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Kurzfassung

Christina Friederike Anna Schumacher

Adhéasion und Entwicklung von Venturia inaequalis (Cke.) Wint. auf Apfel- und

Modelloberflachen

Fiir einen erfolgreichen Infektionsverlauf muss ein Pathogen in der Lage sein, sich auf der
Wirtspflanze zu etablieren, um anschlieBend in das Gewebe einzudringen. In der frithen Phase
der Pathogenese steht das Pathogen in unmittelbarem Kontakt zur Wirtsoberfldche. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die Adhdsion und priinfektionelle Entwicklung von Konidien des
hemibiotrophen Erregers des Apfelschorfes, Venturia inaequalis (Cke.) Wint., auf Apfelblattern
und Modelloberflichen untersucht. Die Apfelblitter unterschieden sich hinsichtlich ihrer
Anfalligkeit gegeniiber V. inaequalis, die Modelloberflachen hinsichtlich ihrer Hydrophobizitit
und Festigkeit. Zur Erfassung der Ergebnisse wurden mikroskopische Methoden sowie Analysen

zur physikalischen und chemischen Charakterisierung der Oberflichen angewandt.

Die Blattoberfldche zeigte in Abhéngigkeit vom Alter ontogenetische Verdnderungen. Junge
Blatter wiesen, bedingt durch die chemische Zusammensetzung der kutikularen Wachse, eine
schlechtere Benetzbarkeit mit Wasser auf als alte Blitter. Die Oberflachenstruktur wies auf jun-
gen Blittern stiarker ausgepragte Lamellen auf, und zeigte somit eine andere Topographie als alte
Blitter. Auf die Anheftung der Konidien von V. inaequalis auf der adaxialen Seite von Apfel-
blattern hatte das Blattalter keinen Einfluss. Generell war die Adhdsion auf hydrophoben Ober-
flachen besser als auf hydrophilen. Die Anheftung von V. inaequalis resultierte aus dem Vorhan-
densein einer Haftsubstanz an der Konidienspitze (spore tip glue, STG), die erstmalig fiir dieses
Pathogen nachgewiesen werden konnte. Eine erfolgreiche Anheftung wurde nur bei Kontakt zu
einer feuchten hydrophoben Oberfldache erreicht. Die Abgabe der Substanz erfolgte passiv und

wurde durch die Zugabe von Hemmstoffen zur Konidiensuspension nicht beeinflusst.

Die Keimung von Konidien von V. inaequalis wurde nicht durch verschiedene hydrophobe
und hydrophile Oberflichen beeinflusst. Anders war dies bei der Keimschlauch- und Appresso-
rienbildung. Die Lange der Keimschlduche nahm mit zunehmendem Blattalter zu, die Bildung
von Appressorien blieb deutlich geringer. Dies hatte ebenfalls einen Einfluss auf die Symptom-
auspragung, die auf jungen Blattern frither und starker zu sehen war als auf dlteren Blattern. Die
langsten Keimschlduche wurden auf weichen, hydrophoben Modelloberflichen gebildet. Die
Appressorienbildungsrate war hingegen auf hydrophoben und hydrophilen Oberfldchen gleich.

Erstmals konnte der Prozess der Anheftung fiir Konidien von V. inaequalis sowie Details
iiber deren préinfektionelle Entwicklung auf verschiedenen Oberflichen beschrieben werden.
Dies trigt zu einem besseren Verstindnis des Infektionsprozesses bei, und erweitert das Wissen

tiber die ablaufenden Mechanismen und deren Beeinflussbarkeit grundlegend.



Abstract

Christina Friederike Anna Schumacher

Adhesion and development of Venturia inaequalis (Cke.) Wint. on apple leaves and model

surfaces

For a successful infection a pathogen must be able to establish itself on the host plant. Only then
will it be able to penetrate into the tissue. In the early phase of pathogenesis the pathogen is in
direct contact to the host surface. In present study the adhesion and pre-infection development of
conidia of the hemibiotrophic apple scab fungus Venturia inaequalis (Cke.) Wint. on apple
leaves and model surfaces were investigated. The apple leaves differed with regard to their
susceptibility to V. inaequalis, while the model surfaces differed in hydrophobicity and hardness.
Microscopical methods and analysis for physical and chemical characterization of the surfaces

were used to collect the results.

Depending on age the leaf surface showed ontogenetic changes. Young leaves were less
wettable with water than old leaves due to the chemical composition of the cuticular wax. The
structure of the surface showed more pronounced lamellae on young than on older leaves
resulting in a different topography. Attachment of conidia of V. inaequalis to the adaxial side of
apple leaves was not influenced by leaf age. In general, adhesion to hydrophobic surfaces was
much better than to hydrophilic. Attachment of V. inaequalis resulted from the existence of an
adhesive material at the conidia apex (spore tip glue, STG), which was detected for this pathogen
for the first time. Successful adhesion was only obtained after contact to a wet hydrophobic
surface. The release of the substance occurred in a passive process and could not be affected by

the addition of inhibitors to the conidia suspension.

Germination of conidia of V. inaequalis was not influenced by different hydrophobic or
hydrophilic surfaces. This was different for germ tube und appressoria formation. Germ tube
length increased with increasing leaf age while the formation of appressoria remained
significantly lower. These circumstances had an influence on the symptom development which
was seen earlier and more intensively on young leaves compared to older leaves. The longest
germ tubes were formed on soft hydrophobic surfaces. However, appressoria formation rate was
similar on hydrophobic and hydrophilic model surfaces, respectively.

The process of adhesion of conidia of V. inaequalis and details about the pre-infection
development on different surfaces were described for the first time. This contributes to a better
understanding of the infection process and at the same time fundamentally enlarges the

knowledge of the proceeding mechanisms and how they can be influenced.
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Lebewesen treten iiber ihre Oberfliche mit der Umwelt in Kontakt. Fiir die prédinfektionelle
Entwicklung eines Erregers auf einer Wirtsoberfliche sind viele Faktoren von Bedeutung.
Sowohl bei der Oberfliche der Pflanzen als auch bei der des Pathogens vollziehen sich wihrend
der Interaktion morphologische und funktionelle Verdnderungen. Bei hoheren Pflanzen sind alle
oberirdischen Pflanzenteile wie Blatter, Bliiten, Friichte und Stingel mit einer hydrophoben
Kutikula umgeben (MARTIN und JUNIPER 1970). Sie bildet mit der darunter liegenden
Epidermis die erste Barriere, die von Pathogenen und Schaderregern durchbrochen werden muss,
damit sich diese auf bzw. in einer Pflanze etablieren konnen (JUNIPER und JEFFREE 1983,
JUNIPER und COX 1973, HOLLOWAY 1969). Die Kutikula mit den ihr aufgelagerten
Wachsen stellt eine Schutzschicht dar, die die Pflanze vor Austrocknung durch iiberméfigen
nicht-stomatidren Wasserverlust, Verlusten von organischen Substanzen und anorganischen
Nahrstoffen durch Auswaschung, Eindringung schidlicher Strahlung und Verletzungen durch
Wind, Frost und physikalischer Abnutzung bewahrt (GORDON et al. 1998, SCHONHERR
1982, CLARK und LISTER 1975, JUNIPER und COX 1973, TUKEY 1971, MARTIN und
JUNIPER 1970). Neben der Schutzfunktion wird eine Mitwirkung der Oberfliche in der
Kontrolle des Gas- und Stoffaustausches zwischen Pflanze und Umwelt beschrieben (TAIZ und
ZEIGER 1998, ROSENQUIST und MORRISON 1989). Weiterhin hat sie eine wichtige
Bedeutung fiir die Wechselbeziechungen zwischen Pflanzenoberfliche und epiphytischen
Mikroorganismen, die unter anderem mit der Wirtserkennung durch phytopathogene Pilze und
Insekten beziehungsweise allelochemischen Effekten von Blattoberflichen-Komponenten auf
Mikroorganismen und Insekten einhergehen (SCHREIBER et al. 2005, KNOLL und
SCHREIBER 2000, TAIZ und ZEIGER 1998, JACKSON und DANEHOWER 1996,
EIGENBRODE und ESPELIE 1995, KOLATTUKUDY 1985, KLINCARE et al. 1971).

Die lipophile Kutikula variiert in ihrer Dicke in Abhingigkeit der Pflanzenspezies, des -
organs sowie der Anzuchtbedingungen (MARTIN und JUNIPER 1970). Die Kutikula wird
durch zwei spezifische Gruppen von Lipidsubstanzen charakterisiert: Unlosliche polymere
Cutine, die als Geriist der Membran dienen, und I6sliche Wachse (BAKER 1982, HOLLOWAY
1982a). Die Wachse wiederum werden je nach dem Ort ihres Vorkommens in der Cutinmatrix
oder auf der Oberfliche als intra- bzw. epikutikulare Wachse bezeichnet. Sie setzten sich aus
einer komplexen Mischung aus langkettigen Kohlenwasserstoffen (Alkanen), Alkoholen
(primére, sekunddre Alkohole, Diole), Ketonen, Fettsduren, Estern und Sterolen zusammen. Eine
weitere Hauptkomponente sind Triterpene (HOLLOWAY 1993, BAKER 1982, MARTIN und
JUNIPER 1970). Die chemische Zusammensetzung bzw. die Mengenverhéltnisse der



2 Einleitung

kutikularen Wachse unterscheidet sich zwischen und auch innerhalb der Pflanzenspezies (POST-
BEITTENMILLER 1996, WATANABE und YAMAGUCHI 1991). Die Anordnung und
chemische Zusammensetzung der epikutikularen Wachse konnen wiederum die Morphologie
und Benetzungseigenschaften bzw. Hydrophobizitit der Pflanzenoberfliche bestimmen
(JETTER et al. 2000, JETTER und RIEDERER 1994, MCWHORTER et al. 1990,
HOLLOWAY 1970).

Die Kutikula muss von iiber natiirliche Offnungen eindringenden Erregern besiedelt
werden, von vielen direkt eindringenden Pathogenen muss zusitzlich die Epidermis iiberwunden
werden. In beiden Féllen kommt es zu einem engen Kontakt zwischen Pflanzenoberfldche und
Pathogen. Venturia inaequalis, der Erreger des Apfelschorfes, ist ein Pathogen, das nach der
Bildung eines Appressoriums die Kutikula penetriert und das Wirtsgewebe bis oberhalb der
Epidermis infiziert. V. inaequalis ist ein hemibiotroph lebender, zu den Ascomyceten gehorender
Pilz, der in den meisten apfelproduzierenden Regionen der Welt von groBler Bedeutung ist
(MACHARDY 1995). Fiir die Keimung der Ascosporen ist im Friihjahr eine Blattndssedauer
von 10 bis 20 Stunden bei gleichzeitigen Temperaturen von 10 bis 20 °C erforderlich. Nachdem
der Erreger das Wirtsgewebe infiziert und sich zwischen Kutikula und Epidermis etabliert hat,
werden nach Aufreilen der Kutikula die an Konidiophoren gebildeten Konidien (asexuelle
Nebenfruchtform Spilocaea pomi Fr. oder Fusicladium dendriticum (Wallr.) Fckl.) freigesetzt.
Diese werden durch Regentropfen auf andere Blitter verteilt und flihren wihrend der
Vegetationsperiode zur Ausbreitung des Erregers im Bestand. Die Konidien sind fiir die
Keimung auf freies Wasser auf der Blattoberfliche angewiesen (MACHARDY 1995,
ADERHOLD 1896). Dementsprechend miissen ungekeimte Konidien von V. inaequalis in der

Lage sein, auf nassen Oberfldchen zu haften.

Die Adhésion von Konidien und anderen Infektionsstrukturen auf der Wirtsoberflache ist
ein wichtiger Schritt im Infektionsprozess von phytopathogenen Pilzen (EPSTEIN und
NICHOLSON 1997). Fiir zahlreiche pilzliche Pathogene ist bekannt, dass sie noch vor Beginn
der Keimung zur Anheftung an eine Oberfliche klebrige bzw. schleimartige Substanzen
sekretieren (EPSTEIN und NICHOLSON 1997, NICHOLSON und EPSTEIN 1991, HAMER et
al. 1988). Diese extrazelluldre Matrix, welche die Sporen, Hyphen und Appressorien vieler Pilze
umgibt, hat neben der Wirkung als Adhérens aber auch andere Funktionen. So schiitzt sie die
Konidie vor dem Austrocknen oder vor toxischen Substanzen, die sich auf oder im Wirt befinden
(NICHOLSON et al. 1989, NICHOLSON et al. 1986, NICHOLSON und MORAES 1980).
Durch die Beteilung von Enzymen, die in der Matrix enthalten sind, wirkt sie zudem beim

Infektionsprozess unterstiitzend (PASCHOLATI et al. 1993). Fiir die extrazellulire Matrix von



Einleitung 3

Colletotrichum graminicola, dem Erreger der Blattanthraknose, ist eine keimhemmende

Funktion beschrieben, die mit der Verhinderung des Auskeimens der Konidien in den Acervuli

einhergeht (LEITE und NICHOLSON 1992).

Die Fahigkeit, bei Vorhandensein von Wasser auf einer Oberfldche zu haften, ist fiir eine
Vielzahl von Blattpathogenen von groBler Bedeutung. Viele pilzliche Sporen, wie z. B. die von
Colletotrichum spp. oder Cochliobolus heterostrophus, werden mittels Wasser bzw.
Regentropfen verteilt. Pilze, die sich an eine Blattoberflache anheften konnen, haben somit einen
selektiven Vorteil, da Sporen, die sich nicht anheften konnen, direkt oder aber beim néichsten
Regenfall von der Oberfliche abgewaschen werden. Auch Wind und der Wettbewerb mit
anderen Pathogenen um eine Stelle auf der Wirtsoberfldche sind bei nicht haftenden Konidien
limitierende Faktoren. ,,Freies Wasser* und die Féhigkeit, in einer nassen Umgebung zu haften,
ist daher eine wichtige Komponente in der Entwicklung von vielen Pathogenen (TUCKER und

TALBOT 2001, BRAUN und HOWARD 1994a, NICHOLSON und EPSTEIN 1991).

Obwohl bei pathogenen Pilzen ein allgemeiner Mechanismus der Sporenanheftung
verbreitet ist (BRAUN und HOWARD 1994a), gibt es zwischen verschiedenen Spezies
Abweichungen in der Zusammensetzung der Haftsubstanz, in den Faktoren, durch die die
Haftfdhigkeit eingeleitet wird, sowie in den Entwicklungsstadien der Pilze, bei denen es zur
Adhision kommt (EPSTEIN und NICHOLSON 1997). So unterscheidet sich die Anheftung von
Sporen der Echten Mehltau-Pilze grundlegend von der von Konidien von V. inaequalis und
Magnaporthe grisea, dem Erreger des Reisbrandes, was vor allem daran liegt, dass fiir die
prainfektionelle Entwicklung Echter Mehltau-Pilze zwar eine hohe Luftfeuchtigkeit, aber kein
troptbares Wasser notwendig ist (TUCKER und TALBOT 2001, DRANDAREVSKI 1969).
Echte Mehltau-Pilze wie z. B. Uncinuliella australiana heften sich durch die Ausscheidung einer
extrazelluliren Matrix und Bildung eines Adhisionskissens an eine hydrophobe Oberfliche an
(MIMS et al. 1995a). Blumeria graminis f. sp. hordei gibt ein Exudat ab, welches Esterasen und
Cutinasen enthélt, um die Kutikula anzulésen. Gleichzeitig macht es die Pflanzen- sowie
Sporenoberfldche hydrophiler, um dadurch den Kontakt zwischen den beiden Oberflichen zu
verbessern (CARVER et al. 1999, NICHOLSON et al. 1993, PASCHOLATI et al. 1992). Die
Sporen von M. grisea bendtigen hingegen zur Keimung einen Wasserfilm und sind in der Lage,
sich auf nassen hydrophoben Oberflichen zu entwickeln ohne vom Blatt abgewaschen zu
werden. Die Haftfdhigkeit der Sporen resultiert aus einer Haftsubstanz (spore tip mucilage,
STM), die in einem periplasmatischen Raum an der Spitze von trockenen Konidien aufbewahrt
wird. Nach Hydration der Konidien durch hohe Luftfeuchtigkeit, Regen oder Tau, zerreif3t die

Membran an der Konidienspitze, so dass die Haftsubstanz sofort entlassen wird (HAMER et al.



4 Einleitung

1988). Die von Pilzen abgesonderte Haftsubstanz scheint hauptsidchlich aus Glykoproteinen zu
bestehen. Bei einigen Arten sind auch Lipide und Polysaccharide zu finden (MERCURE et al.
1995, XIAO et al. 1994a, KWON und EPSTEIN 1993). Auch Enzyme wie z. B. Cutinase und
Esterase konnen Bestandteile der Haftsubstanz sein (GEVENS et al. 2001, PASCHOLATI et al.
1992).

Der Prozess der Anheftung von Sporen auf einer Oberfliche kann sowohl aktiv als auch
passiv erfolgen (TUCKER und TALBOT 2001, JONES 1994). NICHOLSON und EPSTEIN
(1991) beschreiben den aktiven Prozess der Sekretion eines Adhédrens und somit der Anheftung
als einen hoch spezifischen, bei dem die Spore durch Stimuli des Wirtes zur Produktion einer
Matrix angeregt wird. Der Wirtserkennung eines Pathogens wie z. B. von Colletotrichum
graminicola folgt die zeitlich verzogerte Abgabe einer Haftsubstanz, und fiir die Adhésion ist
dementsprechend eine aktive Stoffwechselleistung des Pilzes erforderlich. MERCURE et al.
(1994) vermuten, dass ecine Glykoproteinsynthese de novo in den Anheftungsprozess von
ungekeimten Konidien von C. graminicola involviert ist. Ahnliche Erkenntnisse gibt es auch
tiber Konidien von Nectria haematococca und Cochliobolus heterostrophus (BRAUN und
HOWARD 1994b, JONES und EPSTEIN 1989). Beim passiven Prozess der Anheftung sind
zunidchst bei trockenen Konidien hydrophobe Wechselwirkungen von Bedeutung. Bei Konidien
in wissriger Umgebung erfolgt die Abgabe der extrazelluliren Matrix unabhédngig von der
Oberfliache und ohne Mitwirkung der mitochondrialen Atmung oder Proteinsynthese direkt nach
dem Kontakt auf eine Oberfliche als praformierte Substanz (BRAUN und HOWARD 19%4a,
CLEMENT et al. 1993, HAMER et al. 1988). Bei Uredosporen von Uromyces viciae-fabae wird
die Bildung eines Adhésionskissens nach Kontakt der Sporen auf eine nasse Wirtsoberfldche
ebenfalls als ein passiver Prozess beschrieben (CLEMENT et al. 1994). Aber von der
Sporenoberflidche isolierte Cutinase und Esterasen, die in dem Anheftungsprozess involviert

sind, deuten auf einen aktiven Prozess der Haftung hin (DEISING et al. 1992).

Fiir die Anheftung von Sporen sowie die Bildung von Keimschlduchen und Appressorien
ist die Hydrophobizitéit und Festigkeit der zu besiedelnden Oberfliche von Bedeutung. Konidien
von M. grisea und C. graminicola haften auf hydrophoben Oberflichen wie Teflon® oder
Polystyrol weitaus fester als auf einer hydrophilen Glasoberfliche (BRAUN und HOWARD
1994a, MERCURE et al. 1994, HAMER et al. 1988). Die Sporenkeimung kann durch den
Prozess der Haftung an eine Oberfliche induziert werden, aber auch andere Faktoren, wie das
Vorhandensein von freiem Wasser und die Verfiigbarkeit von Néhrstoffen, sind von Bedeutung

(SHAW et al. 2006, KUO und HOCH 1996a, HOWARD 1994, LEE und DEAN 1993).
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Weiterhin konnen die Hydrophobizitit und Festigkeit einer Oberfldche die Keimung von Sporen

beeinflussen (CHAKY et al. 2001).

Das Keimschlauchwachstum und die Orientierung auf der Pflanzenoberflidche unterliegt
speziellen chemischen und physikalischen Signalen (HOCH und STAPLES 1991). Das
gerichtete Wachstum der Keimschlduche von U. viciae-fabae ist mit dem pH-Gradienten, der
sich um geschlossene Stomata befindet, korreliert (EDWARDS und BOWLING 1986). Die
Penetration von Zuckerriibenblittern durch Cercospora beticola ist mit Wassergradienten um
den Spaltéffnungen, einem sog. Hydrotropismus, verbunden (RATHAIAH 1977). Pflanzliche
Exsudate sowie die Topographie der Pflanzenoberfliche stellen weitere Stimuli fiir
phytopathogene Pilze dar. Thigmotropismus, in Form von gerichtetem Wachstum der Hyphen in
einem rechten Winkel zu den Furchen der Verbindungsstellen der antiklinen Zellwénde auf der

Epidermis, ist bei Rostpilzen wie z. B. Puccinia graminis tritici zu finden (JOHNSON 1934).

Auch die Appressorienbildung ist von dhnlichen, bereits oben genannten, Faktoren und
Signalen abhingig (HOCH und STAPLES 1991). Uredosporen von Uromyces appendiculatus
reagieren stark auf topographische Signale und bilden auf Oberfldchen mit kiinstlichen Leisten
von 0,5 um Hoéhe vermehrt Appressorien (BOURETT et al. 1987, HOCH et al. 1987). Bei
M. grisea steht die Generierung von Appressorien im Zusammenhang mit der Hydrophobizitit
und der Hirte der Oberfliche (XIAO et al. 1994b, LEE und DEAN 1993). Pflanzenexsudate
konnen als chemische Signale die Bildung von Appressorien oder Infektionskissen
(Myzelverdichtungen) bei Rhizoctonia solani induzieren (STOCKWELL und HANCHEY 1984,
MARSHALL und RUSH 1980). Fiir V. inaequalis ist die Festigkeit der Kontaktoberfldche ein
Stimulus fiir die Bildung von Appressorien sowie einer melanisierten appressorialen
Ringstruktur (STEINER und OERKE 2007). Im Vergleich zu anderen Pilzen bilden Konidien
und Ascosporen von V. inaequalis unmittelbar nach dem Auskeimen Appressorien, so dass
hiufig keine Keimschlduche zu erkennen sind (NUSBAUM und KEIT 1938). Das
Appressorium, welches durch ein Septum vom Keimschlauch getrennt ist, stellt meistens eine
mehr oder weniger deutliche zylinder-halbkugelige oder keulenférmige Verdickung des
Keimschlauches dar (HERING et al. 1993). Sie werden hiufig, wie auch bei anderen Pilzen,
tiber den antiklinen Zellwénden gebildet (HOCH und STAPLES 1991, LAPP und SKOROPAD
1978, CLARK und LORBEER 1976, PREECE et al. 1967).

Bei vielen Prozessen im Wachstum und in der Entwicklung von Pilzen sind
Polysaccharide, Lipide und Proteine von Bedeutung (MULLER und LOEFFLER 1982). Eine

besondere Gruppe von Proteinen, die an der AuBlenfliche der Zellwand filamentdser Pilze
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lokalisiert sind, stellen die sogenannten Hydrophobine dar. Hydrophobine sind kleine, sekretierte
und hydrophobe Proteine, die ein konserviertes Aminosduremotiv von acht Cystein-Resten in
einer charakteristischen Abfolge zeigen (WESSELS 1997). Sie besitzen verschiedene
Funktionen unter anderem auf der Oberflache von Pilzsporen, bei der Bildung von Luftmyzel,
Appressorien und Fruchtkorpern, bei der Sporulation sowie bei der Anheftung von Hyphen auf
hydrophoben Oberflichen (KERSHAW und TALBOT 1998, WESSELS 1997, WESSELS 1994,
WESSELS et al. 1991). Hydrophobine werden unter anderem anhand ihrer chemischen
Eigenschaften sowie ihrer Wirkungsweise und Bedeutung fiir die Pilzentwicklung in zwei
Klassen aufgeteilt (KERSHAW und TALBOT 1998, WESSELS 1994). Thre besondere
Eigenschaft beruht auf der Féhigkeit, durch das sogenannte ,,Self-Assembly” an einer
hydrophoben-hydrophilen Grenzschicht einen amphipatischen Film zu bilden, der eine Dicke
von 10 nm aufweist. Diese oberflachenaktiven Proteine konnen somit hydrophobe Oberfldchen
hydrophiler machen und hydrophile Oberflachen hydrophober. Weiterhin sind Hydrophobine als
Monomere beim Aufbau der pilzlichen Zellwinde beteiligt, und kénnen sogar als Toxine und
Elicitoren wirken (WOSTEN 2001). Sie wurden bereits bei einer Vielzahl von phytopathogenen
Pilzen der Ascomyceten und Basidiomyceten entdeckt (WHITEFORD und SPANU 2002), ein

Auftreten bei V. inaequalis ist allerdings bis dato noch nicht beschrieben.

Zur postinfektionellen Entwicklung, zum Lebenszyklus und den Moglichkeiten der
Bekdmpfung des Apfelschorfs sowie Fragen zur Altersresistenz von Apfelblittern sind iiber
Jahrzehnte eine Reihe von Untersuchungen durchgefiihrt worden (LI und XU 2002,
MACHARDY et al. 2001, BENAOUF und PARISI 1998, KOLLAR 1996, HERING et al. 1993,
VALSANGIACOMO und GESSLER 1988, PAUL und BRANDES 1983, GUPTA und LELE
1980, SCHWABE 1980, SCHWABE 1979, BIEHN et al. 1966). Mikroskopische und
morphologische Studien iiber die primiren Infektionsstrukturen von V. inaequalis bzw. der
Nebenfruchtform Spilocaea pomi gibt es hingegen abgesehen von einigen klassischen Arbeiten
wenig (TURNER et al. 1986, GESSLER und STUMM 1984, CORLETT et al. 1976,
NUSBAUM und KEIT 1938, ADERHOLD 1900, ADERHOLD 1896). Wiahrend fiir andere
Erreger der Einfluss verschiedener Pflanzen- und Modelloberflichen auf die Adhésion und
Entwicklung in einer Reihe von Studien bereits untersucht worden ist (WRIGHT et al. 2002,
APOGA et al. 2001, BRAUN und HOWARD 1994b, TERHUNE und HOCH 1993, JONES und
EPSTEIN 1989), liegen fiir V. inaequalis noch keine Untersuchungen vor.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erfassung der sehr frithen Prozesse der
Interaktion zwischen dem Pathogen V. inaequalis und verschiedenen Oberflichen. Ein

besonderer Schwerpunkt wurde auf die Morphologie der Konidien und ihre Adhdsion auf nassen
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Apfel- und Modelloberflichen unterschiedlicher Hydrophobizitit gelegt. Neben der
Charakterisierung der Konidien erfolgte auch eine Beschreibung der verwendeten Oberflachen.
Die Versuche sollten weiterhin Einblicke in das Keimungsverhalten sowie die

Appressorienbildung der Konidien auf natiirlichen und modifizierten Oberflichen geben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchsorganismen und -materialien

2.1.1 Pflanzen

Apfel

In den Untersuchungen wurden Apfelsamlinge (Malus x domestica Borkh.) der Sorte ,,Golden
Delicious* verwendet. Das Saatgut fiir die Anzucht der Sdmlinge wurde von der Firma
Eichenberg (Miltenberg) bezogen. Es handelte sich um Standardmaterial mit ,,EG-Qualitit* nach
der Anbaumaterialverordnung (AGOZV).

Rose
Fiir Untersuchungen zur Haftfahigkeit von Konidien auf einer Nicht-Wirtspflanze wurden Rosen
(Teehybride) der Sorte ,,Claudia® verwendet, die im Bestand des Instituts fiir

Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcenschutz, Bereich Phytomedizin vorhanden waren.

2.1.2 Pathogen
Venturia inaequalis (Cke.) Wint., Erreger des Apfelschorfs
Bei dem verwendeten Isolat handelte es sich um den Hausstamm 1 (HS1) des Instituts fiir

Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcenschutz, Bereich Phytomedizin.

2.1.3 Modelloberflachen
Als Modelloberflichen dienten Glas (Objekttriger, Marienfeld, Lauda-Kénigshofen), Parafilm®
(Alcan Packaging, Chicago, IL, USA) und Polystyrol (Kunststoffpetrischalen, Greiner Bio-One

GmbH, Kremsmiinster, Osterreich).

2.2 Pflanzenanzucht

Apfel

Die Apfelpflanzen wurden aus Samen angezogen. Die Stratifizierung erfolgte durch Lagerung
der Apfelsamen bei -18 °C fiir mindestens eine Woche. Dann wurden die Samen bei 4 °C fiir
vier Tage in demineralisiertem Wasser (A. demin.) vorgequollen, wobei kein Wasserwechsel

durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurden die Samen mit 0,1 % a. i. Euparen M WG 50
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(Tolylfluanid, Bayer CropScience Deutschland GmbH, Langenfeld) fiir flinf Minuten gebeizt
und fiir zwei Wochen bei 4-8 °C im Dunkeln inkubiert. Die Aussaat erfolgte in Erde fiir
salzempfindliche Saaten (pH 5-6, Salzgehalt: 0,8 g I"', Klasmann Seedlingssubstrat, Klasmann-
Deilmann GmbH, Geeste). Nach ca. ein bis zwei Wochen wurden die Sdmlinge vereinzelt und in
Plastiktopfe (8,5 cm x 8,5 cm x 7,5 cm) mit Einheitserde gepflanzt. Die verwendete Erde
(Klasmann Spezialmischung, Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste) wurde vor dem Topfen mit
0,2 % Kalk sowie 0,2 % Plantosan Langzeitdiinger (NPK 20 + 10 + 15) gediingt.

Um eine Verunreinigung der Blattoberflichen mit Staub, Schwefel, Salzresten vom GieBwasser,
Pilzinfektionen etc. zu vermeiden und dennoch einen guten Luftaustausch zu gewéhrleisten,
wurden die Sdmlinge kurz nach dem Pikieren in eine Klimakammer unter Cellophan-Hauben
gestellt. Diese Hauben hatten eine Grofle von 125 cm x 100 cm x 60 cm. Die Seitenwédnde waren
mit 0,2 mm dicker durchsichtiger Folie versehen, die Decke bestand aus Cellophan-Folie
(Konditoreigewerbe). Die Temperatur betrug unter den Hauben 24 + 1°C, die relative
Luftfeuchtigkeit lag bei 58 = 9 %. Die Beleuchtung mit Natriumdampflampen (SGR 140,
Philips, Hamburg) gewihrleistete eine Photoperiode von 16 Stunden wund eine
Beleuchtungsstirke von 7600 lux. Die Versuchspflanzen wurden alle drei Wochen mit einem
Fliissig-Volldiinger gediingt (4 %o Flory 2 spezial 16 + 9 + 22, Euflor, Miinchen).

Die Untersuchungen wurden an acht Wochen alten Apfelsdmlingen durchgefiihrt. Es wurden die
adaxialen Seiten von vier verschiedenen Blattinsertionen untersucht, wobei es sich um das
jingste vollstindig entfaltete Blatt (erste Blattinsertion) sowie die dritte, flinfte und siebte
darunter liegende Blattinsertion handelte. In den Diagrammen, Tabellen und im Text sind die
Blattinsertionen mit ,,oben®, ,,oben-2*, ,,oben-4* und ,,oben-6“ benannt. Die Pflanzen waren zum

Untersuchungszeitpunkt ca. 20-25 cm hoch und hatten durchschnittlich 12 Blatter.

Rose

Es standen Rosenstdcke zur Verfligung, die in 13er Rundtopfen angezogen worden waren. Sie
wurden im Gewéchshaus bei 26 + 5 °C und 59 + 13 % relativer Luftfeuchte gehalten.

Fiir die Versuche wurden die adaxialen Seiten der Endfieder sowie der beiden darunter liegenden
Seitenfiedern des jlingsten Fiederblattes verwendet, das nach dem Riickschnitt ausgebildet

worden war.
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2.3 Applikationstechniken

2.3.1 Spriahinokulation

Blitter mit sporulierenden Befallsstellen wurden bei -20 °C gelagert. Zur Herstellung des
Inokulums wurden aufgetaute Blitter in 100 ml Wasser gegeben und geschiittelt. Mit Hilfe einer
Zihlkammer (Fuchs-Rosenthal-Kammer) wurde die Konidiendichte auf 1-1,5 x 10° ml’
eingestellt. Die Sporensuspension wurde mittels einer Spriihflasche auf die Pflanzen appliziert.
Der Sprithkopf wurde vorher mit 75 %igem Alkohol gereinigt. Die Blitter sollten nach der
Behandlung tropfnass sein. Um die Benetzbarkeit der Blatter zu verbessern, erfolgte die Zugabe
von Tween 20 (0,01 %, Merck-Schuchardt) zur Sporensuspension. Die Pflanzen wurden fiir
48 Stunden bei ca. 18 °C und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert, und anschlieBend bis zur
Probennahme oder Entwicklung der Symptome in einer Klimakammer gehalten. Die Temperatur
betrug in der Klimakammer 19 + 1 °C.

Fiir die Erhaltung wurden die Pflanzen auf gleiche Weise inokuliert. Sie wurden 12-14 Tage
kultiviert, dann wurden Blétter mit sichtbarem Befall abgesammelt, und diese in Kunststoffdosen

bei -20 °C gelagert.

2.3.2 Applikation mittels Pipette

Fir die Untersuchungen zur Adhédsion und Entwicklung von V. inaequalis auf Oberflichen
wurden etwa zwei Wochen nach der Inokulation der Pflanzen trockene Konidien mit einem
Borstenpinsel vorsichtig von den auf den Blittern befindlichen sporulierenden Befallsstellen
abgebiirstet und in 1,5 ml-Reaktionsgefalen gesammelt. Die Lagerung der Konidien erfolgte bei
4 °C. Bei Bedarf wurden Konidien entnommen, und mit demineralisiertem Wasser eine
Sporensuspension hergestellt. Die Konidiendichte betrug 5 x 10* ml™. Die Applikation von
Tropfen mit einem Volumen von 5 bzw. 20 pl erfolgte mittels Eppendorf-Pipette auf die
entsprechende Oberfldche. Die Inkubation wurde bei 20 + 1 °C in Boxen mit geséttigter

Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt.

2.4 \Wachsextraktion

Die Extraktion der kutikularen Wachse von vier verschiedenen Blattinsertionen erfolgte an
frischen Blittern von neun Wochen alten Apfelsdmlingen. Es war darauf zu achten, dass die
Blattspreiten nicht beriihrt wurden, um die Wachszusammensetzung nicht zu beeinflussen bzw.

Verunreinigungen der Blatter vorzubeugen. Fiir die Extraktion der kutikularen Wachse wurden
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die Blattoberseiten zweimal fiir zehn Sekunden in Chloroform (> 99 %, ca. 4 ml) gelegt. Dabei
sollte vermieden werden, dass Chloroform in die Blattstiele gelangte bzw. die Blattunterseite
beriihrte. Vorversuche' hatten gezeigt, dass die kutikularen Wachse von Blattproben bereits nach
zehn Sekunden fast vollstindig extrahiert waren, und dass ldngere Einwirkzeiten zu
Gewebeschdden durch CHCI; fiihren. Nachdem das anhaftende Chloroform verdampft war,
wurden die Blitter fotokopiert, wobei sich die Blattspreiten nicht iiberlagern durften. Mittels
Adobe® Photoshop® Elements 2.0 (Vers. 2.0.2, Adobe Systems Inc., USA) wurden die
Blattflachen bestimmt.

Pro Wiederholung wurden jeweils zwei Bldtter der jeweiligen Blattinsertion extrahiert. Pro
Versuch wurden zehn Pflanzen untersucht (n = 5). Um die sensitive Analyse nicht zu

verfalschen, wurden nur mittels Chloroform gereinigte Glasmaterialien verwendet.

2.4.1 Beschichtung von Glas mit Apfelblattwachsen

Die Extraktion erfolgte auf die gleiche Weise wie im vorgehenden Abschnitt fiir 20 Sekunden
mit Chloroform. Je nach Blattinsertion wurden zwischen 140 pl und 460 pl des Chloroform-
Wachs-Gemisches mit Pasteurpipetten auf vorher mit Chloroform gereinigte Glasobjekttrager
gebracht, so dass ein diinner Fliissigkeitsfilm zu sehen war. Die benetzte Fliche betrug ca.
2,3 cm’. AnschlieBend konnte das Chloroform unter einem Abzug verdampfen, so dass sich auf
den Objekttragern ein Belag aus Wachs bildete (Abb. 1). Die beschichteten Glasoberflichen
wurden fir die Untersuchung der Entwicklung von V. inaequalis sowie fiir

Kontaktwinkelmessungen verwendet.

Abb. 1:  Ein mit kutikularen Wachsen von der adaxialen Seite von Apfelblittern beschichteter Glasobjekttréger.

! Die Vorversuche wurden von Frau Bringe, INRES, Bereich Pflanzen- und Gartenbauwissenschaften durchgefiihrt.
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2.5 Gaschromatographie

2.5.1 Probenvorbereitung

Der im Chloroform enthaltene Wachsextrakt wurde in kleine Glasgefia3e iiberfiihrt. Es wurden
20 pl des internen Standards zugegeben. Dabei handelte es sich um ein Cy4-Alkan (Tetracosan),
welches den Wachskomponenten dhnlich ist, aber nicht in der zu untersuchende Wachsmischung
vorkommt. Mit Hilfe des internen Standards lassen sich spiter die Wachskomponenten
quantitativ bestimmen. Die definierte Menge des internen Standards wurde direkt nach der
Extraktion zugegeben, so dass sich alle weiteren Arbeitsschritte gleichermallen auf das
Wachsgemisch und den Standard auswirkten. Nach Zugabe des internen Standards wurden die
Proben bei 60 °C mit Stickstoff eingedampft (Reacti Therm-Heating Module) bis noch ca. 100-
150 pl Chloroform im GefdB vorhanden waren. Dieser Uberstand sollte nicht verfirbt sein, da
Verfarbungen auf Verunreinigungen hindeuten. Anschliefend wurden je 20 pl Pyridin und
N,O-bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA) zugegeben. Pyridin dient lediglich als
Katalysator, wahrend BSTFA fiir die Umsetzung von Verbindungen mit polaren funktionellen
Gruppen (z. B. Hydroxyl- und Carboxylgruppen) in stabile, leichtfliichtige Derivate
verantwortlich ist. Nach Zugabe der Reagenzien erfolgte eine Inkubation bei 70 °C fiir
40 Minuten (verandert, nach HAUKE und SCHREIBER 1998). Nachdem die Proben abgekiihlt
waren, wurde sie mit 100 pl Chloroform verdiinnt, gevortext und in Probengefifie fiir den

GC-Autosampler tiberfiihrt.

2.5.2 Quantitative Analyse der Wachskomponenten

Die Analysen wurden an einem Kapillar-Gaschromatographen (GC) (5890 Series II, Hewlett-
Packard, Avondale, PA, USA) durchgefiihrt. Die Injektion (1 ul) erfolgte ,,on column®, d. h.
ohne Vorsdule direkt auf die Sdule. Bei der Séule handelte es sich um eine hoch aufldsende
GC-Séaule (Agilent Technologies, 30 m x 0,321 mm DB-1, Phasendicke 0,1 pm, J & W, Folsom,
CA, USA). Als Detektor wurde fiir die quantitative Analyse ein Flammen-lonisations-Detektor
(FID) verwendet. Als Trigergas diente Wasserstoff. Die Temperatur- und Druckeinstellungen

waren folgendermaBen (Tab. 1):
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Tab.1: Temperatur- und Druckeinstellungen fiir die quantitative Analyse der Wachskomponenten von

Apfelblittern mittels Kapillar-Gaschromatographie.

Autheiz-/Druck- Temperatur / Dauer
erhohungsrate Druck
Temperatureinstellungen 1. 50°C 2 min
2. 40°C min" 200 °C 2 min
3. 3°Cmin’ 310 °C 30 min
Druckeinstellungen 1. 50 kPa 5 min
2. 3 kPamin’ 150 kPa 39 min

Die Durchflussrate lag bei 2,2 ml min™, die durchschnittliche Durchflussgeschwindigkeit betrug

42 cms™.

2.5.3 Identifizierung der Wachskomponenten

Die qualitative Analyse bzw. die Identifizierung der einzelnen Wachskomponenten erfolgte
mittels eines Gaschromatographen mit einem Massenspektrometer (MS) als Detektor. Die
Methode entsprach der fiir die quantitative Analyse beschriebene, aber diesmal diente Helium als
Tragergas. Das Injektionsvolumen betrug 1 ul. Zur Identifizierung der Wachskomponenten

wurden Vergleichsspektren herangezogen.

2.6 Charakterisierung von Oberflachen

2.6.1 Bestimmung der Blattflachen

Die Untersuchungen zur Blattflichenbestimmung wurden an sechs Apfelsdmlingen
durchgefiihrt, die bereits 40 Tage seit Aussaat gewachsen waren. Die Flachen aller Blétter jeder
Pflanze wurden fiinf Mal in einem Abstand von jeweils vier Tagen gemessen. Am Ende dieser
Untersuchung waren die Simlinge 56 Tage alt. Dieses Alter entsprach dem der in den anderen
Untersuchungen verwendeten Pflanzen. Die Blattfliche der adaxialen Blattseite wurde aus der
Liange und Breite der Blétter errechnet. AnschlieBend wurden die Werte mit dem Faktor 0,71
multipliziert, der von vorausgehenden destruktiven Blattflichenmessungen abgeleitet worden
war. Fiir die Bewertung des Wachstums in Abhédngigkeit von der Blattinsertion bzw. des
Blattalters der Apfelblitter wurde die relative Wachstumsrate (RGR) herangezogen. Die RGR

wurde nach folgender Formel berechnet:
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RGR = (ln A|_2 —In A|_1)/(t2 — tl),

wobei A, die Blattfliche zum Zeitpunkt t; und A;; die Blattfliche zum Zeitpunkt t; ist
(modifiziert nach HUNT 1982).

2.6.2 Messung von Zellflache und -hohe

Die Fliache und Hohe von Epidermiszellen der adaxialen Blattseite von Apfelbldttern wurden
mittels konfokaler Lasermikroskopie (CLSM) gemessen. Das CLSM war dafiir mit einem Neon-
Helium-Laser ausgestattet (543 nm). Die ausgestanzten Blattscheiben wurden in Chloralhydrat
(250 g 100 mI™" A. demin., Sigma-Aldrich, Steinheim) entfirbt und mit dem 40er Olimmersions-
Objektiv betrachtet. Die Topographie der periklinen Zellwdnde wurde iiber Bildstapel in xy-
Richtung analysiert. Es wurden je fiinf Messungen an Blattscheiben von sechs verschiedenen

Pflanzen durchgefiihrt (n = 30).

2.6.3 Bestimmung der Hydrophobizitat von Oberflachen

Die Hydrophobizitit von Apfelblittern, Modelloberflichen sowie wachsbeschichteten
Glasoberflichen wurde mittels eines Kontaktwinkelmessgerites (Contact Angle System OCA
30-2, Software SCA 202, DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt) gemessen. Langliche
Blattstiicke wurden aus der Blattspreite herausgeschnitten und mit doppelseitigem Klebeband so
auf einem Objekttrager befestigt, dass eine ebene Oberfldche gewihrleistet war. Dabei durfte die
Blattoberfldche nicht beriihrt werden. Fiir die Untersuchungen wurde die ,,sessile drop“-Methode
verwendet. Die Kontaktwinkel wurden anhand der Laplace-Young-Fitting-Methode errechnet.
Das Volumen der applizierten Tropfen (A. demin.) betrug 10 pl. Die Messungen auf
Apfelblittern wurden auf der adaxialen Seite von vier verschiedenen Blattinsertionen
durchgefiihrt. Es wurden sechs Samlinge herangezogen, an denen pro Blattinsertion jeweils drei
Messungen durchgefiihrt wurden (n = 18). Fiir Polystyrol wurden ebenfalls 18, fiir Glas und
Parafilm jeweils 12 Messwiederholungen durchgefiihrt.

2.7 Erfassung der Pilzentwicklung

2.7.1 KonidiengroRe

Konidien von V. inaequalis wurden vor und nach Wasseraufnahme mikroskopisch untersucht. Es

wurden Lédnge, Breite und Hohe der Konidien gemessen. AnschlieBend wurde das Volumen
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bestimmt. Die Berechnung des Volumens erfolgte nach folgender Formel (AUST 1981):
V=4/3*n*a*b*c

Dabei entsprach a der halben Konidienlédnge, b der halben Konidienbreite und ¢ der halben
Konidienhohe. Die Breite und Hohe wurden jeweils in der Mitte der Konidien gemessen. Pro

Variante wurden 30 Konidien ausgewertet.

2.7.2 Keimung und Appressorienbildung

Die Keimrate sowie die Appressorienbildung der Konidien von V. inaequalis auf vier
verschiedenen Blattinsertionen wurde durch Auszéhlen von maximal 40 x 10 zufillig gewéhlten
Konidien auf Blattscheiben (@ 9 mm) von sechs Pflanzen lichtmikroskopisch bestimmt. Auf
Modelloberflichen wurden maximal 6 x 10 Konidien ausgezihlt. Die Bestimmung der Keimrate

und der Appressorienbildung erfolgte prozentual zu der Gesamtzahl ausgewerteter Konidien.

2.7.3 Keimschlauchwachstum

Das Keimschlauchwachstum wurde auf Apfelbldttern und auf Modelloberflachen erfasst. Bei
V. inaequalis wurde die Lénge von dem ersten in der Konidie gebildeten Septum bis zur
Keimschlauchspitze gemessen. Bildeten die Konidien ein Appressorium aus, so wurde das
Appressorium in die Lingenmessung mit einbezogen. Die Anzahl der gemessenen
Keimschlduche war in den Versuchen unterschiedlich und variierte zwischen 25 und 120 pro

Variante.

2.7.4 Melaninringauspragung und Eindringungsstelle

Fiir die Charakterisierung der melanisierten Ringstruktur im Appressorium wurden vier Klassen
aufgestellt. Mittels dieser Klassen wurde die Auspragung der Melaninringe auf Apfelbléttern und
Modelloberflichen bestimmt. Eine Klassifizierung wurde auch fiir die Beurteilung des Ortes der
Eindringung des Pathogens in das Blatt vorgenommen. Die Klassen wurden folgendermafen

definiert:
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Tab.2: Charakterisierung der Melaninringausprigung im Appressorium bzw. der Eindringungsstelle von

V. inaequalis auf Apfelblittern.

Klasse Melaninringauspragung Eindringungsstelle

1 schwach/sehr diinn/kaum sichtbar iber den antiklinen Zellwénden

2 diinn < 3 um Entfernung zu den antiklinen
Zellwinden

3 mittelkréftig >3 und < 10 um Entfernung zu den

antiklinen Zellwinden
4 sehr kriftig > 10 um Entfernung zu den antiklinen

Zellwanden/auf der Zelle

2.7.5 Primarstroma- und Laufhyphenbildung

Um die Primérstromata und Lauthyphen im Mikroskop sichtbar machen zu kénnen, wurden die
Blattscheiben mit 0,05 % Anilinblau in 0,067 M K,;HPO4 pH 9,0 (modifiziert nach HOOD und
SHEW 1996) gefirbt. Vor der Aufbringung des Farbstoffes wurden die Blattscheiben fiir finf
Minuten in 0,067 M K,HPO4 pH 9,0 gelegt, um den pH-Wert zu erhdhen und damit die
Anfarbbarkeit der Strukturen zu gewdhrleisten. Es wurden auf vier Blattscheiben je 4 x 10
Konidien von V. inaequalis ausgewertet. Fiir die Ermittlung des prozentualen Anteils gebildeter
Primérstromata und Lauthyphen wurden nur diejenigen Konidien beriicksichtigt, die nach
48 Stunden ein Appressorium bzw. ein Primédrstroma gebildet hatten. Die Anzahl an

ausgebildeten Appressorien variierte zwischen den Blattinsertionen von 31-36 pro Blattscheibe.

2.7.6 Bewertung des Pathogenbefalls

Der Pathogenbefall wurde makroskopisch durch die Bestimmung des prozentualen Anteils
befallener Blattfliche pro Blattinsertion ermittelt. Es wurden acht Pflanzen ausgewertet.
Innerhalb von 14 Tagen fanden drei Bonituren statt, so dass der zeitliche Verlauf der

Symptomentwicklung auf vier verschiedenen Blattinsertionen festgestellt werden konnte.

2.8 Mikroskopische Untersuchungen

Mikroskopische  Untersuchungen erfolgten mittels Durchlicht-, Stereo-, konfokaler

Lasermikroskopie sowie Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie.
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2.8.1 Durchlicht- und Auflichtmikroskopie

2.8.1.1 Priparation

Die Entwicklung von V. inaequalis auf Apfelblittern bis 48 Stunden nach der Inokulation wurde
an fixierten Praparaten untersucht. Dazu wurden zu verschiedenen Zeiten nach Applikation und
Inkubation mit einem Korkbohrer (0 9 mm) Blattproben genommen. Die Blattscheiben wurden
in einer gesittigte Chloralhydratlosung (250 g 100 ml" A. demin., Sigma-Aldrich, Steinheim)
fixiert und dadurch das Blattgewebe fast vollstindig entfirbt. Die Fixierung bzw. Entfarbung

erfolgte tiber 21 Tage bei Raumtemperatur.

2.8.1.2 Farbstoffe

Zur Charakterisierung der pilzlichen Strukturen und Haftsubstanzen wurden verschiedene
Farbstoffe getestet (Tab. 3). Auf die Konidiensuspension bzw. auf die nach dem Abwaschen
noch vorhandenen Konidien, die sich auf Glasobjekttragern und Polystyrol befanden, wurden
jeweils 10 pl des Farbstoffes gegeben und die Objekte dann unmittelbar am Mikroskop
betrachtet.

PNA, GS-II und ConA, die im Abschnitt 2.8.3 genauer beschrieben werden, wurden auch am
Leitz-Mikroskop verwendet. Entsprechend der Lektine wurde der Filterblock FI/RH (BP 490-
560, FT 500, LP 525-605) ausgewdhlt, und die pilzlichen Strukturen im Auflicht

fluoreszenzmikroskopisch betrachtet.

2.8.1.3 Mikroskopie

Untersuchungen zur pilzlichen Entwicklung und Anférbbarkeit von Strukturen von V. inaequalis
wurden mit einem Leitz DMRB Fotomikroskop (Leica, Wetzlar) durchgefiihrt. Die Betrachtung
erfolgte mittels 40- und 100-facher VergroBerung im Hellfeld, Nomarski-Interferenz-Kontrast
sowie im Fluoreszenzmodus. Bei epifluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde je nach
Farbstoff entweder der Filterblock D (BP 340-380, FT 400, LP 430) oder der Filterblock FI/RH
(BP 490-560, FT 500, LP 525-605) ausgewéhlt. Die Dokumentation der Ergebnisse konnte durch
eine am Mikroskop angeschlossene digitale Kamera (HV-C20A, Hitachi, Japan) gewihrleistet
werden. Das Vermessen einzelner Strukturen erfolgte mittels der Software Discus (Version

4.30.138, Technisches Biiro Hilgers, Konigswinter).
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Tab. 3: Zusammenstellung der verwendeten Farbstoffe fiir die Lichtmikroskopie mit Angabe der Konzentration
sowie deren Spezifitit (Verwendung der Farbstoffe im Interferenz/Hellfeld (I) bzw. im Fluoreszenzmodus
(F) mit Angabe des Filters).

Farbstoff Konzentration Spezifitit der Farbung

Alcianblau 8 GS 1,0 % D

(Fluka, Buchs, Schweiz) (in 5 % Essigsdure) Saure Mucosubstanzen

(BRAUN und HOWARD (BANCROFT 1975);

1994b) Saure Mucopolysaccharide (KH)
(SPANNHOF 1967, STEEDMAN
1950)

Anilinblau 0,05 % (F, Filter D)

(HOOD und SHEW 1996) Callose; Glucan-Verbindungen in
pilzlichen Zellwénden

Blankophor BA 267 % 1,0 % (F, Filter D)
Polysaccharide mit B3-
glykosidischen Verbindungen,
pilzliche Zellwénde

Coomassie Brilliantblau 0,06 % D

R 250 (in 15 % TCA und Proteine

(Fluka, Buchs, Schweiz) A. demin.) (BRAUN und HOWARD 1994b)

blaue Tinte 1:1 mit A. demin. verdiinnt | (I)

(Triarylmethan-Farbstoff, (zentrifugiert)

Resorcin)

Diethanol (Uvitex 2B) 0,05 % (F, Filter D)
Chitin von pilzlichen Zellwénden,
Polysaccharide mit B3-
glykosidischen Verbindungen

Erythrosin B 1,0 % D

Cytoplasma (GERLACH 1969);
zur Vitalfirbung (BOCK 1989)
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Fortsetzung von Tab. 3: Konzentration Spezifitit der Farbung
Kongorot 0,1 % (Iund F, Filter FI/RH)

(Serva, Heidelberg)

(0,1 g Kongorot und 0,05
ml EtOH in 100 ml A.

F: Polysaccharide (Chitin,
Cellulose) (RONCERO und

demin.) DURAN 1985);
I: Cellulosefasern (GERLACH
1969), Polysaccharide enthaltende
Amyloide (BOCK 1989)
Methylenblau 0,02 % D
Polysaccharide, Nukleole,
Ribosomen (BOCK 1989);
Pektinstoffe (GERLACH 1969)
Nigrosin 2,0 % D
(APOGA und JANSSON Polysaccharide auflen an der
2000) Zellwand; Proteine (BRAUN und
HOWARD 1994b)
Nilrot 0,12 % (F, Filter FI/RH)
(in 98 % Ethanol) Intrazelluldre, neutrale
Lipidtropfen (GREENSPAN et al.
1985)
Saurefuchsin 0,01 % (Iund F, Filter FI/RH)
(Merck, Darmstadt) (in Lactophenol) Kohlenhydrate, pilzliche
Strukturen
schwarze Tinte unverdiinnt )
(Pigmentfarbstoff)
Sudan III 0,1 % D

(GERLACH 1969)

(0,2 gin 100 ml abs.
Isopropanol und 100 ml A.

Lipide und fettartige Substanzen
(GERLACH 1969);

demin.) neutrale Fette, freie FS (GAHAN
1984)
Sudan Rot B 0,1 % D
(Ansatz siehe Sudan III) siche Sudan III
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Fortsetzung von Tab. 3: Konzentration Spezifitit der Farbung

Toluidinblau 0,05 % )]
(in 0,01 M PO4-Puffer, Phenole, Papillen, Polysaccharide;
pH 6) Mucopolysaccharide (KH)

(SPANNHOF 1967);
Nucleinsdure, Pektine (GAHAN
1984); Kernfirbung (BOCK 1989)

Trypanblau 0,05 % (0

Zellproteine, Kollagen;
Cellulosefasern (GERLACH
1969);

zur Vitalfirbung (BOCK 1989)

2.8.2 Stereomikroskopie

Untersuchungen zur Wasseraufnahme und Entwicklung der globuldren Struktur an der
Konidienspitze von V. inaequalis wurden unter anderem an einem Stereomikroskop (MZ16 F
Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, Schweiz) durchgefiihrt. Eine angeschlossene digitale
Kamera (HV-C20A, Hitachi, Japan) sowie die Software Discus (Version 4.60.1517, Technisches
Biiro Hilgers, Konigswinter) gewdhrleisteten eine Dokumentation der Bilder. Das
Stereomikroskop zeichnete sich durch eine hohe Aufldsung von bis zu 840 Linienpaaren mm™
aus, so dass auch kleinere Strukturen wie Konidien gut betrachtet werden konnten. Die Konidien
wurden mit 500-facher Vergroferung betrachtet. Sie wurden nicht prépariert, sondern direkt
nach Abbiirsten von Blittern mit sporulierenden Befallsstellen im trockenen und nassen Zustand

auf Glas betrachtet.

2.8.3 Konfokale Lasermikroskopie

2.8.3.1 Préparation

Die Untersuchung der Konidien und deren Keimstrukturen auf Glasobjekttragern erfolgte 0, 2, 4,
6, 8, 10, 12, 18 und 24 Stunden nach der Zugabe von Wasser zu den Konidien. Es wurden 20 pl-
Tropfen der Suspension auf eine Glasoberflidche appliziert. Zur Unterbrechung der Entwicklung

nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden 5 pl Formaldehyd (3,5 %) zugegeben. In der
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Regel wurden 10 pl eines Lektins auf die inkubierten Tropfen aufgebracht und die Konidien

unmittelbar danach betrachtet. Pro Untersuchungszeitpunkt wurden 30 Konidien ausgewertet.

2.8.3.2 Lektine

Fir den Nachweis von Zellwandkomponenten und den gebildeten Haftsubstanzen von
V. inaequalis wurden Lektine (Molecular Probes, Leiden, NL) verwendet. Durch die Kopplung
der Lektine an einen Fluoreszenzfarbstoff wird deren Bindung an bestimmte Monosaccharide

sichtbar.

Wheat Germ Agglutinin (WGA)

WGA dient zum Nachweis von Zuckerliganden. Es bindet mit abnehmender Bindungsstabilitét
an B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin); und B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneuraminsaure.
Zur Herstellung der Lektin-Suspension wurden 5 mg des Oregon Green” -markierten WGA in
2,5 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS), pH 7,4 gelost (Tab. 4). Die Markierung der

Monosaccharide erfolgte nach Verdiinnen dieser Losung mit PBS auf 0,1 mg ml™.

Tab. 4: Zusammensetzung und Ansatz der phosphatgepufferten Kochsalzlgsung (PBS).

8,0 g NaCl
0,2g KCIl
0,2g KH,PO4
1,44 ¢ Na,HPO4 x 2 H,O
ad 1000 ml  A. demin., pH-Wert mit 3 M NaOH auf 7,4 einstellen

Concanavalin A (Con A)

Concanavalin A bindet an a-D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin. Es wurden
10 mg des mit Texas Red” markierten ConA in 1 ml PBS geldst. AnschlieBend wurde die

Losung mit PSB auf 0,1 mg ml™” bzw. 1 mg ml” verdiinnt.

Peanut Agglutinin (PNA)

PNA weist eine Spezifitit fiir terminale B-Galaktosereste von Glykoproteinen auf. Es wurde
1 mg des Alexa Fluor 488-markierten PNA in 1 ml demineralisiertem Wasser geldst. Vor der

Verwendung wurde die Losung auf 0,1 mg ml” verdiinnt.
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GS-lI

GS-II, isoliert aus Griffonia simplicifolia, ist das einzige bekannte Lektin, welches mit hoher
Selektivitdt an terminale, nicht-reduzierte a- und B-N-Acetyl-D-Glucosaminylreste von
Glykoproteinen bindet. Zur Herstellung der Losung wurden 500 pg GS-II, ebenfalls Alexa Fluor
488-markiert, in 500 pl 0,1 mM CaCl,-Puffer, pH 7 gelost, und anschlieend auf eine

Konzentration von 0,1 mg ml™' verdiinnt.

2.8.3.3 Mikroskopie

Die Betrachtung erfolgte am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop LSM 310 (CLSM, Zeiss,
Oberkochen) mit einem 100er Olimmersions-Objektiv. Es standen zwei Laser sowie
verschiedene Bandpassfilter fiir die jeweiligen Lektine zur Verfiigung (Tab. 5). Die Scanzeit

betrug fiir alle aufgenommenen Bilder 32 Sekunden.

Tab.5: Anregungswellenldngen der Laser sowie Emissionswellenldngen der Bandpassfilter fiir die konfokale

Lasermikroskopie bei Verwendung verschiedener Lektine.

Lektin mit gebundenem Anregungswellenlédngen der Bandpassfilter fiir die
Farbstoff Laser [nm] Emission [nm]
Wheat Germ Agglutinin mit 488 510-565
Oregon Green®

Concanavalin A mit Texas 543 575-640

Red”

Peanut Agglutinin mit Alexa 488 510-565
Fluor®

GS-II mit Alexa Fluor® 488 510-565

2.8.4 Transmissionselektronenmikroskopie

2.8.4.1 Préparation

Von Befallsstellen abgebiirstete trockene Konidien wurden auf einen sauberen Objekttrager
gegeben und fir 24 Stunden im Osmiumtetroxid (OsO4)-Dampf (Fluka, Sigma-Aldrich,
Steinheim) bei Raumtemperatur inkubiert. Osmiumtetroxid ist fliissig, gast allerdings sehr

schnell aus, so dass der entstehende Dampf zur Vorfixierung von Proben genommen werden
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konnte. Um hydrierte Konidien zu untersuchen, wurden diese in ein als kleines Tiitchen
gefaltetes Filterpapier gegeben und fiir wenige Sekunden bzw. eine Stunde in Wasser gehalten.
AnschlieBend wurden die trockenen und hydrierten Konidien in Agar (SeaPlaque Agarose low
melting, FMC Bioproducts, Rockland, ME, USA) eingebettet. Nach Festwerden des Agars
erfolgte eine Fixierung zur Strukturerhaltung der Proben nach KARNOVSKY (1965) in einer
Losung aus 8 % Paraform- und 8 % Glutaraldehyd in 0,2 M Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,3)
bei Raumtemperatur fiir 2,5 Stunden. Anschlieend wurden die Proben fiinfmal in 0,2 M Na-
Cacodylat-Puffer gewaschen und in einer Osmiumtetroxid-Fixierlosung nach DALTON (1955)
nachfixiert (Tab. 6). Osmiumtetroxid erhoht die Elektronenabsorption and fithrt zu einem
besseren Photokontrast. Chrom in der Fixierlosung sorgt fiir die Strukturerhaltung des Gewebes
und hilft bei der Fixierung von Lipiden (PLATTNER 1981). Nach erneutem achtmaligen
Waschen in Na-Cacodylat-Puffer wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe
(15 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 % und 100 %) fiir jeweils 20 Minuten dehydriert. Die Einbettung
der Proben erfolgte mit ERL-Harz nach SPURR (1969) (Tab. 6). Dazu wurden die Proben in
einer aufsteigenden ERL-Harz-/Propylenoxid-Reihe (1:3 fiir 16 Stunden, 1:1 fiir 8 Stunden, 3:1
fiir 16 Stunden) bei 4 °C {iberfiihrt. Abschlieend erfolgte die Polymerisation in 100 % ERL-
Harz in Flacheinbettungsschalen (Agar Aids Ltd., Stansted, UK) fiir acht Stunden bei 70 °C.

Semidiinnschnitte

Semidiinnschnitte mit einer Dicke von 500 nm wurden mit einem 45°-Glasmesser geschnitten
und direkt in demineralisiertem Wasser suspendiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in einem
Wassertropfen auf Glasobjekttriger gelegt und auf einer Heizplatte bei 70 °C getrocknet. Die
Féarbung der Semidiinnschnitte erfolgte in 0,05 % Toluidinblau (w/v) in 0,01 M Phosphatpuffer
(pH 7,4). Um den {iberschiissigen Farbstoff zu entfernen, wurden die Schnitte zuerst in
Leitungswasser und anschlieBend fiir je fiinf Minuten in demineralisiertem Wasser und in Xylol
gespiilt. Dann wurden sie in Entellan rapid mounting media (Merck, Darmstadt) gegeben und
tiber Nacht im Exsikator getrocknet. Die Betrachtung der Schnitte erfolgte am Lichtmikroskop
(DMRB, Leica, Wetzlar) im Hellfeld.

Ultradunnschnitte

Zeigten die Semidiinnschnitte im Lichtmikroskop die gewiinschten Strukturen wurden aus
demselben Blockchen Ultradiinnschnitte geschnitten. Die Herstellung der Ultradiinnschnitte
erfolgte auf einem Ultramikrotom Ultracut E (Reichert-Jung, Nussloch) in einer Dicke von 62-

66 nm mit einem Diamantmesser. Die Schnitte wurden auf Nickelnetzchen (Plano, Wetzlar)
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iibertragen, welche Maschenweiten von 100-150 mesh pro Inch aufwiesen, und anschlieBend
getrocknet.

Die Verstirkung des Kontrastes durch die Anlagerung von elektronendichtem Material in Form
von Schwermetallsalzen wurde durch eine Kontrastierung nach GEYER (1973) erreicht. Dazu
wurden die Netzchen fiir acht Minuten in 2 % Uranylacetat inkubiert, anschliefend zweimal in
demineralisiertem Wasser gewaschen und dann fiir zwei Minuten in eine Bleicitratldsung nach
REYNOLDS (1963) gegeben (Tab. 6). Nach erneutem zweimaligen Waschen der Netzchen in
demineralisiertem Wasser wurden sie getrocknet und bei Raumtemperatur in Grid-Boxen

(4828B, LKB, Stockholm, Schweden) gelagert.

Tab.6: Fir die Fixierung und Einbettung von Proben verwendete Losungen in der Transmissions-

Elektronenmikroskopie.

Osmiumtetroxid-Fixierlosung | ERL-Harz Bleicitratlosung

(nach DALTON 1955) (nach SPURR 1969) (nach REYNOLDS 1963)

1 Teil 0,4 % KCr,0 10,0 g ERL-4206 1,33 g Pb(NOs3),

1 Teil 3,4 % NaCl (Vinylcyclohexandioxid) 1,76 g Na3(CsHs07) x 2 H,O

2 Teile 2,0 % OsOq4 4,0 g D.E.R. 736 mit 30 ml A. demin. mischen,
(Diglycidaminoethanol von 3 min kréftig schiitteln und
Polypropylenglycol) 30 min dunkel stellen,
26,0 g NSA mit A. demin. auf 50 ml
(Nonenylsuccinatanhydrid) auffiillen,

0,4 gS-1 pH-Wert mit 1 N NaOH auf

(Dimethylaminoethanol) 12,0 einstellen

2.8.4.2 Mikroskopie

Fiir die Auswertung der Ultradiinnschnitte stand ein Transmissionselektronenmikroskop EM 109
(Zeiss, Jena) zur Verfiigung. Die Spannung betrug 50 kV. Zur Aufnahme der pilzlichen
Strukturen wurden Schwarz-WeiB3-Filme mit ISO 25 (Technical Pan TP 6415, Eastman Kodak,
Rochester, NY, USA) verwendet. Die Negativabziige wurden mit einer Auflésung von 1200 dpi
eingescannt (HP Scanjet 7400C, Hewlett-Packard GmbH, Bdblingen). Weitere Aufnahmen

wurden mit einem CM 10 (Philips, Eindhoven, Niederlande) durchgefiihrt %, welches mit einer

* Mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn J. Bedorf, Pathologisches Institut, Universititsklinikum Bonn
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Digitalkamera ausgestattet war (Mega View III Soft Imaging System®, Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Miinster). Die Betrachtung der Proben erfolgte bei einer Spannung von 60 kV.

2.8.,5 Rasterelektronenmikroskopie

Die Oberflachenstruktur von Apfelblittern sowie die Oberfliche der Konidien und
Infektionsstrukturen von V. inaequalis wurden mit einem JSM-5600 LV (JEOL, Eching)
untersucht °. Aus der Mitte der Blattspreite von unbehandelten und mit V. inaequalis inokulierten
Blittern wurde ein ca. 1 cm’ groBes Stiick ausgeschnitten und mit einem Polycarbonat-
Klebeetikett auf den Aluminiumprobenteller befestigt. Auch trockene Konidien bzw. Konidien,
die fiinf Minuten in Wasser inkubiert wurden, wurden auf diese Weise platziert. Das Wasser der
Suspension wurde kurz vor der Goldbeschichtung mittels Filterpapier abgesaugt. Alle Proben
wurden bei 30 mA fiir 100 Sekunden mit Gold besputtert (Sputter SCD 005, BAL-TEC AG,
Liechtenstein) und bei 7-10 kV unter Hochvakuum-Bedingungen mit einem Secondary Electron

Image (SEI)-Detektor ungekiihlt betrachtet.

2.9 Untersuchungen zur Haftfahigkeit von Konidien von V. inaequalis

2.9.1 Allgemeine Vorgehensweise

V. inaequalis wurde auf seine Fahigkeit hin untersucht auf Apfelblattern und Modelloberflachen
zu haften. Auf die zu testende Oberfliche wurden je vier Tropfen einer Konidiensuspension &
5 ul gegeben und in einer Kunststoffbox bei 19 + 1 °C und gesittigter Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Die Konidiendichte lag zwischen 4 - 6 x 10* Konidien ml'. Nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten (0, 1, 5, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 und 48 h) wurden die Tropfen
mit 50 ml Leitungswasser abgewaschen und die Anzahl der noch haftenden Konidien innerhalb
einer Markierung am Mikroskop gezédhlt. Das Wasser wurde aus einer Hohe von ca. vier
Zentimetern auf die Oberfliche gegeben, welche in einem 45°-Winkel gehalten wurde. Die
prozentuale Adhésion der Konidien auf der Oberfliche wurde aus dem Verhiltnis der nach dem
Abwaschen vorhandenen Konidien zu der urspriinglich zugegebenen Kondienanzahl bestimmt.
In allen Versuchen zur Haftfdhigkeit wurden die Konidien von jeweils vier Tropfen ausgezihlt

(n=4).

3 Mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Dr. Pontzen und Herrn S. Teitscheid, Abteilung Formuliertechnik,

Bayer CropScience AG, Monheim
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2.9.2 Hemmstoffe und Detergenzien

Um zu untersuchen, ob ein aktiver Stoffwechsel fiir die Adhdsion nétig ist bzw. ob es sich bei
der Haftsubstanz um eine préaformierte Substanz handelt, wurden 11 verschiedene Hemmstoffe
und Detergenzien zur Konidiensuspension zugegeben (Tab. 7). Als Kontaktoberfliche diente
Polystyrol. Die Kondiensuspensionen wurden vor der Applikation auf die Oberfliche mit den
Substanzen versehen und dann wie oben beschrieben inkubiert und abgewaschen.

AuBlerdem wurde untersucht, ob die Zugabe von 5 ul einer 0,2 %igen SDS-Losung einen
Einfluss auf die Haftfahigkeit der Konidien hat, wenn es erst finf Minuten vor dem
Abwaschprozess zugegeben wird. Um ein identisches Tropfenvolumen in beiden Varianten zu

haben, wurden bei der Kontrollvariante 5 pl demineralisiertes Wasser zugegeben.

2.9.3 Vorbehandlung der Konidien in Wasser

Es wurde untersucht, ob eine vorherige mehrstiindige Vorbehandlung der Konidien in Wasser
einen Einfluss auf die Haftfdhigkeit und die Entwicklung von V. inaequalis hat. Dazu wurden
Konidiensuspensionen mit einer Dichte von ca. 4-5 x 10* ml™ fur 1, 3,4, 6, 8 und 24 Stunden im
EppendorfgefiB durch einen Uberkopfschiittler (36 U min™") geschiittelt und dann erst auf eine
Polystyrol-Oberflache aufgebracht. Die Gefdlle der geschiittelten Variante wurden stiindlich

geoffnet, um eine ausreichende Versorgung der Konidien mit Sauerstoff zu gewéhrleisten.

2.9.4 Losungen zum Abwaschen der appressorialen Haftsubstanz

Auf Polystyrol gekeimte Konidien mit Appressorien wurden mit verschiedenen Losungen
gewaschen, um festzustellen, wodurch sich die Haftsubstanz von der Unterlage ablosen lieB.
Neben demineralisiertem Wasser als Kontrolle dienten ein Extraktionspuffer (MANKEL 2001),
Trifluoressigsiure (TFA), 10 pg ml™ Proteinase K, 10 % SDS sowie 60 % iger und 98 % iger
Alkohol als Versuchslosungen. Die Losungen wurden in Glasgefile gegeben und die
Polystyrolstiickchen mit den daran anhaftenden Haftsubstanzen der Appressorien fiir eine und

finf Minuten sowie 12 Stunden darin inkubiert.
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Tab.7: Zur Kondiensuspension von V. inaequalis zugegebene Hemmstoffe und Detergenzien mit Angaben zur
verwendeten Konzentration und zum Hersteller.
Substanz Konzentration Hersteller/Anbieter
Actinomycin D 200 pg ml™ AppliChem GmbH, Darmstadt
Benocap” 0,0125 % DuPont de Nemours Deutschland
(Flusilazol) GmbH
Chloramphenicol 10 pg ml”! Fluka-Chemie AG, Buchs,
Schweiz
Cycloheximid 10 pg ml™! AppliChem GmbH, Darmstadt
Discus” 50 WG 0,0125 % BASF AG, Ludwigshafen
(Kresoxim-methyl)
Flint® 50 WG 0,0125 % Bayer CropScience Deutschland
(Trifloxystrobin) GmbH, Langenfeld
Kresoxim-methyl CGA 311089 0,00625 % BASF AG, Ludwigshafen
(mit 1000 ppm Aceton, 200 ppm
NP 15 in 100 ml Reinstwasser)
Methanol 5,5 % Merck, Darmstadt
Proteinase K 100 pg ml™! AppliChem GmbH, Darmstadt
und 10 pg ml™
Sodium dodecylsulfate (SDS) 0,2 % und 0,02 % AppliChem GmbH, Darmstadt
Tween 80 0,01 % Merck, Darmstadt

und 0,001 %

AuBer Kresoxim-methyl wurden alle Substanzen mit A. demin. angesetzt.

2.10 Biochemische Methoden

2.10.1 Aufreinigung von hydrophoben Proteinen

Die Isolation von hydrophoben Proteinen erfolgte nach einer abgeédnderten Methode von

MANKEL (2001). Die Reinigung wurde sowohl aus Konidien als auch aus dem Medium -

Reinstwasser, in dem die Konidien 18 Stunden inkubiert wurden - vorgenommen. Zunichst

wurden die Konidien mit dem Medium bei 4 °C fiir 30 Minuten bei 30.100 g zentrifugiert

(Avanti® Centrifuge J-25, Beckmann, Krefeld). Der Uberstand wurde abgenommen und das

Konidienpellet mit fliissigem Stickstoff gefroren und gemahlen. Die Konidienbestandteile
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wurden in einem Extraktionspuffer (2 % SDS; 0,05 M Tris-HCL, pH 6,8) aufgenommen, und das
Ganze fiir 10 Minuten aufgekocht. Anschlieend wurde wieder fiir 30 Minuten zentrifugiert
(23.269 g, 4 °C). Das nach der Zentrifugation gewonnene Sediment wurde viermal mit
Reinstwasser gewaschen und anschlieBend gefriergetrocknet (Lyovac GT 2, Leybold-Heraeus
GmbH, Koln). Dann erfolgte eine Extraktion mit eiskalter Trifluoressigsdure (TFA) fiir zwei
Stunden bei 4 °C. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 23.269 g, 4 °C) wurde der TFA-haltige
Uberstand abgenommen und im Stickstoff-Strom getrocknet. Das getrocknete Sediment wurde in
100 mM Tris-HCIL, pH 8,0 resuspendiert, und schlieBlich unldsliche Bestandteile mittels
Zentrifugation (2 min, 18.403 g) entfernt (PK 121 R, ALC Int., Mailand, Italien).

Fiir die Reinigung aus dem Medium wurde dieses mit einem Labormixer (Ultra Turrax T25
basic, IKA® Labortechnik, Staufen) fiir sieben Minuten bei maximaler Geschwindigkeit
(24.000 min™") mit Luft durchmischt. Dann wurde das Medium mit dem entstandenen Schaum
fiir 30 Minuten bei 30.100 g und 4 °C zentrifugiert. Das gewonnene Sediment wurde zweimal
mit Reinstwasser gewaschen und anschlieBend gefriergetrocknet. Alle weiteren Schritte

entsprachen denen der Reinigung aus Konidien.

2.10.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteinkonzentration wurde nach BRADFORD (1976) bestimmt. Als Mal} fiir die
Proteinkonzentration in der Losung diente der Wert der Adsorption bei 595 nm. Zur Herstellung
des Bradford-Reagenzes wurden 100 mg Coomassie brillant blue 250 G (Serva, Heidelberg) in
100 ml HsPO4 (85 % v/v) und 50 ml Methanol iiber Nacht im Dunkeln gelost. AnschlieBend
wurde die Losung mit Reinstwasser auf einen Liter aufgefiillt und einmal gefiltert. Die Messung
des Proteingehaltes erfolgte mit Hilfe eines Spektrophotometers (LKB Ultrospec III%,
Pharmacia, Freiburg). Dazu wurden 10 ul der Proteinprobe mit 990 ul des Bradford-Reagenzes
versetzt, und nach einer Inkubation von fiinf Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen bei
595 nm die Absorption gemessen. Rinderserumalbumin (BSA) diente als Standard fiir die

Eichgerade.

2.10.3 Methanolfallung

Da die Proteinmengen sehr gering waren, mussten die Proteine aufkonzentriert werden, um sie
im Gel sichtbar machen zu kénnen. Dazu wurde eine definierte Menge der Proteinldsung mit

dem dreifachen Volumen Methanol versetzt. Die Fillung erfolgte tiber Nacht bei -80 °C. Danach
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wurden die Proben zentrifugiert (15 min, 18.403 g, 4 °C), der Uberstand abgenommen und das

Sediment getrocknet.

2.10.4 Proteingelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

Es wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI (1970)
durchgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte nach dem Bio-Rad-Protokoll mit Mini-Protean ® II-
Gelelektrophoresekammern (Bio-Rad, Miinchen). Die Zusammensetzung der Gele ist in Tab. 8
aufgefiihrt. Die Geldicke betrug 0,5 mm. Zur Probenvorbereitung wurden die nach der
Methanolfdllung getrockneten Proben mit TFA versehen und fiir zwei Stunden bei 4 °C
inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 13.521 g, 4 °C) wurde der TFA-haltige Uberstand
abgenommen und im Stickstoff-Strom getrocknet. Das Sediment wurde mit 5x SDS-Ladepuffer
versetzt und fiir fiinf Minuten bei 95 °C inkubiert (Tab. 9). Von jeder Probenlosung wurden
20 pl auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese lief 70 Minuten bei einer Spannung von
konstant 120 V. Der Laufpuffer bestand aus 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin und 0,1 % SDS.
Als ProteingroBenstandards wurden ,,SeeBlue Plus2 Prestained Standard™ (Invitrogen, Paisley,
Schottland) und ,,Protein Molecular Weight Marker # SM0431 (Fermentas, St. Leon-Rot)

verwendet.

Tab. 8: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Losung Acrylamid-Endkonzentration

Trenngel (15%) Sammelgel (5%)
Reinstwasser 2,3 ml 3,4 ml
30 % Acrylamid/Bis 5,0 ml 0,83 ml
Tris-HCI 2,5 ml 0,63 ml

(1,5 M, pH 8,8) (0,5 M, pH 6,8)
10 % SDS 100 pl 50 pul
10 % Ammoniumpersulfat 100 pl 50 ul

TEMED 4 ul 5l
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2.10.5 Coomassiefarbung von Polyacrylamidgelen

Zur Detektion der Proteine im Polyacrylamidgel wurde die Methode von REISNER et al. (1975)
verwendet. Die Coomassie-Farbelosung bestand aus 1,25 g Coomassie brilliant blue 250 G,
454 ml 50 % Ethanol und 46 ml Essigsdure. In dieser Losung wurden die Gele fiir 20 Minuten
bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (SM, Edmund Biihler GmbH, Tiibingen) inkubiert, und
anschlieend in eine Losung zur Entfirbung gegeben. Die Entfarbelosung wurde aus 75 ml
Essigsdure, 50 ml Ethanol und 875 ml Reinstwasser hergestellt. Die Gele wurden fiir ca. zwei
Stunden auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert, bis sich der Gelhintergrund soweit

aufgehellt hatte, dass die Proteinbanden sichtbar wurden.

Tab.9: Zusammensetzung des 5x SDS-Ladepuffers fiir die SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

7,5 % Reinstwasser
12,5% 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
50,0 % Glycerin
20,0 % SDS (10 % w/v)
5,0 % B-Mercaptoethanol
5,0 % Bromphenolblau (0,5 % w/v)

2.10.6 Sequenzierung der Proteine

Die Sequenzierung der Proteine aus ausgewidhlten Banden wurde von der Firma OMX
(Miinchen) durchgefiihrt. Die nach der Farbung sichtbaren Banden wurden vorsichtig mit einem
Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl verschickt.
Zunichst wurden die Proben vorbereitet, wobei ein Verdau der Proteine mit Trypsin bzw.
Thermolysin durchgefiihrt wurde. AuBlerdem wurde bei der Probe A zusétzlich eine chemische
Aufspaltung mit HCI versucht. Es folgte die Extraktion der Peptide sowie eine Entsalzung und
anschlieBende Konzentrierung der Proben. Die Messung erfolgte per offline nano-ESI-MS
(nano-electrospray-ionization mass spectrometry). Relevante Peptide wurden mittels

Datenbanksuche iiber Peptide Mass Fingerprint (PMF, Suchmaschine: Mascot) identifiziert.

2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS fiir Windows, Vers. 12.0
(SPSS Inc., Chicago, USA). Die Daten wurden mit dem Kolmogoro-Smirnov-Anpassungstest
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auf Normalverteilung und mit dem Levene-Test auf Varianzgleichheit iiberpriift. Es wurde in der
Regel eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen. In seltenen Fillen betrug die
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01. Waren die Voraussetzungen erfiillt, wurden die Werte durch
die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verrechnet. Unterschiede zwischen zwei
Mittelwerten wurden mit dem t-Test, bei mehr als zwei Varianten mit dem Tukey-Test
verrechnet. Bei Werten, die nicht normalverteilt waren, wurden nichtparametrische Tests
durchgefiihrt. Dafiir standen der Kruskal-Wallis-H-Test (mehrere Varianten) und der Mann-
Whitney-U-Test (Paarvergleich) zur Verfligung. In den Tabellen und Abbildungen werden
signifikante Unterschiede der Mittelwerte durch unterschiedliche Buchstaben sowie Sternchen
gekennzeichnet. In der Regel werden Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SE) angezeigt. Alle
Laborversuche wurden mindestens zweimal durchgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse zeigen,

wenn nicht anders vermerkt, einzelne, reprasentative Versuche.
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3 ERGEBNISSE

Der Erreger des Apfelschorfs, Venturia inaequalis, bildet asexuelle Sporen, die fiir die
Ausbreitung der Krankheit im Bestand eine groBe Bedeutung haben. Zu Beginn ihrer
Entwicklung sind diese Konidien auf tropfbares Wasser auf der Pflanzenoberfliche angewiesen.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Blattalters von Apfelsimlingen auf die
Anheftung, Keimung sowie die Bildung von Infektionsstrukturen von V. inaequalis untersucht.
Des Weiteren wurden Untersuchungen auf Modelloberflichen durchgefiihrt, um zu iiberpriifen
inwieweit die Hydrophobizitit und Festigkeit einer Oberflache beeinflussende Faktoren fiir die
Anheftung und Entwicklung darstellen. Der Prozess der Anheftung auf verschiedenen
Oberflachen wurde dabei genau betrachtet. Zudem wurden die Kontaktoberflichen vor dem

Zusammentreffen mit dem Pathogen charakterisiert

3.1 Charakterisierung von Apfelblattern in Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums

Um den dynamischen Prozess der Blattentwicklung zu charakterisieren, wurde die adaxiale Seite
vier verschiedener Blattinsertionen von Apfelsimlingen hinsichtlich ihrer Oberflachen-

eigenschaften und Morphologie untersucht.

3.1.1 Wachstum von Apfelblattern

Fiir die Untersuchung wurden Apfelsdmlinge gewihlt, die seit der Aussaat 40 Tage unter
kontrollierten Bedingungen im Gewichshaus gewachsen waren. Am Ende der Messungen hatten
sie somit ein Alter, welches dem Alter der Pflanzen aus den anderen Versuchen entsprach. Die
Entwicklung von Apfelblittern wurde anhand mehrerer Messungen innerhalb von 16 Tagen
ermittelt. Es wurde die Fldche aller am Sdamling vorhandenen Blitter gemessen. Blattinsertion 1
war am Ende der Untersuchung das jiingste Blatt, Blattinsertion 12 das &lteste Blatt (Tab. 10).
Die Pflanzen bildeten alle vier bis fiinf Tage ein neues Blatt aus. Diese jungen Blétter
verdoppelten innerhalb von vier Tagen ihre Fliche. Mit zunehmendem Alter nahm die
Wachstumsrate kontinuierlich ab, und erreichte ca. 20 Tage nach dem Erscheinen des ersten
Blattes einen Wert von null. Blétter der unteren Blattinsertionen, also dltere Blétter, bliecben
kleiner als jiingere Blétter hoherer Blattinsertionen, die zu einem spidteren Zeitpunkt in der
Entwicklung des Sdmlings gebildet wurden. Zu Beginn der Messungen hatte das grofite voll

entfaltete Blatt eine Fliche von fast 18 cm?” 16 Tage spiter von ca. 23 cm’.
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3.1.2 Struktur von Apfelblattoberflachen

Zur Charakterisierung des Apfelblattes wurden die Oberflichen verschiedener Blattinsertionen
am Rasterelektronenmikroskop betrachtet und die Zellfliche und Zellhéhe von Epidermiszellen

berechnet.

3.1.2.1 Topographie

Die Oberfliche zeigte im Rasterelektronenmikroskop das fiir Dikotyledonen typische Puzzle-
artige Muster der Epidermiszellen. Auf der adaxialen Seite befanden sich keine Stomata. Das
Blattalter hatte einen Einfluss auf die Oberflichenstruktur. Junge Blitter (,,oben*) wiesen eine
hohe Anzahl an stark ausgepridgten Lamellen, vor allem in der Mitte der Epidermiszellen, auf.
Die Oberflache hatte eine wellenartige Struktur, die auf die starken Wdélbungen der periklinen
Zellwiande zuriickzufiihren war (Abb. 2 A und C). Epikutikulare Wachskristalle wurden nicht
nachgewiesen. Im Laufe ihrer Entwicklung wurde die Oberfliche der Blitter bzw. die
Epidermisoberfliche glatter. Die Lamellen waren weniger ausgepridgt und die Anzahl der

kutikularen Lamellen pro Zelle nahm ab (Abb. 2 B und D).

Abb. 2: Einfluss der Blattinsertion auf die Struktur der epikutikularen Wachse auf der Epidermis der adaxialen
Blattseite von acht Wochen alten Apfelsimlingen (A und C: Blattinsertion ,,oben”, B und D: Blatt-

insertion ,,oben-6, Rasterelektronenmikroskopie).
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Querschnitte von jungen Bléttern zeigten, dass die stark ausgepridgten Lamellen nicht nur aus
Wachs (dunkle Oberfldche) bestanden, sondern auch mit Bestandteilen der Epidermiszellwand
(helle Bereiche) gefiillt waren (Abb. 3 A). Es war ebenfalls der schichtweise Aufbau der
Cellulosefasern in der Zellwand zu sehen. Bei élteren Bldttern waren die Lamellen kleiner und
weniger Zellwandbestandteile war in den Leisten vorhanden (Abb. 3 B). Zudem wirkte die
Oberfldche diffuser und weniger scharf abgegrenzt als auf jungen Bléttern. Des Weiteren wurde
sichtbar, dass die Dicke der Zellwand inklusive der Kutikula von jungen zu alten Blittern
deutlich zunahm. Wéhrend sie bei jungen Blittern eine Dicke von nur ca. 1,4 um aufwies, war

sie bei alten Blattern mehr als doppelt so dick.

Abb. 3:  Einfluss der Blattinsertion auf die Entwicklung der Lamellen auf der adaxialen Blattseite von acht
Wochen alten Apfelsdmlingen (A: Blattinsertion ,,oben”, B: Blattinsertion ,,oben-6%, Transmissions-

elektronenmikroskopie 80 kV).

3.1.2.2 Zellflache und -hohe

Die Zellflaiche und —hohe von Epidermiszellen der adaxialen Seite von Apfelbldttern wurde
mittels CLSM ermittelt. Die Oberfliche der Zellen vergroBerte sich von ca. 630 pm?® bei der
Blattinsertion ,,oben* auf ca. 2220 pm® bei der Blattinsertion ,,0ben-4* (Tab. 11). Das ilteste
Blatt (,,oben-6%) wies mit ca. 1976 um’ wieder eine kleinere Zellfliche auf. Die Hohe der
Epidermiszellen nahm im Laufe der Blattentwicklung ab. Sie war mit 26,8 pm bei der
Blattinsertion ,,oben* am groBten. Die groBte Differenz von fast 7 um wurde zwischen der
jiingsten und der dltesten Blattinsertion gemessen. Die Verdnderung der Zellh6he bestitigte die

Beobachtungen der verdnderten Oberfldchenstruktur auf alten und jungen Bléttern.
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Tab. 11: Einfluss der Blattinsertion auf die Fliche und Ho6he von Epidermiszellen der adaxialen Seite von

Apfelblittern (MW + SE).
Blattinsertion
oben oben-2 oben-4 oben-6
Zellflache [pm?] 634+20d"’ 1566 +52 ¢ 2224+ 82 a 1976 £51b
Zellhohe [pm] 26,8+0,5a 26,0£0,5a 22,7+04b 20,1 +£0,5¢

! Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05
publiziert in Bringe et al. (2006)

3.1.3 Chemische Charakterisierung der kutikularen apolaren Wachse

Die chemische Zusammensetzung der kutikularen apolaren Wachse, die von der adaxialen Seite
von Apfelsdmlingen extrahiert wurden, wurde in Abhéngigkeit vom Blattalter vier verschiedener
Blattinsertionen untersucht. Die durchschnittliche detektierbare Menge der apolaren Wachse pro
Flicheneinheit betrug auf der Blattinsertion ,,oben” 3,6 pgcm™ und nahm auf den anderen
Blattinsertionen bis auf 1,9 pg cm (,,oben-6“) signifikant ab (Abb. 4). Die Menge der apolaren
Wachse pro Blatt hingegen nahm zunichst zu, dann aber wieder etwas ab. Signifikante
Unterschiede konnten nur zwischen Blattinsertion ,,oben* und ,,oben-2* festgestellt werden
(Abb. 5). Wihrend der Ontogenese nahm die Flidche junger Blétter zu, wéhrend die Menge der

apolaren Wachse pro Flicheneinheit abnahm.

In den untersuchten Wachsfraktionen konnten sechs Substanzklassen identifiziert werden. Dabei
handelte es sich um primdre Alkohole, Sduren, Ester, Triterpene, Alkane und Sterole. Die
primdren Alkohole setzten sich aus geradzahligen Komponenten von Cyp - C;; zusammen.
Detektierte Sduren wiesen geradzahlige Kettenldngen von 20 — 26 C-Atomen auf, und bei den
Estern traten geradzahlige Einzelkomponenten mit Kettenlingen von 40 — 48 und 52 C-Atomen
auf. Des Weiteren wurden Alkane mit ungeradzahligen Einzelkomponenten von Cp; — Cj
gefunden. Die Triterpene setzten sich aus Oleanolsdure und Ursolsdure zusammen, die Sterole
bestanden aus B-Sitosterol und Stigmasterol.

Bei jungen Blittern (,,oben*) gehorten Ester, Triterpene und primdre Alkohole zu den
Hauptsubstanzklassen (Abb. 6). Im Laufe der Ontogenese nahm der prozentuale Gehalt an
Triterpenen von 31 % auf 8 % ab, dagegen nahm der Gehalt an primédren Alkoholen von 21 %

auf 39 % zu. Der prozentuale Anteil der priméiren Alkohole war mit fast 50 % der Gesamtmenge
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kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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Abb.5: Einfluss der Blattinsertion auf die Menge apolarer Wachse pro Blatt der auf der adaxialen Seite
detektierten Wachskomponenten von Apfelblittern (MW + SE, unterschiedliche Buchstaben

kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

apolarer Wachse bei der Blattinsertion ,,oben-2“ am hochsten und nahm bei den A&lteren
Blattinsertionen wieder leicht ab. Der Gehalt an Sterolen nahm von Blattinsertion ,,oben* (3 %)
auf Blattinsertion ,,oben-6* (14 %) stetig zu. Die Gehalte an Sduren und Alkanen blieb bei allen
Blattinsertionen in etwa gleich, und variierten nur um maximal 4 % (Sduren) bzw. 2 % (Alkane).
Der Gehalt an Estern betrug bei jungen Blittern 33 % und hatte damit den hochsten prozentualen

Anteil an der Gesamtmenge apolarer Wachse. Mit zunehmendem Blattalter nahm der Gehalt an
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Estern bis auf 13 % (,,oben-2*) ab und nahm dann wieder leicht auf 24 % (,,oben-6*) zu.

Zwischen den Blattinsertionen ,,oben® und ,,oben-2* war die Abnahme mit 21 % am hochsten.
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Abb. 6: Einfluss der Blattinsertion auf die relative Zusammensetzung der Wachskomponenten apolarer Wachse

der adaxialen Seite von Apfelblattern.

Nicht nur zwischen sondern auch innerhalb der einzelnen Substanzklassen traten wihrend der
Ontogenese Unterschiede in den prozentualen Gehalten auf (Abb. 7). Mit zunehmendem
Blattalter nahm bei den Alkanen der Anteil des Hentriacontans (C;;) zu, die des Heptacosans
(Cy7) und Nonacosans (Cy9) ab. Bei den primédren Alkoholen zeigten Hexacosanol (Cy) und
Dotriacontanol (Cs;) die stirksten Verdnderungen. Wéihrend der Ontogenese nahm der
prozentuale Anteil des Dotriacontanols am Gesamtwachs von 2 % (,,oben*) auf 15 % (,,oben-6)
stark zu. Auch Triacontanol (C;¢) zeigte zunehmende Anteile am Gesamtwachs mit 2 % bei der
Blattinsertion ,,oben® und 8 % bei ,,0ben-6“. Der Hexacosanol-Anteil erreichte bei der
Blattinsertion ,,oben-2 mit 21 % die hochsten Gehalte, nahm aber grundsétzlich von den jungen
zu den alten Bléttern um ca. 4 % ab. Der Anteil an Octacosanol (C,g) nahm wéhrend der
Ontogenese leicht zu, war aber, wie Hexacosanol, bei der Blattinsertion ,,oben-2* am hochsten.
Die kurzkettigen Alkohole mit 20 und 22 C-Atomen hatten nur einen geringen Anteil. Den
Hauptbestandteil der Sterole bildete B-Sitosterol, bei den Triterpenen war es die Ursolsdure. Die
Zusammensetzung der Saurekomponenten verdnderte sich wihrend der Ontogenese kaum. Die
langerkettige Hexacosansdure (Cys) bildete die Hauptkomponente. C40- bis C44-Ester nahmen
von den jungen zu den alten Blittern stetig ab. Bei den Estern mit 46, 48 und 52 C-Atomen
waren die Anteile bei der Blattinsertion ,,oben-2 immer am geringsten. Tendenziell kam es bei

den ldngerkettigen Estern wéahrend der Blattentwicklung zu wenigen Verdnderungen.
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Zusammensetzung der apolaren Wachse [%]

Abb. 7:
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Kettenldngen der darunter angezeigten Wachskomponente, Si. = B-Sitosterol, St. = Stigmasterol, Ol. =

Oleanolsdure, Ur. = Ursolséure).
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3.1.4 Hydrophobizitat von Apfelblatt- und Modelloberflachen

Der Grad der Benetzbarkeit einer Oberfliche wird mit dem Kontaktwinkel (0) ausgedriickt. Der
Kontaktwinkel von Wasser auf der adaxialen Seite von Apfelblittern unterschied sich in
Abhingigkeit von der Blattinsertion signifikant (Abb. 8). Junge Apfelblitter (,,oben*) wiesen
einen Kontaktwinkel von 109,4° auf, was eine hohe Hydrophobizitit der Kutikula anzeigt. Mit
zunehmenden Blattalter verringerte sich die Hydrophobizitdt der Blattoberfliche signifikant bis
auf einen Kontaktwinkel von 76,4° (,,oben-6). Dabei wurde die groBite Differenz zwischen der
Blattinsertion ,,oben-2* und ,,oben-4* gemessen, die 25,4° betrug.

Als Referenz fiir hydrophile und hydrophobe Oberflichen wurde die Benetzbarkeit auf den
Modelloberflichen Glas, Parafilm® und Polystyrol untersucht. Dabei entsprachen die
hydrophoben Oberflichen Parafilm® und Polystyrol in ihrer Benetzbarkeit in etwa der
Blattinsertionen ,,oben‘ und ,,oben-2 bzw. ,,oben-4*“. Lediglich Glas mit einem Kontaktwinkel

von 27,2° unterschied sich signifikant von allen anderen Oberflichen.

a
120, @ a
100 b
= bc c
< 80 -
XX
=
2 60
X
[
£ 40 d
4
O,

oben oben-2 oben-4 oben-6 Glas Para- Poly-

Blattinsertion film styrol

Abb. 8: Einfluss der Blattinsertion auf die Benetzbarkeit der adaxialen Oberfliache von Apfelbléttern im Vergleich
zu verschiedenen Referenzoberflichen (MW =+ SE, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen

Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Die Hydrophobizitit von Objekttrigern, die mit den kutikuliren Wachsen von vier
verschiedenen Blattinsertionen beschichtet wurden, war sehr unterschiedlich (Abb. 9). Die
Beschichtung von Glasoberflichen mit Wachsen fiihrte zu signifikant hoheren Kontaktwinkeln
als auf unbeschichtetem Glas. Auch innerhalb der Wachse der Blattinsertionen gab es

Unterschiede, die sich allerdings von den gemessenen Werten auf Apfelblittern gleichen Alters
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deutlich unterschieden. Wéhrend die hochsten Kontaktwinkel auf jungen Blittern gemessen
wurden, war dies bei den beschichteten Glasoberflaichen bei den Wachsen der alten Blitter der
Fall. Die Wachse der alten Blattinsertionen ,,oben-4 und ,,0ben-6“ wiesen mit ca. 83° eine
signifikant schlechtere Benetzbarkeit auf als die der jlingeren Blattinsertionen, welche
Kontaktwinkel von ca. 59° aufwiesen. Auch diesmal gab es zwischen den mit Wachsen der
Blattinsertion ,,oben-2“ und ,,oben-4“ beschichteten Oberflichen mit knapp 24° die groBte

Differenz.
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Abb. 9: Einfluss der Blattinsertion auf die Benetzbarkeit der mit kutikularen Wachsen beschichteten
Glasoberflichen (MW =+ SE, n = 8, unbeschichtetes Glas = Referenz, unterschiedliche Buchstaben

kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

3.2 Charakterisierung der Konidien von V. inaequalis
Zur Charakterisierung der Konidien von V. inaequalis wurde die Morphologie und
Oberfliachenbeschaffenheit mittels elektronen- und lichtmikroskopischer Methoden genauer

untersucht.

3.2.1 KonidiengrofRe und —volumen

Mit Hilfe der Messungen der Linge, Breite und Hohe der Konidien von V. inaequalis vor und
nach deren Hydration sollte untersucht werden, ob die Wasseraufnahme einen Einfluss auf die
Konidiengrofle hat. AuBlerdem wurde anhand der Parameter das Volumen der Konidien nach

AUST (1981) berechnet.
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Konidien von V. inaequalis wiesen im trockenen, frisch von Befallsstellen abgebiirsteten
Zustand eine Liange von fast 18 um bei einer Breite von ca. 8 pm und einer Héhe von ca. 2 pm
auf (Tab. 12). Im Zuge der Wasseraufnahme &nderte sich die Lénge der Konidien signifikant,
wihrend die Breite fast unverandert blieb. Bei der Hohe der Konidien kam es zu einer hoch
signifikanten Zunahme von iiber 400 %. Auf das Volumen hatte die Wasseraufhahme der
Konidien daher einen groBen Einfluss. Das Volumen nahm hoch signifikant von 137 pm® bei
trockenen Konidien auf iiber 670 pm® bei hydrierten Konidien um das fiinffache zu. Ob die
Konidien eine oder sechs Minuten Kontakt mit Wasser hatten, war fir die Grofle und das

Volumen nicht von Bedeutung.

Tab. 12: Einfluss der Wasseraufnahme auf die Lange, Breite, Hohe und das Volumen von Konidien von

V. inaequalis (MW = SE).

trocken 1 min in A. demin. 6 min in A. demin.
Lange [um] 17,7+ 03b " 20,3+0,4a 20,8 £0,4 a
Breite [um] 79+02a 8,3+0,2a 7,8+0,2a
Hohe [um] 1,9+0,1b 8,3+0,2a 78+02a
Volumen [pm’] 137+6b 725+25a 673 +30a

! Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Zeile kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,01

3.2.2 Oberflachenbeschaffenheit/Morphologie

Trockene Konidien von V. inaequalis wiesen cine gleichmifige, aber aufgrund geringer
Filtelungen eine leicht raue Oberflichenstruktur auf (Abb. 10 A). Eine als rodlet layer
bezeichnete, aus Stibchen bestehende Schicht, die auf das Vorhandensein von Hydrophobinen
hindeutet, war auf der Konidienoberflache nicht festzustellen. Im deturgeszenten Zustand wiesen
die Konidien eine flache, zum Teil sehr stark eingedellte Form auf. An der Spitze der meisten
Konidien war eine globulére Struktur erkennbar, die einen Durchmesser von 1,4-1,6 um aufwies
(Abb. 10 B). Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurden keine Hinweise auf das
Vorhandensein einer Membran gefunden. Die globuldre Struktur, die nur an der Konidienspitze
zu finden war, war unterschiedlich stark ausgepréigt. Sie war sowohl mittels rasterelektronen- als
auch lichtmikroskopischer Untersuchungen deutlich erkennbar (Abb. 10 B und C). Mit einem
hochauflosenden Stereomikroskop betrachtete deturgeszente Konidien zeigten ebenfalls an ihrer

Spitze diese typische globuldre Struktur (Abb. 10 C). Viele Konidien, die noch nicht von den
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Konidiophoren abgefallen waren, hatten diese Struktur nicht oder sie war nur schwach
ausgebildet (Abb. 10 D).

Wurde auf die Konidien Wasser gegeben, so schwammen diese zundchst auf der
Wasseroberfliche und nahmen einen turgeszenten Zustand an, durch den sie ihre
charakteristische ,,birnenartige* Form erhielten. Nach der Wasseraufnahme war die globulére
Struktur im Rasterelektronenmikroskop nicht mehr sichtbar. Stattdessen hatten die Konidien eine
abgerundete Spitze ohne Vesikel (Abb. 10 F). Die Oberflachenstruktur war im Vergleich zu der
von deturgeszenten Konidien leicht verdndert, und war mehr mikrostrukturiert (Abb. 10 E). Kam
es zu einer Wasseraufnahme der Konidie, ohne dass die Spitze Kontakt zur einer Oberfliche
oder dem Wasser selbst hatte, so blieb die globulédre Struktur erhalten (Abb. 10 G). Zum Teil war
sogar eine VergroBerung des Vesikels feststellbar. Der Vesikel vergroBerte sich innerhalb von
2,5 Minuten um etwas das Doppelte (Abb. 11). Wurde auf trockene Konidien Ol gegeben, so
behielten sie ihre deturgeszente Form bei und die unversehrt gebliebene globulédre Struktur an
der Konidienspitze war im Phasenkontrastmikroskop sichtbar (Abb. 10 H).

Um die Wasseraufnahme von Konidien zu untersuchen, wurden trockene Konidien auf eine
Glasoberfliche gegeben. An die Seiten wurde jeweils ein nasses Stiick Filterpapier gelegt und
darauf ein Deckglidschen aufgebracht. Mit Erhohung der Luftfeuchte unter dem Deckglidschen
kam es zu einer Kondensation des Wassers an beiden Oberflachen. Das Kondenswasser wurde
von den Konidien langsam aufgenommen, so dass eine Volumenzunahme beobachtet werden
konnte (Abb. 12). Diese Zunahme konnte zunichst an der Basis festgestellt werden, die
allerdings auch im trockenen Zustand der Konidie dicker war als der apikale Teil. Von der Basis
ausgehend kam es innerhalb von knapp 20 Minuten zur Volumenzunahme der Konidie bis zur

vollstindigen Turgeszenz.

Folgende Seite:

Abb. 10: Charakterisierung von trockenen und hydrierten Konidien von V. inaequalis. Trockene Konidien mit
einer rauen Oberfldchenstruktur (A), trockene Konidien mit globuldren Strukturen an der Konidienspitze
(B, C), trockene Konidie auf einer Konidiophore (D), Nahaufnahme der Oberflachenstruktur (E), nach
Wasseraufnahme turgeszente Konidien (F), hydrierte Konidien mit globuldren Strukturen an der
Konidienspitze (G), trockene Konidien mit globuldren Strukturen an der Spitze, in Immersionsdl gebettet

(H) (A, B, D, E, F: Rasterelektronenmikroskopie, C, G: Stereomikroskopie, H: Phasenkontrast).
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Abb. 11: VergroBerung der globuldren Struktur an der Konidienspitze von V. inaequalis wéhrend der Aufnahme
von Wasser (Dauer: 150 s, Lichtmikroskopie).
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Abb. 12: Wasseraufnahme durch eine trockene Konidie von V. inaequalis. Die Konidie wird turgeszent, wahrend
die globuldre Struktur an der Kondienspitze erhalten bleibt (Dauer: 19 min, Aufnahme mit einem 40er

Luftobjektiv, Lichtmikroskopie).

3.3 Adhasion von Konidien auf Oberflachen

Fiir die Entwicklung von V. inaequalis auf einer Wirtsoberflache ist die Adhdsion der Konidien
ein essentieller Prozess. Daher wurden die in einer Suspension enthaltenen Konidien auf ihre
Haftfdhigkeit auf unterschiedlichen Oberflichen und nach verschiedenen Inkubationszeiten

untersucht.

3.3.1 Einfluss der Oberflache

Die Haftfdhigkeit von Konidien von V. inaequalis wurde auf verschiedenen Apfel- und Modell-
oberflichen untersucht. Anhand der Beobachtungen iiber die Entwicklung von V. inaequalis im
Lichtmikroskop und der Diagramme, in denen der prozentuale Anteil der nach einem
Abwaschprozess noch haftenden Konidien bis 48 Stunden nach der Inokulation dargestellt ist,
konnte eine Einteilung der Entwicklung des Pilzes vorgenommen werden. Demnach unterteilt
sich die Entwicklung in drei Abschnitte. Der erste Abschnitt (A) war durch das Vorhandensein
von ungekeimten Konidien charakterisiert (Abb. 13 A). Im zweiten Abschnitt (B) kam es zur
Bildung der Keimschlduche (Abb. 13 B, C), und im letzten Abschnitt (C) wurden Appressorien
gebildet (Abb. 13 D) bzw. erfolgte die Eindringung in das Blatt (Abb. 13 E, F).
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Abb. 13: Entwicklungsstadien von in Wasser inkubierten Konidien von V. inaequalis auf Polystyrol- und
Apfelblattoberflichen. Ungekeimte Konidie direkt nach Aufbringen der Suspension (A), Schwellung der
Konidienspitze zwei Stunden nach Applikation (B), Konidie mit Keimschlauch vier Stunden nach
Applikation (C), Ausbildung eines durch eine Septe vom Keimschlauch getrenntes Appressorium acht
Stunden nach Applikation und Inkubation (D), Bildung von Primérstroma (PS) und Laufhyphen (LF)
zwei Tage nach Inokulation (E, F) (Durchlichtmikroskopie).



Ergebnisse 47

Pflanzenoberfldchen

Die Haftfihigkeit von Konidien auf Apfelblittern und Bléttern der Rose, einer Nicht-
Wirtspflanze, wurden verglichen. Generell nahm mit zunehmender Inkubationszeit der Anteil an
haftenden Konidien auf allen Pflanzenoberflichen zu (Abb. 14). Nach sechs bzw. acht Stunden
kam es zu keinem Anstieg mehr und der maximale Anteil an haftenden Konidien wurde mit etwa
70-77% (Apfel) bzw. 89 % (Rose) erreicht. Auf den Bléttern der Rose konnten nach acht
Stunden signifikant mehr Konidien haften als auf denen des Apfels.

Die Betrachtung von Abschnitt A zeigte die Adhision von ungekeimten Konidien. Auf den
Apfelbléttern beider Insertionen konnten bereits nach einer Inkubationszeit von nur 15 Minuten
ca. 35 % aller applizierten Konidien haften, wiahrend sich auf den Rosenblittern nicht einmal
6 % der Konidien anheften konnten (Abb. 15). Auf der jlingsten Blattinsertion kam es
45 Minuten nach der Inokulation zu einer deutlichen Abnahme in der Haftfdhigkeit von {iber
20 %, wohingegen die Haftfahigkeit auf dem &lteren, hydrophileren Blatt weiter zunahm. Nach
einer Inkubationszeit von zwei Stunden zeigte sich auf beiden Apfelblattinsertionen eine
geringere Haftfahigkeit der Konidien im Vergleich zu den vorherigen Zeitpunkten. Zwei
Stunden spdter konnten bereits wieder ca. 50 % der Konidien auf Apfelblittern haften, auf
Rosenblittern waren es hingegen nur ca. 25 %. Zwischen den Apfel- und Rosenblittern war die
Adhision der Konidien demnach innerhalb der ersten vier Stunden nach Applikation der Tropfen

sehr unterschiedlich.
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Abb. 14: Einfluss der Inkubationszeit auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis auf Apfelblittern
unterschiedlicher Insertion sowie auf Rosenblittern (MW + SE, Konidiendichte: 5 x 10* Konidien ml™,
unterschiedliche Buchstaben zu einem Zeitpunkt kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bzw. nach

one-way ANOVA bei p <0,05).
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Abb. 15: Einfluss der Inkubationszeit auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis bis vier Stunden nach
Inokulation auf Apfelbldttern unterschiedlicher Insertion sowie auf Rosenblittern (MW =+ SE,
Konidiendichte: 5 x 10* Konidien ml”, unterschiedliche Buchstaben zu einem Zeitpunkt kennzeichnen

Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

Modelloberfldachen

Der gleiche Versuch wurde auf Modelloberflichen durchgefiihrt. Dazu wurden zwei hydrophobe
Oberflichen (Parafilm® und Polystyrol) sowie eine hydrophile Oberfliche (Glas) verwendet.
Auch auf den Modelloberflichen war die Tendenz sichtbar, dass der Anteil an haftfdhigen
Konidien mit der Inkubationsdauer zunahm (Abb. 16). Nach einer Inkubationszeit von vier
Stunden gab es zwischen den Oberflichen keine signifikanten Unterschiede mehr. Der maximale
Anteil an haftenden Konidien war mit fast 94 % erreicht, und lag auf artifiziellen Oberflachen
um 5-24 % hoher als auf natiirlichen. Mit dem Beginn der Appressorienbildung (Abschnitt C)
konnten die meisten Konidien auf Glas haften, wohingegen sie im Abschnitt A noch kaum
anhefteten. Der Anteil haftender Konidien war im Abschnitt C auf Glas sogar signifikant héher
als auf dem hydrophoben Parafilm®.

Innerhalb der ersten vier Stunden nach Applikation der Suspensionen gab es zwischen den
hydrophoben und hydrophilen Oberflichen grofle Unterschiede (Abb. 17). Auf Glas konnten bis
zu einer Inkubationsdauer von zwei Stunden nur maximal 10 % der Konidien haften, dagegen
lag der Anteil auf Polystyrol bereits nach 15 Minuten bei ca. 47 %. Auf beiden hydrophoben
Oberflachen verringerte sich der Anteil an haftenden Konidien nach 60 Minuten um 12 % bzw.
21 %. Dieses Phanomen war auf Glas nicht feststellbar, da der Anteil an haftenden Konidien mit
ca. 10 % noch sehr gering war. Ahnlich wie auf den natiirlichen Oberflichen kam es dann zu
einem Anstieg, der auf den kiinstlichen Oberfldchen allerdings auf einem hoheren Niveau lag. Es

konnten nach vier Stunden bereits 54 % (Glas) bzw. 80 % (Polystyrol) aller Konidien haften.
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Abb. 16: Einfluss der Inkubationszeit auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis auf artifiziellen

Abb. 17:

Oberflichen unterschiedlicher Hydrophobizitit (MW = SE, Konidiendichte: 4 x 10* Konidien ml™,

unterschiedliche Buchstaben zu einem Zeitpunkt kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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Einfluss der Inkubationszeit auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis bis vier Stunden nach
Inokulation auf artifiziellen Oberflachen unterschiedlicher Hydrophobizitit (MW + SE, Konidiendichte:
4 x 10* Konidien ml”, unterschiedliche Buchstaben zu einem Zeitpunkt kennzeichnen Signifikanz nach

Tukey bei p < 0,05).
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3.3.2 Entwicklung von haftenden und abgewaschenen Konidien

Es wurde untersucht, ob sich Konidien, die nicht abgewaschen wurden, besser entwickeln
konnen, als Konidien, die von der Oberfliche abwaschbar waren. Die applizierten Tropfen
wurden 15 Minuten auf Poystyrol inkubiert, dann abgewaschen und das Abwaschwasser
aufgefangen. Davon wurden Aliquots entnommen und wiederum auf Polystyrol appliziert. Es
erfolgte eine Inkubation bei 18 °C fiir 24 Stunden. Der Anteil ungekeimter und gekeimter
Konidien nach 24 Stunden wurde in beiden Fraktionen (abgewaschene bzw. nicht abgewaschene
Konidien) untersucht. Die Anzahl der Konidien war in den Fraktionen unterschiedlich hoch: in
der nicht abwaschbaren Fraktion wurden ca. 300 Konidien pro Wiederholung beriicksichtigt, in
der abwaschbaren Fraktion waren es hingegen nur 20 Konidien.

Der Anteil ungekeimter Konidien betrug bei den nicht abwaschbaren Konidien fast 17 %,
wiahrend der Anteil bei den abgewaschenen Konidien fast 80 % betrug (Tab. 13). Bei der
abwaschbaren Fraktion hatte die Mehrzahl der Konidien nach 24 Stunden nur Keimschlauche,
nur 11 % der Konidien hatten auch ein Appressorium gebildet. In der nicht abwaschbaren

Fraktion hatten dagegen ca. 96 % aller Konidien ein oder mehrere Appressorien differenziert.

Tab. 13: Einfluss der Haftfahigkeit der Konidien von V. inaequalis nach 15 Minuten auf deren Entwicklung
24 Stunden nach Applikation auf eine Polystyrol-Oberflache (MW =+ SE, n = §, Angaben in %).

nicht abwaschbar abwaschbar
ungekeimt 169+1,4 78,2+3,5
gekeimt 83,1+1,4 21,8 £3,5
davon: ohne Appressorium 3,9+0,6 88,9+7,1
mit Appressorium 96,1 £0,6 11,1 £7,1

3.3.3 Einfluss von Hemmstoffen und Detergenzien

Der Einfluss verschiedener Hemmstoffe und Detergenzien auf die Haftfahigkeit der Konidien
von V. inaequalis wurde untersucht. Diese Versuche sollten Aufschluss dariiber geben, ob fiir die
Adhision eine aktive Stoffwechselleistung der Konidien notwendig ist. Da fiir die erste
Etablierung des Pilzes auf der Pflanze die sofortige Anheftung der ungekeimten Konidie eine
Rolle spielt, wurde zunédchst nur der Zeitraum bis vier Stunden nach der Inokulation (Abschnitt

A) betrachtet. Aus dieser Zeitreihe wurden vier Zeitpunkte ausgewdhlt. Es wurden zwolf
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Substanzen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Haftfahigkeit von Konidien im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle untersucht.

Die beiden Proteinbiosynthesehemmer Cycloheximid und Chloramphenicol hatten zu keinem
Zeitpunkt einen negativen Einfluss auf die Haftfdhigkeit (Abb. 18 A). Die Haftfihigkeit dnderte
sich mit der Zugabe der beiden Hemmstoffe, trotz verzogerter Entwicklung der Konidien, im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht. Sie lag bei der Kontrolle und den beiden
Hemmstoffen nach 15 Minuten bei ca. 50 % und erreichte nach vier Stunden 75 - 78 %. Die
Konidien, die mit dem Transkriptionshemmer Actinomycin D oder 5,5 % Methanol behandelt
worden waren, wiesen nach 15 Minuten und einer Stunde eine schlechtere Adhésion auf. Fiir die
spateren Zeitpunkte war dieser Unterschied fiir Actinomycin D nach zwei Stunden und fiir
Methanol nach vier Stunden nicht mehr nachweisbar. Methanol wurde untersucht, da es fiir die
Losung von Actinomycin D verwendet worden war.

Durch die Zugabe von Tween, Natriumdodecylsulfat (SDS) und Proteinase K kam es,
unabhingig von der verwendeten Konzentration, zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl
haftender Konidien (Abb. 18 B). Die Adhision verbesserte sich bei den Detergenzien erst nach
einer Inkubationszeit von vier Stunden, war aber immer noch geringer als bei der unbehandelten
Kontrolle. Wahrend in der unbehandelten Kontrolle 78 % der Konidien auf der Oberfléche
haften konnten, waren es in der Gegenwart von 0,02 % SDS nur 25 %, bei 0,001 % Tween ca.
36 % und bei der geringeren Proteinase K-Aktivitit 50 %. Den grofiten Effekt auf die
Haftfdhigkeit hatte die Zugabe von 0,2 % SDS. In den ersten zwei Stunden hafteten keine
Konidien auf Polystyrol und auch nach vier Stunden hafteten maximal 0,4 % der Konidien.

Auch die Zugabe von Fungiziden hatte einen Einfluss auf die Haftfdhigkeit (Abb. 18 C). Nach
15 Minuten hafteten in Gegenwart von Flint® 50 WG, Benocap® und Discus® maximal 20 % der
Konidien, nach vier Stunden war keine Verbesserung der Haftfahigkeit festzustellen. Ein noch
geringerer Anteil an haftenden Konidien - maximal 3,5 % nach vier Stunden - wurde durch die
Zugabe des Wirkstoffes Kresoxim-methyl erreicht. Die Leerformulierung von Kresoxim-methyl,
die 0,1 % Aceton und 0,02 % NP15 ohne Zugabe des Wirkstoffes enthielt, hatte einen dhnlichen

Effekt, denn es hafteten unabhidngig vom Inkubationszeitpunkt nur 1,5 % der Konidien.

Des Weiteren wurde der Einfluss einiger Hemmstoffe und Detergenzien auf die Haftfdhigkeit
von in der Entwicklung fortgeschrittenen Konidien untersucht (Abschnitte B und C). Acht und
24 Stunden nach der Applikation der behandelten Konidiensuspension wurden die Tropfen
abgewaschen und, wie in den vorherigen Versuchen, der Anteil haftender Konidien bestimmt

(Tab. 14).
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Abb. 18: Einfluss von Hemmstoffen und Detergenzien auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis

15 Minuten, 1, 2 und 4 Stunden nach Inkubation auf Polystyrol (MW + SE, Konidiendichte: 3 - 5 x 10*
Konidien ml”', verwendete Konzentrationen: je 10 pg ml" Cycloheximid und Actinomycin D, 200 pg
ml! Chloramphenicol, 0,00625 % Kresoxim-methyl, je 0,0125 % Flint® 50 WG, Benocap® und Discus®,
unterschiedliche Buchstaben innerhalb eines Zeitpunktes kennzeichnen in den Diagrammen Signifikanz

nach Mann-Whitney bei p < 0,05).
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Dieser Anteil unterschied sich bei beiden Konzentrationen von Proteinase K nach acht Stunden
nicht von der unbehandelten Kontrolle (Tab. 14). Die Haftfihigkeit der mit Flint®, Benocap® und
Discus® behandelten Konidien hingegen war signifikant geringer und betrug maximal 35 %.
Noch schlechter konnten Konidien haften, die mit Kresoxim-methyl und der entsprechenden
Leerformulierung behandelt worden waren. Die Haftfahigkeit nach 24 Stunden unterschied sich
kaum von der nach acht Stunden. Eine Zunahme des Anteils haftender Konidien wurden bei
10 pg ml" Proteinase K, Benocap” und der Leerformulierung beobachtet. Bei den anderen

Substanzen blieb die Haftfédhigkeit von Konidien unveréndert.

Tab. 14: Einfluss von Hemmstoffen und Detergenzien auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis acht
und 24 Stunden nach Inkubation auf Polystyrol (MW + SE, Konidiendichte: 3 - 5 x 10" Konidien ml™).

Anteil haftender Konidien [%] nach einer Inkubationszeit von

Hemmstoff/Detergenz 8h 24 h
Kontrolle (*)' 88,8+09a° 87,0+ 1,9a
0,2 % SDS (k. A.)? k. A. 0,3+0,2d
0,02 % SDS (*) k. A. 84,1 +4.2a
0,01 % Tween k. A. 11,7+5.8d
0,001 % Tween (*) k. A. 66,2+1,5b
10 ug ml™! Proteinase K *) 57,8+63a 90,0+7,1a
100 pg ml™! Proteinase K *) 75,1£70a 74,7 +2,3 ab
Flint® 50 WG 17,7+ 1,8 be 169+ 1,3d
Benocap® (*) 346+2,8b 73,8+ 1,3 ab
Discus® 122+15¢ 12,6 £0,5d
Kresoxim-methyl 09+03c 1,0£0,2d
Leerformulierung (*) 12,0£2,0c 374+4,6 c

! (*) = Konidien nach acht Stunden gekeimt; * k. A. = keine Angaben
3 Unterschiedliche Buchstaben innerhalb eines Zeitpunktes kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney bei

p<0,05

Neben der Haftfahigkeit wurde auch die Keimung der Konidien nach acht und 24 Stunden
untersucht (Tab. 14). Das Vorhandensein von 0,01 % Tween sowie Discus” und Kresoxim-
methyl flihrte dazu, dass die Konidien auch nach acht Stunden nicht gekeimt waren. Bei den

anderen Substanzen kam es zur Keimung, aber im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war
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die Entwicklung der Keimschlduche teilweise verzégert oder es kam nicht bzw. seltener zur
Bildung von Appressorien. Nach 24 Stunden war der Anteil haftender Konidien bei den
Behandlungen am geringsten, bei denen die Konidien nicht gekeimt waren; dies waren 0,01 %

Tween, Discus” und Kresoxim-methyl.

3.3.4 Einfluss der Zugabe von SDS

Es hatte sich gezeigt, dass die anfingliche Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) zur
Konidiensuspension einen Einfluss auf die Haftfdhigkeit der Konidien hat. Daher wurde
untersucht, ob die Zugabe von 0,2 % SDS fiinf Minuten vor dem Abwaschprozess auch einen
Einfluss auf die Haftung der Konidien hatte. Es fand ein Vergleich zur Kontrolle statt, bei der

anstelle von SDS demineralisiertes Wasser zugegeben wurde (Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von 0,2 % Natriumdodecylsulfat (SDS) auf den Anteil haftender Konidien von V. inaequalis auf
Polystyrol (Zugabe von SDS bzw. A. demin. fiinf Minuten vor dem Abwaschprozess, MW + SE,
Konidiendichte: 4 x 10* Konidien ml”, * kennzeichnet Signifikanz nach t-Test bei p < 0,05).

In der kurzen Zeit von direktem Abwaschen bzw. einminiitiger Inkubation bis Abwaschen der
applizierten Tropfen waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen
feststellbar (Abb. 19). Dennoch konnten in der unbehandelten Kontrolle ein um 27 bzw. 41 %
hoherer Anteil Konidien haften als in der SDS-Variante. Bei den ersten beiden Zeitpunkten
wurde SDS aufgrund der kurzen Inkubationsdauer sofort zugegeben. Zu den spidteren
Zeitpunkten fiihrte die Zugabe von SDS kurz vor dem Abwaschen der Konidien zu einem bis zu
86 % geringeren Anteil haftfahiger Konidien im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Nach

einer Inkubationszeit von vier Stunden wurde der Unterschied zwischen den Varianten geringer
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und betrug nur noch etwa 43 %, war allerdings nach dem t-Test immer noch signifikant. Erst
nach acht Stunden konnte kein Unterschied mehr zwischen SDS-Zugabe und unbehandelter
Kontrolle festgestellt werden, so dass zu diesem und einem spéteren Zeitpunkt SDS keinen

Einfluss mehr auf die Haftfdhigkeit der nunmehr gekeimten Konidien ausiibte.

3.3.5 Einfluss der vorherigen Inkubation von Konidien in Wasser

Um zu untersuchen, ob die langere Inkubation von Konidien in Wasser ohne Kontakt zu einer
Oberflache einen Einfluss auf die Haftfahigkeit hat, wurden Konidiensuspensionen fiir eine, drei
bzw. 24 Stunden im EppendorfgefiB mittels eines Uberkopfschiittlers geschiittelt und erst dann
auf eine Polystyrol-Oberfliche aufgebracht. Diese Tropfen wurden in regelméfigen Abstinden
mit Wasser abgewaschen. Als Vergleich dienten Tropfen, die ohne vorherige Inkubation direkt
auf Polystyrol aufgebracht wurden.

In vielen Féllen war die Adhdsion der Konidien von V. inaequalis in den direkt aufgebrachten
Tropfen am hdchsten (Abb. 20). Ahnlich wie in den vorherigen Versuchen lag der Anteil an
haftenden Konidien bereits nach 15 Minuten bei 44 %, nahm dann in den folgenden Minuten
leicht ab und nahm ab einer Inkubationszeit von vier Stunden wieder zu. Nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden lag der Anteil an haftenden Konidien bei ca. 70 %. Die
Inkubation der Konidien in Wasser fiir eine, drei bzw. 24 Stunden vor Aufbringen auf eine
Oberfldche fiihrte zu den meisten Zeitpunkten zu einem geringeren Anteil haftender Konidien,
der aber nicht immer statistisch abzusichern war. Lediglich nach einer Inkubationszeit von null
bzw. 30 Minuten auf der Oberfliche war der Anteil haftender Konidien in der direkt applizierten
Variante signifikant hoher. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden konnten sogar die
Konidien, die vorher fiir 24 Stunden in Wasser auf dem Schiittler inkubiert worden waren, mit
einem Anteil von fast 80 % am besten haften.

Die unterschiedliche Inkubationsdauer der Konidien in Wasser vor Aufbringen auf Polystyrol
hatte nicht nur einen Einfluss auf die Haftfdhigkeit, sondern auch auf die Konidiendichte. Die
Konidiendichte betrug zu Beginn des Versuchs bzw. direkt nach dem Ansetzen ca. 1,1 x 10
Konidien ml™”. Die Inkubation der Konidiensuspension in einem Eppendorf-GefiB fiihrte nach
einer Schiitteldauer von einer bzw. drei Stunden zu einer Abnahme der Konidiendichte um
knapp 7 %. Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden waren sogar 15 % weniger Konidien in
der Suspension als in der urspriinglich angesetzten. Die Konidiensuspension hatte nach einer

Inkubationsdauer von 24 Stunden eine Dichte von nur noch 9,4 x 10* Konidien ml™".
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Abb. 20: Einfluss einer vorherigen Inkubation von Konidien in Wasser auf den Anteil haftender Konidien von
V. inaequalis auf Polystyrol (MW =+ SE, urspriingliche Konidiendichte: 1 x 10° Konidien ml”, Die
Prozentangaben ergeben sich aus der Anzahl haftender Konidien zu der fiir jede Variante gegebenen
Konidiendichte von nicht abgewaschenen Tropfen, unterschiedliche Buchstaben zu einem Zeitpunkt

kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).

3.3.6 Einfluss der vorherigen Inkubation von Konidien in Wasser auf deren Entwicklung

Durch die vorherige Inkubation der Konidiensuspension auf einem Uberkopfschiittler wurde die
primire Haftfahigkeit der Konidien verschlechtert. Um zu untersuchen, ob dies auch einen
Einfluss auf die Entwicklung von V. inaequalis hat, wurde eine Konidiensuspension entweder
direkt oder erst nach mehrstiindiger Inkubation auf einem Uberkopfschiittler auf eine Oberfliche
appliziert. Beide Varianten wurden nach vier-, sechs- und achtstiindiger Inkubation untersucht.
Die Keimrate der Konidien von V. inaequalis unterschied sich deutlich in Abhédngigkeit der
Inkubationsart (Abb. 21). Wurden Tropfen der Konidiensuspension auf eine Polystyrol-
Oberflidche appliziert und dann fiir vier bis acht Stunden inkubiert, lag die Keimrate zu allen
Inkubationszeiten iiber 75 %. Bei vorheriger vier- bis achtstiindiger Inkubation auf einem
Schiittler mit anschlieBender Applikation auf Polystyrol waren nur maximal 3,5 % der Konidien
in der Lage auszukeimen. Nach einer Schiittlerdauer von vier Stunden war keine der applizierten
Konidien gekeimt. Auch nach einer Inkubationsdauer von sechs und acht Stunden wurden nur

vereinzelt gekeimte Konidien beobachtet.
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Abb. 21: Einfluss der vorherigen Inkubation von Konidien in Wasser auf die Keimrate von V. inaequalis auf
Polystyrol (MW + SE, n = 6 x 10 Konidien).

3.4 Art der Anheftung der Konidien von V. inaequalis an Oberfléachen

Die Art und Weise, wie sich Konidien an einer Oberfliche anheften, wurde lichtmikroskopisch
untersucht. Dazu wurde die Bewegung von Konidien im kiinstlich erzeugten Wasserstrom
erfasst. Konidien wurden auf einen Objekttrager gegeben und mit einem Deckgldschen
abgedeckt. Anschliefend wurde von einer Seite Wasser zugegeben, welches mittels Filterpapier
an der anderen Seite des Deckgldschens sofort wieder abgesaugt wurde, so dass ein Wasserstrom
zustande kam. Wie in der Abfolge der Bilder in Abb. 22 zu erkennen ist, bewegte sich die
Konidie im Wasserstrom. Die Spitze der Konidie schien fest an einer Stelle zu haften, wéhrend
der basale Teil der Konidie beweglich war. Dadurch kam es durch die FlieBbewegung des
Wassers zu einer Drehbewegung der Konidienbasis um die Spitze herum, bis die Konidie im

Wasserstrom ausgerichtet war.

—

Abb. 22: Rotation einer ungekeimten Konidie von V. inaequalis auf Glas in einem Wasserstrom (die Aufnahmen
entstanden kurz nach der Zugabe von Wasser auf trockene Konidien, Dauer der Serie: 6 Sekunden, Pfeil:

Richtung des Wasserstroms).
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Weiterhin konnte beobachtet werden, wie sich eine Konidie beim Kontakt an eine andere
Konidie anheftete. Dabei wurde an der Spitze der Konidie eine Substanz sichtbar (Abb. 23).
Diese Abbildung gibt einen Anhaltspunkt dafiir, dass ungekeimte Konidien von V. inaequalis

Haftsubstanzen bilden und diese an der Konidienspitze abgeben.

Abb. 23: Anheftung einer Konidie von V. inaequalis (rechts) mittels Haftsubstanz (Pfeil) nach Kontakt an eine

andere Konidie (Konidien an einer Ol-Wasser-Grenzschicht unmittelbar nach Zugabe von Wasser).

3.5 Visualisierung und Charakterisierung der Haftsubstanzen

3.5.1 Komponenten der Haftsubstanzen

Mit Hilfe von Farbstoffen und spezifisch bindenden Lektinen erfolgte eine Identifizierung
einzelner Komponenten der Haftsubstanz. Tab. 15 fasst zusammen, welche Farbstoffe in der
Lage waren, Haftsubstanzen an Konidien und anderen Infektionsstrukturen von V. inaequalis
anzufarben. Dargstellt sind auch Farbungen, die positiv waren, aber nicht immer auftraten bzw.
Fluoreszenzmarkierungen, die positiv waren, aber eine fiir den Farbstoff untypische Féarbung
zeigten.

Ein Bestandteil der Haftsubstanz an der Spitze von ungekeimten Konidien konnte anhand der
Lektine GS-II, welches an terminale, nicht-reduzierte a- und B-N-Acetyl-D-Glucosaminylreste
bindet, und PNA, das selektiv an terminale B-Galaktosereste bindet, als Glykoprotein bestimmt
werden. Des Weiteren konnten durch die Anférbbarkeit mit Kongorot Kohlenhydrate bzw.
Polysaccharide enthaltende Amyloide nachgewiesen werden. Toluidinblau, welches einen
Hinweis auf das Vorhandensein von Phenolen und Polysacchariden gibt, war ebenfalls in der
Lage, die Haftsubstanz an der Konidienspitze anzufiarben. Die Anférbbarkeit mit Alcianblau

deutete auf das Vorhandensein von Glykoproteinen mit hohem Kohlenhydratanteil bzw. von
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Tab. 15: Histochemische Charakterisierung der abgegebenen Haftsubstanz(en) an verschiedenen Strukturen von

V. inaequalis.
Ungekeimte Konidie Keimschlauch Appressorium
Lektine:
Con A Negativ Negativ Negativ
GS-II Positiv Negativ Positiv
PNA Positiv Negativ Positiv
WGA Negativ Negativ Negativ
Farbstoffe:
Alcianblau Positiv Negativ Positiv
Coomassie Positiv (Positiv) ' Positiv
Blaue Tinte Positiv Negativ Positiv
Erythrosin Negativ Negativ Positiv
Kongorot Positiv Negativ Positiv
Methylenblau k. A.' k. A. Positiv
Nigrosin Negativ Negativ Positiv
Séurefuchsin Negativ Negativ Positiv
Schwarze Tinte Negativ Negativ Positiv
Sudanfarbstoffe Negativ Negativ Negativ
Toluidinblau Positiv Negativ Positiv
Trypanblau Positiv Negativ Positiv
Fluoreszenzfarbstoffe:
Anilinblau Negativ Negativ Negativ
Blankophor k. A. k. A. Negativ
Diethanol Negativ Negativ (Positiv) >
Kongorot (F) Negativ Negativ (Positiv) '
Nilrot Negativ Negativ Negativ
Séurefuchsin (F) Negativ Negativ Positiv

"k. A. = keine Angaben; ()' =1i. d. R. positiv, aber nicht immer auftretend; ()* = immer auftretend, aber untypisch
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Mucopolysacchariden hin. Auch Proteine scheinen Bestandteil dieser Haftsubstanz zu sein, da
die Haftsubstanz sowohl mit Coomassie als auch mit Tinte anfdrbbar war. Ein negatives
Ergebnis flir die Visualisierung der Haftsubstanz an ungekeimten Konidien brachte die
Verwendung der Lektine Con A und WGA sowie die Farbstoffe Erythrosin, Nigrosin,
Sdurefuchsin, schwarze Tinte, Sudan III und Sudan Rot B sowie alle Fluoreszenzfarbstoffe.
Somit waren u. a. Lipide bzw. neutrale Fette, Glukane sowie Acetylglucosamine (Chitin) nicht in
der Haftsubstanz von ungekeimten Konidien nachweisbar.

Haftsubstanzen an den Keimschlduchen wurden nur in wenigen Fillen nachgewiesen. Lediglich
mittels Coomassie wurden gefarbte Bereiche entlang des Keimschlauches sichtbar, die auf das
Vorhandensein von Proteinen schlieBen lassen. In den anderen Fillen wurden nur Teile des
Keimschlauches bzw. der Zellwand, aber keine als Haftsubstanz bestimmbaren Bereiche geférbt.
Die meisten Farbstoffe ergaben keine Farbung.

Um die Appressorien bildete sich ein unterschiedlich stark ausgepriagter Bereich, der sich mit
einer Vielzahl von Farbstoffen anfarben liel3. Einige Fluorszenzfarbstoffe sowie die verwendeten
Sudanfarbstoffe, welche Lipide und fettartige Substanzen farben, waren nicht in der Lage,
Haftsubstanzen um die Appressorien anzufiarben. Auch die Lektine Con A, ein Indikator fiir a-
D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-Acetylglucosamin, und WGA, welches mit abnehmender
Bindungsstabilitit an B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin); und B-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-

Acetylneuraminsdure bindet, konnten nicht an die appressoriale Haftsubstanz binden.

3.5.2 Auspragung und Lokalisierung der Haftsubstanzen

Durch die Verwendung verschiedener Farbstoffe und Lektine sowie mittels
Transmissionselektronenmikroskopie wurde die Lage bzw. die Ausprigung der Haftsubstanzen
an Konidie, Keimschlauch und Appressorium auf Glas und Polystyrol im Lichtmikroskop

erkennbar.

3.5.2.1 Ungekeimte Konidien

Die mittels Kongorot und blauer Tinte anfiarbbare Haftsubstanz an ungekeimten Konidien von
V. inaequalis war auf einen engen Bereich dicht an der Konidienspitze beschriankt (Abb. 24 A
und B). Der Farbstoff Trypanblau férbte nur ganz schwach die Haftsubstanz an der
Konidienspitze, die nur als diinner Faden zu erkennen war (Abb. 24 C). Nach der Behandlung
mit Coomassie hingegen war ein groflerer Bereich sichtbar, der sich kreisformig um die Koni-
dienspitze legte. Dieser war auch nach der Entfernung der Konidie noch sehr gut auf der

Polystyrol-Oberfldche erkennbar (Abb. 24 D). Alcianblau und Toluidinblau waren ebenfalls in
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der Lage, einen kleinen kreisformigen Bereich an der Konidienspitze anzufarben (Abb. 24 E und
F). Die Farbintensitit war bei Alcianblau allerdings gering.

Die Verwendung des Lektins GS-II zum Nachweis von Glucosaminylresten von Glykoproteinen
filhrte zu einer Markierung der Haftsubstanz an der Konidienspitze (Abb. 24 G). Mittels GS-II
wurde ein kleinerer Bereich markiert als mit dem Lektin PNA, welches selektiv an
Galaktosereste von Glykoproteinen bindet. Das Aussehen der Haftsubstanz war &hnlich

derjenigen, die durch die Farbung mit Coomassie sichtbar wurde (Abb. 24 H).

Mit dem Lektin WGA, welches zum Nachweis von Acetylglucosamin (Chitin) verwendet wird,
lieB3 sich nur die Basis von ungekeimten Konidien markieren (Abb. 25 A). Erst mit beginnender
Keimung, etwa zwei Stunden nach Inokulation, kam es auch an der abgerundeten Konidienspitze
zu einer Anlagerung von WGA (Abb. 25 B). Haftsubstanzen konnten mittels Markierung mit
WGA nicht festgestellt werden. Das Texas Red”-markierte Lektin Con A — zum Nachweis von
Mannose - konnte an der Zellwand der Konidienspitze binden, nicht aber an die gebildete
Haftsubstanz (Abb. 25 C). Auch Anilinblau zeigte im Fluoreszenzbild keine Firbung von

Haftsubstanz, obwohl eine positive Farbung an der Konidienspitze gegeben war (Abb. 25 D).

Folgende Seite:

Abb. 24: Einfluss des Farbstoffes bzw. Lektins auf die Anfirbbarkeit der Haftsubstanz von ungekeimten Konidien
von V. inaequalis nach einer Inkubationszeit von 15 min auf Glas und Polystyrol. Kongorot (A), blaue
Tinte (B) Trypanblau (C), Coomassie (D), Alcianblau (E), Toluidinblau (F), GS-II (G), PNA (H) (Insert
in D: Haftsubstanz nach Enfernung der Konidie, A, B, F-H: Glas, C-E: Polystyrol, A-F: Durchlicht-, G,
H: Lasermikroskopie).
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Abb. 25: Einfluss des Farbstoffes bzw. Lektins auf die Anfarbbarkeit von ungekeimten Konidien von V. inaequalis
nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten und zwei Stunden auf Glas. WGA nach 15 min (A) und nach

2 h (B), Con A nach 2 h (C), Anilinblau nach 15 min (D), (A-C: Laser-, D: Durchlichtmikroskopie).

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurde die Form von dehydrierten Konidien mit
deutlich erkennbarer globuldrer Struktur an der Konidienspitze sichtbar (Abb. 26 A). Eine
Zweiteilung der globuldren Struktur an der Konidienspitze war als ein kleiner elektronendichter
Bereich erkennbar, um dem sich ein groBerer heller Bereich befand (Abb. 26 B). Weiterhin
wurde beobachtet, dass es entweder zu einer Verteilung dieser meist rundlichen Teile bis in den
dulleren Bereich der globuldren Struktur (Abb. 26 C) oder zu einer vermehrten Anlagerung von
dunkleren, elektronendichten Teilen direkt an der Kondienspitze kam (Abb. 26 D). In seltenen
Féllen wurden auch zwei dieser globuldren Strukturen an der Konidienspitze sichtbar (Abb. 26

E). Bei einigen Konidien hatte es den Anschein, als ob mehrere Poren an der Spitze der Konidie
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Abb. 26: Charakterisierung von trockenen und
hydrierten Konidien von V. inaequalis. Dehydrierte
Konidie mit globulédrer Struktur an der Konidienspitze
(A), globuldre Struktur verschiedenartiger Ausprigung
an der Konidienspitze (B-E), hydrierte Konidie mit
typischer birnenartiger Form und ohne Vesikel (F),
Konidienspitze einer hydrierten Konidie (G), nach aufien
entlassende Substanz an der Konidienspitze (Pfeile in C
und E) (Transmissionselektronenmikroskopie, Kontrast-

ierung mit Bleicitrat).
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vorhanden waren, die die Haftsubstanz nach au3en entlassen (Abb. 26 C, E). Hydrierte Konidien
wiesen im Transmissionselektronenmikroskop einen flaschenférmigen Umriss auf (Abb. 26 F),
und an der Konidienspitze waren nur noch Reste der Haftsubstanz zu sehen; die globuldre
Struktur war nicht mehr nachweisbar (Abb. 26 G). Eine Besonderheit an der Spitze von
hydrierten Konidien war eine Authellung der Zellwand, sowie eine weniger scharf abgegrenzten

Membran (Abb. 26 G).

3.5.2.2 Gekeimte Konidien ohne Appressorien

Die Verwendung der Farbstoffe erbrachte wenige Hinweise auf das Vorhandensein von
Haftsubstanzen am Keimschlauch. Mittels Coomassie wurden zwar Bereiche an der Spitze des
Keimschlauches sowie in der Hohe des Ubergangs von der Konidie zum Keimschlauch
gefunden, diese traten allerdings sporadisch auf (Abb. 27 A und B). In der Regel war mit
Coomassie keine Firbung oder nur gelegentlich eine leichte Firbung am Ubergang zwischen
Konidie und Keimschlauch festzustellen. Auch mittels Alcianblau, Kongorot und blauer Tinte
war dieser Bereich an Konidien anfarbbar, trat aber auch hier nur gelegentlich auf und war
unterschiedlich stark ausgeprigt (Abb. 27 C-E). Der Keimschlauch selbst blieb in der Regel
ungefarbt. Die Lektine GS-II und PNA sowie der Farbstoff Anilinblau markierten nur die
Zellwand der noch wachsenden Keimschlauchspitzen (Abb. 27). An andere Teile des Pilzes
konnten weder die Lektine noch Anilinblau binden. WGA markierte nur nicht-melanisierte Teile
der Konidien und des Keimschlauches. Es war eine homogene Anlagerung am Keimschlauch
festzustellen. Ein stérkeres Signal wurde nur an der Konidienbasis sowie am Ubergang zwischen

Konidie und Keimschlauch beobachtet (Abb. 28 A und B).

Folgende Seite:

Abb. 27: Einfluss des Farbstoffes bzw. Lektins auf die Anfirbbarkeit von gekeimten Konidien von V. inaequalis
vier Stunden nach Applikation der Suspension auf Glas. Coomassie (A, B), Alcianblau (C), Kongorot
(D), blaue Tinte (E), PNA (F) (Durchlichtmikroskopie).

Abb. 28: Nachweis von Acetylglucosamin in den Zellwénden von Konidie und Keimschlauch von V. inaequalis

mit WGA 24 Stunden nach Applikation der Suspension auf Glas. (Lasermikroskopie).
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3.5.2.3 Gekeimte Konidien mit Appressorien

Die Haftsubstanz, die an Appressorien zu finden war, lieB sich durch die meisten der
untersuchten Farbstoffe anfarben. Sie zeichnete sich durch einen kreisformigen, etwas
ausladenden Bereich aus, der sich um die Appressorien legte. Aufgrund der verschiedenen
Féarbungen konnte die Haftsubstanz in zwei unterschiedliche Bereiche eingeteilt werden: einen
kompakt ausgebildeten Bereich, der eng am Appressorium anlag, und einen zweiten filigran
geformten Bereich, der sich auf der Oberfliche, auf dem sich das Appressorium befand,
ausbreitete. Beide Bereiche lieen sich gut mit Coomassie anfiarben (Abb. 29 A). Ein
Unterschied im Erscheinungsbild der Haftsubstanz auf Glas und Polystyrol konnte nicht
festgestellt werden. Eine dhnliche Form der Haftsubstanz wurde mit Alcianblau, blauer Tinte,
Kongorot, Methylenblau und Diethanol angefiarbt (Abb. 29 B-F). Bei Saurefuchsin,
Toluidinblau, Trypanblau und Erythrosin war der eng am Appressorium liegende Bereich nicht
zu sehen, sondern nur der groBere Bereich mit filigranem Rand (Abb. 30 A-D). Am
schlechtesten liel sich die Haftsubstanz mit Nigrosin und schwarzer Tinte anfdrben (Abb. 30 E,
F). Es war nur ein leicht schwarzer, diffuser Bereich um die Appressorien zu beobachten. Von
den vier verwendeten Lektinen konnten nur diejenigen die Haftsubstanz am Appressorium
markieren, die vorher an ungekeimten Konidien an die Haftsubstanz binden konnten. GS-II und
PNA erzeugten mittels der gekoppelten Fluorochrome starke Signale an denjenigen
Appressorien, die von Haftsubstanzen umgeben waren (Abb. 31 A, B). Auch hier wiesen die
Randbereiche eine filigrane Struktur auf. Die anderen beiden Lektine Con A und WGA
markierten nur die Zellwédnde von Keimschlauch und Appressorium bzw. von der Konidie (nur

Con A), aber keine Haftsubstanz (Abb. 31 C, D). Blankophor zeigte ebenfalls keine Farbung.

Die Haftsubstanz wurde mittels Rasterelektronenmikroskopie sowie auf Semi- und
Ultradiinnschnitten fiir die Transmissionselektronenmikroskopie sichtbar (Abb. 32). Konidien
von V. inaequalis hatten 16 bis 24 Stunden nach der Inokulation Keimschlduche und
Appressorien gebildet (Abb. 32 A). Hiufig wurden von den Konidien direkt Appressorien, ohne
Bildung eines Keimschlauches, generiert (Abb. 32 B). Auf der Blattoberflaiche im Bereich des
Appressoriums wurde die Haftsubstanz sichtbar, die unterschiedlich stark ausgepréigt war (Abb.
32 B-D, F). Diese extrazellulire Matrix schien das Appressorium in unmittelbarer Nihe
regelrecht einzubetten. Sie hatte eine fadrige Erscheinungform und flachte mit zunehmender
Entfernung zum Appressorium immer mehr ab (Abb. 32 H). Die Bildung von Primérstromata
48 Stunden nach der Inokulation wurde durch die Aufwolbung der Kutikula erkennbar (Abb. 32
E, G).
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Abb. 29: Einfluss des Farbstoffes auf die Anfarbbarkeit der appressorialen Haftsubstanz von gekeimten Konidien
von V. inaequalis 24 Stunden nach Applikation der Suspension auf Glas und Polystyrol. Coomassie (A),
Alcianblau (B), blaue Tinte (C), Kongorot (D), Methylenblau (E), Diethanol (F) (B-E: Glas, A, F:
Polystyrol, Durchlicht-, Fluoreszenzmikroskopie).
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Abb. 30: Einfluss des Farbstoffes auf die Anfarbbarkeit der appressorialen Haftsubstanz von gekeimten Konidien
von V. inaequalis 24 Stunden nach Applikation der Suspension auf Glas und Polystyrol. Séurefuchsin
(A), Toluidinblau (B), Trypanblau (C), Erythrosin (D), Nigrosin (E), schwarze Tinte (F) (A, B, D-F: Glas,
C: Polystyrol, Durchlicht- , Fluoreszenzmikroskopie).
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10 pm

Abb. 31: Einfluss des Lektins auf die Anfirbbarkeit der Konidien von V. inaequalis mit Keimschlduchen und
Appressorien 24 Stunden nach Applikation auf Glas. GS-II (A), PNA (B), Con A (C), WGA (D)

(Lasermikroskopie).

Folgende Seite:

Abb. 32: Infektionsstrukturen und appressoriale Haftsubstanz von Konidien von V. inaequalis 16 bis 48 Stunden
nach Inokulation. Konidie (Ko) mit Keimschlauch (KS) und Appressorium (Ap) 16 Stunden nach
Inokulation (A), unterschiedlich stark ausgeprigte Ausscheidungen (Pfeile) am Appressorium 24 Stunden
nach Inokulation (B - D, F), Bildung von Primérstromata (PS) mit Aufwdlbung der Blattkutikula
48 Stunden nach Inokulation (E, G), sich mit zunehmender Entfernung abflachende Haftsubstanz (Ha) am
Appressorium (H) (Blattinsertion ,,oben-2, A, B, E, F: SEM, C, G: Hellfeld, D, H: TEM) (D: 50 kV, H:
80 kV) (Anmerkung zu den TEM-Bildern: bedingt durch den Entwésserungsprozess wihrend der
Praparation kam es zu einer Ablosung der Infektionsstrukturen von der Blattoberfliche, so dass ein

Zwischenraum entstand).
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3.5.3 Ablésbarkeit der appressorialen Haftsubstanz

Die durch kréftiges mechanisches Abschaben mit einem Glasobjekttrager auf Polystyrol nicht
entfernbare Haftsubstanz konnte durch die Farbung mit Coomassie nachgewiesen werden (Abb.
33). Wihrend die Appressorien zum grof3ten Teil entfernt worden waren oder nur noch einzelne
Zellreste zu sehen waren, waren die das Appressorium umgebenden Substanzen noch erhalten.
Auch von V. inaequalis gebildete Melaninringe waren nach der mechanischen Behandlung noch
sichtbar. Um die Haftsubstanz genauer zu charakterisieren, wurden die Uberreste mit
verschiedenen Losungen behandelt und untersucht, ob sie sich ablosen lieBen. Keine der
verwendeten Substanzen war in der Lage, die appressoriale Haftsubstanz von der Oberfldche zu
entfernen (Tab. 16). Auch lingeres Einwirken von 12 Stunden und die Behandlung im

Ultraschallbad brachte keinen Erfolg.
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Abb. 33: Nachweis der Haftsubstanzen von entfernten Appressorien von V. inaequalis auf Polystyrol mittels

Coomassie (A). Haftsubstanzen (B), zuriickgebliebene Melaninringe (C) (Durchlichtmikroskopie).
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Tab. 16: Einfluss der Losung auf die Entfernbarkeit der Appressorien-Haftsubstanz von V. inaequalis 18 Stunden

nach Applikation der Konidinsuspension auf Polystyrol.

Inkubation Ultraschall

Losung 5 min 12h 1 min
Extraktionspuftfer Negativ Negativ Negativ
(MANKEL 2001)

TFA' Negativ Negativ Negativ
60 % Ethanol Negativ Negativ Negativ
98 % Ethanol Negativ Negativ Negativ
Proteinase K k.A.? Negativ k. A.

10 % SDS k. A. Negativ k. A.

A. demin. k. A. Negativ k. A.

' TFA = Trifluoressigsiure; > k. A. = keine Angabe

3.6  Verlagerung von Lipiden wahrend der Entwicklung von V. inaequalis

Speicherlipide wurden durch die Verwendung der beiden Farbstoffe Nilrot und Sudan Rot B
sichtbar gemacht. Haftsubstanzen waren mittels dieser Farbstoffe weder an der Konidie noch am
Keimschlauch oder dem Appressorium erkennbar. Die Verteilung der intrazelluliren Lipide
konnte allerdings deutlich in der Entwicklung des Pathogens verfolgt werden. In ungekeimten
Konidien waren in der Regel wenige gro3e Lipidtropfen vorhanden. Meistens waren sie als ein
groBler Tropfen im basalen Teil und wenige mittelgroBe Tropfen im apikalen Teil der Konidie
lokalisiert (Abb. 34 A, E). Mit beginnender Keimung nach etwa zwei Stunden verkleinerten sich
die Lipidtropfen und waren dann in der gesamten Konidie verteilt (Abb. 34 B). Konidien, die
einen Keimschlauch ausgebildet hatten, enthielten viele kleine Lipidtropfen. Sie waren vor allem
im Keimschlauch, und immer weniger in der Konidie zu finden (Abb. 34 C, F). Nach der
Ausbildung eines Appressoriums waren die meisten, zum Teil sehr kleinen Tropfen, bei der
Nilrotfarbung im Appressorium bzw. bei der Farbung mit Sudan Rot B im Keimschlauch zu

erkennen (Abb. 34 D, G).
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Abb. 34: Nachweis von neutralen Lipiden in
V. inaequalis mittels Nilrot (A-C) und Sudan Rot B (E-
G) 15 Minuten, 2, 6 und 24 Stunden nach Applikation
auf Glas. Ungekeimte Konidien mit wenigen grof3en
Lipidtropfen (A, E), Verkleinerung der Tropfen mit
fortschreitender Entwicklung von V. inaequalis (B),
Verteilung der Lipide im Keimschlauch (C, F, G) und
im Appressorium (D) (Lichtmikroskopie).
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3.7 Einfluss der Oberflache auf die Entwicklung von V. inaequalis

Konidiensuspensionen von V. inaequalis wurden auf verschiedene Oberfldchen aufgebracht, um
zu untersuchen, wie sich das Pathogen nach vier, sechs, acht und 24 Stunden auf der jeweiligen
Oberflache entwickelte. Um zu untersuchen, ob das Blattalter einen Einfluss auf die Entwicklung
von V. inaequalis auf der Blattoberflache hat, wurden 48 Stunden nach der Inokulation, einem
Zeitpunkt, zu dem alle vitalen Konidien erfolgreich Infektionsstrukturen gebildet haben,
Keimrate, Keimschlauchwachstum und Appressorienbildung auf vier verschiedenen
Blattinsertionen erfasst. AuBBerdem wurde die Stirke des Melaninringes im Appressorium sowie
der Ort der Eindringung in Abhédngigkeit von der Blattinsertion untersucht. Die Entwicklung der
weiteren Strukturen im Blatt sowie der Symptome wurden ebenfalls erfasst.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich das Pathogen nach 48 Stunden entwickelt hat, wenn es auf
Modelloberflichen unterschiedlicher Hydrophobizitit bzw. auf Apfelblattwachse, die vorher auf

eine Glasoberfliche aufgebracht worden waren, appliziert wird.

3.7.1 Keimung

3.7.1.1 Zeitlicher Verlauf

Die Geschwindigkeit der Keimung der Konidien unterschied sich auf den verschiedenen
Oberflichen (Abb. 35). Auf Glas waren nach vier Stunden erst 35 % der Konidien von
V. inaequalis gekeimt, auf den beiden untersuchten Blattinsertionen von Apfelsimlingen und
Polystyrol waren es bereits ca. 63 %. Auf Parafilm lag die Keimrate mit knapp 50 % dazwischen.
AuBer auf Glas war auf allen anderen Oberflichen ein rasche Erhohung der Keimrate
festzustellen. Innerhalb von vier Stunden kam es zu einem Anstieg auf 90 % (Blattinsertion
,.oben”) bzw. 83 % (Parafilm®). Auf Glas hingegen waren auch nach acht Stunden erst knapp
50 % der Konidien gekeimt. Erst 24 Stunden nach der Inokulation von V. inaequalis konnten
keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den unterschiedlichen Oberflichen festgestellt

werden. Auf allen Oberflichen waren 87 % bis 94 % der Konidien ausgekeimt.
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Abb. 35: Einfluss der Kontaktoberflache auf die Keimung der Konidien von V. inaequalis vier bis 24 Stunden nach
Inokulation (MW =+ SE, unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz

nach Mann-Whitney bei p < 0,05).

Stelle der Keimschlauchausbildung

V. inaequalis wies, unabhingig von der Blattinsertion, eine bevorzugte Stelle an der Konidie auf,
an der der Keimschlauch generiert wurde (Tab. 17). Bei ca. 90 % der Konidien kam es an der
apikalen Seite zur Ausbildung des Keimschlauches. Mit maximal 7,3 % war ein Auskeimen im
oberen Drittel der Konidie zu beobachten. Selten wurde der Keimschlauch seitlich (max. 4 %)
bzw. in der Ndhe der Basis der Konidien (max. 1,5 %) ausgebildet (Abb. 36). Auch auf

Modelloberfldchen inkubierte Konidien keimten hauptséchlich an der Spitze aus.

Tab. 17: Stelle der Keimschlauchausbildung an Konidien von V. inaequalis vier Stunden nach Inokulation auf

verschiedene Blattinsertionen (MW =+ SE, n=4 x 40 Konidien, Angaben in %).

Konidienspitze oberes Drittel seitlich basal
oben 90,1 +3,1 7,1+ 1,2 2,8+28 0,0+0,0
oben-2 90,2 +3,7 59+2,6 39+ 1,5 0,0+ 0,0
oben-4 89,2+ 1,9 73+1.8 3,6+0,2 0,0+ 0,0

oben-6 92,5+2,4 4,0+1,6 24+1,5 1,1 +1,1
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Abb. 36: Stellen der Keimschlauchausbildung an Konidien von V. inaequalis. Keimung der Konidie an der
Konidienspitze (A), im oberen Drittel der Konidie (B), am mittleren Teil der Konidie (C), am basalen Teil
der Konidie (D) (Aufnahmen vier (A), acht (C) und 48 Stunden (B, D) nach der Inokulation auf der
Blattinsertion ,,oben-2 (B, D), ,,oben-4* (A) und ,,oben-6 (C), Durchlichtmikroskopie).

3.7.1.2 Blattinsertion

Die Keimung der Konidien von V. inaequalis erfolgte 48 Stunden nach der Inokulation
unabhingig von der Hydrophobizitéit der Blattoberfliche. Auf allen vier Blattinsertionen lag die
Keimrate zwischen 91 % und 94 % (Abb. 37).
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Abb. 37: Einfluss der Blattinsertion auf die Keimrate der Konidien von V. inaequalis 48 Stunden nach Inokulation
(MW = SE, n = 24/40/38/32 x 10 Konidien, keine Signifikanz nach Kruskal-Wallis bei p < 0,05).

3.7.1.3 Mit Apfelblattwachs beschichtete Glasoberflichen

Die Beschichtung von Glas mit Blattwachsen verschiedener Blattinsertionen hatte auf die
Keimung einen schwachen, jedoch signifikanten Einfluss (Abb. 38). Auf den Oberflichen mit
den Wachsen der Blattinsertionen ,,oben® und ,,oben-4* war die Keimrate 48 Stunden nach der
Applikation der Konidiensuspension mit ca. 85 % am hochsten. Auf den Wachsen der anderen

Blattinsertionen keimten 78 % der Konidien aus.
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Abb. 38: Einfluss der Beschichtung von Glasoberflachen mit Apfelblattwachsen verschiedener Blattinsertionen auf
die Keimrate von V. inaequalis 48 Stunden nach Applikation (MW + SE, n = 8 x 10 Konidien,
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney bei p < 0,05).
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3.7.1.4 Modelloberflichen

Auch auf den Referenz-Oberflichen Glas und Parafilm® keimten 48 Stunden nach Applikation
und Inkubation ca. 90 % aller Konidien aus. Die unterschiedliche Hydrophobizitit der

Modelloberflachen hatte keinen Einfluss auf die Keimrate.

3.7.2 Keimschlauchwachstum

3.7.2.1 Zeitlicher Verlauf

Die Keimschlduche wurden sowohl von Konidien mit Appressorium als auch von denen ohne
Appressorienbildung untersucht. Nach vier Stunden wiesen die Konidien in Abhédngigkeit von
der Oberflache Unterschiede in der Keimschlauchlédnge auf (Abb. 39). Die Keimschlauche waren
auf der Blattinsertion ,,oben-6 sowie auf den hydrophoben Modelloberflichen Parafilm® und
Polystyrol mit 16 pm am ldngsten. Signifikant geringer waren sie auf der Blattinsertion ,,oben‘
und auf der Glasoberfliche. Nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden waren diese
Unterschiede nicht mehr signifikant. Die Keimschlduche waren im Durchschnitt innerhalb von
zwei Stunden um 3 pm gewachsen. Nach acht Stunden zeigten sich zwischen den Oberflichen
wieder Unterschiede. Die lingsten Keimschlauche mit einer Lange von 32 um wurden wiederum
auf der Blattinsertion ,,oben-6* gemessen. Die Keimschlduche von Konidien, die sich auf der
Blattinsertion ,,oben sowie auf Polystyrol und Parafilm® entwickelt hatten, waren im
Durchschnitt 21-28 pm lang. Auf Glas waren die Keimschlduche der Konidien, die kein

Appressorium ausgebildet hatten, mit nur 15 pm am kiirzesten.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei den Keimschliuchen von Konidien, die ein
Appressorium gebildet hatten (Abb. 40). Nach acht Stunden waren die Keimschlduche auf der
Blattinsertion ,,oben-6* mit 21 um am léngsten, die Keimschlduche auf den anderen Oberflichen
signifikant kiirzer. Aufgrund der geringen Wiederholungszahl konnte auf der Glasoberfliche
nach acht Stunden keine Aussage iiber die Keimschlauchldnge gemacht werden. Wurden die
Konidien 24 Stunden auf der jeweiligen Oberfliche inkubiert, bildeten sie auf Parafilm® und der
Blattinsertion ,,oben-6 die ldngsten Keimschlduche von 28 pm aus. Signifikant kiirzer blieben
die Keimschlduche auf Polystyrol und der Blattinsertion ,,oben®. Die Keimschléduche hatten nur
eine Lange von 22 pum bzw. 19 um. Auf Glas wurden nach 24 Stunden in etwa so lange

Keimschliduche ausgebildet wie auf Polystyrol.
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Abb. 39: Einfluss der Kontaktoberflache auf die Keimschlauchlidnge von Konidien, die kein Appressorium gebildet
haben (MW = SE, unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach

Mann-Whitney bei p < 0,05).
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Abb. 40: Einfluss der Kontaktoberfliache auf die Keimschlauchldnge von Konidien, die ein Appressorium gebildet
haben (MW + SE, k. A. = keine Angabe, die Zahlen in den Séulen entsprechen der Anzahl an
Wiederholungen, unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach

Mann-Whitney bei p < 0,05).

3.7.2.2 Blattinsertion

Die Lénge der Keimschlduche von V. inaequalis wurde 48 Stunden nach der Inokulation der
Apfelblétter in Abhdngigkeit des Blattalters verglichen. Zum einen wurden die Keimschlduche
von Konidien gemessen, die ein Appressorium ausgebildet hatten, zum anderen von Konidien

ohne Appressorium. Das Blattalter hatte einen signifikanten Einfluss auf die Keimschlauchldnge
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(Abb. 41). Mit zunehmendem Blattalter nahm die Keimschlauchldnge sowohl bei Konidien mit
als auch bei denen ohne Appressorium zu. Auf jungen Blittern waren die Keimschlduche mit
Liangen von 15,9 pm bzw. 16,9 um am kiirzesten. Die ldngsten Keimschlduche von 28,0 um
bzw. 32,5 um wurden auf der éltesten Blattinsertion ,,oben-6* gemessen; sie waren 43-48 %
langer als auf der Blattinsertion ,,oben®.

Auf den mittleren Blattinsertionen ,,oben-2“ und ,,oben-4“ waren die Keimschlauche von
Konidien, die nach 48 Stunden kein Appressorium ausgebildet hatten, signifikant ldnger als bei
Konidien, die in der Lage waren Appressorien zu bilden. Auf dem jiingsten und dem &ltesten

Blatt waren diese Unterschiede in der Keimschlauchlidnge nicht feststellbar.

@ mit Appressorium [l ohne Appressorium
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Abb. 41: Einfluss der Blattinsertion auf die Keimschlauchldnge von V. inaequalis 48 Stunden nach Inokulation
(MW = SE, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz zwischen den Blattinsertionen nach
Mann-Whitney bei p < 0,05, * kennzeichnet Signifikanz innerhalb einer Blattinsertion nach t-Test bei

p <0,05).

3.7.2.3 Mit Apfelblattwachs beschichtete Glasoberflichen

Auf mit Wachs der verschiedenen Blattinsertionen beschichtetem Glas wurden die
Keimschlduche von Konidien beriicksichtigt, bei denen nach 48 Stunden ein Appressorium
ausgebildet worden war. Die auf Glas aufgebrachten Blattwachse hatten keinen signifikanten
Einfluss auf die Keimschlauchlinge (Abb. 42). Die Liangen variierten zwischen 36 pm und

44 um, waren aber nicht signifikant verschieden.
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Abb. 42: Einfluss der Beschichtung von Glasoberflachen mit Apfelblattwachsen verschiedener Blattinsertionen auf
die Keimschlauchlinge von V. inaequalis 48 Stunden nach Applikation (beriicksichtigt wurden nur
gekeimte Konidien mit Appressorium, MW + SE, keine Signifikanz nach Kruskal-Wallis bei p < 0,05).

3.7.2.4 Modelloberflachen

Auf Polystyrol betrug die durchschnittliche Keimschlauchldnge von Konidien mit Appressorien
24 Stunden nach der Inokulation 26 pm (Abb. 43). Diese waren damit nur wenig ldnger als die

auf Glas gebildeten Keimschliduche, welche Langen von ca. 22 pm aufwiesen.
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Abb. 43: Einfluss der Kontaktoberfliche auf die Keimschlauchldnge von V. inaequalis 24 und 48 Stunden nach
Applikation (MW = SE, beriicksichtigt wurden nur gekeimte Konidien mit Appressorium, unterschied-
liche Buchstaben innerhalb eines Inkubationszeitpunktes kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney

bei p <0,05).
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Die Liange der Keimschlduche von Konidien, die nach 48 Stunden ein Appressorium gebildet
hatten, waren auf den Referenzoberflichen Glas und Parafilm® signifikant verschieden (Abb.
43). Die Lédngen variierten zwischen 23,5 um und 31,5 pum, wobei auf der hydrophilen

Glasoberflache die Keimschliduche kiirzer blieben.

3.7.3 Appressorienbildung

3.7.3.1 Zeitlicher Verlauf

Die Kontaktoberfliche hatte einen deutlichen Einfluss auf die Appressorienbildung von
V. inaequalis (Abb. 44). Der grofite Effekt wurde auf Glas beobachtet, auf dem bis 8 Stunden
nach der Applikation der Konidiensuspension die Appressorienbildung gering blieb. AuBler auf
der Blattinsertion ,,oben” war nach vier Stunden noch keine Bildung von Appressorien
feststellbar. Sechs Stunden nach Applikation der Konidiensuspension war die hochste

Appressorienbildungsrate mit ca. 80 % auf der Blattinsertion ,,oben* zu verzeichnen. Aufden
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Abb. 44: Einfluss der Kontaktoberfliche auf die Appressorienbildung der gekeimten Konidien von V. inaequalis

(MW = SE, unterschiedliche Buchstaben zu jedem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Mann-

Whitney bei p < 0,05).
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iibrigen Oberfldchen war sie signifikant geringer. Auf Polystyrol bildeten nach sechs Stunden ca.
60 % der Konidien ein Appressorium, auf Parafilm” war dies erst nach acht Stunden der Fall.
Der Anteil an Konidien mit Appressorien lag auf Glas auch nach acht Stunden bei nur 12 %,
wihrend auf Apfelblédttern und Polystyrol bereits ein Anteil von 81-90 % beobachtet wurde.
24 Stunden nach der Inokulation war die Appressorienrate auf der Blattinsertion ,,oben mit
einem Anteil von 96 % um 12 % signifikant hoher als auf der Blattinsertion ,,oben-6 sowie auf

Glas. Auf Polystyrol und Parafilm® waren 90 % der Konidien in der Lage, Appressorien zu
bilden.

3.7.3.2 Blattinsertion

Die Anzahl gekeimter Konidien, die Appressorien ausbildeten, verdanderte sich in Abhéngigkeit
von der Blattinsertion. Die hochste Appressorienbildungsrate wurde mit 79 % auf der
Blattinsertion ,,oben‘ beobachtet (Abb. 45). Mit zunehmendem Blattalter war bei den gekeimten
Konidien eine signifikante Abnahme festzustellen. Auf der Blattinsertion ,,oben-6* wurde nur

noch von 57 % der gekeimten Konidien ein Appressorium gebildet.
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Abb. 45: Einfluss der Blattinsertion auf die Appressorienbildung von gekeimten Konidien von V. inaequalis
48 Stunden nach Inokulation (MW + SE, n = 24/40/38/32 x 10 Konidien, unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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Ausprigung des Melaninringes

Die Ausprigung des an der Kontaktfliche Appressorium-Unterlage gebildeten Melaninringes
wurde 48 Stunden nach der Inokulation auf vier verschiedenen Blattinsertionen untersucht. Es
wurden vier Klassen aufgestellt, durch die die Melaninringe charakterisiert werden sollten.

Zwischen den Blattinsertionen wurden deutliche Unterschiede in der Melaninringauspragung des
Appressoriums sichtbar (Abb. 46). Auf jungen Blittern konnten die Ringe zu fast 60 % in die
Klasse 1 eingeordnet werden. Die Melaninringe waren teilweise nur schwer zu erkennen (Abb.
47 A). Dieser Anteil nahm mit dem Blattalter ab, gleichzeitig nahm der Anteil an Melaninringen
der Intensititsklasse 3 zu (Abb. 47 C). Auf alten Blittern war der Anteil an mittelstark
ausgepriagten Melaninringen (Klasse 3) mit fast 45 % am hochsten. Keine Unterschiede
zwischen den Blattinsertionen ,,oben-2%, ,,oben-4* und ,,oben-6 gab es beim Anteil von diinn
ausgepragten Melaninringen (Klasse 2), die einen Anteil von 44-55 % ausmachten (Abb. 47 B).
Auf den jiingsten Blittern waren nur 36 % der Melaninringe diinn ausgeprédgt. Melaninringe der
Klasse 4 mit einer sehr dicken Auspragung wurden nur auf den dlteren Blattinsertionen ,,oben-4*

und ,,oben-6 beobachtet (Abb. 47 D).

B Klasse 1 OKlasse 2 BWKlasse 3 BEKlasse 4
a a

Anteil [%]

oben oben-2 oben-4 oben-6

Blattinsertion

Abb. 46: Einfluss der Blattinsertion auf die Melaninringauspragung der Appressorien von V. inaequalis 48 Stunden
nach Inokulation (MW £ SE, n =4, Anzahl Appressorien pro Wiederholung: oben = 30, oben-2 = 30,
oben-4 = 25, oben-6 = 23, Klasse 1 = sehr diinn/schwach, Klasse 2 = diinn, Klasse 3 = mittelkriftig,
Klasse 4 = sehr kréftig ausgeprdgte Melaninringe, Séulen mit dem Ergebnis ,,null“ wurden in der
statistischen Auswertung nicht beriicksichtigt, unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Klasse

kennzeichnen zwischen den Blattinsertionen Signifikanz nach Tukey bei p < 0,05).
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Abb. 47: Einfluss der Blattinsertion auf die Melaninringauspragung des Appressoriums von V. inaequalis.
Schwache Ausprigung (Klasse 1) auf jungem Blatt (A, Pfeil), diinne Auspragung (Klasse 2) auf jungem
Blatt (B), mittelkraftige Auspragung (Klasse 3) auf altem Blatt (C), kriftige Auspragung (Klasse 4) auf
altem Blatt (D) (Lichtmikroskopie).

Ort der Eindringungsstelle

Wie bei der Bestimmung der Ausprigung des Melaninringes wurde bei der Beurteilung der
Eindringungsstelle eine Klassifizierung in vier Klassen vorgenommen.

Das Blattalter hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Ort der Eindringung und somit auf die
Lage des Appressoriums auf dem Blatt (Abb. 48). Zu 35-45 % kam es auf allen Blattinsertionen
zu einer Eindringung iiber den antiklinen Zellwdnden. Auch direkt neben diesen, in einer
Entfernung < 3 pm, wurden etwa 31 % der Appressorien mit Melaninring gefunden. Seltener,
mit insgesamt maximal 33 %, befanden sich die Appressorien in einem Bereich von 3 pm bis
<10 pm zu den antiklinen Zellwinden bzw. mitten auf der Zelle (> 10 um). Demnach konnte
das Pathogen auf allen Blattinsertionen am héufigsten (mit maximal 75 %) iiber und direkt neben

den antiklinen Zellwénden penetrieren bzw. ein Appressorium mit Melaninring ausbilden.
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Tendenziell war allerdings eine Zunahme des Anteils Appressorien, die auf einer Zelle einen
Melaninring gebildet hatten, mit zunehmenden Blattalter zu vermerken, bei gleichzeitiger

leichter Abnahme der {iber den antiklinen Zellwénden gebildeten Appressorien.

Ml (iber den antiklinen Zellwanden O < 3 ym zu den antiklinen Zellwénden

H > 3 - <10 ym zu den antiklinen Zellwadnden M@ auf der Zelle

Anteil [%]
w
o

oben oben-2 oben-4 oben-6

Blattinsertion

Abb. 48: Einfluss der Blattinsertion auf den Ort der Eindringung von V. inaequalis in das Blatt 48 Stunden nach
Inokulation (MW =+ SE, n =4, Anzahl Appressorien pro Wiederholung: oben = 30, oben-2 = 30, oben-4 =
25, oben-6 = 23, innerhalb einer Klasse keine Signifikanz zwischen den Blattinsertionen nach Tukey bei

p <0,05).

3.7.3.3 Mit Apfelblattwachs beschichtete Glasoberflachen

Auf beschichteten Glasoberflichen wurde die Appressorienbildung in Abhéngigkeit der Wachse
von verschiedenen Blattinsertionen statistisch nicht beeinflusst (Abb. 49). Die
Appressorienbildungsrate lag unabhédngig von der Herkunft der extrahierten Blattwachse

zwischen 82 % und 96 %.

Auf Glas entwickelten sich 48 Stunden nach der Applikation Konidien, die vermehrt kréftig
ausgebildete Melaninringe im Appressorium aufwiesen (Abb. 50 A), ganz im Gegensatz zu
Konidien, die auf Parafilm gewachsen waren. Diese hatten ldngere Keimschlduche und deutlich
schwicher ausgebildete Melaninringe (Abb. 50 B). Auf mit Apfelwachsen beschichtetem Glas
waren Melaninringe schlechter zu erkennen. Viele Konidien schienen sich in das aufgebrachte
Wachs einzubetten (Abb. 50 C). Bei den gebildeten Infektionsstrukturen sah es so aus, als ob sie
in die aufgebrachte Wachsschicht einwachsen wiirden (Abb. 50 D).
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Abb. 49: Einfluss der Beschichtung von Glasoberfldchen mit Apfelblattwachsen verschiedener Blattinsertionen auf
die Appressorienbildung von V. inaequalis 48 Stunden nach Applikation (MW + SE, n = 8 x 10 Konidien,
keine Signifikanz nach Kruskal-Wallis bei p < 0,05).

Abb. 50: Entwicklung der Konidien von V. inaequalis auf Glas (A) bzw. Parafilm (B) sowie auf wachsbeschichtem

Glas (C, D) 48 Stunden nach Applikation (das Wachs stammte von den Blattinsertionen ,,oben* (C) bzw.
,»oben-4 (D), Durchlichtmikroskopie).
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3.7.3.4 Modelloberflichen

Auf Glas und Parafilm® wurde die Appressorienbildung nicht durch die unterschiedliche
Hydrophobizitdt der beiden Modelloberflichen beeinflusst. Der Anteil lag unabhéngig von der
Kontaktoberflache 48 Stunden nach der Applikation der Suspension bei ca. 90 %. Auch auf
Polystyrol bildeten iiber 90 % der Konidien 24 Stunden nach der Applikation ein Appressorium

aus.

Ausprigung des Melaninringes

Hingegen wurden zwischen den beiden Modelloberflichen Glas und Parafilm® deutliche
Unterschiede in der Ausprigung des Melaninringes der Appressorien festgestellt (Abb. 51). Auf
dem hydrophoben Parafilm® waren fast 35 % der Melaninringe der Intensititsklasse 1
zuzuordnen, wohingegen nur ca. 10 % der Klasse 3 zugeordnet werden konnten. Auf der
hydrophilen Glasoberfliche wurden deutlich mehr Melaninringe der Klasse 3 als der Klasse 1
zugeordnet. Die Klasse 4, Melaninringe mit einer sehr kriaftigen Auspriagung, war auf keiner der
Oberfléchen sichtbar. In 55 % bis 58 % aller untersuchten Appressorien waren, unabhéngig von

der Oberfliache, die Melaninringe diinn ausgeprégt (Klasse 2).
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Abb. 51: Einfluss der Kontaktoberfliche auf die Melaninringauspragung der Appressorien von V. inaequalis
48 Stunden nach Applikation (MW =+ SE, Parafilm n = 32, Glas n = 34, Klasse 1 = sehr diinn/schwach,
Klasse 2 = diinn, Klasse 3 = mittelkréiftig, Klasse 4 = sehr kriftig ausgepridgte Melaninringe,
unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Klasse kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney bei

p <0,05).

Das Boniturschema wich bei der Untersuchung der Melaninringsauspragung 24 Stunden nach

der Applikation der Suspension auf Glas und Polystyrol von dem Vorherigen etwas ab, da in
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diesem Fall nur drei Klassen gebildet wurden (Abb. 52). Auf Polystyrol wurden signifikant mehr
diinn ausgeprédgte Melaninringe (Klasse 1) gebildet als auf Glas. Gleichzeitig war der Anteil an
mittelstark ausgebildeten Melaninringen (Klasse 2) geringer. Sehr kréftige Melaninringe

(Klasse 3) wurden zu nur 2 % auf der Glasoberflache und auf Polystyrol gar nicht beobachtet.
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Abb. 52: Einfluss der Kontaktoberfliche auf die Melaninringauspragung der Appressorien von V. inaequalis
24 Stunden nach Applikation (MW + SE, n = 8 x 9 Konidien, Klasse 1 = diinn/schwach, Klasse 2 =
mittelkriftig, Klasse 3 = sehr kriftig ausgeprigte Melaninringe, unterschiedliche Buchstaben innerhalb

einer Klasse kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney bei p < 0,05).

3.7.4 Primarstroma- und Laufhyphenbildung auf Apfelblattern

Der Anteil an Primérstromata, die von Konidien mit Appressorien gebildet wurden, nahm mit
zunehmendem Blattalter signifikant ab (Tab. 18). Das Pathogen war auf alten Bléttern kaum in
der Lage, eine Infektion erfolgreich abzuschlieBen. Zwischen den Blattinsertionen ,,oben-2* und
,»oben-4“ war eine Reduktion der Primérstromabildung um mehr als 60 % feststellbar. Aber auch
auf dem jlingsten Blatt war die Appressorienbildung nach 48 Stunden nicht bei allen Konidien
mit der Ausbildung eines Priméarstromas verbunden.

Weiterhin wurde untersucht, ob von den ausgebildeten Primérstromata Laufhyphen differenziert
wurden. Nur auf den jiingeren Blattinsertionen ,,oben* und ,,oben-2* kam es 48 Stunden nach der
Inokulation zur Differenzierung von Laufhyphen, wobei der Anteil zwischen diesen
Blattinsertionen bereits um knapp 43 % reduziert war. Auf alten Bléttern wurden von

V. inaequalis keine Lauthyphen ausgebildet (Tab. 18).
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Tab. 18: Einfluss der Blattinsertion auf die Bildung von Primérstromata und Laufhyphen durch V. inaequalis
48 Stunden nach Inokulation auf Apfelbldtter (MW + SE, n =4 Wdh.).

Blattinsertion
oben oben-2 oben-4 oben-6
Primérstroma [%] ! 86,0+2,0a 3 69,1 £ 11,6 a 59+1,7b 41+23b
Lauthyphen [%] * 49,8 +10,1a 7,1+£46b 0,0£00b 0,0£0,0b
Anzahl Appr. je Wdh 36 34 34 31

! prozentualer Anteil von gekeimten Konidien mit Appressorium, * prozentualer Anteil von gekeimten Konidien mit

Primérstroma, * unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney bei p < 0,05

Neben dem Anteil der von gekeimten Konidien gebildeten Primérstromata und Laufhyphen
wurde weiterhin deren Ausbildung im Blatt erfasst. Wahrend sich auf den jlingsten Blittern nach
48 Stunden bereits Lauthyphen differenzierten (Abb. 53 A), war auf der Blattinsertion ,,oben-2*
nur ein gut ausgebildetes Primédrstroma zu sehen (Abb. 53 B). Auf den ilteren Blattinsertionen
»oben-4““ und ,,oben-6* hingegen waren nach 48 Stunden nicht einmal Primérstromata erkennbar

(Abb. 53 C und D).

3.7.5 Symptomentwicklung auf Apfelblattern

Es wurde untersucht, ob das Blattalter, reprasentiert durch vier verschiedene Blattinsertionen von
Apfelsimlingen, einen Einfluss auf die Pathogenese von V. inaequalis hat. Dazu wurde zu drei
Boniturterminen fiir die vier Blattinsertionen die makroskopisch sichtbare befallene Blattfliche
ermittelt (Abb. 54). Sechs Tage nach der Inokulation waren auf der Blattinsertion ,,oben‘ bereits
33 % der Blattfliche befallen. Auf den anderen Blattinsertionen war der Befall signifikant
geringer, auf der dltesten Blattinsertion (,,oben-6) kam es sechs Tage nach der Inokulation noch
zu keinem sichtbaren Befall. Erst zehn Tage nach der Inokulation war auf dieser Blattinsertion in
geringem MaB3e ein Befall feststellbar. Wahrend auf der Blattinsertion ,,oben® innerhalb von acht
Tagen der Anteil der befallenen Blattfliche auf ca. 60 % anstieg, kam es auf den anderen
Blattinsertionen zu weitaus geringeren Zunahmen. 14 Tage nach der Inokulation waren auf der
Blattinsertion ,,oben-2* etwa 19 % der Blattfliche mit V. inaequalis befallen, auf den é&lteren

Blattinsertionen ,,oben-4*“ und ,,oben-6* hingegen nur ca. 6 % bzw. 2 % der Blattflache.
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Abb. 53: Einfluss der Blattinsertion auf die Primérstroma (PS)- und Laufhyphenbildung (LH) von V. inaequalis auf
Apfelblittern 48 Stunden nach Inokulation (A: Blattinsertion ,,oben”, B: ,oben-2“, C: ,oben-4%,

D: ,,oben-6“, Anilinblau-Féarbung, Fluoreszenzmikroskopie).
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Abb. 54: Einfluss der Blattinsertion auf die Befallsentwicklung von V. inaequalis auf Apfelsiamlingen (MW = SE,
unterschiedliche Buchstaben zu einem Boniturtermin kennzeichnen Signifikanz nach Mann-Whitney bei

p <0,05).
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3.8 Isolierung und Analyse von hydrophoben Proteinen

Konidien von V. inaequalis wurden auf das Vorhandensein von Hydrophobinen oder anderen, an
der Adhésion beteiligten Proteinen untersucht. Zur Reinigung von sekretierten Proteinen nach
MANKEL (2001) wurden die Konidien fiir 18 Stunden in Reinstwasser inkubiert und die
Proteine isoliert. Untersucht wurden sowohl die Konidien als auch das Medium, in dem die
Konidien inkubiert worden waren. Nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE konnten durch
Coomassie-Farbung verschiedene Banden festgestellt werden. Es waren nur im Medium Proteine
nachweisbar. Mittels GroBenstandard konnten die molekularen Massen der stirksten Banden in
der Coomassie-Farbung mit ~ 16 bzw. ~ 10 kDa bestimmt werden (Abb. 55). Neben diesen
beiden Banden waren noch weitere erkennbar, die allerdings schwécher waren bzw. eine grofere

molekulare Masse aufwiesen und daher nicht weiter beriicksichtigt wurden.

<+ (Probe B)
< (Probe A)

Abb. 55: SDS-PAGE der Trifluoressigsédure-l6slichen Fraktion des mit Luft durchsetzen Mediums sowie der
Fraktion aus Konidien von V. inaequalis (1 = gereinigte Proteine aus dem Medium, 2 = gereinigte

Proteine aus den Konidien, M = GroBenstandard 4 - 250 kDA, Coomassie-Féarbung).

Die Ergebnisse der Sequenzierung der beiden ausgewihlten Banden sind in Tab. 19 und Tab. 20
dargestellt. Die Sequenzierung erbrachte fiir beide Proteine nur eine geringe Anzahl an Peptiden.
Fiir das Protein mit einer molekularen Masse von ~ 10 kDa (Probe A) wurden der Verdau mit
Trypsin bzw. mit Thermolysin und eine chemische Aufspaltung mit HCl durchgefiihrt. Durch
den Verdau wurden jeweils zwei Peptide bzw. Peptidfragmente nachgewiesen, die chemische
Aufspaltung mit HCI erbrachte keine sinnvolle Sequenz. Aufgrund der geringen Signalstirke
waren die Peptidsequenzen schwer auszuwerten, und die Kiirze der Sequenzabschnitte fiihrte zu
keinem signifikanten Treffer bei der Datenbanksuche (UniProtKB und UniRefl00 unter
http://www.expasy.org). Fiir diese Probe konnte infolgedessen kein Hydrophobin oder ein

anderes bekanntes Protein nachgewiesen werden.
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Tab. 19: Sequenzen der detektierten Peptide des Proteins von V. inaequalis mit einer molekularen Masse von

10 kDa nach dem Verdau mit Trypsin bzw. Thermolysin.

Probe A (~ 10 kDa): Peptidsequenz

Trypsin-Verdau:

Peptid 1 (7 AS 1) PLTDVFK

Peptid 2 (11 AS) NGAGDTSLTGR
Thermolysin-Verdau

Peptidfragment 1 (5 AS) (SD)NYG...

Peptidfragment 2 (7 AS) FSVDPY(A?)...

' AS = Aminoséiure

Tab. 20: Sequenzen der detektierten Peptide des Proteins von V. inaequalis mit einer molekularen Masse von

16 kDa nach dem Verdau mit Trypsin.

Probe B (~ 16 kDa): Peptidsequenz

Peptid 1 (26 AS ') FLGQGPQDNESALEQAKDEQISDFIR
Peptid 2 (10 AS) VGTGEFAQGK

Peptid 3 (25 AS) QGQ-TSGSGLT-DDSESGSGNSGGSAK
Peptid 4 (18 AS) ALSTAVTAFSVALQNLLK

Peptid 5 (16 AS) (av/va)DPTALVAALNALTK

' AS = Aminoséiure

Das Protein mit einer molekularen Masse von ~ 16 kDa (Probe B) lieferte beim tryptischen
Verdau mehrere Peptide. Von den flinf analysierten Peptiden konnten zwei (Peptid 4 und 5)
keinem bekannten Protein zugewiesen werden. Peptid 1 hingegen wies eine groBe Ahnlichkeit
mit einem Protein aus dem Ascomyceten Coccidioides immitis RS auf (Tab. 21, Tab. 22). Die
Peptide 2 und 3 wiesen Ubereinstimmungen mit einem Protein aus Phaeosphaeria nodorum
SN 15, ebenfalls einem Ascomycet, auf (Tab. 21, Tab. 22). Beide Proteine sind allerdings nicht
ndher beschrieben, so dass keine genauere Aussage iber die in V. inaequalis gefundenen

Proteine gemacht werden konnte.
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Tab. 21: Ergebnis der Datenbanksuche fiir die Peptide 1 — 3 des Proteins von V. inaequalis mit der molekularen
Masse von 16 kDa.

Peptid Score (bits) Ubereinstimmungen Organismus

Peptid 1 73,6 23/26 (88 %) Coccidioides immitis RS
Peptid 2 32,9 10/10 (100 %) Phaeosphaeria nodorum SN15
Peptid 3 40,5 18/25 (72 %) Phaeosphaeria nodorum SN15

Quelle: ExPASy Blast 2 (http://www.expasy.org)

Tab. 22: Vergleich der detektierten Peptidsequenzen des Proteins mit der molekularen Masse von 16 kDa aus

V. inaequalis mit den Proteinsequenzen der Erreger C. immitis und P. nodorum aus der Datenbank.

Coccidioides immitis RS: 108 AS
MDFVNKLAGQ GKSENQGGSS GGEGGMFSGI GDKLNAAAGG GRESEKSEDM

LDKGVDFLQE REM K N B G QY KSVAGSDLPI

KDKDTKLG

Phaeosphaeria nodorum SN15: 85 AS
MADQYKPTEH GGLKQDGTPD KRVGTGEFAQ GKVDPHEAGK BEGHISESES

ASDDSSSENSIGESARGOFAH GKVDPVEAGK KGGNS

Die markierten Bereiche geben die Ubereinstimmungen in den Sequenzen von C. immitis und P. nodorum mit denen
von V. inaequalis aus Tab. 20 an: blau = Peptid 1, hellgriin = Peptid 2, dunkelgriin = Peptid 3, Quelle der Sequenzen
von C. immitis und P. nodorum: ExPASy Blast 2 (http://www.expasy.org)

Die Aminosduren wurden anhand ihrer biochemischen Eigenschaften in vier Gruppen unterteilt
(Tab. 23, Tab. 24). Die Haufigkeiten der Aminosduren in den Peptidsequenzen beider Proteine
waren sehr unterschiedlich. Aminosauren, die mit einem Anteil von iiber 10 % in einer oder
mehreren der fiinf Peptide aus dem Protein mit der molekularen Masse von 16 kDa vorkamen,
waren Alanin, Asparaginsdure, Glutamin, Glutaminsdure, Glycin, Leucin, Serin, Threonin und
Valin. Einen geringen Anteil in allen Peptiden nahmen Arginin, Asparagin, Isoleucin und Prolin
ein. Aufgrund der kurzen Peptidsequenzen des Proteins mit einer molekularen Masse von
10 kDa kamen alle in den Sequenzen gefundenen Aminosduren mit einem Anteil von mindestens
9 % vor. Die fiir Hydrophobine typische Aminosdure Cystein wurden in den kurzen Sequenzen

beider Proteine von V. inaequalis nicht gefunden.



96 Ergebnisse

Tab. 23: Haufigkeiten der Aminosduren in den Peptiden des Proteins von V. inaequalis mit einer molekularen

Masse von 16 kDa (Probe B) (Angaben in %).

Aminosaure Peptid 1 Peptid 2 Peptid 3 Peptid 4 Peptid 5
Asparaginséure (D) 11,5 0,0 8,0 0,0 6,3
Glutaminséure (E) 11,5 10,0 4,0 0,0 0,0
Arginin (R) 3,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Lysin (K) 3.8 10,0 4,0 5,6 6,3
Asparagin (N) 3,8 0,0 4.0 5,6 6,3
Glutamin (Q) 15,4 10,0 8,0 5,6 0,0
Serin (S) 7,7 0,0 28,0 11,1 0,0
Threonin (T) 0,0 10,0 8,0 11,1 12,5
Alanin (A) 7,7 10,0 4,0 22,2 31,3
Glycin (G) 7,7 30,0 28,0 0,0 0,0
Isoleucin (I) 7,7 0,0 0,0 0,0 0,0
Leucin (L) 7,7 0,0 4,0 22,2 18,8
Phenylalanin (F) 7,7 10,0 0,0 5,6 0,0
Prolin (P) 3,8 0,0 0,0 0,0 6,3
Valin (V) 0,0 10,0 0,0 11,1 12,5

Die Aminosduren (AS) sind nach ihren biochemischen Eigenschaften gruppiert: hellgriin: negativ geladene, hydrophile AS,
orange: positiv geladene, hydrophile AS, hellblau: neutrale hydrophile AS, hellgelb: hydrophobe AS.

Tab. 24: Haufigkeiten der Aminoséuren in den Peptiden und Peptidfragmenten des Proteins von V. inaequalis mit

einer molekularen Masse von 10 kDa (Probe A) (Angaben in %).

Aminosdure Peptid 1 Peptid 2 Peptidfragment 1 Peptidfragment 2
Asparaginséure (D) 14,3 9,1 20,0 14,3
Arginin (R) 0,0 9,1 0,0 0,0
Lysin (K) 14,3 0,0 0,0 0,0
Asparagin (N) 0,0 9,1 20,0 0,0
Serin (S) 0,0 9,1 20,0 14,3
Threonin (T) 14,3 18,2 0,0 0,0
Tyrosin (Y) 0,0 0,0 20,0 14,3
Alanin (A) 0,0 9,1 0,0 14,3
Glycin (G) 0,0 27,3 20,0 0,0
Leucin (L) 14,3 9,1 0,0 0,0
Phenylalanin (F) 14,3 0,0 0,0 14,3
Prolin (P) 14,3 0,0 0,0 14,3
Valin (V) 14,3 0,0 0,0 14,3

Die Aminoséduren (AS) sind nach ihren biochemischen Eigenschaften gruppiert: hellgriin: negativ geladene, hydrophile AS,
orange: positiv geladene, hydrophile AS, hellblau: neutrale hydrophile AS, hellgelb: hydrophobe AS.
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4 DISKUSSION

Wihrend der frilhen Pathogenese steht ein phytopathogener Pilz in engem Kontakt mit der
Wirtsoberfliche. In den ersten Stunden des Zusammentreffens entscheidet sich, ob das
Pflanzengewebe besiedelt und zur eigenen Erndhrung genutzt werden kann. Viele Faktoren sind
in dieser frithen Phase der Pathogenentwicklung auf der Wirtsoberfliche von Bedeutung: Im
ersten Teil dieser Arbeit wurden physikalische und chemische Eigenschaften der Kutikula
wihrend der ontogenetischen Entwicklung von Apfelsdmlingen vor dem Zusammentreffen mit
dem Pathogen untersucht. Es wurden verschiedene Blattinsertionen untersucht, da sie
Unterschiede in der Anfilligkeit gegeniiber dem Erreger des Apfelschorfs Venturia inaequalis
gezeigt hatten. Im zweiten Teil folgen die Untersuchungen zur Charakterisierung der Konidien
von V. inaequalis sowie zur Adhdsion und Entwicklung der Konidien auf Apfel- und
Modelloberflichen, die sich hinsichtlich ihrer Hydrophobizitit voneinander unterschieden.
Zudem wurden der Prozess und die Art der Haftung von Konidien und Infektionsstrukturen von

V. inaequalis untersucht.

Junge Blitter von Apfelsdmlingen der Sorte ,,Golden Delicious* zeigten zu Beginn ihrer
Entwicklung ein deutliches GroBenwachstum, denn innerhalb von vier bis fiinf Tagen
verdoppelte sich nahezu ihre Fliache. Mit zunehmendem Alter nahm die Wachstumsrate
kontinuierlich ab, bis das Blatt nach ca. 20 Tagen seine endgiiltige GroBe erreicht hatte. Ahnliche
Angaben liegen von HELLMANN und STOSSER (1994) vor, die ihre Untersuchungen
allerdings im Freiland durchgefiihrt hatten. Die Kutikuladicke nahm von ca. 0,8 um bei sehr
jungen Blittern auf maximal 2 um bei ausgewachsenen Blittern zu (HELLMANN und
STOSSER 1992a). Auch in den eigenen Untersuchungen wurde eine Dickenzunahme der
Kutikula und der Zellwand der adaxialen Blattseite bei Apfelblittern der Sorte ,,Golden
Delicious* festgestellt. Fiir den Infektionserfolg von V. inaequalis schien die Dicke der Kutikula,
als ein Faktor der ontogenetischen Resistenz, ein limitierender Faktor zu sein, da auf alten
Blittern weniger Primérstromata gebildet wurden als auf jungen Bldttern. Trotz erfolgreicher
Appressorienbildung schien der Pilz die Kutikula von alten Bléttern nicht durchdringen zu

konnen.

Die Blattflache vergroBerte sich wéhrend der Entwicklung der Apfelsdmlinge. Allerdings
waren die alten bereits ausgereiften Blitter kleiner als Blatter, die zu einem spédteren Zeitpunkt
gebildet wurden. Die Entwicklung der Zellflache von Epidermiszellen der Blattoberseite vollzog
sich in dhnlicher Weise: Junge Blitter wiesen die kleinsten, ausgereifte Blitter die groften

Epidermiszellen auf. Alte Blétter hatten allerdings wieder etwas kleinere Zellen. Eine
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VergrofBerung der Blattfliche scheint groBtenteils von der Ausdehnung der bereits vorhandenen
Zellen abhingig zu sein. Die Anzahl an Epidermiszellen war in Untersuchungen von BRINGE et
al. (2006) bei alten Blittern geringer als bei ausgereiften Blittern, die erst spéter entwickelt
wurden. Dies hatte dementsprechend eine kleinere Blattfliche im Vergleich zu spéter

entwickelten Bléttern der gleichen Pflanze zur Folge.

Die Oberseite von Apfelblittern wies im Rasterelektronenmikroskop eine amorphe, glatte
Oberflachenstruktur auf. Epikutikulare Wachskristalle waren nicht vorhanden. Amorphe
Wachsfilme bzw. strukturarme Wachse sind neben Malus-Arten auch bei anderen Rosaceen zu
finden (JEFFREE 2006, BAKER und HUNT 1981). Die Anordnung von Wachsen hat einen
Einfluss auf die Mikromorphologie von Bléttern und Friichten. Diese wiederum beeinflusst die
Benetzbarkeit z. B. mit Wasser, und damit die Besiedlungsfiahigkeit durch Mikroorganismen.
Der Grad der Benetzbarkeit der Kutikula unterscheidet sich in Abhingigkeit von dem
Vorhandensein von kristallinen epikutikularen Wachsen, ihrer chemischen Zusammensetzung
sowie der Mikrostruktur der Wachse bzw. der Orientierung der Molekiile der
Wachskomponenten (JUNIPER und JEFFREE 1983, HOLLOWAY 1970, HOLLOWAY 1969).
Auch die aufzubringende Fliissigkeit hat einen Einfluss auf die Benetzbarkeit (HALLAM und
JUNIPER 1971). Ausgedriickt wird der Grad der Benetzbarkeit eines Festkorpers durch den
Kontaktwinkel, der Winkel, den eine Fliissigkeit mit einer festen Oberfliche bildet (JUNIPER
und JEFFREE 1983, JUNIPER 1959). Die Kontaktwinkel von Wassertropfen auf der Oberfléche
von Apfelsdmlingen nahmen mit zunehmendem Blattalter ab, lagen aber bei keiner Blattinsertion
iiber 110°. Die gemessenen Werte deuten auf eine hydrophobe Blattoberfliche hin, wie sie bei
einer Vielzahl von Pflanzenspezies zu finden ist. Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen
erginzen Beobachtungen am Rasterelektronenmikroskop, denn nach HOLLOWAY (1970) sowie
BARTHLOTT und NEINHUIS (1997) wiesen Blattoberflachen mit flachen Wachsbeldgen ohne
markante Oberflichenstruktur Kontaktwinkel zwischen 80 und 110° auf. Fiir die Pilzentwicklung
miisste eine zunehmende Benetzbarkeit der Oberfldche vorteilhaft sein; bei V. inaequalis schien
dies allerdings nicht der Fall zu sein, da auf alten Bléttern, trotz einer besseren Benetzbarkeit,
eine  schlechtere Entwicklung festzustellen war. Demnach haben neben den
Benetzungseigenschaften einer Oberfliche noch weitere Faktoren einen Einfluss auf die

Entwicklung von Pathogenen.

Die adaxiale Seite von jungen Apfelblittern wies eine Oberflidche auf, die ausgeprigte
kutikulare Erhohungen bzw. Rippen zeigte. Diese Rippen waren besonders auf dem Lumen,
weniger am Rand der Epidermiszellen vorhanden. Die Kutikulamembran von Pflanzen ist oft mit

Papillen oder Rippen versehen (JEFFREE 1996). Querschnitte der Blétter deuteten an, dass die
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Rippen neben Wachsen auch Cutin und Zellwandbestandteile aufwiesen. Aus den Bildern wurde
aber nicht ersichtlich, wo sich die verschiedenen Bereiche voneinander abgrenzten. Genaue
Studien zum Aufbau der Kutikula von Pflanzen gibt es unter anderem von JEFFREE (1996),
HOLLOWAY (1982b) sowie MARTIN und JUNIPER (1970). Auf alten Apfelblittern waren
diese Aufwolbungen der Kutikula flacher und traten zudem seltener auf. Dies kann auf eine
Vergroflerung der Zellfliche zuriickgefiihrt werden, so dass es zu einer Art Streckung der
Kutikula iiber den Zellen kommt (BRINGE et al. 2006). Durch die Auffaltungen der Kutikula
kann es zu einer vielfachen Vergroferung der Oberflache im Vergleich zu der darunter liegenden
Epidermis kommen (JEFFREE 1996, ROSENQUIST und MORRISON 1988, CONSIDINE und
KNOX 1979). Dadurch kann sich die Kutikula an eine Ausdehnung der Epidermisfliche in
spéteren Stadien der Blatt- oder Fruchtentwicklung anpassen. Fiir phytopathogene Pilze, die auf
Wasser oder eine hohe relative Luftfeuchtigkeit angewiesen sind, ist die Struktur der Blattfliche
von Bedeutung. Junge Blitter stellen aufgrund ihrer Struktur vermutlich einen geeigneten Ort zur
Besiedelung dar: In den tiefen Furchen zwischen den stark gewolbten Epidermiszellen und den
Kutikularleisten kann sich das Oberflichenwasser langer halten. Dadurch wird ein giinstiges
Mikroklima fiir Pathogene erreicht. Auf alten Blittern, die eine flachere Oberfliche aufwiesen,
miisste der Abtrocknungsprozess wesentlich schneller erfolgen, was eine ungiinstigere
Bedingung fiir den Infektionsbeginn zur Folge haben konnte. Durch V. inaequalis verursachte
Lisionen waren meistens von der Mittelrippe und den seitlichen Hauptadern ausgehend auf der
Blattoberseite zu sehen (MACHARDY 1995). Der Thigmotropismus oder Kontakttropismus, der
bei Rostpilze das Wachstum von Keimschléduchen und die Bildung von Appressorien bestimmt
(HOCH und STAPLES 1991, HOCH et al. 1987), konnte ebenfalls im Zusammenhang mit der
Entwicklung von V. inaequalis stehen. Auf alten Apfelblittern waren die Kutikularleisten flacher
und in reduzierter Anzahl vorhanden, gleichzeitig war ein verringerter Anteil an Appressorien

bei Konidien von V. inaequalis zu verzeichnen.

Die Gesamtwachsmenge der untersuchten Apfelblatter variierte in Abhéngigkeit von der
Blattinsertion zwischen 1,9 und 3,6 pg cm™ und betrug damit nur ein Zehntel der von
HELLMANN (1992) sowie BAKER und HUNT (1981) gemessenen Werte an Freilandbdumen.
DARNELL und FERREE (1983) sowie HOLLOWAY und BAKER (1970) beschrieben
ebenfalls deutlich hohere Mengen im Gesamtwachs von Blittern verschiedener Malus-Arten.
Die Wachsmenge der adaxialen Blattseite von Malus hupehensis verringerte sich analog zu der
von M. domestica, bedingt durch geringe Wachssyntheseraten, mit fortschreitender Entwicklung
(BAKER und HUNT 1981). Unterschiede in der Gesamtwachsmenge auf Apfelbléttern konnen

nicht nur wihrend der Ontogenese der Pflanzen auftreten, sondern auch in Abhingigkeit von der



100 Diskussion

Jahreszeit und der Sorte (HELLMANN und STOSSER 1992b). AuBerdem konnten andere
Faktoren, wie die relative Luftfeuchtigkeit, die Menge am epikutikularem Gesamtwachs pro
Flacheneinheit z. B. bei Porree beeinflussen (MAIER und POST-BEITTENMILLER 1998). In
den eigenen Untersuchungen wurden die Pflanzen in Klimakammern angezogen; dies konnte
einen Einfluss auf die Wachsauflagerung haben, da umweltbedingte Faktoren weitgehend

ausgeschlossen waren.

Das untersuchte Oberflichenwachs setzte sich aus sechs Substanzklassen zusammen.
Triterpene, primdre Alkohole und Ester gehorten auf jungen Blittern der Apfelsorte ,,Golden
Delicious* zu den Hauptsubstanzklassen. Weitere Substanzklassen waren Alkane, Séuren und
Sterole. Untersuchungen von HELLMANN (1992) ergaben einen hohen Anteil an Triterpenen
von ca. 60 % des gesamten Oberflichenwachses; ein doppelt so hoher Anteil wie auf den jungen
Bléttern in den eigenen Untersuchungen gemessen wurden. Nach BAKER (1982) kommt die
Ursolsdure als vorherrschendes Triterpen in den Blatt- und Fruchtwachsen von vielen Malus-
und Prunus-Arten vor, und war in groflen Mengen auch in den untersuchten Apfelblittern zu
finden. Der Triterpengehalt nahm im Laufe der Blattentwicklung ab. Ahnliche Ergebnisse iiber
das Vorhandensein von Triterpenen in Blattwachsen wurden auch bei anderen Rosaceen
beschrieben, wie z. B. Prunus laurocerasus (JETTER und SCHAFFER 2001, JETTER et al.
2000), Prunus persica (BAKER et al. 1979), M. hupehensis sowie Prunus cerasus (BAKER und
HUNT 1981).

Durch die Extraktion mit Chloroform wurden vermutlich, vor allem bei jungen bzw. im
Gewdéchshaus gebildeten Blittern mit einer diinnen Wachsschicht, nicht nur die epikutikularen
Wachse herausgeldst, sondern auch die intrakutikularen. Die gleiche Vermutung hatten auch
HAAS und RENTSCHLER (1984) und wihlten eine Methode mit Kollodium, um die
epikutikularen Wachse mechanisch von der Blattoberfliche abzuziehen. Bei Rubus fruticosus
wiesen die intrakutikularen Wachse, dhnlich wie bei von HELLMANN (1992) untersuchten
Apfelblittern, einen hohen Anteil an Oleanol- und Ursolsdure auf, wihrend im epikutikularen
Wachs keine bzw. nur geringe Anteile an Triterpenen detektiert wurden (HAAS und
RENTSCHLER 1984). Die detektierten Triterpene haben demnach fiir die Eigenschaften auf der

Wachsoberfliche und somit fiir die Pilzentwicklung nur eine geringe Bedeutung.

Hentriacontan war die vorherrschende Komponente bei den Alkanen, Hexacosanol und
Dotriacontanol bei den primédren Alkoholen. Der Alkangehalt blieb unabhédngig vom Blattalter
auf etwa dem gleichen Niveau, der Anteil primérer Alkohole nahm indes zu. Innerhalb der

Einzelkomponenten kam Hexacosanol in jungen Bldttern am héufigsten vor, wihrend
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Dotriacontanol vor allem in alten Blittern in hoherem Malle zu finden war. Hexacosanol und
Octacosanol sind unter anderem dominante Komponenten in den Blattwachsen von
Getreidearten sowie von Beta vulgaris, Phaseolus vulgaris, Eucalypthus- und Acacia-Arten
(BAKER 1982). Ein Anstieg im Alkoholanteil sowie eine Zunahme der ldngerkettigen Alkohole
wurde an Apfelbliattern und —friichten anderer Sorten festgestellt (BELDING et al. 1998,
HELLMANN 1992). Das Oberflichenwachs von Avocadofriichten beinhaltete einen hohen
Anteil an langkettigen primiren Alkoholen. Diese Wachskomponente 16ste als ein chemisches
Signal die Appressorienbildung bei Colletotrichum gloeosporioides aus (PODILA et al. 1993).
Auch bei Erysiphe pisi induzierte ein hoher Gehalt an primaren Alkoholen im epikutikularen
Wachs von Erbsenbléttern die Keimschlauch- und Appressorienbildung (GNIWOTTA et al.
2005). Bei Konidien von V. inaequalis hingegen scheinen hohe Alkoholgehalte im Wachs
hemmend zu wirken, da mit zunehmendem Blattalter der Gehalt an primiren Alkoholen zunahm
und sich gleichzeitig die Appressorienbildung reduzierte. Die Keimung blieb hingegen

unbeeinflusst.

Sterole nahmen im Wachs der untersuchten Apfelblitter mit deren Alter zu. Diese
Substanzklasse, die bei BRINGE et al. (2006) nicht detektiert wurde, wurde auch im Wachs von
Pfirsichbléttern gefunden, und verhielt sich im Vergleich zum Wachs der Apfelblétter wahrend
der Blattentwicklung konform (BAKER et al. 1979, BUKOVAC et al. 1979). Wihrend der
Ontogenese verschiedener Pflanzenarten treten gegensitzliche Verdnderungen in den
Oberflachenwachsen von Blittern und Friichten auf. Die Verdnderungen kdnnen die Menge der
gebildeten Wachse sowie die Zusammensetzung der Substanzklassen und Einzelkomponenten
betreffen. Je nach Pflanzenart und auch innerhalb von Pflanzenarten kdnnen die einzelnen
Wachsbestandteile zu- oder abnehmen. Die Anderungen der Wachszusammensetzung mit dem
Blattalter konnen als eine unterschiedlich starke Exkretion der einzelnen Wachskomponenten im
Laufe der Zeit angesehen werden (BAKER und HUNT 1981). BAKER et al. (1979) nahmen an,
dass eine nachlassende Stoffwechselaktivitit der ilter werdenden Blitter fiir diese Anderungen
verantwortlich ist. Da die einzelnen Bestandteile, aus denen sich Oberflichenwachse
zusammensetzen, unterschiedliche chemische Eigenschaften aufweisen, ergeben sich durch
Anderung der Wachszusammensetzung somit auch Anderungen der chemischen Eigenschaften
der Wachsschicht (HELLMANN 1992). Dies konnte einen Einfluss auf die Entwicklung von

V. inaequalis haben.

Die Hydrophobizitit von Apfelblattoberflachen verringerte sich im Lauf der Ontogenese
der Blitter. Die verbesserte Benetzbarkeit von alten Bléttern schien mit den oben genannten

Verdanderungen in der Zusammensetzung der Wachskomponenten verbunden zu sein. Diese
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Annahme beruht auf dem Vorkommen von langkettigen Alkanen und priméren Alkoholen, die
eine hohe Apolaritit in den Wachsen hervorrufen. Die Akkumulation von funktionalen OH-
Gruppen bzw. die Zunahme lingerkettiger Wachskomponenten hat eine grof3e Bedeutung fiir die
Hydrophobizitit, und bedingt eine zunehmende Benetzbarkeit der Blattoberfliche wihrend der
Ontogenese (HOLLOWAY 1969). Auf Blattern von Prunus persica, ebenfalls einem Vertreter
der Rosengewichse, hingegen erhohte sich der Kontaktwinkel aufgrund von Anderungen der
Wachszusammensetzung mit der Blattentwicklung, was eine zunehmende Hydrophobie der

adaxialen Blitter zur Folge hatte (BUKOVAC et al. 1979).

Die Aufbringung von extrahierten Blattwachsen auf Glasoberflichen erhdhte deren
Hydrophobizitidt signifikant. Die auf Glas aufgebrachten Wachse der verschiedenen
Blattinsertionen bildeten nicht die Unterschiede in der Benetzbarkeit ab, die auf den Blattern
festgestellt wurden. Bei der Extraktion der Wachse mittels Chloroform wurde davon
ausgegangen, dass alle an der Oberfldche befindlichen Wachse herausgelost wurden. Da sich die
Kontaktwinkel grundlegend unterschieden, ist davon auszugehen, dass neben der
Zusammensetzung auch die Anordnung der einzelnen Wachskomponenten fiir die Benetzbarkeit
der Oberfliche von Bedeutung ist. Komponenten, die sich in unteren Kutikulaschichten
befinden, konnen durch die kiinstliche Aufbringung auf Glas an die Oberfliche kommen und
somit den Kontaktwinkel verdndern. Denn die Komponenten der Wachsschicht weisen
unterschiedliche Hydrophobizititen auf: Alkane sind am hydrophobsten, gefolgt von den Estern,
Ketonen, sekundiren und priméren Alkoholen. Am wenigsten hydrophob sind Sterole, Diole und
Triterpene (JUNIPER und COX 1973, HOLLOWAY 1970). Diese Anderungen in der
Wachsanordnung und damit bedingten topographischen UnregelmiBligkeiten auf der
Glasoberfldache konnten auch ein Grund dafiir sein, dass die Entwicklung von V. inaequalis auf
wachsbeschichtetem Glas nicht mit der auf Apfelblittern vergleichbar war. Trotz der gleichen
Wachszusammensetzung (unter der Annahme, dass das gesamte Wachs extrahiert wurde) gab es
Unterschiede in Form von verringerten Keimraten, lingeren Keimschlduchen und vermehrt

gebildeten Appressorien im Vergleich zur Entwicklung auf Apfelblittern.

Neben der Charakterisierung von Apfelblittern als Wirtsoberflichen erfolgte eine
Beschreibung der Konidien von V. inaequalis sowie der frithen Interaktion zwischen Pathogen
und Oberfliche. Von Befallsstellen abgeerntete Konidien waren deturgeszent. Sie wiesen nur
einen sehr geringen Wassergehalt von ca. 9 % auf (STEINER und OERKE, personliche
Mitteilung). Es wird vermutet, dass ein geringer Wassergehalt die Konidien resistent gegeniiber
umweltbedingte ~ Stressfaktoren macht und somit eine Uberdauerung ungiinstiger

Entwicklungsbedingungen ermdglicht. Tropfbares Wasser filihrte sofort zu einer
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Wasseraufnahme und damit bedingten Volumenzunahme der Konidien bis zur vollstindigen
Turgeszenz. Dies deutet auf einen hohen osmotischen Wert der Konidien hin. Die Konzentration
von Stoffen in der Konidie muss so hoch sein, so dass das umgebende Wasser sofort
aufgenommen werden kann. Die Aufnahme des Wassers erfolgte liber die Konidienbasis, der
Teil, der vermutlich nicht melanisiert ist. Der Nachweis von Chitin durch die Farbung mit Wheat
Germ Aglutinin (WGA) und der Umstand, dass WGA nicht an melanisierte Teile binden kann,
deuteten darauf hin, dass die Konidienbasis, mit der die Konidien am Konidiophoren verbunden

sind, kein Melanin einlagert.

Zum ersten Mal wurde fiir V. inaequalis an der Konidienspitze eine globuldre Struktur
beobachtet, die fiir die Anheftung ungekeimter Konidien von Bedeutung ist. Diese Struktur, die
nur an trockenen Konidien zu sehen war, enthielt eine Haftsubstanz, die der ,,spore tip mucilage*
ahnlich ist, die fiir Konidien von Magnaporthe grisea beschrieben ist (HAMER et al. 1988).
Anders als bei Konidien von M. grisea konnten bei V. inaequalis keine Hinweise auf das
Vorhandensein einer Membran an der Konidienspitze nach Entlassen der Mucilage festgestellt
werden. Daher scheint es sich bei der globuldren Struktur um eine Art haftungsfahigen Tropfen
zu handeln, der sich auBlerhalb der Konidie befindet. Da keine Membran vorhanden ist, die das
Adhérens schiitzt, muss die Haftsubstanz von V. inaequalis Eigenschaften erfiillen, die es ihr
ermdglicht, in Wasser stabil bzw. klebefdhig zu bleiben und erst beim Kontakt mit einer festen
Oberfldche mit dieser zu reagieren, d. h. festzukleben. Aufgrund ihrer Eigenschaft und der
Lokalisation an der Konidienspitze wurde die Struktur spore tip glue (STG) genannt. Neben
Konidien bilden wohl auch Ascosporen von V. inaequalis eine klebrige Matrix aus, welche die
Ascosporen auf eine nasse und hydrophobe bewachste Oberfliche von Apfelblittern und —

friichten anheftet (MACHARDY et al. 2001).

Neben V. inaequalis sind nur wenige Pathogene bekannt, von denen beschrieben ist, dass
sie liber eine derartige globuldre Struktur an der Konidienspitze verfligen, mit deren Hilfe sie
sich an nasse Oberflichen anheften (BOUCIAS und PENDLAND 1991, HAMER et al. 1988).
Die beiden entomopathogenen Zygomyceten Neozygites fresenii und Zoophthora phalloides
wiesen an einem Ende der asexuell gebildeten sekundédren Sporen einen sogenannten ,,attaching
sac* bzw. einen zdhfliissigen Tropfen auf, der es ihnen ermoglichte, sich an Kdorperteile von

Aphiden und Milben anzukleben (GLARE et al. 1985, SELHIME und MUMA 1966).

Die an der Konidienspitze befindliche Haftsubstanz wurde mit verschiedenen
Férbetechniken sowohl auf hydrophoben als auch auf hydrophilen Oberflichen untersucht.

Unterschiede in ihrem Aussehen und ihrer Zusammensetzung waren auf beiden Oberflachen
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nicht erkennbar. Die Haftsubstanz besteht aus mehreren Komponenten, die mit Hilfe von
Farbstoffen als Proteine und Kohlenhydrate identifiziert werden konnte. Die exakte chemische
Zusammensetzung ist allerdings nicht bekannt, dazu wire die Charakterisierung der Inhaltsstoffe
der Haftsubstanz mit Hilfe von chemischen Methoden wie z. B. der Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie (HPLC) notig. Untersuchungen am Licht- und Transmissions-
elekronenmikroskop zeigten eine rdumliche Unterteilung der Haftsubstanz von dehydrierten
Konidien. Die Verwendung der Lektine PNA und GS-II erbrachte eine Identifizierung von
Galaktose- bzw. Acetylglucosaminylresten von Glykoproteinen, die sich im STG der Konidien
von V. inaequalis befinden. Die Existenz von Glykoproteinen in der Haftsubstanz von Sporen
und weiteren Infektionsstrukturen wurde bereits fiir andere pflanzenpathogene Pilze wie z. B.
Nectria haematococca, Colletotrichum graminicola und M. grisea beschriecben (MERCURE et
al. 1995, XIAO et al. 1994a, KWON und EPSTEIN 1993). BRAUN und HOWARD (1994b)
farbten die Haftsubstanz an Konidien von Cochliobolus heterostrophus mit verschiedenen
Farbstoffen, die auf das Vorhandensein von Proteinen und sauren Mucopolysacchariden
hinwiesen. Die Matrix, welche die Pyknidiosporen von Phyllosticta ampelicida umgibt, besteht
nach KUO und HOCH (1995) ebenso wie die Haftsubstanz der Konidien von V. inaequalis
teilweise aus sauren Mucopolysacchariden, da sie sich unter anderem mit dem positiv geladenen
Farbstoff Alcianblau anférben lie. Die Markierung der Haftsubstanz von V. inaequalis war mit
Concanavalin A (Con A), einem Lektin, welches an a-D-Mannose, a-D-Glucose und a-D-N-
Acetylglucosamin mit abnehmender Spezifitit bindet, nicht mdglich. Auch Chitin lieB sich in der
Haftsubstanz nicht nachweisen. Bei C. graminicola und M. grisea hingegen konnte Con A sehr
gut an das die ungekeimten Konidien umgebende Material binden (MERCURE et al. 1995). Bei
M. grisea hatte auBerdem die Zugabe von Con A zur Konidiensuspension eine verminderte
Adhésion auf einer hydrophoben Oberfliche zur Folge (BOURETT et al. 1993, HAMER et al.
1988).

Ungekeimte Konidien von V. inaequalis zeigten Verdnderungen in Form von kleinen
Aufwdlbungen an der Zellwand im oberen Drittel der Konidien. Diese Aufwdlbungen waren nur
an deturgeszenten Konidien sichtbar und befanden sich ausschlieBlich in der Ndhe des STG.
Moglicherweise weist die Zellwand Poren oder Durchlisse auf, die ermoglichen, dass die unter
anderem in der Konidie befindliche Haftsubstanz bei der Aufnahme von Wasser in diesen
Bereichen sekretiert wird. Eine VergroBerung der globuldren Struktur vor dem Kontakt zu einer
Oberflache war wihrend der Wasseraufnahme beobachtet worden. Ob die Vergroerung durch
die Wasseraufnahme oder durch die Nachlieferung der Haftsubstanz aus der Konidie bedingt ist,

muss noch geklédrt werden. Der Ort der Produktion bzw. der Einlagerung der Haftsubstanz in der
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Konidie ist bis dato noch nicht bekannt. Ebenso bleibt zu klidren, wie es zu einer Akkumulation

des Adhirens an der Konidienspitze kommt.

Eine Hydration von trockenen Konidien vollzog sich unmittelbar nach dem Kontakt mit
Wasser und war mit der Abgabe der Haftsubstanz auf die Kontaktoberfliche verbunden. Fiir
beide Prozesse, Hydration und Haftsubstanzabgabe, war fliissiges, troptbares Wasser notwendig,
eine hohe relative Luftfeuchtigkeit allein reichte nicht aus. Dies konnte damit zusammenhéngen,
dass auch fiir die Auslosung der Keimung und der Ausbildung weiterer Infektionsstrukturen
sowie fiir die Penetration der Apfelkutikula eine ausreichende Blattnisse erforderlich ist
(MACHARDY et al. 2001, MACHARDY 1995, TURNER et al. 1986). Wiirden die Konidien
bereits bei einer hohen Luftfeuchtigkeit auskeimen, wéren sie in den Phasen bis zur Eindringung
in das Blatt flir Trockenheit sehr anfillig und konnten mit groBerer Wahrscheinlichkeit ihre

Entwicklung nicht vollstidndig vollziehen.

Die Besonderheit fiir Konidien von V. inaequalis war, dass sie nur in einer nassen
Umgebung auf einer Kontaktfliche anhaften konnten. Ein Beispiel auerhalb der Mykoflora
stellen aquatische Lebewesen wie z. B. Muscheln dar, die mithilfe eines wasserresistenten
Klebeproteins an nassen bzw. unter Wasser befindlichen Oberflachen haften konnen (WAITE
1990). Bei V. inaequalis konnte das Adhérens in einer hydrophilen Umgebung wie Wasser nur
auf hydrophoben Oberflichen haften, wihrend die Adhédsion unter gleichen Bedingungen, trotzt
Abgabe der Haftsubstanz, auf hydrophilen Oberflichen nur sehr gering war. In einer
hydrophoben Umgebung wie einem Oltropfen kam es allerdings weder auf einer hydrophoben
noch einer hydrophilen Oberfliche zur Abgabe der Haftsubstanz und damit zur Anheftung der
Konidien von V. inaequalis. Dies macht deutlich, dass der Mechanismus an das Vorhandensein

von Wasser gebunden zu sein scheint.

Bei der vorldufigen Haftung von ungekeimten Konidien auf einer trockenen Oberfliche kénnen
hydrophobe Wechselwirkungen nicht ausgeschlossen werden. So nahmen DOSS et al. (1993)
und APOGA et al. (2001) an, dass die unmittelbare Adhédsion von Botrytis- bzw. Bipolaris-
Konidien auf einer Unterlage ein passiver Prozess ist und teilweise durch hydrophobe
Wechselwirkungen bedingt ist. Konidien von B. cinerea sind, im Gegensatz zu V. inaequalis, in
der Lage, auf trockenen Blittern zu keimen, wenn eine hohe relative Luftfeuchtigkeit gegeben ist
(WILLIAMSON et al. 1995). APOGA et al. (2001) vermuteten, dass die hydrophobe Oberflédche
der Konidien dabei eine Bedeutung hat, da bereits KUO und HOCH (1996a) und DOSS et al.
(1993) einen Zusammenhang zwischen der Hydrophobizitit der Zelloberfliche und der
Adhésion auf Polystyrol beschrieben. Hydrophobe Wechselwirkungen scheinen fiir Konidien
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von V. inaequalis nicht von Bedeutung zu sein, da die Konidien nur auf nassen und nicht auf

trockenen Oberflachen haften und keimen konnten.

Konidien von V. inaequalis, die fiir 1-24 Stunden in Wasser geschiittelt worden waren,
besallen immer noch die Fahigkeit, auf einer hydrophoben Oberfliche zu haften. Daher scheint
die Haftsubstanz auch noch in der Suspension intakt zu sein. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass nicht nur Wasser, sondern auch eine Kontaktfliche fiir die Abgabe der Haftsubstanz und
damit fiir die Anheftung der Konidien von V. inaequalis vorhanden sein muss. Ein weiterer
Anhaltspunkt fiir diese Vermutung zeigte sich durch eine verringerte Konidiendichte der
Suspension mit zunehmender Schiitteldauer. Es ist anzunehmen, dass sich Konidien wihrend des
Schiittelns beim Kontakt an die hydrophoben Winde des Kunststoffgefifles an diese angeheftet

haben, so dass sich der Anteil frei im Wasser schwimmender Konidien verringerte.

Die Haftsubstanz ermdglichte es Konidien von V. inaequalis nach ihrer Hydration auf
nassen hydrophoben Apfelblittern zu haften. Untersuchungen, bei denen Konidiensuspensionen
von Modelloberflichen abgewaschen worden waren, ergaben, dass die Hydrophobizitdt der
Oberflédche fiir die Adhésion ausschlaggebend war. Wie bei V. inaequalis war auch bei Konidien
von Bipolaris sorokiniana und M. grisea die Adhédsion auf hydrophobem Polystyrol wesentlich
besser als auf einer hydrophilen Oberflache wie Glas (APOGA et al. 2001, HAMER et al. 1988).
Ahnliche Ergebnisse iiber eine bessere Haftung auf hydrophoben als auf hydrophilen
Oberflachen wurden von ungekeimten Konidien von Phyllosticta spp., B. cinerea,
Colletotrichum spp. und Uromyces viciae-fabae beschrieben (SHAW et al. 2006, KUO und
HOCH 1996a, CLEMENT et al. 1994, MERCURE et al. 1994, DOSS et al. 1993, SELA-
BUURLAGE et al. 1991). Dass sich hydrophobe Modelloberflichen besser fiir die Adhdsion von
Sporen eignen, liegt mutmallich daran, dass sie natiirlichen Oberflichen &dhnlicher sind als
hydrophilen Modelloberflichen. Analogien konnten durch eine physikalische Charakterisierung
gezeigt werden, bei der #hnliche Kontaktwinkel auf Apfelblittern und auf Parafilm® bzw.
Polystyrol gemessen wurden. Die Festigkeit einer Oberfliche war indes fiir die Adhésion von
geringer Bedeutung. Auf Apfelblittern und Polystyrol konnte eine bessere Adhésion der
Konidien von V. inaequalis festgestellt werden als auf Glas, obwohl Glas hérter ist als die

untersuchten hydrophoben Oberfldchen.

Auf jungen Rosenbléttern war die Adhésion von ungekeimten Konidien in den ersten vier
Stunden nach der Inokulation, dhnlich wie auf Glas, sehr schlecht. Erst mit der Bildung von
Infektionsstrukturen kam es zu einem Anstieg haftender Konidien. Die Oberfliche von

Rosenblittern war hydrophob. Die Blitter scheinen dhnlich wie die von BARTHLOTT und
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NEINHUIS (1997), BAKER (1982) sowie HOLLOWAY (1970) beschriebenen Blatter anderer
Pflanzenarten mit ausgeprigten epikutikularen Wachskristallen, zu superhydrophoben
Oberfldchen mit hohen Kontaktwinkeln bis hin zur WasserabstoBung zu gehoren. Die geringe
Haftfahigkeit der Konidien auf Rosenblittern ldsst sich mit der sehr geringen Auflageflache des
Suspensionstropfens auf dem Blatt erkldren, die durch einen hohen Kontaktwinkel bedingt ist.
Nur wenige Konidien kdnnen daher mit der Pflanzenoberfldche in Kontakt kommen, um sich an
diese anzuheften. Mit zunehmender Inkubation des Tropfens auf dem Blatt wird die Oberfldche
leichter benetzbar, so dass die Auflagefliche des Tropfens vergroBert wird. MATZ (2003,
unverdffentlicht) hatte gezeigt, dass betaute hydrophobe Oberflachen besser benetzbar waren als
trockene. Durch die VergroBBerung der Auflageflache erreichten demnach immer mehr Konidien
die Oberflaiche der Rosenblitter, auf der sie weitere Infektionsstrukturen bilden konnten. Dies
erklart die Tatsache, dass mit der Bildung von Keimschlduchen und Appressorien die
Haftfdhigkeit deutlich verbessert war. Eine andere Moglichkeit ist, dass sich die Haftsubstanz
der ungekeimten Konidien auf sehr hydrophoben Oberflichen schlechter anlagern kann als die
spater gebildete Haftsubstanz der Appressorien. Letztere wies eine groflere Auflagefliche, und

damit einen groferen Kontakt zur Rosenoberfldche, auf als die des STG.

Auf Apfelblattern und hydrophoben Modelloberfldchen kam es ein bis zwei Stunden nach
der Inokulation zu einer kurzfristigen, aber signifikanten Abnahme in der Adhidsion von
Konidien von V. inaequalis. Sie war auf jungen Bléttern bzw. hydrophoben Oberflachen stirker
als auf édlteren, weniger hydrophoben Blittern, und auf Glas sowie Rosenblittern gar nicht zu
sehen. Diese Abnahme trifft zeitlich mit der sehr frithen Keimungsphase der Konidien
zusammen, in der es zur Abrundung der Konidienspitze kommt. Die anfingliche Adhésion zu
einer Wirtsoberfliche ist auf die kegelformige Spitze der Konidien beschrédnkt, die Stelle der
Konidie an der diese iiberwiegend auskeimen. Die Zellwand der Konidienspitze scheint diinner
zu sein als die iibrigen, melanisierten Teile der Konidien, so dass sie vorzugsweise an der
apikalen Seite auskeimen. Auch HERING et al. (1993) machten die Beobachtung, dass die
Konidien von V. inaequalis zumeist direkt apikal oder seitlich von der Spitze auskeimten. Es
sieht demnach so aus, dass es wéhrend der Schwellung der Keimpore sowie der beginnenden
Keimung zu einer Abschwichung in der Haftfdhigkeit des STG kommt. Die verschlechterte
Haftung scheint durch die Tatsache gegeben zu sein, dass beide Prozesse, Adhdsion und
Keimung, an der gleichen Stelle der Konidie stattfinden. Dieser Effekt der kurzfristigen
Abnahme in der Haftfdhigkeit trat auf Glas und Rosenbldttern vermutlich deshalb nicht auf, da

der Anteil haftender Konidien sowieso sehr gering war.
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Bei der konidialen Haftsubstanz von V. inaequalis handelt es sich vermutlich um eine
priaformierte Substanz. Anhaltspunkte dafiir stellen die Versuche mit Hemmstoffen und
Detergenzien dar. Die Adhision von ungekeimten Konidien auf einer hydrophoben Oberfldche
wurde nicht durch die Hemmstoffe Cycloheximid und Chloramphenicol — beide Substanzen
wirken auf die Proteinbiosynthese — beeinflusst. Demnach enthalten die Konidien von
V. inaequalis die Substanz bereits, wenn sie auf einer Oberflache auftreffen. Diese muss nicht
erst nach dem Kontakt auf einer Oberfliche gebildet werden, wie es z. B. fiir Cochliobolus
heterostrophus beschricben ist (BRAUN und HOWARD 1994b). Da es erst nach dem
Oberflachenkontakt und kurz vor der Entstehung des Keimschlauches zur Bildung einer
extrazelluldiren Matrix kommt, wird fiir die Anheftung ein aktiver Stoffwechsel benétigt, der
z. B. durch Cycloheximid gehemmt werden kann. Cycloheximid verminderte auch die
Anheftung von Konidien von Colletotrichum graminicola um 50 %. Die Zugabe von
Natriumazid, einem Hemmstoff der mitochondrialen Atmung, hingegen hatte keinen sichtbaren
Effekt auf die Adhdsion (MERCURE et al. 1994). Fiir die Adhédsion von Konidien von Nectria
haematococca war ebenfalls eine aktive Stoffwechselleistung erforderlich, da sowohl
Natriumazid als auch Cycloheximid in der Lage waren, die Anheftung zu unterbinden (JONES
und EPSTEIN 1989). Bei diesen Pathogenen handelte es sich folglich um einen aktiven Prozess
der Haftsubstanzabgabe. Da die Sporen erst nach dem Kontakt auf einer Oberflache zur Bildung
einer Haftsubstanz angeregt wurden, begann eine Haftung erst ca. 20-30 Minuten nach dem

Auftreffen auf eine Oberfliche (BRAUN und HOWARD 1994b, MERCURE et al. 1994).

Bei Konidien von M. grisea funktionierte, dhnlich wie bei V. inaequalis, die Abgabe der
»spore tip mucilage® und die Anheftung der Sporen unmittelbar nach dem Oberflichenkontakt
und unabhingig vom pilzlichen Metabolismus. Das Vorhandensein von Natriumazid und
Cycloheximid fiihrte nicht zu einer Hemmung der Konidienanheftung (BRAUN und HOWARD
1994a). Demnach handelt es sich wie bei V. inaequalis um einen passiven Prozess der Adhésion.
Die Festigkeit und Hydrophobizitidt einer Oberfliche scheinen keinen Einfluss auf die

unmittelbare Mucilage-Abgabe zu haben.

Actinomycin D wirkt als Transkriptionshemmer auf die Nucleinsduresynthese und schien
auf die Haftfahigkeit von ungekeimten Konidien einen signifikanten Einfluss zu haben. Da durch
die Zugabe von Methanol, welches als Losungsmittel fiir Actinomycin D verwendet wurde, ein
dhnliches Ergebnis erreicht wurde, ist anzunehmen, dass der Effekt eher auf das Methanol als auf
den Hemmstoff zuriickzufiihren ist. Demzufolge hatte ein gestorter Stoffwechsel keinen Einfluss

auf die Haftfahigkeit von ungekeimten Konidien.
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Die Zugabe von Proteinase K und Natriumdodecylsulfat (SDS) — Substanzen, die Proteine
abbauen bzw. denaturieren — sowie des oberflichenaktiven Tweens® reduzierte den Anteil auf
Polystyrol haftender ungekeimter Konidien signifikant. Auch bei ungekeimten Konidien von
Colletotrichum musae fiihrte die Zugabe von SDS zu einer reduzierten Haftfahigkeit auf einer
hydrophoben Oberfliche, ohne die Lebensfihigkeit der Konidien zu beeinflussen (SELA-
BUURLAGE et al. 1991).

Drei Fungizide mit den Wirkstoffen Trifloxystrobin, Flusilazol und Kresoxim-methyl wurden
auf ihre Féhigkeit der Inhibition der Anheftung von Konidien untersucht. Die beiden Strobilurine
Kresoxim-methyl und Trifloxystrobin wirken durch die Bindung an Cytochrom b auf die
mitochondriale Atmung (KOLLER et al. 2004, ZHENG und KOLLER 1997) und hemmen somit
die Sporenkeimung und das Wachstum von V. inaequalis. Sie werden protektiv eingesetzt
(HAUSER-HAHN et al. 2003, GOLD et al. 1996). Flusilazol unterbindet die Ergosterol-
Biosynthese, also die Produktion einer lebenswichtigen Membrankomponente von Pilzen. Bei
ungekeimten sowie bei gekeimten Konidien, mit Ausnahme von Benocap® (Flusilazol), wurde
der Anteil haftender Konidien deutlich reduziert. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass die
Formulierhilfsstoffe einen groBeren Einfluss auf die Haftfdhigkeit hatten als die Wirkstoffe.
Denn bei der Verwendung von Kresoxim-methyl und der entsprechenden Leerformulierung, war
der negative Effekt auf die Haftfahigkeit bei ungekeimten Konidien signifikant grofer als bei der
Verwendung des Priparats Discus”. Bestandteile der Leerformulierung waren neben Aceton,

welches auf Proteine denaturierend wirkt, NP15, ein oberflachenaktives Tensid.

Auch die Zugabe von SDS kurz vor dem Abwaschprozess flihrte zu einer verringerten
Adhision der Konidien. Dies trat allerdings nur in der Phase auf, in der die Konidien noch keine
Keimschlduche gebildet hatten. Nach vier Stunden reduzierte sich der Unterschied zur
unbehandelten Variante und mit der Bildung von Appressorien waren keine Einschrankungen in
der Haftung der Konidien durch SDS mehr feststellbar. Aus diesem Ergebnis lésst sich folgern,
dass in den unterschiedlichen Entwicklungsstadien von V. inaequalis verschiedene
Haftsubstanzen gebildet werden, da SDS nur einen Effekt auf die Haftsubstanz der ungekeimten

Konidien zeigte.

Mikroskopische Betrachtungen von Konidien von V. inaequalis im Wasserstrom zeigten
haftende Konidien, bei denen sich nur der basale Teil bewegte, wihrend die Spitze an der
Oberflache fixiert war. HAMER et al. (1988) fiihrten dhnliche Versuche mit Konidien von
M. grisea durch, bei denen sich die an der Spitze anhaftenden Konidien mit ihrem basalen Teil

immer nach der Flussrichtung des Wassers ausrichteten. Sie nahmen darauthin an, dass sowohl
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die Konidienform als auch eine Anheftung an der apikalen Seite der Konidie hydrodynamisch
sehr giinstig ist, um einem Wasserstrom standzuhalten. Diese Annahme koénnte auch auf
Konidien von V. inaequalis zutreffen, da sie eine dhnliche Form wie diejenigen von M. grisea
aufweisen und ebenfalls mit ihrer Spitze an Oberflichen kleben. Durch lichtmikroskopische
Aufnahmen konnte belegt werden, dass Konidien von V. inaequalis mit der an ihrer Spitze

vorhandenen Substanz an Oberflachen festkleben konnen.

Konidien von V. inaequalis wurden auf ihre Entwicklungsfédhigkeit in Abhdngigkeit ihrer
Haftfahigkeit auf einer hydrophoben Oberfliche untersucht. Konidien, die nach 24 Stunden noch
nicht gekeimt waren, waren dennoch vorher in der Lage gewesen zu haften. Andererseits waren
auch Konidien, die von der Oberfliche abgewaschen wurden, in der Lage, auszukeimen und,
wenn auch nur im geringen Malle, Appressorien zu bilden. Es zeigte sich demnach, dass die
Entwicklungsféhigkeit von Konidien von V. inaequalis nicht unbedingt mit ihrer Haftfahigkeit
auf Oberflachen gleichgestellt werden kann. Allerdings schienen Konidien, die nicht hafteten,
weil sie moglicherweise keinen STG besitzen, in ihrer Entwicklungsfahigkeit eingeschrénkt zu
sein. Einen Einfluss konnte zum einem das Alter der Konidien haben, denn es hatte sich in
Untersuchungen gezeigt, dass langer gelagerte Konidien von V. inaequalis zwar noch haften
konnten, dass der Anteil aber geringer war als bei frischen Konidien (Daten nicht gezeigt). Auch
bei Ascosporen von V. inaequalis ist ein Altern der Sporen der Hauptfaktor fiir den Verlust der
Lebensfahigkeit (MACHARDY 1995). Fiir Phyllosticta ampelicida hingegen ist die vorherige
Adhésion der Sporen Voraussetzung fiir die Keimung auf einer hydrophoben Oberfldche. Auf
hydrophilen Oberfldchen konnten sie nicht haften und dementsprechend auch nicht auskeimen
(KUO und HOCH 1996a). Dieses Phdnomen ist selten und wurde nach KUO und HOCH
(19964a) bisher nur fiir zwei aquatische Hyphomyceten beschrieben, deren S-formige Konidien
signifikant besser keimen konnten, wenn sie auf einem Untergrund hafteten (WEBSTER und

DAVEY 1984).

Fiir mehrere Stunden in Wasser bewegte Konidien hafteten fast so gut wie direkt
applizierte Konidien der gleichen Suspension. Allerdings stellte sich heraus, dass die Keimung
durch die vorherige Inkubation in Wasser auf einem Uberkopfschiittler gehemmt wurde. Eine
Hemmung der Keimung durch Sauerstoffmangel konnte ausgeschlossen werden, da das Gefal3
regelméBig wihrend kurzer Schiittelpausen gedffnet wurde. Als mogliche Ursache fiir die
Keimhemmung wird vermutet, dass erstens fiir die Keimung eine Orientierung der Konidien
gegeben sein muss, die durch das Schwenken verhindert wird. Aufgrund der heftigen Bewegung
der Konidien im Wasser wird der Orientierungsparameter Schwerkraft fiir die Konidien immer

wieder verdndert, so dass kein Keimungsreiz gegeben werden kann. Bei Pflanzen dient der
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Gravitropismus dazu, dass Wurzeln nach unten in die Erde und Sprosse nach oben zum Licht
wachsen (LUTTGE et al. 1999, TAIZ und ZEIGER 1998). Riumlich gerichtete Reize konnten
allerdings durch bestimmte Faktoren, wie das langsame Rotieren einer Pflanze in der
Horizontale, aufgehoben werden (POHL 1954). Bei Pilzen findet ein gerichtetes Wachstum der
Keimschlduche statt. Das polarisierte Wachstum kann durch externe Stimuli (Tropismen)
(HOCH und STAPLES 1991) oder intern durch die Akkumulation von sogenannten
Spitzenkdrpern, die in der Keimschlauchspitze lokalisiert sind, bedingt sein (RIQUELME et al.
1998, LOPEZ-FRANCO und BRACKER 1996, GROVE und BRACKER 1970). Das Schiitteln
der Konidien im Wasser schien zu verhindern, dass sich die Spitzenkorper richtig positionieren
konnten, um die Keimung einzuleiten. Zweitens scheint auch das Vorhandensein einer
Oberfldche fiir die Keimung von Konidien von V. inaequalis von Bedeutung zu sein. Fiir
Colletotrichum graminicola ist der Kontakt zu einer festen, hydrophoben Oberfliche fiir die
Initiierung der Keimung notwendig. Allerdings war eine Keimung auch ohne Kontaktfliche

moglich, wenn im Wasser eine Néhrstoffquelle verfiigbar war (CHAKY et al. 2001).

Die Adhision von Konidien von V. inaequalis nahm mit zunehmender Inkubationszeit
auf natiirlichen und Modelloberflichen generell zu. Mit der Bildung von Keimschlduchen nahm
der Anteil haftender Konidien auch auf Glas zu, bis die Adhésion schlieBlich mit der
Generierung von Appressorien auf allen Oberflichen sehr dhnlich war. Somit war die Haftung
von V. inaequalis nicht mehr nur auf die Konidie allein, sondern vielmehr auch auf den
Keimschlauch bzw. das Appressorium zuriickzufiihren. Spétere Stadien von V. inaequalis
scheinen demnach unabhéngig von der Oberfldche zu haften. Der Anhaftungsprozess lésst sich
folglich, wie auch von APOGA et al. (2001) und DOSS et al. (1993) fiir Bipolaris sorokiniana
bzw. Botrytis cinerea beschrieben, in zwei Stadien teilen: In der ersten Phase erfolgt die
Adhidsion durch ungekeimte Konidien nach deren Hydration, in der zweiten Phase durch
Konidien, die begonnen haben, Keimschlduche und Appressorien zu bilden. Die Steigerung im
Anteil haftender Konidien wihrend spiterer Stadien des pilzlichen Wachstums erfolgte aufgrund
der Sekretion einer extrazelluliren Matrix, die zur Anheftung dieser Strukturen beizutragen

scheint.

Nicht nur an ungekeimten Konidien waren mittels histochemischer Untersuchungen
extrazellulire Matrizes detektierbar, sondern auch an Keimschlauchen und Appressorien von
V. inaequalis. Es konnte an den Keimschlduchen eine proteinhaltige Matrix nachgewiesen
werden, die allerdings sporadisch auftrat. Am Ubergang zwischen Konidie und Keimschlauch
konnten neben Proteinen auch Kohlenhydrate nachgewiesen werden - Komponenten, die auch

Bestandteile der Haftsubstanz von ungekeimten Konidien sind. Aufgrund der gleichen
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Lokalisierung ist nicht auszuschliefen, dass es sich dabei um noch an der Konidie befindliche
Reste dieser Haftsubstanz handeln konnte. An den Spitzen der Keimschlduche -—
Zellwandbereiche, an denen sich wachsendes Gewebe befindet — wurden unterdessen Chitin,
Glycosaminyl- sowie Galaktosereste und Glukan-Verbindungen identifiziert. Diese Substanzen
sind typische Bestandteile der pilzlichen Zellwand von Ascomyceten, Basidiomyceten und
weiteren Pilzabteilungen mit Ausnahme der zu den Chromista zdhlenden Oomyceten, die
Zellulose als Hauptzellwandbestandteil besitzen (CAVALIER-SMITH 2001, MULLER und
LOEFFLER 1982).

Histochemische Untersuchungen der Appressorien flihrten zur Charakterisierung einer
extrazelluldiren Matrix, die aus verschiedenen Komponenten - u. a. Proteinen, Kohlenhydraten,
Glykoproteinen - bestand. Auch fiir diese Matrix konnte die genaue chemische
Zusammensetzung nicht geklart werden. Sie war, ebenfalls wie die Haftsubstanz der
ungekeimten Konidien, in zwei Bereiche aufgeteilt. In licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen war die Matrix nur im Bereich der Appressorien, nicht an den Keimschlduchen,
zu sehen. Sie verlor mit zunehmender Entfernung zum Appressorium an Stirke. Die
Appressorien schienen regelrecht in der extrazelluldren Matrix eingebettet zu sein, was eine gute
Haftung bzw. Positionierung auf der Pflanzen- und auch Modelloberfliche gewdhrleistete. Die
Ausbildung einer Matrix an Appressorien von V. inaequalis wurde bereits frith von NUSBAUM
und KEIT (1938) beschrieben. Sie sahen die Funktion der schleimartigen Ummantelung darin,
dass Appressorien an der Blattoberfliche festgehalten werden. Uber die Ultrastruktur von
Appressorien, die von gekeimten Konidien von V. inaequalis gebildet wurden, sowie das
Auftreten einer klebrigen Substanz wurde auch bei CORLETT und CHONG (1977) berichtet.
PARK et al. (2000) beschrieben eine polysaccharidhaltige Substanz an den Keimschldauchen und
Appressorien von Venturia nashicola, die feine granuldre und fibrillire Komponenten aufwies.
Sie vermuteten, dass die Substanz in der Adhdsion von Keimschlduchen und Appressorien auf
dem Blatt involviert sind. SMEREKA et al. (1987) fiihrten Untersuchungen mit Ascosporen von
V. inaequalis durch und entdeckten an der Kontaktfliche zwischen Ascospore und Blatt eine
Substanz, die vor allem am Appressorium reichlich vorhanden war. Die Produktion der
Mucilage, welche unter anderem aus Polysacchariden bestand, wurde genauer untersucht, und
SMEREKA et al. (1987) vermuteten, dass die Substanz durch die ,,Auflosung® der beiden
dulleren Schichten der pilzlichen Wand gebildet wird. Ein dhnlicher Prozess der Matrixabgabe

konnte ebenfalls fiir Appressorien von V. inaequalis gelten.

Des Weiteren zeigte sich, dass die von den Appressorien abgegebene Matrix sehr stabil

und unempfindlich gegeniiber Losungen wie Trifluoressigsdure, SDS oder Ethanol war. Diese
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Substanzen, die alle auf Proteine wirken, waren nicht in der Lage, die Haftsubstanz von einer
hydrophoben Oberflache abzuwaschen. Die Ergebnisse {iber die Haftfahigkeit von Konidien und
Infektionsstrukturen von V. inaequalis machen deutlich, dass die Adhésion ein Schritt der
pilzlichen Entwicklung darstellt, und dass jedes Stadium im Entwicklungsprozess iiber

unterschiedliche Adhédsionseigenschaften verfiigt.

Die Hydrophobizitit einer Oberfliche war fiir die anfingliche Entwicklung von
V. inaequalis von Bedeutung. Die Keimung vollzog sich ebenfalls in Abhdngigkeit von der
Kontaktoberflache. Auf hydrophilen Oberflichen wie Glas war die Keimrate in den ersten acht
Stunden nach Applikation signifikant geringer als auf hydrophoben Modelloberflichen und
Apfelblittern. Erst ein bis zwei Tage nach der Inokulation, zu Zeitpunkten, an denen alle vitalen
Konidien ausgekeimt sind und Appressorien gebildet haben, konnten keine Unterschiede mehr
zwischen den einzelnen Versuchsoberflichen festgestellt werden. Wie auch in den Versuchen
zur Haftfahigkeit von Konidien hatte Glas als Unterlage auf die Keimung den grof3ten negativen
Effekt. Die Blattinsertion bzw. das Blattalter hatte auf diec Keimung von V. inaequalis auf
Apfelblittern keinen Einfluss. Unterschiede in der Morphologie und Wachszusammensetzung

der Blétter wirkten sich nicht auf die Keimung aus.

Keimschlduche waren bei Konidien, die keine Appressorien gebildet hatten, signifikant
langer als bei Konidien, die innerhalb der gleichen Zeit ein oder mehrere Appressorien
ausgebildet hatten. Mit der Differenzierung eines Appressoriums wurde das
Keimschlauchldngenwachstum zunichst beendet. Gekeimte Konidien verldngern demnach ihren
Keimschlauch solange, bis sie eine Stelle auf der Oberfldche gefunden haben, die die Bildung
des Appressoriums induziert oder bis alle Energiereserven aufgebraucht sind. SMEREKA et al.
(1987) stellten fest, dass wihrend der Keimung von Ascosporen Lipid- und Glykogenreserven
aufgebraucht werden. Bei M. grisea bewegten sich die Lipidtropfen aus den Keimschléduchen in
Richtung der Appressorien sobald deren Bildung begann. Eine Mobilisierung der Lipide war in
Mutanten, die keine Appressorien ausbilden konnten, nicht feststellbar (THINES et al. 2000).
Untersuchungen zur Ultrastruktur der Konidien von Colletotrichum graminicola zeigten, dass
der Anteil an Lipidkérpern mit zunehmendem Alter der Konidien abnahm (MIMS et al. 1995b).
Eine Verlagerung von Speicherstoffen konnte ebenfalls wéhrend der Entwicklung des
Apfelschorferregers beobachtet werden. In ungekeimten Konidien von V. inaequalis lagen
Speicherlipide in groBer Menge vor. Mit Einsetzen des Keimungsprozesses teilten sich diese
grolen Lipidtropfen, und kleinere Tropfen verlagerten sich mit der Bildung der
Infektionsstrukturen in den Keimschlauch und das Appressorium. Mit fortschreitendem

Infektionsprozess auf der Oberfliche kam es neben einer Verkleinerung auch zu einer
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Reduzierung der Lipidtropfen, was auf den Verbrauch durch den Pilz zuriickzufiihren war. Es
wird vermutet, dass die bereits in der Konidie gespeicherten Energiestoffe das Pathogen solange
versorgen, bis dieses neue Energie aus dem Wirtsgewebe aufnehmen kann. Bis zur Infektion des
Wirtsgewebes lebt das Pathogen gewissermallen autark. Da die Reserven nur in begrenzter
Menge vorliegen, ist ein ziigiger Infektionsprozess nétig. Durch den kontinuierlichen Verbrauch
an limitierten Reservestoffen verringert sich vermutlich mit zunehmender Inkubationsdauer die
Wabhrscheinlichkeit, dass Konidien mit sehr langen Keimschlduchen {iberhaupt noch
Appressorien bilden und einen Infektionserfolg erzielen. Griinde fiir die Unterlassung der
Bildung von Appressorien bei gleichzeitiger Ausbildung von langen Keimschlduchen, kdnnen
nicht auf fehlende chemische Signale fiir die Wirtserkennung zuriickgefiihrt werden, da
Konidien von V. inaequalis auch auf artifiziellen Oberflichen Appressorien entwickeln konnten
und dafiir nicht auf Wirtsgewebe angewiesen waren (eigene Untersuchungen, STEINER und

OERKE 2007).

Die Hérte der Kontaktoberfliche hatte einen Einfluss auf die Lange der Keimschlduche.
Auf festen Oberfldchen wie Glas und Polystyrol waren die Keimschlduche kiirzer als auf dem
weicheren Parafilm®. Bei Apfel und anderen Pflanzen nimmt die Harte der Blitter aufgrund
vermehrter Cutin-Einlagerung in der Kutikula, der Auflagerung von Cellulose-Fibrillen und der
Einlagerung von Lignin in die Zellwand im Laufe der Ontogenese zu (LUTTGE et al. 1999,
MARTIN und JUNIPER 1970). BAAS (1982) nahm an, dass Anderungen in der
Wachszusammensetzung von Blittern von Hoya-Arten und Ficus benjamina als Anpassung der
Lipidschicht an die Wachstums- und Umweltbedingungen der Pflanzen betrachtet werden
konnen. Thm nach bendtigen junge, sich entwickelnde Blétter eine weiche, verformbare
Wachsschicht, wihrend édltere Blitter durch ein hirteres Wachs geschiitzt wiirden. Allerdings
wurden bei V. inaequalis auf den hérteren, élteren Blattern ldngere Keimschlduche gebildet als
auf jungen, noch weichen Blittern. Eine allgemein geltende Regel ldsst sich daher nicht
beschreiben. Auf Blittern miissen noch Faktoren mit beriicksichtigt werden, die auf
Modelloberflachen nicht vorkommen wie z. B. topographische Unterschiede auf dem Blatt, das
Vorkommen keimhemmender Substanzen oder das Vorhandensein von Blatthaaren
(MACHARDY 1995, HOCH und STAPLES 1991). Die zunehmende Linge der Keimschldauche
kann unter anderem durch die groeren Zellen bei alten Blittern bedingt sein, so dass ldngere
Strecken zu den bevorzugten Eindringungsstellen {iber den antiklinen Zellwinden {iberwunden

werden miissen als auf jungen Bléttern mit kleinen Zellen.

Fiir die Appressoriendifferenzierung von M. grisea ist die Festigkeit einer Oberfldche

ausschlaggebend. Die Hydrophobizitit und topographischen Eigenschaften einer Oberflache sind



Diskussion 115

hingegen von untergeordneter Bedeutung (XIAO et al. 1994b). LEE und DEAN (1994) stellten
allerdings fest, dass auch die Hydrophobizitit einer Oberfldche die Bildung von Appressorien
von M. grisea beeinflussen kann. Sie bezeichneten dieses Ergebnis als einen entscheidenden
Faktor fiir die Initiierung der Appressorienbildung. Fiir die Generierung der Appressorien von
V. inaequalis scheint die Festigkeit der Kontaktoberfliche ebenfalls relevant zu sein. Die
Appressorien wurden sowohl auf jungen als auch auf alten Bléttern hauptsichlich {iber und in
unmittelbarer Ndhe zu den antiklinen Zellwédnden gebildet. Bereits ADERHOLD (1896) machte
dhnliche Beobachtungen. Es ist anzunehmen, dass diese Bereiche der Blitter eine hértere
Oberfldche bieten als das Zelllumen. Nach STEINER und OERKE (2007) waren sehr weiche
Oberflachen, wie z. B. Wasseragar, ungiinstig fiir die Generierung von Appressorien von
V. inaequalis, und stattdessen wurden nur sehr lange Keimschlduche gebildet. Auch bei anderen
phytopathogenen Pilzen wurde beobachtet, dass sie iiber den antiklinen Wiénden der
Epidemiszellen in die Wirtspflanzen eindringen (KUO und HOCH 1996b, HAU und RUSH
1979, LAPP und SKOROPAD 1978, CLARK und LORBEER 1976) Die Autoren deuteten
dieses Phdnomen mit Signalen, welche durch die Topographie der Wirtsoberfliche ausgeldst
werden. HOCH und STAPLES (1991) sowie HAU und RUSH (1979) vermuteten, dass in der
Region der antiklinen Zellwénde aufgrund einer diinneren Schicht an kutikularen Wachsen
vermehrt Exudate abgesondert werden (SCHONHERR und BUKOVAC 1970), die als

chemisches Signal fiir die Bildung der Appressorien ausschlaggebend sind.

Die Ausbildung eines Appressoriums ging in der Regel mit der Bildung einer
melanisierten Ringstruktur einher, die sich nach STEINER und OERKE (2007) nur an der zur
Kutikula zugewandten Seite der Appressorien befindet. Die Appressorien selbst waren nicht
melanisiert, wie es z. B. fir M. grisea, Colletotrichum spp. und P. ampelicida beschrieben ist
(SHAW et al. 1998, HOWARD und FERRARI 1989, KUBO und FURUSAWA 1986,
WOLKOW 1983, EMMETT und PARBERY 1975). Die Melaninringauspragung war bei
V. inaequalis auf alten Blattern und harten Modelloberflichen kréftiger als auf jungen Blattern
und weicheren Modelloberflichen. Auf jungen Apfelblittern war der Anteil schwach
ausgebildeter Melaninringe, trotz grofftem Infektionserfolg, am hochsten. Auf alten Bléttern
wurden hingegen vermehrt kriftige Ringe gebildet, bei geringem Infektionserfolg. Demnach hat
die Stirke des Ringes auf Apfelbléttern nicht mit dem Infektionserfolg sondern vielmehr mit der
Festigkeit und Dicke der Kutikula zu tun. Je hérter die zu durchdringende Oberflédche ist, desto
mehr Melanin wird in den Ring eingelagert. Auch pflanzenspezifische Signale schienen nach
STEINER und OERKE (2007) nicht erforderlich zu sein, da die melanisierte Ringstruktur auf

verschiedenen Oberflichen von Wirts- und Nichtwirtspflanzen sowie auf Modelloberflichen
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vorkommt. Dies wurde ebenfalls in den eigenen Untersuchen festgestellt. Weiterhin wird diese
Struktur als Pathogenititsfaktor beschrieben, da die Verhinderung der Pigmentierung der
Ringstruktur mittels Melaninbiosynthesehemmer zu einer reduzierten Infektionsrate fiihrte
(STEINER und OERKE 2007). Melanin hat fiir die Penetration und damit fiir die Entwicklung
verschiedener Pilze cine essenticlle Bedeutung: Mutanten von M. grisea und Colletotrichum
lagenarium, die chemisch an der Bildung von Melanin gehemmt wurden, waren nicht in der
Lage, melanisierte Appressorien zu bilden und waren gleichzeitig apathogen (KUBO und
FURUSAWA 1991, CHUMLEY und VALENT 1990). Mehrere mogliche Funktionen werden
fir V. inaequalis diskutiert, u. a. dient die Ringstruktur zur Anheftung an die pflanzliche
Kutikula oder zur Lokalisierung von Exoenzymen fiir die Lyse der Zellwand bzw. als Schutz vor
hydrolytischen Aktivititen. Des Weiteren wird eine Funktion in der Stabilitdtserhohung der
appressorialen Zellwdnde angenommen, die dem fiir eine Penetration erforderlichen Druck
standhalten miissen (STEINER und OERKE 2007). Bei M. grisea konnten im melanisierten
Appressorium durch die Aufnahme von Wasser sogar sehr hohe Tugordriicke von bis zu 8§ MPa
aufgebaut werden, melaninfreie Mutanten waren indes dazu nicht in der Lage (HOWARD et al.

1991).

Die Appressorienbildungsrate vollzog sich dhnlich wie die Keimrate in Abhéngigkeit der
zu besiedelnden Oberflache. Auf hydrophilen Oberflichen war die Appressorienbildungrate in
den ersten acht Stunden nach Applikation signifikant geringer als auf hydrophoben. Erst ein bis
zweil Tage nach der Inokulation konnten keine Unterschiede mehr zwischen den Oberflichen
festgestellt werden. Auf Apfelbldttern hingegen verringerte sich die Rate mit zunehmenden
Blattalter. Alte Blitter von V. inaequalis blieben im untersuchten Zeitraum nahezu symptomfrei
wihrend junge Blitter eine starke Symptomauspriagung zeigten. Die Entwicklung im Blatt, also
die Primédrstroma- und Lauthyphenbildung, war bei alten Bléttern deutlich reduziert, obwohl sich
auf dem Blatt die Keimung und Appressorienbildung vollziehen konnte. Dies bestitigt die
Untersuchungen von BIEHN et al. (1966) sowie NUSBAUM und KEIT (1938), bei denen auf
alten Blittern trotz geringerem Befall die Keimung normal war und Infektionshyphen und
Appressorien gebildet wurden. Zudem waren in den eigenen Untersuchungen bei alten Bléttern
hiufiger Abwehrreaktionen der Pflanze in Form von kreisformigen Zellwandverstirkungen zu
erkennen als bei jungen. Dies erschwerte oder verhinderte sogar die Eindringung des Pathogens.
Papillenbildung wurde von GESSLER (1988) (zitiert in MACHARDY 1995) fiinf Tage und
langer nach der Inokulation auf Blittern von ,,Golden Delicious* beobachtet. Diese traten nur
auf, wenn sich kleine Stromata gebildet hatten; in den eigenen Untersuchungen war sie auch

ohne erkennbares Stroma 48 Stunden nach der Inokulation zu sehen.
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Als Ursache fiir die unterschiedliche Entwicklung auf und im Blatt und daraus
resultierende Befallsunterschiede nannten GESSLER und STUMM (1984) die Altersresistenz,
die auch als ontogenetische Resistenz bezeichnet wird. Dass junge, z. T. noch nicht vollstindig
entfaltete Apfelblitter gegeniiber V. inaequalis anfilliger sind als alte, ausgereifte Blétter, ist
bekannt (MACHARDY 1995, SCHWABE 1979, BIEHN et al. 1966, NUSBAUM und KEIT
1938). WYATT et al. (1991) nahmen an, dass die Zunahme an B-1,3-Glukanase, Chitinase und
Peroxidase im Pflanzengewebe mit dem Alter der Pflanzen korreliert ist. Da viele pathogene
Pilze Chitin und B-1,3-Glukan als Hauptkomponenten in ihrer Zellwand aufweisen, wird
vermutet, dass die in der Pflanze gebildeten Enzyme eine Resistenz gegeniiber Pilze verursachen
konnen. RAA (1968) nannte als Ursache der Altersresistenz den niedrigeren pH-Wert &lterer
Blitter, welcher das Wachstum von V. inaequalis hemmen konnte. BIEHN et al. (1966) folgerten
aus ihren Untersuchungen mit V. inaequalis und Helminthosporium carbonum, dass neben der
Kutikuladicke andere Faktoren wie die zunehmende Dicke der Zellwand und das Vorhandensein
hemmender Substanzen in der Kutikula fiir die Resistenz von alten Apfelbléttern verantwortlich
sind. VALSANGIACOMO und GESSLER (1988) hingegen zeigten, dass die Dicke der
Kutikulamembran fiir die Penetration von V. inaequalis keine physikalische Barriere darstellte,
da die Kutikulamembran der Blétter von schorfresistenten und anfélligen Sorten gleichermaf3en
penetriert wurde. Neben der Anzahl von Infektionsstellen wird durch die ontogenetische
Resistenz auch die Zeit, die gebraucht wird, um Lésionen auszubilden sowie die Dauer, in der
weitere Lisionen auftreten, beeinflusst (MACHARDY et al. 2001). Dies wurde mit den eigenen
Versuchspflanzen bestétigt, bei denen die Symptomauspriagung auf alten Blittern im Vergleich

zu der auf jungen Bléttern verzdgert war und weniger Lasionen zu sehen waren.

Histochemische Untersuchungen zeigten, dass Proteine eine bedeutende Komponente in
den Haftsubstanzen von V. inaequalis sind. Daher sollte geklart werden, ob spezifische
oberflichenaktive Proteine, sogenannte Hydrophobine, bei V. inaequalis vorhanden waren.
Untersucht wurde neben den gekeimten Konidien auch das Medium, in dem die Konidien
inkubiert worden waren. Nur im Medium waren Proteine nachweisbar. Wihrend die Reinigung
der Proteine A und B aus dem Medium Hinweise auf eine Klasse von pilzlichen Polypeptiden
ergab, konnte dies nach der Sequenzierung der gereinigten Peptide nicht bestitigt werden.
Pilzliche Hydrophobine sind kleine, sekretierte, hydrophobe Proteine, die ein konserviertes
Aminosduremotiv von acht Cysteinresten in einer charakteristischen Abfolge besitzen
(KERSHAW und TALBOT 1998, WESSELS 1997). Die Proteine sind weit verbreitet und
kommen unter anderem bei den Pilzspezies der Ascomyceten und Basidiomyceten sowie der

Zygomyceten vor (WHITEFORD und SPANU 2002, TUCKER und TALBOT 2001, WESSELS
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1997, DEVRIES et al. 1993). Ihre Eigenschaften lassen auf eine Beteiligung in der Pra-
penetrationsphase in der Entwicklung von pathogenen Pilzen schliefen, was von TUCKER und
TALBOT (2001) an Beispielen der Hydrophobine MPG1 von M. grisea und Ceratoulmin von
Ophiostoma ulmi , sowie bereits frither von WESSELS (1994) am Hydrophobin SC3 von
Schizophyllum commune gezeigt wurde. Die Hydrophobine werden entweder in das sie
umgebende Medium abgegeben oder sie befinden sich in der Zellwand der Hyphen (WESSELS
1997). Sie besitzen verschiedene Funktionen auf der Oberflache von Pilzsporen sowie bei der
Bildung von Luftmyzel, Appressorien und Fruchtkdrpern. Auch fiir die Sporulation sowie fiir die
Anheftung von Hyphen auf hydrophoben Oberflichen sind Hydrophobine von Bedeutung
(WHITEFORD et al. 2004, KERSHAW und TALBOT 1998, WESSELS 1997, WESSELS 1994,
WESSELS et al. 1991). Die Féhigkeit der Proteine besteht darin, zu unldslichen
amphipathischen Schichten an einer hydrophoben-hydrophilen Grenzschicht zu aggregieren.
Diese Schicht erhoht die Hydrophobizitit der Hyphen und erméglicht ihnen dadurch, in Wasser
auf allen hydrophoben Oberflichen zu wachsen. Fiir die Adhédsion von pilzlichen Strukturen auf

einer hydrophoben Wirtsoberfliche hat dies eine groBe Bedeutung (WOSTEN et al. 1994).

Keimschlauche von V. inaequalis hafteten auf hydrophoben Oberflichen, obwohl mittels
verschiedener Farbstoffe, mit Ausnahme eines Proteinfarbstoffes, keine Férbung einer Matrix
moglich war. Die Haftung an eine Oberfliche konnte daher nicht nur von einer der von
ungekeimten Konidien &hnlichen Haftsubstanz herriihren, sondern von der Sekretion von
Hydrophobinen, die es dem hydrophilen Keimschlauch im Wasser ermdglicht, sich durch die
Bildung des amphipathischen Films an eine hydrophobe Apfelblattoberflédche fest anzuheften.

Hydrophobine lassen sich anhand der Anordnung ihrer hydrophoben und hydrophilen
Aminosdurereste sowie anhand der unterschiedlichen Loslichkeit in SDS in zwei Klassen
aufteilen (WESSELS 1997, WESSELS 1994). Die sequenzierten Proteine A und B wiesen eine
starke Unloslichkeit auf, da sie nach einer Extraktion mit heilem SDS als fast einzige Proteine
erhalten blieben. Dies deutet auf Klasse 1-Hydrophobine hin. Die anschlieBende Behandlung mit
Trifluoressigsdure fiihrte zu einer Aufspaltung der Proteine in Monomere, und in der SDS-PAGE
wurden Banden mit molekularen Massen von 10 und 16 kDa sichtbar. Molekulare Massen
dhnlicher GroBe wurden auch fiir Hydrophobine der Ascomyceten M. grisea und Cladosporium
fulvum sowie der Basidiomyceten Pisolithus tinctorius und Tricholoma terreum beschrieben
(MANKEL 2001, TAGU et al. 2001, SPANU 1997, TALBOT et al. 1996). Die beiden Proteine
von V. inaequalis wiesen hydrophobe Eigenschaften, allerdings keine Cysteine in den Sequenzen

auf. Das Fehlen von Cysteinresten macht eine Zuordnung zu den Hydrophobinen
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unwahrscheinlich. Deren Zugehorigkeit kann aber nicht vollkommen ausgeschlossen werden, da

die Peptidsequenzen fiir eine genauere Bestimmung eventuell zu kurz waren.

Auch die Untersuchung der Konidienoberfliche von V. inaequalis im
Rasterelektronenmikroskop konnte keinen Hinweis auf das Vorhandensein von Hydrophobinen
geben. Die sogenannten ,,rodlet layer®, die sich auf der Oberflache von Sporen und Hyphen von
hydrophobinbildenden Pilzen wie z. B. Schizophyllum commune, M. grisea, Aspergillus spp. und
Neurospora crassa befinden (PARIS et al. 2003, TALBOT et al. 1996, WOSTEN et al. 1994,
WOSTEN et al. 1993, CLAVERIE-MARTIN et al. 1986, BEEVER et al. 1979, COLE et al.
1979), wurden nicht gefunden. Die Beteilung von Hydrophobinen wurde nach WESSELS (1994)
durch die Bildung von ,rodlets* an der AuBlenseite von Sporen bewiesen. Das Fehlen eines
»rodlet layers® erkldart auch die Tatsache, dass aus frischen, ungekeimten Konidien von

V. inaequalis keine Proteine heraus gereinigt werden konnten.

Nur bei der Probe mit einer molekularen Masse von ~ 16 kDa wurden Peptide
sequenziert. Diese wiesen Ubereinstimmungen mit anderen Pilzspezies der Ascomyceten auf.
Uber die Proteine von Coccidioides immitis und Phaeosphaeria nodorum, die in Teilen der
Peptidsequenzen 1, 2 und 3 von V. inaequalis entsprachen, ist bis dato keine Funktion

beschrieben, so dass eine Zuordnung nicht moglich ist.

Die Aminosdure-Analyse der ,,spore tip mucilage™ von M. grisea erbrachte, dass sich diese vor
allem aus hydrophoben und hydroxilierten Aminoséuren zusammensetzte (HOWARD et al.
1993). Einige Aminosduren wie Alanin, Glycin, Leucin, Threonin und Valin machten jeweils
einen Anteil von tiber 10 % am Gesamtgewicht der sequenzierten Aminosduren aus, wahrend die
Aminosduren Arginin, Histidin, Methionin und Tyrosin nur einen sehr geringen Anteil von unter
1 % aufwiesen. Mit der angewandten Methode konnte allerdings kein Cystein und Tryptophan
detektiert werden (HOWARD et al. 1993). Fiir einige der oben genannten Aminosduren zeigte
V. inaequalis ein dhnliches Haufigkeitsmuster; dies galt vor allem fiir die Peptide 2, 4 und 5 des
16 kDa-Proteins. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass es sich bei den Peptidsequenzen von
V. inaequalis um Teile eines Proteins, welches filir die Haftung der pilzlichen Infektionsstrukuren

verantwortlich ist, handelt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen die Bedeutung einer hydrophoben
Pflanzenoberfliche fiir deren Besiedlung mit phytopathogenen Erregern. Es wurde deutlich, dass
sowohl fiir die Adhédsion der Konidien von V. inaequalis als auch fiir die weitere Entwicklung
auf der Oberfliche neben der Hydrophobizitit und Festigkeit auch die chemische

Zusammensetzung der Oberflache eine Bedeutung hat. Der Prozess der Anheftung von Konidien
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von V. inaequalis wurde erstmals beschrieben. Die Untersuchungen zur Anheftung haben
Einblicke in die erste, fiir den Infektionsbeginn entscheidende Phase des Zusammentreffens von
Wirt und Pathogen gegeben und damit einen weiteren Schritt in der frilhen Pathogenese des
Apfelschorf-Erregers offen gelegt. Diese Ergebnisse tragen damit zu einem besseren Verstiandnis
des Infektionsprozesses bei und erweitern das Wissen iiber die ablaufenden Mechanismen und

deren Beeinflussbarkeit grundlegend.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden die frithen Phasen der Pathogenese von Venturia inaequalis
auf der Blattoberfliche von Apfelsimlingen erfasst und der Einfluss verschiedener
Kontaktflichen auf die Pilzentwicklung untersucht. Die verwendeten Modelloberfldchen
unterschieden sich hinsichtlicht ihrer Hydrophobizitdt, die verschiedenen Blattinsertionen
hinsichtlich ihrer Anfilligkeit gegeniiber V. inaequalis. Mikroskopische Studien sollten
Aufschluss liber die Morphologie der Konidien und der weiteren Infektionsstrukturen des
Pathogens geben. Erstmals wurde der Prozess der Anheftung fiir Konidien von V. inaequalis auf

Oberflachen untersucht.

e Im Laufe der Ontogenese von Apfelblittern kam es zu einem deutlichen Groenwachstum.
Die Fliche verdoppelte sich innerhalb von vier bis fiinf Tagen. Die relative Wachstumsrate

nahm mit zunehmenden Blattalter kontinuierlich ab.

e Die Oberfliche der adaxialen Apfelblitter wies eine amorphe Wachsschicht ohne markante
epikutikularen Wachse auf, die sich in Abhédngigkeit von der Blattinsertion in der Menge
apolarer Wachse pro Flacheneinheit und in ihrer chemischen Zusammensetzung unterschied.
Die Wachsmenge verringerte sich von 3,6 ug cm™ bei jungen Blittern auf 1,9 um cm™ bei
alten Bléttern. Der Anteil an Triterpenen verminderte sich mit zunehmendem Blattalter,

wihrend der an priméren Alkoholen zunahm.

e Die Kutikula der Epidermiszellen wies ausgepriagte Leisten auf, die sich mit zunehmenden
Blattalter in der Anzahl verringerten und abflachten. Die Flache der Epidermiszellen nahm zu,

blieb auf den dltesten Bléttern aber immer etwas kleiner als auf spéter gebildeten Blittern.

e Die Benetzbarkeit der adaxialen Blattoberfliche nahm mit zunehmendem Blattalter zu, was
auf Verdnderungen der Wachszusammensetzung zuriickzufithren war. Auf mit Wachsen
verschiedener Blattinsertionen beschichteten Glasoberflichen verschlechterte sich die

Benetzbarkeit.

e Trockene Konidien von V. inaequalis weisen an ihrer Spitze einen Tropfen mit einer
Haftsubstanz (spore tip glue, STG) auf, der es ihnen ermoéglicht, auf einer feuchten
Oberfldche zu haften. Die Présenz einer klebefdhigen Substanz an der Konidienspitze von
Konidien von V. inaequalis wurde erstmals beschrieben. Diese Haftsubstanz besteht aus
mehreren Komponenten und ist vor allem durch das Vorhandensein von Proteinen und

Kohlenhydraten bzw. Glykoproteinen definiert.
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e Eine Hydration der Konidien von V. inaequalis fiihrte zu einer signifikanten

Volumenzunahme. Eine hohe relative Luftfeuchtigkeit allein reichte dazu allerdings nicht aus.

e Die Abgabe des STG vollzog sich als ein passiver Prozess unmittelbar nach Kontakt mit einer
nassen Oberfldche. Der Anteil haftender Konidien nahm mit zunehmender Inkubationszeit der
Konidien auf einer Oberfliche zu. Die Haftung war in der ersten Phase durch ungekeimte, in
der zweiten Phase durch gekeimte Konidien mit und ohne Appessorium bedingt. Die
Adhidsion war auf hydrophoben Oberfldchen besser als auf hydrophilen. Die Hérte einer
Oberflache hatte hingegen keinen Einfluss auf den Anteil haftender Konidien.

e Die Verwendung von Inhibitoren der Proteinbiosynthese fiihrte zu keiner Beeintrachtigung
der Adhésion, was darauf hinweist, dass es sich bei dem STG um eine praformierte Substanz
handelt. Oberflachenaktive Substanzen (Detergenzien) reduzierten hingegen den Anteil

haftender Konidien auf hydrophoben Oberfldchen.

e Die Keimung der Konidien vollzog sich unabhidngig von der Blattinsertion und lag
48 Stunden nach der Inokulation bei ca. 90 %. Auf Modelloberflichen war die Keimrate
dhnlich hoch. Auf hydrophilen Glasoberflichen wurde im Vergleich zu hydrophoben

Oberfliachen eine zeitlich verzogerte Keimung festgestellt.

e Die Keimschlauche von V. inaequalis blieben auf jungen Blittern kiirzer als auf alten.
Unabhédngig von der Blattinsertion bildeten gekeimte Konidien, die ein oder mehrere
Appressorien generiert hatten, kiirzere Keimschlduche als Konidien ohne Appressorium. Auf
wachsbeschichtetem Glas konnte keine Korrelation zwischen der Blattinsertion und der
Keimschlauchlidnge festgestellt werden. Keimschlduche waren auf einer weichen,
hydrophoben Oberfliche signifikant ldnger als auf einer harten, hydrophilen bzw.
hydrophoben Oberfliche.

e Mit zunehmender Inkubationszeit nahm der Anteil appressorienbildender Konidien zu. Auf
Glas war die Appressorienbildung zeitlich verzogert, und deren Anteil war auf den
hydrophoben Oberflichen in der Regel hoher. Auf Apfelblittern verschiedener Insertion
nahm die Appressorienbildung mit zunehmendem Blattalter ab. Der Anteil gekeimter
Konidien mit Appressorien lag auf den Modelloberflichen unabhédngig von der

Hydrophobizitit bei ca. 90 %.

¢ Die Bildung von Appressorien und einer melanisierten Ringstruktur wurde vor allem iiber und

unmittelbar neben den antiklinen Zellwdnden der Apfelepidermis beobachtet. Dies war auf
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allen Blattinsertionen die bevorzugte Stelle der Eindringung. Die Ausprigung der im

Appressorium lokalisierten Melaninringe nahm mit zunehmender Hérte der Kontaktfldache zu.

e An den Appressorien war eine extrazellulire Matrix sichtbar, die aus zwei Bereichen
aufgebaut war und neben Proteinen Kohlenhydrate und saure Mucopolysaccharide
beinhaltete. Diese Matrix, die unter anderem als Haftsubstanz diente, war sehr

widerstandsfahig und lieB sich nicht von der Oberflidche ablosen.

e Die Primirstroma- und Lauthyphenbildung nahm mit zunehmendem Alter der Blétter ab. Die
verringerte Bildung von Infektionsstrukturen im Blatt fiihrte zu einer geringeren
Symptomauspragung auf alten Bléttern. Die ontogenetische Resistenz bei alten Blattern

wurde als Ursache angenommen.

e Die Beteiligung von Hydrophobinen in der Adhésion und Entwicklung von V. inaequalis
konnte nicht nachgewiesen werden. Im Kulturmedium wurden Proteine detektiert, die
hydrophobe Eigenschaften zeigten, ansonsten aber wenige Ahnlichkeiten mit den
oberflachenaktiven Hydrophobinen aufwiesen. Das Vorkommen dieser speziellen Proteine

konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Die gewonnenen FErkenntnisse iiber die Adhdsion und Entwicklung der Konidien von
V. inaequalis tragen zur weiteren Charakterisierung der asexuellen Form des Pathogens sowie
zum besseren Verstindnis der frithesten Phasen in der Wirt-Pathogen-Interaktion bei. Dabei
wurde der Einfluss einer durch das Altern verdnderten Blattoberfliche auf das Pilzwachstum
erfasst. Erstmals wurde die Prdsenz einer globuldren Struktur an der Konidienspitze und deren
Beteilung am Anheftungsprozess von Konidien von V. inaequalis beschrieben. Die Bedeutung
des Vorhandenseins einer hydrophoben Kontaktoberfliche sowie von freiem Wasser fiir eine
erfolgreiche Etablierung und Besiedlung des Pathogens auf seinem Wirt wurden in dieser Arbeit

herausgestellt.
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