unbehan-
delte CMs wurden mit einer Sporensuspension beimpft und die Keimung und Penetration wie bereits
beschrieben bonitiert. Dargestellt sind die Ergebnisse des Penetrationsversuchs mit je zehn CMs. Gerin-
ge signifikante Unterschiede (t-Test, zu einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05) bestehen zwi-
schen behandelten CMs des gleichen Alters (junge Blétter P = 0,047, alte Blatter P = 0,051). Zwischen
gleichen Behandlungen und verschiedenem Alter bestehen keine signifikanten Unterschiede. Werte die

den gleichen Buchstaben tragen, waren nicht signifikant verschieden.
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Bei den unbehandelten CMs ist die Penetration signifikant geringer als bei den behandelten
CMs in beiden Altersstufen. Gleichzeitig wird verdeutlich, dass in diesem Versuch das Alter

der Blitter, von denen die CMs isoliert wurden, keinen Effekt auf die Penetrationsrate hatte.

3.3.2 Wachsextraktion aus Cuticularmembranen
3.3.2.1 Untersuchung des Wachsgehalts verschiedener CMs

Bei CMs verschiedener Apfelsorten und Nichtwirte wurde der Gehalt an 16slichem Wachs
durch Wiegen vor und nach der Extraktion bestimmt und die Penetration auf extrahierten und
unbehandelten CMs untersucht. Abb. 23 zeigt eine Reihenfolge des Wachsgehalts. Stephano-
tis floribunda weist mit knapp 5% den geringsten Gehalt an 16slichem Wachs auf, Pyrus
communis var. ,Conference’ mit fast 30% den hochsten. Die Apfelsorten liegen zwischen 20

und 30%. Dies deckt sich mit Daten aus der Literatur (BAKER 1982).
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Abbildung 23: Anteil des loslichen Wachses am Gesamtgewicht der CMs.
Ermittelt durch Wiegen von je 3 CMs mit einer Prizisionswaage vor und nach Chloroformextraktion

der Oberflachenwachse und bezogen auf das Ursprungsgewicht.
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3.3.2.2 Wachsextraktion und Bestimmung der Wachsbestandteile mittels
GC und MS

Aus je drei CMs der in Abb. 24 dargestellten Apfelsorten und dem Wildapfel Malus baccata
wurden die cuticuldren Wachse extrahiert und mittels GC und MS in ihre Bestandteile aufge-
trennt und bestimmt. Es sollte untersucht werden, ob schorfanfillige und -resistente Apfelsor-
ten Unterschiede in der Wachszusammensetzung ihrer CMs aufweisen. Den Hauptanteil in

der Wachsfraktion nehmen hier die Triterpene ein, gefolgt von Estern und Alkoholen

25

N
o
I

o
(6]
I

-
o
I

Summe der Bestandteile [ug.cm'z]
(6]

Bramley's Gloster James Jonagold Relinda Reka Remo Malus
seedlings Grieve baccata

O Alkane @ Alkohole O Aldehyde 0O Séauren W Ester O Triterpene

Abbildung 24: Bestandteile der extrahierten Wachsfraktionen
Aus einer Mischprobe von je drei CMs der genannten Sorten und Malus baccata wurde die Wachsfrak-

tion extrahiert und in die genannten Substanzklassen aufgetrennt.

3.3.23 Vergleich der Penetration auf CMs und MXs

CMs, denen durch Extraktion die Wachse entzogen wurden, werden iiblicherweise als MX fiir
Polymermatrix Membranen, (SCHONHERR UND RIEDERER 1986) bezeichnet. Es sollte unter-
sucht werden, ob die Entfernung der Wachse einen Einfluss auf die Penetrationsraten hat.
Daher wurden die CMs und MXs verschiedener Apfelsorten und Nichtwirte (Abb. 25) von
der morphologischen AuBlenseite inokuliert und die Keimung und Penetration bonitiert. Bei
allen untersuchten CMs wurde die Appressorienbildung negativ beeinflusst. Der Effekt auf

die Appressorienbildung war signifikant bei ,Gloster’, ,Holsteiner Cox’ und P. communis
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,Conference’ (P= 0,002 bzw. < 0,001 und 0,019), und nicht signifikant bei S. floribunda (P=
0,085) (Abb. 25).
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Abbildung 25: Vergleich der Keimung auf CMs und MXs.
Probenumfang fiir jeden Versuch waren je zehn Membranen. Die Balken geben die Standardabwei-
chung an. Signifikant verschieden zu einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% bei Students-t-Test waren

die Keimraten bei den mit Sternchen versehenen Paaren (CM/MX).

Bei der Penetration kam es zu zwei unterschiedlichen Ergebnissen (Abb. 26). Bei S. floribun-
da nahm die Penetration durch die Wachsextraktion deutlich von durchschnittlich 3,8% auf
100% zu, bei den Apfel-CMs nahm die Penetration ab, wobei die Abnahme bei ,Gloster’
nicht signifikant war (P=0,052).
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Abbildung 26: Vergleich der Penetration auf CMs und MXGs.
Probenumfang fiir jeden Versuch waren je zehn Membranen. Die Balken geben die Standardabwei-
chung an. Signifikant verschieden zu einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% bei Students-t-Test waren

die Penetrationsraten vor und nach Extraktion der mit Sternchen versehenen Paare (CM/MX).

3.33 Inokulation von der morphologischen Innenseite

Es fiel auf, dass CMs, die versehentlich von der morphologischen Innenseite inokuliert wur-

den, eine schlechtere bis fehlende Penetration zeigten.

Wie oben gezeigt, erreichen Konidien auf manchen CMs sehr hohe Penetrationsraten.
Manchmal kam es vor, dass trotzdem vereinzelt sehr geringe Penetrationsraten auftraten. In
diesem Fall waren versehentlich CMs von der morphologischen Innenseite inkubiert worden.
Interessant war auch, dass sich im Gegensatz dazu bei den Keimraten keine signifikanten Un-
terschiede zeigten. Daher wurde dies genauer untersucht. Aus Abb. 27 ist ersichtlich, dass bei
allen untersuchten CMs die Penetrationsraten extrem zuriickgehen, wenn die Inokulation von

der morphologischen Innenseite erfolgte.
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Abbildung 27: Penetrationsraten nach Inokulation von der morphologischen Aufien- und Innenseite.
Je zehn CMs der genannten Apfelsorten und Nichtwirte wurden von der morphologischen Auflen- und
Innenseite mit einer Sporensuspension inokuliert und die Keimung und Penetration bonitiert. Bei den
Keimraten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, daher beschrénkt sich die Darstellung auf die

Penetration. AS= Inkubation der Aul3enseite, IS= Inkubation der Innenseite

Als mogliche Erkldrung kam zunichst ein Versuchsfehler in Betracht. Der Vitalfarbstoff zur
Detektion muss zur Farbung des Stromas von der morphologische Auflenseite einen anderen
Weg durch die CM zuriicklegen als bei der Farbung von der Innenseite. Die Cuticularschicht
stellt die eigentliche Penetrationsbarriere fiir Stoffe durch die Cuticula dar (RIEDERER UND
SCHREIBER 1995). Diese Schicht liegt zwischen der Wachsschicht und dem Sorptionskompar-
timent (JEFFREE 1996). Wenn die Penetration von der Innenseite erfolgt und der Farbstoff von
der AuBenseite appliziert wird, werden die vorhandenen Infektionsstrukturen eventuell nicht
gefarbt. Um dem entgegenzuwirken, wurde in einem weiteren Versuch der Farbstoff von der
Inokulationsseite zugegeben, so dass er iiber das externe Myzel aufgenommen und ins Stroma

weitergeleitet werden konnte, und dadurch die Barriere nicht iiberwinden musste.

Aus diesem Versuch mit P. communis ,Conference’ stammen folgende Abbildungen (Abb. 28
A-C) die den Beweis erbringen, dass die Konidien bei Inkubation von der morphologischen
Innenseite keine Penetrationsstrukturen ausbilden, obwohl sie zuvor Appressorien gebildet

hatten.
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Abbildung 28: Vergleich der Penetration von der Aufien- und Innenseite auf CMs von P. communis ,Con-
ference’(A-C) und Penetrationsstrukturen von Konidien auf Blattscheiben der Sorte ‘Topaz’ (D und E).

A-C: Die Penetration wurde nach 72 h Inkubationsdauer bei 20°C nach FDA-Féarbung dokumentiert.
D und E: Alte und jiingere Blitter (bestimmt durch die Position am Langtrieb) wurden mit einer Sporensus-
pension (Isolat15) beimpft und in Petrischalen auf Wasseragar in der Klimakammer inkubiert. Nach 3, 4 und
5 Tagen wurden Proben entnommen, das Chlorophyll extrahiert und mit Laktophenolblau geférbt. Fotos
wurden mit der AxioVision 3.0 Software von ZEISS aufgenommen und zeigen exemplarisch das Stroma
nach 3 und 5 Tagen.
ap= Appressorium, co = Konidie, gt = Keimschlauch (germ tube), st = Stroma, die dicken Pfeile markieren
die Penetrationsstellen

A: Inkubation von der Auflenseite, FDA Férbung von der Innenseite. Methylenblau geférbte Konidie mit hell-

griin fluoreszierendem Stroma, welchen an zwei Appressorien gebildet wurde.
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B: Inkubation von der Auflenseite, FDA Farbung von der AuBlenseite. Eine Konidie mit mehreren Keimschldu-
chen und Infektionsstellen. Appressorien und Stroma sind deutlich zu erkennen, im Stroma sind Septen und
Vakuolen zu sehen.

C: Inkubation von der Innenseite, FDA Féarbung von der Innenseite. Die Konidie, Keimschlduche und Appresso-
rien fluoreszieren, es ist kein Stroma zu erkennen. Aufféllig ist die hohe Anzahl von Appressorien.

D: Topaz’ 3d Inkubationsdauer, altes Blatt. Diese Konidie hatte zwei Keimschlduche und Appressorien ausge-
bildet, von welchen jeweils ein Stroma ausgeht. Die antiklinen Zellwénde der Epidermiszellen schienen das
Stroma zu begrenzen, dies wurde in den meisten Féllen beobachtet

E: ,Topaz’ 5d Inkubationsdauer, altes Blatt. Nach einer ldngeren Inkubationsdauer entstanden aus dem subcuti-
culdrem Stroma morphologisch verschiedene Hyphen (hier dunkler geférbt), die anscheinend durch die Cuticula

nach auf3en wuchsen.

3.34 Inokulation von Blattscheiben anfilliger und resistenter Apfelsorten

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Aussageféhigkeit von Ergebnissen, die mit dem in vitro-
Testsystem erzielt wurden, ist die Ubertragbarkeit in vivo. Dies setzt ein vergleichbares Ver-
halten von V. inaequalis auf isolierten CMs und intakten Bldttern voraus. Nachdem gezeigt
wurde, dass CMs anfilliger und resistenter Sorten sowie junger und alter, d. h. ontogen resis-
tenter Apfelblitter von Konidien des Apfelschorferregers penetriert werden konnen, sollte
geklart werden, inwiefern sich solche Ergebnisse auf Blattscheiben (BS) wiederholen lassen.
Die Abbildungen 28 D und E (s. 0.) zeigen beispielhaft die auf BS von ,Topaz’ gefundenen

Strukturen.

Zunichst musste eine Methode zur mikroskopischen Untersuchung etabliert werden. Das Ziel
war, die Farbung von Strukturen auf den Innenseiten der CMs zu verbessern. Die Laktophe-
nol/Anilinblaufdrbung fiihrte zu guten Ergebnissen. Zuerst sollte geklart werden, ob V. inae-
qualis auf BS und isolierten CMs dhnliche Morphologien auspriagt. Dazu wurden BS mit Ko-
nidien des Isolats 15 beimpft, inkubiert und fiir die Mikroskopie aufgearbeitet.

Eine Fiarbemethode (L1 UND XU 2002) erwies sich als wenig erfolgreich. Nur die CMs von den
Blattunterseiten 16sten gut ab, wenn die Scheiben 60 min gekocht wurden. Die CMs von den
Oberseiten lieen sich kaum oder in Stiicken abldsen. Bei den ersten Versuchen wurden keine
Konidien wieder gefunden. Eine verkiirzte Kochdauer der Proben in der Natronlauge auf 30
min ermdglichte es, die CMs intakt von den Oberseiten der Scheiben abzuziehen. Die gekeim-
ten Sporen waren noch zu erkennen. Ein Stroma war nur sehr schwach und undeutlich oder
gar nicht zu erkennen. Diese Methode eignete sich besser zur Mikroskopie bereits vorhande-

ner Lésionen (s. Abb. 6 F und G).
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Nach der Penetration der Cuticula verlief das Wachstum in mehrere Richtungen, aber flichig
und die Cuticularlleisten schienen das Wachstum zu behindern. Das Stroma war morpholo-
gisch verschieden zu den auflen liegenden Pilzstrukturen, dies wurde analog auf isolierten
CMs (s. 0.) und auch bei VALSANGIACOMO UND GESSLER (1988) an ihren Untersuchungen an
,Golden Delicious’-Blittern beobachtet. Daher wird davon ausgegangen, dass das Verhalten

von V. inaequalis auf isolierten CMs dem auf BS und lebenden Bléttern entspricht.

Mit der Sorte ,Topaz’ wurden weitere Untersuchungen vorgenommen, da das Blattmaterial
ausreichend und im richtigen Wachstumsstadium zur Verfligung stand. Es sollte untersucht
werden, ob sich das Alter der Blitter in einer ontogenen Resistenz ausprégt, welche sich auf

die Penetration und Stromaentwicklung auswirkte.
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Abbildung 29: Flicheninhalte der Infektionsstrukturen auf Blattscheiben alter und jiingerer Blitter der
Sorte ,Topaz’

Die Flacheninhalte wurden nach drei, vier und fiinf Tagen Inkubationsdauer mit der AxioVision 3.0 Soft-

ware von ZEISS gemessen. Die Box Plots zeigen die 5"/95™ Perzentile mit Fehlerbalken und den Median

als durchgezogene Linie.
Bei BS von alten und jungen Blittern wurden vergleichbare Raten fiir die Konidienkeimung
und Penetration gefunden. Die Stromaentwicklung verlief unterschiedlich. Bei BS von jiinge-
ren Blittern hatte das Stroma zu jedem Versuchszeitpunkt eine grof3ere Flache als bei den BS
von alten Bldttern (Abb. 29). Die Flicheninhalte in beiden Altersgruppen verdnderten sich
nicht mit der Inkubationsdauer, d.h. zwischen dem dritten und fiinften Tag der Inkubation
nahm das Stroma nicht mehr an Fldche zu. Die Penetrationsraten auf BS von alten und jiinge-

ren Blittern waren vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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3.3.5 DNA-Isolierung aus Einzelsporisolaten
3.3.5.1 RAPD-PCR mit DNA aus Einzelsporisolaten

Die genetische Variabilitit von 19 Einzelsporisolaten, die aus verschiedenen deutschen
Standorten isoliert wurden, wurde aufgrund der Allelhdufigkeit von sieben RAPD (random
amplification of polymorphic DNA) Primern untersucht Die Primer wurden zwei Arbeiten
entnommen, die sich mit der Populationsdynamik von V. inaequalis beschéftigen (SIEROTZKI
ET AL. 1994, TENZER UND GESSLER 1999). Die PCR-Durchfiihrung wurde mehrmals wieder-
holt. Das Bandenmuster (Abb. 30) zeigt ein reprédsentatives Ergebnis der fiir die einzelnen

Isolate gefundenen Polymorphismen.

Abbildung 30: Amplifizierte DNA-Fragmente nach RAPD-PCR mit 7 verschiedenen Primern
Links angegeben sind die jeweiligen Primer, im Gel folgen zundchst der GroBenstandard (100 bp Lén-
genmarker GeneRuler™ 100 bp Ladder Plus von MBI Fermentas) und die jeweiligen Banden. Die

Fragmente werden jeweils von oben nach unten kleiner. Die Pfeile markieren an Position 500 bp. Die
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Isolate sind oben angegeben. Die Sichtbarmachung erfolgte durch Firbung des Gels mit Ethidiumbro-
mid und UV-Bestrahlung und wurde mit Bio-Rad Gel Doc erfasst.
In allen Ansidtzen wurde die gleiche Menge an DNA eingesetzt Die Primer lieferten z. T. sehr
prominente Banden (sieche Abb. 30: Primer EO7, 500 bp), die eine leichte Zuordnung nach
Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein erlaubten. Bei anderen Banden gestaltete sich die
Auswertung schwieriger. Der Primer U10 amplifizierte zwei Fragmente bei 300 und 900 bp.
Die Bande bei 300 bp war sehr prominent und bei allen Isolaten vorhanden. Die Bande bei
900 bp zeichnete sich durch verschieden starke Intensitit aus, was moglicherweise bei den
starkeren Banden auf eine erhohte Kopienzahl schliefen ldsst, d. h. der Primer konnte an meh-
reren Stellen gebunden haben. So war die 900 bp Bande beim Primer U10 bei den Isolaten 1,
2, und 3 schwach ausgeprigt, beim Isolat 4 nicht vorhanden und beim Isolat 5 prominent aus-
geprigt (Abb. 30). Die Intensitdt der Banden wurde allerdings nicht in die Auswertung einbe-
zogen, sondern es zdhlte nur eine +/- Entscheidung. Anhand der Polymorphismen wurde eine
Matrix erstellt (Abb. 31), die die Unterschiede in Entfernungen auf einem Stammbaum dar-

stellte.

DO7 |1|2|3|4|5|HC5|HCE| 7|9 |10]14|15|16|127|29|22 |36 38|41

2000 |+ + -+ + + + + - 4+ - -+ + + o+ o+ -
1900 | - - - - - - - - & 4 4 4 -+ -+ o+ - -
1600+ + + - - + + + 4+ - + + - 4+ - + + + -
1500+ + + - - + + - - - - - -+ -+ -+ -
1400 (+ - + - - + - - - - - - -+ -+ o+ - -
7o - - - - - - S T
600|- - - - - - S e
400+ + + - + - + 4+ - - - - - - -+ o+ o+ 4+

EO7 |1|2|3|4|5|HCcs|Hee| 7|9 |10(14|15|16|17 | 19|22 |36 |38 |41

2100 - + + - + + + + + 4+ - - - + - 4+ - - +
1500 - + - - + - + -+ + - - -+ - 4+ -+ o+
1200 - + - - + - e T e
1000+ - + - - - S R R T T
600|- + - + - - S T R R R S T T
500+ + + + + + + + + + 4+ + - + + + + + +
E15 |1|2|3|4|5|HC5|HCe| 7 |9 |10(14|15(16 |17 |19 |22 (36 (38|41
1500|- + - - + - + + - - 4+ - + - + + + + +
1200 - + - - + - + + - -+ -+ -+ 4+ 4+ o+ o+
800|+ + + + + + + + 4+ + - 4+ + + + + + + 4+
700 - + - + + - + + + - 4+ - + 4+ + + + - 4+
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FO1 |1|2|3|4|5|HCc5|HCe| 7|9 |10|14|15|16|17|19|22 363841

2100 - + + - + + + + 4+ - 4+ - - + - + - + -
1600|- + - - + - + + - - - - -+ - o+ - 4+ 4+
1200|- + - - 4+ - + + - - - - - 4+ - 4+ - + +
1000 - + + - + + + + + - + - - + - + + + +
900 - + - - + - + - - -+ - -+ -+ 4+ o+ o+
750 - + + - - + + 4+ - - - - -+ -+ o+ o+ o+
400|- + - - + - T S T

FO4 | 1|2|3|4|5|HCc5|HCe| 7|9 |10|14|15|16|17 |19 (22363841

2200 - - - - + - -+ - - - - -+ - -+ - -
1600 |+ - + - + + -+ + - - - -+ - - - - -
1500+ + + - + + + + 4+ + + - - + - + + - +
1200 |+ + + - + + + 4+ - - - - -+ - -+ - o+
800+ + - - + - T T
4501+ - - - + - e e
Ul1o0 |1 4|5 |HC5|HCe |7 |9 10|14 |15|16|17 |19 |22 3638 |41

900
300+ + + +

+
+
+
.

+

+ 0+ o+ -+ - -+ o+ -+ o+ o+ o+

+

+ 4+ + + + + + + + + + 4+ o+ o+

U19 | 1|2 |3|4|5|HC5|HCe| 7|9 |10]14|15|16|17|29|22 |36 38|41

1400+ - + - - + + 4+ - - + - - + - + + + +
1200 - + + - + - e T T
900 |- + - - - - - - o o o ...+
800|- + - - + - - - - -+ - -+ -+ o+ + o+
600+ + + - + - + o+ - - - - -+ -+ o+ o+ o+
500+ + + - + + + 4+ 4+ - - - - + - 4+ + + +

Abbildung 31: Matrix nach RAPD-PCR mit 7 verschiedenen Primern / Auswertung des Agarosegel zur
Erstellung eines Stammbaumes

Die in Abb. 30 dargestellten im Agarosegel gefundenen Polymorphismen wurden ihrer Grofe in Basen-
paaren zugeordnet. Hier steht fiir jeden Polymorphismus links die GroBe in Basenpaaren, oben stehen

jeweils die Isolate. + besagt dass ein Polymorphismus vorhanden ist und — steht fiir nicht vorhanden.
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3.3.5.2 Erstellung eines Stammbaumes

Die Isolate wurden dem Stammbaum gegeniibergestellt (Abb. 32). Dadurch ergab sich eine

Einteilung in verschiedene Gruppen, die teilweise mit der Herkunft der Isolate libereinstimm-

ten.
Nr. Quelle Herkunft
—_— 1 Elstar, Blattl Dossenheim
_E 3 3 Elstar Dossenheim
I HCS HC; Holsteiner Cox  Quellen Iso 15/ 36
8 9 M9/M. baccata Steinberg
2 2 Wildapfel Steinberg
22 22 M9/Wildapfel Steinberg/GWH
0 Hee HC; Holsteiner Cox  Quellen Iso 15/ 36
38 38 MO9/M. baccata Steinberg
E & 5 M. baccata Steinberg
. 17 M9/M. baccata Steinberg
i 41 Apfel nr.3 Urania, HH
- 7 Elstar Dossenheim
a8 36 Gloster Ruthe
i . 14 unbekannt unbekannt
5 4 M. baccata Steinberg
—{ 16 | Mo/Wildapfel — Steinberg/GWH
. 19 M. baccata Steinberg
. 15 Elstar Dossenheim
10 M9/Wildapfel Steinberg/GWH

Abbildung 32: Stammbaum, der aus der Matrix aus Abb. 31 erstellt wurde und Herkunftsliste der Isolate
Der Stammbaum gibt die Unterschiede zwischen den Isolaten, die sich durch Ubereinstimmung oder
Differenzen im Bandenmuster ergeben, als Entfernungen auf dem Stammbaum wieder. Anhand der
Matrix (Abb. 31) wurde mit dem Programm Tree Preview von Phylip ein Stammbaum der Isolate er-

stellt.
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3.3.6 Diskussion des Abschnittes C: Begleitende Untersu-

chungen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Testsystem die Bonitur der Keimung, Appresso-
rienbildung, Penetration und Stromaentwicklung von V. inaequalis erlaubt, sollte erortert
werden, wie sich Verdnderungen bzw. Schwankungen des Ausgangsmaterials, sei es des Pa-
thogens oder der CMs auswirken. Einige Fragen, wie die Herkunft der CMs (Blattalter, Ap-
felsorte, Nicht-Wirtspflanzen) oder die Inkubationsmethode (Inokulumkonzentration und —
gewinnung, optimale Temperatur, Auswertungszeitpunkte, Farbemethoden) wurden naturge-
méfl im Verlauf der Entwicklung des Systems bearbeitet. Andere Fragen kamen im Verlauf
der Arbeit auf standen nicht im direkten Zusammenhang mit dem Hauptgedanken der Arbeit.
Da diese Fragen aber den Erkenntnisstand erweiterten und nachfolgenden Arbeiten von Nut-
zen sein konnen, wurden die daraus resultierenden Ergebnisse unter dem Punkt ,Begleitende

Untersuchungen’ zusammengestellt.

Effekt der Boraxbehandlung

Die Wirkung phenolischer Inhaltsstoffe des Apfelgewebes auf Venturia inaequalis bzw. deren
Bedeutung bei konstitutiver Erhdhung bei resistenten Sorten (HOLOWCZAK ET AL. 1962,
TREUTTER UND FEUCHT 1990, SIEROTZKI UND GESSLER 1993, PICINELLI ET AL. 1995, TREUT-
TER 2001 als zusammenfassende Arbeit zur Biosynthese, RUHMANN ET AL. 2002) sind schon
umfassend untersucht worden. Dennoch kann nicht mit letzter Sicherheit gesagt werden, ob
ein erhohter Phenolgehalt ursdchlich mit einer erhdhten Resistenz gegen V. inaequalis ver-
bunden ist (SIEROTZKI UND GESSLER 1993, PICINELLI ET AL. 1995, MAYR ET AL. 1997, USENIK
ET AL. 2004).

Wiahrend der enzymatischen Isolation werden durch die Verletzung des Gewebes u. a. li-
pophile Stoffe freigesetzt, welche im grofen Malle von den CMs sorbiert werden (SCHON-
HERR UND RIEDERER 1986). Isolierte CMs sorbieren phenolische und andere lipophile Stoffe
in sehr hohen Maf3e (RIEDERER UND SCHONHERR 1994). Die Sorption ist iiblicherweise ein
reversibler Prozess und zumindest Substanzen mit sauren Gruppen wie Phenole und Fettsau-
ren sollten mit einem Borax-Puffer mit alkalischem pH von 9 entfernt werden (SCHONHERR
UND RIEDERER 1986). In den Versuchen dieser Arbeit nahm das Gewicht alter und junger
,Gloster’-CMs um je ca. 15% durch die Boraxbehandlung ab (Daten wurden nicht gezeigt),
das bedeutet, sie hatten 15% ihres Eigengewichts an lipophilen Stoffen sorbiert. Der Einfluss
der sorbierten Stoffe auf die Penetration von V. inaequalis wurde untersucht. Bei CMs von

alten und jungen Blattern nahm die Penetration der CMs durch V. inaequalis in Folge der Ent-
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fernung der sorbierten lipophilen Stoffe signifikant zu (Abb. 22). Daher wird angenommen,
dass die sorbierten Stoffe eine hemmende Wirkung auf die Penetration und Stromaent-

wicklung von V. inaequalis haben.

Anhand des Testsystems konnte auch untersucht werden, inwiefern sich kiinstlich applizierte
und sorbierte Phenole auf die Penetration von V. inaequalis auswirken. Dies wurde schon am
Beispiel von Resveratrol gezeigt und liee sich auf apfelspezifische phenolische Stoffe aus-
breiten, die im Verdacht stehen, mit der Resistenz von Apfeln gegen V. inaequalis in Verbin-
dung zu stehen, wobei deren genaue Rolle noch unklar ist (MICHALEK ET AL. 1999). Dihydro-
chalkone (Phloridzin und Phloretin) und Flavanole (Quercetrin, Rutin) sind die hauptséchli-
chen in Apfelblittern gefundenen phenolischen Verbindungen (PICINELLI ET AL. 1995, USENIK
ET A. 2004).

Wenn man diese Stoffe in ein Gleichgewicht mit Borax-behandelten CMs bréchte, sorbierten
die CMs hochstwahrscheinlich im gleichen Malle wie fiir Resveratrol und die bei der Isolation
entstandenen Phenole gezeigt, und es lieBen sich dann Vergleiche in Bezug auf die Hemmung
des Stromas durchfiihren. Dies konnte dazu beitragen, die Bedeutung der fiir Apfelblatter

konstitutiven phenolischen Verbindungen gegen den Apfelschorferreger aufzuhellen.

Ob natiirliche Phytoalexine mit desorbiert wurden, wurde in diesem Zusammenhang nicht
geklart. Es wire jedoch sinnvoll, zu untersuchen, ob eventuell die Desorption mittels Borax
zur Entfernung dieser phenolischen Stoffe gefiihrt hat und ob dies zu Unterschieden der Pe-

netrationsraten beigetragen hat.

Inokulation von der morphologischen Innenseite

Es wurde gezeigt, dass V. inaequalis es nicht vermag, CMs zu penetrieren, wenn die Konidien
auf der morphologischen Innenseite inkubiert werden (Abb. 27). Die Keimrate wird von der
Inkubationsseite nicht negativ beeinflusst, der Pilz produziert jedoch tendenziell mehr Ap-
pressorien, wenn er auf der Innenseite von Pyrus-CMs auskeimt (Abb. 28 A-C). Auch bei
anderen pathogenen Pilzen wurde beobachtet, dass diese vermehrt Appressorien ausbilden,
wenn sie nicht penetrieren konnen bzw. auf einer ungeeigneten Wirtsoberfldche auskeimen
(CARVER ET AL. 1996). STOCKWELL UND HANCHEY (1983) untersuchten den Einfluss der Cu-
ticula von Bohnen (Phaseolus vulgaris) auf Rhizoctonia solani und entdeckten, dass der Pilz

auf alteren, stirker calcifizierten Pflanzen mehr Infektionsstrukturen ausbildet.

Die chemische Zusammensetzung der Innenseiten von CMs ist unterschiedlich zu der Auf3en-
seite. Auf der Innenseite konnen noch Pektin und Reste der Zellwdnde vorhanden sein, die

AuBenseiten sind durch die Oberflichenwachse hydrophober ist als die Innenseiten. Es wird
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postuliert, dass Eigenschaften der Oberfliche verantwortlich fiir die Unterschiede in der Pe-

netration von der Auflen- und Innenseite von CMs sind.

Auf den Mechanismus der Oberflachenerkennung und die Bedeutung der Oberflichenbe-
schaffenheit fiir die Keimung, Appressorienbildung und Penetration von V. inaequalis wird

im Zusammenhang mit der Wachsextraktion (s. u.) ndher eingegangen.

Inokulation von BS anfilliger und resistenter Apfelsorten

In dieser Arbeit wurde auf CMs und BS ein dhnliches Verhalten der V. inaequalis-Konidien
beobachtet. Das Stroma hatte in beiden Systemen eine dhnliche Morphologie (Abb. 6 und 28
D und E). Dies deckt sich mit den Untersuchungen Anderer an ganzen Bléttern und Blatt-
scheiben (BENAOUF UND PARIST 1998). Das Stroma ist wahrscheinlich bei isolierten CMs in
der Cuticularmatrix lokalisiert, bei intakten Blittern wurde beschrieben, dass sich das Stroma

zwischen der Cuticula und der Epidermisaulenwand befindet (MACHARDY 1996).

Auch die Raten fiir Keimung, Appressorienbildung und Penetration waren auf CMs und BS
vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Es wird daher davon ausgegangen, dass das Stroma auf
CMs der natiirlichen Entwicklung des Pilzes in lebenden Blattern entspricht. Offenbar ist der
Pilz in der Lage, sich von den Néhrstoffen, die die CMs selbst liefern, zu erndhren. Die Spo-
ren befinden sich zunichst in einer Suspension aus destilliertem Wasser, welches eventuell
Restndhrstoffe der Cellophanmembran oder des Ndhrmediums (PDA) enthdlt. Die CMs
schwimmen jedoch auf reinem Wasser ohne jegliche Nahrstoffe. Sogar nach neun Tagen
wurde auf CMs von P. communis ein Stromawachstum beobachtet (Abb. 6 D und E). Die
Konidien konnen hochstwahrscheinlich nicht genligend Nahrstoffe vor ihrer Auskeimung
speichern, um dies Wachstum aufrecht zu erhalten. Das Stromawachstum geschieht in der
CM. Daher wird angenommen, dass sich der Pilz zu diesem Zeitpunkt ausschlieSlich von Me-
taboliten der CM ernédhrt. Dazu konnten Fettsdurereste, Cutinmonomere und Zellwandbau-
steine gehoren. Es ist bekannt, dass V. inaequalis zur Synthese einer Reihe von Cutin-, Pek-
tin- und Zellwandabbauenden Enzymen fahig ist (s. u.) (NICHOLSON ET AL. 1972, WAGNER ET
AL. 1988, KOLLER UND PARKER 1989, KOLLER ET AL. 1991, VALSANGIACOMO ET AL. 1992,

MULLER UND GESSLER 1993, KOLLAR 1994B, KOLLAR 1998).

Bemerkenswert war, dass es zu einer guten Penetration von Blattscheiben der Vy-resistenten
Sorte ,Topaz’ kam. Bei den Versuchen auf BS von ,Topaz’ zeigte sich, dass das Stroma zwi-
schen dem dritten und fiinften Tag der Auswertung auf BS von alten und jlingeren Blattern
nur wenig an Fldche zunahm (Abb. 28 D und E). Dies konnte auf eine bereits vorhandenen

oder sich entwickelnde ontogene Resistenz hindeuten. Das Stroma ist auf den BS von jiinge-
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ren Blittern grofler als auf den BS von alten Blittern. Diese hatten also neben der Vg
Resistenz zum Zeitpunkt der Infektion offenbar bereits eine gewisse zusitzliche ontogene

Resistenz erreicht.

Sehr junge Blitter, die gerade entrollt waren, wurden ebenfalls untersucht. Hier wurde beo-
bachtet, dass der Inokulationstropfen von den Blattoberseiten abperlte und auf praparierten
Scheibchen wurden nur sehr wenige Konidien wieder gefunden. Daher konnten die jlingsten
Blitter in die Untersuchungen mit Blattscheiben nicht mit einbezogen werden. Die Oberfli-
cheneigenschaften von Blittern und Friichten kénnen das Uberleben von Konidien beeinflus-
sen. Auf der Blattoberfliche vorhandene Trichome reduzieren den Anteil der Konidien die
infizieren konnen. Die Konidien verfangen sich an den Trichomen und der direkte Kontakt
zur Oberfldche wird verhindert. Zudem wird die Benetzbarkeit der Blattoberfliche durch Tri-
chome herabgesetzt, so dass eventuell kein freies Wasser zur Auskeimung der Konidien vor-
handen ist. Bei dlteren Blittern nimmt die Dichte der Trichome ab oder sie gehen durch Wit-
terungseinfliisse verloren, so dass deren Einfluss auf die Oberflacheneigenschaften bei den

jiingsten Bldttern am groften ist (MACHARDY 1996).

Die Vergleichbarkeit der mit dem hier entwickelten in vitro-System gefundenen Ergebnisse in
das natiirliche System ist durch das identische Verhalten von V. inaequalis auf CMs und Blat-

tern gegeben. Dadurch ist eine wichtige Grundvorrausetzung des Systems erfiillt.

Wachsextraktion aus Cuticularmembranen

Die Ergebnisse der Wachsanalysen der verschiedenen CMs anfalliger und resistenter Apfel-
sorten (Abb. 24) machen die Korrelation mit der Herkunft der CMs kompliziert. Die CMs
stammten nicht von Blittern, die einer Standardisierung unterlagen. Daher sind natiirliche
Schwankungen der Wachszusammensetzung je nach Alter und Position der Blétter am Baum
wahrscheinlich. Bei Efeubléttern schwankt die Zusammensetzung der einzelnen Wachsfrakti-
onen je nach Exposition des Blattes und Alter (HANKE UND SCHREIBER, 1998). Auftfillig ist,
dass die Triterpene bei allen untersuchten Proben den Hauptanteil ausmachen. Um Korrelati-
onen zwischen Einfliissen einzelner Apfelsorten auf die Bestandteile der Wachsfraktion ma-

chen zu konnen, bietet sich dieser Datensatz nicht an.

(BAKER (1982) erwihnt, dass Malus und Pyrus Spezies Wachsablagerungen von 25-50
png/cm? aufweisen. Dies deckt sich mit den durch Wiegen ermittelten Daten (Abb. 23) und
mittels GC /MS gefundenen Daten (Abb. 24). Bei einer Fldache von 3,14 cm’ und einem Ge-
wicht der CMs von ca. 650 pg vor der Extraktion ergeben die hier zusammengetragenen Da-

ten einen durchschnittlichen Wachsgehalt von ca. 50 pg/cm? fiir Malus und 60 pg/cm? fiir
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Pyrus. Stephanotis floribunda mit 5% extrahierbarem Wachs weist nur 11 pg/cm? auf. Bei

Friichten sind die Wachsablagerungen iiblicherweise noch hoher (BAKER 1982).

Die Mechanismen des Eindringens von pilzlichen Pathogenen und die Beteiligung von En-
zymen wurden umfassend an Wirt-Pathogen Systemen untersucht. Die Rolle von Cutinasen
bei der Hydrolyse der pflanzlichen Cuticula bzw. Cutin als Substrat mit Fusarium solani pisi
als Modellpathogen (PURDY UND KOLATTUKUDY 1975, MAITI UND KOLATTUKUDY 1979,
WOLOSHUK UND KOLATTUKUDY 1986), Erysiphe graminis f. sp. hordei (FRANCIS ET AL.
1996), Colletotrichum ssp. (DICKMAN UND PATIL 1986, CRUICKSHANK 1995, HUANG UND
Kuc 1995), Erysiphe polygoni (WANG ET AL. 2000), Magnaporthe grisea, Nectria haemato-
cocca und Alternaria brassiciola (KOLLER ET AL. 1995) wurde umfassend erforscht. Auch bei
Pseudomonas spp. wurden Cutinasen und Pektinasen entdeckt (BASHAN ET AL. 1985, SEBAS-

TIAN ET AL. 1987).

Fiir V. inaequalis wurde die Aktivitdt zahlreicher Enzyme in vitro und in vivo nachgewiesen
Gefunden wurden Esterasen (NICHOLSON ET AL. 1972), Cutinasen (KOLLER UND PARKER
1989, KOLLER ET AL. 1991), Cellulasen (WAGNER ET AL. 1988, KOLLAR 1994B) und Endopo-
lygalakturonasen, bzw Pektinasen (VALSANGIACOMO ET AL. 1992, MULLER UND GESSLER
1993, KOLLAR 1998).

Es wird vermutet, dass die Freisetzung von Enzymen fiir die Penetration durch geringe Men-
gen des Substrats ausgelost wird, und sich daraus eine Gewebespezifizierung der pilzlichen
Pathogene ergibt (TRAIL UND KOLLER 1990, KOLLER ET AL. 1991). Moglicherweise sind auch
cuticuldire Wachse bedeutsam fiir die Oberflachenerkennung von V. inaequalis. Wenn die
l6slichen cuticulaire Wachse durch eine Chloroformbehandlung entfernt wurden, fehlt deren
induzierende Wirkung auf die Enzymsekretion. Dies wurde hier auch nach Chloroformbe-

handlung der CMs und nachfolgenden Penetrationsversuchen mit Konidien gezeigt (Abb. 26).

Durch eine Chloroformbehandlung werden aus den CMs die 16slichen cuticuldren Lipide,
bzw. Wachse herausgeldst, wobei es sich sowohl um epicuticuldre als auch intracuticulére

Wachse handelt (SCHONHERR UND RIEDERER 1986).

Die Keimrate und Appressorienbildung wurde durch die Entfernung der Wachse signifikant
bei den meisten untersuchten CMs gehemmt (Abb. 25). Die Wirkung war nominell allerdings
nicht sehr bedeutend. Die Penetration nahm auf MX in den meisten Féllen signifikant ab
(Abb. 26). Die Wachsextraktion fiihrt bei ,Gloster’ zu keiner signifikanten Abnahme der Pe-

netration, aber hatte einen signifikanten Effekt bei ,Holsteiner Cox’ und P. communis. Im
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Falle von S. floribunda erhohte sich die Penetration nach Extraktion der Wachse. Damit ver-

ursachte die Wachsextraktion hier einen gegenteiligen Effekt.

Zunichst scheint die Wachsextraktion die Appressorienbildung negativ zu beeinflussen, dies
deckt sich mit Untersuchungen an anderen Pilzen. Wachse, bzw. die langkettigen Alkohole
des Oberflachenwachses von Avocado induzieren die Keimung und Appressorienbildung bei
Colletotrichum gloeosporioides (PODILA ET AL. 1993). Bei Magnaporthe grisea ermdglichen
Oberflachenwachse von Reis die Keimung und Appressorienbildung auf nicht-induzierenden
Oberfldchen (HEDGE UND KOLATTUKUDY 1997). Beim Wachs von Gerste scheint ein ganz
bestimmtes Aldehyd mit einer Kettenlinge von Cye fiir die Appressoriendifferenzierung von

Blumeria graminis verantwortlich zu sein. (TSUBA ET AL. 2002).

Moglicherweise wird durch die Verdanderung der Wirtsoberfliche nach Entfernung der Wach-
se die Enzymsekretion derart beeinflusst, dass V. inaequalis nicht mehr in der Lage ist, zu
penetrieren. Im Wachs scheinen Induktoren fiir die Penetration vorhanden zu sein. Diese wir-
ken sich schwicher auch auf die Keimung und Appressorienbildung aus. Wére das Eindringen
von V. inaequalis rein mechanisch verursacht, diirfte die Entfernung der Wachse keinen Ein-
fluss auf die Penetrationsrate haben. Daher erlaubt sich hier der Umkehrschluss, dass die Pe-
netration von V. inaequalis nicht ausschlielich mechanisch ablduft. Eine Restpenetration war
zu beobachten. Diese konnte durch die induzierende Wirkung anderer Monomere begriindet
sein. Anhand von rekonstituierten Wachsen hétte diese Hypothese noch genauer untersucht
werden konnen, jedoch wurden die dazu notwendigen Versuche nicht im Rahmen dieser Ar-

beit durchgefiihrt.

Die Cuticula von S. floribunda enthilt im Vergleich zu den untersuchten Apfelsorten und P.
communis weniger l6sliche Wachse, diese machen nur 5% des Gesamtgewichts der CM im
Vergleich zu 20-30% bei den anderen untersuchten CMs aus. Die Appressorienbildung auf
Stephanotis-CMs wurde durch die Extraktion der Wachse kaum beeinflusst und lag im glei-
chen Bereich wie bei den Apfel-CMs. Bei unbehandelten Stephanotis-CMs wurde kaum Pe-
netration festgestellt, jedoch erhdhte sich die Penetrationsrate signifikant durch die Wachsex-
traktion. Diese Entwicklung ist kontrdr zu den Beobachtungen auf Malus-CMs. Eventuell
wirkt das Wachs von S. floribunda, einem Nichtwirt fiir den Apfelschorf, penetrationshem-
mend bzw. nicht induzierend auf V. inaequalis-Konidien. Dieser hemmende Effekt wird
durch die Extraktion aufgehoben, so dass die behandelte Oberfliche ohne Wachse dann indu-

zierend wirkt.
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Bei den Versuchen, die zu einer Reduktion der Penetration gefiihrt haben, ist immer noch eine
gewisse Restpenetrationsrate beobachtet worden. Die Wachsextraktion wirkt sich demnach
quantitativ auf die Penetration aus. Extrahierte CMs (MXs) bestehen im Wesentlichen aus
Cutin. Cutin spielt eine signifikante Rolle bei der Differenzierung verschiedener Pilze auf
Pflanzenoberflachen (TSUBA ET AL. 2002). Es ist bekannt, dass neben Cutinmonomeren Alko-
hole und Fettsduren von Pilzen erkannt werden und die Appressorienbildung induzieren (Wo-
LOSHUK UND KOLATTUKUDY 1986, EILBERT ET AL. 1999, COLLINS ET AL. 2001). Eventuell

wirken die Wachse sich nur auf einen Teil der fiir die Penetration notwendigen Enzyme aus.

Bei Untersuchungen an Tomatenfriichten verdnderten sich die Appressorien von Colletotri-
chum gloeosporioides durch die Entfernung der Wachse, doch die Penetration wurde nicht
quantitativ bestimmt (CRUICKSHANK 1995). Der Autor vermutet, dass durch die Extraktion die
Durchléssigkeit der Cuticula von Stoffen aus den Friichten erhoht wird. Die Entfernung der
Wachse erhoht die Durchléssigkeit von MXs fiir Wasser gegeniiber CMs um einen Faktor von
200-400 (SCHMIDT ET AL. 1981). Da hier isolierte CMs verwendet wurden, konnen diffundier-
te Stoffe aus Blittern keine Rolle spielen, fiir einen solchen Versuch miissten die Wachse von

BS entfernt werden.

Isolierte CMs haben auf ihrer morphologischen Innenseite weniger Cutin und Wachse son-
dern hauptsichlich Pektinreste der ehemaligen Zellwdnde und andere eher saure, hydrophile
Gruppen (JEFFREE 1996). Moglicherweise wirken die Innenseiten noch weniger induzierend
als entwachste Aullenseiten, denn von der Innenseite her wurde gar keine Penetration bei P.
communis beobachtet (Abb. 28 C). Auf den morphologischen Innenseiten der CMs scheinen
simtliche Induktoren fiir die Penetration zu fehlen. Dies untermauert die Theorie, welche be-
sagt, dass bei V. inaequalis die Penetration nicht mechanisch ablduft. YANG UND ELLINGBOE
(1972) entdeckten an ihren Untersuchungen der morphologischen Innenseiten von isolierten
CMs von Gerste, dass Konidien von Erysiphe graminis normal auskeimten, jedoch weniger
und verdnderte Appressorien ausbildeten. Fiir eine rein mechanische Penetration reicht die
Appressorieninduktion als Voraussetzung (EMMET UND PARBERY 1975). Auf den Innenseiten
von Pyrus-CMs wurden sogar mehr Appressorien gebildet wie auf den AuBenseiten und

trotzdem war keine Penetration zu beobachten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Wachse fiir die Penetration von V. inaequalis auf Wirtsoberfla-
chen stimulierend wirken, jedoch im Falle von S. floribunda auch eine hemmende Wirkung

haben konnen. Offenbar haben die phenolischen Wachsinhaltstoffe wie Phloridzin, Phloretin,
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Quercetin und Quercetrin (TAIZ UND ZEIGER 2000, BAKER 1982) keine hemmende Wirkung

auf Konidien von V. inaequalis, denn eine Wachsextraktion verringete die Penetrationsraten.

Dies steht im Widerspruch zu den Versuchen mit Borax, bei denen sorbierte phenolische Stof-
fe hemmend auf die Penetration gewirkt haben. Die Wachsextraktion wurde mit boraxbehan-
delten CMs durchgefiihrt. Moglicherweise sind die konstitutiv im Wachs enthaltenen Phenole
in zu geringen Konzentrationen enthalten, um hemmend zu wirken. Es konnte auch sein, dass
bei Untersuchungen zum Phenolgehalt in CMs sorbierte Phenole miterfasst wurden, so dass

die tatsdchlichen konstitutiven Gehalte als noch geringer angesehen werden miissen.

Bei der enzymatischen Isolierung der CMs entstehen phenolische Stoffe, die vermutlich sonst
nicht vorkommen (SCHONHERR UND RIEDERER 1986). Es wire sinnvoll gewesen, den Uber-
stand des Mediums auf hemmende Wirkungen gegeniiber V. inaequalis- Konidien zu untersu-

chen, die dazu nétigen Versuche wurden jedoch in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

DNA-Isolierung aus Einzelsporisolaten

Es ist bekannt, dass Einzelsporisolate von V. inaequalis Apfelsorten gegeniiber eine differen-
tielle Virulenz ausprégen. Isolate, die von einer bestimmten Sorte gewonnen wurden, konnen
diese Sorte auch am besten infizieren (SIEROTZKI ET AL. 1994, KOCH ET AL. 2000). In dieser
Arbeit wurde hauptsichlich mit zwei Einzelsporisolaten gearbeitet: iso 36 von der Sorte
,Gloster’ aus Ruthe und iso 15 von der Sorte ,Elstar’ aus Dossenheim. Das Isolat 36 verlor im
Laufe der Zeit die Féahigkeit, auf Cellophan Konidien zu produzieren. Isolat 15 wurde regel-
miBig auf Apfelpflanzen (,Holsteiner Cox’) iiberimpft und Re-Isolate gewonnen, jedoch
nahm auch die Fahigkeit zu infizieren ab. Die anderen Einzelsporisolate wurden hinsichtlich
ihrer Fahigkeit, in vitro Konidien zu produzieren, untersucht. Mit den Konidien der erfolgrei-
chen Isolate (siche Tab. 5) wurden Tests auf CMs von ,Gloster’ durchgefiihrt. Keines der Iso-

late hatte bessere Penetrationsraten als iso 15.

Dies muss nicht unbedingt auf einer differentiellen Virulenz begriindet sein, sondern kann
auch mit der langen Verweildauer der Isolate auf PDA zusammenhéngen. V. inaequalis ver-
liert seine Virulenz nach zu langer in vitro-Kultur (ROBERTS UND CRUTE 1994). Jedoch war
das von ,Elstar’ gewonnene Isolat 15 in der Lage, ,Holsteiner Cox’ zu infizieren und sporulie-

rende Lisionen hervorzurufen.

Aus dem Interesse heraus, die aus verschiedenen deutschen Standorten gewonnen Einzelspo-
risolate zu vergleichen, wurden RAPD-PCRs mit der aus den Isolaten gewonnenen DNA

durchgefiihrt. Die Zufallsprimer sind zwei Arbeiten entnommen, die sich mit der Populati-
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onsdynamik von V. inaequalis beschéftigen (SIEROTZKI ET AL. 1994, TENZER UND GESSLER
1999).

Die RAPD-PCR basiert auf einer low-stringency-Primerhybridisierung und eignet sich fiir
genomische Fingerabdriicke, wobei die Primer an verschiedenen Stellen im Genom binden,
von denen dann Fragmente amplifizert werden. RAPD-Marker binden an neutralen Loci. Da-
her kann mit ihnen keine Aussage liber Mutationen an Loci, die einem besonderen Mutations-
druck unterliegen getroffen werden. Dafiir wiirde sich z. B. das 3-Tubulin Loci von V. inae-
qualis eigenen, das dem Selektionsdrucks des Fungizids Benomyl unterliegt (TENZER UND
GESSLER 1997).

Nach der PCR mit sieben Primern und 19 Isolaten wurde das Bandenmuster in eine Matrix
ibertragen und daraus ein Stammbaum erstellt. Keines der Isolate lieferte Bandenmuster, die

bei allen verwendeten Primern genau mit denen von einem anderen Isolat iibereinstimmten

(Abb. 30-32).

Die Isolate, die von gleichen Standorten stammten, lagen im Stammbaum (Abb. 32) {iberwie-
gend in Gruppen zusammen. Die erste Gruppe von oben mit den Isolaten 1, 3 und HCs um-
fasst Isolate, die alle von der Sorte ,Elstar’ aus Dossenheim stammen. Die beiden Isolate HCs
und HC, stammen von einer Re-Isolation der Sorte ,Holsteiner Cox’ die mit einer Mischung
der beiden Isolate 15 und 36 infiziert wurde, die von ,Elstar’ aus Dossenheim und ,Gloster’
aus Ruthe stammen. Die dabei gewonnenen Isolate miissen Klone eines der beiden Isolate
sein. Daher hitte sich bei HCs und HCg entweder das Muster von 1so 15 oder iso 36 im Gel
wieder finden miissen. Eventuell unterlagen die Isolate Mutationen. In der nichsten grof3en
Gruppe mit den Isolaten 2, 22, HC, 38, 5, 17, 41, 7 und 36 stammen die meisten Isolate vom
Steinberg (2, 22, 38, 5. 17), bei HC¢ konnte es sich um einen Klon des Isolat 36 handeln, wel-
ches in der gleichen Gruppe liegt. Die Versuchsstation Ruthe ist etwa 4 km vom Steinberg
lokalisiert. Obwohl Askosporen und Konidien in erster Line durch Regentropfen von infizier-
tem Material verbreitet werden, kann durch Wind und Blattflug sowie durch den Mensch die
Migration des Pilzes erhoht werden (TENZER UND GESSLER, 1997, 1999). Das Isolat 14 mit
ungeklirter Herkunft stellt eine eigene Gruppe dar. In der darauf folgenden Gruppe stammen
alle Isolate der ersten Untergruppe vom Steinberg (4, 16, 19), das Isolat 15 aus Dossenheim

steht fiir sich ebenso wie Isolat 10, welches allerdings vom Steinberg stammt.

Die in dieser Arbeit gefundenen Polymorphismen sind zwar mit denselben Primern wie in den
0. g. Arbeiten (SIEROTZKI ET AL. 1994, TENZER UND GESSLER 1999) gewonnen worden, je-

doch amplifizierten diese bei den hier verwendeten Isolaten dazu verschiedenen Banden. Die
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Reproduzierbarkeit der RAPD-PCR ist grundsitzlich mit Schwierigkeiten verbunden, denn in
verschiedenen Versuchen werden nicht immer dhnliche Primerbindungen erzielt (NICHOLL
2002). Fiir genauere Untersuchungen von Populationen wiéren sicherlich Microsatelliten die

bessere Wahl (TENZER ET AL. 1999).

Jedoch zeigen die hier gefundenen Ergebnisse, dass Isolate gleicher geographischer Herklinfte

im Stammbaum Gruppen bilden.
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4 Zusammenfassung

Venturia inaequalis Cke. Wint. ist der Erreger des Apfelschorfs, der weltweit bedeutendsten
Krankheit des Apfels (Malus x domestica Borkh.). Aufgrund von Resistenzentwicklungen des
Pilzes gegen bestehende Fungizide und der Uberwindung eingekreuzter Resistenzgene miissen
weiterhin neue Wirkstoffe gegen V. inaequalis entwickelt und getestet werden. Laborversuche
dienen der Erprobung von Wirkstoffen vor deren Feldeinsatz. In der vorliegenden Arbeit wurde
ein neuartiges in vitro-Testsystem fiir Konidien von V. inaequalis entwickelt. Das System ba-
siert auf isolierten Cuticularmembranen (CMs). Die CMs vereinen die Vorteile von in vitro- mit

denen von in vivo-Tests.

Anhand des hier entwickelten Testsystems konnte die Konidienkeimung, Appressorienbildung,
Penetration und Stromaentwicklung, bzw. Ausbildung des subcuticuliren Myzels von V. inae-
qualis-Konidien auf CMs differenziert bonitiert werden. Ein Vitalfarbstoff diente zur Detektion
des Myzels in den CMs. Der Vorteil des Systems auf Basis von CMs gegeniiber bestehenden
Systemen basierend auf Agar oder kiinstlichen Oberflichen wie Glas und Cellophan, beruhte
auf der Entwicklung eines Stromas. Auf kiinstlichen Oberfldchen bildet der Pilz kein Stroma

aus. Die Stromaentwicklung in vivo ist die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Infektion.

Die Hemmwirkungen verschiedener potentiell fungizider Substanzen wie Calciumhydroxid,
Kaliumcarbonat, Alkylpolyglukosiden Tensiden, Resveratrol und Piceid sowie von Saccharose-
octanoat auf unterschiedliche Stadien der Pathogenese von V. inaequalis wurden untersucht. Die
Applikation der Stoffe erfolgte sowohl simultan als auch protektiv. Mit den genannten Stoffen
konnten konzentrationsabhéngige Effekte auf die Keimung, Appressorienbildung, Penetration

und Stromaentwicklung von V. inaequalis nachgewiesen werden.

In einem molekularbiologischen Ansatz wurden verschiedene Isolate von V. inaequalis vergli-
chen und ein Stammbaum aufgestellt. Zudem wurde der Einfluss von cuticuldren Wachsen auf
die Keimung, Appressorienbildung und Penetration von Konidien auf CMs untersucht. Die Ex-
traktion der Wachse beeinflusste die Keimung, Appressorienbildung und Penetration meist ne-
gativ. Um zu ermitteln, ob die in vitro gefunden Ergebnisse denen in vivo entsprechen, wurden
Vergleiche mit Blattscheiben angestellt. Die Keimung der Konidien, ihre Penetrationsrate und
die Morphologie des subcuticuldren Stromas waren vergleichbar auf CMs und auf Blattschei-
ben. Dies bewies, dass die in vitro gefundenen Ergebnisse den tatsdchlichen Gegebenheiten in

vivo entsprechen.
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