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Zusammenfassung 6

Zusammenfassung

Das Ziel der Untersuchungen war, durch die Applikation von Nahrmedien,
potenziellen Antagonisten und/oder fungiziden Pflanzenextrakten (Saponine) nach
dem Blattfall einen phytosanitaren Effekt mit einer Entwicklungsstérung auf die
Fruchtkorper von V. inaequalis zu erreichen. Die Auswirkungen der Behandlungen
wurden durch das verbleibende Ascosporenpotenzial Uber die Primarsaison
bewertet. Die Ursachen und Wirkungen der Praparate wurden mikrobiologisch und
biochemisch analysiert. Eine Chloroform-Methanol-Extraktion wurde als alternative
Methode zur Isolierung von Saponinen entwickelt. Die Pflanzenextrakte wurden
mittels SPE-Kartuschen und erstmals durch Verwendung der Hydrophoben
Interaktionschromatographie aufgereinigt. Es konnten nahezu alle unwirksamen
Begleitsubstanzen abgetrennt werden. Die fungiziden Wirkstoffe wurden mit einem
neu entwickelten Blutagar-Test, der die hamolytische Eigenschaft der Saponine
nutzt, nachgewiesen und durch HPLC-Analysen charakterisiert. In vitro konnte fur
alle Saponinextrakte eine hemmende Wirkung auf die Keimung der Konidien und das
Mycelwachstum des Erregers nachgewiesen werden. Die praventive Behandlung von
Samlingen in Gewachshausversuchen mit 1% Saponinextrakten von Waschnuss und
Kastanie fuhrte zu einer nahezu vollstandigen Befallsreduktion. Eine ,STOPP-
Spritzung® 6 h nach der erfolgten Inokulation bewirkte eine Verminderung der
Schorfsymptome um mehr als 70% und eine Reduktion der Sporulation um 98-100%.
Das Ascosporenpotenzial konnte durch Falllaubbehandlungen im Herbst/Winter um
bis zu 90% reduziert werden. In vitro identifizierte Antagonisten, die in das Falllaub
eingebracht wurden, konnten die Ascosporenmenge nicht vergleichbar reduzieren. In
vier Versuchsjahren konnte standortunabhéngig durch die Applikation von
Nahrmedien ein Wirkungsgrad von =97% zur Verminderung der Ascosporen-
Freisetzung erreicht werden. Als besonders effektiv erwies sich ein konzentriertes
LEiIBER Hefeextrakt, welches die Ascosporenmenge nahezu vollstdndig reduzierte.
Die mikrobiologischen Analysen des Falllaubes ergaben eine 10 bis 1.000-fache
Erhéhung der Organismenzahl, einschlieBlich potenzieller Antagonisten. Die
mikrobiologische Aktivitat (biologischer Sauerstoffbedarf) war bis zu dreimal héher
als in unbehandelten Blattdepots und hatte einen verstarkten und schnelleren
Blattabbau zur Folge. Die bakteriellen und pilzlichen Falllaubbesiedler wurden von
den Blattern isoliert und mit MALDI-TOF oder Uber die Sequenzierung ihrer ITS rDNA
identifiziert. Pseudomonaden stellten mit 37-45% der Bakterienisolate die dominante
Organismengruppe im Falllaub dar. In vitro wurde eine Hemmung des
Mycelwachstums von V. inaequalis um 48-69% festgestellt. Cladosporium
cladosporioides, Aureobasidium pullulans und Epicoccum nigrum waren mit einem
Anteil von jeweils mehr als 10% die wichtigsten Vertreter der Pilze und hemmten das
Wachstum in vitro um bis zu 57%. In der Mehrzahl der Proben war die
Zusammensetzung der Mikroorganismen im Vergleich zu Kontrollblattern im
Wesentlichen quantitativ verdndert. Eine Verschiebung innerhalb der dominanten
Spezies konnte nicht festgestellt werden. Als wirksame Stoffe konnten Peptide
< 3 kDa und Aminosauren identifiziert werden. Die Behandlung des Falllaubs mit
Nahrmedien konnte als eine neue phytosanitdre Strategie in die obstbauliche
Praxis integriert  werden und zZu einem Kupferersatz beitragen.
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Summary

The objective of the study was to achieve a phytosanitary effect on fruiting bodies of
V. inaequalis in apple leaf litter by application of nutrient media, potential antagonists
and/or fungicidal plant extracts (saponins). The effects of leaf litter treatments on the
remaining ascospore potential were assessed in course of the primary season of the
pathogen. The principles and mode of action of the applied substances were
evaluated by microbiological and biochemical analyses. As an alternative method for
the isolation of saponins from plant materials an extraction with chloroform and
methanol was developed. The saponin extracts were cleaned with SPE cartridges
and for the first time with Hydrophobic Interaction Chromatography. Nearly all
ineffective substances could be removed from the extracts. The detection of
membranolytic/hemolytic fractions was performed with an agar diffusion assay
amended with sheep erythrocytes. Hemolytic fractions were further characterized by
HPLC analyses. In vitro all plant extracts showed a fungicidal effect on conidia
germination and mycelia growth of V. inaequalis. In seedling assays, a preventative
treatment with soap nut and chestnut extract (1%) reduced apple scab symptoms
nearly completely. A treatment 6 h after inoculation with conidia reduced scab
symptoms by more than 70%. Pathogen sporulation on infected leaves was reduced
by 98-100% in comparison to control groups. Ascospore potential could be reduced
by leaf litter treatments by up to 90%. The application of in vitro identified antagonists
on apple scab litter showed no effect on ascospore amount. Leaf litter treatments
with nutrient media in autumn/winter revealed a reduction in the ascospore potential
of more than 97% in four following apple scab seasons. The effect did not depend on
geographical location of the orchard site. The best results could be achieved with a
concentrated LEIBER yeast extract, which reduced the ascospore amount nearly
completely. The microbiological analyses of leaf litter showed an increase of the
number of organisms, including potential antagonists, from 10 up to 1.000 times. The
microbiological activity (biological oxygen demand) was up to three times higher and
leaf decay was enhanced compared to untreated litter. Bacterial and fungal leaf
colonizers were isolated and identified with MALDI-TOF or sequencing of ITS rDNA.
Pseudomonas proved to be the dominant bacterial species in apple leaf litter and
contributed 37 to 45% of bacterial isolates. In vitro an inhibition of mycelia growth of
V. inaequalis from 48 to 69% was observed. Cladosporium cladosporioides,
Aureobasidium pullulans and Epicoccum nigrum reduced mycelial growth by up to
57%. Each one of these species represented more than 10% of the fungal isolates.
In the majority of samples the microbial composition was changed mainly
guantitatively and a shift within the dominant species was not detectable. Peptides
<3 kDa and amino acids could be identified as the effective constituents of the
media. Leaf litter treatments with nutrient media could be established as a new
phytosanitary strategy in organic fruit production and contribute to a replacement of
copper fungicides.
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1. Einleitung
1.1. Venturiainaequalis
1.1.1. Vorkommen und Bedeutung

V. inaequalis (Cke.) Wint. (anamorph: Spilocaea pomi (Fries)), der Erreger des
Apfelschorfs, ist ein Ascomycet, der weltweit tiberall vorkommt, wo Apfel kommerziell
angebaut werden (MacHardy et al., 2001). Er tritt besonders in Regionen mit einem
kuhlen und feuchten Frihjahr auf (MacHardy, 1996; Manktelow et al., 1996), ist aber
auch in semiariden und ariden Gebieten verbreitet (Studt, 1975; Jones & Aldwinckle,
1990). Die Apfelschorfbekampfung erfordert in Abhangigkeit von der Witterung und
dem Infektionsdruck ca. 20-30 Behandlungen pro Saison (Oberhofer, 1985; Kollar,
1997; Rol3berg, 2007). Der jahrliche Kostenaufwand kann dabei 80% der gesamten
Pflanzenschutzmallinhahmen im Obstbau betragen (Rof3berg, 2007). Ohne den
Einsatz von Fungiziden kann es vor allem bei der Tafelobsterzeugung zum
vollstandigen Verlust der Ernte kommen (Kollar, 1997). Damit stellt der Apfelschorf
die wirtschaftlich bedeutendste Mykose im Erwerbsobstbau dar (Jones & Aldwinckle,
1990). Mogliche Folgen der Erkrankung sind eine Beeintrachtigung von
Fruchtqualitat und -quantitdt durch vorzeitigen Blatt- und Fruchtfall,
Fruchtdeformationen und Lagerverluste. Der Befall kann sich indirekt auch auf den
Ertrag des Folgejahres auswirken, da der Blutenansatz oft reduziert ist (Agrios,
1988).

1.1.2. Biologie und Epidemiologie

V. inaequalis durchlauft eine parasitisch, biotrophe und eine saprophytische Phase
(Abb. 1). Die sexuell saprophytische Phase beginnt mit dem Laubfall. Die Hyphen
des Apfelschorfs dringen unter Zerstérung der Zellverbdnde ins tote Gewebe der
Blatter ein und die Entwicklung der Pseudothecien wird initiiert (Wiesmann, 1932).
Bis zum Fruhjahr reifen die Ascosporen in den Fruchtkdrpern heran, die bei
Regenereignissen ausgeschleudert werden. An jungen Blattern und Bliten fihren sie
zu Primarinfektionen (Wallace, 1913; Frey & Keitt, 1925; Keitt & Jones, 1926). Eine
weniger bedeutende primare Infektionsquelle kénnen am Baum sporolierende
Mycelien sein, die auf verbleibenden Blattern und Knospenschuppen tberwintert
haben (Salmon & Ware, 1931; Kennel, 1987; Becker, 1990; Becker et al., 1992). In
Anlagen mit hohem Vorjahresbefall tragen sie in geringem Umfang (~4%) zu
Priméarinfektionen bei (Holb et al., 2004).

Nach der erfolgten Infektion beginnt die parasitische, asexuelle Phase, in deren
Verlauf sich ein primares Stroma zwischen Cuticula und Epidermis entwickelt. Die
subcuticularen Hyphen breiten sich auf den Epidermiszellen aus und es kommt zur
Bildung von Konidophoren (Annelophoren), die durch Risse in der Cuticula Uber die
Blattoberfache ragen. Von diesen werden durch asexuelle Vermehrung einzellige
Konidien abgeschnirt. Konidien (12-22 x 6-9 um) sind oval bis lanzettférmige
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Sporen, die durch Spritzwasser und Wind auf andere Blatter getragen werden und
dort zu Sekundarinfektionen fuhren (MacHardy et al., 2001; Bowen et al., 2011).

Keimschlauchbildung
und Infektion
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Abb.1: Entwicklungszyklus des Apfelschorferregers V. inaequalis, Bildquelle:
Siegfried, W. 1997

Auf den infizierten Blattern bilden sich samtartig braun bis olivgriine Flecken (Abb.
2 a), die sich beim ,Nekrosetyp“ durch das Absterben der Gewebe braun farben
kénnen und oft nach oben wolben (Paul, 1981; Carisse & Dewdney, 2002). Bei einer
.kompatiblen Infektion wird das Wirtsgewebe auch bei hoher Sporulation nicht bzw.
kaum sichtbar verandert. Infiziert wird ausschlie3lich junges Gewebe, z.B. Blatter, die
ihr  Wachstum noch nicht abgeschlossen und daher keine Altersresistenz
(ontogenetische Resistenz) entwickelt haben (Keitt & Jones, 1926; Biehn & Kuc,
1966; Schwabe, 1979; MacHardy & Jeger, 1983). Altere Blatter konnen diese
Resistenz verlieren und werden erneut anféllig fur Infektionen (Kohl & Kollar, 1994;
MacHardy, 1996; Kollar, 1996). Dadurch kommt es im Herbst haufig zu einem
verstarkten Auftreten von neuen Schorfsymptomen.

Befallene Friichte weisen olivfarbene, spater dunkelbraune und verkorkte Flecken
auf (Abb. 2 a). Die nach aul3en fortschreitende Verkorkung fuhrt bei einer Infektion in
der fruthen Wachstumsphase zu starken Missbildungen und ermdéglich durch das
Aufplatzen der Flecken das Eindringen von Parasiten (Rudloff & Schmidt, 1935). Bei
einer Infektion im spaten Sommer oder frihen Herbst werden die Symptome erst
wahrend der Lagerung als ,Lagerschorf sichtbar (Abb. 2 b). Dieser ist durch
eingesunkene, schwarze und zirkulare Lasionen gekennzeichnet und kann zu hohen
Lagerverlusten fihren (Jones & Aldwinckle, 1990).
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Abb. 2: Blatt- und Fruchtschorfbefall an “Golden Delicious” (a) und
Lagerschorfsymptome (b)

1.1.3. Initiation und Reifung der Pseudothecien

Die Initiation der Pseudothecienbildung erfolgt zwei bis drei Wochen nach dem
Blattfall (MacHardy, 1996; Li & Xu, 2002). In den infizierten Blattern findet ein
erneutes Wachstum der bipolaren ,+ und —, Mycelien statt (Mtller & Loffler, 1992).
Treffen zwei Hyphen vom unterschiedlichen Paarungstyp aufeinander, kommt es zur
Bildung der Gametangien. Im Ascogonscheitel entwickelt sich ein wurmférmiger
Fortsatz (Trichogyn), der sich an das benachbarte Antheridium anlegt. Uber diese
Verbindung koénnen die Zellkerne aus dem Antheridium in das Ascogonium
Ubertreten. Sie paaren sich mit den Zellkernen des Antheridiums und teilen sich
mehrfach synchron (Dikaryophase). Diese fruhe Entwicklungsphase kann als
Initiation oder Anlage der Pseudothecienbildung betrachtet werden. Aus dem
befruchteten Ascogonium wachsen ascogene Hyphen aus, in die jeweils zwei
Zellkerne pro Zelle einwandern. Das Geflecht aus fertilen (ascogenen) und sterilen
Hyphen bildet sich zu makroskopisch sichtbaren, dunkelbraun bis schwarz gefarbten,
kugelformigen (Durchmesser: 90-150 um) Fruchtkdrpern aus (Jones & Aldwinckle,
1990). Je nach Witterungsverlauf kénnen die ersten Pseudothecien bereits Ende
Dezember oder verzogert bis in den Marz hinein vollstandig entwickelt sein.

Die Reifung der Asci beginnt damit, dass sich am Pseudotheciumboden, am
Seitenzweig einer ascogenen Hyphe, ein U-formiger Haken ausbildet. Die
subterminale Zelle des Hackens beinhaltet zwei Zellkerne. Es kommt zur
Karyogamie, wodurch eine diploide Zygote entsteht. Diese verlangert sich zu einer
langgezogenen, schlauchférmigen Kapsel, dem eigentlichen Ascus (55-75 x
6-12 um). Durch wiederholte Hakenbildung entstehen auf diese Weise eine Vielzahl
an Asci. Die Anlage der Asci erfolgt in der Zeit von Ende Dezember bis Anfang Méarz.
In den Asci findet die Meiose mit anschlieRender Mitose statt, so dass am Ende acht
Tochterkerne im Ascus vorliegen. Sie werden mit dem eigenen Zellplasma und einer
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Zellwand umhillt. Die vollstandige Reifung der Ascosporen erfolgt stufenweise und
kann von Mitte Marz bis Anfang Juni abgeschlossen sein.

Die Anzahl der initiierten Pseudothecien ist abhangig von der Starke des
Vorjahresbefalls (Vukovits, 1980; Gadoury & MacHardy, 1986) und wird wesentlich
von der Temperatur und Feuchtigkeit beeinflusst. Die optimale Temperatur fur die
Anlage der Pseudothecien liegt zwischen 4-10°C (MacHardy, 1996), ist aber auch
bei Temperaturen von unter 0°C mdglich. Kurzzeitig niedrige Temperaturen im
Herbst stimulieren die Pseudothecienbildung (Wilson, 1928). Die Initiation kann bis in
den Februar erfolgen, Frost- und Ruheperioden sind nicht notwendig (Wiesmann,
1932). Trockenperioden nach dem Laubfall fihren zu einer signifikant niedrigeren
Pseudotheciendichte (MacHardy, 1996). Der Einfluss von Licht auf die Bildung und
Entwicklung der Pseudothecien konnte von Jeger und Butt (1983) widerlegt werden.
Einen entscheidenden Einfluss auf die Anlage der Fruchtkdrper hat der
Infektionszeitpunkt. Aus spaten Infektionen (Juli, August, September) entstehen oft
diffuse Befallsstellen, bei denen die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Hyphen vom
unterschiedlichen Paarungstyp aufeinander treffen, erhoht ist (Wilson, 1928).

Teilweise ist die Entwicklung der Pseudothecien zum Zeitpunkt des Wintereinbruchs
bereits bis zum Stadium der Ascusinitiation fortgeschritten (MacHardy, 1996). Im
Winter stagniert die Entwicklung jedoch oder es findet nur eine geringflgige
Differenzierung wahrend warmerer Winterperioden statt (Vukovits, 1980; MacHardy
et al., 2001). Schneelagen koénnen die Entwicklung der Pseudothecien insgesamt
beglnstigen (Vukovits, 1980).

Mit steigenden Temperaturen (0-25°C) reifen gegen Ende des Winters oder zu
Beginn des Fruhjahres die Asci in den Pseudothecien heran (MacHardy, 1996). Sie
benottigen mehrere Warmeperioden, um den physiologischen Status zu erreichen,
der die Aufnahme von Wasser, das Anschwellen und Aufrei3en des Exoascus, und
die Ausschleuderung der Ascosporen ermdglicht (MacHardy, 1996). Ein
Pseudothecium kann tber 200 Asci, mit jeweils acht hell- bis olivgriinen Ascosporen,
beinhalten (Vukovits, 1980).

Die optimale Temperatur fur die Entwicklung der Ascosporen liegt zwischen 16-18°C,
wobei ein Alternieren von Trockenheit und Nasse die Entwicklung begtnstigt (Wilson
1928, Wiesmann, 1932). Eine kontinuierliche Blattndsse oder -trockenheit kann die
Reifung der Asci dagegen verzdogern oder hemmen (Wiesmann, 1932; Louw, 1951;
James & Sutton, 1982; Jeger & Butt, 1983). Die Apfelsorte und der Zeitpunkt des
Blattfalls haben neueren Studien zu Folge keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Pseudothecien und Ascosporen im Fruhjahr (James und Sutton, 1982; Gadoury et
al., 1984; Smith & MacHardy, 1991). Ein verzdgerter Laubfall kann dagegen zu einer
Verschiebung der primaren Infektionsperiode und einem hoheren Ascosporen-
potenzial fuhren (Kollar, 2008).
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Die Nahrstoffe, die fur die Anlage und Reifung der Fruchtkdrper benotigt werden,
stammen aus dem Falllaub. Biopolymere aus der pflanzlichen Zellwand sowie
Proteine und Nucleinsauren stellen die wichtigste Kohlenstoff- und Stickstoffquellen
dar. Ein gleichbleibendes C:N Verhéltnis ist fir eine positive Entwicklung von
V. inaequalis entscheidend (Leben & Keitt, 1948; Fothergill & Ashcroft, 1955 a + b).

1.1.4. Sporenausschleuderung und Infektion

Sind die Ascosporen im Fruohjahr vollstandig entwickelt, kommt es bei
Regenereignissen zur aktiven Sporenausschleuderung (Hirst & Stedman, 1962;
MacHardy & Gadoury, 1986). Da die Pseudothecien und/oder Asci nicht gleichzeitig
reifen, ist ein Ausschleudern der Ascosporen uber einen Zeitraum von funf bis neun
Wochen (Mitte Méarz - Anfang Juni) mdglich, was zu einer langen Infektionsperiode
fuhrt (Priméarsaison) (Aderhold,1896; Vukovits, 1980). Die Ascosporenenreifung ist
mit der Wirtsentwicklung synchronisiert, so dass die ersten Asci mit Beginn des
Knospenaufbruchs reif sind (MacHardy, 1996).

Zum Auskeimen bendtigen die Sporen einen Wasserfilm auf der Blattoberflache. Der
Keimschlauch durchdringt die Cuticula (Keitt & Jones, 1926; Bowen et al., 2011) und
die Primarinfektion wird etabliert. Die Zeit vom Auskeimen bis zur Etablierung der
Infektion ist eine Funktion aus Temperatur und Blatthassedauer, wobei mit
zunehmendem Blatt- und Fruchtalter die bendétigte Blattnassedauer zunimmt. Nach
Mills (1944) konnen Infektionen bei Temperaturen zwischen 1-26°C stattfinden. Die
bendtigte Blattnassedauer variiert von 26 h bei 5°C bis 9 h bei 16-24°C. Infektionen
bei Temperaturen Uber 26°C finden nur selten statt.

1.2. Strategien zur Bekampfung

Primarinfektionen im Frihjahr erfolgen fast ausschlie3lich Uber Ascosporen, wobei
schorfbefallene Uberwinternde Blatter das wichtigste Inokulum darstellen. Um das
Primarinokulum so gering wie méglich zu halten und eine friihe Befallsentwicklung zu
verhindern werden zwei Hauptstrategien der Bekampfung angewandt: Malinahmen
zur Reduktion der Ascosporenentwicklung wéhrend der saprophytischen Phase im
Herbst und Winter sowie MalRnahmen zur Minderung von Schorfinfektionen wahrend
der Vegetationsperiode.

1.2.1 Bekdmpfung in der Vegetationsperiode
1.2.1.1. Resistente Sorten

Die effektivste Strategie zum Schutz der Pflanze vor Schorfbefall ist der Anbau
resistenter Sorten wie z.B. Topaz, Santana, Retina, Otava oder Rubinola. Durch den
Anbau resistenter Sorten lassen sich 80% der sonst ublichen Fungizidmenge
einsparen (Fischer, 2004). Ein vollstandiger Verzicht von Pflanzenschutzmitteln ist
nicht moglich, da fehlende Fungizidapplikationen haufig zu verstarktem Mehltaubefall
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und zum Auftreten weiterer Pilzkrankheiten filhren (Belz & Ruess, 2001).
Fungizidbehandlungen sollten auch mit reduziertem Umfang durchgefihrt werden,
um einer moglichen Resistenzbrechung des Schorfpilzes entgegen zu wirken. Beim
Verbraucher finden die neuen Apfelsorten bisher noch wenig Akzeptanz. Sie haben
einen Marktanteil von etwa 5% (Erschbamer, 2013; Waldner, 2013).

1.2.1.2. Prognose

Die ersten Schorfprognosemodelle wurden bereits 1940 von Mills entwickelt und sind
bis heute Grundlage der Schorfwarnsysteme. Darauf aufbauend wurden seit Beginn
der 1990er Jahre neue Simulationsprogramme (RIMpro, Welte-Schorfprognose,
SIMSCAB) entwickelt, die auch biologische Parameter, wie die Reifung der
Ascosporen, in die Vorhersage integrieren. Die Prognose ist dadurch zuverlassiger
geworden und erlaubt dem Anbauer den gezielten Einsatz von Fungiziden (Jones &
Aldwinckle, 1990) und die Einsparung von Spritzungen (Beresford & Manktelow,
1994).

1.2.1.3. Fungizide

Seit den 1940er Jahren stehen im konventionellen Anbau organische Fungizide fur
die Schorfbekampfung zur Verfigung (MacHardy, 1996). Im Gegensatz zu
praventiven  ,Belagsfungiziden® haben kurative Fungizide meist eine
systemische/teilsystemische Wirkung mit einer Stérung spezifischer physiologischer
Ablaufe, wie z.B. der Synthese von Ergosterol, der Atmungskette oder der
Zellkernteilung. Aufgrund der h&aufigen Anwendungen dieser spezifisch wirkenden
One-site Inhibitoren bildeten sich relativ schnell Resistenzen aus (Braun, 1994;
Chapmann, 2011). Gegenuber Dodin, Benzimidazolen, Steroldemethylierungs-
hemmern, Anilinopyrimidinen und Strobilurinen wurden bereits Resistenzen des
Apfelschorferregers nachgewiesen (Carisse & Dewdney, 2002; Bertagnoll &
Marschall, 2011). Multi-site Inhibitoren, die an verschiedenen Stellen in den
Stoffwechsel eingreifen, z.B. Diathion (Delan®), Kupfer und Schwefelpraparate
ermdglichen dagegen keine Resistenzbildungen.

Kupfer ist der alteste fungizide Wirkstoff in der Historie der Schorfbekampfung und
wird bis heute weltweit verwendet. Kupferpraparate weisen einen hohen
Wirkungsgrad auf und konnen relativ kostenglnstig hergestellt werden. Die
Praparate zeigen eine phytotoxische Wirkung, deren Folge u.a. eine Verbrdunung
der Blutenblatter und Fruchtberostung sein kann. Zurzeit sind in Deutschland vier
Praparate auf Basis von Kupferhydroxid, Kupferoctanoat und Kupferoxychlorid
zugelassen. Im Apfelobstbau darf eine Aufwandmenge von 6 kg Kupfer pro Hektar
und Jahr eingesetzt werden. Die o©kologischen Obstbauverbande in Deutschland
(DEMETER, BIOLAND) haben die maximale Aufwandmenge auf 3 kg Kupfer pro
Hektar und Jahr begrenzt.
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Durch die europaweite Einfuhrung maximaler Kupferaufwandmengen und das
verstarkte Auftreten von Schorfresistenzen gegen organische Fungizide haben
Schwefelpraparate in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Die fungizide
Wirkung der Praparate beruht auf Oxidationsprodukten des Schwefels, die an der
Blattoberflache entstehen (Boérner, 1997) und Schwefelwasserstoff, der von fakultativ
und obligat anaeroben, heterotrophen Bakterien als Stoffwechselprodukt freigesetzt
wird (Madigan & Martinko, 2006). Mit dem Einsatz von Netzschwefel und
Schwefelkalk konnten zum Teil gute Bekampfungserfolge erreicht werden (Kelderer
et al., 1997; Geipel, 1999; Holb et al., 2003; Montag et al., 2005). Die Wirkung ist
jedoch geringer als die der Kupferpraparate (Holb et al., 2003). Hohe
Aufwandmengen von Schwefelkalk fordern die Berostung und beginstigen
Sonnenbrand, wodurch die Fruchtqualitat reduziert wird (Mills, 1947; Holb, 2003). Die
Behandlungen mit Netzschwefel wirken weniger phytotoxisch, haben aber auch ein
geringeres Wirkungsspektrum, insbesondere bei Temperaturen < 10°C kommt es zu
einem Wirkungsverlust (Holb, 2003; Jamar et al., 2008). Ein Ersatz von Kupfer durch
den verstarkten Einsatz von Schwefelpraparaten ist daher nicht moglich.

1.2.1.4. Biologische Verfahren

Im o©kologischen Obstbau wurde in den vergangenen 20 Jahren intensiv nach
alternativen, biologischen Methoden zur Bekampfung des Apfelschorferregers
gesucht. Anorganische und organische Praparate, wie Gesteinsmehle, Tonerden,
Algenextrakte, Komposte, Humuspraparate und a-Tocopherol zeigten jedoch nur
eine unzureichende Wirkung im Freiland (Golba, 2002).

Das Potenzial verschiedener saponinhaltiger Pflanzenextrakte, Pflanzenaufgisse
und Ole, als Pflanzenstarkungsmittel, wurde ebenfalls untersucht (Golba, 2002).
Gilliver (1947) und Bosshard (1992) konnten in vitro eine Hemmung der
Konidienkeimung und des Mycelwachstums von V. inaequalis mit einem wassrigen
Efeuextrakt (Hedera helix) nachweisen. Die Wirkung konnte unter
Freilandbedingungen nicht bestéatigt werden. Bei Infektionsversuchen im
Gewachshaus zeigten Pflanzenextrakte von Saponaria officinalis, Quillaja saponaria
und Primula veris einen hohen Wirkungsgrad von bis zu 99% (Bosshard & Haseli,
1993; Pfeiffer, 2001; Pfeiffer et al., 2004; Spath, 2000). Im Zuge der REPCO-Studie
wies ein Préparat von Yucca schidigera einen Wirkungsgrad von ~ 70% im Freiland
auf (Bengtsson et al., 2007; Heijne et al., 2007).

Der Einsatz von Antagonisten gegen den Apfelschorferreger V. inaequalis wurde in
zahlreichen Arbeiten erprobt (Carisse & Dewdney, 2002). Fur epiphytische Pilze der
Gattung Aureobasidium, Botrytis, Cladosporium, Epicococcum, Microsphaeropsis
und Trichoderma konnte in vitro eine Hemmung des Mycelwachstums bis 80% und
der Konidienkeimung bis zu 50% beobachtet werden. Im Freiland zeigte das
Hefeisolat Sporidiobolus sp., mit einer Befallsreduktion von 81% eine gute Wirkung
(Kucheryava et al.,, 1999). Die beiden Pilze aus der Apfelphyllosphare Athelia
bombacina und Chaetomium globosum zeigten an Apfelsamlingen im Gewachshaus
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ein hohes antagonistisches Potenzial und reduzierten den Schorfbefall um bis zu
90% (Heye & Andrews, 1983). Die Wirkung konnte unter Freilandbedingungen nicht
bestatigt werden (Boudreau & Andrews, 1987). Fur Vertreter der Gattung
Pseudomonas, Penicillium, Nocardia, Erwinia, Bacillus, Curtobacterium und Torula
sp. konnten in vitro starke Hemmeffekte auf die Keimung der Konidien und das
Mycelwachstum nachgewiesen werden (Cing Mars, 1949; Wassermann, 1969; Burr
et al., 1996; Kucheryava, et al., 1999). P. fluorescens und B. pumillus zeigten dabei
die hochsten Wirkungsgrade.

Im direkten Vergleich zu verfligbaren Fungiziden erwies sich die biologische
Bekampfung unter Freilandbedingungen haufig als unzuverlassig und nicht geeignet
(Boudreau & Andrews, 1987; Burr et al., 1996). In der Praxis finden die
beschriebenen Verfahren daher keine Anwendung.

1.2.2. Bekampfung der Uberwinterungsform

Die Historie des Falllaubmanagements reicht zurtick bis zum Beginn des
20. Jahrhunderts. Durch Arbeiten von Aderhold (1894, 1895, 1896, 1900) und
Wallace (1913) wurde die Bedeutung der Ascosporen als Primarinokulum fur
Infektionen im Fruhjahr erkannt. Brooks (1909) und Whetzel (1910) konnten in ersten
Versuchen, bei denen das Falllaub mittels pfligen in den Boden eingearbeitet wurde,
eine Reduktion der Schorfsymptome nachweisen. In den 1930er Jahren wurden
Praparate auf Basis von Ammonium, Kalk und Kalium, die zu einer deutlichen
Ascosporenreduktion fihrten, entwickelt (Wiesmann, 1935; Holz, 1938; Henrick,
1939). Diese Behandlungsstrategien konnten sich jedoch nicht durchsetzen, da in
den 1940er Jahren organische Fungizide auf den Markt kamen, die effektiver als
bisherige Kupfer- und Schwefelbehandlungen waren und sich durch eine geringe
phytotoxische Wirkung auszeichneten. Durch das Auftreten von Resistenzen gegen
organische Fungizide, Resistenzverluste bei widerstandsfahigen Apfelsorten und die
Kupferproblematik ist die Bekampfung der Uberwinterungsform von V. inaequalis zur
Zeit wieder starker in den Fokus der Forschung gerickt (Kollar & Pfeiffer, 2003;
2005; Holb et al.,, 2006; Koéhl et al.,, 2007; tSaoir et al., 2010; Rudiger et al.,
2012 a + b; Rudiger & Kollar, 2012; Porsche & Kollar, 2014).

1.2.2.1. Phytosanitare MalRnahmen mit direkter Wirkung

Das energieaufwandige Verbrennen des Falllaubs wurde in den 1920er Jahren
erprobt (Curtis, 1924). Die Methode wurde gleichzeitig zur Unkrautbekampfung
genutzt und ermoglichte eine Verringerung der Ascosporenmenge um 98% (Moritz,
1993). Fur die Praxisanwendung wurde sie jedoch als zu zeit-/energieaufwandig und
geféahrlich eingestuft (Rudloff & Schmidt, 1935; MacHardy, 1996).

Das Mulchen ist eine Standardmal3nahme zur Bekampfung der saprophytischen
Phase von V. inaequalis. Die Blatter werden zerhackselt und teilweise mit Erde
bedeckt. Die Aktivitdit der Regenwlrmer wird stimuliert (Raw, 1962) und der
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biologische Abbau des Falllaubs verstarkt. Die Methode erlaubt eine Reduktion des
Ascosporeninokulums um bis zu 85% (Vincent et al., 2004).

Mit einem Laubsauger wie ELISE oder EMMA lassen sich im Herbst bzw. Frihjahr
etwa 92% der noch vorhandenen Blatter aus der Obstanlage entfernen. Der Antell
schorfbefallener Blatter kann um 76%, der Anteil befallener Friichte um 80%
vermindert werden (Triloff, 2006). Andere im Falllaub Gberwinternde Krankheiten und
Schadlinge werden mit entfernt (Triloff, 2006). Die Methode schont den Boden, da
nur eine Fahrt mit dem Laubsauger notwendig ist. Voraussetzung fur die Anwendung
dieser Technik sind eine ebene Fahrgasse, ein Baumstreifen ohne groRRere
Hindernisse (Sockel von Hagelpfosten etc.) und trockenes, frostfreies Wetter. Die
Staubbelastung wéahrend des Laubsaugens ist hoch, wie auch die
Anschaffungskosten fir die Maschine.

Die ersten Feldversuche zur chemischen Bekampfung der saprophytischen Phase
des Apfelschorfs wurden 1924 von Curtis durchgefuhrt. Er applizierte im Frihjahr
dreimalig Schwefelkalk auf das Falllaub und konnte den primaren Blattschorfbefall
um 60% reduzieren. Intensive Studien zum Einsatz chemischer Fungizide wurden in
den 1930er und 1940er Jahren von Keitt und seinen Mitarbeitern in den USA
durchgefiihrt. Anorganische Chemikalien, wie z.B. Kupferkalkarsen, Ammonium-
sulfate, Phenylquecksilberchloride und Natrium dinitro-o-cresylate, erwiesen sich mit
Wirkungsgraden von bis zu 100% als sehr effizient (Palmiter & Keitt, 1936; Keitt &
Palmiter, 1937; Keitt, 1939; Keitt et al. 1940; 1941 a, b). In den 1960er Jahren wurde
das Potenzial organischer Kontaktfungizide (Dodin, Captan) zur Hemmung der
Pseudothecienbildung und/oder Ascosporenfreisetzung untersucht. Behandlungen
im Herbst hemmten die Initiierung der Pseudothecienbildung nahezu vollstéandig
(Connor & Heuberger, 1968; Gadoury et al., 1989). In den 1980er Jahren wurden
systemische Fungizide entwickelt und auch fur die Falllaubbehandlung getestet.
Benzimidazole (Tubulinsystemhemmer), wie z.B. Benomyl und Bavistin (Burchill et
al., 1965; Mcintosh, 1969; Burchill, 1972; Qasba & Shah, 1981), sowie
Ergosterolbiosynthesehemmer z.B. Vanguard (Gadoury et al, 1989) und Bitertanol
(Qasba & Shah, 1981) verhinderten die Produktion der Ascosporen nahezu
vollstandig. Versuche, in denen die Fungizidapplikation vor dem Laubfall in
Kombination mit Harnstoff durchgefiihrt wurde (Moller et al., 1981; Heijne et al.,
2000; Holb et al., 2006), bewirkten eine Reduktion der Ascosporenmenge und der
Schorfsymptome im Frihjahr. Alle genannten Stoffe wurden vor allem aufgrund von
Okologischen Bedenken nicht in die obstbauliche Praxis eingefihrt.

1.2.2.2. Phytosanitare Malinahmen mit indirekter Wirkung

Behandlungen mit Harnstoff erfolgen in der Praxis zu Beginn und gegen Ende des
Laubfalls. Sie fordern das Wachstum und die Aktivitat mikrobieller Populationen auf
den Blattern (Crosse et al., 1968; Burchill und Cook, 1971). Die Mikroorganismen
storen die Entwicklung der Pseudothecien und Asci (Ross, 1961; Crosse et al., 1968;
Hossain et al.,, 2009), wodurch die Produktion der Ascosporen um bis zu 97%
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reduziert wird (Burchill et al., 1965; Sutton & MacHardy, 1993). Im 6kologischen
Anbau gibt es keine Zulassung fur Harnstoff.

Der naturliche Blattabbau im Winter und Fruhjahr erfolgt hauptsachlich durch den
Regenwurm Lumbricus terrestris (Raw, 1962; Niklas, 1980; Niklas & Kennel, 1981).
Um den Blattabbau durch Regenwlrmer zu unterstitzen, sollte der Einsatz von
Kupferbehandlung und anderen toxischen Chemikalien vermieden werden, da dies
zu einer Abnahme der Regenwurmpopulation und einer ,Konservierung“ der
Falllaubschicht fuhrt (Cook & Burchill, 1973; Cook & Swait, 1975; Kennel, 1981;
Niklas & Kennel, 1981). Ohne den Einsatz regenwurmschadigender, toxischer
Chemikalien ist die nattrliche Population von L. terrestris so effizient, dass etwa 90%
der Blattmasse vor dem Knospenaufbruch abgebaut werden (Deutschland, Stuttgart)
(Raw, 1962; Kennel, 1981; Niklas & Kennel, 1981; Aalbers 2001). Als besonders
attraktiv fur Regenwirmer wurde mit Hefeextrakt oder TSB (Tryptic Soy Broth)
behandeltes Falllaub bewertet (Kollar & Pfeiffer, 2005). Das Trockengewicht der
Blatter war am Ende der Primarsaison um 80 bis 90% reduziert.

Die Behandlung des Falllaubs mit verschiedenen mineralischen und organischen
Pflanzenstarkungsmitteln (Komposte, Humus-, Kalk- und Stickstoffpraparate) wurde
untersucht (Golba, 2002). Kalkhaltige Praparate haben nur in hohen
Aufwandmengen und in nicht reproduzierbarem Ausmafll eine Reduktion des
Ascosporenausstof3es zur Folge. Komposte und Humuspraparate koénnen den
Laubabbau deutlich férdern und folglich die Ascosporenfreisetzung mindern. Fir den
Wirkungsgrad scheinen Alter, Konsistenz und die Zusammensetzung der Praparate
eine Rolle zu spielen. Bei der Ausbringung von Kompost muss der Stickstoffeintrag
bedacht werden, um eine Uberdiingung zu vermeiden (GroR3-Spangenberg, 1992).

Zahlreiche Arbeiten beschaftigen sich mit dem Einsatz von Antagonisten. Athelia
bombacina zeigt auf natirlichen schorfbefallenen Blattern im Labor und Freiland das
Potenzial die Pseudothecien- und Ascosporenproduktion vollstdndig zu unterdriicken
(Heye & Andrews, 1983; Cesari, 2001). Die antagonistische Wirkung, die nur bei
einem hohen Inokulum gewahrleistet wird, beruht auf Nahrungskonkurrenz und
Antibiose (Heye, 1982; Heye & Andrews, 1983; Philion et al., 1997). Chaetomium
globosum konnte bei einer Applikation nach dem Blattfall das Ascosporeninokulum
um 65-70% reduzieren (Heye & Andrews, 1983; Miedke & Kennel, 1990),
Microsphaeropsis sp. und Trichoderma sp. um 71-80% (Carisse et al., 2000).
Ophistosoma sp. zeigte in vitro mit 89% eine sehr gute Wirkung, die in
Freilandversuchen jedoch nicht bestatigt werden konnte, da sich der Pilz nicht im
Falllaub etabliert hatte (Philion et al., 1997). Die Behandlung des Falllaubs mit
Bakterienisolaten der Gattungen Pseudomonas, Erwinia und Enterobacter reduzierte
die Pseudothecienentwicklung in geringem Umfang (Meszka & Bielenin, 2006).

Derzeit findet die Applikation von Antagonisten in der Praxis nicht statt. Ursachen
dafur sind die unzureichende Etablierung der Antagonisten auf dem Falllaub und die
Problematik, einen Organismus ,kinstlich“ ins Okosystem einzubringen. Vor diesem
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Hintergrund und der Tatsache, dass Harnstoff im ©kologischen Anbau keine
Zulassung hat und Diinger und Komposte einen unzureichenden Wirkungsgrad
zeigen, untersuchten Kollar & Pfeiffer (2003, 2005) erstmals die Applikation von
N&hrmedien auf das Falllaub. Getestet wurden Bestandteile von Nahrmedien aus der
Mikrobiologie, Zuckerlosungen, Apfelsaft, Malz, Maischeenzyme, Bohnenextrakt,
Milchpulver, Kompostzusatze und Harnstoff. Am effektivsten erwiesen sich in zwel
Versuchsjahren Behandlungen mit TSB 9%. Es kam zu einer Reduktion des
kumulativen Ascosporenpotenzials von > 90% (Kollar & Pfeiffer, 2005). Ein
Hefeextrakt 3% flihrte zu einer Reduktion des Ascosporenpotenzials um etwa 80%
und einem durch die Regenwirmer verstérkten Blattabbau um 25%.

1.3. Der Prozess der Falllaubzersetzung beim Apfel

Der Abbau eines Apfelblattes erfolgt in mehreren Phasen, an denen unterschiedliche
Organismen beteiligt sind (Berg & McClaugherty, 2003; Ventura et al, 2010; Snajdar
et al., 2011). Die Blatter werden nach dem Blattfall von Pilzen, Bakterien, Algen und
Einzellern besiedelt. Durch die enzymatische Aktivitat der Organismen werden die
Zellwande der Blatter ,aufgeweicht‘. Milben und Springschwanze fressen Locher in
das abgestorbene Pflanzengewebe und machen das Blattinnere fir Pilze und
Bakterien besser zugénglich. Micken- und Fliegenlarven vergréf3ern die Locher und
durch die Aktivitdt von Tausendfufilern, Asseln und Schnecken werden die Blatter
zerkleinert. Die mit dem Abbau einhergehende Oberflachenvergréf3erung der Blatter
stimuliert die biologische Aktivitat der Mikroorganismen zusétzlich.

Die Phyllosphare der Apfelblatter wird in erster Linie von Mikroorganismen des
Aeroplanktons besiedelt (Kinkel et al., 1989). Die mikrobielle Gemeinschaft auf den
Apfelblattern spiegelt sowohl die Immigration der Mikroorganismen und ihr
Wachstum, als auch die Verluste durch Emigration und Zelltod wider (Kinkel et al.,
1989). Nach dem Blattfall im Herbst findet eine Anreicherung der Mikroorganismen
durch die Nahe zum Boden statt. Die folgende mikrobielle Sukzession ist abhangig
von der Jahreszeit, Blattokologie, Witterung und der Féhigkeit der einzelnen Arten,
Nahrstoffe aufzuschlie3en (Frankland, 1998).

Pilze sind bei allen bisher untersuchten Falllaubtypen die wichtigsten Destruenten
(Swift, 1976; Hendrix et al., 1986; Holland & Coleman, 1987; Neely et al., 1991;
VoriSkova & Baldrian, 2013). Sie stellen in den ersten Monaten nach dem Blattfall die
dominante Organismengruppe dar (Snajdr et al., 2011). Saprophytische
Ascomyceten gehoren zu den wichtigsten Primarbesiedlern. Sie setzen extrazellulare
Enzyme frei, die zum Abbau von Polysacchariden fiihren, z.B. Hemicellulosen,
Cellulosen und Pektin (Romani et al., 2006; Valaskova et al., 2009). Um ihren N- und
P-Bedarf zu decken, konnen sie mit Hilfe von Ureasen, Peptidasen und
Phosphatasen Peptide und Proteine abbauen, (Sinsabaugh et al., 2002).

Die oberflachliche Sukzession der Pilze auf dem Apfelfalllaub ist ein dynamischer
Prozess. In den unterschiedlichen Blattabbaustadien entstehen fortwahrend Nischen,
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die von neuen Arten besiedelt werden (Frankland, 1998). Durch die Abbauprozesse
werden Spaltprodukte von Polysacchariden frei, die als Substrate fur Bakterien
dienen (Romani et al.,, 2006). Der Anteil der Bakterien an der mikrobiellen
Gemeinschaft des Falllaubs steigt und es stellt sich konstantes Verhaltnis von Pilzen
zu Bakterien ein. Im weiteren Verlauf der mikrobiellen Sukzession verlagert sich das
Verhéaltnis zu Gunsten der Bakterien. Sie agieren durch die Produktion fungizider
Substanzen und die Freisetzung chitinolytische Enzyme als pilzliche Antagonisten
(Romani et al., 2006). Besonders der Anteil an Actinobakterien steigt im Verlauf der
Falllaubsukzession durch ihre Fahigkeit, Lignin, niedermolekulare Verbindungen und
die pilzliche Biomasse abzubauen, immer weiter an (Benner et al., 1984; Kirby,
2006). Durch die mikrobielle Besiedlung mit Bakterien werden die
Blattabbauprozesse weiter verstéarkt. Dies begtnstigt den Fral3 durch Regenwurmer,
die die Blatter zu Mull weiterverarbeiten. Etwa 80-90% der Nahrstoffe aus den
Apfelblattern werden dem Boden durch die Remineralisierung jahrlich wieder
zugefuhrt (Tagliavini et al., 2007).

Die Abbaurate der Apfelblatter wird von der Qualitat des Falllaubs (Nahrstoff-
zusammensetzung), der Zusammensetzung der Destruenten und abiotischen
Umweltfaktoren, wie Temperatur und Feuchtigkeit, beeinflusst (Parr & Papendick,
1978). Die initiale N-Konzentration gilt als Schlusselfaktor fir einen schnellen Abbau,
da Stickstoff der limitierende Faktor fur die mikrobiologische Aktivitat ist (Neely et al.,
1991; Aber & Melillo, 2001). Bei Falllaub der Sorte Golden Delicious konnte in
Neuseeland eine Stickstoffkonzentration von 1,5%, bei Mondial Gala in Italien eine
Konzentration von 1,3% des Trockengewichts nachgewiesen werden (Haynes &
Goh, 1980; Tagliavini et al., 2007). Die Biopolymere der pflanzlichen Zellwand stellen
die wichtigste Kohlenstoffquelle fur die mikrobiellen Zersetzter des Falllaubs dar
(Chapin & Kedrowski, 1983). Kohlenstoff hat einen Anteil von 46% am
Trockengewicht des  Apfelfalllaubs, wobei Cellulose mit 33% die
Hauptkohlenstoffquelle darstellt (Tagliavini et al., 2007). Der Abbau von
Hemicellulosen setzt nach dem Blattfall, der von Cellulose erst im Frihjahr ein
(Tagliavini et al., 2007). Aufgrund ihrer komplexen Struktur sind beide Molekile
enzymatisch schwer zuganglich, so dass an den Abbauprozessen eine Reihe von
Enzymen beteiligt sind (Baldrian & Valaskova, 2008).

Lignin hat einen Anteil von etwa 13% am Apfelfalllaub (Mondial Gala) (Tagliavini et
al.,, 2007). Ein Abbau findet in den ersten Monaten nach dem Laubfall nur in
geringem Umfang statt, da durch das steigende C:N Verhéltnis im Apfelfalllaub die
Produktion ligninolytischer Enzyme unterdriickt wird (Keyser et al., 1978; Carreiro et
al., 2000; Tagliavini et al., 2007; Han et al., 2011). Der langsame Abbau der
Biopolymere spiegelt sich im C-Gehalt des Apfelfalllaubs wider. In den ersten vier
Monaten nach dem Laubfall bleibt die C-Konzentration konstant (Tagliavini et al.,
2007). Nach sechs Monaten sind etwa 6,5%, nach neun Monaten 9% der initialen
Kohlenstoffmenge abgebaut.
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1.4. Saponine

1.4.1 Vorkommen, Eigenschaften und chemische Struktur

Saponine sind sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, die als Glycoside von Steroiden,
Steroidalkaloiden oder Triterpenen in Pflanzen vorkommen. Sie werden als
naturlicher Schutz vor Pathogenbefall (Viren, Bakterien, Pilze) und Herbivoren
(Insekten, Mollusken) gebildet (Francis et al., 2002; Sparg et al., 2004; Desai et al.,
2009). Saponine sind oberflachenenaktive Stoffe, die in wassriger Losung stabile
Schaume bilden (Osbourne, 1996). Sie kommen bei hoheren Pflanzen in etwa
100 Familien vor (Vincken et al., 2007), z.B. den Fabaceae (Soja, Erbsen),
Asparagaceae (Spargel), Araliaceae (Ginseng) und Hippocastanaceae
(Rosskastanie). Akkumuliert werden die sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe besonders
in den nahrstoffreichen Geweben der Wurzeln, Knollen, Bliten, Samen und Blatter.
Sie kénnen 0,1-30% des Trockengewichts von Pflanzen ausmachen (Tschetsche &
Wulf, 1973). Der Saponingehalt ist von abiotischen Umweltfaktoren wie der Wasser-
und Nahrstoffverfigbarkeit und dem Licht (Szakiel et al., 2011 a) abhéngig. Die
Variationen kdonnen auch auf die gezielte Synthese der Saponine bei FralRdruck
durch Herbivore oder Pathogenbefall zurlickzufiihren sein (Ndamba et al., 1994; Lin
et al., 2009; Szakiel et al., 2011 b).

Saponine entstammen dem Phytosterolanabolismus und bestehen aus einem
lipophilen Sapogenin (Aglycon), an das verschiedene hydrophile Saccharid-
seitenketten gebunden sind (Abb. 3). Die Nomenklatur erfolgt in erster Linie anhand
der Aglycone, bei denen drei verschiedene Grundstrukturen vorliegen kdénnen
(Abb.1): Triterpenoide, die aus einem Cso-Grundgerist bestehen, Steroidsapogenine
mit einer C,7,-Grundstruktur oder steroidale Glycoalkaloide, ebenfalls mit einem Cy7-
Grundgerist, in das zuséatzlich ein N-Atom eingelagert ist (Osbourne, 1996; Desai et
al., 2009). Uber eine Ester- oder Etherbindung sind an der Cs- (monodesmosidisch)
und Cy- bzw. Cyg-Position (bidesmosidisch) die Saccharidseitenketten angeknipft.
Die Saccharidketten bestehen aus 2-7 Monosaccharideinheiten, wobei die haufigsten
Glucose, Galactose, Rhamnose, Xylose, Arabinose und Glucuronsaure sind (Bialy et
al, 1999). Die Glycosylierung wird durch eine UDP-Glycosyltransferase katalysiert
und ist notwendig, um die biologische Aktivitat des Saponins zu gewahrleisten
(Watzl, 2001). Die strukturelle Variabilitdt der Aglycone und die Vielzahl méglicher
Kohlenhydratstukturen haben eine grol3e Variabilitdt der biologischen Eigenschaften
dieser Stoffgruppe zur Folge.
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Abb. 3: Struktur der Saponine

Saponine besitzen eine hohe Affinitat zu Sterolen, wie z.B. Cholesterin. Sie binden
an Phospholipide und Ergosterol in der pilzlichen Zellmembran (Desai et al., 2009)
und fuhren zur Zelllyse. Die Oberflachenaktivitat der Saponine bedingt auch ihre
starke hamolytische Aktivitat (Watzl, 2001). Diese ist bei den einzelnen Saponinen
unterschiedlich stark ausgepragt (Chwalek et al., 2006; Gauthier et al., 2009 a + b).

Verwendung finden Saponine unter anderem als Futterzusatz fir Wiederkauer, in
Zahnpasta, Mundwéassern, Shampoos und als Reinigungsmittel. Auch in der Medizin
gibt es zahlreiche Verwendungsmadglichkeiten, so werden Saponine zur Senkung des
Cholesterinspiegels eingesetzt sowie als Venen- oder schleimlésendes Mittel
(Augustin et al.,, 2011). Sie weisen eine immunologische Wirkung auf, da sie die
Lymphozytenproliferation stimulieren und bei T-Lymphozyten antikérperspezifische
Gedachtniszellen induzieren. In vitro konnte eine hemmende Wirkung auf die
Replikation verschiedener Viren z.B. HIV nachgewiesen werden (Watzl, 2001).

1.4.2. Extraktion und Aufreinigung

Zum Nachweis von Saponinen wurden in der Vergangenheit Methoden verwendet,
die die chemischen oder biologischen Eigenschaften dieser Stoffgruppe nutzten
(Augustin et al., 2011). Die Fahigkeit, stabile Schaume in wassriger Losung zu
bilden, wurde verwendet, um nach Pflanzenmaterialien zu suchen, die einen hohen
Saponingehalt aufweisen (Oleszek, 2002). Allerdings bilden nicht alle Saponine
stabile Schdume, besonders viele bi- und tridesmosidische Saponine besitzen diese
Eigenschaft nicht, so dass der Test auf Schaumbildung haufig zu falschen
Schlussfolgerungen fuhrte. Die hamolytische Aktivitdt wurde untersucht, indem das
entsprechende Pflanzenmaterial mit Blut in isotonischer NaCl-Lésung zentrifugiert
wurde. Durch das Vorhandensein des Hamoglobins im Uberstand konnte die
Hamolyse nachgewiesen werden (Oleszek, 1990).
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In den letzten Jahren wurden viele nicht-biologische Methoden zur qualitativen und
guantitativen Bestimmung von Saponinen entwickelt. Dazu gehoren die Spektro-
photometrie, die Dunnschichtchromatographie (TLC), die Gaschromatographie (GC),
die Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) sowie die kombinierten Techniken
LC-MS und LC-NMR. Eine moderne Methode zur Vorreinigung der Saponine ist die
SPE (solid phase extraction). C18-Saulen werden genutzt um Kohlenhydrate,
Flavonoide und Phenole aus der Probe zu entfernen (Oleszek, 1988; 2002; Ha et al.,
2006; Zhang & Cheng, 2006). Eine weitere Aufreinigungsmethode ist die praparative
Saulenchromatographie (LC). Hierbei werden fast ausschlie3lich Sephadex LH-20
Saulen verwendet (Reznicek et al.,, 1990; Shimoyamada et al., 1990; 1995;
Schwarzbach, 2004; Lendl & Reznicek, 2007).

Die HPLC ist die beste und meistgenutzte Technik zur Bestimmung und
Quantifizierung von Saponinen. Die Trennung erfolgt an reversed-phase-Saulen (C8,
C18) (Oleszek, 2002). Durch das Fehlen von chromophoren Gruppen, mit Ausnahme
von Glycyrrhizinsaure, ist eine UV-Detektion nur in einem Wellenlangenbereich von
200-210 nm mdoglich (Absorptionskante), wobei eine Vielzahl anderer Stoffe in
diesem Bereich absorbieren. Die Auswahl der Eluenten und Gradienten wird dadurch
stark limitiert. Der RI-Detektor wird nur in seltenen Fallen genutzt, da hierbei keine
Gradienten verwendet werden koénnen. Andere Techniken nutzen eine
Vorsaulenderivatisierung, um chromophore Gruppen an die Saponine anzuknipfen
und die Detektion bei hoheren Wellenlangen (254 nm) zu ermdglichen oder
kombinieren HPLC-Analysen mit Massenspektrometrie und kernmagnetischer
Resonanz (Oleszek, 2002).
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1.5. Ziele

Das ubergeordnete praktische Ziel dieser Arbeit war es, durch Falllaubbehandlungen
mit verschiedenen Naturstoffen einen phytosanitaren Effekt zu erhalten, der bewirkt,
dass die Fruchtkérper von V. inaequalis nicht angelegt oder in ihrer darauffolgenden
Entwicklungsphase geschadigt werden. Als Folge der Behandlungen sollte das noch
vorhandene Ascosporenpotenzial bewertet werden, da es das Primarinokulum des
Erregers darstellt und bei einer wesentlichen Reduktion des Ascosporenausstol3es
den Pflanzenschutz in seiner Effizienz steigern kdnnte. Mittel- bis langfristig sollten
Grundlagen erforscht werden, die den Kupferersatz oder die -minimierung und die
Wirksamkeit schwacher wirkender Fungizide unterstitzen kénnten.

Das uUbergeordnete wissenschaftliche Ziel war es, den Einfluss von Naturstoffen auf
die Lebensgemeinschaft der Falllaubdestruenten, die den Apfelschorferreger
einschliel3en, zu untersuchen. Hierbei sollte eine Charakterisierung hinsichtlich der
Wirkung auf die mikrobiologische Gesamtheit der Falllaubbesiedler erfolgen, die eine
wissenschaftliche Analyse der moéglichen Hemmwirkungen auf den Zielorganismus
erklaren. Durch die Bestimmung der Kkoloniebildenden Einheiten und des
biologischen Sauerstoffbedarfes sollte geklart werden, ob es infolge der Behandlung
zu quantitativen und/oder qualitativen Verschiebungen innerhalb der mikrobiellen
Gemeinschaft kommt. Mogliche Leitorganismen und potenzielle Antagonisten sollten
mittels MALDI-TOF und ITS-Sequenzierung identifiziert werden. Die antagonistische
Wirkung einzelner Mikroorganismen sollte in Biotests nachgewiesen werden.

Ein weiteres Teilziel war es, das ursachliche Wirkungsspektrum der eingesetzten
Stoffe zu identifizieren. Die Entwicklung von SPE und praparativen LC Verfahren
sollte eine Aufreinigung der Naturstoffe und eine spétere biochemische Analyse der
Substanzklassen mit Hilfe verschiedener Chromatographie-Techniken (TLC, HPLC,
LC) ermdglichen. Die Analyse der stofflichen Wirkungsspektren vor dem Hintergrund
der mikrobiologischen und/oder der fungiziden Effekte sollte zur Optimierung der
allgemeinen Rezepturen, der Applikationstermine und der Extraktionsverfahren fur
Pflanzenpraparate dienen. Die Optimierung der Praparate sollte auch die potenzielle
Vertraglichkeit mit den Grundséatzen der 6kologischen Produktion hinsichtlich der
Ausgangsmaterialien und der Methoden bericksichtigen, um den Transfer in die
Praxis zu erleichtern. Die Optimierungen sollten die Ergebnisse des Verbundpartners
(Lehr- und Versuchsanstalt fir Wein- und Obstbau, Weinsberg) zur Attraktivitat der
Behandlungen auf den Blattabbau durch Regenwirmer integrieren, um die
Synergieeffekte in den Projektphasen zu berlcksichtigen.
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2. Material und Methoden

2.1. Falllaubbehandlungen

2.1.1. Versuchsaufbau, Applikation und Praparate

Mit dem beginnenden Laubfall im Herbst (01.11.2010; 27.10.2011; 05.11.2012;
12.11.2013) wurden jeweils 80 g stark schorfbefallene und im Freiland unter
Regenschutz getrocknete Blatter in Plastikschalen (55 x 30 x 7 cm) eingewogen. Die
Schalen waren mit Drainagelochern versehen, um das Ablaufen von Regenwasser
zu ermoglichen, und mit einem Drahtgitter abgedeckt. Sie wurden im Freiland auf
dem Boden exponiert, der mit einem Sarannetz abgedeckt war, um Regenwirmer
fernzuhalten. Die Falllaubdepots wurden an vier Terminen im Herbst und Winter
(Tab.1) mit verschiedenen Nahrstoffpraparaten, Fungiziden und potenziellen
Antagonisten behandelt (Tab. 2). Die Applikation von etwa 100 ml erfolgte mit einer
Handspruhflasche bis zum ersten Ablaufen an den Blattoberflachen.

Tab. 1: Behandlungstermine der Falllaubdepots in den Versuchsjahren 2010-2014

Behandlung 2010/11 2011/12 2012/13 2013/14
1 11.01.2011 | 21.11.2011 | 21.11.2012 | 09.12.2013
2 27.01.2011 | 19.12.2011 | 19.12.2012 | 07.01.2014
3 16.02.2011 | 16.01.2012 | 15.01.2013 | 28.01.2014
4 07.03.2011 | 16.02.2012 | 13.02.2013 | 24.02.2014

Tab. 2 : Praparate fur die Falllaubbehandlungen 2010-2014

Behandlungen |2010/11 2011/12 2012/13 2013/14
Kontrolle, 2x Wasser Wasser Wasser Wasser
Nahrstoff- und | TSB 9% TSB 9% Vitamin-Mix Vitamin B3 (1/10)
Vitamin- TSB 80% TSB 9% + Vitamin-Mix -
praparate Ethanolextrakt Saccharose 6% (1/2000) Vitamin Bs (1/100)
TSB 9% +
0,
TS |l |viamin,  [HeleodadLewer
P P LEIBER 6%
Hefeextrakt
0,
T.SB 9% Vitamin-Mix Vitamin B4, B,, Bg LEIBER konzentriert
hitzebehandelt ®
(Dez., Jan.)
Aminosaure- Hefeextrakt LZEIBER
TSB 4,5% . Casaminoacids 6% | konzentriert ©
gemisch
(Jan., Feb)
Pepton Casein Pepton Casein 6% Hefeextrakt Hefeextrakt LEIBER
6% @ P ° | LEIBER 6% konzentriert ®(Jan.)
Casaminoacids | Casaminoacids Hefeextrakt LEIBER Hefeextrakt LEIBER
6% @ 6% konzentriert 30%
Hefeextrakt Hefeextrakt Pellet Hefeextrakt Hefeezxtrakt LEIBER
LEIBER 1,1% LEIBER 6% LEIBER konzentriert [ 30% © (Dez., Jan.)
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Behandlungen |2010/11 2011/12 2012/13 2013/14
Nahrstoff- und | Hefeextrakt Hefeextrakt LEIBER
Vitamin- LEIBER 80% konzentriert + g'g:;%;ggﬁt LFEéBbE)R
praparate Ethanolextrakt Saccharose 6% " ’
Hefeextrakt Hefeextrakt LEIBER
konzentriert Hefeextrakt LEIBER
LEIBER 80% . % @3
Ethanolprazipitat (1:4 verd,) + 30% “(Jan.)
Saccharose 6%
Hefeextrakt Hefeextrakt LEIBER
LEIBER 1,1% konzentriert
hitzebehandelt (1:4 verd.)
Pellet Hefeextrakt
LEIBER konzentriert
(1:4 verd.)
Saponine/ Yuccasaponin Yuccasaponin- Waschnuss- Waschnuss-
Fungizide 1,5% (viv) extrakt 0,1% extrakt 0,1% extrakt 3%
Primelwurzeltee | Kastanien- Waschnuss- \é\)/(?rsackr;glf,zs(é)
6% (V/v) extrakt 0,1% extrakt 1% (Jan.)
Seifenrinden- .
baumtee Waschnuss- Aescin 0,1% Kastanien-
extrakt 0,1% extrakt 3%
6% (V/v)
. Waschnuss- .
Seifenkraut- Kastanien-
wurzeltee extrakt 0,1% + Aescin 1% extrakt 3% ©
6% (VIv) Kastanien- (Jan.)
extrakt 0,1%
Waschnuss-
Aescin 0,1% extrakt 1% @ Aescin 3%
(Nov.,Dez.)
. Waschnuss- : ®
Seifenkraut- © Aescin 3%
extrakt 0,1% extrakt 1% (Jan.)
' (Jan.,Feb.) '
Quillaja- Aescin 1%
saponin 1% (Nov.,Dez.)
Glycyrrhizin- Aescin 1% ©
saure 0,1% (Jan.,Feb.)
Waschnuss-

extrakt 1% +
Netzschwefel 1%

Netzschwefel 1%

Harnstoff 5%

Harnstoff 5%

Harnstoff 5%

Antagonisten

Leptosphaeria sp."”

(Nov.)

Pseudomonas
synxantha @ (Dez.)

Leptosphaeria sp."”
(Nov.) + 4x
Hefeextrakt LEIBER
konzentriert

(1:4 verd.)

Sporidobolus
pararoseus
(Dez.)

Cystofilobasidium
capitatum @ (Dez.)

Aureobasidium
pullulans @) (Dez.)

Epicoccum nigrum
®) (Dez.)

@ Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
@ zwei Applikationstermine
© ein Applikationstermin
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2.1.2. Herstellung der Nahrstoff- und Vitaminpréparate

Die Praparate wurden in der angegebenen Konzentration (Tab. 2) in Reinstwasser
gelost. Bei einer geringen Loslichkeit wurde eine méglichst homogene Suspension
hergestellt. Bis zur Applikation wurden Aliquots von 300 ml fur die jeweilige
Behandlung bei -20°C eingefroren (Whirl-Paks®, 500 ml, Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe).

Fur die Herstellung des TSB- und Hefeethanolextraktes/-prazipitates wurden je
40,5 g Tryptic Soy Broth (TSB) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) bzw. 5 g
Hefeextrakt (Bouillon N, LS, yeast extract, LEiBER GmbH, Bramsche) in vier
Zentrifugenbecher (250 ml) eingewogen und mit 200 ml 80% Ethanol fur 1,5 h auf
einem Magnetruhrer extrahiert. Diese Suspension wurde fur 10 min, bei 20°C und
15.300 x g zentrifugiert (Beckman JA-14, Beckman Coulter). Die Uberstande wurden
abdekantiert und die Pellets erneut 1,5 h mit je 200 ml 80% Ethanol extrahiert und
zentrifugiert. Die Uberstande aus dem ersten und zweiten Zentrifugationsschritt
wurden vereinigt (ca. 1,6 ) und am Rotationsverdampfer unter mechanischem
Vakuum (100 mbar, 40°C) eingeengt. Die viskose Flussigkeit wurde mit 1,8 | Wasser
rickverdiunnt. Sie stellte das 80% Ethanolextrakt dar. Die gesammelten Pellets
wurden im Exsikkator getrocknet und anschlieBend in 1,8 | Reinstwasser
aufgenommen. Sie stellte das 80% Ethanolprazipitat dar. Fir die Herstellung der
hitzebehandelten Na&hrstoffpraparate wurden jeweils 1 | TSB 9% bzw. LEIBER
Hefeextrakt 1,1% fur zwei Stunden gekocht und anschlielend aliquotiert.

Die Praparation des konzentrierten LEIBER Hefeextraktes erfolgte, indem 600 g
Hefeextrakt in 1 | Reinstwasser fir 1 h auf einem Magnetrihrer in Loésung gebracht
wurden. Die homogene Suspension wurde 30 min bei 15.300 x g und 21°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und erneut 30 min zentrifugiert. Der
so erhaltene Uberstand wurde als konzentrierter Hefeextrakt verwendet. Die Pellets
wurden zur Applikationsanwendung in Wasser geldst. Zur Herstellung des
Aminosauregemisches wurden 18 Aminosauren in der angegebenen Konzentration
(Tab. 3) in Suspension gebracht.

Fir den Vitamin-Mix wurden 0,5% Thiamin Hydrochlorid (Vit. B;) (= 98,5%),
0,2% Riboflavin (Vitamin B;) (= 97%), 4,2% Nicotinsaure (Vitamin B3) (= 99%) (Carl
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) und 0,2% Pyridoxin (Vitamin Bg) (Serva,
Heidelberg) in Suspension gebracht. Fir die Behandlungen 2012/13 wurde
zusatzlich ein Vit-Mix mit einer niedrigeren Konzentration (1/1000) eingesetzt. Im
Jahr 2012/13 wurde eine Behandlung mit Vit. B; 4,2% und eine Kombination aus Vit.
B: (0,5%); B, (0,2%); B3 (0,2%) ausgebracht. In 2013/14 wurde Vitamin B3 als
Einzelbehandlung in einer Konzentration von 0,42 und 0,042% verwendet
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Tab. 3: Zusammensetzung Aminosauregemisch

Aminosaure Konzentration [%] Aminosaure Konzentration [%]
Isoleucin 2,8 Histidin 1,2
Leucin 4,6 Alanin 1,6
Lysin 3,5 Asparaginsaure 3,6
Methionin 11,3 Glutaminsaure 9,9
Cystein 0,3 Glycin 1,0
Phenylalanin 2,2 Prolin 4,6
Tyrosin 2,2 Serin 2,5
Threonin 2,0 Valin 3,0
Tryptophan 6,4 Arginin 1,6

2.1.3. Pflanzenextrakte
2.1.3.1. Tees und kaufliche Saponinpréparate

Jeweils 20 g Primelwurzel (Primula veris), Seifenkrautwurzel (Saponaria officinalis)
und Rinde vom Seifenrindenbaum (Quillaja saponaria) (Heinrich Klenk, Schwebheim)
wurden in 200 ml Reinstwasser aufgekocht und 10 min ziehen gelassen. Von diesen
Tees wurden jeweils 6% (v/v) fur die Falllaubbehandlung eingesetzt. Das
Aescinpraparat (= 97,9%) (Euro OTC Pharma GmbH, Bdnen), die Glycyrrhizinsaure
(2 98%) (Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe), das Yuccasaponin (aus Yucca shidigera,
DeruNed Bv., Niederlande) und das Quillajasaponin (10-11%) (Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe) wurden wie in Tab. 2 angegeben verwendet.

2.1.3.2. Herstellung der Saponinextrakte

Aus dem Pericarp der indischen Waschnuss (Sapindus mukorossi)
(Handelsvertretung fur Naturprodukte, Leisnig), den frisch geernteten Samen (ohne
Pericarp) der Rosskastanie (Aesculus hippocastanum), Seifenkrautwurzeln
(S. officinalis) und dem o.g. flissigen Yuccasaponin wurden nach einem
modifizierten Protokoll von Saha et al. (2010) Saponine extrahiert. Das
Pflanzenmaterial wurde mit einer Baumschere zerkleinert, eingefroren (-20°C), fur 2-
3 d bei einer Kammertemperatur von etwa 0°C lyophilisiert (Hetosic CD8, Heto Lab
Equipment, Birkerod, Danemark) und anschlieend mit einer Ultra-Zentrifugalmihle
(ZM 200, Retsch, SiebgréRe 6,0 mm) zu einem feinen Pulver gemahlen. Jeweils 50 g
Pulver bzw. 50 ml Yuccasaponin wurden mit 200 ml n-Hexan zum Entfetten in einen
Zentrifugenbecher (250 ml) gegeben und 30 min auf einem Horizontalschuttler
(Rotationsfrequenz: 100/min; Radius 4,5 cm) geschittelt. Nach der Zentrifugation
(15.300 x g, 30 min, 20°C, JA 14, Beckman Coulter) wurde der Uberstand verworfen,
das Pellet mit einem Spatel aufgelockert und 24 h unter dem Abzug im offenen
Zentrifugenbecher getrocknet. Nach Zugabe von jeweils 100 ml Methanol wurde w.o.
10 min geschuttelt und anschlieBend zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt. Die Uberstande bzw. das Yuccasaponin wurden am Rotationsverdampfer
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zu einem viskosen Sirup eingeengt (~40°C, 130 mbar) und auf zwei
Zentrifugenbecher aufgeteilt. Der Rundkolben wurde mit etwa 50 ml Reinstwasser
gespult. Jeweils 25 ml ,Waschflussigkeit” wurde in die Zentrifugenbecher mit dem
eingeengten Extrakt tberfuhrt. Anschlie3end wurden, um eine Fillmenge von 200 ml
zu erreichen, je 50 ml Reinstwasser und 100 ml n-Butanol zugegeben. Die Emulsion
wurde 10 min geschuttelt und im Anschluss zentrifugiert. Die Butanolphase wurde
abgenommen und am Rotationsverdampfer (~65°C, 130 mbar) zu einer viskosen
Flussigkeit eingeengt. Diese wurde in einem Zentrifugenbecher mit 200 ml Aceton
gemischt. Nach 10-mintutigem Schitteln und erneutem Zentrifugieren wurde der
Uberstand abdekantiert und verworfen. Das honigartige Pellet wurde eingefroren
(80°C), lyophilisiert und im Mérser zu einem feinen Pulver gemabhlen.

2.1.4. Applikation potenzieller Antagonisten

Vom Falllaub wurden im Jahr 2011/12 Mikroorganismen isoliert und uUber die
Sequenzierung ihrer ITS rDNA oder mit MALDI-TOF identifiziert. Von Leptosphaeria
sp. wurden Einsporenisolate auf PDA-Platten (Potato Dextrose Agar) angelegt. Diese
wurden bei 20°C im Klimaschrank (RUMED®, Rubarth Apparate GmbH, Laatzen)
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von etwa zwei Monaten begann der Pilz zu
sporulieren (Abb. 4 a + b). Die Sporen wurden mit einigen Tropfen Reinstwasser
abgewaschen und mikroskopisch ausgezahlt. Leptosphaeria sp. wurde am
21.11.2012 mit 8*10* Sporen/100 ml auf das Falllaub appliziert. Die Keimfahigkeit der
Sporen wurde durch Ausplattieren der Sporensuspension (100 pl) auf PDA tberpraft.
Nach einer dreitdgigen Inkubationszeit bei 20°C im Klimaschrank wurde die Keimung
der Sporen bzw. das Mycelwachstum dokumentiert. In einer zweiten Variante wurde
das Falllaubdepot mit der Sporensuspension und zusatzlich an allen vier
Behandlungsterminen mit der 1:4 verdiinnten Praparation der LEIBER Hefe behandelt.

Abb. 4: Pyknidien (a) und Sporen (b) von Leptosphaeria sp.

Von dem Bakterium Pseudomonas synxantha und den beiden Hefeisolaten
Sporidobolus pararoseus und Cystofilobasidium capitatum wurden je zwei Uber-
Nacht-Kulturen angelegt. Ein 250 ml Erlenmeyerkolben wurde mit jeweils 50 ml TSB
fur die Bakterien- bzw. PDB (Potato Dextrose Broth) fir die Hefeisolate (Tab. 4)
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beflllt. Mit einer Impfése wurde von einer Agarplatte (s. 2.3.1.) etwas Zellmaterial
einer 24 h alten Bakterien/Hefekolonie abgenommen und das sterile N&dhrmedium
angeimpft. Die Flussigkulturen wurden Uber Nacht auf einem Horizontalschuttler
(Rotationsfrequenz: 140/min; Radius 5 cm) bei 26°C inkubiert. Am folgenden Tag
wurde am Photometer (Specord 200, Analytik Jena) die ODggo bestimmt und mittels
Verdinnung auf einen Wert von 1,0 eingestellt. Als Referenz wurde TSB/PDB
verwendet. Von jedem lIsolat wurden 100 ml Ubernachtkultur fiir 10 min bei 2.540 x g
(GH 3.7., Beckman GPR Centrifuge) und 20°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abdekantiert und verworfen. Das Pellet wurde in 100 ml Reinstwasser aufgenommen.
Von Aureobasidium pullulans und Epicoccum nigrum wurden je zwei Flissigkulturen
angelegt (s. 2.3.2.) und fur 42 d bei 20°C im Klimaschrank inkubiert. Die Mycelien
wurden durch Miracloth (Calbiochem) abgetrennt und mit einem Skalpell in kleine
Warfel (ca. 0,5 x 0,5 cm) geschnitten. Die Mycelbruchsticke wurden am 10.12.2013
gleichmafiig auf dem Falllaub verstreut.

2.2. Bestimmung des Ascosporenpotenzials und makroskopischer Zustand
der Blatter

Mit Beginn der Ascosporenreife (Ende Marz/Anfang April) wurden wodchentlich
Blattproben aus den Falllaubdepots entnommen, um das Ascosporenpotenzial mit
der Wasserbadmethode (Kollar, 1998) zu bestimmen. Die Blatter wurden tber Nacht
getrocknet und anschlie3end bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Je ein
Gramm Blattaliguot wurde in 50 ml Reinstwasser gegeben und 1 h auf einem
Horizontalschuttler (Rotationsfrequenz: 50/min; Radius 3,5 cm) geschwenkt. Die
Sporensuspension wurde anschlielend durch Miracloth abfiltriert und in eine
Kolkwitz Zahlkammer (0,5 ml, Hydro-Bios) pipettiert. Nach 10-minitigem Absetzen
lassen konnten die Ascosporen mikroskopisch ausgezahlt werden (Abb. 5). Die
Sporensuspension jeder Probe wurde zweimal gezéahlt und der Mittelwert fur die
Auswertung verwendet. Bei weniger als 20 Ascosporen pro Einzelquadrat wurden 30
Kéastchen der Kolkwitz Zahlkammer ausgezéhlt, bei einem hoheren Sporenpotenzial
20 Kastchen. Fur Proben, in denen mehr als 100 Ascosporen in einem Einzelquadrat
lagen, wurden 10 Kastchen gezahilt.

Abb. 5: Ascosporen von V. inaequalis, VergrofR3erung: 125 fach
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Das wochentliche Ascosporenpotenzial der jeweiligen Falllaubdepots wurde
kumulativ aufsummiert und die Hemmung der Ascosporenfreisetzung im Vergleich
zur Kontrolle berechnet. Der pH-Wert der abgewaschenen Sporensuspension wurde
gemessen und der Zersetzungsgrad der behandelten Blatter in unregelméafligen
Abstéanden von Ende Januar bis Mitte April ermittelt und fotografisch dokumentiert.

2.3. Medien und Kulturverfahren
2.3.1. Kultivierung der Mikroben auf Agar

Als Standardmedium fur die Kultivierung von Pilzen und Hefen wurde Potato
Dextrose Agar (PDA) verwendet, fir die Kultivierung von Bakterien Tryptic Soy Agar
(TSA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) (Tab. 4). Zur Isolierung von
Actinomyceten wurde als Selektivmedium ein Actinomyceten Agar (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH Steinheim) (Tab. 4) eingesetzt. Alle Agarplatten wurden bei RT
gelagert. Beimpfte Platten wurden bei 10 oder 20°C im Klimaschrank (RUMED®,
Rubarth Apparate GmbH, Laatzen) inkubiert.

Tab. 4: Zusammensetzung der verwendeten Medien zur Kultivierung von
Mikroorganismen

Tryptic Soy Broth (TSB) (40 g/l) Actinomyceten Agar (22 g/l)
Caseinpeptone, pankreatisch verdaut 15,0 g/! Natriumcaseinat 2,0 g/l
Sojapepton, Papainverdau 5,0 g/l L-Asparagin 0,19/
Natriumchlorid 5,0 g/l Natriumpropionat 4,0 g/l
Dikaliumhydrogenphosphat 2,5 g/l Dikaliumphosphat 0,5 g/l
Glucose 2,5 gll Magnesiumsulfat 0,1 g/l
pH-Wert 72+01 Eisensulfat 0,001 g/l

——— Agar 15 g/l

* TSA zusétzlich mit 15 g/l Agar
pH-Wert 8,1+0,2

Potato Dextrose Broth (PDB) (24 g/l)
Kartoffel-Extrakt 4 g/l
Glucose 20 g/l
Agar 15 g/l
pH-Wert 56+0,2

* PDA (39 g/l) zusétzlich mit 15 g/l Agar

2.3.2. Kultivierung der Mikroben in Flissigkultur

Flassigkulturen der Pilzisolate wurden angelegt, indem ein Mycelstiick einer 14 d
alten Kultur auf Agarplatte mit einem Korkbohrer (Durchmesser: 0,8 cm)
ausgestochen und steril in einen 250 ml Erlenmeyerkolben uberfiihrt wurde. Der
Erlenmeyerkolben war mit 50 ml autoklaviertem PDB (Tab. 4) beflllt. Die
angeimpften Flissigkulturen wurden bei 20°C im Klimaschrank inkubiert.



Material und Methode 33

Fur die Flussigkulturen der Bakterien und Hefen wurden Erlenmeyerkolben (250 ml)
verwendet, die jeweils mit 50 ml TSB/PDB befullt (Tab. 4) waren. Mit einer Impfose
wurde etwas Zellmaterial einer 24 h alten Bakterien- /Hefekolonie abgenommen und
das sterile Nahrmedium angeimpft. Die Flussigkulturen wurden Uber Nacht auf einem
Horizontalschuttler (Rotationsfrequenz: 140/min; Radius 5 cm) bei 26°C inkubiert.

2.3.3. V. inaequalis-Isolat

Das in dieser Arbeit eingesetzte Isolat von V. inaequalis (V1), aus der
Stammsammlung der Mykologie (Julius Kuahn-Institut, Dossenheim), wurde
urspringlich als Einsporenisolat aus einer Blattlasion von “Golden Delicious
gewonnen (Kollar, 1994). Das Isolat wurde auf PDA bei 20°C Kkultiviert. Alle
vier Wochen wurde von dieser Kultur ein Mycelstick mit einem Korkbohrer
(Durchmesser: 0,8 cm) ausgestanzt und auf eine neue PDA Platte Uberfuhrt.

2.4. Bestimmung der mikrobiellen Aktivitat

Im Winter und Fruhjahr des jeweiligen Versuchsjahres wurden Blattproben aus den
Falllaubdepots entnommen. Die Blatter wurden tUber Nacht getrocknet und bis zu
ihrer spateren Analyse bei -20°C eingefroren.

2.4.1. Colony forming units (CFUSs)

Die Quantifizierung der Bakterien und Pilze auf den behandelten Blattern erfolgte mit
1 g Blattmaterial aus dem jeweiligen Falllaubdepot. Das Blattmaterial wurde mit
flissigem Stickstoff gemorsert und in 100 ml Reinstwasser aufgenommen. Die
Suspension wurde fur 15 min auf mit dem Horizontalschittler geschwenkt
(Rotationsfrequenz: 100/min; Radius 4,5 cm). Ausgehend von dieser Suspension
wurde eine Verdinnungsreihe bis zu einer Endkonzentration von 10° angelegt.
Jeweils 100 pul der entsprechenden Verdinnung wurden auf TSA, PDA und
Actinomycetenagar mit einem Drigalskispatel ausplattiert. Den Agaransatzen wurden
zusatzlich Antibiotika zugegeben, um einerseits mit Cycloheximid (0,4 g/l) das
Wachstum von Pilzen und andererseits mit Chloramphenicol (0,4 g/l) das Wachstum
von Bakterien zu unterdricken. Nach einer dreitagigen Inkubationszeit bei 10 bzw.
20°C (KBK/LS 4330, Ehret GmbH & Co KG, Tulln; RUMED®, Rubarth Apparate
GmbH, Laatzen) konnten die Kolonien auf den Agarplatten ausgezahlt werden. Die
CFUs je Gram Falllaub wurden nach folgender Formel berechnet:

CFU/1g TG Falllaub = Kolonienzahl * Verdinnung * 1000

2.4.2. Biologischer Sauerstoffbedarf (BSB)

Als Parameter fur die mikrobielle Aktivitat wurde der biologische Sauerstoffbedarf der
behandelten Blatter ermittelt. Jeweils 1 g Blattmaterial wurde mit 10 ml Reinstwasser
in ein Oxi-Top Messgerat (WTW, Weilheim) gegeben. Das Messgerét bestand aus
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einer Glasflasche und einem Messkopf. In den Gummikécher des Messkopfes
wurden zwei NaOH-Platzchen zur Bindung des freigesetzten CO, gegeben. Der
dadurch entstehende Unterdruck in der Flasche wurde manometrisch vom Messkopf
detektiert. Die Flaschen wurden bei einer konstanten Temperatur von 20°C inkubiert
(RUMED®, Rubarth Apparate GmbH, Laatzen). Der BSB (mg/ml) wurde im 24 h
Rhythmus dber einen Zeitraum von funf Tagen gemessen. Am Ende der
Inkubationsperiode konnten die automatisch aufgezeichneten Werte am Messkopf
abgelesen werden.

Im Versuchsjahr 2011/12 wurden jeweils 0,5 g Blattmaterial mit 5 ml Wasser pro
Messflasche verwendet. Fir jede Falllaubprobe wurde der BSB von zwei
Versuchsanséatzen gemessen. In einem Ansatz wurden 50 pl Cycloheximid (0,4 g/l),
im anderen 50 pl Chloramphenicol (0,4 g/l) hinzugefiigt, um eine Differenzierung
zwischen dem Sauerstoffbedarf der Bakterien und dem der Pilze zu erhalten. Die
gemessenen BSBs-Werte wurden mit dem der Kontrolle verglichen.

2.5. Isolierung von Mikroorganismen
2.5.1. Bakterien und Hefen

Von den Agarplatten der CFUs (s. 2.4.1.) (08.03.2011/ 23.02.2012) wurden
morphologisch unterschiedliche Kolonien isoliert. Mit einer Impfose wurde
Zellmaterial der gewachsenen Bakterien-, Actinomyceten- und Hefekolonien
abgenommen wund auf frischen TSA, PDA oder Actinomycetenagar-Platten
ausgestrichen. Die angeimpften Platten wurden fir 48 h bei 10 und 20°C im
Klimaschrank  inkubiert. Die  gewachsenen  Kolonien  wurden  durch
Reinheitsausstriche vereinzelt. Fur jedes Isolat wurden die Ausstriche mindestens
dreimal wiederholt, um sicher zu stellen, dass es sich um Reinkulturen handelt. Die
isolierten Mikroorganismen wurden zur mittelfristigen Stammkonservierung bei 4°C
gelagert (Kuhlraum) und alle vier Wochen auf neue Agarplatten tberfuhrt.

2.5.2. Fadenpilze

Einzelne, kolonieférmig gewachsene Mycelien auf den CFU-Platten wurden mit dem
Korkbohrer an ihrem Rand ausgestanzt und auf eine neue PDA Platte Uberfiihrt. Die
Platten wurden bei 10 oder 20°C im Klimaschrank inkubiert. Nach drei (20°C) bzw.
sechs Tagen (10°C) Wachstum wurde von den Kolonien erneut ein kreisrundes
Mycelstick am Wachstumsrand ausgestanzt und auf eine frische PDA-Platte
aufgebracht. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die Pilzisolate wurden bei
4°C im Kuhlraum gelagert und alle vier Wochen auf neue PDA-Platten tberfihrt.



Material und Methode 35

2.5.3. Stammkonservierung

Fur die langfristige Stammkonservierung der isolierten Hefen und Bakterien wurde
mit einer Impfose etwas Zellmaterial von den Kolonien auf Agarplatte abgenommen.
Mit dem Zellmaterial wurde 5 ml TSB (Bakterien) oder 5 ml PDB (Hefen) in einem
15 ml Falconréhrchen (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) angeimpft. Die Rohrchen
wurden auf einem Horizontalschittler (Rotationsfrequenz: 140/min; Radius 5cm), bei
einer Temperatur von 26°C, Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden 800 ul
der entsprechenden Bakterien-/ Hefesuspension (Mitte-Ende log. Phase) mit 200 pl
Glycerinlésung (50%, v/v) steril in ein 2 ml Kryoréhrchen (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) pipettiert und mittels vortexen gut gemischt. Die Roéhrchen
wurden zunachst fur 1 h bei 4°C inkubiert und dann eine weitere Stunde bei -20°C.
Die Dauerlagerung erfolgte bei -80°C. Fur jedes Isolat wurden zwei Stammkonserven
angelegt. Die Vitalitat der Neuisolate wurde eine Woche und einen Monat nach der
Konservierung gepruft. Dazu erfolgte ein Ausstrich der noch gefrorenen
Zellsuspension auf einer TSA bzw. PDA Platte.

Zur  Stammkonservierung der Pilze wurden mit einem  Korkbohrer
(Durchmesser 0,8 cm) kreisrunde Mycelstiicke aus den Kolonien (14 d) auf
Agarplatte ausgestochen. Die Mycelsticke wurden in 2 ml Kryoréhrchen Uberfihrt
und bei -80°C dauerhaft konserviert.

2.6. Identifizierung der Pilz- und Bakterienisolate
2.6.1. MALDI-TOF

Die ldentifizierung der Bakterien- und Pilzisolate erfolgte mit MALDI-TOF (matrix
assistend laser-desorption/ionisation (MALDI) and time of flight (TOF)) und wurde am
Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat Heidelberg
durchgefiihrt. Bei der MALDI-TOF Analyse werden aufgeschlossene Zellen von
Mikroorganismen auf eine Probenplatte pipettiert und mit einer Matrix Uberschichtet
(s.2.6.1.1,; 2.6.1.2.). Die Proben-Platte wird in das MALDI-TOF-MS-Gerat eingefuhrt
und im Hochvakuum mit einem fokussierten Laserstrahl beschossen (Abb. 6).
Dadurch kommt es zum explosionsartigen Verdampfen der Matrix mit den
Bestandteilen der eingebetteten Mikroorganismen. Gleichzeitig findet eine
lonisierung der Analytmolekiile (Proteine) statt. Die lonen werden in einem
elektrischen Feld beschleunigt und die Flugzeit der Analytmolekile bis zu einem
lonendetektor wird gemessen. Aus der resultierenden Flugzeit lassen sich die
Massen der einzelnen Proteine bestimmen, die ein Gesamtspektrum liefern, welches
fur jeden Mikroorganismus einzigartig ist (molekularer Fingerabdruck).
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Abb. 6: Aufbau des MALDI- Biotypers (Bruker Daltronics), Bildquelle: Croxatto et al.,
2012

2.6.1.1. Zellaufschluss bei Bakterien und Hefen

Fur den Zellaufschluss bei Bakterien und Hefen wurden 5 ml Uber-Nacht-Kulturen in
TSB oder PDB Medium angelegt (s. 2.5.3.). Je 1 ml Uber-Nacht-Kultur wurden am
folgenden Tag in ein steriles 1,5 ml Eppendorfgefal3 tUberfuhrt und flir 7 min bei
16.060 x g und 20°C zentrifugiert (Fresco Biofuge, PP 4/97 #3324, Heraeus
Instruments). Der Uberstand wurde abdekantiert und verworfen. Das Pellet wurde in
1 ml sterilem Reinstwasser aufgenommen. Die Probe wurde zentrifugiert und der
Uberstand abdekantiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Im
Anschluss wurden 0,8 ml Ethanol absolut und 0,3 ml steriles Reinstwasser
hinzugefligt. Die Probe wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und
das Pellet unter der Sterilbank getrocknet. Danach wurden 20 pl Ameisensaure
(70%) hinzugefugt. Die Probe wurde fur 30 min zentrifugiert. Im Anschluss wurden
zur Gesamtprobe (inklusive Uberstand) 20 ul Acetonitril dazu pipettiert. Es folgte ein
erneuter 30-minutiger Zentrifugationsschritt. Der so erhaltene Uberstand wurde
vorsichtig abpipettiert, in ein 0,2 ml PCR-Tube uberfuhrt und bis zur Analyse bei
-20°C eingefroren.

2.6.1.2. Zellaufschluss bei Fadenpilzen

Fir den Zellaufschluss bei den Pilzen wurde ein kleines Mycelstiick der Isolate steril
mit einer Impfése abgenommen und in ein 15 ml Falconréhrchen mit 5 ml PDB
Uberfihrt. Die RoOhrchen wurden horizontal auf einem Schiuttler fixiert
(Rotationsfrequenz: 140 U/min, Radius: 5 cm) und Uber Nacht bei 26°C inkubiert.
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Etwa 1,5 ml Mycelsuspension wurden am folgenden Tag in ein steriles
Eppendorfgefald pipettiert. Die Proben wurden 2 min bei 16.060 x g und 20°C
zentrifugiert (Fresco Biofuge, PP 4/97 #3324, Heraeus Instruments). Der Uberstand
wurde abpipettiert und 1 ml steriles Reinstwasser zum Pellet hinzugefiigt. Die Proben
wurden gevortext, zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt. Im Anschluss wurde das Pellet in 300 ul
Reinstwasser und 900 ul Ethanol aufgenommen. Nach erneutem vortexen,
zentrifugieren und dem Abnehmen des Uberstandes wurde das Pellet mit der
SpeedVac (Savant, Bachhofer, Reutlingen) getrocknet. Je nach PelletgroRe wurden
bis zur vollstandigen Bedeckung des Pellets 10 bis 100 pl Ameisenséaure und die
gleiche Menge Acetonitril hinzugegeben. Die Proben wurden 2 min zentrifugiert, der
erhaltene Uberstand abgenommen, in ein 0,2 ml PCR-Tube uberfiihrt und bis zur
Analyse bei -20°C eingefroren.

2.6.1.3. Messung der Proteinmassenspektren

Jeweils 1 pl des Aufschlusspraparates wurde auf eine Maldi-Probenplatte
(Targetplatte) mit 96 Targetplatzen pipettiert. Die getrockneten Proben wurden mit
1 pl Dihydroxybenzoesaure (Matrix) Uberschichtet. Nach dem Trocknen der Matrix
wurde die Targetplatte in das MALDI-TOF-MS-Gerat (MALDI Biotyper, Bruker
Daltonics, Bremen) eingefiihrt. Es folgte die Analyse der Proben, wobei die
Gesamtspektren der Proteine fur das jeweilige Isolat gemessen wurden. Jedes Isolat
wurde dabei mindestens zweimal, bei Spektren, die in der ersten Analyse keine
Identifizierung des Isolates erméglichten, viermal gemessen.

2.6.1.4. Auswertung der Proteinmassenspektren mit der Bruker Software

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Bruker Biotyper 2.0. Software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). Die ermittelten Spektren wurden mit einer
Referenzdatenbank von Bakterien und Pilzen verglichen, um die Identitéat der Isolate
bis auf Gattungs- bzw. Speziesebene zu bestimmen. Die Spektren der identifizierten
Mikroorganismen  wurden auch  untereinander  abgeglichen, um die
Verwandtschaftsverhaltnisse zu analysieren. Fur die Identifizierung der
Mikroorganismen wurden dabei die vom Hersteller angegebenen Kriterien
bericksichtigt. Die Identifizierung bis auf Artniveau war bei einem sehr hohen Score
Value von 2.300-3.000 mdglich. Bei einem Score Value von 2.000-2.299 handelte es
sich bei dem von der Referenzdatenbank angegebenen Mikroorganismus mit einer
sehr hohen Wahrscheinlichkeit um die richtige Gattung und méglicherweise auch um
die richtig identifizierte Art. In diesem Fall wurde zusatzlich ein Vergleich mit den
Spektren anderer Isolate durchgefihrt, die dieser Art mit hoher Wahrscheinlichkeit
zugeordnet werden konnten. Bei einem Score Value von 1.700-1.999 konnte nur von
der Zuordnung der richtigen Gattung ausgegangen werden, bei einem Score Value
von 0.000-1.699 war keine ldentifizierung des Isolates moglich. Isolate, bei denen
keine eindeutigen Ergebnisse beziglich der Gattung oder Art vorlagen, wurden als
nicht identifiziert gewertet. Mit Hilfe der Bruker Biotyper 2.0. Software konnte anhand
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der identifizierten Arten und Gattungen ein Stammbaum erstellt werden. Nah
verwandte Arten bzw. Gattungen wiesen ahnliche Proteinmassenspektren auf und
wurden in Komplexen zusammengefasst.

2.6.2. Sequenzierung der ITS rDNA

Von den mit MADI-TOF identifizierten Pilz-Gruppen wurden jeweils ein bzw. zwei
Isolate ausgewahlt und durch die Sequenzierung ihrer ITS rDNA bestimmt.

2.6.2.1. Puffer und Lésungen
Fur die DNA-Extraktion wurden folgende Puffer und Losungen verwendet:
Tris-EDTA Puffer (TE-Puffer):

1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0) und 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) wurden mit Reinstwasser
auf 100 ml aufgefullt und in Lésung gebracht.

Xanthogenat-Natriumdodecyl-Puffer (XS-Puffer):

10 ml einer 1 M Tris-HCL-L6sung (pH 7,4), 4 ml einer 0,5 M EDTA Ldsung (pH 8),
1 g Natriumdodecylsulfat (SDS) und 6,16 g von 800 mM Ammoniumacetat wurden
mit Reinstwasser auf 100 ml aufgefullt und in Lésung gebracht. Diese Losung wurde
anschlieRend in der Mikrowelle leicht erhitzt, um das SDS vollstandig zu l6sen. Das
Xanthogenat (1g) (Fluka, Buchs, Schweiz) wurde erst kurz vor der Verwendung des
Puffers hinzugefligt.

Tris-Acetat-Elektrophoresepuffer (TAE-Puffer):

242 g Tris, 57,1 ml reine Essigsaure und 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8) wurden mit
Reinstwasser auf 1 | aufgefillt und in Losung gebracht. Der pH-Wert wurde auf 8,3
eingestellt.

2.6.2.2. DNA Extraktion mit Xanthogenat

Die DNA-Extraktion erfolgte nach dem Protokoll von Tillett & Neilan (2000). Um eine
ausreichende Menge an frischem Mycel zur Verfugung zu haben, wurden
Flassigkulturen der einzelnen Pilzisolate angelegt (s. 2.3.2.) und bei 20°C im
Klimaschrank inkubiert. Nach 7 d wurde der Kulturiberstand durch Miracloth
abfiltriert und das Mycel in ein steriles 15 ml Falconréhrchen Uberfiihrt. Dieses wurde
an der Offnung mit zuvor autoklavierter Watte steril verschlossen. Die Proben wurden
eingefroren (-20°C) und 3 d lyophilisiert. Das getrocknete Pilzgewebe wurde mit
flussigem Stickstoff, in einem sterilen Morser, zu einem feinen Pulver gemahlen. Das
Pulver wurde in ein steriles 1,5 ml Eppendorfgefal? tberfihrt. Es wurden 50 pl kalter
TE-Puffer und 750 pl XS-Puffer zugefligt. Die Probe wurde 1 h bei 70°C inkubiert und
zwischendurch gevortext. Anschliel3end erfolgte eine 30-mindtige Inkubation auf Eis.
Die gekiihlte Probe wurde fiir 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand (ca.
600-700 pl) wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefald tberftihrt. Die DNA wurde
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mit dem gleichen Volumen an Isopropanol (80%, 4°C) ausgeféllt und durch einen 10-
minutigen Zentrifugationsschritt pelletiert. Das Pellet wurde mit 250 pl kaltem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (w.0.). Der Ethanollberstand wurde abdekantiert,
das Pellet bei 30°C getrocknet und anschlieRend in 100 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.6.2.3. Nachweis der DNA-Extraktion durch Gelelektrophorese

Zur Uberprufung der erfolgreichen DNA-Extraktion wurde eine Gelelektrophorese auf
Agaroseflachbettgelen (7 x 10 cm) durchgefuhrt. Fur die Herstellung des Gels
wurden 30 ml 0,8% Agarose in der Mikrowelle aufgekocht. Zur Farbung der DNA
wurden dieser Suspension 4,5 ul Serva DNA Stain Clear G zugegeben. Je 2,5 pl
Ladepuffer wurden zusammen mit 5 pl Reinstwasser und 1 pl-DNA-Template in die
Geltasche pipettiert. Fur jedes Isolat wurde dabei auch eine 1:100 Verdunnung der
Probe sowie grundsatzlich eine Positiv- (verdinnte Probe einer erfolgreichen
Extraktion) und eine Negativ-Kontrolle (Reinstwasser) aufgetragen. Als
GroRRenmarker fand ein 100 bp DNA-Leiter (Peglab, Erlangen) Verwendung. Der Lauf
fand bei einer konstanten Spannung von 110 V fur 20 min statt. Das Gel wurde unter
UV-Licht fotografiert (Camag Reprostar 3 Imaging System, Switzerland) und der
Erfolg der DNA-Extraktion bewertet.

2.6.2.4. Amplifikation der ITS rDNA

Im Anschluss an die DNA-Extraktion wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
durchgefuihrt, um ausgewéhlte Abschnitte der ITS rDNA zu amplifizieren.
Vorbereitend fir die PCR wurden 900 pl TE-Puffer mit 100 pl Probe aus der DNA-
Extraktion (Pelletiberstand) verdiinnt. Eine 1:10 und eine 1:100 Verdinnung dieser
Probe wurden vorbereitet. Jeweils 19 ul Mastermix (Tab. 5) (INNUSPEED soil - DNA
kit (ITS 5/4), Analytik Jena) wurden zusammen mit 1 yl Template in ein PCR-Tube
pipettiert.

Tab. 5: Mastermixansatz fur die PCR

Mastermix Probenansatz
Polymerase 0,2 ul
dNTP 0,2 ul
P1 (ITS5) 0,5ul
P2 (ITS 4) 0,5ul
Puffer 4,0 ul
Reinstwasser 13,6 ul
gesamte Menge: 19,0 pl

Die Proben sowie eine Positiv- und eine Negativ-Kontrolle wurden kurz zentrifugiert.
Die Reaktionsansatze wurden in den Thermocycler (AB 2720 Thermal Cycler)
gestellt und fur 5 min bei 98°C denaturiert. Danach folgte der eigentliche Zyklus mit
einem weiteren Denaturierungsschritt fiur 20 s bei 95°C. Es folgte ein
Hybridisierungsschritt ~ (Primerannealing) fur 15 s bei 53°C und ein
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Polymerisationschritt fur 20 s bei 72°C. Dieser Zyklus wurde 25 x wiederholt. Nach
Vollendung aller Zyklen wurden die Reaktionsansatze im Thermocyler auf 8°C
abgekihlt. Zur Uberprifung wurden 5 pl des PCR-Produktes auf ein Agarosegel
(s.2.6.2.3.) aufgetragen.

2.6.2.5. Aufreinigung und Sequenzierung des ITS-Amplifikates

Die Aufreinigung der ITS-Amplifikate erfolgte mit dem Quia Quick PCR Purification
Kit von Qiagen nach den Vorschriften des Herstellers. Nach Bestimmung der DNA-
Konzentration am Nanodrop 200c Spectrometer (Peglab, Erlangen) wurde die
entsprechende Probenmenge zusammen mit je 1 pl Sequenzierungs-Primer
eingeschickt (SEQLAB, Gottingen). Die erhaltene Sequenz wurde mit dem
Programm BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ausgewertet.

2.7. Fungizides Potenzial der Bakterien- und Pilzisolate
2.7.1. Dualkultur-Testsystem auf Agar

Das antagonistische Potenzial der 2011 und 2012 vom Falllaub isolierten
Mikroorganismen wurde in einem Dualkultur-Testsystem untersucht. Zur Uberpriifung
der Hemmwirkung der Hefe-, Bakterien- sowie der filamentésen Pilzisolate wurde mit
dem Korkbohrer ein Mycelstick einer 14 d alten Kultur von V. inaequalis ausgestanzt
und auf eine PDA oder TSA-Platte Ubertragen. Im Abstand von 2 cm wurde jeweils
das Mycelstlck eines Pilzisolates platziert (Abb. 7) oder Zellmaterial einer 24 h alten
Hefe-/Bakterienkolonie, mit einem geraden Impfstrich (Abstand: 1 cm), ausgestrichen
(Abb. 8).

Die beimpften Platten wurden bei 20°C im Klimaschrank inkubiert. Nach 21 d wurde
der Radius der Apfelschorfmycelien an der Achse der aufeinandertreffenden
Pilzmycelien und/oder Hefe-/Bakterienkolonien gemessen. Die hemmende Wirkung
der Mikroorganismen auf das Wachstum von V. inaequalis wurde durch den
Vergleich mit einer Kontrollplatte prozentual berechnet.

Agarmycelstiick Agarmycelstiick
V. inaequalis Pilzisolat

Abb. 7: Dualkultur Test mit V. inaequalis und filamenttsen Pilzen
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Agarmycelstiick linearer Impfstrich
V. inaequalis (Bakterien/Hefen)

Abb. 8: Dualkultur Test mit V. inaequalis und Bakterien/Hefen
2.7.2. Hemmtests mit Kulturfiltraten potenzieller Antagonisten

Fur Pilzisolate, die in den Dualkultur Tests eine stark hemmende Wirkung aufwiesen,
wurden Hemmtests in Flussigkultur (s. 2.3.2.) angelegt. Die Flussigkulturen wurden
fir 35 d bei 20°C im Klimaschrank inkubiert (RUMED®, Rubarth Apparate GmbH,
Laatzen). AnschlieBend wurden die Kulturiiberstande (10 ml) lyophilisiert und in 1 ml
Reinstwasser aufgenommen. Die eingeengten Uberstiande wurden in ein mit 9 ml
PDB befllltes Falconrohrchen (15 ml) filtriert (0,2 pm) und mit dem Mycelstiick
(Durchmesser 0,8 cm) einer 14 d alten V1-Kolonie angeimpft.

Fur die Bakterien- und Hefeisolate wurden in einem 50 ml Erlenmeyerkolben 10 ml
Uber-Nacht-Kulturen angelegt (s. 2.3.2.). Die angeimpften Kolben wurden bei einer
Temperatur von 26°C auf einem Schiittler (Rotationsfrequenz 140 U/min, Radius:
5 cm) inkubiert. Am folgenden Tag wurde am Photometer (Specord 200, Analytik
Jena) die ODgoo bestimmt und mittels Verdinnung auf einen Wert von 1,0 eingestellt.
Als Referenz wurde TSB/PDB verwendet. Das Kulturfiltrat wurde in ein 15 ml
Falconrohrchen tberfuhrt und mit einem Mycelstlick von V. inaequalis angeimpft. Als
Kontrolle diente ein mit 10 ml TSB/PDB befulltes Falconréhrchen, welches ebenfalls
mit V. inaequalis angeimpft wurde.

Alle Falconréhrchen wurden bei 20°C im Klimaschrank inkubiert. Nach 21 d Tagen
wurde das Wachstum der Schorfmycelien im Vergleich zur Kontrolle dokumentiert.
Kulturfiltrate, die das Wachstum von V. inaequalis vollstandig inhibierten, wurden als
hemmend bewertet.

2.7.3. Hemmtest auf volatile Substanzen

Fur alle hemmenden Bakterien- und Hefeisolate wurde tberprift, ob es sich bei den
freigesetzten Hemmstoffen um volatile Substanzen handelt. Mit dem Korkbohrer
wurden Mycelstiicke (Durchmesser: 0, 8 cm) einer 14 d alten Kultur von V. inaequalis
ausgestanzt und mittig auf eine PDA-Platten gesetzt. Auf die untere Seite des
Petrischalendeckels wurde ein kreisrundes Agarstick (Durchmesser: 2,4 cm) einer
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PDA- oder TSA-Platte Ubertragen. Das Agarstiick wurde mit Zellmaterial einer 24 h
alten Kolonie angeimpft. Die Bakterienisolate wurden auf TSA, die Hefeisolate auf
PDA-Agarstucken ausgestrichen (Abb. 9). Fur alle Isolate wurde der Test dreimal
wiederholt. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen und fur 21 d bei 20°C
im Klimaschrank inkubiert. Zur Auswertung des Hemmtestes wurde der Durchmesser
der Schorfmycelien herangezogen und mit dem einer Kontrollplatte verglichen.

Agarstuck mit Bakterien-/Hefekolonie

N
]
I —

‘\ Agarmycelstiick V. inaequalis

Abb. 9: Hemmtest auf volatile Substanzen mit V. inaequalis und
Bakterien/Hefeisolaten

2.7.4. Pilzlicher Antagonist Leptosphaeria sp.

Fur den von TSB 9% behandeltem Falllaub isolierten Antagonisten Leptosphaeria sp.
wurden Hemmtests in Dual- und Flussigkultur angelegt (s. 2.7.1.; 2.7.2.) Bei den
Tests in Dualkultur wurde das antagonistische Potenzial von Leptosphaeria sp.
gegen V1 auf PDA sowie auf Blatteragar als Minimalmedium (1 g Falllaub/100 ml
Reinstwasser/15 g Agar) untersucht. Fur die Hemmtests in FlUssigkultur (PDB,
Blattermedium) wurden die Kulturfiltrate durch lyophilisieren 10-fach aufkonzentriert.
Je 1 ml eingeengtes Kulturfiltrat wurde mit 9 ml PDB oder Blattermedium in ein
Falconrohrchen pipettiert und mit einem Mycelstiick von V. inaequalis angeimpft. Die
hemmende Wirkung der Kulturtiberstande wurde wdchentlich, Uber einen Zeitraum
von 28 d, untersucht.

Die Temperaturtoleranz fur das Wachstum wurde bestimmt, indem mit Leptosphaeria
sp. beimpfte PDA und Blatteragar-Platten bei Temperaturen von 0°C (auf Eis), 5°C,
10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C und 35°C (RUMED®, Rubarth Apparate GmbH,
Laatzen; KBK/LS 4330, Ehret GmbH & Co KG, Tulln) sowie im Freiland (18.12.2012.-
07.01.2013) bei einer durchschnittichen Temperatur von 8°C inkubiert wurden. Der
Durchmesser der Schorfmycelien wurde nach 21 d gemessen.
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2.7.5. Fungizide Wirkung von Vitaminen

Die Vitamine B;, By, B3z und Bg sowie eine Kombination der vier Einzelvitamine
wurden wie in Tab. 6 angegeben in Suspension gebracht. Der pH-Wert wurde durch
Zusatz von NaOH- oder HCL-L6sung auf 7,0 eingestellt. Die Vitaminsuspensionen
wurden unter Zusatz von Agar (1,5 g/100 ml) autoklaviert und jeweils 8 ml wurden in
die Kavitat einer 6er Microwell-Platte (Greiner bio-one, Cellstar®) gefiillt. Die
Kavitaten wurde mit dem Mycelstick einer 14 d alten V1-Kolonie beimpft und bei
20°C im Klimaschrank inkubiert. Fir jede Vitaminkonzentration wurden 3 Parallelen
angelegt. Die Auswertung des Wachstumstests erfolgte nach 14 d.

Tab. 6: Vitaminkonzentrationen im Hemmtest gegen V. inaequalis

Vitamin Konzentration [ppm]
B, 5.000 500 50 5
B, 2.000 200 20 2
Bs 42.000 4.200 420 42
Be 2.000 200 20 2
Vit- Mix Aliquote w.o. Aliquote w.o. Aliquote w.o. Aliquote w.o.

2.8. Analyse der Nahrstoffpraparate
2.8.1. Saccharide, Zuckeralkohole und Aminosauren

Die Identifizierung und Quantifizierung der wichtigsten Saccharide, Zuckeralkohole
und Aminosauren der Nahrstoffpraparate erfolgte mit der HPLC (high performance
liquid chromatography).

2.8.1.1. HPLC-Analyse

Fur diese Arbeit stand ein HPLC-System mit einer Hochdruckpumpe (Beckmann, 112
Solvent Delivery Module) zur Verfugung. Wassrige Eluenten wurden zum Schutz der
Séaule durch Whatman-Filter (0,2 um) steril filtriert und im Ultraschallbad (Bandelin,
Sonorex TK 52, Berlin) unter Wasserstrahlvakuum (5 min) entgast. Die zu
analysierenden Proben wurden Uber ein Injektionsventil (Rheodyne, 7125) in die
Probenschleife (Knauer), die ein Volumen von 10 pl aufwies, eingespritzt. Daran
schlossen sich die Vorsaule, die spezifische Trennsaule und ein Rl Detektor (Knauer,
Differential-Refraktometer) an. Die Probenschleife und die Saulen befanden sich in
einem beheizbaren Saulenofen (Knauer, High temperature oven).

2.8.1.2. Identifikation und quantitative Bestimmung der Analyte

Die Analyse der Chromatogramme erfolgte mit der Auswertesoftware Apex Clarity ™,
3.0 (Dr. R. Forche Chromatography, Moers). Zur Identifizierung der Substanzen
wurde die Retentionszeit herangezogen und mit der von kéauflichen Standards
verglichen. Die Konzentration der jeweiligen Substanzen wurde Uber die Peakflache
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mit einer Zwei-Punkt-Kalibrierung berechnet. Von den drei Probelaufen wurde jeweils
der Mittelwert fur die Konzentrationsberechnung verwendet, um Fehler moglichst
gering zu halten.

2.8.1.3. Saccharide und Zuckeralkohole

Fir die Analyse der Saccharide und Zuckeralkohole wurde die Saule Aminex®
HPX 87C (Bio Rad, 7,8 x 300 mm) verwendet. Das Trennmaterial stellten
Kationenaustauscherharzpartikel (9 um) auf Polystyrolbasis dar. Neben den
lonenaustauschereffekten waren auch andere Trennprinzipien, wie die Gelfiltration,
beteiligt. Alle Analysen wurden zum Schutz der Saule unter Verwendung einer
Vorsaule (Carbo C, Bio-Rad) durchgefiinrt. Die Trennung der Saccharide und
Zuckeralkohole erfolgt bei einer Flussrate von 0,35 ml/min und einer Temperatur von
85°C. Der Druck betrug ca. 25 bar. Als Eluent wurde steril filtriertes Reinstwasser
verwendet. Von den zu analysierenden Proben wurden je 20 ml mit 1 ml internem
Standard (Sorbitol 100 ug/10 ul, Serva, Heidelberg) vermischt. Die Proben wurden
bei -80°C eingefroren und lyophilisiert. Das Pellet wurde in 20 ml 80% Ethanol
aufgenommen. Die Probe wurde 20 min geschittelt und 2 min bei 2.540 x g und
20°C zentrifugiert (GH 3.7., Beckman GPR Centrifuge). Der Uberstand wurde
abgenommen und das erhaltene Pellet erneut in 20 ml 80% Ethanol aufgenommen,
geschiittelt und zentrifugiert (w.0.). Die Uberstande wurden vereinigt, am
Rotationsverdampfer bei 40°C eingeengt und in 1 ml Reinstwasser aufgenommen.
Der interne Standard Sorbitol diente zur Berechnung der Verluste, die durch die
Probenpraparation auftraten.

Zur Aufreinigung der Proben vor der HPLC wurde eine nicht-retentive
Festphasenextraktion (solid phase extraction (SPE)) durchgefuhrt. Fir die SPE
wurden CN-Kartuschen (100 mg, Chromabond®, Machery-Nagel) mit einem Sorbens
aus Cyanopropyl-Kieselgel und einer PartikelgréRe von 45 pm verwendet. Die
Bettmasse des Sorbens wurde mit 1 ml Reinstwasser vorkonditioniert. Anschliel3end
wurde 1 ml Probe tropfenweise aufgetragen und mittels Schwerkraft eluiert. Das
Eluat wurde in einem 1,5 ml Eppendorfgefald aufgefangen und zentrifugiert. Jeweils
10 pl wurden mit einer 100 pl Spritze (Knauer) in die Probenschleife der HPLC
injiziert und auf die Saule geladen. Die Nachweisgrenze fur die verwendeten
Kohlenhydrate lag bei 1 ug/10 pl (Kollar, 1986). Als Standard (50 pg/ 10 ul) wurde ein
Gemisch aus Saccharose, Lactose, Glucose, Mannose, Fructose, Glycerin, Mannitol
und Sorbitol (Serva, Heidelberg) verwendet.

2.8.1.4. Aminoséauren

Die Auftrennung und Charakterisierung der wichtigsten Aminosduren erfolgte mit
einer Aminex® HPX-87C Saule (Bio Rad, 7,8 x 300 mm) bei einer Flussrate von
0,8 mli/min und einer Temperatur von 85°C. Als Eluent wurde eine 10 mM CaSOg4-
Losung verwendet. Der Druck lag bei etwa 50 bar. Die 10-fach konzentrieren Proben
der Nahrstoffpraparate wurden lyophilisiert und mit der dem Ausgangsvolumen
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entsprechenden Menge CaSO,-Lésung aufgefillt. Die Proben wurden 2 min bei
16.060 x g und 20°C zentrifugiert (Fresco Biofuge, PP 4/97 #3324, Heraeus
Instruments). Jeweils 10 pyl Probe wurden Uber die Probenschleife auf die Saule
aufgegeben. Die Identifizierung und Quantifizierung der Aminosauren erfolgte durch
die vergleichende Analyse mit einem Aminosaure-Standard. Dieser beinhaltete eine
Losung aus Glutaminsaure, Asparaginsaure, Threonin, Serin, Alanin, Glycin, Valin,
Aspartat (Serva, Heidelberg), Prolin und Leucin (Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe) mit jeweils 100 pug/10pl.

2.8.1.5. TLC-Bestimmung von Dipeptiden und Aminosauren

Die Charakterisierung von Dipeptiden und Aminosauren der Nahrstoffpraparate
erfolgte mit der Dunnschichtchromatographie (thin layer chromatography (TLC)). Als
Flielmittel wurde ein Gemisch aus 98% Ethanol und 25%iger Ammoniaklésung im
Verhéltnis 60:40 ml hergestellt und in die TLC-Kammer (20,5 x 8,5 x 20 mm, Desaga,
Heidelberg) eingefillt. Die Innenwande der TLC-Kammer wurden mit Filterpapier
(Whatmann) ausgekleidet, um eine schnelle Kammersattigung und reproduzierbare
Ergebnisse zu gewabhrleisten. Die Proben wurden mit Kapillarpipetten (10 pl,
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt) im Abstand von 1 cm,
bandenférmig auf die TLC-Platten (Kieselgel 60, Adamant, 20 x 20cm) aufgetragen
(Abb. 10). Es wurden verschiedene Konzentrationen der Proben verwendet, um bei
der Auswertung der Platten eine bessere Quantifizierung der Aminosauren zu
ermdglichen. Als Standardsubstanzen wurden ké&ufliche Aminosauren (Serva) und
ein Dipeptid (Val-Tyr) verwendet. Schwer lsliche Aminosauren, wie z.B. Tryptophan,
wurden in 0,1 N Salzsaure aufgenommen. Jeweils 10 pl der entsprechenden
Aminosaure wurden mit einer Konzentration von 1 mg/ml und 0,1 mg/ml aufgetragen.
Die Platte mit den getrockneten Probenflecken wurde in die mit Laufmittel gesattigte
TLC-Kammer gestellt und horizontal Uber eine Laufstrecke von 12 cm entwickelt.
Anschlie3end wurde die Platte aus der Kammer genommen und die Laufmittelfront
markiert. Die TLC-Platte wurde unter dem Abzug luftgetrocknet und in einem
Tauchbad mit Ninhydrin-L6ésung gefarbt. Dazu wurden 0,4 mg Ninhydrin in einer
Mischung aus 100 ml Ethanol und 3 ml Eisessig gelost. Die Platten wurden nach
dem Tauchen 10 min bei 120°C im Warmeschrank (Memmert) entwickelt.

Die Identifizierung der Aminosauren erfolgte durch den Vergleich der Ry -Werte von
den Aminosaure-Standards mit denen der aufgetrennten Probe. Die Farbintensitét
der Flecken erlaubte einen Ruckschluss auf die Konzentration der enthaltenen
Aminosauren.
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Abb. 10: Abstandsverhéltnisse auf der TLC-Platte zur Auftrennung von Aminosauren
2.8.2. Proteine und Peptide
2.8.2.1. Quantifizierung von Proteinen mit dem Bradford-Test

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der Proben (> 3 kDa) erfolgte
photometrisch mit dem Bradford-Test (Bradford, 1976). Das Messprinzip beruht auf
einer Komplexbildung von dem in der Bio-Rad-Reagenz (Protein Assay Kit Il, Bio-
Rad, Munchen) enthaltenen Coomassie Brilliant Blau G-250 mit den unpolaren
Seitenketten der Proteine. Durch die Komplexierung verschiebt sich das
Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant Blau in den Bereich von 595 nm und
ist ein Mal3 fur die Proteinkonzentration der Losung. Zur Kalibrierung der
Proteineichgeraden wurde Rinderserum Albumin (BSA) (Serva, Heidelberg)
verwendet. Die Proben der Néhrstoffpraparate wurden 1:2 verdiinnt. Je 600 pl Probe
wurden zum Entfarben in ein Zentrifugal-Filterréhrchen (Amicon® Ultra, 0,5 ml,
Millipore, MWCO 3 kDa) pipettiert. Die R6hrchen wurden bei 16.060 x g und 4°C so
lange zentrifugiert (Fresco Biofuge, PP 4/97 #3324, Heraeus Instruments), bis die
gesamte Probenflissigkeit durch die Filtertasche gelaufen war (ca. 10 min bis 1 h).
Diese wurde gegebenenfalls bis zu dreimal mit wenigen pl Reinstwasser gespllt.
Das erhaltene Retentat wurde auf die Probenausgangsmenge von 600 ul aufgefullt
und anschlieBend 1:5 verdiinnt, so dass die Proteinkonzentrationen im linearen
Messbereich von BSA (0-20 ug/ml) lag. Jeweils 800 ul Probe bzw. Proteinstandard
wurden mit 200 ul Bio-Rad-Reagenz durch vortexen vermischt und fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Standards und Proben wurden in Halb-Micro-
Klvetten aus Polyacryl (10 x 4 x 45 mm, Sarstedt) Uberfihrt und am Photometer
(Specord 200, Analytik Jena) bei einer Wellenldnge von 595 nm gemessen. Fur alle
Proben und Standards wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die unbekannte
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Proteinkonzentration der Probe konnte Uber die Standardeichgerade von BSA
ermittelt werden.

2.8.2.2. Quantifizierung niedermolekularer Peptide nach Biuret

Zur quantitativen Bestimmung von Polypeptiden (< 3 kDa) bis hin zum Tripeptid
wurde das Biuret-Assay verwendet. Bei dieser Methode bildet sich durch das
Zufiigen von Kupfersulfatldsung (Biuret-Reagenz) ein doppelt negativ geladener
Protein-Kupferkomplex aus. Das Absorptionsmaximum des Farbkomplexes liegt im
Bereich von 546 nm.

Zur Herstellung der Biuret Reagenz wurden nacheinander 2,35 g CuSO4x 5 H,0, 6 g
Na-K-Tartrat und 30 g NaOH (Pellets) in 1 | Reinstwasser in Losung gebracht. Als
Protein-Stamml6sung, zur Kalibrierung der Eichgeraden, wurde eine 1% BSA Ldsung
in 0,1 M NaOH angesetzt. Von den Proben und von den Standards der Eichgerade,
wurden jeweils 0,5 ml in ein Reagenzglas gegeben und mit 2,5 ml Biuret-Reagenz
inkubiert. Proben, die eine hohe Peptidkonzentration aufwiesen, wurden zuvor
entsprechend verdinnt. Nach einer 30 minttigen Inkubationszeit wurden die Proben
und Standards in Halb-Micro-Klvetten aus Polyacryl (10 x 4 x 45 mm, Sarstedt)
Uberfuhrt und am Photometer (Specord 200, Analytik Jena) bei einer Wellenlange
von 546 nm gemessen. Die Peptidkonzentration der Proben konnte Uber die
Eichgerade von BSA berechnet werden.

2.8.2.3. Ermittlung der GrdfRenklassenverteilung mittels Gelfiltration

Die GroRRenklassenverteilung der Proteine und Peptide in den Nahrstoffpraparaten
wurde durch eine Fraktionierung der Proben mit der Gelchromatographie ermittelt. Es
wurde eine Hiload 16/600 Saule (Superdex 30 PG, GE Healthcare) mit einem
Ausschlussvolumen von 30.000 Da verwendet. Detektiert wurde mit einem UV-
Durchflussmonitor bei 260 nm. Die Aufzeichnung der chromatographischen Daten
erfolgte mit einem Integrator (Shimadzu, C-R3A Chromatopac). Als Standard wurde
eine Losung aus Proteinen und Peptiden verschiedener Grof3e bis hin zur
Aminosaure verwendet (Tab. 7) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Die
Nahrstoffpraparate sowie die Standards wurden in 0,15 M Ammoniumacetat (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) in Losung gebracht und steril filtriert.

Die Saule wurde mit 30 ml einer 0,15 M Ammoniumacetat-Losung, bei einer
Flussrate von 1 ml/min aquilibriert. Nach der Aquilibrierung wurden die Proben in die
Injektionsschleife (1 ml) (Valve V-7, Pharmacia) gegeben und auf die Saule geladen.
Als Laufpuffer diente eine 0,15 M Ammoniumacetat-Losung. Die Flussrate wurde auf
1 ml/min, bei einem Druck von < 5 bar (High Precision Pump P-500, Pharmacia),
eingestellt. Die ersten 40 ml des Eluats wurden verworfen, die folgenden 140 ml in
Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Nach jedem Lauf wurde das Gelbett mit einem
Saulenvolumen Puffer regeneriert. Zur langerfristigen Lagerung wurde die Saule mit
vier Saulenvolumina Reinstwasser gewaschen und anschlieend mit vier
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Saulenvolumina einer 0,2 M Natriumacetat, 20% Ethanol-Losung aquilibriert. Uber
die Eichgerade des Standards konnten die gesammelten Fraktionen verschiedenen
GrolRenklasse von > 3.000 Da, 1.000-3.000 Da, 500-1.000 Da und 500-300 Da
zugeordnet werden. Der Peptidgehalt der gesammelten Fraktionen wurde mit dem
Biuret-Assay bestimmt. Fraktionen mit einem Molekulargewicht < 300 Da konnten
anhand des Molekulargewicht-Standards als Dipeptide/Aminosauren identifiziert
werden.

Tab. 7: Zusammensetzung des GroR3enklassen-Standards fur die Gelfitration

Standard MW (Da) Konzentration (%)
Blue Dextran 2.000.000 0,1
Cytochrom C, (Pferdeherz) 12.400 0,02
Aprotinin (Rinderlunge) 6.500 0,02
Angiotensin Il Acetat 1.046 0,02
Val-Tyr 280 0,02
Tryptophan 186 0,002

2.9. Saponine
2.9.1. Saponinextraktion

Fur die Extraktion von Saponinen aus pflanzlichen Materialien wurden zwei
verschiedene Methoden angewandt. Es wurde das in 2.1.3.2. beschriebene
Extraktionsverfahren mit Methanol und n-Butanol als Losungsmittel verwendet bzw.
ein neu entwickeltes Extraktionsverfahren auf Basis von Chloroform und Methanol.
Das Extraktionsmittel wurde im Verhaltnis 1 Volumenteil Chloroform zu
2 Volumenteilen Methanol angesetzt. Jeweils 3,75 ml Extraktionsmittel wurden
zusammen mit 1 ml Reinstwasser in ein 15 ml Falconréhrchen pipettiert. Es wurden
die in 2.1.3.2. beschriebenen Pflanzenmaterialien, Rinde vom Seifenrindenbaum,
Primelwurzeln (Heinrich Klenk, Schwebheim) und ein aus Efeublattern gemahlenes
Pulver (F. Schacht GmbH & Co GG, Braunschweig) fur die Extraktion verwendet. Die
Pflanzenmaterialien wurden wie in 2.1.3.2. beschrieben vorbereitet. Jeweils 1,7 g
Pflanzenpulver  wurden dem  Extraktionsmittel-Wasser-Gemisch  in  den
Falconrohrchen zugefugt und mittels vortexen suspendiert. Fir die Extraktion von
Saponinen aus dem Yuccasaponinpraparat wurden 3,75 ml Extraktionsmittel mit 1 ml
des Praparates durch vortexen in Losung gebracht. Die Falconrohrchen wurden auf
einem Horizontalschuttler fixiert und 30 min geschittelt (Rotationsfrequenz: 100 min,
Radius: 4,5 cm). Um fettige Bestandteile von den Saponinen abzutrennen, wurden
1,25 ml Chloroform und 1,25 ml Reinstwasser hinzugefligt. Die Proben wurden
gevortext und 10 min auf dem Schuttler inkubiert. Die Phasentrennung von
Chloroform und  Methanol/Wasser erfolgte  durch einen  15-mindtigen
Zentrifugationsschritt bei 2.540 x g (GH 3.7., Beckman GPR Centrifuge). Die
Epiphase (Methanolphase) wurde abgenommen und in ein vorgewogenes
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Falconrohrchen pipettiert. Es wurde der gleiche Volumenanteil Reinstwasser
hinzugegeben. Die Proben wurden bei -80°C eingefroren und fiir etwa 3 Tage
lyophilisiert. Die Rohrchen mit dem getrockneten Saponinextrakt wurden an der
Feinwaage gewogen und der Ruckstand (mg) der Extraktion berechnet. Die
getrockneten Saponinextrakte wurden im Morser homogenisiert und bei -20°C
gelagert. Der Extraktionserfolg mit den beiden unterschiedlichen
Saponinextraktionsverfahren wurde mit Hilfe des Hamolyse-Cuptests (s. 2.9.2.) und
der daraus ermittelten spezifischen (U/g) und absoluten Aktivitat (g) bestimmt.

2.9.2. Nachweis membranolytischer Aktivitat mit dem Hamolyse-Cuptest

Die hamolytische Aktivitat der Saponinextrakte wurde mit einem selbstentwickelten
Blutagar-Test nachgewiesen. Zunachst wurde eine phosphatgepufferte Salzl6sung
(PBS) hergestellt. Eine Schottflasche wurde mit 800 ml Reinstwasser befiillt.
Nacheinander wurden 8,0 g Natriumchlorid (NaCl); 0,2 g Kaliumchlorid (KCI); 1,78 g
Dinatriumhydrogenphosphat  Dihydrat (Na,HPO,» 2 H,O) und 0,27 ¢
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) unter Rihren in Losung gebracht. Die Losung
wurde mit Reinstwasser auf 1 | aufgefullt. Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. Von
der PBS-L6sung wurden 95 ml in einen 250 ml Erlenmeyerkolben Gberfihrt und mit
1 g Agarose (LMP Agarose, Gibco BRL) auf einer Heizplatte unter standigem Rihren
aufgekocht. Nach dem Abkuhlen der Lésung auf 42°C wurden 5 ml heparinisiertes
Schafblut (Acila) dazu pipettiert. Die Blutagarose-L6sung wurde in eine quadratische
Petrischale (120 x 120 x 17 mm, Greiner Bio-One) gegossen. Es wurde ein Cup-
Former aus Polyethylen auf die noch flissige Blutagarose-Losung gesetzt. Dadurch
entstanden Vertiefungen (Cups) mit einem Volumen von ca. 80 ul. Nach dem
Erkalten des Agars wurde der Cup-Former abgenommen. In die Vertiefungen wurden
jeweils 50 ul Saponinlésung pipettiert. Es wurden alle Saponinextrakte in
verschiedene Konzentrationen getestet sowie Reinstwasser als Kontrolle. Die
Blutagarplatten wurde fur 72 h bei 20°C im Klimaschrank inkubiert. Am folgenden
Tag wurde der Radius der ha&molytischen Hofe unter Durchlicht gemessen und
fotographisch dokumentiert (Abb. 11). Der Radius der Hamolysehofe wurde gegen
die jeweilige Extraktkonzentration aufgetragen. Mit Hilfe einer linearen Regression
wurde eine Geradengleichung aufgestellt. Die spezifische hamolytische Aktivitat des
Extraktes fiur eine 1% Saponinldsung wurde berechnet. Hamolysehdfe mit einem
Radius < 2 mm wurden nicht mit in die Berechnung einbezogen. Die absolute
Aktivitat des Extraktes ergab sich aus der Multiplikation von spezifischer Aktivitat und
dem Rulckstand der Methanolphase (g). Der tatsédchliche Saponingehalt des
Extraktes (Saponinausbeute) wurde durch den Vergleich der absoluten Aktivitat des
Ausgangsmateriales mit der des Extraktes errechnet.


http://de.wikipedia.org/wiki/Natriumchlorid
http://de.wikipedia.org/wiki/Kaliumchlorid
http://de.wikipedia.org/wiki/Dinatriumhydrogenphosphat
http://de.wikipedia.org/wiki/Kaliumdihydrogenphosphat
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Abb. 11: Hamolytische Saponinaktivitdt von Waschnussextrakt (Chloroform-
Methanol-Extrakt) im Hamolyse-Cuptest (Inkubationsdauer: 72 h)

2.9.3. Loslichkeit in organischen Losungsmitteln

Die Loslichkeit von Saponinen in verschiedenen organischen Losungsmitteln (Tab. 8)
wurde untersucht. Getestet wurden die Loslichkeit von Waschnuss- und
Kastanienextrakt (Methanol-Chloroform-Extrakt), Quillajasaponin (10-11%) und

Aescin (2 97,9%) in Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritat und Konzentration.

Tab. 8: Reihenfolge der verwendeten Losungsmittel nach absteigender Polaritat

Losungsmittel | Konzentration [%)]
Reinstwasser
Methanol 60
Methanol 80
Methanol 100
Ethanol 60
Ethanol 80
Ethanol 100
Aceton 50
Aceton 80
Isopropanol 60
Isopropanol 80
Isopropanol 100
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Jeweils 50 mg Saponin oder Saponinextrakt wurden in ein vorgewogenes 1,5 ml
Eppendorfgefald tberfuhrt und mit 1 ml des entsprechenden Ld&sungsmittels
aufgeflllt. Die Eppendorfgefal3e wurden gevortext, um das Saponinextrakt in Lésung
zu bringen. Im Anschluss wurden die Proben 1 h bei RT inkubiert, wobei die
Eppendorfgefal3e alle 5 min gevortext wurden. Nach der Inkubationszeit wurden die
Proben fur 30 min mit 16.060 x g zentrifugiert (Fresco Biofuge, PP 4/97 #3324,
Heraeus Instruments). Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues
vorgewogenes 1,5 ml EppendorfgefaRe pipettiert. Die Pellets und Uberstande der
Proben wurden eingefroren (-80°C) und tber Nacht lyophilisiert. Am folgenden Tag
wurden alle Eppendorfgefal3e erneut an der Feinwaage gewogen. Aus der Differenz
vom Gewicht der EppendorfgefaRe mit getrocknetem Uberstand/Pellet und dem
Leergewicht konnte der Anteil des in Losung gegangenen Saponinextraktes
berechnet werden. Als zweites Kriterium fir die Loslichkeit der Saponine wurde die
hamolytische Aktivitat der Pellets und Uberstande herangezogen. Diese wurden mit
1 ml Reinstwasser aufgefillt und jeweils 50 pl wurden in Cups einer Blutagarplatte
(s. 2.9.2) pipettiert. Nach 24 h wurde der Hamolyseradius gemessen und mit dem
einer Kontrolle verglichen.

2.9.4. Bestimmung der fungiziden Wirkung von Saponinextrakten
2.9.4.1. Konidienkeimtest

In Konidienkeimtests wurde die keimhemmende Wirkung der Saponinextrakte
gegenuber Konidien von V. inaequalis gepruft. Fir den Test wurden je 4-5 stark
schorfbefallene Blatter in eine Schottflasche (1 I) mit 50 ml Reinstwasser gegeben.
Durch 10-minitiges, kraftiges Schuitteln wurde eine frische Konidiensuspension
(10°/ml) hergestellt. Jeweils 0,5 ml Konidiensuspension wurden zusammen mit 0,5 ml
einer Saponinldsung in die Kavitat einer 6er-Microwellplatte (Greiner bio-one,
Cellstar®) pipettiert. Die Endkonzentration der Saponinextrakte in den Kavitaten lag
zwischen 10.000 und 1 ppm. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 20°C wurden
jeweils 100 Konidien mikroskopisch (Leica, DM 400B, Solms) untersucht. Konidien,
deren Keimschlauch mindestens halb so lang war wie die Konidie, wurden als
gekeimt betrachtet (Abb. 12). Der Konidienkeimtest wurde fur alle Pflanzenextrakte
dreimal wiederholt. Der Anteil nicht gekeimter Konidien in den Saponinvarianten und
in der Kontrolle wurde dokumentiert und der Wirkungsgrad der Saponine sowie die
mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) berechnet.
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Abb. 12: Konidie mit Keimschlauch (a) und nicht gekeimte Konidien (b) von
V. inaequalis

2.9.4.2. Wachstumshemmtest

Die fungizide Wirkung der Saponinextrakte auf das Mycelwachstum von V. inaequalis
wurde in Wachstumshemmtests auf Agarplatten untersucht. Die Saponinextrakte und
die gekauften Saponinpraparate wurden in Reinstwasser eingewogen und durch
vortexen in Losung gebracht. Die gewahlten Saponinkonzentrationen lagen im
Bereich von 10.000 bis 1 ppm. Die Losungen wurden 20-fach héher angesetzt, als
die Endkonzentration im Agar sein sollte und steril filtriert (0,2 pm). Jeweils 1 ml der
entsprechend konzentrierten Saponinlésung wurde mit 19 ml flussigem PDA
(ca. 40°C) zu einer homogenen Suspension vermischt und in Petrischalen gegossen.
Nachdem die Platten ausgehéartet waren, wurde ein ausgestanztes Mycelstlick
(Durchmesser: 0,8 cm) einer 14 d alten V. inaequalis Kultur mittig auf die Agarplatte
gesetzt. Die angeimpften Platten wurden fir 21 d bei 20°C im Klimaschrank inkubiert.
Der Durchmesser der Schorfmycelien wurde woéchentlich gemessen, um die
Hemmung des Mycelwachstums und die ICso zu berechnen.

2.9.4.3. Revival-Test

Das fungizide bzw. fungistatische Potenzial der Saponinextrakte wurde mit Hilfe von
Revival-Tests untersucht. Fir die Versuche wurden ausschliel3lich Schorfmycelien
verwendet, die in den Hemmtests auf Agar (s. 2.9.4.2.) nach 21 d kein Wachstum
zeigten. Die Mycelsticke wurden mit einer Impfése abgenommen und auf frische
PDA-Platten Uberfuhrt. Die Platten wurden bei 20°C im Klimaschrank inkubiert und
der Durchmesser der Schorfmycelien nach 21 d gemessen.

2.9.4.4 Hemmtest in Flussigkultur

Die fungizide Wirkung der Saponinextrakte in Fllssigkultur wurde am Beispiel der
Waschnuss untersucht. Waschnussextrakt (Butanol-Extrakt) wurde in 10 ml
Reinstwasser in Losung gebracht. Die Saponinextrakte wurden dreifach hoher
angesetzt als die gewtinschte Endkonzentration im Medium sein sollte (1.000, 500,
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100, 50, 10 ppm). Fir jede Konzentration wurden 10 Erlenmeyerkolben a 100 ml mit
20 ml PDB (54 g/l) beflllt und autoklaviert. Die Saponinlésungen wurden steril dazu
filtriert. Die Kolben wurden mit dem Mycelstick (Durchmesser: 0,8 mm) einer 14 d
alten V1 Kultur angeimpft und bei 20°C im Klimaschrank inkubiert. Im Abstand von
7 Tagen, bis zum 35 d, wurden jeweils 2 Kolben einer Konzentration geerntet. Der
Kulturuberstand wurde durch Miracloth (Calbiochem) abfiltriert und die Mycelien mit
Hilfe einer Lanzettnadel in vorgewogene EppendorfgefalRe Uberflhrt. Die Mycelien
wurden eingefroren (-80°C) und lyophilisiert. Anschlie3end wurde an der Feinwaage
das Trockengewicht bestimmt. Die Hemmung des Mycelwachstums von
V. inaequalis und die ICsp, konnten durch den Vergleich mit dem Mycelgewicht einer
unbehandelten Kontrolle ermittelt werden.

2.9.4.5. Bekdmpfungsversuche im Gewachshaus

Die fungizide Wirkung der Saponinextrakte (Waschnuss, Kastanie, Aescin) auf
V. inaequalis wurde in Bekdmpfungsversuchen im Gewachshaus untersucht. Fur die
Versuche wurden Apfelsamlinge aus Apfelkernen der Sorte "Golden Delicious’
angezogen (Abb. 13 a). Es wurden nur gleich alte Samlinge, die min. 3 junge, noch
nicht vollstandig ausgewachsene Blatter aufwiesen (keine Altersresistenz) und sich
gut infizieren lieBen, verwendet. An jedem Samling wurde das Blatt angeschnitten,
welches weitgehend altersresistent geworden war. Jeweils 10 Samlinge wurden
vorbeugend mit einer 1% oder einer 0,1% LOsung der Saponine, die mit
1 ml/I NuFilm als Netzmittel versetzt waren, behandelt. Es wurde eine
Handspruhflasche verwendet und bis zum ersten Ablaufen der Saponinldsung an der
Blattoberflache gespriht. Nach dem Antrocknen des Spritzbelages (24 h) wurden die
Apfelsamlinge in Plastiktiiten gestellt und mit Wasser angegossen, um eine
ausreichend hohe Luftfeuchtigkeit fur die Infektion zu gewahrleisten. Die Samlinge
wurden mit einer frischen Konidienlésung (10%/ml), die aus Schorflasionen gewonnen
wurde (s. 2.9.4.1.), tropfnass bespriht. Unmittelbar danach wurden die Samlinge
luftdicht in Plastiktiten verpackt, um eine Blattnassezeit von 48 h zu gewéhrleisten
(Abb. 13 b). Kleine Holzstdbe fungierten als Abstandshalter, um den Kontakt
zwischen Blattern und Plastiktiite zu vermeiden (Abb.13 c¢). Nach 6 h und nach 24 h
wurden jeweils 10 Samlingstiten gedffnet und mit einer 1% Saponinlésung
behandelt. Die Tuten wurden sofort wieder luftdicht verschlossen. Zwei Tage nach
der Inokulation wurden alle Tuten gedffnet, um die Samlinge abtrocken zu lassen.
Am darauf folgenden Tag wurden die Séamlinge ausgetitet. Im Abstand von 2-3 d
wurde der Infektionsverlauf fotographisch mit einer Digital- und einer Thermokamera
(Testo 875-1) dokumentiert. Wéahrend der gesamten Versuchsdauer wurde die
Klimakammer im Gewachshaus auf einer Temperatur von 20°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 80% gehalten.

Die Abschlussbonitur der Samlinge erfolgte nach 28 d. Die aufgetretenen
Schorfsymptome wurden makroskopisch bewertet, wobei die Kategorien kein
Schorfbefall, chlorotische Symptome, sporulierende Infektion und nekrotische
Infektion verwendet wurden. Der prozentuale Anteil der infizierten Samlinge im



Material und Methode 54

Vergleich zur Kontrolle wurde berechnet. Nach der Bonitur auf Blattschorfinfektionen
wurden alle Blatter einer Pflanze, die zu Infektionsbeginn keine Altersresistenz
aufwiesen, abgepflickt und in einer definierten Menge Wasser aufgenommen. Die
Konidien wurden durch 10-minutiges, kraftiges Schutteln von den Blattern
abgewaschen und in Kolkwitz Z&hlkammern (0,5 ml, Hydro-Bios) unter dem
Mikroskop ausgezahlt.

Abb. 13: Samlinge vor der Inokulation mit Konidien (a)
und danach tropfnass bespriht und in Plastiktiten
verpackt (b) mit Holzstaben als Abstandshalter (c)

2.9.4.6. Bekampfungsversuche mit Fangpflanzen im Freiland

Die natirlichen Infektionsbedingungen im Freiland wurden genutzt, um die
hemmende Wirkung der Saponine in situ zu bestimmen. Im Frihjahr 2013 wurden
zwei Freilandversuche mit dem Saponinextrakt der Kastanie durchgefuhrt. Fir die
Dauer einer natlrlichen Ascosporeninfektionsperiode wurden 8 vorbeugend
behandelte Samlinge (0,1% Kastanienextrakt + NuFilm (1 ml/l)), die aus Apfelkernen
der Sorte "Golden Delicious” angezogen wurden, und 8 unbehandelte Samlinge
(Kontrolle) im Freiland neben mehreren Schalen mit stark schorbefallenem Falllaub
exponiert (Abb. 14). Das Falllaub wies eine hohe Anzahl ausschleuderbereiter
Ascosporen auf, die wahrend des Versuches mit der Wasserbad-Methode (s. 2.2.)
bestimmt wurden. Je nach Lange der Infektionsperiode (Witterung) wurden die
Samlinge nach 3-7 d zurick ins Gewachshaus gestellt. Nach 28 d wurden die
Samlinge auf das Erscheinen von Blattschorfsymptomen bonitiert.
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Abb. 14: Versuchsaufbau der Bekampfungsversuche mit unbehandelten und
saponinbehandelten Samlingen neben schorfbefallenen Blattdepots im Freiland

2.9.5. Aufreinigung und Anreicherung von Saponinen

2.9.5.1. Festphasenextraktion

Zur Reinigung der Saponinextrakte (Chloroform-Methanol-Extrakte) wurde die
Festphasenextraktion (SPE) verwendet. Mit verschiedenen handelsiiblichen SPE-
Kartuschen (Chromabond, Machery & Nagel) (Tab. 9) wurden Vorversuche
durchgefuhrt, um das effektivste Sorbensmaterial fur die Aufreinigung der Extrakte zu
finden. Fur weiterfiihrende Aufreinigungsschritte wurden verschiedene Retentions-

mechanismen miteinander kombiniert.

Tab. 9: Ubersicht der verwendeten SPE-Saulenmaterialien

Saule | Bettmasse (mg) Material Polaritat
500
PA Polyamid mittelpolar
200
500
CN Cyanopropyl-modifizierte Kieselgelphase polar-
100 mittelpolar
Cl8ec 100 Octadecyl-endcapped Kieselgelphase sehr unpolar
Cc18 200 Octadecyl-modifizierte Kieselgelphase unpolar
C8 100 Octyl-modifizierte Kieselgelphase unpolar
C4 100 Butyl-modifizierte Kieselgelphase unpolar
HR-P 100 hochporéses Polystyrol-Divinylbenzol- unpolar
Copolymer
HR-X 100 sphérisches Polystyrol-Divinylbenzol-Harz unpolar
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Die SPE-Kartuschen wurden mit 5 ml Methanol und 5 ml Reinstwasser
vorkonditioniert. Die Saponinextrakte von Waschnuss, Kastanie und Seifenkraut
wurden in Konzentrationen von 100 mg/ml oder 50 mg/ml in Reinstwasser gelost.
Jeweils 1 ml Probe wurde tropfenweise auf die Saule aufgetragen und mittels
Schwerkraft eluiert. Die Festphase wurde anschlieend mit 10 ml Reinstwasser
gewaschen. Die Waschflussigkeit wurde in einem vorgewogenen 15 ml
Falconrohrchen aufgefangen. Die Elution der Saponine erfolgte zu Beginn der
Versuche mit 2ml 30, 70 und 100% Methanol. Die vollstandige Elution der
hamolytischen Saponine wurde mit 100% Methanol erreicht, so dass dieses fur die
weiteren Versuche als Standardeluent verwendet wurde. Das S&uleneluat wurde in
einem vorgewogenen Falconrohrchen aufgefangen. Bei der Kombination von zwei
verschiedenen Adsorbentien wurde das Methanol-Eluat der ersten S&aule am
Rotationsverdampfer eingeengt und in 1 ml Reinstwasser ruckverdinnt. Diese Probe
wurde auf die zweite, vorkonditionierte, SPE-Saule aufgetragen und mit 100%
Methanol eluiert. Das wassrige und das Methanol-Eluat wurden in 15 ml
Falconrohrchen aufgefangen. Die gesammelten Proben wurden bei -80°C
eingefroren und im Anschluss lyophilisiert. Das Gewicht der getrockneten Pellets
wurde an der Feinwaage bestimmt. Aus der Differenz von eingewogenem Pulver und
dem Gewicht der getrockneten Pellets konnte der Aufreinigungsgrad der
Saponinextrakte berechnet werden. Die Pellets wurden in 1 ml Reinstwasser
rackverdiinnt und das Absorptionsspektrum im Bereich von 200-700 nm (Specord
200, Analytik Jena) gemessen. Die spektralphotometrische Analyse erfolgte mit der
Software Win Aspect 1.6.0.0. (Analytik Jena). Als Vergleich dienten die Spektren
eines Aescinstandards (= 97,9%) mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml. Mit den
rickverdinnten SPE-Proben wurde ein Hamolyse-Cuptest durchgefiuhrt (s. 2.9.2.).

2.9.5.2. Saulenchromatographie

Fur die Aufreinigung und Anreicherung der Saponinextrakte wurden zwei
verschiedene Verfahren der Saulenchromatographie angewandt.

2.9.5.2.1. Affinitatschromatographie

Als Saulenmaterial fur die Affinititschromatographie wurde Concanavalin A
Sepharose 4B (Pharmacia Biotech) verwendet. Concanavalin A ist ein Lectin aus der
Jackbohne (Canavalia ensiformis), welches in Anwesenheit der Co-Faktoren Mn**
und Ca*" a-D Glucose und a-D Mannose haltige Saccharide reversibel binden kann.
Diese Eigenschaft wird in der Affinitdtschromatographie genutzt um kohlenhydrat-
reiche Verbindungen zu separieren.

Eine leere Plastiksaule (Durchmesser 1,5 cm; 20 ml) wurde mit einigen Millilitern
einer 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-Pufferlosung (pH 7,4) und aufgeschwemmter
Concanavalin A Sepharose beflllt. Wahrend des Absetzens wurde die Saule
fortwéhrend mit der Tris-Pufferlosung gespltilt und die oberste Schicht Concanavalin
A resuspendiert, um eine gleichmaRig gepackte S&ule zu erhalten. Nachdem ein
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Saulenvolumen von 18 ml erreicht war, wurde zur Stabilisierung eine Fritte auf das
Gelbett gesetzt. Die Saule wurde mit einem Deckel verschlossen, der Uber einen
Silikonschlauch mit einem Vorratsgefal? (250 ml) verbunden war. Vor dem Auftragen
der Probe wurde die Concanavalin A Sepharose mit drei S&ulenvolumina einer
Waschlosung gereinigt (1 M NaCl, 5 mM MgCl,;, 5 mM MnCl,, 5 mM CacCl,, pH-6).
Anschlieend wurde das Saulenmaterial mit der Tris-Pufferlosung aquilibriert.
Jeweils 100 mg Saponinextrakt wurden in 1 ml Tris-Puffer aufgenommen, 2 min bei
16.060 x g und 20°C zentrifugiert (Fresco Biofuge, PP 4/97 #3324, Heraeus
Instruments) und auf die Saule aufgetragen. Nachdem die Probe vollstandig in das
Saulenbett eingedrungen war, wurde Tris-Pufferldsung aus dem Vorratsgefal3 auf die
Saule geleitet. Das Eluat wurde mit einem Fraktionssammler (Redi Frac, GE) in
Fraktionen von je 50 Tropfen (ca. 2 ml) gesammelt. Nach 36 Fraktionen (ca. 2
Saulenvolumina) erfolgte die Elution der Saponine mit einer 1 M Glucose-LOsung. Es
wurden 12 weitere Fraktionen gesammelt. Jeweils 50 ul einer Fraktion wurden im
Hamolyse-Cuptest (s. 2.9.2.) auf das Vorhandensein von membranolytischen
Saponinen untersucht. Das Saulenmaterial wurde nach jedem Probendurchlauf mit
5-10 Saulenvolumina einer basischen 0,1 M Tris-Pufferlosung (pH 8,5), die 0,5 M
NaCl enthielt, und anschliel3end einer sauren 0,1 M Natriumacetat-Lésung (pH 4,5),
die 1 M NacCl enthielt, regeneriert.

2.9.5.2.2. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Phenyl Sepharose High Performance (Pharmacia biotech), bestehend aus vernetzter
Agarose mit einer durchschnittichen PartikelgréRe von 34 pupm, wurde
aufgeschwemmt und in eine Glassaule (15 x 150 mm) gepackt. Die Suspension
wurde bis zu einem endgultigen Gelbettvolumen von 18 ml eingefullt und wahrend
des Absetzens mit 20 mM Tris-Puffer gespilt. Um eine gerade Oberflache fur die
Probenaufgabe zu erhalten, wurde eine Fritte auf die oberste Gelschicht aufgelegt.
Das Saulenmaterial wurde mit zwei S&ulenvolumina (ca. 20 ml) einer 20 mM Tris-
Losung gewaschen und anschlieBend mit einer Puffer-Losung (Tab. 10) aquilibriert
(2 Saulenvolumina). Die Saponinextrakte (10-500 mg/ml) wurden in selbigem Puffer
aufgenommen und 2 min bei 16.060 x g und 20°C zentrifugiert (Fresco Biofuge,
Heraeus Instruments). Jeweils 1 ml Probe wurde auf das Gelbett aufgetragen
(Tab. 11). Nach dem Eindringen der Probe wurde die Innenwand der Glasséaule
zweimal mit 1 ml der Pufferlosung gewaschen. Die weitere Zugabe der Pufferlésung
erfolgte Uber ein Vorratsgefal3. Mit einem Fraktionssammler wurden Fraktionen a 60
Tropfen (ca. 2 ml) gesammelt. Nachdem etwa 3 S&ulenvolumina Puffer eluiert waren,
wurden die Saponine mit einem Eluenten (Tab. 10) von der Sdule gewaschen. Um
stark gebundene Saponine vom S&ulenmaterial zu I6sen, wurde die Elution nach
zwei Saulenvolumina, mit einer 20 mM Tris-Losung, die 70 bzw. 50% Ethanol
enthielt, fortgesetzt. Fur die gesammelten Fraktionen wurde mit einem Refraktometer
(Kriss, Hamburg) der Brechungsindex gemessen, zudem wurde die Extinktion bei
280 nm bestimmt. Jeweils 1 ml einer Fraktion wurde in eine UV-Quarzglaskuvette
(Schichttiefe: 10 mm, Hellma, Optic GmbH Jena) pipettiert und am Photometer
(Specord 200, Analytik Jena) gemessen. Anhand dieser beiden Parameter konnte
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die Bindung der Saponine an das Saulenmaterial in Abhangigkeit vom NaCl-Gehalt
und der Reinigungserfolg aufgezeigt werden. Die Fraktionen wurden im Hamolyse-
Cuptest (s. 2.9.2.) auf das Vorhandensein von membranolytischen Saponinen
untersucht. Die membranolytischen Fraktionen wurden vereinigt, eingefroren (-20°C)
und lyophilisiert. Die Probe wurde in 1 ml Reinstwasser ruckverdinnt und fur die
Analyse mit der TLC und HPLC verwendet. Die Phenyl Sepharose Saule wurde in
20% Ethanol mit 0,05% Na-Azid gelagert.

Tab. 10: Puffer und Eluenten fir die HIC

Puffer Eluent | Eluent Il
Tris 20 mM + 1 M NacCl 30% EtOH 70% Ethanol
Tris 20 MM + 3 M NacCl 70% EtOH

Tris 20 mM + 3 M NaCl Reinstwasser

Tris 20 mM + 3 M NaCl, pH 8 Tris 20 mM, pH 8
Tris 20 mM + 3 M NaCl, pH 10 * | Tris 20 mM, pH 10 | 50% Ethanol

*untitriert

Tab. 11: Konzentration der Saponinextrakte fur die HIC

Saponinextrakt Konzentration
(mg/ml)

Waschnuss 100
Seifenkraut 200
Kastanie 500
Aescin 10
Primel 300
Yuccasaponin 500
Seifenrindenbaum 200
Efeu 500

2.9.6. Analyse und Charakterisierung von Saponinextrakten
2.9.6.1. TLC

Fur die Auftrennung der Saponine wurden in Anlehnung an Literaturangaben
(Oleszek, 2002) mit Kieselgel 60 (Adamant) beschichtete 20 x 20 cm Glasplatten
verwendet. Die Entwicklung der Platten erfolgte in Horizontalkammern (20,5 x 8,5 x
20 mm, Desaga, Heidelberg) mit Kammersattigung. Als FlieBmittel wurde nach dem
Protokoll von Kerem et al. (2005) und Sharma et al. (2012) ein Gemisch aus n-
Butanol-Essigsaure-Wasser, im Verhdltnis 12:2:1 verwendet. Analysiert wurden die
hamolytischen Fraktionen aus der HIC und verschiedene Konzentrationen der
Saponinextrakte, die zuvor in Reinstwasser in Losung gebracht wurden. Von den
Proben wurden jeweils 10 pl bandenférmig (1cm) mit einer Einmal-Kapillarpipette auf
die TLC-Platte aufgetragen. Die Abstandsverhaltnisse wurden entsprechend der
Versuche der Aminosdureanalysen (s. 2.8.1.5.) gewahlt. Die Platten wurden Uber
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eine Laufstrecke von 15 cm entwickelt und unter dem Abzug luftgetrocknet (Stahl,
1967). Die Farbung der Platten erfolgte im Tauchverfahren mit:

a) Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz
b) Ehrlich’s Reagenz
c) heparinisiertem Schafblut

Die Reagenzien fur die Farbung wurden wie folgt hergestellt:
Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz:

85 ml Ethanol wurden mit 10 ml Eisessig, 5 ml konzentrierter Schwefelsdure und
0,8 ml Methylbenzaldehyd (Merck) versetzt (Schwarzbach, 2004).

Ehrlich’s Reagenz:
0,2 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd (Merck) wurden in 5 ml Salzsaure und 15 ml
Methanol gelost (Pachaly, 1995).

Heparinisiertes Schafblut:

Nach einem Protokoll von Sharma et al. (2012) wurden 5 ml heparinisiertes Schafblut
mit 2.300 x g fur 5 min zentrifugiert (GH 3.7., Beckman GPR Centrifuge). Der
Uberstand wurde abpipettiert und das erythrocytenreiche Pellet in
phosphatgepufferter Salzlosung (s. 2.9.2.) suspendiert (3% v/v). Die Suspension
wurde mikroskopisch untersucht und die Erythrocytenkonzentration auf einen Wert
von 0,8 x 108mms3 eingestellt. Die Suspension wurde in ein Tauchbad (20,5 x 0,5 x
16 mm) geflllt und die getrocknete TLC-Platte fir 20 s hineingestellt. Die Platte
wurde herausgezogen und 30 s vertikal getrocknet. Um die Erythrozyten zu
entfernen, wurde die TLC-Platte im Anschluss fir 30 s in eine PBS-L6sung getaucht.

Die Entwicklung der Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz und Ehrlich’s Reagenz
gefarbten Platten erfolgte durch 10-mindtiges Erhitzen im Warmeschrank (110°C).
Auf den mit heparinisiertem Schafblut gefarbten Platten entwickelten sich wahrend
des Trocknens weil3e Flecken vor einem rosa Hintergrund. Die Ergebnisse wurden
fotographisch dokumentiert und die Ri-Werte der einzelnen Saponinbanden ermittelt.

Die Charakterisierung der nachgewiesenen Saponine aus der TLC erfolgte, indem
die Saponinextrakte erneut bandenférmig Uber die gesamt Plattenbreite (18 cm)
aufgetragen und entwickelt wurden. An jeder Platte wurden links und rechts mit
einem Glasschneider ca. 3 cm breite Randstreifen abgeschnitten. Von diesen wurde
einer mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz und der andere mit der
Erythrocytenlésung gefarbt. Die Randstiicke wurden an die TLC-Platte angelegt und
die Saponinzonen mit einem Spatel von der TLC-Platte abgekratzt. Das so
gesammelte Kieselgelmaterial wurde mit 5 ml 80% Ethanol extrahiert und Uber eine
Glasfritte partikelfrei filtriert (0,45 um). Die Proben der einzelnen Saponinzonen
wurden eingefroren (-80°C), lyophilisiert und in 100 pl Reinstwasser aufgenommen.
Von dieser Probe wurden 50 pl im H&amolyse-Cuptest (s. 2.9.2.) auf ihre
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membranolytische Wirkung untersucht. Jeweils 10 pl wurden mit der HPLC analysiert
(s. 2.9.6.2.). Die beschriebene Methode wurde erneut durchgefiihrt und die
abgekratzten, extrahierten und lyophilisierten Banden in 100 pl Reinstwasser
aufgenommen. Die Proben wurden im Agardiffusions-Test auf ihre fungizide Wirkung
gegenuber V. inaequalis untersucht (s. 2.9.7.3.).

2.9.6.2. HPLC

Die Analyse der Saponinrohextrakte von Waschnuss, Kastanie, Seifenkraut und
Aescin, der abgekratzten TLC-Banden (s. 2.9.6.1.) und der ha&molytischen HIC-
Fraktionen (s. 2.9.5.2.2.) erfolgte mit dem beschriebenen HPLC-System (s. 2.8.1.1.).
Zur Auftrennung der Saponine wurde eine reversed-phase Kieselgelsadule (C18
Gemini 5u 110A, 250 x 4,6 mm; Phenomenex), der eine Vorsaule (Security Guard
Cartridge, Gemini C18, 4 x 3,0 mm, Phenomenex) vorgeschaltet war, verwendet. Die
Séaule wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min, bei einer Temperatur von 35°C
betrieben. Als Eluenten wurden Reinstwasser mit 0,1% TFA (Trifluoressigsaure) und
Acetonitril (HPLC grade, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verwendet. Der
wassrige Eluent wurde zum Schutz der Séaule durch Whatman-Filter (0,2 um) steril
filtriert und im Ultraschallbad (Bandelin, Sonorex TK 52, Berlin) unter
Wasserstrahlvakuum (5 min) entgast. Bei Acetonitrii wurde das Vakuum beim
Entgasen nur mehrmals kurz angelegt, um den Verlust flichtiger Anteile zu
vermeiden. Die beiden Hochdruckpumpen (Beckmann, 112 Solvent Delivery Module)
des HPLC-Systems wurden mit einem Gradienten-Programmier-System (Beckman,
420 Controller) angesteuert. Die Eluenten wurden in der darauffolgenden
Mischkammer (Beckmann, 340 Organizer) miteinander vermengt. Die Saule wurde
mit 20% Acetonitril aquilibriert. Alle Proben wurden steril filtriert und jeweils 10 pl mit
einer Injektionsspritze in die Probenschleife der HPLC initiiert. Ab dem Probenauftrag
wurde mit dem Gradienten-Programmiersystem ein linearer Acetonitrilgradient von
20 auf 80% Acetonitril innerhalb von 25 min gefahren. Die gesamte Probenlaufzeit
lag bei 30 min. Die Chromatogramme wurden mit einem UV-Detektor (Shimadzu,
SPD 2A) bei 203 nm und einer Empfindlichkeit von 2,56 AUFS (Absorbance Units
Full Scale) aufgenommen. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit dem
Programm Apex Clarity™, 3.0. Die TLC und HIC Chromatogramme der
aufgereinigten und getrennten Fraktionen wurden mit denen der Rohextrakten
(50 mg/ml) verglichen.

2.9.7. Analyse und Charakterisierung der HPLC-Fraktionen

Die Saponinextrakte von Waschnuss, Kastanie und Seifenkraut (50 mg/ml) wurden
mit der HPLC fraktioniert. Die Probenschleife wurde etwa 10-fach kurz hintereinander
beflllt, um ca. 100 ul Probenvolumen in einem Lauf fraktionieren zu kénnen, der
dreimal wiederholt wurde. Es wurden gezielt sowohl einzelne Peaks, als auch
Peakgruppen gesammelt. Die Rechromatographie wurde verwendet, um die
Charakteristik der Fraktionierung zu erhalten. Die drei Fraktionen der gesammelten
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Peaks wurden vereinigt, bei -80°C eingefroren, Ilyophilisiert und in 300 ul
Reinstwasser aufgenommen.

2.9.7.1. Test auf Schaumbildung und Hamolyse-Cuptest

Alle vereinigten Fraktionen wurden fir 1 min stark geschuttelt. Die Schaumbildung
und die Schaumstabilitdt wurden vergleichend bewertet. Zudem wurde mit 50 pl der
Fraktionen der Hamolyse-Cuptest (s. 2.9.2.) durchgefihrt.

2.9.7.2. Konidienkeimtest

Mit den fraktionierten HPLC-Peaks wurde ein Konidienkeimtest (s. 2.9.4.1.)
durchgefiihrt. 25 pl einer frischen Konidiensuspension (10° /ml) wurde mit 75 pl einer
Saponinfraktion in die Kavitat einer 96er Microwellplatte (Greiner bio-one, Cellstar®)
pipettiert. Die Platten wurden tber Nacht bei 20°C im Klimaschrank inkubiert. Am
folgenden Tag konnte der Anteil gekeimter und nicht gekeimter Konidien einer
Saponinfraktion am Mikroskop ausgezéahlt werden.

2.9.7.3. Agar-Diffusionstest

Fur den Agardiffusionstest wurde aus einer PDA-Platte mit dem Korkbohrer ein
0,8 cm grol3es Agarstiick ausgestanzt. Der Boden des entstandenen Cups wurde mit
einem Tropfen PDA-L6sung versiegelt. Das entstandene Cup hatte ein Fullvolumen
von ca. 150 pl. Jeweils 100 pl einer Saponinfraktion wurden unter sterilen
Bedingungen in ein Cup pipettiert. Im Abstand von 2 cm wurde ein Mycelstick einer
14 d alten V1 Kolonie auf die Agarplatte gesetzt (Abb. 15). Analog wurde auch die
nicht Gber die Saule fraktionierten Saponinproben und die abgekratzten Banden aus
der TLC im Hemmtest eingesetzt. Die beimpften PDA-Platten wurden bei 20°C im
Klimaschrank inkubiert. Nach 21 d wurde der Durchmesser der gewachsenen
Schorfmycelien im Vergleich zu einer Kontrolle gemessen.

Agarmycelstuck V. inaequalis

————
———

/’ <>
2cm

Cup fur Saponinprobe

Abb. 15: Agardiffusionstest mit V1 und Saponinfraktionen aus der HPLC/ TLC
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3. Ergebnisse

3.1. Ascosporenpotenzial der Falllaubdepots 2011-2014

Der zeitliche Verlauf der Ascosporenreifung in den vier Versuchsjahren sowie das
kumulative Ascosporenpotenzial/g Blatt TG und der Zeitpunkt des maximalen

Sporenpotenzials sind in Tab.12 dargestellt.

Tab.12.: Zeitlicher Verlauf der Ascosporenreifung in den Versuchsjahren 2011-2014

2011 23.03.11 05.06.11 3.901.900 1.056.400 (04.05.11)
2012 10.04.12 12.06.12 454.500 137.800 (08.05.12)
2013 15.04.13 27.05.13 1.360.650 783.150 (29.04.13)
2014 20.03.14 08.05.14 1.319.300 473.100 (16.04.14)

Die Behandlungen der Falllaubdepots 2010-2013 mit Abbauprodukten von Casein
hatten einen deutlichen Effekt auf die Ascosporenproduktion (Abb. 16, 17, 18). Die
wirkungsvollsten Praparate waren Pepton Casein 6% und hitzebehandeltes TSB 9%,
die beide zu einer Reduktion des Ascosporenpotenzials um bis zu 98% fuhrten. Das
Ethanolextrakt und -prazipitat von TSB 9% wiesen einen niedrigeren Wirkungsgrad
auf. Hohere TSB-Konzentrationen fihrten zu einer starkeren Reduktion des
Ascosporenpotenzials als niedrige. Von den TSB-Kombinationen zeigte die Variante
mit Saccharose 6% die beste Wirkung mit einem verbleibenden Ascosporenpotenzial
von 7%. Die Casaminoacids reduzierten das Sporenpotenzial um 81-95%.

Bei den Hefepraparaten fiihrte die hitzebehandelte Variante im Jahr 2011 zu einer
geringfiigigen Reduktion des Ascosporenpotenzials um 19% (Abb. 16). Das
Ethanolpréazipitat und -extrakt der Hefe forderten das Sporenpotenzial des Erregers.
Der in den Jahren 2011-2013 verwendete Hefeextrakt LEIBER 6% ergab eine
deutliche Wirkungssteigerung und reduzierte die Ascosporenmenge um 39-78%
(Abb. 17, 18). Die Behandlungen der Falllaubdepots mit konzentriertem und 30%
LEilBER Hefeextrakt fuhrten zu einer nahezu vollstandigen Inhibierung des
Ascosporenpotenzials (Abb. 18, 19). Die zweimalige Applikation dieser Extrakte zu
Beginn oder gegen Ende des Winters reduzierte die Ascosporenmenge um mehr als
90%. Eine einmalige Behandlung mit konzentriertem LEIBER Hefeextrakt bewirkte
eine Reduktion des Sporenpotenzials um 74%, eine einmalige Behandlung mit
30% LEIBER Hefeextrakt um 46%. Das Hefepellet der konzentrierten LEIBER Hefe
reduzierte das Ascosporenpotenzial um etwa 90%.

Heillwasserausziige aus Pflanzenmaterialien hatten einen geringen Wirkungsgrad
von 4-34%, wobei der Seifenkrautwurzeltee die beste Wirkung zeigte (Abb. 16). Fur
die mit den Saponinextrakten behandelten Falllaubdepots konnte 2012 eine starke
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Forderung nachgewiesen werden (Abb. 17). Einzige Ausnahme war die Behandlung
mit der Saponinkombination aus Kastanien- und Waschnussextrakt, bei der das
Ascosporenpotenzial etwa zur Halfte reduziert war. Im Jahr 2013 konnte die
Ascosporenmenge durch eine Aescin 1% Behandlung um 90% vermindert werden
(Abb. 18), 2014 mit einer hoheren Aescinkonzentration von 3% nur um 74%. Die
einmalige Applikation von Waschnuss- oder Kastanienextrakt 3% fihrte zu einer
Reduktion der Ascosporenmenge um etwa 40%. Die viermalige Behandlung der
Falllaubdepots mit diesen beiden Extrakten hatte keine Reduktion zur Folge.

Die Harnstoffkontrolle bewirkte in allen Versuchsjahren eine fast vollstandige
Reduktion der Ascosporenproduktion (Abb. 17, 18, 19). Der Vitamin-Mix verminderte
die Ascosporenmenge um 97% (Abb. 17, 18), eine Vitamin B3 Behandlung um 98%
(Abb. 19). Die Kombination aus Vitamin B;, B, und Bg sowie die 1/1000 Verdinnung
des Vitamin-Mix zeigten einen geringeren Effekt. Die verdinnten Vitamin Bj
Behandlungen fihrten nicht zu einer Reduktion. Die Netzschwefelbehandlung
verminderte das Sporenpotenzial um 60% (Abb. 18). Die Behandlung des
Falllaubdepots mit dem potenziellen Antagonisten Leptosphaeria sp. bewirkte eine
Forderung um mehr als das Dreifache gegentber der Kontrolle. Die pilzlichen
Antagonisten A. pullulans und E. nigrum forderten das Sporenpotenzial in geringem
Umfang. P.synxantha, S.pararoseus und C. capitatum reduzierten die
Ascossporenmenge um 19-25% (Abb. 19).

Der pH-Wert der applizierten Nahrmedien 2010-2014 lag mit 5,0-7,3 im schwach
sauren bis neutralen Bereich. Die Vitaminpraparate und die Saponinextrakte wiesen
einen sauren pH-Wert von 3,7 und die Tees von 6,0-7,0 auf. Der pH-Wert aller vom
Falllaub abgewaschenen wassrigen Suspensionen lag zu Beginn der Ascosporen-
reife zwischen 5,6 und 7,4.
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Abb. 16: Kumulatives Ascosporenpotenzial der behandelten Falllaubdepots 2011
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Abb. 17: Kumulatives Ascosporenpotenzial der behandelten Falllaubdepots 2012
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Abb. 19: Kumulatives Ascosporenpotenzial der behandelten Falllaubdepots 2014
3.2. Makroskopischer Zustand der Falllaubdepots 2011-2014

Im Jahr 2011 konnte eine Korrelation zwischen dem Zersetzungsgrad der Blatter und
einem verminderten Ascosporenpotenzial beobachtet werden. Alle Medien auf Basis
von Casein sowie die Hefebehandlungen fihrten zu einem schnelleren Blattabbau.
Erste Anzeichen eines verstarkten Falllaubabbaus waren bereits Ende
Januar/Anfang Februar erkennbar. Die behandelten Blatter wiesen im Vergleich zur
Kontrolle Strukturveranderungen sowie Lasionen und Ablésungen der Epidermis auf.
In den folgenden Monaten kam es zu einem immer weiter fortschreitenden
Blattabbau. Die Zersetzung war bei der mit Pepton Casein 6% behandelten Variante
am starksten fortgeschritten. Fir die Saponin behandelten Falllaubdepots konnte im
Vergleich zur Kontrolle kein schnellerer Blattabbau beobachtet werden.

2012 waren wie im Vorjahr Ende Januar die erste Anzeichen eines verstarkten
Blattabbaus zu erkennen, der sich bis zum Beginn der Ascosporenreife steigerte. Der
schnellste Abbau konnte bei dem mit Casaminoacids 6% (Abb. 20) und dem mit
Pepton Casein 6% behandelten Laub beobachtet werden. Fir die Hefe- und TSB-
Varianten sowie den Harnstoff und das Aminosduregemisch konnten leichte
Strukturverdnderungen gegeniber der Kontrolle dokumentiert werden. In dem
Falllaubdepot, das mit dem Vitamin-Mix behandelt wurde, kam es nur zu einem
geringfugigen Blattabbbau. An einzelnen Blattern waren Ablésungen der Epidermis
sichtbar. In den Saponin behandelten Falllaubdepots hatte kein verstarkter
Blattabbau stattgefunden.
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Abb. 20: Bonitur des Blattabbaus der unbehandelten Kontrolle (A) im Vergleich zu
den mit Hefeextrakt LEIBER 6% (B), Harnstoff 5% (C), Vitamin-Mix (D),
Waschnussextrakt 0,1% (E) und Casaminoacids 6% (F) behandelten Falllaubdepots
am 18.04.2012

Im Jahr 2013 konnten bei den mit konzentriertem LEIBER Hefeextrakt und den
anderen Hefeextraktvarianten behandelten Blattern, ab Mitte Februar, starke
Strukturveréanderungen und ein deutlicher Abbau verzeichnet werden. Die mit den
Hefepellets behandelten Falllaubdepots wiesen keine Strukturverdnderungen auf.
Beim Vitamin-Mix konnten Anzeichen eines schnelleren Blattabbaus nachgewiesen
werden. Die Behandlungen mit Vitamin Bz und der Vitamin-Kombination B;, B,, Be
zeigte dagegen keinen Effekt. Casaminoacids 6% und Hefeextrakt LEIBER 6%
bewirkten Abbauprozesse wie beim Harnstoff (Abb. 21). Die Saponin-, Netzschwefel-
und Vitamin-Mix-Varianten konnten den natirlichen Blattabbau nicht verstarken.
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Abb. 21: Bonitur des Blattabbaus der unbehandelten Kontrolle (A) im Vergleich zu
den mit Hefeextrakt LEIBER konzentriert (B), Harnstoff 5% (C), Vitamin-Mix (D),
Aescin 1% (E) und Casaminoacids 6% (F) behandelten Falllaubdepots am
27.03.2013

Im Jahr 2014 konnten nur bei den mit LEIBER Hefeextrakt behandelten Varianten
Strukturveréanderungen der Blatter nachgewiesen werden. Die ersten Anzeichen
eines verstarkten Abbaus waren Ende Februar bei den Varianten Hefeextrakt
LEIBER konz. und Hefeextrakt LEIBER 30% zu erkennen. Ende Méarz war der Abbau
des behandelten Falllaubs weiter vorrangeschritten. Die viermal behandelten
Blatter wiesen die starksten, die einmal behandelten die schwachsten
Zersetzungserscheinungen auf. Die Behandlungen des Falllaubs mit Antagonisten
und Saponinextrakten konnte die Zersetzungsprozesse nicht fordern.
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3.3. Einfluss der Falllaubbehandlung auf die Mikroorganismen
3.3.1. Koloniebildende Einheiten

Auf den unbehandelten Blattern der Kontrolle konnten am 08.03.2011, bei einer
Kultivierungstemperatur von 10°C, 1,8*10°CFUs der Bakterien nachgewiesen
werden (Abb. 22). Bei einer Temperatur von 20°C war die Anzahl der Kolonien mit
3,7*10°CFUs etwa doppelt so hoch. Die Behandlung des Falllaubs mit
Caseinpraparaten fihrte zu einem Anstieg der CFUs. Bei einer Temperatur von 10°C
wiesen die mit den Casaminoacids 6% behandelten Blatter, bei 20°C die mit TSB 9%
behandelten, die meisten CFUs auf. Die Hefepraparate bewirkten unabhangig von
der Inkubationstemperatur eine leichte Forderung der bakteriellen Gemeinschaft.
Saponine konnten das Wachstum der Bakterien nicht fordern.
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Abb. 22: Koloniebildende Bakterien auf TSA bei 10/20°C am 08.03.2011

Die Anzahl der CFUs bei den Pilzen war niedriger als bei den Bakterien. Bei einer
Inkubationstemperatur von 10°C konnten 1,5*10° CFUs/g Falllaub, bei einer
Temperatur von 20°C 4,65*10° CFUs/g Falllaub gez&hlt werden (Abb. 23). In den
behandelten Blattdepots war die Anzahl der koloniebildenden Pilze, mit Ausnahme
des Hefeextrakt LEIBER 1,1% und Seifenkrautwurzeltee behandelten, héher. Auf den
mit Casaminoacids 6% behandelten Blattern konnten bei einer Temperatur von 10°C
mit 1,73*10° die meisten CFUs gezahlt werden. In den mit anderen Caseinpraparaten
sowie dem Ethanolextrakt und -prazipitat des LEIBER Hefeextraktes behandelten
Blattdepots konnten etwa zehnmal mehr CFUs als in der Kontrolle nachgewiesen
werden. Bei einer Inkubationstemperatur von 20°C wurden weniger Pilzkolonien
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guantifiziert. Die meisten konnten im Pepton Casein 6% behandelten Falllaubdepot
mit 5,37*10° CFUs nachgewiesen werden.
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Abb. 23: Koloniebildende Pilze auf PDA bei 10/20°C am 08.03.2011

Die Verwendung eines Actinomycetenagars fuhrte nicht zur Isolierung dieser
Mikroorgansimen. Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen wuchsen nur sehr
kleine, makroskopisch nicht unterscheidbare Bakterienkolonien, die mit MALDI-TOF
(s. 2.6.1.) als Pseudomonaden identifiziert wurden.

Im Versuchsjahr 2011/2012 konnten Ende Februar auf den Blattern der Kontrolle mit
1,5*10° CFUs/g Falllaub deutlich weniger Bakterien als Ende April mit
4,2*10° CFUs/g Falllaub bestimmt werden (Abb. 24). In der Tendenz wiesen auch die
behandelten Falllaubdepots eine gréRere Anzahl CFUs zu Beginn der
Ascosporenreife als Ende Februar auf. In der Variante TSB 9% konnten etwa
zehnmal mehr CFUs im April, als im Februar nachgewiesen werden. An beiden
Terminen war die Anzahl der Falllaubbewohner in den LEIBER Hefeextrakt 6%
behandelten Blattern gegenuber der Kontrolle stark gefordert. TSB 9% +
Saccharose 6%, die Casaminoacids 6% und Pepton Casein 6% fiihrten ebenfalls zu
einer Erhdhung der CFUs. Der Vitamin-Mix zeigte einen geringen Effekt. Im Februar
war die Anzahl der CFUs niedriger, im April gegentber der Kontrolle leicht erhoht.
Bei den mit Saponinen behandelten Blattern lagen die CFUs im Bereich der Kontrolle
oder darunter. Einzige Ausnahme war die Behandlung mit Kastanienextrakt 0,1%,
bei der im Februar etwa so viele Falllaubbewohner wie in der Kontrolle
nachgewiesen werden konnten. Im April war Zahl der CFUs mit 5,510 auf das
Zehnfache gegenuber der Kontrolle angewachsen.
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Abb. 24: Koloniebildende Bakterien am 23.02.2012 und 06.04.2012
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Abb. 25: Koloniebildende Pilze am 23.02.2012 und 06.04.2012
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Die Anzahl der Pilzkolonien im Falllaub nahm zum Beginn der Ascosporenreife ab.
Im Februar konnten 7*10® CFUs, im April 2*10® CFUs nachgewiesen werden
(Abb. 25). Dieser Trend konnte auch in den Falllaubproben, bei denen die pilzlichen
Kolonien deutlich tber denen der Kontrolle lagen, wie dem Aminosauregemisch, den
Casaminoacids, den TSB-Varianten und dem LEIBER Hefeextrakt beobachtet werden.
Die Saponin- und Vitaminbehandlungen konnten im Februar nicht zu einer Férderung
der CFUs beitragen. Im April wurde bei den 0,1%igen Varianten des
Waschnussextraktes, der Glycyrrhizinsaure und des Yuccasaponinextraktes eine
Forderung der pilzlichen Blattbewohner beobachtet. Die mit Seifenkrautextrakt 0,1%
und dem Vitamin-Mix behandelten Falllaubdepots wiesen etwa zehnmal weniger
CFUs als die unbehandelten Blatter auf.

3.3.2. Biologischer Sauerstoffbedarf

Der biologische Sauerstoffbedarf der Falllaubbesiedler lag zu Beginn der
Ascosporenreife im Jahr 2011 bei 16 mg/ml (Abb. 26). Die mit TSB 9% und Pepton
Casein 6% behandelten Blatter wiesen mit 45 und 39 mg/ml eine héhere mikrobielle
Aktivitat auf. Fur alle anderen Casein- und Hefevarianten war der BSBs gegenuber
der Kontrolle ebenfalls erhéht und lag im Bereich von 29 bis 34 mg/ml. Auf den mit
Saponinen behandelten Blattern konnte keine Forderung der mikrobiellen Aktivitat
nachgewiesen werden.
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Abb. 26: Sauerstoffbedarf [mg/ml] der behandelten Falllaubdepots am 24.03.2011
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Im Winter (19.12.11) lag der biologische Sauerstoffbedarf der Bakterien und Pilze auf
den unbehandelten Blattern der Kontrolle bei 9 bzw. 12 mg/ml (Abb. 27). Die starkste
Forderung der mikrobiellen Aktivitdt konnte fur die mit TSB 9% + Hefeextrakt
LEIBER 6% behandelten Blatter nachgewiesen werden. Der BSBs der Bakterien
betrug 25 mg/ml, der der Pilze 24 mg/ml. Die anderen Casein- und Hefemedien
sowie Harnstoff fihrten ebenfalls zu einem Anstieg des biologischen
Sauerstoffbedarfes. Fur die mit dem Vitamin-Mix und den Saponinen behandelten
Blatter lag der BSBs der Pilze und Bakterien im Bereich der Kontrolle oder darunter.
Kurz vor Beginn der Ascosporenreife (30.03.2012) war die mikrobielle Aktivitat in den
behandelten Falllaubdepots, mit Ausnahme vom Harnstoffdepot, weiter angestiegen
(Abb. 28). Der biologische Sauerstoffbedarf der unbehandelten Blatter betrug fir die
Bakterien 16 mg/ml und fur die Pilze 12 mg/ml. Die hochste mikrobielle Aktivitat
konnte, wie am 19.12.2011, bei dem mit TSB 9% + Hefeextrakt LEIBER 6%
behandelten Falllaubdepot nachgewiesen werden. Die Bakterien und Pilze hatten
einen biologischen Sauerstoffbedarf von 29 mg/ml. Bei den anderen Casein- und
Hefeextraktvarianten lag der BSBs der Bakterien zwischen 18-28 mg/ml, der der
Pilze zwischen 19-25 mg/ml. Die beiden saponinbehandelten Varianten
Glycyrrhizinsdure und Quillajasaponin wiesen im Vergleich zur Kontrolle einen
hoheren biologischen Sauerstoffbedarf bei den Pilzen auf. Alle anderen
Saponinvarianten und der Vitamin-Mix zeigten sowohl bei den Bakterien als auch bei
den Pilzen eine niedrigere oder mit der Kontrolle vergleichbare mikrobielle Aktivitat.
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Abb. 27: Sauerstoffbedarf [mg/ml] der Pilze und Bakterien im Falllaub unter Einfluss
von Cyloheximid bzw. Chloramphenicol am 19.12.2011
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Abb. 28: Sauerstoffbedarf [mg/ml] der Pilze und Bakterien im Falllaub unter Einfluss
von Cyloheximid bzw. Chloramphenicol am 30.03.2012

Fur die LEIBER Hefeextraktvarianten 2012/2013 und die Casaminoacids 6% war der
biologische Sauerstoffbedarf der Mikroorganismen drei Wochen nach der ersten
Falllaubbehandlung (12.12.2012) deutlich erhéht (Abb. 29). Alle anderen
Behandlungsvarianten konnten nicht zu einer Forderung der mikrobiellen Aktivitat
beitragen. Im Saisonverlauf (02.04.2013) stieg der Sauerstoffoedarf in den
Falllaubdepots an oder lag im Bereich der BSBs-Werte vom 12.12.2012 (Abb. 30).
Die Hefebehandlungen bewirkten eine mehrfache Zunahme des Sauerstoffbedarfes.
Die mit den Saponinextrakten behandelten Blatter wiesen eine hdhere mikrobielle
Aktivitat als im Winter auf. Der Sauerstoffbedarf in den mit Vitamin und dem mit
Leptosphaeria sp. behandelten Blattdepots lag im Bereich der Kontrolle oder
darunter.
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Abb. 30: Sauerstoffbedarf [mg/ml] der behandelten Falllaubdepots am 02.04.2013
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3.4. Charakterisierung der mikrobiellen Falllaubbesiedler

Von den unbehandelten und behandelten Falllaubdepots wurden im Jahr 2010/2011
69 Bakterien isoliert. Mit MALDI-TOF konnten 45% der Isolate der Gattung
Pseudomonas zugeordnet werden (Abb. 31). Es wurden 13 verschiedene
Pseudomonaden identifiziert, wobei P. proteolytica, P. antarctica, P. koreensis und
P. taetrolens die dominanten Vertreter darstellten. Die Arten Ewingella americana
und Curtobacterium flaccumfaciens hatten einen Anteil von 9% an der bakteriellen
Gemeinschaft des Falllaubs. Pantoea agglomerans und Rhizobium tropici stellten
jeweils 6 bzw. 4% der Bakterienisolate dar. Alle anderen identifizierten Gattungen
und Arten kamen nur vereinzelt in den Proben vor.

B Pseudomonas spp. :
30, 39 u P, proteolytica

3% | |
® Ewingella americana 3%
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" Rhodococcus fascians
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u Serratia liquefaciens F. rhodesiae
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munidentifiziert

Abb. 31: Identifizierte Bakteriengattungen/-arten aus der Gesamtzahl der Isolate
2010/2011

Die Anzahl und Verteilung der identifizierten Bakterienarten und -gattungen auf den
Casaminoacid 6% und TSB 9% behandelten Blattern entsprach annahernd der
Kontrolle (Abb. 32). Die Falllaubbesiedler der Pepton Soja 6% und Saponin
behandelten Blatter wiesen eine grol3ere Artenvielfalt auf, wobei der Anteil der
jeweiligen Arten/Gattungen an der Gemeinschaft etwa gleich gro3 war. Von dem mit
Hefeextrakt 1,1%, Casaminoacids 6% und TSB 9% behandelten Falllaub konnten
20-40% mehr Pseudomonaden als von unbehandelten Blattern isoliert werden.
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Abb. 32: Bakterienarten und -gattungen aus den unterschiedlich behandelten
Blattdepots 2010/11

Die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft auf den unbehandelten Blattern
an den Standorten Dossenheim und Weinsberg ist in Abb. 33. vergleichend
dargestellt. Die Pseudomonaden waren mit 41 bis 54% der Falllaubbewohner an
beiden Standorten die dominante Gattung. In Dossenheim stellte E. americana mit
18% die zweitwichtigste Art. In Weinsberg konnte das Vorkommen von E. americana
nicht nachgewiesen werden. An beiden Standorten wurden 12-13% der Isolate als
P. agglomerans identifiziert. Vertreter der Gattung Burkholderia hatten in Weinsberg
einen Anteil von 7% in der Bakteriengemeinschaft. In Dossenheim konnte
Burkholderia sp. nicht von unbehandelten Blattern isoliert werden.

Kontrolle Dossenheim Kontrolle Weinsberg

B Pseudomonas spp.
u E. americaha

u P. agglomerans

u C. flaccumfaciens

m Burkholderia sp.
munidentifiziert

Abb. 33: Bakterienarten und -gattungen in der bakteriellen Gemeinschaft des
Falllaubs in Dossenheim und Weinsberg
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Die 52 vom Falllaub isolierten Pilze konnten mit MALDI-TOF 13 verschiedenen
Gruppen zugeordnet werden (Abb. 34). Eine genaue ldentifizierung der Gattungen
und Arten war nicht mdglich, da am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der Universitat Heidelberg zum Abgleich der Proteinspektren nur eine
Datenbank mit humanpathogenen Pilzen zur Verfiigung stand. Die identifizierten
Gruppen hatten einen Anteil von 2-6% an der mikrobiellen Gemeinschaft des
Falllaubs. Isolate der Gruppe 2 waren mit 11% haufiger vertreten.

2
u5
11
ml
u3
ny
ug
m13
4
6
=9
10
12
® ynidentifiziert

| ~—2%
Y 2%
2/0J2% 20p 0

Abb. 34: Identifizierte Pilzgattungen/-arten aus der Gesamtzahl der Isolate
2010/2011

Im Versuchsjahr 2011/2012 wurden 186 Bakterienisolate von den Blattern
gewonnen. Die Pseudomonaden waren mit 37% der Isolate die dominante Gruppe
(Abb. 35). Der Gattung konnten 11 Arten zugeordnet werden, von denen P. grimonti
und P. synxantha zusammen 50% der Isolate stellten. C. flaccumfaciens hatte einen
Anteil von 11%, R. tropici von 5% an der bakteriellen Gemeinschaft des Falllaubs. Es
konnten 10 weitere Gattungen/Arten identifiziert werden, die zusammen 24% der
Gemeinschaft darstellten.

Die Isolate aus den einzelnen Falllaubdepots zeigten eine &hnliche
Zusammensetzung der Gattungen und Arten (Abb. 36). Die Pseudomonaden waren
mit 20-58% die dominante Gattung. Bei der Kontrolle, dem LEIBER Hefeextrakt 6%,
TSB 9% und dem Vitamin Mix lag der Anteil der Pseudomonaden an der mikrobiellen
Gemeinschaft bei Uber 40%. In den TSB 9% und Hefeextrakt 6% behandelten
Blattdepots entsprach der Anteil der jeweiligen Bakterienarten und -gattungen etwa
denen der Kontrolle. Auf den Blattern, die mit dem Vitamin Mix behandelt wurden,
konnten die Curtobacterien als dominante Gattung identifiziert werden. Bei den
Saponin- und den Harnstoffbehandlungen wurde das Vorkommen von vier weiteren
Bakterienarten nachgewiesen.
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m Pseudomonas spp. 2% \2% __3% u P grimonti

m Curtobacterium flaccumfaciens B P synxantha

u Rhizobium tropici u P extremorientalis

m Flavobacterium saccharophilum » P chioraphis

m Bacillus sp. « P gessardi
W Klebsiella/Listeria sp.
" P agarii
m Erwinia billingiae
F corrugata

u Staphylococcus saprophyticus
. X P, fluorescens
wm Ewingella americana
m Stenotrophomonas rhizophila F. rhizosphare

m Burkholderia sp. F antarctica

 Solibacillus silvestris P, fragii

Clavibacter michigans

unidentifiziert

Abb. 35: Identifizierte Bakteriengattungen/-arten aus der Gesamtzahl der Isolate
2011/2012

= Kontrolle

= Hefeextrakt LEIBER 6%

mTSB 9%

Anteil Isolate
an Probe [%]

B Vitamin-Mix
B Saponine
= Casaminoacids 6%

Harnstoff 5%

Abb. 36: Bakterienarten und -gattungen aus den unterschiedlich behandelten
Blattdepots 2011/12

Die 150 Pilzisolate konnten 12 verschiedenen Gattungen/Arten zugeordnet werden
(Abb. 37). Cladosporium cladosporioides war mit einem Anteil von 18% die
dominante Art auf dem schorfbefallenen Falllaub. Aureobasidium pullulans hatte
einen Anteil von 11%, Epicoccum nigrum von 13%. Die einzelligen Hefen
Sporidobolus pararoseus, Cystofilobasidium capitatum und zwei weitere Hefeisolate,
die nicht ndher bestimmt wurden, stellten zusammen 8% der Pilzisolate dar. Andere
Gattungen und Arten kamen nur vereinzelt auf den Blattern vor.
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B Cladosporium cladosporioides
B Aureobasidium pullulans
B Epicoccum nigrum
u uncultured Davidiella
m Cystofilobasidium capitatum
m Phomasp.
m Sporidiobolus pararoseus
® Hefeisolat |
Hefeisolat Il
m Alternariasp.
m [eptosphaenasp.

Fusanum sp.

unidentifiziert

Abb. 37: Identifizierte Pilzgattungen/-arten aus der Gesamtzahl der Isolate
2011/2012

C. cladosporioides und E. nigrum konnten von allen Falllaubdepots isoliert werden
(Abb. 38). Die Behandlung der Blatter mit den Casaminoacids 6% forderte die
Population von C. cladosporioides um 24%. Das Vorkommen von Hefen konnte in
den mit Hefeextrakt LEIBER 6%, den Vitamin-Mix und Saponin behandelten Blattern
nachgewiesen werden. Die Pseudomycel bildende Art A. pullulans konnten von
diesen Depots ebenfalls isoliert werden, so wie von der Kontrolle, den TSB und
Hefeextrakt behandelten Blattern. Die anderen Pilzarten und -gattungen konnten nur
vereinzelt aus den Falllaubdepots isoliert werden. Die Behandlung der Blatter mit
dem Vitamin-Mix flhrte zu einer h6heren Artendiversitat der Pilze.

= Kontrolle
ey
% %‘ = Hefeextrakt LEIBER 6%
®Q
=8
Lo ®TSB 9%
c c
< ®
= Vitamin Mix
= Saponine
= Casaminoacids 6%
S Harnstoff 5%
0.

Abb. 38: Pilzarten und -gattungen aus den unterschiedlich behandelten Blattdepots
2011/12
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3.5. Analyse des hemmenden Potenzials von Antagonisten
3.5.1. Dualkultur-Test

Das Mycelwachstum von V. inaequalis auf TSA war gegeniber dem Wachstum auf
PDA deutlich verlangsamt (Abb. 39 a, 40 a). Auf TSA konnte nach 21 Tagen
Inkubationszeit ein Mycelradius von 1,5 cm, auf PDA von 2,1 cm gemessen werden.
Alle Bakterienarten und -gattungen inhibierten das Wachstum von V. inaequalis auf
TSA vollstandig (Abb. 39 b). Bei den Hemmtests der Bakterien auf PDA wiesen
Vertreter aus der Gruppe der Pseudomonaden das starkste Hemmpotenzial auf
(Abb. 40 b). P. synxantha, P. antarctica, P. gessardi und P. chloraphis hemmten das
Mycelwachstum des Erregers zu 48-69% (Abb. 41). Als weitere potenzielle
Antagonisten konnten R. fascians und S. rhizophila identifiziert werden, die das
Mycelwachstum zu etwa 50% inhibierten. Weitere Vertreter der Gattung
Pseudomonas, S. silvestris, Burkholderia spp. und Bacillus spp. verminderten das
Wachstum des Erregers zu 23-37%.

Abb. 39: Wachstum von V. inaequalis auf einer TSA-Platte nach 21 d
a) Kontrolle b) Dualkultur-Test mit R. tropici

Abb. 40: Wachstum von V. inaequalis auf einer PDA Platte nach 21 d
a) Kontrolle b) Dualkultur-Test mit Pseudomonas spp.
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Abb. 41: Hemmung des Mycelwachstums [%] von V. inaequalis auf PDA nach 21 d
Inkubationszeit durch die Bakterienarten und -gattungen des Falllaubs

Die Isolate aus der Gruppe der Hefen bewirkten eine Hemmung des
Apfelschorfmycelwachstums um 47-65% (Abb. 42, 43). Bei den mycelbildenden
Pilzen hemmten Isolate der Gattung Fusarium sp., Phoma sp. und E. nigrum die
Entwicklung von V. inaequalis am stérksten. C. cladosporioides und Leptosphaeria
sp. inhibierten das Mycelwachstum zu 41-48%.

Abb. 42: Mycelwachstum von V. inaequalis im Dualkultur-Test mit a) A. pullulans und
b) C. capitatum nach 21 d
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C. capitatum
Fusarium sp.
Phoma sp. —_—
Hefeisolat | ]
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Abb. 43: Hemmung des Mycelwachstums [%] von V. inaequalis auf PDA nach 21 d
Inkubationszeit durch die Hefe- und Pilzisolate des Falllaubs

3.5.2. Hemmung in Flussigkultur

In Flussigkultur konnten P. extremorientalis, P. fluorescens und C. michigans das
Mycelwachstum von V. inaequalis vollstandig inhibieren. Von den Pilzisolaten
hemmten C. cladosporioides und E. nigrum das Mycelwachstum des Erregers.

3.5.3. Hemmtest volatile Substanzen

Fur die potenziellen Antagonisten, die in den Dualkultur-Tests identifiziert wurden,
konnte in keinem Fall nachgewiesen werden, dass es sich bei den Hemmstoffen um
volatile Substanzen handelt. In allen Hemmtests entsprach das Mycelwachstum dem
der Kontrolle.

3.5.4. Pilzlicher Antagonist Leptosphaeria sp.

Der in der Saison 2012/13 auf das Falllaub applizierte Antagonist Leptosphaeria sp.
konnte V. inaequalis auf PDA zu 48% in seinem Wachstum inhibieren (Abb. 44 a).
Auf dem Blatteragar ,Minimalmedium® konnte eine Hemmung des Mycelwachstums
von 21% nachgewiesen werden (Abb. 44 b). Ein 49 d altes TSB-Kulturfiltrat von
Leptosphaeria sp. hemmte das Wachstum von V. inaequalis vollstandig. PDB-
Kulturfiltrate von Leptosphaeria sp. und jungere TSB Kulturfiltrate (< 49 d) flhrten
nicht zu einer Hemmung des Erregerwachstums.
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Abb. 44: Wachstum von Leptosphaeria sp. und V. inaequalis im Dualkultur-Test auf
a) PDA und b) Blatteragar nach einer Inkubationszeit von 28 d bei 20°C

Das Temperaturoptimum von Leptosphaeria sp. lag auf PDA bei 25°C (Abb. 45). Die
Verringerung des Wachstums zu tieferen Temperaturen war flach ausgepragt und es
konnte noch bei 0°C ein deutlicher Mycelzuwachs festgestellt werden. Im Freiland
konnte bei einer Durchschnittstemperatur von 8°C ein maliges Wachstum des
potenziellen Antagonisten nachgewiesen werden.
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0 T T T v 1
0 10 20 30 40
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e 9 O oD @

Abb. 45: Wachstum von Leptosphaeria sp. auf PDA im Temperaturbereich von
0-35°C

Auf dem Blatteragar ,Minimalmedium® zeigte Leptosphaeria sp. Uber einen weiten
Temperaturbereich von 10 bis 25°C ein gutes radiales Mycelwachstum, aber mit
deutlich weniger Luftmycel als auf PDA und durchscheinender Kolonie (Abb. 46).
Das Temperaturoptimum lag im Bereich von 20 bis 25°C. Unter
Freilandbedingungen, bei einer Durchschnittstemperatur von 8°C, war ein gutes
Wachstum des Erregers moglich.
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Abb. 46: Wachstum von Leptosphaeria sp. auf Blatterextraktagar im
Temperaturbereich von 0-35°C

3.5.5. Vitamine

In den Kavitaten einer Microwell-Platte bewirkten Vitamin By, Bz und der Vitamin-Mix
in der unverdinnten Variante eine vollstandige Inhibierung des Mycelwachstums von
V. inaequalis (Abb. 47). Niedrigere Vitaminkonzentrationen sowie die Vitamine B
und Bg hatten keinen erkennbaren Einfluss auf das Wachstum des Erregers.
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Konzentration

Vitamin unverd. 1:10 1:100 1:1.000
Vit.-Mix ‘ @
Vit. B, @ @
Vit. B, @ @
Vit. B, 't /' O
Vit. Bg @ O 0

Abb. 47: Wachstum von V. inaequalis nach 14 d in Abhangigkeit von der
Konzentration der Vitamine B4, B, B3, Bg und einem Vitamin-Mix

3.6. Analyse der Nahrmedienwirkstoffe
3.6.1. Saccharide und Zuckeralkohole

Die Saccharid- und Zuckeralkohol-Chromatogramme der Nahrmedien sind in Abb. 48
dargestellt. Einen Uberblick tiber die identifizierten Substanzen und Mengen gibt
Tabelle 13. In den Proben von TSB 9% konnte eine Glucosekonzentration von etwa
27.540 ppm nachgewiesen werden. Saccharose, Lactose und Fructose kamen in
geringeren Mengen vor. Das Hefeextrakt LEIBER 6% wies neben einem Glycerinpeak
nur einen kleinen Mannitolpeak auf. In den Nahrmedien Pepton Casein 6% und
Pepton Soja 6% konnten Anteile von Saccharose, Lactose und Glycerin
nachgewiesen werden. Bei Pepton Soja wurde zusatzlich ein Fructosepeak
detektiert. In den Casaminoacids 6% konnten, mit Ausnahme von geringen Mengen
Glycerin, keine Saccharide und Zuckeralkohole nachgewiesen werden.



Ergebnisse 87
[Te]
22
P
<] > =)
83 S 33 R 2 e
8o & T = NI g
Sg 2 & 3 £ 2 5
3 S e 2 o =
s 5 § S s & 5
S8 06 = o = (%)
AN A
[}
8
]
S
O
[0
w
o
=
e
TSB 9% /\J\J
s
by =
Hefeextrakt =
LEIBER 6% =
(]
w
=4
S8
£
3
Pepton g'
Casein 6% /\
%
O (]
5 8
°
=
L =
o
o
=
- _/L
@
o
> =
Casaminoacids 6% — (O] /\
0 10 20 30 min
Abb. 48: HPLC Analyse der Nahrmedien 1im Vergleich zu einem

Saccharid/Zuckeralkoholstandard bestimmt mit der HPX 87C (Eluent H,O) und einer

Signalstarke von 150 mV
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Tab. 13: Konzentration der Saccharide und Zuckeralkohole [ppm] in den Nahrmedien

Zucker/-alkohol Hefeextrak P n P n . :

ue e[p/pe:n]o ol€ TSB 9% Li;z; 66; /Ot CasegitnOB% Sc?jztg% Casaminoacids 6%
Saccharose 5.706 0 3.750 7.620 0
Lactose 4.032 0 4.980 1.710 0
Glucose 27.540 0 0 0 0
Mannose 0 0 0 0 0
Fructose 4.437 0 0 5.490 0
Glycerin 0 6.684 1.176 3.090 360
Mannitol 0 492 0 0 0
Sorbitol 0 0 0 0 0
Summe 41.715 7.176 9.906 17.910 360

0 = nicht nachweisbar

3.6.2. Aminosauren

Die Konzentration der freien Aminosauren, die in den Nahrmedien mit der HPLC und
TLC-Analysen bestimmt wurde, ist in Tab. 14 angegeben. Die Berechnung der
Gesamtmenge an freien Aminosauren erfolgte auf Basis der HPLC-Werte, da diese
eine hohere Genauigkeit als die abgeschatzten TLC-Werte aufwiesen. Die TLC
Werte wurden fur die Berechnung verwendet, wenn keine Werte aus der HPLC-
Analyse vorlagen. Die héchste Konzentration an freien Aminosauren konnte in den
Casaminoacids 6% nachgewiesen werden. Glutaminsaure stellte die mengenmalig
wichtigste Aminosaure dar. In der TLC-Analyse konnte fir Glutaminséure die grolite
Bande (Abb. 50) detektiert werden. Weitere wichtige Aminosauren waren
Asparaginsaure, Valin und Prolin mit Konzentrationen von etwa 4.560 bis 5.400 ppm.
Asparagin, Tryptophan, Histidin und Lysin konnten nicht nachgewiesen werden. Im
TSB-Praparat wurde eine Konzentration von etwa 38.385 ppm an freien
Aminosauren detektiert. Leucin stellte die wichtigste Aminosaure dar. Mit Hilfe der
TLC konnte auch eine hohe Konzentration an Isoleucin nachgewiesen werden. Mit
Ausnahme von Cystein, Lysin und Tyrosin konnten alle anderen Aminosauren
gualitativ bestimmt werden. Im Pepton Soja 6% Praparat war Leucin die wichtigste
Aminosaure. Andere Aminosauren wurden in geringen Konzentrationen oder in
Spuren nachgewiesen. Im LEIBER Hefeextrakt 6% konnten Leucin, Prolin und Valin in
hohen Konzentrationen detektiert werden. Mit der TLC-Analyse wurden Leucin und
Valin ebenfalls in gréReren Mengen quantifiziert, das Vorhandensein von Prolin
konnte nicht bestétigt werden. Im Nahrmedium Pepton Casein 6% konnten, bis auf
Tryptophan, alle analysierten Aminosauren nachgewiesen werden. Glutaminsaure,
Valin, Tyrosin und Leucin wurden in hoéheren Konzentrationen von 2.250 bis
3.690 ppm detektiert. Dipeptide konnten in den TLC-Analysen der Nahrmedien nicht
nachgewiesen werden.
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Tab. 14: Konzentration der Aminosauren in den Nahrmedien

Aminosauren TSB 9% Hefe 6% Peptogtyi:aseln Peptgg}oSOJa Casamg;ooamds
[ppm]
HPLC TLC HPLC TLC HPLC TLC HPLC | TLC HPLC TLC
Glutaminsaure 945 0 900 0 3.690 (1.500) 2.790 n.B. 14.010 | (12.000)
Asparaginsaure | 1.170 0 840 0 360 SpllTren 1.560 n.B. 5.400 (6.000)
Threonin 1.800 0 1.860 0 1.470 Splt?ren 1.500 n.B. 3.420 (6.000)
Serin 2.295 n 735+ 0 780 n 1.800 | n.B. 3.300* n
Spuren Spuren Spuren
Alanin 3.015 SpllTI’en 672* (600) 900 (300) 1.680 n.B. 2.460* (600)
valin 4.095 in 4140 | (6.000) | 2.940 n 2.670 | n.B. 4.560 n
Spuren Spuren Spuren
Glycin 900 0 1.290 0 1.080 (1.500) 2.370 n.B. 3.090 SpllTren
Asparagin 765 n.B. 1.410 n.B. 630 n.B. 1.560 n.B. 0 n.B.
Prolin 1.710 0 4.560 0 960 (600) 1.260 n.B. 8.490 Splt?ren
Leucin 16.740 | (22.500) | 4.260 | (3.000) | 2.250 | (2.100) | 5.520 n.B. 3.510 Sp'J‘ren
Arginin n.B. SplL?ren n.B. 0 n.d. (300) n.d. n.B. n.B. 1.500
Phenylalanin n.B. Spll?ren n.B. 0 n.d. SpllTren n.d. n.B. n.B. 1.200
Tryptophan n.B. Splt?ren n.B. 0 n.d. 0 n.d. n.B. n.B. 0
Cystein n.B. 0 n.B. 0 n.d. 150 n.d. n.B. n.B. 600
Histidin n.B. 450 n.B. n n.d. n nd. n.B. n.B. 0
Spuren Spuren
Isoleucin n.B. 4.500 n.B. n n.d. n n.d. n.B. n.B. n
Spuren Spuren Spuren
Lysin n.B. 0 n.B. 0 n.d. 150 n.d. n.B. n.B. 0
Methionion n.B. n n.B. 0 n.d. n n.d. n.B. n.B. n
Spuren Spuren Spuren
Tyrosin n.B. 0 n.B. 0 n.d. 3.000 n.d. n.B. n.B. Splt?ren
Summe 38. 385 20. 667 18.360 22.710 51.540

* Serin- und Alaninpeak waren nicht Basislinien getrennt
0 = nicht nachweisbar

n.B. = nicht bestimmt

In Klammern gesetzte Werte wurden nicht in die Berechnung des Gesamtaminosauregehaltes mit einbezogen
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Abb. 50: Aminoséure-Banden der Nahrmedien auf den Ninhydrin gefarbten TLC-

Platten

R-Werte: Phenylalanin 0,84; Isoleucin 0,81; Leucin 0,8; Histidin 0,76; Valin 0,76; Tyrosin 0,73; Cystein 0,72; Alanin 0,67;
Threonin 0,66 ; Prolin 0,66; Glycin 0,65; Glutaminsdue 0,6; Asparaginsaure 0,5; Lysin 0,41; Arginin 0,23

3.6.3. Peptide

Bei der Bestimmung von Peptiden mit einem Molekulargewicht von mehr als 3 kDa
wurde mit dem Bradford-Assay beim LEIBER Hefeextrakt 6% die hdchste
Konzentration (463 ppm) nachgewiesen (Tab. 15). Fir das TSB Pré&parat konnte eine
Konzentration von etwa 130 ppm ermittelt werden. In den anderen Nahrmedien war
die Konzentration der Peptide > 3 kDa geringer.

Tab. 15: Peptidkonzentration > 3 kDa der Nahrmedien und ihr Anteil bezogen auf die
Gesamtprobenmenge

Hefeextrakt LEIBER | Pepton Casein | Pepton Soja | Casaminoacids
0,
Probe TSB 9% 6% 6% 6% 6%
N 130 463 67 80 30
[ppm]
Anteil an Probe [%] | 0,013 0,047 0,007 0,008 0,003
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Peptide mit einem Molekulargewicht < 3 kDa bis hin zum Tripeptid wurden in allen
Nahrmedien in hohen Konzentrationen nachgewiesen (Tab. 16). Die Aufsummierung
der Peptidgehalte aus den gelfraktionierten Proben flhrte beim LEIBER
Hefeextrakt 6% und dem Pepton Casein Préparat zu hoheren Werten als die
Peptidbestimmung der nicht-fraktionierten Probe. In den anderen Medien waren die
Peptidkonzentrationen der fraktionierten und nicht-fraktionierten Probe anndhernd
gleich gro3. Fur TSB 9% und Pepton Casein 6% wurde in der nicht-fraktionierten
Probe eine Konzentration von etwa 40.000 ppm ermittelt. Beim Pepton Soja Praparat
lag die Konzentration mit 36.709 ppm in einem &hnlichen Bereich. Geringere
Peptidkonzentrationen  wurden im LEIBER Hefeextrakt 6% und den
Casaminoacids 6% nachgewiesen.

Tab. 16: Peptidkonzentrationen < 3 kDa der Nahrmedien [ppm] und der fraktionierten
Proben

Peptidkonzentration Peptidkonzentration in

Probe P [ppm] den Fraktionen der

PP Gelfiltration [ppm]
TSB 9% 39.622 43.416
Hefeextrakt LEIBER 6% 24.706 13.862
Pepton Casein 6% 40.154 26.090
Pepton Soja 6% 36.709 34.642
Casaminoacids 6% 6.021 7.748

Die Chromatogramme der mit Superdex 30 PG grol3enfraktionierten Nahrmedien
sind in Abb. 51 dargestellt. Der Anteil der Peptide und Aminosauren an den
einzelnen Fraktionen der Nahrmedien ist in Abb. 52 abgebildet. Freie Aminoséauren
(< 300 Da) stellten in allen Nahrmedien die grol3te Fraktion dar. Bei den
Casaminoacids hatten sie einen Anteil von 87% an den aufgetrennten Fraktionen.
Kleinere Peptide im Bereich von 300-500 Da hatten einen Anteil von 4,5%, groé3ere
Peptide von 500-1.000 Da von 7%. Peptide > 1.000 Da kamen nur in geringen
Konzentrationen vor und hatten Kkeinen entscheidenden Anteil an der
Zusammensetzung des Praparates. In den anderen Nahrmedien war die Verteilung
der Fraktionen annahernd gleich. Neben freien Aminosauren, die zwischen 40-60%
der Fraktionen ausmachten, stellten gro3ere Peptide im Bereich von 1.000-3.000 Da
mit 25-28%, die wichtigste Fraktion dar. Kleinere Peptide zwischen 300 und 1.000 Da
und Peptide > 3.000 Da hatten keinen entscheidenden Anteil an der
Zusammensetzung der Praparate.
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Abb. 51: Chromatogramme der mit Superdex 30 PG aufgetrennten Nahrmedien im
Vergleich zu einem Molekulargewichts-Standard
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Abb. 52: Anteil der Peptide und Aminosauren an den groRenfraktionierten Proben

der Nahrmedien



Ergebnisse 94

3.6.4. Charakterisierung der Praparatzusammensetzung

In Abb. 53 ist der Anteil der analysierten Substanzen an den Nahrmedien, bezogen
auf die jeweilige Gesamteinwaage, vergleichend dargestellt. Auf eine Abbildung von
Peptiden mit einem Molekulargewicht > 3 kDa wurde verzichtet, da diese weniger als
< 0,05% der Gesamteinwaage ausmachten. Beim TSB war die Verteilung der
Peptide, Aminosauren und Saccharide/Zuckeralkohole annahernd gleich. Alle
Substanzen hatten einen Anteil von 43-46% am Gesamtpraparat. Beim LEIBER
Hefeextrakt stellten kleinere Peptide etwa 67% der Gesamteinwaage dar, freie
Aminosauren 34% und Saccharide/Zuckeralkohole 12%. Die Peptid- und
Aminosaureanteile beim Pepton Casein und Pepton Soja waren nahezu identisch.
Peptide hatten einen Anteil von 61-67%, Aminosduren von 31-38% am
Gesamtpraparat. Saccharide und Zuckeralkohole machten 17 bzw. 30% der
eingewogenen Menge aus. Bei den Casaminoacids waren die freien Aminosauren
mit 87% die grodte Fraktion. Peptide hatten einen Anteil von 10%,
Saccharide/Zuckeralkohole von 0,6% an der Gesamteinwaage.

140 1

120 - m Saccharide/Zuckeralkohole

. o
100 -
80 - - Peptide < 3 kD (Biuret)

60 -

Anteil an Gesamteinwaage [%]

40 - B Aminosauren (HPLC + TLC)

N I I I I
0

Abb. 53: Anteil der Saccharide, Zuckeralkohole, Peptide (< 3 kDa) und Aminosauren
an der eingewogenen Menge der Nahrmedien
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3.7. Saponine
3.7.1. Biochemische Analysen
3.7.1.1. Spezifische und absolute Hamolyseaktivitdt von Saponinextrakten

Die spezifische und die absolute hamolytische Aktivitat der Saponinextrakte sowie
die Saponinausbeute (%) sind in Tab. 17 dargestellt. Die spezifische Aktivitat der
Butanol-Extrakte war, mit Ausnahme vom Seifenwurzelextrakt, hoher als die der
Chloroform-Methanolextrakte. Die starkste absolute Aktivitat konnte beim
Yuccasaponin der Butanolextraktion nachgewiesen werden. Mit der Chloroform-
Methanol-Extraktion konnte eine hdohere Saponinausbeute erreicht werden. Aus den
Pflanzenmaterialien von Kastanie, Seifenkraut und Primel konnten 38-41% der
membranolytischen Saponine extrahiert werden. Im Waschnuss-, Seifenrindenbaum-
und Yuccasaponinextrakt war die Ausbeute geringer.

Tab. 17: Ubersicht der spezifischen und absoluten Aktivitat von Saponinextrakten
aus der Butanol- und Chloroform-Methanol-Extraktion

spez. Aktivitat (U/g) absolute Aktivitat (U) Saponinausbeute [%]
Extrakt

Butanol- | ATRCT | Butanol- | CRATRGN | Butanol- | S ReT

Extrakt Extrakt Extrakt

Waschnuss 1,8 1,0 34,1 51,5 8,1 12,3
Seifenkraut 0,8 1,2 53 53,0 3,8 38,0
Kastanie 6,6 2,8 46,2 78,0 24,0 41,0
Seifenrindenbaum - 3,4 - 88,4 - 27,0
Yuccasaponin 7,4 0,7 145,0 117,0 18,0 14,0
Primel - 6,1 - 122,0 - 38,0

3.7.1.2. L6slichkeit in organischen Lésungsmitteln

Die Loslichkeit der getesteten Saponine/Saponinextrakte in verschiedenen
organischen Losungsmitteln und der Hamolyseradius [mm] sind in Tab. 18
dargestellt. Die hamolytischen Saponine des Waschnussextraktes waren in
Reinstwasser, 80% Aceton und 60% Isopropanol am besten Idslich. Kaufliches
Aescin (=2 97,9%) konnte in Reinstwasser und 100% Methanol gut in LOsung
gebracht werden. In 50% Aceton gingen nur 2% des Pulvers in Losung, wahrend die
hamolytische Aktivitat herausgelost wurde und annahrend der Aktivitat des
Ausgangsmaterials entsprach. Die hAmolytischen Saponine des Kastanienextraktes
waren jeweils in 80 % Ethanol, Aceton, Isopropanol und in Reinstwasser gut I6slich.
Fur das kaufliche Quillajasaponin (10-11%) erwiesen sich neben Reinstwasser, 80%
Aceton, 80% Ethanol sowie 60 und 80% Isopropanol als gute Losungsmittel.



Ergebnisse 96

Tab. 18: Loslichkeit [%] und Hamolyseradius [mm] der Saponine/-extrakte in
verschiedenen Lésungsmitteln angeordnet nach absteigender Polaritat

Waschnussextrakt Kastanienextrakt Aescin Quillajasaponin
B | cslichkelt | Hamolyse | Loslichkelt | Hamolyse | Laslichkelt || Hamolyse | Loslichkelt | Hamolyse

[%] [mm] [%] [mm] [%] [mm] [%] [mm]
Reinstwasser 56 4 80 6 78 10 73 7
Methanol 60% 48 3 78 4 6 1 84 3
Methanol 80% 72 2 62 4 10 2 78 5
Methanol 100% 74 3 70 4 96 9 68 3
Ethanol 60% 68 3 82 4 10 1 26 4
Ethanol 80% 72 3 92 6 8 2 88 6
Ethanol 100% 32 2 10 0 26 3 13 0
Aceton 50% 88 3 70 3 2 9 91 6
Aceton 80% 42 4 78 5 8 3 91 7
Isopropanol 60% 100 4 100 4 30 6 87 7
Isopropanol 80% 60 1 90 5 2 4 89 7
Isopropanol 100% 0 0 0 0 4 3 30 0

3.7.2. Fungizide Wirkung von Saponinextrakten

3.7.2.1. Wirkung auf die Konidienkeimung und das Mycelwachstum von
V. inaequalis

In den Konidienkeimtests wiesen die Saponinextrakte der Butanol-Extraktion eine
geringere ICsy als die Saponine der Chloroform-Methanol-Extraktion auf (Tab. 19).
Die effektivsten Praparate waren Yuccasaponin- und Waschnussextrakt, die die
Keimung der Konidien bei einer Konzentration von 20 bzw. 60 ppm zu 50%
hemmten. Das Kastanien- und das Seifenkrautextrakt wiesen ebenfalls eine niedrige
ICs0 auf. Von den Chloroform-Methanol-Extrakten konnte das Primelsaponin, mit
einer ICso von 80 ppm, die Konidienkeimung am wirkungsvollsten inhibieren. Fur die
Saponinextrakte von Waschnuss, Kastanie, Seifenkraut und Yuccasaponin wurde
eine I1Csp zwischen 210 und 360 ppm ermittelt. Die 1Cso des Seifenrindenbaum- und
Efeuextraktes lag in einem deutlich hoéheren Bereich. Fur die kauflichen
Saponinpraparate, Aescin (Kastanie) und Quillajasaponin wurde eine niedrigere 1Csg
als fur die jeweiligen Saponinextrakte bestimmt.
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Tab. 19: IC5o der Saponinextrakte im Konidienkeimtest

ICs5o kaufliches

Pflanzen- ICso Butanol Extrakt ICs5o Chloroform-Methanol Saponinpbriparat
material [ppm] Extrakt [ppm] P prap
[Ppm]

Waschnuss 60 210 -
Kastanie 210 220 30
Seifenkraut 240 360 -
Primel - 80 -
Seifenrindenbaum - 5.800 2.160
Yuccasaponin 20 220 210
Efeu - 1.350 -

Bei den Wachstumshemmtests auf Agarplatten konnte fir die Saponine der Butanol-
Extraktion ein hoher Wirkungsgrad nachgewiesen werden (Tab. 20). Die I1Cso der
Chloroform-Methanol-Extrakte war im direkten Vergleich etwa doppelt so hoch, beim
Kastanienextrakt um das Zehnfache erhéht. Das Mycelwachstum von V. inaequalis
wurde durch das Butanol-Extrakt der Waschnuss am wirkungsvollsten inhibiert. Das
Kastanienextrakt zeigte eine ahnliche I1Cso. Bei den Chloroform-Methanol-Extrakten
war das Primelsaponin am effektivsten (Abb. 54). Ab einer Konzentration von = 0,1%
Saponinextrakt konnte eine fungizide Wirkung nachgewiesen werden. Waschnuss-
und Kastaniensaponin zeigten ab einer Konzentration von = 0,5%, Seifenkraut und
Yuccasaponin ab einer Konzentration von = 0,1% ein fungizides Potenzial. Fir das
Seifenrindenbaum- und Efeuextrakt konnte auch bei hohen Konzentrationen von 1%
nur eine fungistatische Wirkung nachgewiesen werden.

Tab. 20: IC5o der Saponinextrakte im Wachstumshemmtest

Pflanzen-material EIC50 Butanol ICso Chloroform-Methanol Slgsgrlfﬁluglrg:aerit
xtrakt [ppm] Extrakt [ppm] [ppm]
Waschnuss? 140 270 -
Kastanie® 180 1.850 170
Seifenkraut® 230 580 -
Primel* - 180 -
Seifenrindenbaum* - 1.700 830
Yuccasaponin® 640 1.150 6.200
Efeu* - 2.200 -

> 0,1% fungizid
% 2 0,5% fungizid
% > 1% fungizid

* fungistatisch
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Abb. 54: Mycelwachstum von V. inaequalis nach 21 d auf PDA mit 10.000; 5.000;
1.000; 500 und 100 ppm Saponinextrakt (Chloroform-Methanol-Extrakt)

Fur das Waschnussextrakt konnte in Flussigkultur, nach einer Inkubationszeit von
35 d, eine ICsg von 10 ppm ermittelt werden (Abb. 55).

100 +
80 -
60 -
40

20 A

Hemmung Mycelwachstum [%]

1 10 100 1000

Waschnussextrakt [ppm]

Abb. 55: Hemmung des Mycelwachstums von V. inaequalis in Flussigkultur in
Abhangigkeit von der Waschnussextrakt-Konzentration [ppm]
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3.7.2.2. Protektive und kurative Wirkung bei Bekampfungsversuchen

Der naturliche Verlauf einer Apfelschorfinfektion an Apfelsamlingen ist in Abb. 56
dargestellt. An den jungen Blattern waren mit der Thermokamera bereits 6 d nach
der Inokulation mit 10° Konidien/ml erste Infektionssymptome sichtbar. Die infizierten
Stellen wiesen eine Temperatur von etwa 17,5-19°C auf und waren kihler als
symptomlose Bereiche, die eine Oberflachentemperatur von 20-22°C zeigten. Zehn
bis zwolf Tage nach der Infektion waren die ersten Befallssymptome durch das
Auftreten chlorotischer Flecke und sporulierender Léasionen makroskopisch
erkennbar.

25°C

10d

162°C

SR 214 °C

28 d

167°C

Abb. 56: Zeitlicher Verlauf einer V. inaequalis-Infektion an Apfelsamlingen von
“Golden Delicious” 3, 10 und 28 d nach der Inokulation mit 10° Konidien/ml
dokumentiert mit einer Thermokamera (A, B, C) und einer Digitalkamera (D, E, F)

Bei den Bekampfungsversuchen waren alle unbehandelten Samlinge nach einer
Inkubationszeit von 28 d befallen (Abb. 57). Sie wiesen sporulierende Infektionen
auf, die zum Teil nekrotisch waren (Abb. 58). Auf den praventiv mit 1%
Saponinextrakt behandelten Samlingen konnten keine sporulierenden Infektionen
festgestellt werden. Die Blatter wiesen chlorotische Flecken auf, so dass diese
Pflanzen als befallen gewertet wurden. Auf den praventiv mit 0,1% Saponinextrakt
und den 6 h nach der Inokulation mit 1% Saponinextrakt behandelten Samlingen
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wurde ebenfalls das Erscheinen chlorotischer Flecken sowie das Auftreten von
sporulierenden Infektionsstellen beobachtet. Die Samlinge, die erst 24 h nach der
Inokulation kurativ behandelt wurden, zeigten sporulierende Lasionen, die teilweise
nekrotisiert waren.
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Abb. 57: Apfelschorfsymptome [%] an Samlingen der Sorte “Golden Delicious”, 28 d
nach der Inokulation mit 10° Konidien/ml

Abb. 58: Unbehandelter Samling (A, B), praventiv mit 1% (C,D) und
0,1% Waschnussextrakt (E, F) behandelter Samling und kurativ mit
1% Waschnussextrakt behandelter Samling, 30 d nach der Inokulation mit
10° Konidien/ml von V. inaequalis
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Abb. 59: Konidienbildung von V. inaequalis auf saponinbehandelten Apfelsamlingen
30 d nach der Inokulation

Eine praventive 1% Saponinbehandlung der Pflanzen zeigte das Potenzial, die
Sporulation des Erregers um 99-100% zu reduzieren (Abb. 59). Die
0,1% Behandlung reduzierte die Sporulation um etwa 90%. Eine STOPP-Spritzung
der Samlinge 6 h nach Inokulation bewirkte eine Verminderung der Sporulation um
98-100%, eine kurative Behandlung (24 h nach der Inokulation) um 68-98%. Im
direkten Vergleich der drei getesteten Saponinextrakte zeigte das kaufliche
Aescinpraparat die beste Wirkung.

3.7.2.3. Protektive Wirkung im Freiland

Wahrend der beiden Expositionszeitrdume (03.-05.05.2013; 16.-21.05.2013) der
saponinbehandelten Apfelsamlinge im Freiland fielen 29 bzw. 22 mm Niederschlag
bei  Durchschnittstemperaturen von 14 bzw. 13°C. Es waren die
Infektionsbedingungen fir eine mittelschwere Mills-Infektion (85%) bzw. fir eine
leichte Mills-Infektion gegeben. In beiden Versuchen konnte durch die praventive
Behandlung mit 0,1% Kastanienextrakt eine Reduktion des sichtbaren Schorfbefalls
um etwa 50% nachgewiesen werden (Abb. 60).
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Abb. 60: Befall im Freiland exponierter Apfelsdmlinge nach praventiver Behandlung
mit Kastanienextrakt (0,1%)

3.7.3. Aufreinigung von Saponinextrakten
3.7.3.1. Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktionen von 50 mg Waschnussextrakt tber PA 500 mg-, CN 500 mg-
und CN 200 mg-Kartuschen fiihrte zu einer Aufreinigung der Extrakte um etwa 70-80%
(Abb. 61). Die hamolytische Aktivitat der Methanol-Eluate entsprach der Aktivitat des
Rohextraktes. Fur 10 mg Extrakt konnte an PA-, C18 eC 100 mg- und C8 100 mg-
Kartuschen eine Reinigung der Extrakte von bis zu 90% erreicht werden (Abb. 62).
Die Aufreinigung fuhrte nicht zu einer verminderten membranolytischen Aktivitat der
Extrakte.

Die Absorptionsspektren der SPE-Methanol-Eluate sind in Abb. 63 und Abb. 64
dargestellt. Das Rohextrakt der Waschnuss (50 mg/ml) zeigte zwei
Absorptionsmaxima im Bereich von 210-220 nm und 260-280 nm. Fur die Gber eine
reversed-Phase Kartusche gereinigten Extrakte konnte im Bereich von 260-280 nm
eine gute Aufreinigung nachgewiesen werden. Substanzen, die im Bereich von 210-
220 nm absorbierten, wurden nicht aus der Probe entfernt. Mit Cyanopropyl-
modifizierten Kieselgelsaulen konnten Verunreinigungen im Bereich von 210-220 nm,
mit HR-P- und HR-X-Kartuschen Verunreinigungen im Bereich von 260-280 nm
entfernt werden. Die beste Aufreinigung der Extrakte wurde an Kartuschen auf Basis
von Polyamid erreicht. Die membranolytischen Saponine konnten erfolgreich an das
Sorbens gebunden werden, andere Substanzen wurden mit Reinstwasser von der
Séaule gewaschen (Abb. 65). Die Elution der hdmolytischen Saponine erfolgte mit
Methanol. Die Absorptionsspektren der Methanol-Eluate waren vergleichbar mit
denen von Aescin (97,9%).
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Eluate der Festphasenextraktion
Abb. 61: Rickstande [mg] und Hamolyseradien [mm] der Methanol-Eluate von
50 mg Waschnussextrakt nach der Festphasenextraktion an verschiedenen
Sorbensmaterialien
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Abb. 62: Ruckstdnde [mg] und Hamolyseradien [mm] der Methanol-Eluate von
10 mg Waschnussextrakt nach der Festphasenextraktion an verschiedenen
Sorbensmaterialien
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Abb. 63: Absorptionsspektren des Rohextraktes (50 mg/ml) und der Methanol-Eluate
von Waschnussextrakt nach der Aufreinigung Uber reversed Phase-Kartuschen im
Vergleich zu Aescin (97,9%)

oD
Waschnussextrakt (50mg/ml)

Extinktion 300 400 [nm]

Abb. 64: Absorptionsspektren des Rohextraktes (50 mg/ml) und der Methanol-Eluate
von Waschnussextrakt nach der Aufreinigung Uber Festphasenextraktion im
Vergleich zu Aescin (97,9%)
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Abb. 65: Absorptionsspektren der Waschflissigkeit und des Methanol-Eluates von
50 mg Waschnussextrakt nach der Aufreinigung Uber Polyamid-Kartuschen im
Vergleich zum Gesamtextrakt und Aescin (97,9%)

Bei der Kombination verschiedener SPE-Retentionsmechanismen konnte mit der
Variante PA/CN-Kartusche der hdchste Aufreinigungsgrad der Extrakte erreicht
werden (Abb. 66 a + b; Abb. 67). Die hamolytische Aktivitat der Methanol-Eluate war
im Vergleich zum Rohextrakt um 20% erhoht.
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Abb. 66 a) Ruckstande [mg] und Hamolyseradien [mm] der Methanol-Eluate von
50 mg Waschnussextrakt nach der Festphasenextraktion an verschiedenen
Sorbensmaterialien b) Abbildung der Rickstande der Waschflissigkeit (1), des
Methanol-Eluates der ersten SPE-Saule (2) und des Methanol-Eluates der zweiten
SPE-Séaule (3)
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Abb. 67: Absorptionsspektren der Methanol-Eluate von Waschnussextrakt
(50 mg/ml) nach der Aufreinigung Uber zwei kombinierte SPE-Kartuschen im
Vergleich zu Aescin (97,9%)

Die hochste Aufreinigung und Anreicherung der hamolytischen Saponine des
Kastanienextraktes konnte mit CN spomg-Kartuschen erreicht werden (Abb. 68). Etwa
65% unwirksamer Substanzen konnten bei gleichbleibender hamolytischer Aktivitat
aus dem Pulver entfernt werden. Durch die Verwendung von C18 »pomg-Kartuschen
konnten 70% des Seifenkrautpulvers von den hamolytischen Saponinen getrennt
werden (Abb. 69).

50 4 r 10

Ruckstand [mg]
Hamolyseradius [mm]

o .
< Eluate der Festphasenextraktion

Abb. 68: Ruckstdnde [mg] und Hamolyseradien [mm] der Methanol-Eluate von
50 mg Kastanienextrakt nach der Festphasenextraktion an verschiedenen
Sorbensmaterialien.
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Abb. 69: Ruckstande [mg] und H&amolyseradien [mm] der Methanol-Eluate von
100 mg Seifenkrautextrakt nach der Festphasenextraktion an verschiedenen
Sorbensmaterialien.

3.7.3.2. Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie mit Concanavalin A Sepharose 4B und einer
0,5 M NaCl, 20 mM Tris-Loésung fuhrte nicht zu einer Bindung der Saponine an das
Saulenmaterial. Die Saponine wurden direkt nach der Probenaufgabe von der Saule
gewaschen und konnten im Hamolyse-Cuptest im Bereich der Eluentfront
nachgewiesen werden (Abb. 70).

2,5 1
i ]
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s . /
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? Eluentwechsel
(1 M Glucose-Lbsung)
0,5 -
0 . T » . . !
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Fraktionen [ml]

Abb. 70: Elution der hdmolytischen Fraktionen von 100 mg Waschnussextrakt an
Concanavalin A Sepharose 4B
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3.7.3.3. HIC

Eine 1 M NaCl Konzentration erwies sich als zu niedrig, um eine Bindung der
hamolytischen Waschnusssaponine an das Saulenmaterial zu bewirken. Die
Saponine eluierten zusammen mit den ersten ungebundenen Substanzen. Die
Equilibrierung der Séule mit einem 3 M NaCl, 20 mM Tris-Puffer fuhrte zu einer
vollstandigen Bindung der membranolytischen Saponine an das Phenyl-
Sepharosegel. Im Hamolyse-Cuptest konnten keine Saponine im Sauleneluat
detektiert werden. Bei der Elution der Waschnusssaponine mit 70% Ethanol konnte
in 12 ml der gesammelten Fraktionen starke ha&molytische Aktivitdt nachgewiesen
werden. In allen nachfolgenden Fraktionen wurde das Erscheinen kleinerer Hoéfe
(ca. 1 mm) beobachtet. Die Verwendung von Reinstwasser als Eluent fuhrte nicht zu
einer Anreicherung der Saponine. Es konnten in 56 ml der gesammelten Fraktionen
leichte hamolytische Aktivitat nachgewiesen werden. Eine 20 mM Tris-Lésung (pH 8)
bewirkte einer Anreicherung der Saponine auf 16 ml, eine nicht titrierte 20 mM Tris-
Losung (~ pH 10) auf 8 ml (Abb. 71). Die nicht titrierte 20 mM Tris-Losung wurde
daraufhin als Standardeluent fur die HIC verwendet. Bei den Saponinextrakten von
Kastanie, Primel, Yuccasaponin und dem kauflichen Aescin konnten im Tris-Eluat
keine hamolytische Aktivitat nachgewiesen werden. Die Saponine zeigten eine starke
Affinitat zum S&ulenmaterial, so dass erst mit einem zweiten Elutionsschritt, unter
Verwendung von 50% Ethanol, eine Elution vom S&ulenmaterial erreicht wurde
(Tab. 21). Fir das Seifenrindenbaumextrakt konnten sowohl im 20 mM Tris-Eluat, als
auch im 50% Ethanol-Eluat hdmolytische Saponine nachgewiesen werden. Beim
Efeuextrakt wurden keine hamolytischen Fraktionen detektiert.

Eluentwechsel
(20 mM Tris-L6sung)
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£ 1345 - 2
> 1 B
2 1,34 -
1,335 - [ \ - 0,5
1,33 o = . . - - 0
0 20 40 60 80 100 120 140

Fraktionen [ml]

Abb. 71. Elution der 4 héamolytischen Fraktionen (8 ml) von 100 mg
Waschnussextrakt in Abh&ngigkeit vom NaCl-Gehalt an Phenyl Sepharose
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Tab. 21: Ubersicht der hamolytischen Fraktionen der Saponinextrakte und der

verwendeten Eluenten fir die HIC

hamolytische

Saponin Fraktionen [ml] Eluent Il

Waschnuss 8 20 mM Tris
Kastanie 8 20 mM Tris; 50% Ethanol
Aescin 6 20 mM Tris; 50% Ethanol

Seifenkraut 6 20 mM Tris

Seifenrindenbaum 8 20 mM Tris
6 20 mM Tris; 50% Ethanol
Primel 6 20 mM Tris; 50% Ethanol
Yuccasaponin 8 20 mM Tris; 50% Ethanol
Efeu 0 20 mM Tris; 50% Ethanol

Es erfolgte eine Aufreinigung der Saponinextrakte an der Phenyl Sepharose-Saule.
Die am Spektralphotometer gemessenen Extinktionswerte (280 nm) der eluierten
Fraktionen zeigen, dass ein grol3er Teil an Verunreinigungen bereits mit der ersten
Eluentfront von den Saponinen getrennt wurde (Abb. 72). Nur eine geringe Menge an
nicht-saponinhaltigen Substanzen, beim Waschnussextrakt im Bereich von 116-122

ml, wurde zusammen mit den hamolytischen Saponinen eluiert.
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Abb. 72: Chromatogramm und Hamolyse der HIC

Waschnussextrakt
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3.7.4. Auftrennung und Analyse von Saponinextrakten
3.74.1. TLC

Mit der TLC konnte in allen Pflanzenextrakten ein ,charakteristischer Fingerprint® von
maximal 7 Saponinbanden nachgewiesen werden. Die gefarbten TLC-Platten und
die Rf-Werte der detektierten Saponinbanden sind in Abb. 73 a + b und
Tab. 22 dargestellt. In einzelnen Féallen war die Farbung der Banden sehr schwach
und nur fur kurze Zeit sichtbar. Diese Banden wurden unmittelbar nach der Farbung
der Platten markiert und sind ebenfalls in Abb. 73 dargestellt. Die mit Anisaldehyd-
Schwefelsaure-Reagenz gefarbten Saponinbanden wiesen eine gelbe, grin-
blauliche, violette oder grau-braune Farbung auf. Die hamolytischen Saponine, die
auf den mit heparinisiertem Schafblut beschichteten TLC-Platten detektiert wurden,
erschienen als wei3e Spots vor einem rosa Hintergrund. Die Farbung mit Ehrlich
Reagenz lieferte keine eindeutigen Ergebnisse. Im Waschnuss-, Kastanien- und
Primelextrakt sowie Aescin konnten ausschlieRlich Saponinbanden mit einem
niedrigen Rf-Wert (< 0,37) detektiert werden. Die Extrakte vom Seifenrindenbaum,
Yuccasaponin, Efeu und Seifenkraut wiesen ein gréf3eres Spektrum an Saponinen
auf. Neben Saponinbanden mit einem niedrigen Rf-Wert konnten auch Banden mit
hoéheren Werten von bis zu 0,72 nachgewiesen werden. In den HIC-Fraktionen
konnten die gleichen Saponinbanden wie im Gesamtextrakt detektiert werden. Diese
waren deutlicher voneinander abgegrenzt als die Banden im Gesamtextrakt.

(@) (b)

Abb. 73 a: TLC-Analyse der bandenférmig aufgetragenen Saponinextrakte von
Waschnuss (a) und Seifenkraut (b) Spur 1. Rohextrakt und Spur 2 hamolytische HIC-
Fraktion entwickelt mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz. Spur 3 Gesamtextrakt
und Spur 4 hamolytische HIC-Fraktion gefarbt mit heparinisiertem Schafblut
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Abb. 73 b: TLC-Analyse der bandenférmig aufgetragenen Saponinextrakte von
Kastanie (c), Aescin (d), Primel (e), Yuccasaponin (f), Seifenrindenbaum (g),
Quillajasaponin (h) und Efeu (i). Spur 1: Rohextrakt und Spur 2 hamolytische HIC-
Fraktion entwickelt mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz. Spur 3 Gesamtextrakt
und Spur 4 hamolytische HIC-Fraktion gefarbt mit heparinisiertem Schafblut
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Tab. 22: Rf-Werte der mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz und heparinisiertem
Schafblut gefarbten Saponinbanden

. Rf- Anisaldehyd- Rf- heparinisiertes
Saponinextrakt Bande Schwefelsédure Reagenz Schafblut
A 0,04
Waschnuss B 0,13 0,13
(100 mg/ml) C 0,24 0,24
D 0,37
A 0,10
. B 0,18 0,18
Seifenkraut C 027
(200 mg/ml)
D 0,40 0,40
E 0,70 0,70
Kastanie
(50 mg/mi) A 0,03 0,03
Aescin
(2 97,9%, 1mg/ml) A 0.02 0,02
: o o
(200 mg/ml) C 0.18
A 0,08
B 0,18 0,18
Yuccasaponin C 0,26 0,26
(200 mg/ml) D 0,40
E 0,53
F 0,68 0,68
A 0,05 0,05
B 0,11
Seifenrindenbaum c 0.16
(200 mg/ml) D 0,23
E 0,36
F 0,49
G 0,60
A 0,05 0,05
B 0,10 0,10
Quillajasaponin C 0,18
(10-11%, 100 mg/ml) D 0,28
E 0,38
F 0,49
G 0,58
A 0,07
B 0,18 0,18
Efeu C 0,26
(100 mg/ml) D 0,36 0,36
E 0,47 0,47
F 0,72
3.7.4.2. HPLC

Die HPLC-Analysen der Saponinextrakte von Waschnuss, Kastanie und Seifenkraut,
der hamolytischen HIC Fraktionen sowie der extrahierten TLC-Banden sind in
Abb. 74-76 a + b dargestellt.

Fur das Rohextrakt der Waschnuss konnte ein charakteristischer Peak bei 2,91 min
und eine Peakgruppe mit mehreren grol3eren Peaks im Bereich von 7-16 min
detektiert werden (Abb. 74 a). Diese Peakgruppe entsprach der nicht-hamolytischen
TLC-Bande A (Abb. 69 b). Bei einer Retentionszeit von 18,68 min konnte ein



Ergebnisse 113

Einzelpeak, dem drei kleinere Peaks zwischen 19-21 min folgten, gemessen werden.
Diese Peaks stellten gleichzeitig das TLC-Chromatogramm der hamolytischen
Banden B und C dar. Fur die TLC-Bande D konnten keine signifikanten Peaks
nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Rohextrakt, war der Peak mit einer
Retentionszeit von 2,91 min in den HIC-Fraktionen deutlich niedriger. Die ersten
beiden signifikanten Peaks im Bereich von 7-16 min waren stark reduziert, der Peak
bei 18,68 min verstarkt.

mAU

- Waschnussextrakt - HIC Fraktion

Abb. 74 a: HPLC-Analyse des Waschnussextraktes (0,5 mg) und der hamolytischen
HIC Fraktion 1 mg Rohextrakt entsprechend (Bereiche der TLC-Banden A-D
markiert)
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Abb. 74 b: HPLC-Analyse extrahierter TLC-Banden aus ca. 12 mg
Waschnussextrakt
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Die HPLC Analyse des Seifenkrautextraktes wies eine Gruppe von Peaks im Bereich
von 2-3 min und im Bereich von 3,5-7 min auf (Abb. 75 a). Im Bereich von 10-16 min
konnten mehrere charakteristische Einzelpeaks, die der hAmolytischen Bande B aus
der TLC-Analyse entsprachen, detektiert werden (Abb. 75 b). Es folgten zwei
Einzelpeaks mit einer Retentionszeit von 17,29 und 18,96 min. Diese beiden Peaks
entsprachen den nicht-hamolytischen Banden C und D aus der TLC-Analyse.
Signifikante Peaks mit hoheren Retentionszeiten wurden nicht detektiert. Das
Chromatogramm der HIC-Fraktionen zeigte im Gegensatz zur nicht aufgereinigten
Probe keine Peaks zwischen 3,5-7 min. Alle Peaks mit héheren Retentionszeiten
entsprachen annédhernd denen des Rohextraktes.

mAU

- Seifenkrautextrakt - HIC Fraktion

Abb. 75 a: HPLC-Analyse des Seifenkrautextraktes (0,5 mg) und der hamolytischen
HIC Fraktion 2 mg Rohextrakt entsprechend (Bereiche der TLC-Banden A-E
markiert)

mAU
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Abb. 70 b: HPLC-Analyse extrahierter TLC-Banden aus ca.12 mg Seifenkrautextrakt
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Fur das Rohextrakt der Kastanie konnte im Bereich von 2-7 min eine Gruppe nicht
basislinien-getrennter Peaks detektiert werden (Abb. 76 a). Es folgten zwei groéRere
Einzelpeaks mit einer Retentionszeit von 12,48 und 13,18 min sowie eine Gruppe
von funf Peaks zwischen 15-17 min. Diese Peaks stellten die hamolytische Bande A
aus der TLC-Analyse des Kastanienextraktes dar (Abb. 76 b). Signifikante Peaks mit
héheren Retentionszeiten konnten nicht detektiert werden. Das Chromatogramm der
HIC-Fraktionen entsprach dem der hamolytischen Bande A aus der TLC. Die
Peakflachen der in diesem Bereich (10-19 min) eluierten Substanzen waren kleiner
als die des Rohextraktes.

mAU

- Kastanienextrakt - HIC Fraktion

0 5 10 15 20 min

Abb. 76 a: HPLC-Analyse des Kastanienextraktes (0,5 mg) und der hamolytischen
HIC Fraktion 5 mg Rohextrakt entsprechend (Bereiche der TLC-Bande A markiert)
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Abb. 76 b: HPLC-Analyse extrahierter TLC-Banden aus ca. 6 mg Kastanienextrakt
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3.7.5. Charakterisierung von Saponinfraktionen

Die situativ gesammelten HPLC-Fraktionen der Rohextrakte, die Fraktionsgréf3e und
die Retentionszeiten sind in Tab. 23 aufgefiihrt. Die Ergebnisse der mit diesen
Fraktionen durchgefiihrten Versuche zur Schaumstabilitat, Konidienkeimung,
Hamolyse und Hemmung des Mycelwachstums von V. inaequalis sind ebenfalls
dargestellt.

Die dritte Fraktion des Waschnuss- und Seifenkrautextraktes sowie die vierte
Fraktion des Kastanienextraktes wiesen eine hohe Schaumstabilitdt auf und zeigten
im Hamolyse-Cuptest eine starke membranolytische Aktivitat. Die Fraktionen flhrten
zu einer vollstdndigen Hemmung der Konidienkeimung und inhibierten im
Agardiffusionstest das Wachstum von V. inaequalis zu 18-45% (Abb. 77).

Tab. 23: Schaumstabilitat, Konidienkeimfahigkeit, hamolytische Aktivitat und
Mycelhemmung durch die HPLC-Fraktionen von Waschnuss-, Kastanien- und
Seifenkrautextrakt

_ TLC HPLC Retent_ions— Fraktions- Schaum- He_mmu_ng Hémquse- Hiﬂr;?el:_ng
Saponinextrakt B . zeit gréRRe v Konidienkeimung radius
ande | Fraktion : stabilitat wachstum
[min] [ml] [%] [mm] [%)]
1 0,0- 7,0 7,0 - 5 - 0
Waschnuss A 2 7,0-16,0 9,0 *:* 11 - 0
(50 mg/ml) B+C 3 16,0-18,8 2,8 100 3 45
4 18,8-20,0 3,2 ** 100 2 0
D 5 20,0-30,0 8,0 - 4 - 0
A 1 0,0- 8,0 8,0 - 100 5
2 8,0-11,0 3,0 * 100 - 5
Seifenk B 3 11,0-13,6 2,6 il 100 2 40
(Se('J i:‘g;;f)t 4 13,6-16,0 24 o 100 1 2
C+D 5 16,0-18,0 2,0 & 100 - 0
6 18,0-20,0 2,0 - 100 0
E 7 20,0-30,0 10,0 - 0 - 0
1 0,0-10,0 10,0 - 5 0 0
Kastanie 2 10,0-14,0 4,0 ***** 100 0,5 0
(50 mg/ml) A 3 14,0-16,2 2,2 100 3 9
4 16,2-19,0 2,8 kxixy 100 3 18
5 19,0-30,0 11,0 L 10 0,5 9
* wenig Schaum, nur kurze Zeit stabil ~ 1 min
*x stabiler Schaum < 5 min

rxx stabiler Schaum = 5 min
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Abb. 77: Wachstumshemmung von V. inaequalis durch die HPLC-Fraktionen aus
etwa 5 mg der Saponinextrakte von Waschnuss und Seifenkraut nach einer
Inkubationszeit von 21 d und von Kastanie nach 14 d
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4. Diskussion
4.1. Wirkung der Falllaubbehandlungen auf das Ascosporenpotenzial

Behandlungen mit Harnstoff (5 kg/hl) erfolgen in der Praxis zu Beginn und gegen
Ende des Laubfalls, um die Pseudothecienentwicklung wahrend der saprophytischen
Phase von V. inaequalis zu verhindern (Osterreicher, 2014). Eine
Harnstoffoehandlung des Falllaubs wurde von Vincent et al. (2004) erprobt. Das
Ascosporeninokulum der Uberwinterten Blatter, welches mit einer Sporenfalle
bestimmt wurde, konnte um bis zu 97% reduziert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde durch die Applikation von Harnstoff im Herbst/Winter auf schorfbefallenes
Falllaub ein vergleichbarer Wirkungsgrad von 97-100% nachgewiesen. Die
behandelten Blatter zeigten zu Beginn des Friihjahres Anzeichen eines leichten
Blattabbaus. Diese Strukturverdnderungen und Zerfallserscheinungen sind
hinreichend, jedoch nicht notwendig fir eine Reduktion des Sporenpotenzials (Kollar
& Pfeiffer, 2005). Die Behandlungen mit Harnstoff dienten als Standard, um eine
biologische Bewertung des Wirkungsgrades, der mit den entwickelten Nahrmedien,
Fungiziden und Antagonisten erreicht wurde, zu erméglichen.

Im ©kologischen Obstbau stehen neben Kupferpraparaten nur Netzschwefel und
Schwefelkalk fiur die Schorfbekampfung zur Verfigung (Holb et al., 2003).
Netzschwefel zeigt keine kurative Wirkung und kann im Pflanzenschutz nur kurz vor
oder zu Beginn der primaren RIMpro-Infektionsperiode eingesetzt werden (Mills,
1944; Jamar et al., 2010). Vor diesem Hintergrund ist die Reduktion der
Ascosporenmenge um 60% durch eine Netzschwefelbehandlung 1% des Falllaubs in
Dossenheim als positiv zu bewerten. Durch die zum Teil mikroaerophilen
Bedingungen, die durch Abbauprozesse im Falllaub entstehen kdnnen, wurden
moglicherweise das Wachstum und die Aktivitatt von Desulfurikanten und
Schwefeloxidierern begunstigt. Letzteres konnte zu einer verstarkten Freisetzung von
Oxidationsprodukten und Schwefelwasserstoff gefuhrt haben. Vermutlich wurde die
fungizide Wirkung des Praparates nicht vollstdndig ausgeschopft, da die Sublimation
des Schwefels erst oberhalb von 10°C einsetzt und zum Zeitpunkt der Behandlungen
niedrigere Temperaturen vorherrschten (s. 7.1.3.).

Einige Falllaubdepots wurden mit saponinhaltigen Pflanzenextrakten/-tees behandelt,
um eine direkte fungizide Wirkung auf den Erreger und die Fruchtkérperbildung zu
erreichen. Es wurden Extrakte von Saponaria officinalis, Yucca schidigera und
Quillaja saponaria verwendet, fur die eine schorfhemmende Wirkung beschrieben ist
(Spath, 2000; Kohl, 2007). Pflanzenextrakte aus dem Pericarp der indischen
Waschnuss (Sapindus mukorossi), der Kastanie (Aesculus hippocastanum) und der
Primelwurzel (Primula veris) weisen einen hohen Saponingehalt auf (Bosshard,
1916; Mller et al., 2006; Sharma et al., 2012; 2013) und wurden in der vorliegenden
Arbeit erstmals fur die Falllaubbehandlung verwendet. Die Heil3wasserausziige aus
den Pflanzenmaterialien (Tees) hatten nur eine geringe Wirkung auf die Reduktion
des Ascosporenpotenzials. Die Konzentration der in Losung gegangenen Saponine
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und/oder die verwendete Menge der Pflanzenmaterialien war offenbar zu gering, um
einen fungiziden Effekt auf den Erreger zu erhalten. Es kann angenommen werden,
dass die Saponine von den Blattern teilweise abgewaschen wurden, da in den drei
Tagen nach der ersten Behandlung des Falllaubs insgesamt ~34 mm Niederschlag
fielen (s. 7.1.1.). Den weiteren Behandlungen folgte jeweils eine langere
Trockenperiode von mindestens drei Tagen. Eine fungizide Wirkung der Saponine
auf das Mycelwachstum und die Anlage der Pseudothecien sollte in diesem Zeitraum
maoglich gewesen sein. Eine Erklarung fur die unzureichende Wirkung ware, dass die
Saponine inaktiviert wurden. Die nachlassende Aktivitdt von Saponinen unter
Freilandbedingungen ist bereits vielfach beschrieben und unter anderem auf ihre
geringe Licht-Stabilitat und hohe Wasserldslichkeit zurtickzufiihren (Bosshard, 1993;
Bosshard & Haseli, 1993; Loskill et al., 2009). Viele pflanzenpathogene Pilze haben
Schutzstrategien vor der membranolytischen Wirkung der Saponine entwickelt. Sie
synthetisieren saponinspezifische Glycosylhydrolasen, die die Zuckerketten am Cs-
Atom abspalten, was eine Inaktivierung/Umformung in eine weniger toxische
Substanz zur Folge hat (Osbourne, 1996; Papadopoulou et al., 1999; Bouarab et al.,
2002). In dieser Arbeit konnte in vitro eine hemmende Wirkung der Saponinextrakte
auf die Konidienkeimung und das Mycelwachstum von V. inaequalis festgestellt
werden. Im Gewachshaus und Freiland fuhrte die praventive und kurative Applikation
der Pflanzenextrakte zu einer Abnahme des sichtbaren Schorfbefalls und einer
reduzierten Sporulation des Erregers. Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann davon
ausgegangen werden, dass V. inaequalis keine spezifischen Glycosylhydrolasen zur
Inaktivierung der getesteten Saponine synthetisieren kann.

Die Behandlungen des Falllaubs mit Saponinextrakten fiihrten 2012 zu einer starken
Forderung des Ascosporenpotenzials. Die Konzentrationen der Extrakte lagen
deutlich Gber den zuvor in Konidien- und Wachstumshemmtests bestimmten 1Cso-
Werten. Durch die ,verschlechterten® Wachstumsbedingungen kénnte die sexuelle
Phase des Apfelschorfs verstarkt initiert worden sein. Zudem koénnte die
Saponinbehandlung auf Konkurrenten von V. inaequalis eine starkere Wirkung als
auf den Erreger, und somit indirekt die Fruchtkdrperentwicklung, begunstigt haben.
Es sollte auch in Betracht gezogen werden, dass Saponine aufgrund ihrer
membranolytischen und detergenzartigen Wirkung (Dourmashkin et al., 1962) das
Nahrstoffangebot verbessert (Aufschluss von Nahrstoffen, Zelllyseprodukte von
Bakterien etc.) und so zum Wachstum und zur Entwicklung des Erregers beigetragen
haben kdnnten.

Im Jahre 2013 wurde die Ascosporenmenge durch eine viermalige Applikation von
Waschnussextrakt 1% um 48%, von Waschnussextrakt 0,1% um 61% vermindert.
Eine zweimalige Applikation der Extrakte fuhrte zu niedrigeren Wirkungsgraden als
die viermalige. Im Jahr 2014 bewirkte die viermalige Applikation von
Waschnussextrakt 3% eine Forderung des Ascosporenpotenzials, die einmalige
Behandlung eine Reduktion um etwa 40%. Die Wechselbeziehungen und der
Wirkungsgrad der Praparate sowie die Reproduzierbarkeit der Ascosporenreduktion
bleiben “chaotisch®. Scheinbar schlagt die nachweislich fungizide Wirkung der
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Pflanzenextrakte bei einer bestimmten Konzentration und/oder Applikationsmenge in
eine Forderung der Ascosporenmenge um. In weiteren Versuchen sollte geklart
werden, welche Konzentrationen und wie viele Applikationen der Extrakte notwendig
sind, um hohe Wirkungsgrade zu gewahrleisten.

Im Jahre 2013 konnte die Ascosporenmenge durch eine viermalige Applikation von
Aescin 1% um 90% vermindert werden. Eine Terminierung der Falllaubbehandlungen
im spaten Winter (Jan., Feb.) erwies sich als besonders giinstig. Zu diesem Zeitpunkt
kann die Anlage der Asci bereits abgeschlossen sein (MacHardy, 1996), so dass
eine fungizide Wirkung auf die Fruchtkdrper zu einer deutlichen Reduktion des
Sporenpotenzials fihren sollte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen das
Potenzial saponinhaltiger Pflanzenextrakte, das Ascosporenpotenzial von
V. inaequalis zu minimieren.

Die in vitro identifizierten Antagonisten konnten im Freiland nicht zu einer
wesentlichen Reduktion des Ascosporenpotenzials beitragen. Die unzureichende
Wirkung konnte darauf zuriickzufihren sein, dass die vom Falllaub isolierten
»JAntagonisten® nicht die tatsachlichen Verursacher einer reduzierten
Ascosporenmenge sind. Mdglicherweise spielen Falllaubdestruenten eine Rolle, die
in vitro prinzipiell nicht detektiert werden kénnen. Zudem kann von der hemmenden
Wirkung der Antagonisten in vitro nicht auf ihre fungizide Wirkung im Freiland
geschlossen werden. Eine in vitro-Selektion erweist sich daher haufig als ungeeignet,
um die tatsachlichen Antagonisten eines Pathogens zu identifizieren.

Die Mikroorganismen wurden nach dem Blattfall auf den Falllaubdepots ausgebracht
(21.11.2012; 10.12.2013). Wie Carisse & Roland (2004) in ihren Studien zeigen
konnten, scheint der Applikationszeitpunkt eine wesentliche Rolle fir die Hemmung
der Ascosporenproduktion zu spielen. Eine Behandlung mit Microsphaeropsis
ochracea kurz vor dem Blattfall zeigte gegentber einer Falllaubbehandlung eine
hohere Effektivitat auf die Reduktion des Ascosporenpotenzials. Die antagonistische
Wirkung von M. ochracea im Falllaub war umso héher, je friher der Pilz ausgebracht
wurde (Carisse & Rolland, 2004). Eine Behandlung schorfbefallener Blatter im
Freiland reduzierte das Ascosporenpotenzial im August um 94-99%. Eine spate
Applikation im November nur noch um 54-67%. In Arbeiten von Kollar und Pfeiffer
konnte bei einer Applikation nach dem Blattfall keine Reduktion der
Ascosporenmenge nachgewiesen werden (pers. Mitteilung Kollar, A.). Die
verminderte Wirkung konnte darauf zurtckfihren sein, dass die Temperaturen kurz
nach dem Blattfall niedriger und somit ungunstiger fir das Wachstum und die
Sporenkeimung des Pilzes waren (Carisse & Rolland, 2004). Zudem wurde davon
ausgegangen, dass M. ochracea bei einer frihen Applikation das Mycel von
V. inaequalis parasitiert. Die Paarung der bipolaren ,+ und -“ Mycelien wuirde
dadurch verhindert und die Bildung der Pseudothecien beeintrachtigt werden.

Die Tagesdurchschnittstemperatur in den ersten 3 Tagen nach der Applikation der
Antagonisten lag bei -0,4°C bis 5°C (s. 7.1.3., 7.1.4.). In den folgenden Tagen nach
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der Applikation blieben die Temperaturen vergleichbar oder stiegen bis auf etwa 8°C
an. Eine Temperatur von = 5°C ermdglichte in vitro auf Blatteragar ein gutes
Mycelwachstum von Leptosphaeria sp. Bei einer Temperatur < 5°C konnte nur ein
geringfugiger Mycelzuwachs beobachtet werden. Es kann daher angenommen
werden, dass die vorliegenden Temperaturen in der Zeit nach der Applikation fur das
Wachstum der Antagonisten nicht optimal waren. In den ersten finf Tagen nach der
Applikation kam es zu mehreren Regenereignissen. Diese kdnnten das Wachstum
und die Etablierung auf dem Falllaub zusatzlich durch die Auswaschung von
Nahrstoffen beeintrachtigt haben. Eine weitere Ursache fir die unzureichende
Wirkung der Antagonisten kdnnte sein, dass sie durch die Konkurrenz mit anderen
Mikroorganismen um Platz, N&hrstoffe etc. und/oder Parasitismus aus dem Habitat
verdrangt wurden. Der Konkurrenzdruck kénnte auch dazu beigetragen haben, dass
die Antagonisten auf dem natirlichen Blattmedium nicht oder nur in geringen
Konzentrationen Hemmstoffe synthetisiert und freigesetzt haben. Zudem unterliegen
die von Mikroorganismen synthetisierten Antimykotika/Antibiotika héaufig einem
schnellen biologischen Abbau. So konnten Boudreau und Andrews (1987) zeigen,
dass die von Chaetomium globosum freigesetzten Antibiotika eine geringe Stabilitat
aufweisen und ihre Aktivitat z.B. durch eine Anderungen des pH-Wertes verlieren.

Das Ascosporenpotenzial des mit Leptosphaeria sp., A. pullulans und E. nigrum
behandelten Falllaubdepots war gegenuber der Kontrolle gefordert. Die Freisetzung
von Hemmstoffe und die damit einhergehenden ,schlechteren® Wachstums-
bedingungen konnten eine verstarkte Fruchtkorperbildung bei V. inaequalis initiiert
haben. Wie Burchill & Cook (1970) in ihren Studien feststellten, kénnen
antagonistische bakterielle Populationen das Wachstum der Pseudothecien
stimulieren oder inhibieren. Alle Versuche zur effektiven biologischen Bekampfung
der Apfelschorffruchtkorper durch das Ausbringen von Antagonisten oder deren
Stoffwechselprodukten sind bisher gescheitert. Der guten Wirkung in vitro und im
Gewéachshaus stand immer eine unzureichende Wirkung im Freiland gegenuber
(Burr et al. 1996; Heye 1982; Heye & Andrews 1983; Young and Andrews, 1990;
Miedtke & Kennel, 1990).

Die erste Behandlung des Falllaubs mit TSB 9% erfolgte durch den friihen Schneefall
im Nov./Dez. 2010 erst im Jan. 2011. Es konnte eine Reduktion des
Ascosporenpotenzials um 98% erreicht werden. Die kurze Wirkdauer von Mitte
Januar bis Mitte Marz, mit einer Durchschnittstemperatur von 3°C, war ausreichend,
um die Ascosporenmenge signifikant zu reduzieren. Es bestétigte sich die
beschriebene Wirkung des TSB 9% von einer Reduktion der Ascosporenmenge um
mehr als 90% (Kollar & Pfeiffer, 2005; Pfeiffer et al., 2004). Im darauf folgenden
Versuchsjahr fuhrte die Applikation von TSB 9% zu einer Reduktion des
Ascosporenpotenzials um 62%. Moglicherweise waren die niedrigen Temperaturen
an den Tagen nach der ersten Falllaubbehandlung fir die verminderte Wirkung
verantwortlich. Die starken Niederschldge an den nachfolgenden Tagen der anderen
Behandlungstermine (s. 7.1.2.) kdnnten auch zu einer Verdiinnung/Abwaschung des
Praparates gefuhrt haben. Die Wirkung von TSB war konzentrationsabhangig. Eine
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Behandlung mit TSB 4,5% konnte das Ascosporenpotenzial nicht ausreichend
vermindern. Eine vorherige Hitzebehandlung des TSB wurde erprobt. Ziel war es,
schwer l6sliche Stoffe besser in Losung zu bringen. Ein mdglicher Wirkungsverlust
des Praparates durch die Inaktivierung hitzesensitiver Wirkstoffe sollte untersucht
werden. Es zeigte sich, dass eine Hitzebehandlung des TSB keinen Einfluss auf die
Effizienz des Praparates hatte. In folgenden Behandlungen war dieser
energieaufwandige Vorbereitungsschritt verzichtbar. Das Ethanolextrakt und
-prézipitat von TSB wurden verwendet, um zu prifen, ob ethanollésliche/unldsliche
Fraktionen des Praparates fur die Wirkung verantwortlich sind. Beide Extrakte
zeigten einen ahnlichen Wirkungsgrad, der deutlich niedriger war als der des TSB.
Fur die Wirkung des Praparates sind folglich Bestandteile mit und ohne Ethanol
Léslichkeit verantwortlich.

Das TSB-Praparat besteht im Wesentlichen aus enzymatischen Abbauprodukten von
Casein und Soja. Die Falllaubbehandlung mit Pepton Casein 6% oder den
Casaminoacids 6% fuhrte 2011 zu einer fast vollstindigen Reduktion des
Ascosporeninokulums. Die Pepton Soja 6% Behandlung konnte das
Ascosporenpotenzial nicht in diesem Umfang reduzieren. Die Wirkung der Praparate
ist demzufolge auf die Abbauprodukte von Casein zuriickzuftihren. Ein
Saurehydrolyseverdau von Casein erwies sich als ebenso effektiv, wie ein
schonender enzymatischer Abbau.

Die Behandlung der Falllaubdepots mit einem Hefeextrakt LEIBER 1,1% bewirkte eine
geringflgige Reduktion der Ascosporenmenge. Eine vorherige Hitzebehandlung bzw.
die Verwendung eines Ethanolextraktes oder -prazipitates konnte die Wirksamkeit
des Praparates nicht entscheidend verbessern. Eine hoéher konzentrierte
Hefebouillon 6% fihrte zu einer Steigerung der Wirkung. Die Weiterentwicklung des
Praparates zu einem konzentrierten Hefeextrakt, in dem wasserlosliche Bestandteile
angereichert waren, bewirkte eine nahezu vollstandige Inhibierung des
Ascosporenpotenzials in zwei aufeinander folgenden Versuchsjahren. Die Zugabe
von Saccharose 6% konnte die Wirkung nicht entscheidend verbessern. Die hohe
Hefeextraktkonzentration fiihrte zu einem Verklumpen der Suspension beim
Anrtihren und war schwer in Lésung zu bringen (ca.l h), da die Loslichkeitsgrenze
Uberschritten war. Dieses Problem wurde durch das mechanische Einrihren des
Hefeextraktes und einen anschlieBenden Zentrifugationsschritt behoben, bei dem
unlésliche Bestandteile abgetrennt wurden. Das Pellet des konzentrierten
Hefeextraktes wies eine relativ feste Konsistenz auf. Unter Zugabe von Wasser
konnte es gelost und ebenfalls auf dem Falllaub ausgebracht werden. Die
Behandlung bewirkte eine deutliche Verminderung des Ascosporenpotenzials. Das
Pellet enthalt demnach ebenfalls wirksame Inhaltsstoffe. Ausgehend von der guten
Wirkung des konzentrierten Hefeextraktes wurde eine um etwa 50% geringere
Hefeextraktkonzentration getestet. Diese fuhrte zu einer vergleichbaren Wirkung bei
einer fast vollstandigen Verwertbarkeit des vorliegenden Hefeextraktes, da dieses
nahezu vollstdndig in Losung ging. Die zweimalige Applikation der Extrakte zeigte
etwa den gleichen Wirkungsgrad wie eine viermalige Applikation, wobei eine
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Behandlung im spaten Herbst etwas effektiver als eine Behandlung im Winter war.
Eine Einmalbehandlung der Blattdepots konnte das Sporenpotenzial des Erregers
nicht ausreichend vermindern.

Die Vitamine Pyridoxin (Vit. Bg), Nicotinsaure (Vit. B3) und Thiamin (Vit. B;) sind
wichtige Bestandteile des LEIBER Hefeextraktes. Pyridoxin und Nicotinsaure haben
einen positiven Effekt auf die Entwicklung von V. inaequalis (Leben und Keitt, 1948;
Fothergill und Ashcroft, 1955 a + b). Das Vorhandensein von Thiamin gilt als
essentiell. Die Fragestellung, ob die Vitamine in den verwendeten Konzentrationen
des Hefeextraktes zu einer Forderung des Erregers beitragen, sollte geklart werden.
Der konzentrierte Vitamin-Mix war nur als nicht vollstdndig homogene Dispersion zu
verwenden und wurde madglicherweise ungleichmallig auf dem Falllaub ausgebracht.
Eine Vitaminkonzentration, die den Vitaminen in dem LEIBER Hefeextrakt 6%
entsprach, reduzierte die Ascosporenfreisetzung in geringem Umfang. Hohere
Konzentrationen des Vitamin-Mixes hemmten die Ascosporenproduktion nahezu
vollstandig. Die Vitamine des Hefeextraktes sollten in der angewendeten
Zusammensetzung und Konzentration demzufolge keinen positiven Einfluss auf die
Entwicklung von V. inaequalis und die Initiation der Pseudothecien haben. Die
hemmende Wirkung des konzentrierten Vitamin-Mixes ist hauptsachlich auf Vit. B3
zurlckzufiihren. Eine Behandlung des Falllaubs mit dem wasserloslichen Vit. Bs,
reduzierte das Ascosporenpotenzial ebenso wie der Vitamin-Mix. Niedrigere Vit. B3
Konzentrationen forderten die Entwicklung der Pseudothecien (2014). In den
Microwell-Platten-Hemmtests zeigte auch Vit. B; in hohen Konzentrationen ein
fungizides Potenzial. Trotz der hohen Wirksamkeit einiger Vitamin-Praparate ware
vor dem Hintergrund einer Praparatoptimierung und -entwicklung neben einer
Zulassungsfahigkeit im 6kologischen Obstbau die Kostenfrage flr eine praktische
Anwendung zu prifen.

Die schorfhemmende Wirkung der applizierten Nahrmedien und Fungizide kann nicht
auf eine Verschiebung des pH-Wertes im Falllaub zurtickgefuhrt werden. Die von den
Blattern abgewaschenen, wassrigen Suspensionen zeigten zu Beginn der
Ascosporenreife einen pH-Wert zwischen 5,6 und 7,4. Eine hemmende Wirkung auf
das Mycelwachstum ist fur einen basischen pH-Wert pH = 7 bzw. ein saurer pH < 4
beschrieben (Cook, 1969; Ross & Hamlin, 1962; MacHardy, 1996). Kollar & Pfeiffer
(2003) konnten bei einem pH-Wert zwischen 5,0 und 10,0 keinen Einfluss auf die
Sporenfreisetzung des Erregers feststellen.

4.2. Charakterisierung der mikrobiellen Aktivitat auf dem Falllaub und dem
Blattabbau durch Regenwirmer

In allen Falllaubdepots, die mit Caseinabbauprodukten oder LEIBER Hefeextrakten
behandelt wurden, konnte eine quantitative Foérderung der laubzersetzenden
Mikroben nachgewiesen werden. Die CFUs der Pilze und Bakterien waren im
Vergleich zu unbehandelten Blattern deutlich erhdht. Dadurch kam es zu einem
Anstieg des biologischen Sauerstoffbedarfes der Mikroorganismen in den
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verwendeten OXI-Top-Testsystemen. Die Behandlung mit einem konzentrierten
LEIBER Hefeextrakt forderte die mikrobiologische Aktivitdt am starksten. Der Anstieg
des BSBs korrelierte mit der Konzentration der Nahrmedien und ist vermutlich auf die
bessere Verfiigbarkeit der Nahrstoffe zurtickzufihren. Die Mikroben férdernde
Wirkung der Nahrmedien konnte auch bei einer niedrigen Inkubationstemperatur von
10°C, wie sie im Behandlungszeitraum und bis zum Beginn der Ascosporenreife
Ublicherweise vorliegt (7.1.1. - 7.1.4), nachgewiesen werden.

Die Kolonien der Pilze aus den unbehandelten Blattern nahmen vom Winter bis zum
Beginn des Fruhjahres ab (23.02.2012-06.04.2012). Dieser Trend konnte bei den
Behandlungen, die das Wachstum der Pilze stark forderten, wie den
Casaminoacids 6%, dem TSB 9% und dem Hefeextrakt LEIBER 6%, bestatigt werden.
Bei den Bakterien wurde im gleichen Zeitraum eine Zunahme der CFUs in den
unbehandelten und den mit Nahrmedien behandelten Blattdepots nachgewiesen. Der
Prozess spiegelt die natlrliche Sukzession der Mikroorganismen auf dem Falllaub
wider. Saprophytische Pilze, die zu den wichtigsten Primarbesiedlern gehoren
(Snajdr et al.,, 2011), werden im Verlauf der Falllaubzersetzung von Bakterien
abgeldst/verdrangt (Romani et al., 2006).

Die Nahrmedien, die das Wachstum und die Aktivitat der Mikroorganismen am
starksten forderten, waren auch die wirkungsvolisten Praparate zur Reduktion des
Ascosporenpotenzials. Die Zunahme der Falllaubbesiedler koénnte zu einer
verstarkten Konkurrenz um Nahrstoffe und/oder Raum auf den Uberwinternden
Blattern gefuhrt haben. Vier Wochen nach der ersten Behandlung (Dezember
2011/2012) war die mikrobielle Aktivitat bereits deutlich erhéht. Das Wachstum der
bipolaren ,+ und -“ Mycelien, welches in den ersten zwei bis drei Wochen nach dem
Blattfall stattfindet (MacHardy, 1996; Li & Xu, 2002), konnte dadurch beeintrachtigt
worden sein. Dies konnte zu einer Stérung bei der Anlage/initiation der
Fruchtkorperbildung gefihrt haben.

Das Oxi-Top-Messgerat erwies sich als geeignetes Testsystem, um den Effekt der
Nahrmedienapplikation auf die mikrobielle Aktivitdt zu untersuchen. Fur zuklnftige
Versuche zur Beeintrachtigung des Ascosporenpotenzials durch das Ausbringen von
Nahrmedien kdnnte es als erste Screening-Methode verwendet werden.

Die Zunahme der Falllaubbesiedler auf den mit Nahrmedien behandelten Blattern
hatte einen verstarkten Blattabbau zur Folge. Diese Beobachtung wurde auch von
Tshomo et al. (2003) gemacht, die Pilze der Gattung Phoma, Epicoccum,
Chaetomium sowie Trametes versicolor aus der Phyllosphédre und vom Falllaub
verschiedener Obstbaume isolierten. Die Organismen konnten sich in vitro, unter
Zusatz von Nahrstoffen, schnell auf Apfelblattern etablieren und verstéarkten den
Blattabbau um bis zu 54%.

Die ,angedauten” Blatter wurden von Regenwirmern verstarkt gefressen (s. 7.4.1. -
7.4.3.; 7.5.1 - 7.5.2). In Weinsberg konnte eine Zunahme der Blatteinzugsstellen und
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eine erhdhte Blattabbaurate infolge der Nahrmedienapplikation verzeichnet werden.
Aus der Literatur ist bekannt, dass Apfelblatter von Regenwtrmern selektiv gefressen
werden und das die Auswahl der Blatter von ihrer chemischen Zusammensetzung
und dem Zersetzungsgrad abhangt (Mangold, 1951; 1953; Wittich, 1953). Frisches
Falllaub wird von den Regenwurmern ,verschmaht®. Das ,Andauen® der Blatter, die
kleinere Partikelgré3e und der biologische Abbau nicht-schmackhafter Substanzen,
z.B. Phenole, durch die Aktivitat der Mikroorganismen erhéhen die Attraktivitat des
Falllaubs fur Regenwirmer und haben einen signifikanten hoheren Blattabbau zur
Folge (Satchell, 1967; Wright, 1972; Cook & Burchill, 1973; Helling & Larink, 1998;
Lowe & Butt, 2003; Holb et al., 2006).

Die Weiterentwicklung des LEIBER Hefepréparates in den vier Versuchsjahren
korrelierte mit der Forderung des Blattabbaus in den Schalen und mit der Férderung
der Regenwurmaktivitat. Im Jahr 2011 waren in Weinsberg zu Beginn der ersten
Mills-Periode im Depot der Kontrolle noch 37% des Falllaubs vorhanden, von den mit
Hefeextrakt LEIBER 1,1% behandelten Blatter nur noch 23% (Kollar et al., 2013). Im
Jahr 2012 verblieben 8% der mit Hefeextrakt LEIBER 6% behandelten Blatter in den
Gittern. In den Jahren 2013 und 2014 war die Attraktivitat der Blatter fur die Wirmer
so gesteigert, dass nur noch die Blattstiele vorhanden waren, die im folgenden Monat
ebenfalls gefressen wurden. Die Ergebnisse bestéatigen die Versuche von Kollar &
Pfeiffer (2005), die ebenfalls eine verstarkte Blattabbaurate durch Regenwirmer
infolge einer Hefebehandlung nachweisen konnten. Die Abbaugeschwindigkeit der
Blatter war entscheidend abhangig von der Bodentemperatur. Im warmen Winter
2012/13, bei Bodentemperaturen von = 5°C ab dem 21.12.12, waren bereits Ende
Januar betréachtliche Mengen an Falllaub abgebaut. Bei Bodenfrost im Jan./Feb.
2012 stagnierte der Blattabbau, da die Aktivitit der Regenwilrmer bei
Bodentemperaturen unter 2°C zum Erliegen kommt (Raw, 1962).

In mehreren Studien wurde belegt, dass Regenwtrmer sich aktiv in Richtung einer
geeigneten Nahrungsquelle orientieren und bewegen konnen (Satchell, 1967; Doube
et. al., 1997; Neilson & Boag, 2003; Curry & Schmidt, 2007). Der Ursprung der
Regenwurmpraferenz sind volatile Substanzen, die von Pilzen und anderen
Mikroorganismen im Boden abgegeben werden (Zirbes et al., 2011) und mittels
Chemorezeptoren im Prostomium und bukkal Epithel detektiert werden (Laverack,
1960; Edwards & Bohlen, 1996). Mikroorganismen, insbesondere Pilze, stellen eine
wichtige Nahrungsquelle der Wirmer dar (Piarce, 1978; Edwards & Fletcher, 1988;
Brown, 1995). Schnell wachsende saprophytische Pionierorganismen werden
gegenuber spateren Lignin-abbauenden Pilzen bevorzugt von L. terrestris gefressen
(Moody et al., 1995; Bonkowski et al.,, 2000). Die hohe Pilzpopulation der
Priméarbesiedler im Winter flhrte vermutlich zu einer verstarkten Abgabe volatiler
Stoffe und einer gesteigerten Attraktivitat des behandelten Falllaubs. Die Hypothese
wird von der Tatsache unterstitzt, dass die Regenwurmaktivitdt bei geeigneten
Witterungsbedingungen bereits kurze Zeit nach der Falllaubexposition/-behandlung
anstieg. Im Jahr 2012 konnte bereits drei Wochen nach einer Hefeextrakt LEIBER 6%
und einer TSB 9% Behandlung des Falllaubs ein um 20-25% gesteigerter Blattabbau
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durch die Regenwirmer verzeichnet werden. Die Praferenz fur die mit Nahrmedien
behandelten Blatter konnte auch auf die Inhaltsstoffe der Nahrmedien
zurtckzufiihren sein. Das verwendete Hefeextrakt enthalt Riboflavin, welches von
den Wirmern nicht selbst synthetisiert werden kann (Fischer & Bacher, 2006) und
von essentieller Bedeutung fur das Immunsystem ist. Mazur et al. (2011) konnten in
ihren Studien belegen, dass Riboflavin ein wichtiger chemischer Lockstoff fur die
Coelomocyten der Wirmer ist und das Potenzial hat, die Bewegung dieser Zellen zu
beeinflussen. Fir Blatter, die mit einem Vitamin-Mix behandelt wurden, konnte zu
Beginn der Primérsaison 2012 und 2013 eine erhdhte Blattabbaurate nachgewiesen
werden (s. 7.4.2.; 7.4.3.; 7.5.2.). Vermutlich sind neben den Vitaminen auch andere
Stoffe fur die gesteigerte Attraktivitat des behandelten Falllaubs verantwortlich.
Olfaktometerversuche mit den einzelnen Wirkstoffen des Hefeextraktes konnten dazu
beitragen, die volatilen Substanzen zu identifizieren, die fur die Préferenz der
Wirmer verantwortlich sind.

Die Saponinextrakte zeigten keinen positiven Effekt auf das Wachstum und die
Aktivitat der mikrobiellen Gemeinschaft, da die Praparate eine fungizide und
bakterizide Wirkung aufweisen (Zhang et al., 2005; de Leo et al., 2006; Coleman et
al., 2010). Eine Steigerung der mikrobiellen Abbauprozesse im Falllaub konnte
folglich nicht beobachtet werden. Ebenso konnte kein Einfluss der
Saponinapplikation auf die Aktivitat der Regenwiurmer aufgezeigt werden (Kollar et
al., 2013). Regenwurmer sind in der Lage, zwischen Alkaloiden, Zuckern und S&uren
zu unterscheiden (Mangold, 1951; 1953). Bitter schmeckende Alkaloide der Lupine
(Lupanin) (Hagen, 1885) hemmen die Fraf3leistung der Regenwirmer (Mangold,
1951). Der ,Bitterstoff* Saponin (Watzl, 2001) kénnte folglich als eine Ursache fur
den verminderten Blattabbau durch die Regenwirmer angesehen werden.

Die Wirkung der Nahrmedien und Saponinprdparate war in allen Versuchsjahren
standortunabhangig. In Weinsberg konnten vergleichbare Wirkungsgrade auf das
Ascosporenpotenzial nachgewiesen werden (s. 7.3.1. - 7.3.3.; Kollar et al., 2013). Die
Reduktion der Ascosporenmenge war mit einem verstarkten Blattabbau und einer
erhdhten Fralleistung der Regenwirmer korreliert. Die Synergie dieser Wirkungen
ist als sehr hoch und entscheidend fur die erfolgreiche Bekampfung der
Uberwinterungsform von V. inaequalis einzuschatzen. Die Behandlung der
abgefallenen Blatter mit speziellen Nahrmedien zur ,Aktivierung® der naturlichen
mikrobiellen Zersetzung durch Mikroorganismen und Regenwirmer konnte als neue
phytosanitare Strategie in der obstbaulichen Praxis etabliert werden. Mit Hilfe dieses
Verfahrens misste das Laub nicht aus der Anlage entfernt werden. Die Applikation
der Nahrmedien konnte beispielsweise in Kombination mit dem Mulchen erfolgen und
im  Spruhverfahren ausgefiihrt werden. Eine zweimalige Behandlung im
Herbst/Winter mit einem Hefeextrakt LEIBER 30% sollte die Reifung der
Pseudothecien fast vollstandig inhibieren. Die Behandlungen waren auch fir
Betriebe mit kleineren Strukturen geeignet, in denen kostenaufwandige Laubsauger
nicht sinnvoll eingesetzt werden kénnen. Mittel- bis langfristig konnte die Etablierung
einer Falllaubbehandlung im Herbst/Winter zu einer hdheren Produktivitdt des
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Okologischen  Obstbaus fuhren. Die  wirtschaftliche  Bedeutung einer
Falllaubbehandlung zur Verminderung des Ascosporenmenge im Frihjahr ist
aufgrund einer zukunftigen Nichtverfigbarkeit von Kupfer (Richtlinie 2009/27EG) als
hoch einzuschéatzen. Die Wirksamkeit schwéacherer Fungizide koénnte durch ein
vermindertes Ascosporenpotenzial verbessert werden. Weitere Falllaubversuche
hinsichtlich Behandlungszeitpunkt, -haufigkeit und -konzentration sollten dazu
beitragen, die Methode und das Hefeextrakt LEIBER zu optimieren und fur die Praxis
zuganglich zu machen.

4.3. Analyse der Epiphytengemeinschaft

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Zusammensetzung der Mikroben-
gemeinschaft im Falllaub von Apfelbaumen erfasst. Die Mikroorganismen wurden
etwa 2-4 Monate nach dem Blattfall von den Blattern isoliert. Der Isolierungszeitpunkt
hat einen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der Gemeinschaft. Je
nach Witterung und Zeitpunkt des Blattfalls kann der Blattabbau unterschiedlich weit
vorangeschritten sein. Jedes Blattabbaustadium weist eine unterschiedliche
taxonomische Zusammensetzung auf (Purahong et al., 2010). Die meisten Arten sind
nur kurze Zeit im Falllaub dominant/prasent (VofiSkova & Baldrian, 2013) und werden
von anderen Arten abgelOst/verdrangt. Die isolierten Mikroorganismen kdnnen daher
nur als ,Momentaufnahme® der Gemeinschaft betrachtet werden und stellen einen
Ausschnitt der Artenvielfalt im Verlauf der Falllaubsukzession dar.

Auf TSA und PDA konnten bis zu 23 Gattungen/Arten der Bakterien, 5 Hefearten und
7 mycelbildende Pilze von schorfbefallenem Falllaub isoliert werden. Die Artenzahl
der Bakterien auf dem Falllaub war vergleichbar mit der fur die Apfelphyllosphére
beschriebenen. Yashiro et al. (2011) und He et al. (2012) konnten aus der
Phyllosphare des Apfels 23-34 Bakterienarten auf TSA oder King’s B-Medium
isolieren und kultivieren. Fur Hefen und mycelbildende Pilze wurde in der
Apfelphyllosphére eine grol3ere Biodiversitdt der Mikroorganismen nachgewiesen.
Fiss et al. (2003) isolierten 22 Hefearten von verschiedenen Apfelsorten (Malus
domestica). Es wurde ein malz- und hefehaltiges Komplexmedium (HA) und eine
Inkubationstemperatur von 27°C gewdahlt. Die Bedingungen koénnten dazu
beigetragen haben, das ausschliel3lich thermophile Arten angereichert wurden, die
nicht das natirliche Artenspektrum der Hefen in der Phyllosphére reprasentieren. He
et al. (2012) isolierten durch einminutiges Schutteln von Apfelblattern der Sorte "Fuji’
in Wasser 32 verschiedene Pilzarten auf PDA. Die verschiedenen
Kultivierungstechniken in den einzelnen Studien konnten die quantitativen
Unterschiede in der taxonomischen Diversitat bedingt haben.

Die insgesamt geringe Biodiversitat der isolierten Arten und Gattungen kénnte auch
darauf zurtickzufihren sein, dass nicht alle Organismen mit den verwendeten
Methoden oder Kulturmedien erfasst wurden. Yashiro et al. (2011) konnten mit einer
DAPI-Farbung 100-1000 mal mehr Bakterien in ihren Proben aus der
Apfelphyllosphare nachweisen als durch die Kultivierung auf TSA (CFUs). Von den
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mit DAPI gefarbten Bakterien wurden durch die Sequenzierung der 16S-rRNA 85%
als kultivierbare Arten identifiziert. He et al. (2012) wiesen durch die Isolierung und
Kultivierung auf Agar (PDA, King’s B-Medium) die gleichen relevanten Pilz- und
Bakterienarten in der Apfelphyllosphare nach wie Uber die Sequenzierung der 16S-
rDNA und rDNA-ITS. Auf den in dieser Arbeit verwendeten Medien TSA und PDA
sollten demnach nahezu alle Bakterien- und Pilzarten aus dem Falllaub kultivierbar
gewesen sein. Das unterschiedliche Wachstumsverhalten auf Komplexmedien kann
jedoch dazu beitragen, dass schnell wachsende Arten, langsam wachsende
Mikroben Uberwachsen und/oder die Nahrstoffverfigbarkeit flr diese reduzieren.
Ebenso konnen ,Hemmstoffe” gebildet werden bzw. schon im Extrakt aus den
Blattern vorliegen, die sich auch bei hohen Verdiunnungen des Inokulums auf die
Bestimmung der CFUs auswirken. Ein direkter Nachweis mangelnder Isolierbarkeit
aus dem Blattmaterial im Sinne eines ,internen Standards“ bestand darin, dass
zeitgleich zu einigen Probenahmen fur die CFU-Bestimmungen mit der
Wasserbadmethode ein  Ascosporenpotenzial nachgewiesen wurde. Das
Vorhandensein von etwa 800 Ascosporen in der Probe (Kontrolle, 06.04.2012)
bewirkte keine Detektion von Schorfkolonien, obwohl die Kultur auf PDA gefolgt von
einer Inkubation bei 20°C hierflir optimal war. He et al. (2012) konnten V. inaequalis
von schorfbefallenen Apfelblattern der Sorte "Fuji” ebenfalls nicht auf PDA isolieren.
Uber die Sequenzierung der rDNA-ITS konnte jedoch ein Anteil des Pathogens von
3% an der Population der Pilze in der Apfelphyllosph&re nachgewiesen werden.

In den Falllaubdepots waren die Mikroben wechselnden abiotischen Faktoren
ausgesetzt. Veranderte Wachstumsbedingungen, wie 2z.B. Temperatur- und
Feuchtewechsel, veranderte pH-Werte oder die Abnahme von Nahrstoffen, kénnen
dazu fuhren, dass Bakterien in einen lebenden, aber nicht kultivierbaren Zustand,
das sogenannte VBNC-Stadium (viable but not culturable) tbergehen, um die
ungunstigen Bedingungen zu Uberdauern. In diesem ,Ruhestadium® weisen die
Zellen eine niedrige Stoffwechselaktivitat auf. Sie verlieren ihre Anzuchtbarkeit auf
den ublichen mikrobiologischen Medien, auf denen sie normalerweise wachsen
(Oliver, 2005). Die Bakterien bleiben vital und in der Lage, bei glnstigeren
Bedingungen zum metabolisch aktiven Status zurickzukehren (Gauthier, 2000;
Wong & Wang, 2004). Die meisten Bakterien, fir die VBCN-Stadien beschrieben
sind, gehoren zu den Gram'. Insbesondere y-Proteobakterien, wie Pseudomonaden,
kénnen in dieses Stadium (ibergehen (Gauthier, 2000; Oliver, 2005). Fir Gram®
Bakterien wurde das VBNC-Stadium unter anderem fir Actinomyceten beschrieben
(Mukesh et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden die Mikroorganismen im
Winter von den Blattern isoliert. Der Ubergang in das VBNC-Stadium konnte durch
Stressfaktoren, wie die niedrigere Temperatur zum Zeitpunkt der Isolierung, die
Konkurrenz um Nahrstoffe und die mdglicherweise durch Antagonisten freigesetzten
Antibiotika verstarkt initiilert worden sein, so dass einige Arten nicht auf TSA und dem
Actinomycetenagar kultivierbar waren.

Ein Teil der Bakterienisolate vom Falllaub konnte mit MALDI-TOF nicht identifiziert
werden, da keine Ubereinstimmung mit den Spektren in der Datenbank vorlag. Bei
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den Pilzisolaten gelang der Zellaufschluss nicht fir alle Isolate, so dass die
Signalstarke zu niedrig fur die Aufzeichnung der Proteinspektren war. In zukinftigen
Analysen konnten kulturunabhangige Methoden, wie die FISH-Technik (fluoreszente
In-situ-Hybridisierung) oder die DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) mit
einbezogen werden um ein groReres Spektrum der Mikroorganismen zu erfassen.
Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Analysen erwies sich die Methode
der Isolierung und Kultivierung von Mikroorganismen jedoch als geeignet, da es das
primare Ziel war, mdgliche qualitative und quantitative Veradnderungen der
Mikrobengemeinschaft infolge der Falllaubbehandlung exemplarisch aufzuzeigen
und potenzielle Antagonisten des Apfelschorferregers zu identifizieren.

Die vom Falllaub isolierten Bakterien konnten in die Klasse der a-, B-, und y-
Proteobakterien, Actinobacteria, Bacteroidia und Bacilli eingeordnet werden. In der
Apfelphyllosphéare stellen die a-, B-, und y-Proteobakterien ebenfalls wichtige
Vertreter der Bakteriengemeinschaft dar (Ottesen et al., 2009; Yashiro et al., 2011).
Wie auf dem Falllaub, ist auch das Vorkommen von Actinobacteria und Bacteroidia
beschrieben (Yashiro et al., 2011). Die Sphingomonadales (a-Proteobakterien) sind
mit etwa 42% die dominanten Bakterien in der Apfelphyllosphare (Yashiro et al.,
2011). Vom Falllaub konnten keine Vertreter dieser Bakterienordnung isoliert werden.
Die abiotischen und/oder biotischen Bedingungen entsprachen vermutlich nicht den
Lebensansprichen dieser Mikroorganismen, so dass sie sich nicht im Falllaub
etablieren konnten. Die Pseudomonadales (y-Proteobakterien), die in der
Apfelphyllosphéare nach den Sphingomondales, Actinobacteriales und Rhizobiales
die wichtigste Gruppe stellen, konnten im Falllaub als dominante Bakterienordnung
identifiziert werden. Die Bakterien wachsen chemoorganotroph bei neutralem pH-
Wert und Temperaturen im mesophilen Bereich (ca. 8-48°C) (Madigan & Martinko,
2006). Im Falllaub lagen gute Bedingungen fur das Wachstum der Pseudomonaden
vor. Sie konnten von den unbehandelten Blattern der Kontrolle und von allen
behandelten Falllaubdepots isoliert werden. Die zugefihrten N&hrstoffe in Form von
Autolysaten der Hefe und Saurehydrolyse Produkten/Tryptonen von Casein zeigten
das Potenzial, das Wachstum der Pseudomonaden zu fordern. Die gute Wirkung der
Nahrmedien kénnte darauf zurtickzufihren sein, dass Pseudomonaden ein weites
Spektrum an organischen Verbindungen nutzen kénnen. Einige Arten verwerten
mehr als hundert unterschiedliche organische Verbindungen (Madigan & Martinko,
2006).

Die Diversitat innerhalb der Gattung war grof3. In den Versuchsjahren 2010-2012
konnten 11 bis 13 Pseudomonasarten identifiziert werden. Schnabel & Jones (1999)
konnten 18 Arten, von denen 52% als fluoreszierende Pseudomonaden identifiziert
wurden, aus der Phyllosphare des Apfels isolieren. Im Falllaub konnte bei etwa 15-
16% der Pseudomonas-Isolate fluoreszierende Eigenschaften nachgewiesen
werden. Insbesondere fiir fluoreszierende Pseudomonaden ist die Produktion und
Freisetzung einer Vielzahl an Antibiotika und Antimykotika beschrieben (Leisinger &
Margraff, 1979; Boruah & Kumar, 2002; Upadhyay & Srivastava, 2008; Yang et al.,
2011). Die Synthese dieser Sekundarmetabolite fuhrte mdglicherweise dazu, dass
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die Pseudomonaden aus der Apfelphyllosphare sich auch im Falllaub gut etablieren
konnten und andere Mikroorganismen durch Antibiose verdrangt wurden. Die
Dominanz der Pseudomonaden konnte auch auf Nahrstoffkonkurrenz
zuruickzufiihren sein. Pseudomonaden kdnnen Siderophore, Oligopeptide die Fe(lll)-
lonen in Form von Chelat-Komplexen selektiv und mit hoher Affinitdt binden,
freisetzen (Neilands, 1979). Die Fe (lll)-lonen werden in die Zelle transportiert. Da
Eisen in der Natur wenig bioverfligbar ist, stellt die Freisetzung von Siderophoren
einen Konkurrenzvorteil gegeniber anderen Mikroorganismen dar.

Actinobacteria, oft auch als Actinomyceten bezeichnet, hatten einen Anteil von bis zu
12% an den Bakterienisolaten des Falllaubs. Neben den y-Proteobakterien stellten
sie die dominante Bakterienklasse dar. In der Apfelphyllosphare reprasentieren die
Actinomyceten mit einem Anteil von etwa 34% die zweitwichtigste Gruppe der
Bakteriengemeinschaft (Yashiro et al., 2011). Als dominante Gattung wurden, wie im
Falllaub, die Curtobacterien identifiziert (Yashiro et al., 2011). Actinomyceten gelten
als wichtige Destruenten und haben einen entscheidenden Anteil am Abbau
organischer Materialien, wie Cellulose, Lignocellulose und Pektin (Crawford, 1978;
Munk, 2008). Das Falllaub stellt daher ein geeignetes Substrat fir die
saprophytischen Bakterien dar.

Die Diversitat der Actinomyceten und ihr Anteil an der Mikrobengemeinschaft war
geringer als erwartet. Das Ergebnis konnte darauf zurlckzufihren sein, dass der
Abbau der Blatter zum Zeitpunkt der Isolierung (08.03.2011; 23.02.2012) noch nicht
weit fortgeschritten war. Actinomyceten besiedeln frische Substrate langsamer als
Pilze und andere Bakterien. Ihr Anteil steigt erst im Verlauf der Falllaubsukzession
an, u.a. durch ihre Fahigkeit, die pilzliche Biomasse und Lignin abzubauen (Kirby,
2006). Snajdar et al. (2011) konnten im Falllaub von Quercus petraea 4 Monate nach
dem Laubfall die ersten Actinomyceten nachweisen. Die maximale Populationsdichte
wurde erst nach etwa 2 Jahren erreicht. Eine Forderung der Actinomyceten konnte
2011/12 durch eine TSB 9%, Pepton Soja 6%, Casaminoacids 6% oder eine Vitamin-
Mix Behandlung des Falllaubs nachgewiesen werden. Von diesen Blattdepots
konnten 10-20% mehr Actinomyceten isoliert werden. Die bessere Verfugbarkeit der
Nahrstoffe forderte vermutlich das Wachstum der Mikroben. Diese kdnnten zum
verstarkten Blattabbau beigetragen haben.

Die Enterobacteriaceae (y-Proteobakterien) P. agglomerans, E. billingiae,
S. liguefaciens und E. americana stellten zusammen 5-21% der Bakterienisolate vom
Falllaub dar. Enterobacteriaceae sind ubigitar verbreitet und besitzen relativ einfache
Nahrstoffanspriche (Madigan & Martinko, 2006). Durch die Freisetzung
extrazellularer Enzyme, wie Pektinasen, Cellulasen, Hemicellulasen, Proteasen und
Lipasen, konnen sie die pflanzliche Biomasse abbauen (Munk, 2008). Die
saprophytischen Bakterien gewinnen erst im spateren Verlauf der Falllaubsukzession
an Bedeutung (Kinkel, 1989). Ihr Anteil an der Mikrobengemeinschaft ware zu einem
spateren Zeitpunkt in der Vegetationsperiode wahrscheinlich hoher gewesen. Eine
Forderung der Enterobacteriaceae durch die Applikation von Nahrmedien konnte
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nicht beobachtet werden, so dass diese Mikroorganismen vermutlich nicht oder nur in
geringem Umfang zum verstéarkten Blattabbau beigetragen haben.

Die Gemeinschaft der Falllaubdestruenten wurde an den Standorten Dossenheim
und Weinsberg vergleichend untersucht. An den beiden Standorten konnten keine
wesentlichen Unterschiede in der Zusammensetzung der nattrlichen mikrobiellen
Gemeinschaft festgestellt werden. Dies bestétigt die wissenschaftliche Hypothese,
dass die Zusammensetzung des Aeroplanktons weltweit sehr gleichmafiig sein kann.
Die Selektion des Aeroplanktons erfolgt durch die Bedingungen auf der
Phyllosphare, die Uber die Vegetationsperiode betrachtet weitgehend
standortunabhangig sein sollten. Standortiibergreifende Aussagen kodnnen auch
deshalb gemacht werden, weil die klimatischen Bedingungen fur den Apfelanbau
einen gewissen Rahmen erfilllen missen. Es wird daher von einer Ubertragbarkeit
der Ergebnisse aus Dossenheim und Weinsberg auf andere Standorte mit
geméaRigtem Klima ausgegangen. Die hinsichtlich des Ascosporenpotenzials
gleichartig wirkenden mikrobenférdernden Nahrmedien an den beiden Standorten
bestatigen diese Schlussfolgerung.

Vom Falllaub konnten 7 mycelbildende Pilzgattungen isoliert werden. Die Isolate
konnten in die Abteilung der Ascomyceten eingeordnet werden, die im Falllaub zu
den wichtigsten Primarbesiedlern gehoéren (VofiSkova & Baldrian, 2013).
C. cladosporioides und E. nigrum, zwei kosmopolische, saprophytische Pilze,
konnten von allen Blattdepots isoliert und als dominante Arten identifiziert werden.
Die saprophytischen Gattungen Davidiella sp. und Phoma sp. stellten zusammen 9%
der Isolate dar (2011/12). Alle vier Gattungen/Arten kdnnen durch die Freisetzung
von Cellulasen und Hemicellulasen ein grof3es Spektrum an organischen
Verbindungen als C-Quelle nutzen (Urbanek et al.,, 1978; Valenzuela et al., 2001;
Chiranjeevi et al., 2012). Die Behandlung mit Nahrmedien, insbesondere TSB 9%,
forderte die Populationen dieser Pilze auf dem Falllaub. Die saprophytischen Pilze
haben vermutlich zum verstarkten Abbau der Blatter beigetragen. In Studien von
Tshomo et al. (2003) konnte durch das Ausbringung von Phoma sp. auf sterilisiertem
Apfelfalllaub in vitro, bei einer Temperatur von 10°C, innerhalb von neun Wochen ein
um 39% schnellerer Abbau der Blatter beobachtet werden.

Einzellige Hefen stellten 19% der pilzlichen Isolate vom Falllaub dar. Die gute
Etablierung der Hefen ist wahrscheinlich auf ihre geringen Lebensanspriiche
zurlckzufihren. Sie sind tolerant gegeniber extremen Umweltbedingungen
(Trockenheit, Frost, Feuchtigkeit), wie sie im Falllaub vorherrschen. Weiterhin sind
sie an hohe Zuckerkonzentrationen und wechselnde pH-Werte angepasst
(Janisiewicz, 1991). Diese Anpassungsmechanismen erlauben eine schnelle
Besiedlung und Vermehrung der Hefen in neuen Habitaten.

In der Phyllosphare des Apfels gehdrt A. pullulans zu den Erstbesiedlern und stellt
eine der dominanten Arten dar (Pennycook & Newhook, 1981; Kinkel et al., 1989; He
et al., 2012). Im Falllaub konnten 11% der Isolate als A. pullulans identifiziert werden.
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Der Pilz aus der Gruppe der ,Schimmelpilze* kann ein Pseudomycel ausbilden und
durch die Freisetzung von Cellulasen und Hemicellulasen die pflanzliche Biomasse
abbauen (Ribero, 2007). Auf TSB 9%, Hefeextrakt LEIBER 6%, Saponin und dem mit
einem Vitamin-Mix behandelten Falllaubdepot war die Population von A. pullulans,
vermutlich durch die bessere Verfligbarkeit von Né&hrstoffen, leicht geférdert und
kénnte zu einem verstarkten Blattabbau beigetragen haben. Das Auftreten von
einzelligen Hefen konnte in den mit Hefeextrakt LEIBER 6%, Saponin und dem mit
einem Vitamin-Mix behandelten Blattdepot nachgewiesen werden. Die Anzahl der
isolierten Arten war in dem Vitamin-Mix behandeltem Falllaubdepot am hdchsten. In
den Falllaubdepots die mit Hefeextrakt LEIBER 6% behandelt wurden, stellten die
Hefen etwa 30% der Gemeinschaft dar. Wickerham & Burton (1948) konnten zeigen,
dass ein Zusatz von reinen Vitaminen zu einem synthetischen Medium das
Wachstum von Hefen ermoglicht, die auf den ublichen Kohlenstoffquellen nicht
wachsen konnen. Bouthilet et al. (1949) konnten zudem nachweisen, dass
autolysierte Hefen von den einzelligen Pilzen fermentiert werden kdnnen. Diese
Untersuchungen fuhren zu der Schlussfolgerung, dass Hefeextrakte oder andere
Vitaminquellen das Wachstum von Hefen unterstitzen (Wickerham & Burton, 1948)
und die taxonomische Diversitat dieser Mikroorganismen férdern kénnen.

Die Analyse der pilzlichen Blattbewohner zeigt, dass es durch die Behandlung mit
Nahrmedien nicht zu einer Verschiebung des Artgefliiges kam. In den mit TSB 9%
und Hefeextrakt LEIBER 6% behandelten Falllaubdepots konnten annahernd die
gleichen Arten und Gattungen wie im unbehandelten Apfelfalllaub nachgewiesen
werden. Die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft konnte die
Attraktivitat des Falllaubs fir Regenwirmer und deren Fraf3leistung beeinflusst
haben. Wright (1972) konnte eine Praferenz von L. terrestris fur mit P. aeruginosa
inokulierte Apfelblatter nachweisen. Die qualitative und quantitative Dominanz der
Pseudomonaden im Falllaub kdnnte zu einer Attraktivitatssteigerung der behandelten
Blatter fur die Wurmer gefuhrt haben. Demgegeniber steht die Beobachtung von
Cooke & Luxton (1980), dass mit P. fluorescens inokulierte Filterpapierscheiben von
L. terrestris nicht bevorzugt werden. In Laborversuchen fiihrte die Erndhrung von
Eisenia foetida (Lumbricidae) mit Reinkulturen von verschiedenen Bakterien
(Pseudomonas sp., Citrobacter freundii) und Actinomyceten (Flavobacterium sp.)
zum Gewichtsverlust oder Tod aller Tiere. Die Aufzucht der Wirmer mit
verschiedenen Pilzkulturen war moéglich (Edwards & Fletcher, 1988). Die Forderung
der Fadenpilze und Hefen kdnnte demzufolge fur die Attraktivitatssteigerung des
behandelten Falllaubs verantwortlich sein.

4.4. ldentifizierung potenzieller Antagonisten

Fur S. rhizophila und S. silvestris konnte eine hemmende Wirkung auf das
Mycelwachstum von V. inaequalis nachgewiesen werden. Es liegen bisher keine
vergleichbaren Untersuchungen zu einer schorfhemmenden Wirkung dieser
Mikroorganismen vor. Die fungizide Wirkung von Pseudomonas spp., Bacillus sp.
und Burkholderia sp. auf das Mycelwachstum, die Konidienkeimung und die
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Entwicklung der Pseudothecien von V. inaequalis wurde in der Literatur mehrfach
beschrieben (Wassermann, 1969; Kucheryava et al., 1999; Meszka & Bielenin, 2006;
Hossain et al., 2009). Die Bakterien konnen eine Vielzahl an Antimykotika
synthetisieren, wie z.B. Substanzen aus der Gruppe der Phenazine, Pyrrolnitrin,
Pyoluteorin, 2,4-Diacetyl-phloroglucinol (DAPG) oder Oomycin A (Leisinger &
Markgraff, 1979; Lignon et al., 2000). Diese Stoffe weisen ein weites
Wirkungsspektrum auf.  Pyrrolnitrin, produziert von Pseudomonaden und
Burkholderia-Arten, kann eine fungizide Wirkung auf Basidiomyceten,
Deuteromyceten, Ascomyceten (Ligon et al., 2000) und einige Gram® Bakterien
(Raaijmakers et al., 2002) haben. DAPG, welches von P. fluorescens synthetisiert
wird, weist eine antibakterielle Wirkung und eine hohe Aktivitat gegen eine Vielzahl
phytopathogener Pilze auf (Keel et al., 1992; Tomashow & Weller, 1996). Einige
Bacilli-Arten kdnnen toxische Metabolite freisetzen, wie Zwittermycin A und
Aminoglycoside, welche eine fungistatische Wirkung aufweisen (Silo-Suh et al.,
1994). Stenotrophomonas sp. synthetisiert die fungizid wirkende Substanz
Xanthobaccin A (Nakayama et al., 1999). Die Freisetzung von bakteriziden und/oder
fungiziden  Sekundarmetaboliten und Enzymen ist ein entscheidender
Konkurrenzvorteil fir die Mikroorganismen bei der Besiedlung neuer Habitate. Das in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesene antagonistische Potenzial der
Pseudomonaden ist als besonders bedeutend einzuschéatzen, da diese die
dominante Gattung der Falllaubbesiedler darstellten. Durch die Applikation der
N&hrmedien (2010/11) konnte die Population um bis 20-40% gefordert werden. Die
fungizide Wirkung der Stoffwechselprodukte von Pseudomonaden auf Ascomyceten
kénnte die Entwicklung der Pseudothecien von V. inaequalis beeintrachtigt und bei
den mit Nahrmedien behandelten Falllaubdepots 2zu der verminderten
Ascosporenmenge gefihrt haben. Fir fluoreszierende Pseudomonaden, wie sie im
Falllaub vorkommen, wurde bereits eine hemmende Wirkung gegeniber
V. inaequalis nachgewiesen. Diese ist auf die Bildung eines extrazellularen Proteins
(Bk3) zurtickzufuhren, welches hydrolytische Enzymaktivitat aufweist (Hossain et al.,
2009).

Actinomyceten, die neben den Pseudomonaden die wichtigste Bakteriengruppe im
Falllaub darstellen, gelten als wichtige Antibiotikabildner (Solecka et al., 2012). In
mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die freigesetzten Antibiotika
auch bei Pilzen zur Bildung morphologischer Abnormalitdten, wie z.B.
angeschwollener, unférmiger und stark verzweigter Hyphen fihren und/oder die
Keimung der Sporen beeintrdchtigen konnen (Gunji et al., 1983; Getha &
Vikineswary, 2002). Durch die Freisetzung von Antimykotika und Hyperparasitismus
konnen Actinomyceten das Wachstum vieler saprophytischer Pilze hemmen
(Jayasinghe & Parkinson, 2007). Aufgrund der in vitro-Tests war die antagonistische
Wirkung der Actinomyceten des Falllaubs als gering einzuschatzen. Auf PDA
konnten C. michigans und C. flaccumfaciens das Mycelwachstum von V. inaequalis
nur in geringem Umfang beeintrachtigen. Kucheryava et al. (1999) konnten fir
Curtobacterium sp. aus der Phyllosphare von Malus domestica im Dualkultur-Test
eine ahnliche Wirkung nachweisen. Das Mycelwachstum von V. inaequalis war um
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18-36% reduziert. R. fascians wurde in dieser Arbeit von TSB 9% und Pepton
Soja 6% behandelten Falllaub isoliert und hemmte das Mycelwachstum von
V. inaequalis in vitro um etwa 50%. Angesichts der geringen Nachweise (TSB, Soja)
wére eine antagonistische Wirkung nur in diesen beiden Varianten moglich.

Neben den Bakterien werden mycelbildende Pilze und Hefen zur biologischen
Kontrolle phytopathogener Erreger verwendet (Punja & Utkhede, 2003; El-Tarabily &
Sivasithamaram, 2006). Die Mechanismen des Antagonismus kdnnen sehr vielfaltig
sein. Pilze und Hefen kdnnen durch Mykoparasitismus die Entwicklung des Erregers
beeintrachtigen (Benjagoub et al., 1998; Howell, 2003). Die Sekretion hydrolytischer
Enzyme kann zur Zelllyse fuhren (Saligkarias et al., 2002; Punja & Utkhede, 2003)
und das Wachstum und die Infektionen durch pflanzenpathogene Pilze herabsetzen
(Punja & Utkhede, 2003). Ein weiteres antagonistisches Wirkprinzip ist die
Freisetzung von Antimykotika. Viele Pilze und Hefen kdnnen ein breites Spektrum an
Antimykotika z.B. Gliotoxin, Glioverin, Hygromycin B und Cecropin A (Howell, 2003;
Punja & Utkhede, 2003) synthetisieren. Als weiteres antagonistisches Wirkprinzip gilt
die Konkurrenz um Nahrstoffe und Platz zwischen dem Pathogen und den sich
schnell vermehrenden Hefen und Pilzen (El-Tarabily & Sivasithamaram, 2006).

Die vom Falllaub isolierten Hefen bewirkten im Dualkulturtest eine starke Hemmung
des Apfelschorfmycelwachstums, wobei Isolate von C. capitatum zu den starksten
Hemmeffekten fuhrten (65%). In Flussigkultur konnte fur C. capitatum eine
vollstandige Hemmung des Mycelwachstums von V. inaequalis beobachtet werden.
Die fungizide Wirkung von Hefen auf V. inaequalis wurde auch von Fiss et al. (2003)
beschrieben. In Versuchen mit Hefeisolaten von Blattern und Friichten einer
Apfelanlage im Alten Land konnte in vitro eine geringe Hemmwirkung nachgewiesen
werden. Im Freiland zeigten Hefeisolate von Sporidiobolus spp. mit einer
Befallsreduktion um 81% eine gute Wirkung. Die Behandlung des Falllaubs mit dem
LEIBER Hefeextrakt und dem Vitamin-Mix unterstutzte das Wachstum der Hefen und
damit vermutlich die Freisetzung von fungiziden Substanzen und/oder hydrolytischen
Enzymen, die zu einer Reduktion des Ascosporenpotenzials beigetragen haben
konnten. Die Hefen konnten den Schorf auskonkurriert und/oder tberwachsen
haben, wodurch die Entwicklung der Pseudothecien gestért wurde. Um Hefen
gezielter vom Falllaub zu isolieren, kdénnte YPD (Yeast Extract Peptone), ein
Komplexmedium fur das Wachstum von Hefen, verwendet werden. Fur ein Isolat von
Aureobasidium sp., aus der Phyllosphare des Apfels, wurde eine Hemmung des
Mycelwachstums von V. inaequalis um mehr als 80% beobachtet (Fiss et al., 2000).
In dieser Arbeit konnte in vitro eine Hemmung des Mycelwachstums durch A.
pullulans um 57% und durch P. pararoseus um 47% nachgewiesen werden. Unter
Freilandbedingungen reduzierte P. pararoseus die Ascosporenmenge des Erregers
im Falllaub um 25%. Durch die Applikation von A. pullulans konnte kein Einfluss auf
die Entwicklung der Pseudothecien festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit C. cladosporioides, A. pullulans, Davidiella sp.
und Phoma sp. viele Vertreter der Schimmelpilze isoliert. Schimmelpilze gelten
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ebenfalls als wichtige biologische Quelle fir Antibiotika, wie z.B. Penicillin.
C. cladosporioides und E. nigrum inhibierten das Wachstum des Erregers auf PDA
zu 41-57%, in Flussigkultur nahezu vollstandig. In anderen Studien konnte teilweise
eine bessere antagonistische Wirkung dieser Pilze nachgewiesen werden. Fiss et al.
(2000) konnten fur Isolate von Aureobasidium sp., Botrytis sp., Cladosporium sp.,
Epicoccum sp. und Fusarium sp. aus der Phyllosphare des Apfels eine Hemmung
des Mycelwachstums von V. inaequalis um mehr als 80% beobachten. Ouimet et al.
(1997) fur Aureobasidium sp. und Phoma sp. eine Inhibierung des Mycelwachstum
um 81-86%. Die unterschiedliche antagonistische Wirkung der Pilze und Hefen in
den Studien konnte auf die verschiedenen Kultivierungsbedingungen zurtickzufuhren
sein. Die Produktion von Antibiotika ist abh&ngig von den Kulturbedingungen und
kann zwischen verschiedenen Isolaten einer Art variieren (Brewer et al., 1968;
Brewer et al., 1972; Cullen & Andrews, 1984).

Die mit den natirlichen Antagonisten inokulierten Falllaubdepots wiesen kein oder
nur ein geringfligig reduziertes Ascosporenpotenzial auf. Das Ergebnis legt die
Schlussfolgerung nahe, dass die starke Hemmung in den mit Nahrmedien
behandelten Falllaubdepots nicht auf diese einzelnen Mikroorganismen
zurlckzufihren ist. Vermutlich beruht die Wirkung der Medien auf der
synergistischen Wirkung der gesamten, in ihrem Wachstum geforderten, mikrobiellen
Gemeinschaft.

Bei vielen Hemmstoffen, die von Bakterien, Pilzen und Hefen freigesetzt werden,
handelt es sich um volatile Substanzen. Bei Bakterien wurden volatile Hemmstoffe
unter anderem fur Vertreter der Gattung Stenotrophomonas, Bacillus, Burkholderia,
Serratia und Pseudomonas (Kai et al., 2007), bei Hefen fur Candida maltosa (Ando
et al.,, 2012) und A. pullulans (Mari et al, 2012) und bei Pilzen fur Trichoderma sp.
(Crutcher et al, 2013) beschrieben. Fir die potenziellen Antagonisten der
vorliegenden Arbeit, die in den Dualkultur-Tests identifiziert wurden, konnte in keinem
Fall nachgewiesen werden, dass es sich bei den Hemmstoffen um volatile
Substanzen handelt. In allen Hemmtests entsprach das Mycelwachstum dem der
Kontrolle.

Die ,Dungung“ der Blatter mit Nahrmedien forderte das Wachstum der
Mikroorganismen in allen Versuchsjahren quantitativ. Wie hoch das antagonistische
Potenzial der Mikrobengemeinschatft ist bzw. wie stark der Konkurrenzdruck auf den
Apfelschorferreger erhoht wird, kann nicht genau abgeschatzt werden. Es muss
bericksichtigt werden, dass mit den angewendeten Kultivierungsverfahren/-
techniken nicht alle auf dem Falllaub vorkommenden Mikroorganismen isoliert
werden konnten, so dass die tatsachliche Artendiversitat und die Konkurrenz um
Lebensraum und Nahrstoffe als hoher einzuschatzen ist. Zudem kann von den
Ergebnissen der Hemmstofftests in vitro nicht auf das Hemmungspotenzial der
Organismen im Freiland geschlossen werden, da wu.a. die Produktion der
Antimykotika von einer Reihe endogener und exogener Faktoren abhangig ist. Bei
Pseudomonas sp. wird die Synthese fungizid wirkender Substanzen unter anderem
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vom Zweikomponentensystem GacA/GacS (Gaffney et al., 1994), dem zelldichte-
abhangigen Signalmolekil Acyl-HSLs, welches am Quorum sensing beteiligt ist
(Wood et al., 1997), und Sigmafaktoren (Sarniguet et al., 1995) moduliert. Exogene
Faktoren, die die Produktion fungizider Substanzen steuern, sind die Temperatur, die
verfugbaren Nahrstoffquellen (Shanahan et al., 1992; Georgakopoulos et al., 1994)
oder der pH-Wert (Ownley et al.,, 1992; Georgakopoulos et al., 1994). Ein leicht
saurer pH-Wert unter 7 kann bereits zu einer Reduktion der Phenazin-Produktion bei
P. aureofaciens fuhren (Georgakopoulos et al.,, 1994). Ein weiterer wichtiger
exogener Faktor ist das UV-Licht. Antimykotika sind haufig wenig stabil, wenn sie
dem Sonnenlicht ausgesetzt sind (Umio et al., 1987). Durch die Aktivitat von
Bakterien, Oxidation oder Reduktion (Hermann et al., 1964; Brewer & Taylor, 1967)
kbnnen sie inaktiviert werden. Auch das Verteilungsverhalten der Hemmstoffe im
Falllaub kann gegeniiber dem von Hemmstoffen auf Agarplatten stark verandert sein
und somit zu einer verstarkten/abgeschwachten Wirkung auf den Erreger fihren. Um
das antagonistische Potenzial der Epiphytengemeinschaft besser abschatzen zu
kénnen, sollte in kinftigen Analysen neben der Freisetzung von Hemmstoffen auch
die Aktivitdt extrazellularer Enzyme im Falllaub, wie z.B. Chitinasen, untersucht
werden. Die Enzymaktivitdt von Chitinasen konnte in einem photometrischen
Enzymtest gemessen werden, bei dem die durch Spaltung des Chitins freigesetzten
N-Acetyl-Glucosamin-Einheiten mit Ka-Ferricyanid nachgewiesen werden (Hoster,
2003). Neben der Isolierung und Kultivierung von Bakterien und Pilzen aus dem
Falllaub kénnten weitere potenzielle Antagonisten Uber ihre spezifischen Gene fir
die Antimykotika Produktion detektiert werden. Die Gene fir die Biosynthese und
Regulation von Zwittermycin A (Bacillus cereus), DAPG, Phenazine, Pyrrolnitrin,
Pyoluteorin (Pseudomonas spp.), Hygromycin B (Trichoderma harzianum) und
Cecropin A (Saccharomyces cerevisiae) wurden bereits partiell bzw. vollstdndig
sequenziert (Jones & Prusky, 2002; Raaijmakers et al., 2002; Thrane et al., 1995).
Die Verfugbarkeit spezifischer Primer fir die hochkonservierten Gene eroffnet eine
weitere Maoglichkeit, Antimykotika-produzierende Bakterien und Pilze im Falllaub zu
detektieren und zu isolieren. Ebenso besteht die Moglichkeit, durch genetische
Modifikationen die Aktivitat/Produktion der Antimykotika zu verbessern. Ligon et al.
(2000) konnten die Pyrrolnitrin-Synthese von P. fluorescens durch die Klonierung und
Integration eines E.coli Promotors (Pwc) um das Vierfache steigern. Durch die
,Uberproduktion“ an Antimykotika kdénnten genetisch verdnderte Antagonisten
phytopathogener Pilze in Zukunft zu besseren Ergebnissen bei der biologischen
Kontrolle fuhren. Im 6kologischen Obstbau wére ein Einsatz genetisch veréanderter
Mikroorganismen jedoch nicht mdglich.

4.5. Praparatanalyse

Saccharide und Zuckeralkohole stellten bei den Nahrmedien, die eine Forderung der
Falllaubesiedler und einen damit verbundenen starkeren biologischen Abbau der
Blatter bewirkten, einen Anteil von 12-46% am Gesamtpraparat dar. Bei den
Casaminoacids 6%, die die Ascosporenmenge um = 80% herabsetzen konnten,
hatten Saccharide und Zuckeralkohole einen Anteil von 0,6% am Gesamtpraparat.
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Es ist daher davon auszugehen, dass diese Fraktion der Nahrmedien nicht zu einer
wesentlichen Forderung der Mikroorganismen beigetragen hat. Ein weiterer Hinweis
sind die OXI-Top-Werte der mit TSB 9% + Saccharose 6% bzw. konzentriertem
LEIBER Hefeextrakt + Saccharose 6% behandelten Blattern. Diese waren, mit
Ausnahme vom 02.04.2013, im Vergleich zu den N&hrmedienvarianten ohne
Saccharose-Zusatz nicht oder nicht wesentlich erhoht.

Da es sich bei den Nahrmedien um Abbauprodukte von Casein/Soja und Autolysate
von Bierhefen handelt, wurde angenommen, dass grof3ere Peptide nur einen
geringen Anteil am Gesamtpréparat aufweisen. Die Bestimmung des Peptidgehaltes
nach Biuret bestatigte diese Hypothese. Peptide mit einem Molekulargewicht
zwischen 3-5 kDa hatten einen Anteil < 0,05% an der Zusammensetzung der
Nahrmedien und kdnnen als nicht wesentlich wirksame Stoffe angesehen werden.

Freie Aminosauren und Peptide < 3 kDa konnten als wichtigste Stoffgruppen
identifiziert werden und wiesen einen Anteil von mehr als 75% am Gesamtpraparat
auf. Vermutlich sind diese Werte leicht Uberbestimmt, da es sich bei den
Konzentrationen der Aminosauren teilweise um abgeschatzte Werte aus der TLC
handelt und die Biuret-Methode durch die starke Eigenfarbung der Praparate zu
einer Uberbestimmung des Peptidgehaltes gefiihrt haben konnte. Die
Aminosaurekonzentrationen, die mit der HPLC bestimmt wurden, wiesen eine hohe
Genauigkeit auf. Die verwendete Quantifizierungsmethode der Zwei-Punkt-
Kalibrierung ergibt in der Regel einen Fehler von maximal 1-2 %. Bei Analysen ohne
vollstdndige  Basislinientrennungen  der  Komponenten  kénnen  hohere
Ungenauigkeiten in Betracht gezogen werden.

Bei den hochwirksamen Casaminoacids stellten die Aminosauren 87% und die
Peptide 12% der Inhaltsstoffe dar. Eine alleinige Wirkung der Aminosauren kann
jedoch ausgeschlossen werden, da mit einer Aminosaurebehandlung des Falllaubs
nur eine unzureichende Verminderung der Ascosporenmenge bewirkt werden
konnte. Die Wirkung der Peptide, die in allen anderen Nahrmedien die dominante
Stoffgruppe stellen, ist folglich als ebenso bedeutend einzuschatzen. Es wurde
vermutet, dass auch Dipeptide einen grof3en Anteil am Gesamtpraparat aufweisen.
Diese konnten mit der TLC jedoch nicht in h6heren Konzentrationen nachgewiesen
werden.

Durch die Applikation der Nahrmedien wurden den néhrstoffarmen Blattern
Stickstoffquellen in Form von Aminoséuren und kleinen Peptiden (< 3 kDa) zugefuhrt.
Diese konnen insbesondere von Bakterien mit weniger Energieaufwand abgebaut
werden als hochmolekulare Verbindungen. Die zusatzliche Stickstoffquelle forderte
das Wachstum der gesamten Mikrobengemeinschaft in allen Versuchsjahren
nachweislich (CFUs/g TG Falllaub; BSBs) und hatte einen schnelleren natlrlichen
Blattabbau zur Folge. Welche Stoffklassen fur die Foérderung der jeweiligen
Falllaubbesiedler verantwortlich sind, ist abhangig von den Nahrstoffanspriichen der
einzelnen Mikroben und ihrer Fahigkeit, diese aufzuschliel3en. Zudem spielt auch die
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Verfugbarkeit dieser Wirkstoffe auf dem Falllaub, die durch L&slichkeit bzw. die
Abwaschung der Nahrmedien bei Regen/Schnee bedingt wird, eine entscheidende
Rolle. Die Verfugbarkeit von Kohlenstoffquellen und Aminoséauren kann auch die
Produktion fungizider Substanzen beeinflussen (Chang et al., 1967; Shanahan et al.,
1992; Zhou et al., 1992). Die Applikation der Nahrmedien kdnnte zu einer verstéarkten
Biosynthese von Hemmstoffen gefiihrt haben.

Die Behandlung des Falllaubs mit Nahrmedien forderte die Aktivitdt der
Regenwirmer beim Kooperationspartner in Weinsberg. Eine Erklarung fur die
gesteigerte Attraktivitat des behandelten Falllaubs ist, dass Regenwurmer in der
Lage sind, nach einer geeigneten Nahrungsquelle zu suchen (Zirbes et al., 2011).
Hauptnahrungsquelle sind dabei organische Materialien in verschiedenen Stadien
des Blattabbaus (Lee, 1985). Protein- und kohlenhydratreiches Falllaub wird
gegenuber Falllaub mit geringerem Protein-Gehalt bevorzugt (Satchell, 1967;
Hendriksen, 1990). Laverack (1960) und Edwards & Bohlen (1996) konnten zeigen,
dass die Wiarmer mit Hilfe ihrer Chemorezeptoren Saccharose und Glucose
detektieren konnen. Beide Saccharide sind, wie in dieser Arbeit mit Hilfe
biochemischer Analysen nachgewiesen, Bestandteile des TSB und des Pepton
Casein Praparates und konnten zu einer Attraktivitatssteigerung der behandelten
Blatter beigetragen haben. Am schnellsten wurden von den Wirmern die mit
Hefeextrakt LEIBER und Casaminoacids 6% behandelten Blatter umgesetzt. Glucose
und Saccharose konnten in beiden Praparaten nicht detektiert werden. Lavrack
(1960) vermutete, dass andere Bestandeile der Blatter wie Aminosauren wichtiger als
Zucker fur die Attraktivitat der Nahrungsquelle sind. Die Applikation der peptid- und
aminosaurereichen Casaminoacids und Hefeextrakte kénnte zu der gesteigerten
Attraktivitat des Falllaubs fur die Wirmer gefiihrt haben. Vor dem Hintergrund, dass
die Konzentration der Nahrstoffe infolge von Ab-/Auswaschung bei Regen und dem
Anstieg der Mikrobenpopulation (s. 3.3.1.) reduziert wurde, ist jedoch davon
auszugehen, dass die gesteigerte FralYleistung der Wirmer vor allem auf die
verstarkte Besiedlung des Falllaubs mit Mikroorganismen zurickzufihren ist.

4.6. Bewertung der Extraktion und LO&slichkeit von Saponinen mit dem
Hamolyse-Cuptest

Das Ziel der praparativen Arbeiten war die Gewinnung und Anreicherung von
Saponinen aus unterschiedlichen Pflanzenmaterialien. Zunéchst wurden die
Saponine mit einer Butanol-Extraktion in Anlehnung an Saha et al. (2010) gewonnen.
Das Arbeiten mit n-Butanol gestaltete sich aufgrund des hohen Siedepunktes als
schwierig und zeitaufwandig. Eine Zweiphasentrennung der Extrakte wurde durch
das Zufugen von Wasser und n-Butanol zum Extraktionsgemisch bewirkt. Der
n-Butanol-Wasser-Anteil war fir jeden Aufschluss individuell anzupassen und
abhéngig von der jeweiligen Extraktion und/oder dem Pflanzenmaterial. Das
Verwerfen der wassrigen-Phase konnte zu Verlusten gefiihrt haben, da in dieser eine
starke Schaumbildung beobachtet wurde. Die Fallung der Saponine mit Aceton
kbnnte zu weiteren Extraktionsverlusten beigetragen haben. Fir eine hohe
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Probenzahl und eine quantitative Gewinnung grofR3erer Extraktmengen war die
Extraktionsmethode nicht geeignet.

Auf Grundlage einer Lipidextraktion von Blight und Dyer (1959) wurde eine neue,
weniger zeitintensive Extraktionsmethode fur Saponine entwickelt. Der Vortell
gegenuber der Butanol-Extraktion war, dass die Entfettung des Pflanzenmaterials
und die Losung der Saponine in einem einzigen Extraktionsschritt mit einem
Chloroform-Methanol-Wasser-Gemisch vollzogen wurden.

Zur Bewertung der Butanol- und Chloroform-Methanol-Extraktionen wurde mit dem
Hamolyse-Cuptest ein neues Nachweisverfahren fiir Saponine entwickelt. Dieses
nutzt die hamolytische Eigenschaft der Saponine, die zur Zelllyse von Erythrocyten
fuhren kann (Baumann et al., 2000; Chwalek et al., 2006; Desai et al., 2009). Mit dem
~ochnell-Test® war es moglich, die Anreicherung und Ausbeute verschiedener
Saponinextraktionen zu vergleichen. Die Hamolyse-Hdfe der Saponinextrakte waren
unterschiedlich gefarbt. Bei Waschnuss-, Yucca- und Seifenkrautextrakt konnte das
Auftreten von nahezu klaren Hamolysehtfen beobachtet werden. Die Hamolysehofe
des Primel-, Kastanien- und Seifenrindenbaumextraktes waren in einem leicht
rétichen Ton gefarbt. Die Beobachtung kénnte darauf hinweisen, dass die
hamolytische Wirkung dieser Extrakte geringer war und/oder die Saponine schneller
diffundierten, so dass nicht alle Erythrocyten im Hofbereich lysiert waren. Bei der
Bewertung der hamolytischen Wirkung ist zu bertcksichtigen, dass das hamolytische
Potenzial der Saponine von ihrer Struktur abhangig ist. Monodesmosidische
Saponine weisen in der Regel eine starkeres hamolytisches Potenzial als
bidesmosidische auf (Augustin et al., 2011) und nicht alle Saponine besitzen
hamolytische Aktivitat (Nakamura et al., 1979; Gauthier, 2009 a, b). Die Extrakte
verschiedener Pflanzenmaterialien koénnen daher nur eingeschrédnkt mit dem
Hamolyse-Cuptest verglichen werden. Der spezifische Nachweis hamolytischer
Fraktionen war fur die vorliegende Arbeit von Vorteil, da der fungizide Effekt
gegenuber V. inaequalis daran gebunden war.

Fur die Aufreinigung von Saponinen erwies sich die Butanol-Extraktion, mit
Ausnahme vom Seifenkrautextrakt, als das bessere Verfahren. Die Menge des
Gesamtextraktes war gering, wies aber eine hohe spezifische Aktivitat auf. Mit der
Chloroform-Methanol-Extraktion konnte, bis auf Yuccasaponin, eine gréRere
Saponinausbeute erreicht werden. Die spezifische hamolytische Aktivitdt dieser
Extrakte war im Vergleich zu den Butanol-Extrakten geringer. Die Ergebnisse des
Hamolyse-Cuptest zeigen, dass das Extraktionsverfahren an die spezifischen
Saponine einer Pflanze anzupassen ist. Dies ist insbesondere schwierig, wenn es
sich um unbekannte Substanzen handelt, die je nach Struktur eher polaren oder
unpolaren Charakter aufweisen konnen. In der vorliegenden Arbeit war die
Saponinausbeute mit beiden Extraktionsverfahren geringer als erwartet. Mogliche
Ursachen fur die Verluste kobnnten eine zu kurze Extraktionsdauer, Wechsel-
wirkungen mit anderen Stoffen und/oder ein Erreichen der jeweiligen
Ldslichkeitsgrenzen sein.
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Die Extraktion der Saponine aus den verwendeten Pflanzenmaterialien war
reproduzierbar. Es kam nur zu kleineren Schwankungen bei der Ausbeutemenge.
Diese konnen auch durch den leicht variablen Saponingehalt in Pflanzenmaterialien
bedingt werden. Die Saponinkonzentration innerhalb des pflanzlichen Gewebes zeigt
saisonale Schwankungen und kann wéahrend der Ontogenese stark variieren
(Shimoyamada et al., 1990; Augustin et al.,, 2011). Der Saponingehalt ist zudem
abhangig von abiotischen Umweltfaktoren, wie der Wasser- und Nahrstoff-
verfugbarkeit und den Lichtverhaltnissen (Szakiel et al., 2011). Welche Auswirkung
die Trocknung der Pflanzenmaterialien und die Lagerung (RT) im Handel auf den
Saponingehalt hatte, ist nicht bekannt. Im Labor wurden die Saponinextrakte bei
-20°C aufbewahrt, um Verluste zu vermeiden.

Fur die Entwicklung eines neuen Extraktionsverfahrens und zur Optimierung der
Ausbeute wurde eine Loslichkeitsstudie mit verschiedenen Losungsmitteln
durchgefiihrt. Die Pflanzenextrakte zeigten eine unterschiedliche Affinitdt zu den
verwendeten Losungsmitteln, die durch die strukturelle Variabilitat ihrer Aglycone und
die Vielzahl moglicher Kohlenhydratstrukturen dieser Stoffgruppe bedingt wird. Einen
Einfluss auf die Ldslichkeit hatten vermutlich auch die in den heterogenen
Stoffgemischen enthaltenen Begleitsubstanzen. Diese koénnen die Saponine
abschirmen und zur Oxidation/Inaktivierung der Molekule fihren. Als
Referenzmaterial wurden daher kommerziell erhdltliche Saponine  mit
unterschiedlichen Reinheitsgraden verwendet. Polare Ldsungsmittel, wie
Reinstwasser, Ethanol 60-80% oder Methanol, erwiesen sich als gute Losungsmittel
fur alle Pflanzenextrakte und das Quillajasaponin. In der Literatur wird fur die
Extraktion von Saponinen ebenfalls die Verwendung eines polaren Losungsmittels,
wie Methanol 30-80% (Reznicek et al., 1990; Ha et al, 2006; Lendl & Reznicek, 2007)
oder Ethanol 70%-96% (Shimoyamada et al., 1995; Liu et al., 2005; Koch et al.,
2013; Sharma et al., 2013) empfohlen. Eine schlechte Loslichkeit zeigten die
Saponinextrakte in reinem Ethanol und reinem Isopropanol. Der Saponinstandard
Aescin war in polaren Losungsmitteln, wie Methanol 60-80% und Ethanol 60-100%,
schlecht l6slich. Moglicherweise hatte die Loéslichkeit durch eine Erhéhung der
Losungsmittelmenge verbessert werden koénnen. Eine Weiterentwicklung der
Extraktionsmethode, bei der das Losungsmittel an die spezifischen Saponine einer
Pflanze angepasst wird, um die Wirkstoffe in hoheren Konzentrationen zu
extrahieren, ist anzustreben. Mdoglicherweise konnte die Ausbeute durch
Verwendung einer Soxhlet-Apperatur erhoht werden. Diese wurde bereits erfolgreich
zur Extraktion von Saponinen verwendet (Onning & Asp, 1993). Fir die Herstellung
der Saponinextrakte kénnte auch die Extraktionsmethode durch Mikrowellen genutzt
werden (Kaufmann & Christen, 2002; Pareet al., 1994). Das Prinzip der Mikrowellen-
basierten Extraktion besteht in der kapazitiven Erwdrmung des Pflanzenmaterials
bzw. des Ldsungsmittels. (Smith & Carpentier, 1993; Proestos & Komaitis, 2008;
Oppermann, 2012). Die Mikrowellenextraktion hat gegeniber konventionellen
Methoden den Vorteil, dass weniger Lo6sungsmittel verbraucht werden, die
Aufschlussbedingungen standardisiert, effizienter und reproduzierbarer sind und die
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Extraktionszeit minimiert wird (Zhang et al., 2009; Desai et la., 2010; Sharma et al.,
2008).

4.7. Charakterisierung des fungiziden Potenzials der Pflanzenextrakte

Fur alle untersuchten Pflanzenextrakte konnte in vitro eine hemmende Wirkung auf
die Keimung der Konidien und das Mycelwachstum des Apfelschorfs nachgewiesen
werden. Die Wirkung der Gesamtextrakte war in beiden Testsystemen
konzentrationsabhangig. Es zeigte sich ein fiur fungizide Substanzen typischer,
sigmoider Kurvenverlauf. Die ICsy der Butanol-Extrakte war niedriger als die der
Chloroform-Methanol-Extrakte, was im Zusammenhang mit der héheren spezifischen
Aktivitat dieser Extrakte stehen sollte. In den Konidienkeimtests wiesen neben dem
kauflichen Aescin das Waschnuss- und das Yuccasaponinextrakt eine hohe
Effektivitat auf. Bei den Wachstumshemmtests bestatigte sich diese gute Wirkung
nur fir ein Waschnussextrakt, welches ab einer Konzentration von 0,5% fungizid
wirkte und in FlUussigkultur eine noch starker hemmende Wirkung auf das
Mycelwachstum hatte. Fir das Kastanien- und Seifenkrautextrakt konnte eine
schwachere fungizide Wirkung nachgewiesen werden. Das kaufliche Quillaja- und
Yuccasaponin sowie die Extrakte vom Seifenrindenbaum und aus Efeu zeigten auch
bei hohen Konzentrationen nur eine fungistatische Wirkung.

Eine Korrelation zwischen der ICsy des Wachstums- und Konidienkeimtests konnte
nicht in allen Fallen nachgewiesen werden. Eine Erklarung fur die unterschiedliche
Wirkung der Extrakte in den beiden Testsystemen konnte die Inkubationszeit sein. Im
Konidienkeimtest war diese mit 24 h vergleichsweise kurz. Im Hemmtest kénnten die
fungizid wirkenden Saponine innerhalb der dreiwtchigen Inkubationszeit ihre Aktivitat
verloren haben. Ebenso wére es denkbar, dass V. inaequalis Enzyme, Schleime etc.
freigesetzt hat, die zum Abbau/lnaktivierung der Saponine beigetragen haben. Fur
die beiden dunkelbraun gefarbten Yuccasaponinextrakte konnte im Konidienkeimtest
eine niedrige 1Csp, Iim Mycelhemmtest eine hohe ICsq bestimmt werden. Begleitstoffe
der Pflanzenextrakte, wie pflanzliche Phenole, konnten die Keimfahigkeit der
Konidien negativ beeinflusst haben. Einen Einfluss auf die hemmende Wirkung der
Extrakte konnte auch ihre Léslichkeit im Potato-Dextrose-Agar haben.

Von der spezifischen Aktivitat der Pflanzenextrakte, die auch vom Diffusionsverhalten
im Cuptest abhangig ist, konnte nicht auf die fungizide Wirkung geschlossen werden.
Diese Beobachtung wurde auch von Gauthier et al. (2009 a, b) gemacht, die fur
Saponine der Lupine nachweisen konnten, dass die Fahigkeit zur Hamolyse nicht
immer mit den cytotoxischen Eigenschaften korreliert. Die unterschiedliche
Sterolzusammensetzung und -gehalte in der Membran der Erythrocyten und der von
V. inaequalis sowie die Zuganglichkeit der Membransterole in den beiden
Testsystemen konnten zu den abweichenden Ergebnissen gefuihrt haben.

Die Verwendung von SPE-Saulen zur Aufreinigung und Anreicherung der Saponine
konnte die fungizide Wirkung der Extrakte weiter steigern. Mit Polyamid-Saulen
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konnte bei gleichbleibender hamolytischer Aktivitat bis zu 90% unwirksamer Stoffe
aus dem Waschnussextrakt entfernt werden. Nicht schaumende Substanzen, die im
Bereich von 210-220 nm und 260-280 nm absorbierten, wurden von der S&ule
gewaschen. Die hellgelbe-braunliche Farbung der SPE-Waschflissigkeit lasst
vermuten, dass es sich bei den eluierten Substanzen um phenolische Inhaltsstoffe
handelt. Der Aufreinigungserfolg wurde auch durch den Vergleich der
Absorptionsspektren von Aescin (= 97,9%) mit den Methanol-Eluaten deutlich.
Interaktionen von unwirksamen Stoffen mit den Saponinen kénnen so nahezu
ausgeschlossen werden. Das Sorbensmaterial der SPE-Kartuschen war an die
spezifischen Saponine der Pflanzenextrakte anzupassen. Die beste Aufreinigung von
Kastanien- und Seifenkrautextrakt konnte durch die Verwendung von CN- bzw. C18-
Kartuschen erreicht werden. Die Anreicherung der Saponine konnte durch die
Kombination verschiedener SPE-Retentionsmechanismen weiter verbessert werden.
Mit der Kombination von CN- und PA-Kartuschen konnte die hamolytische Wirkung
des Waschnuss-Methanol-Eluates um 20%, gegeniber dem Rohextrakt, gesteigert
werden. In zukinftigen Konidien- und Wachstumshemmtest sollte untersucht werden,
ob die hohere spezifische Aktivitat der Extrakte auch zu einer starkeren fungiziden
Wirkung beitragt.

Fur die Bekampfungsversuche im Gewachshaus wurden die Butanolextrakte von
Waschnuss und Kastanie verwendet, da diese im in vitro Screening das starkste
fungizide Potenzial zeigten. K&ufliches Aescin wurde auf die Samlinge appliziert, um
einen Vergleich zwischen der Wirkung eines hochkonzentrierten Saponins mit den
eigenen Extrakten zu erhalten. Die praventive Behandlung der Samlinge mit den
1% Saponinextrakten bewirkte eine nahezu vollstadndige Befallsreduktion. Es konnten
makroskopisch keine sporulierenden Infektionen festgestellt werden. Die Blatter, der
mit Waschnuss- und Kastanienextrakt behandelten Samlinge, wiesen chlorotische
Flecken auf, die zunéchst als Infektionssymptome gewertet wurden. Diese verhielten
sich in Abbildungen mit der Thermokamera wie nicht-infiziertes Gewebe. Die nahezu
vollstdndige Reduktion der Sporulation gegeniber der unbehandelten Kontrolle
bestédtigte die gute praventive Wirkung der Extrakte. Eine praventive 0,1%
Saponinapplikation zeigte eine geringere Wirkung. Es wurde das Erscheinen
kleinerer sporulierender Infektionen beobachtet. Damit bestatigte sich die
konzentrationsabhangige Wirkung der Saponinextrakte, die bereits beim in vitro
Screening festgestellt wurde. Eine Behandlung der Samlinge 6 h nach der erfolgten
Inokulation zeigte eine gute Wirkung. Die Sporulation des Erregers war fast
vollstandig reduziert und es konnten nur kleinere Infektionen nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse korrelierten mit den Studien von Bengtson et al. (2009) und Pfeiffer et
al. (2001), die in Gewachshausversuchen durch die praventive und kurative
Applikation von HeilBwasser-/Ethanolextrakten und kauflichen Saponinpraparaten
ebenfalls eine Reduktion von Schorflasionen und der Konidienproduktion
nachweisen konnten. Eine Behandlung der Samlinge 24 h nach der erfolgten
Inokulation zeigte eine deutlich geringere Wirkung. Die Samlinge wiesen
sporulierende Lasionen auf, die zum Teil nekrotisiert waren. Die schlechtere kurative
Wirkung der Extrakte 24 h nach der Inokulation ist vermutlich darauf zurtickzufiihren,
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dass die Infektionshyphe des Pathogens zu diesem Zeitpunkt die Cuticula penetriert
hat und in den subcuticularen Raum eingedrungen ist. Das Pathogen ist bereits
etabliert und kann vom Wirkstoff unter Umstédnden schlecht erreicht werden. Eine
~otopp-Spritzung® zum Zeitpunkt der Inokulation oder kurz danach (6h) ist als
effektiver zu bewerten. Im direkten Vergleich der drei getesteten Saponinextrakte
zeigte das kaufliche Aescinpraparat den hochsten Wirkungsgrad. Eine Verbesserung
der Extraktionsmethode und die Aufreinigung der Saponinextrakte Uber die SPE
kénnte die Wirksamkeit von Waschnuss- und Kastanienextrakten vermutlich steigern.

Im Vergleich zu den Gewachshausversuchen konnte im Freiland, in zwei
Infektionsperioden, eine geringere Wirkung der Saponinextrakte nachgewiesen
werden. Im Freiland werden meist wesentlich héhere Wirkstoffkonzentrationen als in
vitro bendtigt, um eine ausreichende Reduktion des Befalls zu ermdglichen.
Ursachen daflir liegen unter anderem in der Abwaschbarkeit der Saponine bei
Regen, die zu einer Verdiinnung des Praparates fihren kann. Einen starken Einfluss
auf die Wirksamkeit hat auch die Stabilitdt der Wirkstoffe bei den wechselnden
abiotischen Bedingungen im Freiland. Mikroorganismen der Phyllosphare kénnen
ebenfalls zum Abbau/lnaktivierung von Saponinen beitragen (Osbourne, 1996;
Papadopoulou et al. 1999; Bouarab et al., 2002).

Zusatzlich zur Wirksamkeit der gepruften Saponinextrakte im Gewachshaus und
Freiland, erlauben die Untersuchungen auch eine Aussage Uber die Phytotoxizitat
der Substanzen. Dieser Aspekt stellt ein wichtiges Kriterium fur die Entwicklung und
Zulassung neuer Wirkstoffe dar. Die Applikation von Aescin, Waschnuss- und
Kastanienextrakt fuhrte weder im Gewachshaus noch im Freiland zu phytotoxischen
Schaden an der Pflanze. Die behandelten Samlinge wirkten vitaler als die
Kontrollsamlinge und wiesen eine intensivere Griunfarbung der Blatter auf. Die
ausgepragte Grunfarbung des Blattgewebes wird als Greening-Effekt bezeichnet und
ist z.B. bei der Behandlung von Apfelbdumen mit Strobilurinen bekannt (pers.
Mitteilung Kollar, A.). Dem Greening-Effekt wird eine vorteilhafte Wirkung, wie eine
verzdgerte Seneszenz der pflanzlichen Organe und die Vermeidung von Schaden
durch oxidativen Stress zugeschrieben (Gerhard, 2001). Grossmann et al. (1999)
fuhren diese Wirkung bei ihren Untersuchungen an Winterweizen (Triticum aestivum)
auf eine Verschiebung im Phytohormonhaushalt der Pflanze zurtick, die zu héheren
Cytokiningehalten und einer Reduktion der Ethylenabgabe fuhrt. Die
Widerstandskraft der Pflanze gegeniber abiotischen Schadfaktoren wird erhoht
(Bertelsen et al., 2001; Magnan und Lacey, 1985) und hat eine positive Wirkung auf
das Pflanzenwachstum und die Assimilationsrate (Gerhard et al., 1998; 2001; Beck,
2004). Die Fragestellung, ob Saponine beim Apfel einen &hnlichen
Wirkmechanismus aufweisen und die Assimilationsrate und/oder die Seneszenz
beeinflussen, kénnte durch die Messung der Photosyntheserate, des Chlorophyll-
gehaltes und der Ethylenabgabe der Samlinge geklart werden.

Die fungizide Wirkung der Pflanzenextrakte ist ein Beleg fir den potenziellen Einsatz
von Saponinen zur Schorfbekampfung. Fur eine verbesserte Wirkung der Praparate
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im Freiland sollte die Extraktion optimiert werden, um den Saponingehalt zu erhéhen.
Eine Strategie konnte die Anreicherung monodesmosidischer Saponine sein, da
diese im Allgemeinen eine stérkere Affinitat zu Membransterolen aufweisen. Die
lipophilen Eigenschaften der Saponine kodnnten ein weiteres Extraktionskriterium
darstellen und zusatzlich die Haftung auf der Blattoberflache verbessern. Mit den
bisherigen Extraktionsmethoden wurden Gemische aus verschiedenen Saponinen
isoliert. Die Synergieefekte der Substanzen kénnten zu einer Abschwéachung der
fungiziden Wirkung einzelner Saponine gefihrt haben. Die Isolierung und
Anreicherung von Einzelkomponenten kénnten zu einer verbesserten Wirkung der
Extrakte beitragen. Die Praparation von Formulierungen, die die Wasserloslichkeit
verringern ohne die fungiziden Eigenschaften der Saponine zu beeintrachtigen, ware
anzustreben. Die Entwicklung solcher Formulierungen kénnte die Wirkung und die
Wirkdauer der Saponine entscheidend verbessern.

4.8. Analyse der aktiven Inhaltsstoffe von Saponinextrakten

Mit dem Trennmedium Phenyl Sepharose wurde fir die Aufreinigung und
Anreicherung von Saponinen erstmals die hydrophobe Interaktionschromatographie
erfolgreich angewandt. Die Trennung der Molekile beruht auf einer Wechselwirkung
zwischen dem hydrophoben Aglycon der Saponine und dem hydrophoben
Phenylrest des Sepharosegels. Die Affinitat der beiden Molekule wurde durch den
Zusatz von Salzen und die steigende Polaritdt des Laufpuffers verstarkt. Die
hamolytischen Saponine vom Waschnuss-, Seifenkraut- und Seifenrindenbaum-
praparat wurden mit einer ungepufferten 20 mM Tris-Lésung in wenigen Fraktionen
von der Saule eluiert und angereichert. Saponine von Kastanie, Primel sowie Aescin
und Yuccasaponin wiesen eine hohere Affinitat zum Saulenmaterial auf und konnten
erst durch Zusatz von Ethanol 50% eluiert werden. Die Hauptkomponenten dieser
Saponine und Saponingemische sind Monodesmoside (Matsuda et al., 1997; Coran
& Mulan, 2012; Tamura et al., 2012). Der hydrophobe Charakter dieser Stoffe konnte
die verstarkte Bindung an das Saulenmaterial bewirkt haben.

Die praparative HIC stellt eine gute Alternative zu den standardmé&Rig fiur die
Aufreinigung und Anreicherung von Saponinen verwendeten Sephadex LH-20
Saulen dar. Das Saulenmaterial ist gegeniiber pH-Anderungen und Eluenten-
wechseln stabil. Auf das Gelbett kdnnen grol3ere Extraktmengen aufgetragen
werden. Begleitstoffe, die im Bereich von 280 nm absorbieren, werden fast
vollstandig vom Extrakt abgetrennt. Ein grol3er Teil dieser Substanzen eluiert mit der
gelb bis braunlich gefarbten Eluentenfront. Bei diesen Soffen handelt es sich
vermutlich um polare Substanzen, wie z.B. Salze oder Zucker, die mit dem lipophilen
Saulenmaterial nicht in Wechselwirkung treten. Die fehlende Schaumbildung fihrt zu
der Annahme, dass keine Saponine in den Fraktionen enthalten sind und es folglich
nicht zu Verlusten durch die Aufreinigung kommt. Mit der HIC konnten
Saponinpraparate, die einen hohen Anteil h&molytischer Saponine aufweisen,
gereinigt werden. Fur das Efeupraparat, welches als fungizid charakterisiert wurde,
aber nur ein geringes hamolytisches Potenzial zeigte, wurde in keiner HIC-Fraktion



Diskussion 145

Hamolyse nachgewiesen. Die Fraktionierung nach dem hamolytischen Potenzial
fuhrt nicht zu gréReren Verlusten der nicht-hamolytischen Saponine. In der TLC
konnten fur die HIC-Extrakte die gleichen Saponinbanden wie im Gesamtextrakt
detektiert werden. Die Banden waren schéarfer voneinander getrennt, was ein Beleg
fur die Aufreinigung der Extrakte ist. In den Chromatogrammen der HPLC wurde der
Reinigungserfolg ebenfalls deutlich. In den HIC-Fraktionen fehlten Peaks, die im
Gesamtextrakt detektiert wurden. Diese Peaks wurden im Agardiffusionstest und im
Konidienkeimtest als nicht-fungizide Substanzen charakterisiert. Alle fungizid
wirkenden Substanzen konnten mit der HIC gebunden und angereichert werden,
unwirksame Begleitstoffe wurden abgetrennt. Die préparative Aufreinigung der
Extrakte konnte durch die Verwendung groRerer S&ulenvolumina noch gesteigert
werden.

Mit der Dunnschichtchromatographie wurden die Saponingemische der
Pflanzenextrakte voneinander getrennt. Die Farbung mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-
Reagenz fuhrte zu einer differenzierten Farbung aller Saponinbanden. Hamolytische
Saponine konnten durch die vergleichende Féarbung der TLC-Platten mit
heparinisiertem Schafblut detektiert werden. Die Farbung verblasste sehr schnell und
war bei einigen Proben nur undeutlich zu erkennen. Schwach hamolytische
Saponine einzelner Extrakte wurden moglicherweise nicht erfasst. Ein weiteres
Problem der TLC-Analyse war, dass nur wenige kaufliche Saponinstandards
erhaltlich waren. Im Hinblick auf die verwendeten Pflanzenmaterialien konnten von
der Kastanie und dem Seifenrindenbaum Saponinpraparate erworben werden. Die
Banden der Eigenextrakte stimmten mit denen der Standards lberein. Fir die
anderen Saponinextrakte konnte aufgrund der fehlenden Standards nicht
vergleichend analysiert werden.

Die berechneten Rf-Werte erlaubten eine Aussage Uber die Polaritat der einzelnen
Saponinfraktionen. Im Kastanien- und Primelextrakt sowie Aescin konnten
ausschlief3lich Saponinbanden mit einem niedrigen Rf-Wert detektiert werden. Diese
Substanzen waren in dem FlieBmittelgemisch n-Butanol-Essigsaure-Wasser
(84-14-7) schlecht I6slich und weisen auf einen weniger polaren Charakter hin. Die
Detektion von Aescin, einem Monodesmosid, nahe der Startlinie bestatigt diese
Schlussfolgerung. Die Extrakte von Seifenbaumrinde, Yuccasaponin, Efeu,
Seifenkraut und Waschnuss wiesen ein grol3eres Spektrum an Saponinen auf.
Neben Saponinbanden mit einem niedrigen Rf-Wert konnten auch Banden mit
hoheren Werten nachgewiesen werden, was das Vorhandensein mono- und
bidesmosidischer Saponine hindeutet.

Die fungizide Wirkung der Extrakte war nicht von der Anzahl der vorkommenden
Saponine abhangig. In den Extrakten von Yucca, Seifenbaumrinde, Efeu und
Seifenkraut konnte 5 bis 7 verschiedene Saponine nachgewiesen werden. In den
Praparationen von Waschnuss, Primel und Kastanie war die Saponinvielfalt geringer.
Diese Praparate wiesen einen grof3en Anteil monodesmosidischer Saponine auf und
zeigten tendenziell eine stérkere fungizide Wirkung.
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Fur eine erste Analyse der Saponinvielfalt und Eigenschaften erwies sich die TLC als
geeignetes Testsystem. In der anschlieRenden HPLC-Analyse der abgekratzten
Banden wurde aber deutlich, dass die Auftrennung der Saponine nicht ausreichend
war. Eine Bande bestand oft aus mehreren Einzelpeaks. Mit der verwendeten
reversed-Phase-Saule konnte eine bessere Auftrennung der Extrakte erreicht
werden. Durch das Fehlen von chromophoren Gruppen war eine UV-Detektion nur
an der Absorptionskante, im Wellenlangenbereich von 200-210 nm mdglich. Ein
Acetonitril-Wasser-Gradient von 20 auf 80% Acetonitril innerhalb von 25 min erwies
sich als geeignet, um die verschiedenen Saponine voneinander zu trennen.

Ein Einzelpeak des Waschnussextraktes, der durch die HIC angereichert werden
konnte und den TLC-Banden B und C entsprach, hatte eine hemmende Wirkung auf
das Mycelwachstum des Erregers. Die starke Schaumbildung und das hamolytische
Potenzial dieser HPLC-Fraktion weisen auf das Vorhandensein von Saponinen hin.
Der Peak eluierte bei einer Konzentration von etwa 70% Acetonitril. Dies lasst
vermuten, dass es sich bei der lipophilen Substanz um ein Monodesmosid handelt.
Das Vorkommen  monodesmosidischer  Saponine in  Extrakten  von
Sapindus mukorossi wurde bereits vielfach beschrieben (Nakayama et al., 1996;
Kasai et al.; 1986). Neben monodesmosidischen kommen auch bidesmosidische
Saponine im Pericarp der Waschnuss vor (Kasai et al., 1986; Sharma et al., 2012,
2013). Moglicherweise waren diese in der Fraktion vor dem Hauptpeak enthalten. Die
Fraktion beinhaltete eine Peakgruppe, mit leichter Schaumbildung und geringfugiger
Hemmung der Konidienkeimung. Die fehlende hamolytische Wirkung und der nicht
vorhandene Einfluss auf das Mycelwachstum des Apfelschorfs kénnten mit der
geringeren Affinitat von Bidesmosiden zu Membransterolen begriindet werden.

Im Rohextrakt der Kastanie konnten sieben Peaks detektiert werden, die eine
fungizide Wirkung und héamolytische Aktivitdt aufwiesen. Das Chromatogramm
entsprach annéhernd dem von Aescin. Im direkten Vergleich war die Peakflache der
beiden vorderen Peaks beim Extrakt grof3er. Beide konnten das Mycelwachstum des
Apfelschorfs weniger hemmen als die nachfolgenden. Die Hauptwirkung des
Extraktes ist daher auf die funf lipophilen Aescin-Peaks zurtickzufiihren, die bei einer
Konzentration von etwa 60-70% Acetonitril eluierten. Die Struktur des
Monodesmosids variiert durch die unterschiedliche Zusammensetzung der
Trisaccharide an der Cz Position und variabler Reste, die mit der Hydroxylgruppe des
C21- oder C,,- Atoms verestert sind (Matsuda et al., 1997).

Im Seifenkrautextrakt und in Bande B (TLC) konnten funf charakteristische
Einzelpeaks mit einer fungiziden Wirkung auf das Mycelwachstum von V. inaequalis
nachgewiesen werden. Die starke Schaumbildung der Fraktion und die Elution im
Bereich von 48-60% Acetonitril lassen vermuten, dass es sich um weniger lipophile
Saponine als im Waschnuss- und Kastanienextrakt handelt.

Die stark hamolytischen Banden der TLC beinhalteten bei allen Extrakten auch die
fungizid wirkenden Saponine, die in den HPLC-Analysen der Rohextrakie
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nachgewiesen wurden. Die auf die fungizid wirkenden Peaks folgenden HPLC-
Fraktionen wiesen zum Teil ebenfalls leichte hAmolytische Aktivitat auf und konnten
das Wachstum von V. inaequalis hemmen. Die Wirkung ist vermutlich auf eine
,verschleppung® (Tailing) von Stoffen aus dem/den fungiziden Hauptpeaks
zurtckzufihren.

Mit Hilfe der HPLC-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass die
schorfhemmende Wirkung der Saponinextrakte auf wenigen einzelnen Peaks beruht.
Diese weisen einen leicht bis stark lipophilen Charakter auf, haben hamolytisches
Potenzial und bilden stabile Schdume. Die Chromatogramme der Extrakte lassen
Ruckschlisse auf die Ldslichkeit der fungizid wirkenden Saponine zu. Mit diesem
Wissen konnten gezielte Extraktionsverfahren fur die Substanzen entwickelt werden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war die weitere Charakterisierung der einzelnen
HPLC-Peaks, die nicht zwangslaufig aus einer Substanz bestehen, nicht mdglich. In
zukunftigen Untersuchungen sollten diese Substanzen beispielsweise durch die
Kombination von HPLC und Massenspektrometrie weiter charakterisiert und
identifiziert werden.
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7. Anhang
7.1. Wetterdaten
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Abb. 7.1.1: Temperatur-Niederschlagsdiagramm fiir den Zeitraum der Falllaub-
behandlung und die Schorfprimérsaison 2010/2011
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Abb. 7.1.2: Temperatur-Niederschlagsdiagramm fir den Zeitraum der Falllaub-
behandlung und die Schorfpriméarsaison 2011/2012



Anhang 167

mmmm Niederschlag = Temperatur ‘ Behandlungstermin
30 45
25 Ai' 40
20 [ - 35
= 30 E
e 15 E
5 A
o 10 5
g v 0 B
£ A 3
£ 5 2
|| \ 15 2
y |
0 ' ] ' v ' ' ' ' ' l It 10
5 I | —i | III o [
210 - ' | | | . Al -L_lJ I]I ' I.]_l_l )
OQ . 04 . ®$. Q'/L. Q;]/. 'b . 'boo 00. QO . 0. 0. é . Q& . {'b\. {‘b\. 00. 00.
RN AT N S S IR L
\.é '\ro.e ;\.O \(b.o rb’\’o \93 er. ,\bv(( "ﬁQ '\q) OJQ \b\' (19 \b" r@ \rb. r]:b
Abb. 7.1.3: Temperatur-Niederschlagsdiagramm fir den Zeitraum der Falllaub-
behandlung und die Schorfprimérsaison 2012/2013
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Abb. 7.1.4: Temperatur-Niederschlagsdiagramm fir den Zeitraum der Falllaub-
behandlung und die Schorfpriméarsaison 2013/2014
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7.2. Ascosporenpotenzial 2011-2014 in Dossenheim
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Abb. 7.2.1: Entwicklung des Ascosporenpotenzials der unbehandelten Kontrolle in
2011
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Abb. 7.2.2: Entwicklung des Ascosporenpotenzials der unbehandelten Kontrolle in
2012
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Abb. 7.2.3.: Entwicklung des Ascosporenpotenzials der unbehandelten Kontrolle in
2013
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2014
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7.3. Ascosporenpotenzial der Falllaubdepots 2011-2013 in Weinsberg
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Abb. 7.3.1: Kumulatives Ascosporenpotenzial der behandelten Falllaubdepots in
Weinsberg 2011
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Abb. 7.3.2: Kumulatives Ascosporenpotenzial der behandelten Falllaubdepots in
Weinsberg 2012
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Abb. 7.3.3: Kumulatives Ascosporenpotenzial der behandelten Falllaubdepots in
Weinsberg 2013
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7.4. Falllaubabbau 2011-2014 in Weinsberg
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Abb. 7.4.1. Falllaubabbau in Weinsberg in 2011, Behandlungen erfolgten am

17.01.2011, 23.02.2012 und 25.03.2011
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Abb. 7.4.2. Falllaubabbau in Weinsberg in 2012, Behandlungen erfolgten am
25.11.2011, 12.01./16.01.2011, 05.03.2012 und 22.03.2012
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Abb. 7.4.3: Falllaubabbau in Weinsberg in 2013, Behandlungen erfolgten am
23.11.2012; 08.01.2013; 13.2.2013 und 22.3.13
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Abb. 7.5.1: Blattabbau in Weinsberg am 16.04.2012, Behandlungen des Falllaubs
erfolgten am 25.11.2011, 12.01./16.01.2011, 05.03.2012 und 22.03.2012
A) Kontrolle, B) Hefeextrakt Leiber 6%, C) Casaminoacids 6% und
D) Waschnussextrakt 0,1%
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Abb. 7.5.2: Blattabbau in Weinsberg tber den Zeitraum vom 30.01.13 bis 22.03.13,
Behandlungen erfolgten am 23.11.2012, 08.01.2013, 13.2.2013
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