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1 Einleitung

1.1 Toxine

Die Interaktionen zwischen pathogenen Mikroorganismen und Pflanzen sind komplex und das
gegenwirtige Wissen iiber dieses Zusammenspiel ist nur sehr liickenhaft. Es werden grofle
Anstrengungen darauf verwendet, die Pathogenese auf molekularem Niveau besser zu verstehen.
Auf der Ebene der Pflanze gilt das Interesse den Abwehrfaktoren, wie z.B. den PR-Proteinen
(LINTHORST 1991, BOWLES 1990, BOL et al. 1990, DIXELIUS 1993), Proteinaseinhibitoren
(RYAN 1990, PENG & BLACK 1976), induzierbaren Phytoalexinen (BAILEY 1981, DAHIYA
& RIMMER 1989, GROSS 1993), praformierten niedermolekularen Abwehrstoffen (MITHEN et
al. 1986, PETERKA 1990) und anderen mehr. Auf der Ebene des Pathogens spielen lytische
Enzyme, Enzyme zur DNA-Manipulation des Wirtes, Wuchsstoffe, aber auch Toxine eine wichtige
Rolle. Scheffer definierte Toxine als Produkte von Mikroorganismen, die offensichtliche Schiden
an Pflanzen verursachen und mit hoher Wahrscheinlichkeit an Pflanzenkrankheiten beteiligt sind
(SCHEFFER 1983).

Die chemischen Strukturen und Molekiilmassen verschiedener Toxingruppen sind sehr
unterschiedlich. So bildet Corynebacterium insidiosum in Luzerne Welketoxine als komplexe
Glycopeptide mit Molekiilmassen von 5 * 106 Dalton (VAN ALFEN & TURNER 1975,
STROBEL 1982) und Alternaria alternata die vergleichsweise einfach aufgebaute Tenuazonsaure
mit einer Molekiilmasse von nur 185 Dalton (STIERLE et al. 1989). Die Strukturformeln
zahlreicher Toxine sind bis heute noch nicht genau bekannt. YODER unterscheidet die biologische
Rolle von Toxinen als Pathogenititsfaktoren, wenn ein Toxin notwendig ist, um eine Krankheit zu
verursachen, und als Virulenzfaktoren, wenn ein Toxin das Ausmal} der Krankheit erweitert
(YODER 1980).

Zu den Toxinen, die als Pathogenititsfaktoren wirken, zéhlen generell die wirtsspezifischen Toxine
(MITCHELL 1984). Sie schddigen nur Pflanzen, auf denen sich toxinproduzierende Erreger
entwickeln kénnen (SCHLOSSER 1983). So wirkte ACT-Toxin Ib von Alternaria alternata in
Konzentrationen von nur 10 ng/ml bei anfélligen Zitrus-Arten toxisch. Bei resistenten Zitrus-Arten
dagegen waren sogar noch Dosierungen von 20 pg/ml ohne Wirkung (KOHMOTO & OTANI
1991). Angriffsziele der wirtsspezifischen Toxine sind hdufig Plasmamembranen, Mitochondrien
und Chloroplasten (PARK et al. 1987). So konnten in sensitiven Arten bestimmte Schliisselenzyme
und Rezeptormolekiile beeinflusst werden, die in resistenten Pflanzen nicht vorkommen
(SCHEFFER & PRINGLE 1964, DALY & KNOCHE 1982, YODER 1980). In unempfindlichen
Pflanzen dagegen konnten die Toxine schneller und bestidndiger metabolisiert (SCHEFFER 1976,
RUDOLPH 1976, WOOD 1989) oder vom Wirkort abgeschirmt werden (WATRUD et al. 1975).

Nichtwirtsspezifische Toxine als Virulenzfaktoren (MITCHELL 1984) sind dagegen in mehreren
Pflanzenarten wirksam. Die verschiedenen Wirkungsorte und -mechanismen sind dabei meistens

nicht eindeutig bekannt. Man vermutet z.B. toxische Effekte durch den Angriff auf ubiquitér
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vorkommende Enzyme (z.B. Fusicoccin auf die Plasmalemma ATPase, MARRE 1979, STROBEL
1982), die Wirkung als Radikalbildner (z.B. Cercosporin, DAUB & HANGARTER 1983), die
Verstopfung des Xylems (z.B. Amylovorin, VAN ALFEN & ALLARD-TURNER 1979), die
Erhohung der Permeabilitit von Biomembranen (z.B. Ophiobolin, BALLIO 1991) und durch
chelatisierende Effekte auf Metallkationen (z.B. Lycomarasmin, ISAAC 1992).

Toxine aus der Gruppe der Epipolythiopiperazine (SAMMES 1975), wie z.B. die Aranotine
(NAGARAJAN et al. 1968a und b, NEUSS et al. 1968), die Chaetocine (HAUSER et al. 1970,
1972), die Gliotoxine (KIRBY & ROBINS 1980, SAKAI & WATANUKI 1987, RIDOUT &
LUMSDEN 1993), die Hyalodendrine (STRUNZ et al. 1973, 1975), die Melinacidine
(ARGOUDELIS 1972), die Sporidesmine (FRANCIS et al. 1972, SAFE & TAYLOR 1972), die
Verticilline (MINATO et al. 1973) und die Sirodesmine (CURTIS et al. 1977) sind
niedermolekulare, meist phytotoxische Verbindungen, die sich in ihrer Grundstruktur durch einen
Dioxopiperazinring und eine Schwefelbriicke (Abb. 1) auszeichnen (KIRBY & ROBINS 1980).

R 1

Abb. 1 Grundstruktur der Epipolythiodioxopiperazine

Fiir viele dieser Toxine wurde inzwischen eine antivirale, antibakterielle, antimykotische und
phytotoxische Wirkung nachgewiesen (TAYLOR 1971, BOUDART 1989, POIRET et al. 1985,
PEDRAS et al. 1987). Sirodesmine wurden erstmals 1974 (Patent OCTROOIRAAD NEDER-
LAND Nr. 7312627, 1974, British Patent Nr. 1 387 504, 1976) von Mitarbeitern der Firma Imperial
Chemical Industries aus Fliissigkulturen von Sirodesmium diversum (Cooke) isoliert. Dabei
wurden bis zu 15 verschiedene Sirodesminmolekiile festgestellt, die sich in der Zahl der
Schwefelatome der Sulfidbriicke, an drei moglichen Stellen in der Zahl der Acetylgruppen oder
H-Atomen und in der Epimerie am C 8 Atom (Abb.2) unterscheiden (CURTIS et al. 1977,
BULOCK & CLOUGH 1992). Als dominierendes Toxin wurde in Sirodesmium diversum
Sirodesmin A gefunden.

1977 wurden von einer franzosischen Arbeitsgruppe auch in Kulturfiltraten von Phoma lingam
Sirodesmine isoliert und bestimmt (BOUSQUET et al. 1977, FEREZOU et al. 1977).
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Sirodesmin PL CH3CO H H 2
Sirodesmin J CH3CO H H 3
Sirodesmin K CH3CO H H 4
Deacetylsirodesmin PL H H H 2
Deacetylsirodesmin J H H H 3
Deacetylsirodesmin K H H H 4

Abb. 2 Grundstruktur der Sirodesmine aus Kulturfiltraten von P. lingam

Das dominierende Toxin in den Fliissigkulturen von P. lingam war dabei Sirodesmin PL, welches
auch unter der Bezeichnung Sirodesmin G in geringen Mengen von Sirodesmium diversum neben
anderen Sirodesminen gebildet wurde. Sirodesmin PL besitzt eine Molekiilmasse von 486 Dalton
und zeichnet sich durch eine Disulfidbriicke im Dioxopiperazinring aus. In mehreren
Forschungsberichten der letzten 15 Jahre wurde die unterschiedliche Epimerie von Sirodesmin A
und Sirodesmin PL (Abb. 3) nicht beachtet und es traten Ungenauigkeiten in der Bezeichnung

dieser und anderer Sirodesmine auf.

OH

CH,OH CH,OH

Abb. 3 Epimerie von Sirodesmin A und Sirodesmin G (= Sirodesmin PL)

Die am C 8 Atom einheitlichen Sirodesmine A, B, und C (n = 2, 4, 3 ) werden mehrheitlich von
Sirodesmium diversum (BU'LOCK & CLOUGH 1992) gebildet, die epimeren Formen Sirodesmin
PL, Jund K (n = 2, 3, 4 ) sind dagegen in P. lingam dominant (PEDRAS et al. 1990). Eine
Toxinbildung wurde bisher jedoch fast nur unter in vitro Bedingungen beobachtet. Eine

quantitative Bestimmung der Sirodesmine im infizierten Gewebe steht noch aus.
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1.2 Phoma lingam als Erreger der Wurzelhals- und Stingelfiule an Raps

Der Pilz Phoma lingam (Teleomorph Leptosphaeria maculans) ist einer der wichtigsten
Schaderreger beim Anbau vieler Brassica-Arten, insbesondere bei Winterraps. Von Raps konnten
aggressive und nichtaggressive Formen des Pilzes isoliert werden (KOCH et al 1989, DEUKER-
ISERMEYER et al. 1990, RIMMER & VAN DEN BERG 1992). Aggressive Isolate bilden dabei
in vitro wirtsunspezifische, phytotoxische Sirodesmine, wéhrend sich die nichtaggressiven Isolate
durch eine Pigmentbildung auszeichnen. Es wird vermutet, dass Sirodesmine als Virulenzfaktoren
agieren (BADAWY & HOPPE 1989 b). So konnen aggressive Pathotypen alle Pflanzenteile
besiedeln und auf diesen Krankheitssymptome hervorrufen. Die bedeutendsten Schiden
verursacht der Pilz jedoch an Hypokotylen. Auf diesen Pflanzenteilen entwickeln sich braune
Nekrosen, welche sich vergroBBern und die Hypokotyle vermorschen lassen. Die betroffenen
Pflanzen verlieren an Standfestigkeit und der Transport der Nihrstoffe in den Leitungsbahnen wird
bei starkem Befall unterbrochen. Solche Pflanzen sind dann zum vorzeitigen Absterben verurteilt.
Der Pilz verbreitet sich liber kurze Entfernungen durch Pyknosporenschleim im Spritzwasser
(PETRIE 1978, WILLIAMS 1992) und iiber langere Distanzen (2 bis 5 km) durch Ascosporenflug
(SCHRAMM & HOFFMANN 1991, HALL 1992). Uber die Bedeutung von mechanisch
erzeugten Eintrittspforten in die Pflanze durch Schidigungen (Insektenfrall, Miniergédnge etc.) fiir
die Pyknosporen liegen widerspriichliche Ergebnisse vor (NEWMAN 1984, HANSEL 1991,
BROSCHEWITZ et al. 1993). In kompatiblen Wirt — Parasit-Beziehungen entwickelt sich P,
lingam zundchst im Pflanzengewebe, ohne Symptome hervorzurufen (HAMMOND et al. 1985).
Nach einer Inkubationsdauer von mehr als zehn Tagen entstehen auf den befallenen
Pflanzenorganen deutliche Symptome (HENDERSON 1918). Das betroffene Gewebe beginnt zu
dehydrieren, einzusinken und abzusterben. Auf ihm entstehen haufig Pyknidien, die unter feuchten
Inkubationsbedingungen Pyknosporenschleim absondern. Auf befallenen Hypokotylen werden die
Symptome und Schidigungen meist erst im Friihjahr bei steigenden Temperaturen sichtbar
(GLADDERS & MUSA 1980, GABRIELSON 1983, NATHANIELS & TAYLOR 1983).
Welche Mechanismen der Pilz wéahrend seiner biotrophen Lebensphase (HAMMOND et al. 1985,
HAMMOND & LEWIS 1987) bei der latenten Entwicklung und wéhrend seines nekrotrophen
Stadiums benutzt, ist bis heute nur ansatzweise bekannt. Man denkt an geringe Gehalte lytischer
Enzyme im Bereich der Hyphenspitzen (DAHIYA 1988), die der Pilz beim Vordringen einsetzt.
Die Pflanzenzellen werden selbst zundchst nicht angegriffen, das Wachstum erfolgt interzellulér
(ABADIE & BOUDART 1982). Nach etwa zehntdgiger Inkubation endet plotzlich die
symptomlose Entwicklung von P. /ingam in inokulierten Kotyledonen. Innerhalb weniger Stunden
bilden sich fast gleichzeitig auf allen behandelten Kotyledonen ausgedehnte Lésionen. Zellwénde,
Plasmalemma und Tonoplasten verlieren ihre Integritdt und Hyphen dringen in die kollabierten
Pflanzenzellen ein (BOUDART 1981).
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1.3 Sirodesmin PL in Interaktionen von P. lingam mit Brassica-Arten

Es ist bisher nicht sicher geklart worden, welche Krifte des Pilzes die plotzliche Symptombildung
auf Kotyledonen, Blittern und Hypokotylen in kompatiblen Interaktionen verursachen. Lytische
Enzyme konnten dabei von Bedeutung sein. Aggressive Isolate bilden in Fliissigkulturen
zellwanddegradierende Cellulasen, Polygalacturonasen, a- und B-Glucanasen (HANACZIWSKIJ
& DRYSDALE 1984, DAHIYA 1988, HASSAN et al. 1991). Aus Lasionen infizierter Pflanzen
konnte Polygalacturonase-, Arabinosidase- und Carboxymethylcellulase-Aktivitdt festgestellt
werden (EASTON & ROSSALL 1985).

Appliziert man phytotoxische Sirodesmine auf verletzte Bldtter verschiedener Pflanzen-Arten,
entstehen innerhalb von 48 Stunden Chlorosen, die denen infizierter anfilliger Brassica-Arten sehr
dhnlich sind (PEDRAS et al. 1987, SJODIN et al. 1988, eigene Beobachtungen). Sirodesmine
werden aber nur von aggressiven Phoma-Isolaten gebildet. Daher ist die Vermutung naheliegend,
dass diese Toxine fiir die Lisionsbildung mitverantwortlich sind. Allerdings liegen seit der
Entdeckung von Sirodesminen aus Fliissigkulturen im Jahr 1977 bisher noch keine detaillierten
Berichte iiber diese Toxine in infiziertem Pflanzengewebe vor. AuBler einer einmaligen Isolation
von Sirodesmin PL aus einem Hypokotyl von B. napus (BOUDART 1978) und ersten Versuchen
in der Dissertation von BADAWY 1990, ist im Schrifttum lediglich {iber vergebliche
Extraktionsversuche aus infiziertem Pflanzenmaterial (PEDRAS & TAYLOR 1993) berichtet

worden.

1.4 Zielsetzungen

In der vorliegenden Arbeit werden anfillige und resistente Interaktionen von P. lingam mit

Brassica-Arten unter besonderer Berticksichtigung der Bedeutung phytotoxischer Sirodesmine

untersucht.

Dabei sind folgende Problemstellungen von Relevanz:

- Entwicklung einer Methode zur Isolierung von Sirodesmin PL in grof3eren Mengen

- Einfluss einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf nichtinokulierte Rapskotyledonen

- Einfluss einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Symptomentwicklung inokulierter
Rapskotyledonen

- Einfluss einer induzierten Seneszenz auf die Resistenzeigenschaften inokulierter Kotyledonen

- Einflussfaktoren der Toxinbildung

- Bildung von Sirodesmin PL in der infizierten Pflanze

- Korrelation der Toxingehalte in der Pflanze mit der Symptomentwicklung

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte das Versténdnis iiber die Interaktionen von

P, lingam mit Brassica-Arten vertieft werden.



2 Material und Methoden
2.1 Priparative Isolierung von Sirodesmin PL durch Siulenchromatographie an
Kieselgel

2.1.1  Fliissigkulturen zur Produktion von Sirodesminen
Aggressive Phoma-Isolate wurden auf V8-Agrar im Dunklen kultiviert. Erlenmeyerkolben mit
30 ml Czapek-Dox-Nahrlosung wurden mit einem Myzelstiick (Durchmesser 8 mm) beimpft. Die

Néhrlosung bestand aus folgenden Komponenten (g/1):

33,4 g Czapek-Dox-Pulver,
(bestehend aus: 2,0 g Natriumnitrat,
0,5 g Kaliumchlorid,
0,5 g Magnesiumglycerophosphat,
0,001 g Eisen(II)-Sulfat,
0,35 g Kaliumsulfat,
30,0 g Saccharose,)
1,5 g Hefeextrakt,
2,0 g Calciumcarbonat und
1,01 aqua. dest.
Die Flissigkulturen wurden drei Wochen bei 20 °C im Dunklen als Standkultur inkubiert.

2.1.2  Extraktion und Vorreinigung der Sirodesmine

Wihrend der Inkubationszeit bildeten die Phoma-Isolate eine dichte schwimmende Myzeldecke
und schieden Sirodesmine in die Fliissigkulturen aus. Die Fliissigmedien wurden, durch
Zellulosefilter vom Myzel getrennt, vereinigt (ca. 600 ml) und zweimal mit etwa 200 ml
Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten Ethylacetatphasen wurden im Rotationsverdampfer bis
zur Trockne eingeengt. Eine Vorreinigung der Toxine zur weiteren priparativen Isolierung erfolgte

in zwei aufeinander folgenden Schritten:

a) Vorchromatographie

Der Riickstand in den Rundkolben wurde zundchst in Ethylacetat gelost, in Spitzenrdhrchen
tiberfiihrt und unter einem N, Gasstrom erneut bis zur Trockene eingeengt. Der Inhalt wurde
nacheinander in je 2 ml Petroleumbenzin und 2 ml Dichlormethan aufgenommen und auf eine
Vorchromatographiesiule gegeben. Diese aus Pasteurpipetten gefertigten Kieselgelsdulen sind in

der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 4 Aus einer Pasteurpipette gefertigte Kieselgelsdule zur Vorchromatographie

Mit den Elutionsmitteln Petroleumbenzin und Dichlormethan waren die Sirodesmine im Kieselgel
immobil und verblieben in der oberen Zone des Gelbettes, wdhrend apolarere Substanzen mit
Dichlormethan eluiert und verworfen wurden. Mit 3 ml Ethylacetat wurden die Sirodesmine

schlief8lich von der Vorchromatographiesdule eluiert und erneut bis zur Trockne eingeengt.

b) Féllung der Toxine mit Petroleumbenzin

Der toxinhaltige Riickstand wurde in 2 ml Chloroform gelost und anschliefend durch Zugabe von
100 ml Petroleumbenzin bei Raumtemperatur ausgeféllt, abzentrifugiert, an der Luft getrocknet
und gewogen. Aus 1 1 Kulturfiltrat liefen sich etwa 50 mg Sirodesmine in Form eines grauweiflen

Pulvers gewinnen, dass bei -20 °C gelagert wurde.

2.1.3  Praparative Saulenchromatographie (SC)

2.1.3.1 Vorbereitung einer Kieselgelsiule

Bei der SC wurden drei verschiedene Kieselgele eingesetzt: Kieselgel S (KorngroBe 32 - 63 um,
Riedel de Haen), Kieselgel 60 (Korngrdofle 15 - 40 pm, Merck) und Kieselgel 60 (Korngrof3e 63 -
200 pm, Merck). Die Kieselgele wurden mindestens 4 h bei 105 °C im Trockenschrank aktiviert,
anschlieBend in Mengen von je 25 g in ca. 100 ml Elutionsmittel suspendiert, im Exsikkator entgast
und in einem Fluss in eine Glassdule gefiillt (Lange der Sdule: 20 cm; Innendurchmesser 1,8 cm;
Hohe der Séulenfiillung ca. 17 cm). Am Boden der Saule befand sich eine Glassinterplatte. Die
Saule blieb wihrend des Befiillens gedftnet, so dass durch den Strom des Elutionsmittels das
Absetzen des Kieselgels erleichtert wurde. Auf die Oberflédche des Gelbettes wurde ein Filterpapier
aufgelegt, um ein Aufwirbeln des Kieselgels wiahrend des Auftragens zu vermeiden. Nach einem

mindestens zwolfstiindigen Absetzen des Gels konnte mit der Elution begonnen werden.



2.1.3.2 Elution

100 bzw. 200 mg Sirodesmingemische wurden in 2 ml Elutionsmittel geldst und auf die Saule
aufgetragen. Nach dem Einsickern wurden zweimal 2 ml Elutionsmittel aufgetragen, um die
Sirodesmine in das Gelbett eindringen zu lassen. Nach dem dritten Einsickern wurde ein
Vorratsgefdl (500 ml) fiir die Elutionsmittel angeschlossen. Der Eluatfluss wurde mit dem
Auslassventil auf eine Flussgeschwindigkeit von ca. 0,7 ml / min eingestellt. Das Eluat wurde in

Fraktionen von 8 ml in einem Fraktionssammler (ISCO Retriever IV) aufgefangen.

'1

-

@ Vorratsgefal

Filterpapier

Q""//

— Kieselgelbett

20cm -

277

-

\. : / Auslafiventil

ﬂ ﬁ ﬂﬂ—ij"[#—-lfra}dionssammler
="

Abb. 5 Sdulensystem zur préparativen Sdulenchromatographie

Anteile der Fraktionen (0,4 ml) wurden eingeengt und diinnschichtchromatographisch auf ihre

Identitit und Reinheit tiberpriift.

2.1.3.3 Flash Chromatographie

Unter dem Begriff Flash Chromatographie (STILL et al. 1978, PEDRAS et al. 1990) versteht man
die Anwendung der Sdulenchromatographie mit Gasen, die den Eluenten durch das Kieselgelbett
treiben. Mit diesem Verfahren kann die Chromatographie wesentlich beschleunigt und auf einen
Fraktionssammler verzichtet werden.

Dazu wurde die Chromatographiereinheit in einem Stativ drucksicher eingespannt. Nach dem
Auftragen des Toxingemisches und dem Anschluss des gefiillten Vorratsgefalies (vgl. 2.1.3.2)
wurde das GefdB3 mit N, (Stickstoffgas 4.6, Linde) unter Druck gesetzt. Es wurde ein Eluatfluss
von 25 ml / min eingestellt, so dass die Fraktionen manuell aufgefangen werden konnten. Bei
dieser Durchflussrate betrug der Druck fiir Kieselgel 60 (Korngrofe 15 - 40 um) 1,5 bar und fiir
Kieselgel 60 (KorngroB3e 63 - 200 um) 0,5 bar.
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2.1.3.4 Regenerieren einer gebrauchten Kieselgelsiule

Eine bereits gebrauchte Kieselgelsdule konnte nach einem Regenerationsverfahren zur Chroma-
tographie von Sirodesmin PL nochmals verwendet werden. Voraussetzung dazu war jedoch eine
Vorreinigung des Sirodesmingemisches (vgl. 2.1.2). Zum Regenerieren und Aquilibrieren wurden
nacheinander 100 ml Methanol, 100 ml Dichlormethan und 100 ml des Elutionsmittels durch die
Saule gegeben. Ein Aktivieren der Sdule war jedoch unter diesen Bedingungen nicht moglich.

Daher musste mit einer Abnahme der Trennungsleistung gerechnet werden.

2.2 Untersuchungen zur Wirkung von Behandlungen mit Sirodesmin PL auf nicht-

inokulierte Kotyledonen und in Interaktionen mit P. lingam

2.2.1  Herstellung der Sporensuspensionen und Vorbereitung der Toxinlosungen

Fiir die Inokulationen auf Kotyledonen wurden Suspensionen von Pyknosporen bendtigt. Dazu
wurden Isolate auf V8 Agar in Dunkelheit bei ca. 20 °C kultiviert. Nichtaggressive Isolate bildeten
dabei meistens schon nach kurzer Inkubationsdauer (eine Woche) Pyknidien, wihrend aggressive
Isolate wie z.B. MIX 7 in der Regel erst durch eine UV Bestrahlung zur Pyknidienbildung angeregt
werden konnten. Zur Sporenvermehrung wurden Pyknidien mit pinkfarbenem Sporenschleim als
Agarplattchen (Durchmesser acht mm) ausgestanzt, in 2,5 ml steriles Aqua dest. liberfiihrt und
darin geschiittelt. Die im Wasser suspendierten Sporen wurden auf zwei Petrischalen mit V8 Agar
verteilt und zur Inkubation in ein UV-Kabinett bei 20 °C gestellt. Nach 14 Tagen entwickelten sich
reife Pyknidien mit Sporenschleim. Aus den ausgestanzten Agarplittchen wurden wie zuvor
Pyknosporen ausgeschwemmt, in einer Thomakammer gezdhlt und anschlieBend durch
Verdiinnung der Sporensuspension auf eine Dichte von 106 Pyknosporen/ml eingestellt.

Das in Pulverform gelagerte Sirodesmin PL wurde in Ethanol vorgelost und zu den fiir die
Inokulation verwendeten wéssrigen Sporensuspensionen gegeben. Die Ethanolkonzentration in
den Sporensuspensionen betrug 1,0 %. Die Versuche wurden mit 30, 100 und 300 pg Sirodesmin
PL/ml Sporensuspension bzw. 0,15; 0,5 und 1,5 pg Toxin je Verletzungsstelle durchgefiihrt.

Sporenfreie Toxinldsungen und toxinfreie Sporensuspensionen dienten jeweils als Kontrollen.

2.2.2  Pflanzenanzucht und Inokulation

Samen von B. napus cv. Jet Neuf und Quinta, sowie B. juncea cv. Aurea wurden in Multitopfplatten
ausgesit und entwickelten sich unter 400 W Gliihlicht (RNP-T 400 W) bei 200 pE/m? * sec fiir 8
Tage im Gewdéchshaus bei 20 °C.

Zur Inokulation wurden die Kotyledonen mit einer Impfnadel jeweils in der Mitte jeder Blatthélfte
verletzt. Auf diese Einstichstellen wurden je 5 pul der Behandlungssuspension aufgetragen. Bei
einer speziellen Versuchsserie wurden drei Tage nach der Erstinokulation weitere
Toxinbehandlungen (mit erneut gesetzten Verletzungen) vorgenommen.

Die Pflanzen wurden anschlieBend fiir 18 Tage in Eisfink-Thermostaten bei 20 °C und bei 100 pE/
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m?2 x sec Licht und fast 100 % relativer Luftfeuchte inkubiert. Die sich entwickelnden Laubblatter

mussten dabei regelmifBig entfernt werden, um die Kotyledonen lédnger lebensfahig zu halten.

2.2.3  Belichtungszeiten bei der Toxinwirkung auf Kotyledonen

Um den Einfluss der Belichtung auf die Wirkung des Toxins zu erfassen, wurden Kotyledonen der
Sorte Jet Neuf mit 0,15, 0,5 und 1,5 pg Sirodesmin pro Verletzung behandelt und bei 15 °C bzw.
20 °C unterschiedlichen Belichtungszeiten ausgesetzt. Der vier Tage dauernde Versuch bestand

aus nachfolgenden Varianten (h = 16 Stunden-Tag, d = ohne Belichtung):

a) vier Tage dunkel d4 d) 2 Tage dunkel, 2 Tage hell d2h2
b) 1 Tag hell, 3 Tage dunkel h1d3 e) 1 Tag dunkel, 3 Tage hell d1h3
c) 2 Tage hell, 2 Tage dunkel h2d2 f) 4 Tage hell h4

Die Belichtungszeiten wurden unmittelbar nach der Toxinbehandlung variiert. Wahrend der

Inkubation wurde téglich die Lésionsauspriagung bonitiert (Tab. 1).

Tab. 1 Boniturnoten zur Lasionsauspragung auf Kotyledonen
Boniturnote Beschreibung zur Ausprigung
0 keine Symptome
1 Gewebe sinkt nur unmittelbar am Verletzungsrand ein, keine Verfarbung
2 Gewebe sinkt stirker ein, keine Verfarbung
3 voriibergehende Verdunklung des eingesunkenen Gewebes
4 Authellung der entstandenen Lésion

Zusatzlich wurden téglich die Liasionsradien festgestellt, die sich aus nachfolgender Formel

ergaben: (Lasionsdurchmesser minus Verletzungsdurchmesser) 0,5
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2.3 Untersuchungen zur Wirkung einer Keimblattabtrennung auf Interaktionen mit
P. lingam

Es wurden mehrfaktorielle Versuche mit verschiedenen Sorten, Phoma-Isolaten, Kinetin-
behandlungen und Abtrennungsterminen der Kotyledonen angelegt. Dabei wurden vier
verschiedene Merkmale fiir die Pilzentwicklung untersucht, die in den folgenden zwei Tabellen
zusammengefasst sind:

Tab. 2 Einflussfaktoren und Faktorstufen zu den Wirkungen von Keimblattabtrennungen auf die
Entwicklung von P. lingam

Faktor Stufen

Sorten Aurea (B. juncea), Quinta (B. napus)

Isolate PHW 1261 (NA), lla 1 (A1) und MIX 7 (A2)

Kinetinkonzentration 0 oder 100 (ng/ml)

Termin der Blattabtrennung keine Abtrennung (Kontrolle) oder Abtrennung
3,6,9, 12, 15 oder 18 Tage nach der Inokulation

Tab. 3 Ubersicht zu den untersuchten Merkmalen

Makroskopisch: Vermessen der Lasionsradien (mm)

Anfirben des Pilzgewebes und

mikroskopische Untersuchung:  Vermessung der Hyphenldngen (mm)
Einwachsen der Hyphen in die Petiole (+/-)
Bonituren der Pyknidienentwicklung (Stadien: 0 - 4)

2.3.1 Abtrennung von Kotyledonen und Inkubation

Die Pflanzen wurden in Multitopfplatten (vgl. 2.2.2) angezogen. Sie entwickelten sich in
Klimaschrédnken (Herdus Vétsch) bei 20 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 90 % . Die
Belichtungsintensitit betrug 210 pE / m2 = sec im 16 Std.-Tag. Eine Inokulation mit Phoma-
Isolaten wurde am siebten Tag nach der Saat an intakten Kotyledonen durchgefiihrt (vgl. 2.2.2).
Die Kotyledonen wurden am Tag der Inokulation und 3, 6, 9, 12, 15 sowie 18 Tage danach
abgetrennt und auf angefeuchtetem Filterpapier in Petrischalen inkubiert. Fiir den
Phytohormonversuch war das Filterpapier mit 100 (pg/ml) Kinetin getrdnkt worden. Als

Kontrollen dienten infizierte Kotyledonen intakter Pflanzen.

2.3.2  Untersuchung von infizierten Kotyledonen

Als erstes Merkmal der Pilzentwicklung wurden auf den Kotyledonen die Radien der Lasionen
gemessen. AnschlieBend wurden die Kotyledonen in Lactophenol fiir mikroskopische
Untersuchungen entfarbt (modifiziert nach KEOGH et al. 1980).
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Lactophenol setzte sich zusammen aus:

10 ml Glyzerin,
10g Phenol,

10 ml Ethanol,

10 ml Aqua dest.
10 ml Milchséure.

Nach zweiminiitigem Sieden traten Farbstoffe aus dem Pflanzengewebe aus, die die Losung griin-
oliv farbten. Eine Wiederholung dieser Prozedur nach einer Stunde mit frischer Losung bewirkte,
dass die Kotyledonen fast frei von l6slichen Farbstoffen waren und eine weille bis gelbweifle
Férbung angenommen hatten. Nach einem einminiitigen Kochen in Lactophenol-Trypanblau
Losung (wie oben + 0,02 g Trypanblau) farbten sich die Kotyledonen und das Pilzgewebe. In
Chloralhydrat (5g in 2 ml Aqua. dest.) differenzierte sich innerhalb von drei bis vier Stunden die
Farbe in den Kotyledonen derart, so dass nur Gewebe von P. lingam die blaue Farbung behielt und
in den Kotyledonen mikroskopisch sichtbar wurde.

Bei der mikroskopischen Messung der Hyphenldnge wurden die groften Entfernungen von
Hyphenspitzen bis zum nédchsten Rand der Inokulationsstelle festgehalten. Ein mogliches
Eindringen von Pilzhyphen in den Blattstiel (Petiole) wurde als weiteres Merkmal notiert. Als

vierter Parameter diente die Einteilung der Pyknidienentwicklung in fiinf Stadien:

Tab. 4 Boniturnoten zur Einteilung der Pyknidienentwicklung in fiinf Stadien
Boniturnote Stadien der Pyknidienbildung
0 vereinzelte Hyphen (Abb. 6)
1 sich verdickende Hyphen, erste Ansédtze einer Myzelverdichtung (Abb. 7)
2 fortschreitende Myzelverdichtung (Abb. §)
3 kleine, noch unreife Pyknidien (Abb. 9)
4 grof3e, reife Pyknidien mit Sporenschleim (Abb. 10)

Die Stadien der Pyknidienentwicklung werden durch die folgenden Abbildungen illustriert:
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Abb. 6 Vereinzelte Hyphen von P. lingam (Boniturnote 0)

Abb. 7 Sich verdickende Hyphen, erste Ansétze einer Myzelverdichtung (Boniturnote 1)
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Abb. 8 fortschreitende Myzelverdichtung (Boniturnote 2)

-

TR

Abb. 9 Kleine, noch unreife Pyknidien (Boniturnote 3)
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Abb. 10 GroBe, reife Pyknidien, die zur Sporenschleimabsonderung féhig sind (Boniturnote 4)

24 Untersuchungen zur Toxinproduktion in vitro und in vivo

2.4.1  Invitro Inkubation in Fliissigkulturen und auf Agar

Der Einfluss von Zinksalzen auf die Toxinproduktion des aggressiven Phoma-Isolates Ila 1 wurde
in Czapek-Dox-Fliissigkulturen (vgl. 2.1.1) mit steigenden Gehalten von Zinkchlorid und
Zinksulfat (0 - 2 mM Zn2%) untersucht. Dabei wurde die Inkubationsdauer und -temperatur in
mehreren Versuchsserien variiert.

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss einer Belichtung auf die Toxinproduktion bei diesem
Isolat untersucht. Dazu wurde Ila 1 bei 20 °C fiir 14 Tage im Czapek-Dox-Medium im
Thermostaten bei 200 pE/m? * sec oder in Dunkelheit inkubiert. Nach Ablauf der Inkubations-zeit
wurden die toxinhaltigen Fliissigmedien abfiltriert. Zur Bestimmung der Trockenmasse wurde das
Myzel 12 Stunden iiber Nacht bei 105 °C getrocknet und anschlieBend gewogen.

Als Néahrmedien fiir Agarkulturen wurden V8-Gemiisesaft und Czapek-Dox mit steigenden
Zinkchlorid- und Zinksulfatgehalten (0 - 10 mM Zn2*) verwendet. Als Merkmal fiir die
Pilzentwicklung wurde in dreitdgigen Abstdnden der Radius der sich entwickelnden kreisformigen

Myzelschicht gemessen.
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2.4.2 Inkubation von infiziertem Pflanzengewebe
Fiir ein Screening an Kotyledonen wurden die Rapssorten Quinta und Jet Neuf (vergleiche 2.2.2)
am 8. Tag nach der Saat mit Sporen aggressiver Isolate, die kurz zuvor aus Einsporlinien

gewonnen wurden, infiziert. Diese waren:

T 12a D34 =All (Al) T12aA3 =A22 (A2)
T 12a B11 =AlI2 (A]) T 11j C25 = AS51 (A3)
T11j D18 =A21 (A2) T12jB7 =A52 (A5)

Zur einfacheren Handhabung wurden die Isolate nach ihren Pathotypgruppen geordnet (siche
Klammer) und entsprechend umbenannt.

Fiir Zeitreihenversuche auf den Sorten Quinta und Jet Neuf wurden die Isolate Ila 1 (A1), MIX 7
und P 146 (A2) in verschiedenen Paarungen verwendet.

Die Pflanzen blieben bis zur ersten Symptomentwicklung im Gewichshaus und wurden ab dem
11. Tag nach der Inokulation zum Teil bei 200 pE/ m2 x sec bei einer Photoperiode von 16 Stunden

und fast 100 % rel. Luftfeuchte oder bei vollkommener Dunkelheit inkubiert.

Fiir Experimente an Hypokotylen wurden die Rapssorten Cobra und Jet Neuf am achten Tag nach
der Saat vereinzelt und bis zum Dreiblattstadium angezogen. Die Wurzelhdlse wurden mit einer
Injektionsnadel in einem Mindestabstand von 20 mm zweifach verletzt und mit ca. 5 pl
Sporensuspension des aggressiven Isolates Ila 1 inokuliert. Die Hélfte der infizierten Hypokotyle
wurde mit Zellulosepapier abgedunkelt. Die entstehenden Lésionen wurden ab dem 15. Tag nach
der Inokulation vermessen und bonitiert. Als Parameter dienten die vertikalen Lédsionslédngen, der

Lisionsumfang in % und der Anteil der Lésion in % am gesamten Hypokotyl.

2.43  Extraktion von Sirodesminen

Fiir Extraktionen aus den Fliissigkulturen wurden die Fliissigmedien gefiltert und die Filtrate je
zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Das Ethylacetat wurde mit den Sirodesminen unter einem N»>-
Gasstrom bis zur Trockne eingeengt (vgl. 2.1.2).

Zur Isolation aus den Agarndhrmedien wurden Sirodesmine aus je 15 g Agar mit einem Ultra-
Turrax Homogenisator in 30 ml Ethylacetat extrahiert. Das Homogenat wurde unter
anschlieBender Zugabe von weiteren 20 ml Ethylacetat gefiltert und im Rotationsverdampfer bis
zur Trockne eingeengt. Nach einer Uberfiihrung mit 4 ml Ethylacetat wurden die Sirodesmine
unter einem Ny Gasstrom erneut getrocknet.

Zur Extraktion von Sirodesminen aus Kotyledonen wurden ganze Kotyledonen mit einem
Frischgewicht von 3 g mit Hilfe eines Ultra-Turrax homogenisiert. Als Extraktionsmittel dienten
50 ml Ethylacetat und Ethanol ( 3/1, v/v), die nacheinander in kleineren Portionen verwendet und
filtriert wurden. Die Fliissigkeiten wurden im Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand enthielt neben moglichen Sirodesminen Blattpigmente und wurde daher an einer
Aktivkohlesdule weiter aufgereinigt (Abb. 11).
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Abb. 11  Extraktions- und Vorchromatographieverfahren zur Analyse von Sirodesminen

Die Séule mit einem Innendurchmesser von 1,8 mm enthielt 2,5 g Aktivkohle und war mit ca. 25
ml Trichlormethan voreluiert worden. Die Pflanzenextrakte wurden in 2 ml Trichlormethan auf-
genommen und auf die Siule gegeben. Mit weiteren 25 ml dieses Elutionsmittels wurde in kleinen
Mengen von 5 bzw. 10 ml nacheluiert. Das Eluat verlie8 die Saule fast pigmentfrei, es war jedoch
noch mit lipophilen Substanzen und Partikeln der Aktivkohle verunreinigt. Zur weiteren
Reinigung wurde eine aus einer Pasteurpipette (vgl. Abb. 4) hergestellte Sdule verwendet. Das bis
zur Trockne eingeengte Eluat wurde nacheinander in je 2 ml Petroleumbenzin und 2 ml
Dichlormethan aufgenommen und auf die Saule gegeben. Die lipophilen Substanzen wurden dabei
durch die Séule gespiilt, wahrend die polareren Sirodesmine von der stationidren Phase festgehalten
wurden. AbschlieBend wurden die Sirodesmine mit 6 ml Ethylacetat aus dem Kieselgel eluiert und
gesondert aufgefangen. Das Eluat wurde danach bis zur Trockne eingeengt.

Bei den Extraktionen aus dem Hypokotyl wurden je 1,5 g Gewebe aufgearbeitet. Die Aufar-
beitungsschritte des Materials entsprachen weitgehend denen der Keimblattextraktion, allerdings
konnte wegen der geringeren Chlorophyllgehalte der Reinigungsschritt mit der Aktivkohle
vereinfacht werden. Dazu wurde eine 2 ml Luerspritze als Sdule verwendet und am Auslass mit
extrafeiner Filterwatte abgedichtet. Die Aktivkohle wurde in einer Schichthéhe von 1,5 cm
eingefiillt und mit Trichlormethan voreluiert. Mit diesem Verfahren wurden auf sehr einfache
Weise zahlreiche Sdulen hergestellt und gleichzeitig betrieben. Bei der Elution konnten mit nur
insgesamt 10 ml Trichlormethan, welches in Mengen von je 2 ml hinzugegeben wurde, erhebliche
Einsparungen an Chemikalien erreicht werden.

An Kotyledonen der Rapssorte Jet Neuf wurde die Wiederfindungsrate (60 %) und der Abbau von
Sirodesmin PL untersucht. Dazu wurden je 1,5 pg Sirodesmin PL auf die durch Nadelstiche
verletzten Kotyledonen aufgetragen. Die Pflanzen wurden in Dunkelheit oder bei 200 pE / m? *
sec inkubiert. Jeweils zehn Kotyledonen mit insgesamt 60 pg aufgetragenem Sirodesmin PL
wurden in Zeitreihenexperimenten aufgearbeitet und beziiglich der feststellbaren Toxinmenge

analysiert.



-18 -

2.4.4 Qualitative und quantitative Bestimmung von Sirodesminen

Fiir die qualitative Uberpriifung durch die Diinnschichtchromatographie wurden die gesammelten
Toxine in Trichlormethan aufgenommen. Die Verdiinnung der Sirodesmine orientierte sich an der
zu erwartenden Menge, um eine einwandfreie DC zu gewihrleisten. Die geldsten Toxine wurden
in Mengen von ca. je 50 pl Trichlormethan auf Kieselgel-Diinnschichtplatten (Merck Kieselgel 60
Fr54, Schichtdicke 0,25 mm) aufgetragen. Nach der Chromatographie in Trichlormethan-
Ethylacetat (1 : 1) wurden die Sirodesmine durch ein Tauchbad in 2 % Silbernitratldsung angefarbt
(BADAWY & HOPPE 1989 b).

Fiir den quantitativen Nachweis wurden die durch die Vorchromatographie gewonnenen
Riickstéinde in 100 pl Ethanol aufgenommen und davon 20 pl in die Sdule einer HPLC Anlage
(Kontron) gegeben. Die Kieselgelsdule bestand aus einem Umkehrphasen (reversed phase)
Kieselgel (Kontron SPHERI 5 RP 18, 5 p, 220 * 4,6). Mit dem HPLC Pumpen-System (Kontron
322 System) lieB sich ein 20 Minuten dauernder Gradient mit den Elutionsmitteln Wasser und
Methanol herstellen. Er betrug zu Beginn 50 % : 50 % und erreichte nach 15 Minuten ein
Verhiltnis von 20 % Wasser und 80 % Methanol. Die Séule wurde anschlieBend zur Reinigung
jeweils fiinf Minuten mit 100 % Methanol nachgespiilt. Die Peaks wurden mit dem UV Detektor
(Kontron HPLC Detektor 432) bei einer Wellenldnge von 218 nm registriert und EDV-gerecht
vom computergestiitzten HPLC Integration Pack erfasst. Mit Hilfe einer zuvor erstellten Eichkurve
lieBen sich die integrierten Peakfldchen in Gewichtsdquivalente umrechnen. Die Retentionszeiten
wurden mit Sirodesminstandards wiederholt iiberpriift. Zusitzlich wurden die per HPLC

gereinigten Toxine diinnschichtchromatographisch tiberpriift.

Sirodesmin PL (SPL) Standard Quinta - Ilal
200 200
mV mV
150 9 150 4
SPL
100 9 100 <
' SPL

50 50 +
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20 . 1 1 v i J =20 T T T T T

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

“ ' A min B min

Abb. 12 Nachweis von Sirodesmin PL durch HPLC. A: Testsubstanz, B: Sirodesmin PL aus Kotyle-
donen der mit dem Isolat Ila 1 inokulierten Sorte Quinta am 14. Tag nach der Inokulation.

Die Pflanzen wurden vom 11 dpi an im Dunklen inkubiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Priparative Isolierung von Sirodesmin PL

Fiir das Forschungsvorhaben wurden fiir Toxinbehandlungen bei Brassica-Arten groflere Mengen
von Sirodesmin PL bendtigt. Mit der Diinnschichtchromatographie (DC) steht eine zuverldssige
analytische Methode zur Verfligung (BADAWY & HOPPE 1989 b), bei der bis zu 6 verschiedene
Sirodesmine von P lingam (Sirodesmin PL = Sirodesmin G, Sirodesmin J, Sirodesmin K,
Deacetylsirodesmin PL, Deacetylsirodesmin J und Deacetylsirodesmin K), getrennt werden
konnen (Abb. 13, sieche auch Abb. 2).

Sirodesmin PIL,

g Sirodesmin J
Sirodesmin K

Deacetylsirodesmin PL

Deacetylsirodesmin J

Deacetylsirodesmin K

Abb. 13  DC von Sirodesminen aus dem Kulturfiltrat eines aggressiven Phoma-Isolates an Kieselgel
60 F 554 mit Trichlormethan und Ethylacetat (1 : 1) als Laufmittel. Die Sirodesmine wurden
durch eine Tauchbehandlung in wassriger Silbernitratlosung (2 %) angefarbt. Der oberste
Fleck zeigt Sirodesmin PL, in weiterer Folge erscheinen mit zunehmender Polaritét
Sirodesmin J, Sirodesmin K, Deacetylsirodesmin PL, Deacetylsirodesmin J und Deacetyl-

sirodesmin K.

Die Sirodesmine lassen sich vom Kieselgel der DC-Platte eluieren und kénnen nach einer Passage
durch eine Sephadex LH 20 Saule fiir weitere Versuche verwendet werden. Bei diesem Verfahren
sind jedoch nur sehr geringe Toxinmengen zu gewinnen. Auerdem zeigte es sich in Vorversuchen,
dass Sirodesmine auf der DC Platte unter Lichteinfluss degradieren konnen. Daher musste eine
préparative Chromatographiemethode entwickelt werden, die diese beiden Nachteile ausschlief3t.

Dies geschah auf der Basis der Sdulenchromatographie (SC).
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Anbhaltspunkte fiir eine SC lieferten zwei Arbeiten, in denen {iber die Isolation von Sirodesmin PL
an Kieselgel unter Verwendung der Laufmittel Dichlormethan (94,8 %) : Ethylacetat
(4,74 %) : Methanol (0,46 %) (SJODIN et al. 1988) oder Dichlormethan (96 %) : Methanol
(4 %) (PEDRAS et al. 1990) berichtet wurde. Danach wurden weitere Elutionsmittel auf ihre
Trennungsleistung in Kombination mit drei verschiedenen Kieselgelen iiberpriift.

3.1.1 Kieselgel S (Korngrofie 32 - 63 pm)

a Dichlormethan (94,8 %) : Ethylacetat (4,74 %) : Methanol (0,46 %) nach SJODIN et al. 1988
b Dichlormethan (96 %) : Methanol (4 %), nach PEDRAS et al. 1990

Bei der Verwendung der mobilen Phasen der Versuche 1 und 2 traten die Sirodesmine kurz nach
der Laufmittelfront aus der Saule aus. Sirodesmin PL war mit anderen, nicht identifizierbaren
Substanzen vermischt. Daher mussten andere Elutionsgemische gefunden werden.

¢ Dichlormethan (100%)

Mit Dichlormethan waren die Toxine in der Sdule weitgehend immobil. Um ihre Mobilitit zu
erhéhen, wurden in den folgenden Versuchen verschiedene Mischungen von Dichlormethan mit
Ethylacetat untersucht.

d Dichlormethan (90%) - Ethylacetat (10%)

e Dichlormethan (80%) - Ethylacetat (20%)

f Dichlormethan (70%) - Ethylacetat (30%)

Mit steigenden Anteilen von Ethylacetat im Elutionsmittel erhohte sich zwar die Mobilitét der
Sirodesmine im Kieselgel, die Trennung des Sirodesmin PL von den anderen Sirodesminen blieb

jedoch unbefriedigend. Viele Fraktionen waren mit anderen Verbindungen verunreinigt. Daher
wurde in den folgenden Versuchen Dichlormethan durch Trichlormethan ersetzt.

g Trichlormethan (90 %) - Ethylacetat (10%)

Diese beiden Losungsmittel werden in der Diinnschichtchromatographie im Verhiltnis
50% : 50% erfolgreich zur Trennung von Sirodesminen verwendet (KOCH et al. 1989). Nach
GRITTER et al. (1987) lassen sich gemischte Laufmittel der DC nach einer Modifikation in der
prozentualen Zusammensetzung auch fiir die SC einsetzen. Dabei soll bei der DC ein Verhiltnis
der Elutionsmittel gefunden werden, bei dem der Rf Wert der wichtigsten Verbindung etwa 0,3
betrigt. Fiir Sirodesmin PL wurde dabei ein Verhéltnis von 90% : 10% ermittelt. In der SC trat das
Sirodesmin PL allerdings bereits in den ersten Fraktionen auf und war meist mit apolareren
Verbindungen verunreinigt. Aus diesem Grunde wurde im nichsten Versuch auf den Anteil von
Ethylacetat im Eluenten verzichtet.

h Trichlormethan (100%)

Bei Verwendung von reinem Trichlormethan wurde eine zufriedenstellende priparative Isolierung
von Sirodesmin PL erreicht. Das Toxin begann etwa mit der 8. Fraktion aus der Sdule auszutreten.
In den folgenden ca. 12 Fraktionen war es in fast reiner Form nachzuweisen. Danach traten die
Sirodesmine J, K und Deacetylsirodesmin PL in einer Mischung aus. Fraktionen, die reines
Sirodesmin PL enthielten, wurden vereinigt und auf 2 ml in Trichlormethan eingeengt. Das Toxin
wurde durch Zugabe von 100 ml Petroleumbenzin ausgefillt, bei Raumtemperatur an der Luft
getrocknet und bei - 20° C aufbewahrt. In Abbildung 14 werden angefarbte Sirodesmine einer DC
nach einer mit 100 % Trichlormethan erfolgten SC gezeigt.
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Abb.14 DC von Sirodesminen nach einer priparativen SC an Kieselgel S mit Trichlormethan als
Elutionsmittel. Von den 8 ml Fraktionen wurden 0,4 ml entnommen, bis zur Trockne eingeengt,
in 50 pl Trichlormethan geldst und auf eine Diinnschichtplatte (Kieselgel 60 F 554, Merck)
aufgetragen. Die DC-Trennung erfolgt mit Chloroform (50 %) : Ethylacetat (50%). Die
Sirodesmine wurden durch eine Tauchbehandlung mit einer Silbernitratlosung (2 %) sichtbar
gemacht. A: Sirodesmin PL, B: Sirodesmin J und K, C: Deacetylsirodesmin PL, D:

Deacetylsirodesmin J, E: Deacetylsirodesmin K.

3.1.2  Kieselgel 60 (Korngrofie 15 - 40 pm) und Flash Chromatographie

Die PorengroBe des Kieselgels in der SC ist mit 60 Angstrom mit der des Kieselgels auf den DC-
Platten identisch. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde eine verbesserte Chromatographie der
Sirodesmine erwartet. Das Kieselgel 60 mit der KorngréBe 15 - 40 um hat eine sehr feine Textur
und damit eine relativ grole Oberfldche. Eine gute Trennung der Sirodesmine wurde wegen der
vergroflerten stationdren Phase erwartet. Der Diffusionswiderstand in dem feinen Kieselgel lief3
die Eluenten jedoch nur langsam passieren, so dass keine Regulierung an dem Auslassventil
vorgenommen werden musste (Tropfgeschwindigkeit von 0,7 ml / min). In den folgenden
Versuchen wurden die Trennungsleistungen einer unbenutzten und einer regenerierten
Kieselgelsdule, sowie einer Flash Chromatographie getestet. Fiir diese Experimente wurde ein
Elutionsgemisch gewéhlt, welches an den Versuch g von 3.1.1 angelehnt ist und die in der DC

gewonnenen Erfahrungen beziiglich des Rf-Wertes auf die SC iibertrug.

a 200 mg Sirodesmingemisch wurden in 90 % Trichlormethan und 10 % Ethylacetat in einer am
Vortag hergestellten Sdule chromatographiert. Die Qualitdt der Trennung war vergleichbar mit der
zuvor beschriebenen Chromatographie unter 3.1.1 im Versuch h. In Abbildung 15 wird auf DC

Platten das Ergebnis einer solchen SC gezeigt.
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Abb. 15  DC von Sirodesminen nach einer praparativen SC an Kieselgel 60 (KorngroBe 15 - 40 um)
mit 90 % Trichlormethan und 10 % Ethylacetat als Elutionsmittel. (Fiir weitere Erklarungen

siche Legende zu Abb. 14).

b 100 mg Sirodesmingemisch wurden mit dem gleichen Elutionsmittel wie im vorherigen
Versuch in einer regenerierten Sdule chromatographiert (vgl. 2.1.3.4). Die Trennungsleistung war
fiir die Gewinnung von reinem Sirodesmin PL ausreichend, einige Fraktionen waren jedoch mit
anderen Sirodesminen durchmischt. Ausschlaggebend fiir die Qualitdtsminderung im Vergleich zu
einer unbenutzten Sdule diirfte die fehlende Aktivierung gewesen sein (siche Abb. 16).
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Abb. 16  DC von Sirodesminen nach einer praparativen SC an regeneriertem Kieselgel 60 (Korngrofie
15 - 40 pm) mit 90 % Trichlormethan und 10 % Ethylacetat als Elutionsmittel. (Fiir weitere

Erklarungen siehe Legende zu Abb. 14).

¢ Die Flash Chromatographie wurde an einer am Vortag hergestellten Sdule mit der gleichen
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mobilen Phase wie in den beiden vorangegangenen Versuchen und mit 200 mg Sirodesmingemisch
durchgefiihrt. Die Zahl der Fraktionen mit reinem Sirodesmin PL erhohte sich und erbrachte damit
eine Qualitdtsverbesserung, die librigen Sirodesmine waren jedoch durchmischt. Ein groBBer Vorteil
der Flash Chromatographie bestand neben der Qualititsverbesserung in der schnellen

Durchfiihrung (0,5 h) und im moglichen Verzicht auf den Fraktionssammler (siche Abb. 17).
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Abb. 17  DC von Sirodesminen nach einer priparativen Flash Chromatographie an Kieselgel 60
(KorngroBe 15 - 40 pm) mit 90 % Trichlormethan und 10 % Ethylacetat als Elutionsmittel
(Fiir weitere Erklarungen siehe Legende zu Abb. 14).

Die groBlere Oberfldche des feineren Kieselgels band in diesem Elutionssystem die polareren

Sirodesmine stérker an die stationdre Phase, so dass diese in der Sdule festgehalten wurden.

3.1.3  Kieselgel 60 (Korngrofie 63 - 200 pm)

Das Kieselgel 60 mit der KorngroBBe 63 - 200 um ist deutlich grober als das in 3.1.2 eingesetzte
Kieselgel und besitzt eine kleinere Oberflache. Aufgrund der groberen Textur jedoch kann der
Eluent schneller passieren, der mechanische Widerstand ist verringert. Fiir die Versuche wurden
zwel verschiedene mobile Phasen verwendet, die fiir eine unterschiedliche Mobilitdt der

Sirodesmine sorgten.

a Das Elutionsgemisch Trichlormethan (70 %) : Ethylacetat (30%) bewirkte eine vergleichs-
weise hohe Mobilitdt der Sirodesmine in der Sdule und kann daher eluentensparend eingesetzt
werden. Sirodesmin PL lie§ sich mit dieser mobilen Phase hochgradig rein préparieren, die

anderen Sirodesmine waren jedoch vermischt und lieBen sich nicht rein isolieren (sieche Abb. 18).
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Abb. 18  DC von Sirodesminen nach einer praparativen SC an Kieselgel 60 (Korngrofie 63 - 200 pm)
mit 70 % Trichlormethan und 30 % Ethylacetat als Elutionsmittel. Ab der Fraktion 66 wurde

mit reinem Ethylacetat eluiert (Fiir weitere Erlduterungen siehe Legende zu Abb. 14).

b Fiir den folgenden Versuch wurde ein Elutionsgemisch gewahlt, welches dem im Versuch g von
3.1.1 entsprach. Dabei wurden die in der DC gewonnenen Erfahrungen beziiglich des Rf Wertes
auf die SC ibertragen. Trichlormethan und Ethylacetat im Verhéltnis von 90% zu 10% als
mobile Phase ermdglichten eine saubere Trennung von Sirodesmin PL und Deacetylsirodesmin

PL. Die anderen Sirodesmine jedoch waren vermischt (siche Abb. 19) .
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Abb. 19  DC von Sirodesminen nach einer praparativen SC an Kieselgel 60 (KorngroBe 63 - 200 pm)

mit 90 % Trichlormethan und 10 % Ethylacetat als Elutionsmittel (Fiir weitere Erlduterungen

siche Legende zu Abb. 14).



-25-

3.2 Wirkung einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf nichtinokulierte

Rapskotyledonen und auf Interaktionen mit P. lingam

3.2.1 Keimblattsymptome nach Inokulationen mit P. lingam

Inokulationsversuche mit P. lingam wurden schon héufig an Kotyledonen von Brassica-Arten
durchgefiihrt (BRUNIN & LACOSTE 1970, THURLING & VENN 1977, DELWICHE 1980,
CARGEEG & THURLING 1980, WITTERN & KRUGER 1985, STODIN & GLIMELIUS 1983).
In Versuchsreihen von BADAWY et al. 1991 und MENGISTU et al. 1989 wurden bei kiinstlichen
Infektionen in verschiedenen Interaktionen auf den Kotyledonen unterschiedliche Reaktionen
festgestellt, die eine Unterscheidung verschiedener Pathotypgruppen von P. /ingam ermoglichten .
Die nichtaggressiven Isolate (NA) verursachten in allen untersuchten Brassica-Arten wenige Tage
nach der Inokulation an den Verletzungsstellen kleine, braune nekrotische Lésionen. Diese
Nekrosen blieben auch nach lédngerer Inkubationszeit auf den unmittelbaren Wundbereich
beschriankt. Identische Symptombilder zeigten sich auch in den Interaktionen aggressiver Isolate
mit B. juncea cv. Aurea (Abb. 20).

Abb. 20  Punktférmige Nekrosen, verursacht durch ein nichtaggressives Isolat (PHW 1261) auf Quinta
am 15. Tag nach der Inokulation (dpi). Das Keimblatt wurde durch Nadelstiche verletzt und

mit einer Sporensuspension inokuliert.

Alle untersuchten Rapssorten reagierten auf Al Isolate mit einer kompatiblen Reaktion, d.h. die
Verletzungsstellen blieben etwa bis zum 9. Tag nach der Inokulation fast symptomfrei, bis sich
dann rapide, fast schlagartig, etwa im Durchmesser von 10 bis 15 mm um die Inokulationsstelle
das pflanzliche Gewebe aufhellte, einsank und abstarb. Dieser Prozess war hiufig mit der Bildung
von Pyknidien auf der Lasionsflache verbunden (Abb. 21).
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Abb. 21  Liasionen mit Pyknidien, verursacht durch ein aggressives Isolat der Pathotypgruppe Al
(Ia 1) in einer kompatiblen Interaktion auf Quinta am 12 dpi. Das Keimblatt wurde mit
Nadelstichen verletzt und mit einer Sporensuspension inokuliert.

Inokulationen mit aggressiven Isolaten der Pathotypgruppe A2 fiihrten in inkompatiblen

Interaktionen auf Quinta zundchst zu kleinen, unmittelbar am Wundrand auftretenden Nekrosen.

Mit zunehmender Inokulationsdauer erweiterten sich diese Nekrosen und erreichten gelegentlich

sogar die Grofle von Lasionen kompatibler Beziehungen. Sie waren jedoch aufgrund ihrer braunen

Farbe, der fehlenden Pyknidienbildung und der Dynamik ihrer Entstehung nicht mit den Lasionen

kompatibler Interaktionen vergleichbar (Abb. 22).

Abb. 22 Nekrosen, verursacht durch ein aggressives Isolat der Pathotypgruppe A2 (MIX 7) in einer
inkompatiblen Interaktion auf Quinta am 15 dpi. Das Keimblatt wurde durch Nadelstiche

verletzt und mit einer Sporensuspension inokuliert.
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Ganz anders als in den zuvor beschriebenen inkompatiblen Interaktionen bei der Rapssorte Quinta
verhielten sich A2 Isolate auf der Rapssorte Jet Neuf. Nach einer Phase der Symptomfreiheit
zeigten sich ab dem 9. Tag nach der Inokulation auf den Kotyledonen Symptome wie in einer

kompatiblen Interaktion mit A1 Isolaten. Diese gingen meist mit einer Pyknidienbildung einher.

Die Wirkung von in Fliissigkulturen produzierten Pilzausscheidungen wurde auf Rapskotyledonen
schon 1982 von SACRISTAN untersucht. Die Autorin konnte einige Tage nach einer Applikation
von Kulturfiltraten nekrotische Verdanderungen auf dem behandelten Blattgewebe feststellen. DE
MARCH et al. (1986) gelang der Nachweis, dass die Lisionsbildung auf Kotyledonen nur durch
Kulturfiltrate aggressiver Phoma-Isolate induziert wird, wéihrend eine Behandlung mit den
Kulturfiltraten nichtaggressiver Isolate auf den Blittern fast symptomlos blieb. KOCH et al. (1989)
wiesen nach, dass nur aggressive Isolate Sirodesmine in Fliissigkulturen abscheiden. Schon mit
der Entdeckung der Sirodesmine in Fliissigkulturen von P. lingam (BOUSQUET et al. 1977)
wurde eine phytotoxische Wirkung dieser Verbindungen festgestellt. Als das haufigste produzierte
Toxin wurde Sirodesmin PL ermittelt, welches auch die hochste Phytotoxizitéit aufweist (PEDRAS
et al. 1987, BADAWY & HOPPE 1989 a). Dabei zeigte sich, dass die Sirodesmine
wirtsunspezifisch chlorotische Nekrosen erzeugen konnen. Die Untersuchungen wurden z.B. an
Arten aus den Familien der Familien der Leguminosen, der Gramineen, der Solanaceen, der
Cucurbitaceen und der Brassicaceen durchgefiihrt (PEDRAS et al. 1987, BADAWY & HOPPE
1989 a).

Wenn es sich bei den Toxinabscheidungen in die Fliissigkulturen nicht um Artefakte handelt,
konnten sie als wirtsunspezifische Toxine in kompatiblen Interaktionen an der
Krankheitsentwicklung beteiligt sein (TURNER 1984). Die fehlende Aggressivitit der NA-Isolate
und die mangelnde Virulenz der A2 Isolate in inkompatiblen Interaktionen konnte auf einer
fehlenden Sirodesminproduktion im Gewebe beruhen.

Mit einer Sirodesminbehandlung miisste es demnach moglich sein, das Pflanzengewebe gegen-
iiber diesen Isolaten anfélliger zu machen und die spezifischen Resistenzen zu durchbrechen
(RUDOLPH 1972). In der hier beschriebenen Versuchsserie wurde daher die Wirkung des durch
SC isolierten Sirodesmin PL auf die in folgender Tabelle fettgedruckten Interaktionen liberpriift.

Tab. 5 Interaktionen zwischen Kotyledonen der Gattung Brassica und P. lingam, die fiir die Versuche

ausgewdhlten Interaktionen sind fettgedruckt. (R = resistente Interaktion, A = anfillige

Interaktion)
Isolate von P. lingam: PHW 1261 MIX 7 ITa 1
Pathotypgruppen NA A2 Al
Brassica napus cv. Quinta R R A
" " " Jet Neuf R A A
Brassica juncea cv.  Aurea R R R
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3.2.2 Keimblattsymptome nach Behandlung mit Sirodesmin PL bei unterschiedlicher
Belichtungsdauer und Inkubationstemperatur

Sirodesmin PL verursachte Lasionen, die bereits ein bis zwei Tage nach der Behandlung sichtbar

wurden (Belichtung bei 100 pE/m2 * sec). Bei einer Menge von 0,15 pg Sirodesmin PL pro

Verletzung waren nur am Wundrand leichte Verdnderungen erkennbar. Bei 0,5 und 1,5 pg Toxin

sank das Pflanzengewebe in Abhdngigkeit von der Konzentration in einem Durchmesser von ca.

2 oder ca. 3 mm zundchst ein und wurde grau-griin. Innerhalb von drei weiteren Tagen hellten sich

die Lasionen auf und erschienen wei3-grau.

Abb. 23  Toxinsymptome (von rechts nach links 0,15, 0,5 und 1,5 pg Sirodesmin PL je Verletzung)
auf Kotyledonen der Rapssorte Jet Neuf vier Tage nach der Toxinapplikation (oben im 16

Std.-Tag bei Licht inkubiert, unten in Dunkelheit inkubiert).

Weitere Verdanderungen waren wahrend der spateren Inkubationsphase nicht zu beobachten. Die
chlorotischen Lasionen erweiterten sich wahrend der viertdgigen Inkubation nicht (siehe Abb. 23).
In einer ersten Versuchsserie wurden die Effekte einer viertdgigen Belichtung (16 Stunden
Photoperiode) vom Beginn der Toxineinwirkung an mit einer stindigen Inkubation im Dunklen
verglichen. Als Merkmale wurden der Ldsionsradius gemessen und die Ldsionsauspragung

bonitiert.
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Abb. 24  Lisionsradien und Lisionsausprigungen (Boniturnoten siehe Tab. 1) auf toxinbehandelten
Kotyledonen (1,5 pg Sirodesmin PL / Verletzung) der Sorte Jet Neuf bei 20 °C und Inkubation
in Dunkelheit und bei Belichtung im 16 Std.-Tag. (Durchschnittswerte von 16
Wiederholungen, Daten siehe A1).

Beim Merkmal Léasionsradius zeigten sich im Vergleich belichtet/unbelichtet nur kleine Unter-
schiede. Der Radius der Lasionen wurde (vgl. auch Abb. 30 a) entscheidend von der applizierten
Toxinmenge beeinflusst. Dennoch waren in Abhédngigkeit zur Belichtung visuell deutliche
Unterschiede festzustellen, die mit der Bonitur des Merkmals Ldsionsauspragung festgehalten
werden konnten. So wurden in den dunklen Behandlungen Gewebeeinbriiche unmittelbar an den
Verletzungszonen bonitiert. Diese waren jedoch nicht chlorotisch. Unter Lichteinfluss erweiterte
sich die Fldache der Gewebeeinbriiche zwar nur geringfiigig, aber es kam schon am dritten Tag
nach der Inokulation zu einem Pigmentabbau und bis zum vierten Tag zur Bildung von weillgrauen
Chlorosen (vgl. Abb. 23).

Mit der Bonitur der Lasionsauspragungen waren differenziertere Beobachtungen als beim
Vermessen der Lésionsradien moglich. Der Prozess der toxinbedingten Ldsionsauspragung in
Abhédngigkeit von der Belichtungszeit und der Temperatur wurde in mehreren Versuchsserien
ndher untersucht. Dazu wurde Sirodesmin PL in drei verschiedenen Dosierungen (0,15, 0,5 und
1,5 pg je Verletzungsstelle) auf Kotyledonen der Sorte Jet Neuf aufgetragen. Zunédchst wurde die
Wirkung der Temperatur auf die Lasionsauspragung tiberpriift (Abb. 25).
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Abb. 25  Einfluss der Temperatur auf die Lésionsausprigung (Boniturnoten siche Tab. 1) toxin-
behandelter Kotyledonen der Sorte Jet Neuf bei 15 und 20° C im 16 Std.-Tag. (0,15, 0,5 und
1,5 pg Sirodesmin PL je Verletzungsstelle, Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen,
Daten siche A2).

Bei einer Temperatur von 20 °C wurde die Lasionsauspragung gegeniiber 15 °C deutlich verstérkt.
Dieser Effekt wurde in allen drei Behandlungsstufen deutlich. Wahrend bei 20 °C und 0,15 pg
Sirodesmin PL je Inokulationsstelle nach viertdgiger Inkubation nur die Boniturnote 1
(Gewebeeinbruch, keine Nekrose) erreicht wurde, wurden bei 0,5 und 1,5 pg Sirodesmin PL am
dritten Tag Chlorosen beobachtet, die sich bis zum vierten Tag wei3grau férben. Bei 15 °C dagegen
waren diese Prozesse verzogert und abgeschwicht. Bei den folgenden Experimenten wurde bei
20 °C inkubiert, um die Lasionsauspragungen besser differenzieren zu konnen.

In der Abbildung 24 waren bereits Unterschiede zwischen in Dunkelheit oder unter Belichtung
inkubierten Pflanzen dargestellt worden. Die Lisionsauspragungen wurden im nichsten Versuch
nach der Behandlung mit den drei verschiedenen Toxindosierungen niher untersucht. Die Pflanzen
wurden nach der Toxinbehandlung bei Belichtung oder in Dunkelheit inkubiert (Abb. 26).
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Abb. 26  Einfluss einer Belichtung auf die Lasionsausprigung (Boniturnoten siche Tab. 1) toxin-
behandelter Kotyledonen der Sorte Jet Neuf bei 20 °C im 16 Std.-Tag und einer Inkubation in
Dunkelheit. (0,15, 0,5 und 1,5 pg Sirodesmin PL pro Verletzungsstelle, Durchschnittswerte
von 16 Wiederholungen, Daten siche A3).
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Der Effekt einer Belichtung auf die Lasionsauspragungen war wiederum sehr deutlich: Nach einer
viertdgigen Inkubation im Dunklen waren bei der niedrigsten Toxinstufe fast keine Symptome zu
beobachten und bei der stirksten Dosierung sank nur das behandelte Gewebe um die
Inokulationsstellen ein. Chlorotische Gewebeauthellungen waren nicht zu beobachten. Deutlich
unterschieden sich die Lasionen der unter Licht inkubierten Kotyledonen. Bei 0,15 pg Sirodesmin
PL war das Gewebe um die Verletzung eingesunken, eine chlorotische Aufhellung war nicht
erkennbar. Bei 0,5 und 1,5 pg Toxin je Blattwunde dagegen wurden die hochsten Boniturwerte der
Symptomauspragung ermittelt. Es traten somit sehr ausgepragte Chlorosen auf.

Die Dynamik der Lésionsausprigung wurde in einem weiteren Versuch mit verschiedenen
Toxindosierungen und  wechselnden  Belichtungszeiten  untersucht.  Von  sechs
Behandlungsvarianten wurden in Abbildung 27 zwei ausgewdhlt, deren Gesamtbelichtungsdauer
zwar gleich war, bei denen die Belichtung aber zu verschiedenen Terminen wihrend der

Inkubation nach der Toxinbehandlung stattfand.
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Abb. 27  Einfluss von zwei unterschiedlichen Belichtungsterminen (Erkldrung siehe S. 10) auf die
Lésionsauspragung (Boniturnoten siehe Tab. 1) toxinbehandelter Kotyledonen der Sorte Jet
Neuf bei 20 °C. (0,15, 0,5 und 1,5 pg Sirodesmin PL pro Verletzungsstelle,
Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen, Daten siche A4).

Auch bei der Wahl der Belichtungstermine wurden deutliche Eftekte bei der Lasionsausprigung
deutlich. So forderte eine anfingliche Belichtung die Entstehung von Symptomen, die sich in der
sich anschlieBenden Dunkelheit jedoch nicht weiterentwickeln. Bei den anfangs dunkel gehaltenen
Kotyledonen waren Symptome zunéchst nicht feststellbar bzw. sehr schwach ausgepréigt. Wahrend
der sich anschlieBenden Belichtungsphase wurde der Riickstand in der Symptomentwicklung im
Vergleich zu der vorher beschriebenen Behandlung mehr als aufgeholt. Die Boniturwerte fiir die
Symptomauspriagung erreichten ein so hohes Niveau, welches dem der vier Tage belichteten

Pflanzen gleichkam.
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In der Abbildung 28 wurden alle sechs Varianten der Belichtungstermine nach einer Applikation

mit 1,5 pg Sirodesmin PL je Verletzungsstelle zusammengefasst.
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Abb. 28  Ubersicht zum Einfluss unterschiedlicher Belichtungstermine (Erklirung siehe S. 10) auf die
Lésionsauspragung (Boniturnoten sieche Tab. 1) toxinbehandelter Kotyledonen der Sorte
Jet Neuf bei 20 °C. (1,5 pg Sirodesmin PL pro Verletzungsstelle, Durchschnittswerte von 16
Wiederholungen, Daten siehe AS).

In dieser Zusammenfassung wird deutlich, wie mit zunehmender Dauer der Belichtung fiir die
Symptomauspragung hohere Boniturwerte erreicht wurden. Eine Verdunklung zu Beginn der
Inkubation liel zunéchst keine Symptome entstehen, die Wirksamkeit des Sirodesmin PL blieb

jedoch erhalten und wurde nach einer spéter erfolgten Belichtung deutlich.
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3.2.3  Wirkung einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf inkompatible Interaktionen
Schon in Vorversuchen zeigte es sich, dass bei niedriger relativer Luftfeuchte (unter 70%) eine
lasionsfordernde Wirkung von Sirodesmin PL bei inkompatiblen Interaktionen nicht gegeben ist.
Bei den vier untersuchten nichtkompatiblen Interaktionen wurden nur bei hoher relativer Luft-
feuchtigkeit (nahe 100%) lasionserweiternde Effekte beobachtet. Etwa ab dem sechsten Tag nach
der Inokulation begannen die Phoma-Isolate iiber die Zone der toxininduzierten Ldsion hin-
auszuwachsen. Diese Entwicklung wurde durch einen zunéchst diinnen braunen nekrotischen
Rand an der Toxinldsion eingeleitet, der sich wiahrend der weiteren Inkubationszeit vergrof3erte
(Abb. 29).

Abb. 29  Effekt von Sirodesmin PL (0,5 pg / Inokulationsstelle) auf die Interaktion des nicht-
aggressiven Phoma-Isolates PHW 1261 (NA) mit der Sorte Quinta am 18. Tag nach der
Inokulation. Die Toxinbehandlung erfolgte gleichzeitig mit der Inokulation. Lésionen ohne

Toxinbehandlung sind wesentlich kleiner (vgl. Abb. 20).

Auf den folgenden Abbildungen 30 - 33 werden auf den Kotyledonen die toxininduzierten und
infektionsbedingten Lésionsradien gezeigt. Dabei wird jeweils im Abschnitt A der zeitliche Verlauf
der Lasionsentwicklung verdeutlicht. Im Abschnitt B wird nach Subtraktion der Radien der
Toxinldsionen die Abhédngigkeit des infektionsbedingten Lésionswachstums von der
Toxindosierung dargestellt. Die unterschiedlichen Buchstaben iiber den Balken zeigen signifikante

Unterschiede innerhalb der Gruppen (P = 0,95 nach Tukey Test) an.
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Tage nach der Inokulation und Toxinbehandiung

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der inkompatiblen
Interaktion der Sorte Quinta mit dem nichtaggressiven Isolat PHW 1261. Die
Toxinbehandlung  erfolgte gleichzeitig mit der Applikation des Inokulums
(Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen, Daten sieche A6).

Radien infektionsbedingter (Kurven) und toxininduzierter (Sdulen) Lasionen der Interaktion
der Sorte Quinta mit dem nichtaggressiven Isolat PHW 1261 nach Behandlung mit Sirodesmin

PL.

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf das infektionsbedingte Lésionswachstum
nach Subtraktion der toxinbedingten Radien in Abhéngigkeit von der Toxinkonzentration.
Verschiedene Buchstaben am gleichen Messtag zeigen signifikante Unterschiede fiir die

Stufen der Toxinbehandlung (P = 0,95 nach Tukey) an.
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Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der inkompatiblen
Interaktion der Sorte Jet Neuf mit dem nichtaggressiven Isolat PHW 1261. Die
Toxinbehandlung  erfolgte gleichzeitig mit der Applikation des Inokulums
(Durchschnittswerte von 24 Wiederholungen, weitere Erklarungen siche Abbildung 30, Daten
siche A7).

In den Abbildungen 30 und 31 sind die Wirkungen von Sirodesmin PL auf die durch das

nichtaggressive Isolat PHW 1261 verursachten Lédsionen an Kotyledonen der beiden Sorten Quinta

und Jet Neuf dargestellt. In den toxinfreien Kontrollinteraktionen blieben die Nekrosen auf den

unmittelbaren Lisionsrand beschrinkt, so dass kein Lésionsradius gemessen werden konnte. Bei

beiden Sorten wirkte das Toxin in den drei untersuchten Dosierungssstufen ldasionsvergroBernd.

Bei 0,15 pg Sirodesmin PL je Verletzungsstelle auf Quinta und Jet Neuf war ein solcher Effekt nur

tendenziell vorhanden und nicht immer reproduzierbar. Die Applikation von 0,5 pg Sirodesmin

PL dagegen bewirkte in beiden Interaktionen hochsignifikante Vergroferungen der
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infektionsbedingten Lisionen. Bis zum 18. Tag nach der Inokulation wurden auf Kotyledonen der

Sorten Quinta und Jet Neuf VergroBerungen der Lésionsradien von 1,2 mm bzw. 0,9 mm erreicht.

Bei der Verwendung von 1,5 pg schwichte sich die Wirkung des Toxins an beiden Sorten wieder

ab. Beim Vergleich der Behandlungsstufen (B) zeigte sich, dass eine Applikation von 0,5 pg

Sirodesmin PL signifikant den grofiten Lésionszuwachs bewirkte.

In der folgenden Darstellung wird der Einfluss einer Toxinbehandlung auf die inkompatible Wirt-

Parasit-Beziehung von B. juncea cv. Aurea mit dem aggressiven Isolat Ila 1 gezeigt.

mm Lasionsradius

Kontrolle 0,15 ug 0,5 ug 1,5 ug Sirodesmin PL
1 o 1 .
0,56~
0 =it
6 9121518 6 9121518 6 9121518 6 9 121518

Tage nach der Inokulation und Toxinbehandlung

mm infektionsbedingter Lésionszuwachs

B it0dg8IID PL.Jo YOTIBtIINGSSIONe: oo e
1 [ SRR —— s R
0.5 I ——

Abb. 32

Tage nach der Inokulation und Toxinbehandiung

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der inkompatiblen
Interaktion von B. juncea cv. Aurea mit dem aggressiven Isolat Ila 1. Die Toxinbehandlung
erfolgte gleichzeitig mit der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32
Wiederholungen, weitere Erklarungen siehe Abbildung 30, Daten sieche A8).

In dieser Interaktion waren die durch Sirodesmin PL allein induzierten Lasionsradien deutlich

kleiner als in den zuvor beschriebenen Interaktionen. Allerdings bewirkten schon 0,15 ug

Sirodesmin PL je Verletzungsstelle beim Vergleich mit den toxinfreien Kontrollen im
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Zusammenwirken mit dem Isolat Ila 1 deutliche VergroBerungen der infektionsbedingten
Lésionsradien. Durch eine Behandlung mit 0,5 pg Sirodesmin PL wurden die infektionsbedingten
Lasionsvergroflerungen verstdrkt. Sie erreichten bis zum 18. Tag nach der Inokulation ein
durchschnittliches Maximum mit 0,56 mm. Bei der Zugabe von 1,5 pg Toxin war die pilzbedingte
Lésionsentwicklung wie bei den zuvor gezeigten Interaktionen (Quinta, Jet Neuf - NA) schwécher
ausgeprigt. Auf den inokulierten toxinfreien Kotyledonen der Kontrolle entwickelten sich keine
sichtbaren Lasionen.

Aggressive Isolate der Pathotypgruppe A2 wie z.B. MIX 7 verursachten auf Quinta Nekrosen, die
sich in ihrer GroBe deutlich von denen der nichtaggressiven Isolate unterschieden. In der

Abbildung 33 wird der Effekt einer Toxinbehandlung auf diese Interaktion gezeigt.
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Abb. 33  Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Léasionsentwicklung bei der inkompatiblen
Interaktion der Rapssorte Quinta mit dem aggressiven Isolat MIX 7. Die Toxinbehandlung
erfolgte gleichzeitig mit der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32
Wiederholungen, weitere Erkldrungen siehe Abbildung 30, Daten siche A9).
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Schon bei den toxinfreien Kontrollbehandlungen der Interaktion Quinta - MIX 7 entstanden auf
den Kotyledonen braune Nekrosen, die jedoch nicht mit den Lésionen von kompatiblen Wirt-
Parasit-Beziehungen vergleichbar waren. Eine gleichzeitige Toxinapplikation mit 0,15 pg
Sirodesmin PL / Inokulationsstelle forderte die Lasionsentwicklung und bewirkte bis zum 18. Tag
nach der Inokulation infektionsbedingte Lésionsradien im Mittel von 1,05 mm. Noch deutlicher
waren diese Effekte mit 0,5 pg Sirodesmin PL. So wurden Lésionsradien von durchschnittlich 1,59
mm gemessen. Eine noch hohere Toxindosierung (1,5 pg) verringerte wie in den vorherigen
Untersuchungen den Zuwachs auf 1,33 mm. Die Toxinapplikationen bewirkten in allen drei
Behandlungsstufen ab dem 12. Tag nach der Inokulation einen signifikanten Effekt im Vergleich

zu den toxinunbehandelten Kontrollen.

In mehreren Versuchsserien wurden bei den vier zuvor beschriebenen inkompatiblen Interaktionen
Toxinapplikationen mit 0,15 pg Sirodesmin PL je Verletzungsstelle am Tag der Inokulation und

nochmals drei Tage spéter vorgenommen.

Tab.6 Effekte von Behandlungen mit Sirodesmin PL auf die Entwicklung der infektionsbedingten
Liasionsradien (mm) aggressiver und nichtaggressiver Phoma-Isolate in inkompatiblen
Interaktionen. Die erste Behandlung mit 0,15 pg Sirodesmin PL je Verletzungsstelle erfolgte
gleichzeitig mit der Applikation des Inokulums, die zweite wurde 3 Tage danach auf frisch
gesetzten Verletzungen durchgefiihrt (Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen, dpi = Tage
nach der Inokulation, se = Standardfehler des Mittelwerts).

6. 9. 12. 15 18. dpi

Interaktionspaar

und Behandlungsart X + se X £ se X £ se X £ se X + se

Quinta-  toxinfrei 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

PHW 1261 einfach 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,04 £ 0,04 0,04 £ 0,04 0,08 + 0,05
zweifach 0,04 £ 0,04 0,08 + 0,05 0,21 £ 0,07 0,29 £ 0,08 0,25 + 0,08

Jet Neuf - toxinfrei 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00

PHW 1261 einfach 0,04 £ 0,04 0,04 £ 0,04 0,04 £ 0,04 0,08 £ 0,05 0,13 £ 0,06
zweifach 0,08 + 0,05 0,17 £ 0,08 0,33+0,13 0,42 £ 0,13 0,42 £0,13

Aurea - toxinfrei 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00

IMa1 einfach 0.00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,08 + 0,05 0,17 + 0,06 0,25 £ 0,08
zweifach 0.00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,08 + 0,05 0,21 + 0,07 0,46 + 0,09

Quinta-  toxinfrei 0,00 + 0,00 0,06 + 0,05 0,22 £ 0,14 0,33 £0,23 0,47 £ 0,26

MIX 7 einfach 0,00 £ 0,00 0,13 £ 0,06 1,08 + 0,23 3,00 + 0,35 3,63 + 0,42
zweifach 0,00 £ 0,04 0,17 £ 0,06 0,92 £ 0,34 2,17 £ 0,16 2,63 £ 0,19

Die infektionsbedingten Lé&sionsradien erweiterten sich nach der zweiten Applikation von
Sirodesmin PL nur geringfiigig. In der Interaktion Quinta - MIX 7 schien eine zweite Toxin-
behandlung die Lasionserweiterung im Vergleich zur einmaligen Behandlung sogar leicht zu
hemmen. Die Unterschiede waren im Vergleich mit einer einmaligen Toxinbehandlung meistens
nicht signifikant (P = 0,95 nach dem TUKEY Test).
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3.2.4  Wirkung einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf eine kompatible Interaktion

Neben den vorgestellten vier inkompatiblen Interaktionen wurde auch die anféllige Interaktion
Quinta - IIa 1 in die Versuche einbezogen.

mm Lasionsradius
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Abb. 34  Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lésionsentwicklung in der kompatiblen
Interaktion der Rapssorte Quinta mit dem aggressiven Isolat Ila 1. Die Toxinbehandlung
erfolgte gleichzeitig mit der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32
Wiederholungen, weitere Erklarungen siehe Abbildung 30, Daten sieche A10).

Erwartungsgemaf entwickelten sich auf den toxinunbehandelten Inokulationsstellen dieser Inter-
aktion ab dem 12 Tag ausgedehnte Lisionen, die bis zu 18 Tag einen durchschnittlichen Radius
von 5,11 mm erreichten. 0,15 pg Sirodesmin PL je Verletzungsstelle hatten auf die
Lasionsentwicklung keinen signifikanten Einfluss (r = 5,13 mm). Dagegen wurde {iberraschender-
weise die weitere Entwicklung der Lasionsradien durch eine hohere Dosierung von 0,5 pg
Sirodesmin PL drastisch (r = 2,94 mm) gehemmt. Eine Erhdhung der Toxinmenge auf 1,5 pg
Sirodesmin PL hemmte die Lisionsentwicklung noch stirker (r = 0,5 mm). Auf vielen
Kotyledonen zeigten sich an den toxinbedingten Lésionen auch am 15. und 18. Tag nach der

Inokulation keine sichtbare Pilzentwicklung, wihrend auf anderen Kotyledonen toxininduzierte
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Lasionsrander durch weitere, deutlich unterscheidbare Gewebeeinbriiche und chlorotische
Verfarbungen gekennzeichnet waren. Bei den Messungen ergaben sich daher sehr unterschiedliche

Einzelresultate, die auch in hohen Standardabweichungen (Tab. 7) deutlich wurden.

Tab. 7 Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lésionsentwicklung an nichtinokulierten
Kotyledonen und in der kompatiblen Interaktion der Rapssorte Quinta mit dem aggressiven
Isolat ITa 1 am 18. Tag nach der Inokulation. Die Toxinbehandlung erfolgte gleichzeitig mit
der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen, SD =

Standardabweichung).
Behandlung Léasionsradius Behandlung Liasionsradius

X £ SD X = SD

Ila 1 ohne Toxin 11,22 +£1,96

0,15 pg Toxin 1,00 £ 0,00 IMal+0,15pg 11,25+2,34

0,50 pg Toxin 1,53 +£0,51 [Mal+0,50 ug 7,40 £ 3,55

1,50 pg Toxin 2,88 + 0,34 IMal+ 1,50 pg 3,84+1,44
33 Induzierte Seneszenz durch Abtrennung infizierter Kotyledonen und die

Entwicklung von P. lingam
Die Resistenz einer Pflanze gegeniiber Schaderregern wird von vielen Faktoren bestimmt. Hier
sollen nur priformierte (Axenie) und induzierte (Apergie) Resistenzfaktoren beriicksichtigt
werden, die chemischer und morphologischer Natur sein kdnnen. In der Pflanzenziichtung werden
Resistenzpriifungen hédufig an abgetrennten Pflanzenorganen durchgefiihrt (HANOUNIK 1986).
Eine Abtrennung verursacht nicht den sofortigen Abbau von préformierten Faktoren, wie z.B.
Dicke der Kutikula oder chemischer Abwehrstoffe (z.B. Glukosinolate, MONDE et al. 1991), so
dass deren Wirksamkeit {iber einen begrenzten Zeitraum fortbestehen kann. Die Zufuhr von
Néhrstoffen, Phytohormonen und weiteren Verbindungen wird jedoch unterbrochen. So gelangen
z.B. Cytokinine, welche u.a. Alterungsprozesse und Abbaureaktionen verlangsamen und
iiberwiegend in den Wurzelzellen gebildet werden (DORFFLING 1982), nicht mehr in das
isolierte Pflanzenorgan. Umgekehrt jedoch steigt die Aktivitdt der Abscisinsdure in abgetrennten
Blittern (NOODEN & LEOPOLD 1988) und die Seneszenz wird in diesen Blittern beschleunigt.
Der Energiestoffwechsel miisste schon nach kurzer Zeit in sich zusammenbrechen, wenn nicht
groflere Mengen an energiereichen Kohlenhydraten gespeichert worden wéren. Es ist vorstellbar,
dass die Synthese von induzierbaren Resistenzfaktoren weitgehend gehemmt wird. So konnten
Lignifizierungsprozesse, Kallosebildung, Synthese von PR-Proteinen und Phytoalexinbildung

(BAILEY 1982) nach einer Blattabtrennung weitgehend gehemmt bzw. ausgeschaltet werden.
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Mit einer Abtrennung infizierter Blétter sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1  Wird die Resistenz in inkompatiblen Interaktionen nach einer Organabtrennung gebrochen ?

2 Kann P. lingam in inkompatiblen Interaktionen in intakten Kotyledonen fiir lingere Zeit
tiberdauern und sich nach einer Abtrennung weiterentwickeln?

3 Verzogert das Phytohormon Kinetin die Seneszenz der Kotyledonen und damit die
Entwicklung von P. lingam?

4  Kann sich P. lingam auf abgetrennten Kotyledonen von B. juncea in der resistenten Sorte
Aurea entwickeln?

5 Tragen priformierte oder induzierte Faktoren zur Resistenz gegeniiber P. lingam bei?

3.3.1 Wirkung einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung von P. lingam

Im ersten Teil der Untersuchungen wurden vier Merkmale wie sichtbarer Lédsionsradius,
Hyphenlinge, Stadien der Pyknidienentwicklung und Hyphen im Blattstiel im Hinblick auf ihr
Differenzierungsvermdgen und ihre Aussagefahigkeit verglichen. Als Beispiele werden hier die
Interaktionen von drei Phoma-Isolaten verschiedener Pathotypgruppen mit der Rapssorte Quinta
vorgestellt.

Kompatible Interaktion Quinta - IIa 1 (A1)

Das aggressive Isolat IIa 1 entwickelte sich auf Quinta in einer kompatiblen Interaktion. Auf den
intakten Kontrollblédttern bewirkte der Pilz in der ersten Woche nach der Inokulation zunéchst
keine Symptome. Vom 9. bis zum 12. Tag nach der Inokulation bildeten sich Lésionen, die einen
mittleren Radius von 5,4 mm erreichten. Das Hyphenwachstum konnte mikroskopisch schon am
dritten Tag festgestellt werden; die durchschnittliche Hyphenldange betrug am 12. Tag 5,3 mm (vgl.
Abb. 35 und Tabelle 8).

mm Lésionsradius bzw. Hyphenlénge

6 ___ Lasionsradien _____Hypheniénge
intakt
4 - = S sy s abgetrennt ST —
g / intakt
abgetrennt
21 o - S ]
o 1 L | 1

Tage nach der Keimblattabtrennung
Abb. 35  Effekt einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung der Lésionsradien und auf die

Hyphenléngen des aggressiven Isolates Ila 1 (A1) in der kompatiblen Interaktion mit Quinta
(Durchschnittswerte von 12 Wiederholungen fiir Lasionsradien und von 6 Wiederholungen fiir

Hyphenléngen Daten siche A11).



-42 -

Nach einer Abtrennung der Kotyledonen begannen sich die Werte dieser beiden Parameter unter-
schiedlich zu entwickeln. Im Vergleich zu den intakten Kotyledonen waren die visuell messbaren
Lésionsradien deutlich kleiner, die durchschnittliche Hyphenldnge dagegen tendenziell war am 12.
Tag nach der Abtrennung groB3er (Abb. 35 und Tab. 8).

An den intakten Kotyledonen entwickelten sich die Pyknidien bis zur Reife und erreichten bis zum
12. Tag die maximale Boniturnote. Ein Eindringen von Pilzhyphen in die Petiolen konnte dabei
hiufig beobachtet werden.

Tab. 8 Entwicklung der Léasionsradien, der Hyphenldngen, der Stadien der Pyknidienbildung und
Eindringen der Hyphen in die Petiolen nach einer Keimblattabtrennung in der kompatiblen
Interaktion Quinta - Ila 1. Die Abtrennung erfolgte am Tag der Inokulation (Boniturschliissel
fiir Pyknidienentwicklung siehe Tab. 4, weitere Daten siche A11, graphische Darstellung in
Abb. 35).

Tage nach der |mm Léasionsradius mm Hyphenlédnge Stadien der Eindringen von

Inokulation Pyknidien- Hyphen in
entwicklung die Petiolen

intakt abgetr.  intakt abgetr. intakt  abgetr.  intakt  abgetr.

0 0 0 0 0 0 0 - -
3 0 0 0,201 0,382 0 - -
6 0 0 0,569 0,700 0 0 - -
9 1,25 0,25 1,583 3,110 3 4 - +
12 5,37 3,00 5,250 5,500 4 4 + +

Mit einer Abtrennung der Kotyledonen wurde auch die Entwicklung der beiden anderen Merkmale
gefordert. Die Pyknidien erreichten schon am 9. Tag nach der Inokulation ihre Reife und sonderten
Sporenschleim ab. Die Hyphen drangen bereits drei Tage eher als bei intakten Kontrollen in die
Blattstiele ein (Tab. 8). Generell konnte eine leichte Forderung der Pilzentwicklung bei allen

mikroskopisch untersuchten Merkmalen registriert werden.

Inkompatible Interaktion Quinta - PHW 1261 (NA)

Auf intakten Kotyledonen in der Interaktion PHW 1261 - Quinta waren keine messbaren
nekrotischen Lésionen sichtbar. Nur in unmittelbarer Ndhe der Verletzungszone konnten
Hyphenlidngen von bis zu 0,12 mm am 12. Tag nach der Inokulation festgestellt werden (Abb. 36).
Eine Pyknidienbildung war auf den Kotyledonen mikroskopisch nicht erkennbar. Ein Eindringen
von Pilzhyphen in die Petiolen konnte nicht beobachtet werden (Tab. 9).

In den abgetrennten Kotyledonen dagegen konnte sich das nichtaggressive Isolat PHW 1261
deutlich besser entwickeln. So entstand ein mittlerer sichtbarer Lasionsradius von 0,6 mm und die
mikroskopisch festgestellte Hyphenldnge betrug durchschnittlich 2,5 mm. Bis zum 12. Tag
entstanden auf den Kotyledonen kleine Pyknidien (Boniturnote 3), aus denen jedoch noch kein

Sporenschleim austrat. Die Pilzhyphen drangen nicht in die Petiolen ein.
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mm Lé#sionsradien bzw.Hyphenlédngen
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Abb. 36  Effekt einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung der Léasionsradien und auf die
Hyphenlédngen des nichtaggressiven Isolates PHW 1261 (NA) in der inkompatiblen
Interaktion mit Quinta (Durchschnittswerte von 12 Wiederholungen fiir Lésionsradien und
von 6 Wiederholungen fiir Hyphenldngen, Daten siche A12).

Tab. 9 Entwicklung der Liasionsradien, der Hyphenléngen, der Stadien der Pyknidienbildung und
des Eindringens der Hyphen in die Petiolen nach einer Keimblattabtrennung in der
inkompatiblen Interaktion Quinta - PHW 1261. Die Abtrennung erfolgte am Tag der
Inokulation. (Boniturschliissel fiir Pyknidienentwicklung siche Tab. 4, weitere Daten siche
A12, graphische Darstellung in Abb. 36).

Tage nach der |mm Léasionsradius mm Hyphenldnge Stadien der Eindringen von

Inokulation Pyknidien- Hyphen in
entwicklung die Petiolen
intakt abgetr. intakt  abgetr. intakt  abgetr.  intakt  abgetr.

0 0 0 0 0 0 0 - -

3 0 0 0,03 0,212 0 0 - -

6 0 0,1 0,05 0,683 0 0 - -

9 0 0,45 0,058 1,350 0 3 - -

12 0 0,60 0,120 2,500 0 3 - -

Aus der Differenz des Lisionsradius von 0,6 mm zur Hyphenlidnge von 2,5 mm ergibt sich, dass
die Hyphen weit in scheinbar unbesiedeltes Gewebe eingedrungen waren. Das nichtaggressive

Isolat PHW 1261 konnte demnach in den abgetrennten Kotyledonen wachsen, ohne im besiedelten

Gewebe Symptome zu verursachen.
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Inkompatible Interaktion Quinta - MIX 7 (A2)

Das aggressive Isolat MIX 7 konnte auf intakten Kotyledonen von Quinta seine Entwicklung nicht

vollenden. So entstanden in dieser Interaktion braune nekrotische Lasionen, die am 12. Tag nach

der Inokulation einen mittleren Radius von 1,04 mm erreichten. Bei den mikroskopischen

Messungen der Hyphenldngen wurden mit 2,01 mm fast doppelt so hohe Werte (Abb. 37) erreicht.

In den intakten Kotyledonen konnte die Pyknidienentwicklung nicht abgeschlossen werden. Ein

Einwachsen von Pilzhyphen in die Petiolen konnte nicht festgestellt werden.

mm Lasionsradien bzw. Hyphenliangen

Lasionsradien Hyphenldngen
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Abb. 37  Effekt einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung der Léasionsradien und auf die
Hyphenléngen des aggressiven Isolates MIX 7 (A2) in der inkompatiblen Interaktion mit
Quinta (Durchschnittswerte von 12 Wiederholungen fiir Lisionsradien und von 6
Wiederholungen fiir Hyphenlédngen, Daten siehe A13).

Tab. 10 Entwicklung der Lésionsradien, der Hyphenléngen, der Stadien der Pyknidienbildung und
des Findringens der Hyphen in die Petiolen nach einer Keimblattabtrennung in der
inkompatiblen Interaktion Quinta - MIX 7. Die Abtrennung erfolgte am Tag der Inokulation.
(Boniturschliissel fiir Pyknidienentwicklung siehe Tab. 4, weitere Daten siehe A13, graphische
Darstellung in Abb. 37).

Tage nach der |mm Lésionsradius mm Hyphenldnge Stadien der Eindringen von
Inokulation Pyknidien- Hyphen in
entwicklung die Petiolen
intakt  abgetr. intakt  abgetr. intakt  abgetr.  intakt  abgetr.
0 0 0 0 0 0 0 - -
3 0 0 0,164 0,479 0 0 - -
6 0 0,05 0,225 0,708 0 0 - -
9 0,75 0,40 0,766 0,850 0 0 - -
12 1,04 0,70 2,083 3,666 2 2 - +

Abtrennungen der Kotyledonen bewirkten bei zwei der vier untersuchten Merkmale eine bessere

Entwicklung fiir das Isolat MIX 7. Dies wurde zum Beispiel fiir den Parameter Hyphenlénge nach

der Abtrennung deutlich. Im Gegensatz dazu jedoch war der sichtbare nekrotische Lisionsradius
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im Vergleich zu den intakten Kontrollbldttern am 12. Tag nach der Inokulation um 0,3 mm kleiner.
Wieder konnte damit eine zum Teil symptomlose Entwicklung in den abgetrennten Kotyledonen
beobachtet werden. Die Keimblattabtrennung hatte auf die Pyknidienentwicklung in dieser
Versuchsserie keinen Einfluss. Das Hyphenwachstum wurde aber so stark gefordert, dass gegen

Ende der Inkubationszeit Pilzhyphen in die Petiole eingedrungen waren.

Der Vergleich der Parameter zeigt, dass sich aus der Differenz der Lésionsradien und der
gemessenen Hyphenldngen ein Wachstum des Pilzes auerhalb der Lasionsfldche ableiten lésst,
welches makroskopisch nicht zu erfassen ist. Das Merkmal Lidsionsradius war hdufig auf
abgetrennten Kotyledonen nicht so deutlich ausgepriagt wie auf intakten Bléttern. Wahrend die
nekrotischen Lésionen auf intakten Kotyledonen meistens vom gesunden Gewebe scharf
abgegrenzt erschienen, waren die meist chlorotischen Lasionen auf den abgetrennten Kotyledonen
zum Teil nur schwer zu erkennen und daher unsicher zu bestimmen. Ferner konnte bei einer bloen
augenscheinlichen Messung in der Interaktion Quinta - PHW 1261 an intakten Kotyledonen oft
nicht mit Sicherheit erkannt werden, ob die Inokulationen erfolgreich waren. So konnte eine
alleinige Berticksichtigung dieses Merkmals tiber die wahre Pilzentwicklung hinwegtiduschen, da
eine latente Entwicklung nicht erkennbar ist. Daher wurde bei der weiteren Auswertung auf den
Parameter Lésionsradius verzichtet. Die mikroskopische Untersuchung des Merkmals
"Hyphenlénge" dagegen ergab die genauesten und sichersten Messungen fiir alle untersuchten
Interaktionen. Die Merkmale "Stadien der Pyknidienentwicklung" und "Eindringen von Hyphen

in die Petiolen" vermittelten dabei zusétzliche Informationen.

Inkompatible Interaktionen von B. juncea cv. Aurea mit drei Phoma-Isolaten verschiedener
Pathotypgruppen (NA, A1 und A2)

Viele Sorten und Linien von B. juncea verhalten sich gegeniiber den meisten Isolaten und
Pathotypgruppen von P. lingam resistent (RIMMER & VAN DEN BERG 1992). Sollte diese
Resistenz nur auf induzierbaren Faktoren beruhen, miisste es mdglich sein, die Resistenz der Sorte
Aurea durch eine Keimblattabtrennung zu brechen.

Dazu wurde die Sorte Aurea mit Isolaten der drei Pathotypgruppen NA (PHW 1261), A1 (IlIa 1)
und A2 (MIX 7) inokuliert. Die Kotyledonen wurden noch am selben Tag abgetrennt und in
Petrischalen inkubiert. In dreitdgigen Abstinden wurden mikroskopisch die Hyphenlédngen der
Phoma-Isolate in intakten Kontrollbldttern und den abgetrennten Kotyledonen untersucht (Abb.
38).



- 46 -

mm Hyphenldngen

4 PHW 1261,

—— |lat

abgetrennte Keipnblater

T—MX7
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Abb. 38  Wirkung eciner Abtrennung infizierter Kotyledonen auf die Hyphenentwicklung von drei
Phoma-Isolaten der Pathotypgruppen NA (PHW 1261), Al (Ila 1) und A2 (MIX 7) auf B.
Jjuncea cv. Aurea. Die Abtrennung erfolgte am Tag der Inokulation (Durchschnittswerte von je

6 Wiederholungen, Daten siche A14).

Auf den intakten Kotyledonen konnten mikroskopisch bei allen Interaktionen Pilzhyphen nur im
unmittelbaren Wundbereich festgestellt werden. Ein weiteres Wachstum wurde jedoch bis zum 12.
Tag nach der Inokulation vollig unterdriickt. Messbare braune Nekrosen und Ansidtze zur
Pyknidienbildung konnten auf den Kotyledonen nicht festgestellt werden. Nach der
Keimblattabtrennung jedoch begannen alle untersuchten Isolate sich im Blattgewebe auszubreiten.
Bis zum letzten Tag der Inkubation wurden in allen Interaktionen Hyphenldngen von
durchschnittlich tiber 2 mm gemessen. Dabei konnten auch frithe Stadien der Pyknidien-

entwicklung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

3.3.2 Uberdauerung von P. lingam auf intakten Kotyledonen und Entwicklung nach
spiteren Abtrennungsterminen

Inkompatible Interaktionen werden von P. lingam auf Brassica-Arten meist durch Abwehr-
reaktionen der Pflanzen verursacht. Es war bislang nicht klar, ob diese Reaktionen z.B. einen
fungistatischen oder fungitoxischen Charakter haben. Sollten die Wirkungen fungitoxischer Natur
sein, diirften bei einer spéteren Keimblattabtrennung die Pilzsporen oder die ausgekeimten Hyphen
nicht mehr entwicklungsfahig sein. In einer zusammenfassenden Darstellung (Tab. 11) wird der
Effekt spdterer Abtrennungstermine fiir die Entwicklung von P. /ingam auf der Sorte Quinta

vorgestellt.
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Tab. 11 Effekt spaterer Termine der Keimblattabtrennung nach der Inokulation fiir die Entwicklung
von P. lingam in drei Interaktionen. Die Abtrennungen erfolgten am 0., 3., 6., 9. und 12 Tag
nach der Inokulation. Die Messtage orientieren sich an der Zeit nach der Abtrennung.
(Abkiirzungen: Hyph. pm = Hyphenldnge in pm, Pyk. = Boniturnote fiir die Pyknidien-
entwicklung (0-4), Pet. = Eindringen von Hyphen in die Petiole (+/-), Mittelwerte fiir
Hyphenldngen von je 6 Wiederholungen).

Interaktionen Quinta - PHW 1261 Quinta-1Ila 1 Quinta - MIX 7

Abtrennung |Messung Hyph. Pyk. Pet. Hyph. Pyk. Pet. Hyph. Pyk. Pet.

am am pm =+ se pm+ se pm * se
Kontrolle 0. Tag 0 0 - 0 0 0 0o -
" 3 32+ 6 0 - 200+ 67 0 - 164+ 27 0 -
" 6 50+ 13 0 - 569+157 0 - 225+ 38 0 -
" 9 58+ 15 0 - 1583+331 3 + 766 £138 0 -
" 12 120+ 46 0 - 5250+ 544 4 + 2083 +£190 2 -
3. Tag 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
" 3 211+ 26 0 - 381+ 48 0 - 479+ 31 0 -
" 6 683+130 0 - 700116 0 - 708 £138 0 -
" 9 1350+173 3 - 3110+ 419 4 + 850+109 0 -
! 12 2500 £ 316 3 - 5500 £ 619 4 + 3666 +247 2+
6. Tag 0 32+ 6 0 - 200+ 67 0 - 164+ 27 0 -
" 3 171+ 27 0 - 716+ 95 0 - 310+ 34 0 -
" 6 1100 £ 181 2 - 3741+392 3 + 2495 + 367 4 -
" 9 1708 + 176 2 - 6416 £490 4 + 4166 +477 4 +
! 12 2200 £ 316 2 - 6000 +365 4 + 4500 + 577 4 -
9. Tag 0 50+ 13 0 - 569+157 0 - 225+ 38 0 -
" 3 367+ 92 1 - 2416 £ 201 3 - 1550+ 43 2 -
" 6 1308 +294 2 - 5433 £552 4 + 1950+ 109 2 -
" 9 1766+ 62 3 - 5600 £580 4 + 3383+164 2 -
" 12 2200+ 139 3 - 6566+ 760 4 + 3866 +£219 2 +
12. Tag 0 58+ 15 0 - 1583+331 3 - 766 £138 0 -
" 3 250+ 26 0 - 6450 £ 412 4 + 1066 + 102 1 -
" 6 425+126 1 - 7200+ 213 4 + 2016 £226 1 -
" 9 2933+341 3 - 6333+£667 4 + 3566+324 1 +
" 12 3216 +£373 3 + 5983 +631 4 + 4656 + 512 3+

In den Kotyledonen intakter Pflanzen der Interaktionen Quinta - PHW 1261 (NA) und Quinta -
MIX 7 (A2) war die Entwicklung von P. lingam bei allen untersuchten Merkmalen stark gehemmt.

Durch eine Abtrennung der Kotyledonen wurde die Hemmung aufgehoben. Auch nach einer
spaten Abtrennung am 12. Tag nach der Inokulation setzte bei den Isolaten PHW 1261 und MIX
7 noch ein verstarktes Hyphenwachstum ein. Damit war haufig ein Eindringen der Hyphen in die

Petiolen und eine Forderung der Pyknidienentwicklung verbunden.

Ebenso konnte bei B. juncea cv. Aurea die Resistenz intakter Kotyledonen in drei untersuchten

Interaktionen auch nach spateren Abtrennungsterminen gebrochen werden (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass P. lingam in inkompatiblen Interaktionen zu iiberdauern

vermag. Die Hemmung in den intakten Kotyledonen ist daher nicht auf fungizide, sondern eher

auf fungistatische Effekte zuriickzufiihren.
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333 Wirkung von Kinetin auf die Seneszenz abgetrennter Kotyledonen und auf die
Entwicklung von P. lingam

Phytohormone aus der Gruppe der Cytokinine werden vorwiegend im Wurzelgewebe gebildet und
mit dem Saftstrom im Xylem in alle {ibrigen Pflanzenorgane transportiert (VAN STADEN &
DAVEY 1979). Cytokinine stimulieren die Zellteilung, die RNA- und Proteinsynthese und wirken
seneszenzverzogernd (MARSCHNER, 1986). Nach einer Abtrennung kann das Blatt nicht mehr
mit diesen Phytohormonen versorgt werden und beginnt schon nach wenigen Tagen zu vergilben
und zu altern. In der Natur sind auf abgefallenen und pilzbesiedelten Laubblittern oft griine Inseln
zu bemerken, die durch eine Cytokininsynthese der Pilze hervorgerufen werden (DORFFLING
1982, SCHLOSSER 1983).

In den durchgefiihrten Untersuchungen sollte ein Cytokinin, Kinetin, die durch die Abtrennung
bedingte Alterung verzégern. Dazu wurden abgetrennte Kotyledonen von B. juncea und B. napus
in Petrischalen 12 Tage inkubiert. Die Hilfte der Schalen enthielt Filterpapier, das mit einer
Kinetinlosung (100 pg/ml) angefeuchtet worden war. Eine Bonitur zum Grad der Vergilbung

erfolgte jeweils in dreitdgigen Abstinden (Tab. 12).

Tab. 12 Effekt von 100 pg/ml Kinetin auf die Alterung abgetrennter Kotyledonen von B. napus cv.
Quinta und B. juncea cv. Aurea. (G = griines Keimblatt, VG = schwache Vergilbung, V =
vollstdndige Vergilbung)

Sorte Phytohormonbehandlung Tage nach der Keimblattabtrennung
0 3 6 9 12
Quinta keine G G VG VG \%
" + 100 pg/ml Kinetin G G G G G
Aurea keine G G VG VG A%
" + 100 pg/ml Kinetin G G G G G

In der Tabelle 12 wird eine deutliche Hemmwirkung durch Kinetin auf die Blattalterung der
abgetrennten Kotyledonen deutlich. Eine Konzentration von 100 (ng/ml) im feuchten Filterpapier
wihrend der Inkubation verzogerte die Vergilbung und Mazerierung der Kotyledonen im Vergleich
zur Kontrolle um 6 bis 9 Tage.

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss des Phytohormons Kinetin auf die
Hyphenentwicklung in abgetrennten Kotyledonen der Sorten Quinta und Aurea untersucht. Dazu
wurden frisch inokulierte Kotyledonen abgetrennt und entsprechend wie im vorherigen Versuch
inkubiert. In der Abbildung 39 sind dazu drei Interaktionen dargestellt. Uber einen Zeitraum von

12 Tagen nach der Inokulation wurden die Hyphenldangen unter dem Mikroskop gemessen.
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Abb. 39  Einfluss einer Kinetinbehandlung auf das Hyphenwachstum der Phoma-Isolate Ila 1 (Al),
PHW 1261 (NA) und MIX 7 (A2) in abgetrennten Kotyledonen der Rapssorte Quinta. Die
Kotyledonen wurden unmittelbar nach der Inokulation abgetrennt und mit einer Kinetin-
losung (100 pg/ml) auf getranktem Filterpapier inkubiert. Fine Behandlung ohne Kinetin
diente als Kontrolle (Durchschnittswerte von je 6 Wiederholungen, Daten siche A15).

Das Hyphenwachstum der untersuchten Phoma-Isolate auf den abgetrennten Kotyledonen der
Sorten Quinta und Aurea (Daten fiir Aurea nicht gezeigt) wurde durch Kinetin direkt oder indirekt
reduziert. Sogar in der kompatiblen Beziehung von Ila 1 auf Quinta zeigte sich auf den
kinetinbehandelten Kotyledonen tendenziell ein geringeres Hyphenldngenwachstum. In der
Interaktion von PHW 1261 war in den kinetinbehandelten Kotyledonen das Wachstum der Hyphen
auf ein Fiinftel im Vergleich zur Kontrollbehandlung eingeschrinkt. Ein reduziertes
Hyphenwachstum durch Kinetin zeigt sich auch in etwas abgeschwéchter Form fiir die Interaktion
von MIX 7 mit Quinta. In der Tabelle 13 werden fiir die Interaktion Quinta - PHW 1261 zusitzlich
die Merkmale "Stadien der Pyknidienentwicklung" und "Eindringen von Hyphen in die Petiolen"

unter dem Einfluss der Hormonbehandlung mit Kinetin dargestellt.
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Tab. 13  Einfluss einer Kinetinbehandlung (+ K) auf die Pyknidienentwicklung P (Boniturwerte vgl.
Tab. 4) und auf das Eindringen von Hyphen in Petiolen (B) abgetrennter Kotyledonen der
Sorte Quinta in Interaktion mit PHW 1261 (NA). Die Kotyledonen wurden unmittelbar und
am 3., 6., und 9.Tag nach der Inokulation abgetrennt und in mit 100 pg/ml Kinetin (+ K)
getranktem Filterpapier inkubiert. Eine Behandlung ohne Kinetin diente als Kontrolle (-K)

(Durchschnittswerte von je 6 Wiederholungen).

Abtrenntermin 0 dpi 3 dpi 6 9 dpi
+ Kinetin -K +K -K +K -K +K -K +K
Merkmal P B P B|P B P B|P B P B|P B P B
Tage nach der
Inokulation
0 dpi o - 0 -
3 dpi o - 0 -0 - 0 -
6 dpi o - o0 -0 - 0 -10 - 0 -
9 dpi 3 -0 -2 -0 -1 - 0 -0 - 0 -
12 dpi 3 -0 -2 -1 -2 -1 -10 - 0 -
15 dpi 2 - 1 -3 -1 -11 - 0 -
18 dpi 3 - 2 -13 - 1 -
21 dpi 3 + 3 +

Auch bei dem Merkmal Pyknidienentwicklung wird in der Interaktion der Rapssorte Quinta mit
PHW 1261 ein hemmender Effekt durch das Phytohormon deutlich. Die Unterschiede waren
ebenso bei spiteren Abtrennungsterminen festzustellen; sie schwichten sich mit zunehmenden
Alter der Kotyledonen ab. Ein Einfluss auf ein verzogertes Eindringen in den Blattstiel wurde in
diesem Versuch nicht deutlich.

34 Toxinproduktion in vitro und in infiziertem Pflanzengewebe

P, lingam scheidet in verschiedenen Fliissigkulturen Sirodesmine ab. Die produzierte Toxinmenge
wird von den Eigenschaften der Isolate, der Mineralstoff- und Proteinzusammensetzung der
Ndhrmedien und den Inkubationsbedingungen beeinflusst. So extrahierten PEDRAS et al. (1990)
aus einem Minimalmedium nach Tinline 25 mg Sirodesmin PL je Liter. SJODIN et al. (1988)
isolierten aus dem Fries Medium 15,4 mg/l, wahrend FEREZOU et al. (1977) aus einem
modifiziertem Fries Medium 20 mg/1 erhielten. BOUDART (1989) stellte eine positive Beziehung
zwischen dem Schwefelgehalt der Nahrmedien und der Sirodesminproduktion fest. So konnte er
den Toxingehalt in Ndhrmedien, die sulfathaltige Mineralsalze enthielten, auf bis zu 80 mg/l
steigern. In chloridhaltigen und sulfatarmen Néhrlésungen dagegen betrug der Sirodesmin PL
Gehalt nur 4,5 mg/1. Ein weiterer mineralischer Einflussfaktor auf die Toxinproduktion kénnte das
Element Zink sein, welches in Interaktionen mit Sirodesmin PL eine Entgiftungsfunktion zeigt
(POIRET et al. 1985, ROUXEL et al. 1988, 1990). Auch eine Belichtung scheint in vitro und in
vivo die Toxinproduktion zu beeinflussen (BOUDART 1977).

Bisher gelangen Nachweise von Sirodesminen aus infiziertem Pflanzengewebe nur vereinzelt. Die
wenigen Ergebnisse lassen vermuten, dass Isolationen der Toxine nur sporadisch erfolgreich waren,
hdufig aber vergeblich vorgenommen wurden. BOUDART (1981) beschrieb in seiner
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Dissertationsarbeit eine Extraktion von Sirodesmin PL aus infizierten Hypokotylen von
Winterraps. BADAWY (1991) berichtete {iber vereinzelte Extraktionen des Toxins aus
Hypokotylen und aus infizierten Kotyledonen. PEDRAS et al. dagegen bemiihen sich seit
mehreren Jahren vergeblich um einen Toxinnachweis in infiziertem Pflanzengewebe (PEDRAS &
SEGUIN-SWARTZ 1992, PEDRAS & TAYLOR 1993).

Mit den folgenden Experimenten sollten die Faktoren, die die Bildung der Sirodesmine in vitro
und im Pflanzengewebe beeinflussen, ndher bestimmt werden. AbschlieBend wurde die

Toxinproduktion im Hinblick auf die Lasionsentwicklung untersucht.

3.4.1  Wirkung einer Belichtung auf die Sirodesmingehalte in Fliissigkulturen

Kulturen von P. lingam werden zur Gewinnung von Sirodesminen meistens in Dunkelheit als
Standkultur inkubiert. Um den Einfluss des Lichtes auf die Toxinproduktion des aggressiven
Isolates Ila 1 festzustellen, wurden Czapek-Dox-Kulturen 14 Tage unter Belichtung (200 pE/m? *

sec) oder in Dunkelheit inkubiert .

Tab. 14 Sirodesmingehalte und Trockengewichte (TGW) des Myzels belichteter und unbelichteter
Flissigkulturen (FK) des Isolates Ila 1 nach 14 téigiger Inkubation bei 20 °C
(Durchschnittswerte von sechs Wiederholungen, verschiedene Buchstaben zeigen hoch-

signifikante Unterschiede nach dem Tukey Test, P = 0,99).

mg Sirodesmin PL/ 1 FK g TGW Myzel / 1 FK
X * se X *se
hell (Dauerbelichtung) 10,88+ 0,44 a 3,94+0,23 a
dunkel 28,77+4,11 b 3,36+ 0,25 a

In der belichteten Variante betrugen die Gehalte des Sirodesmin PL nur etwa 38 % im Vergleich
zur dunklen. Der Unterschied war hochsignifikant. Das Myzelwachstum wurde durch das Licht
tendenziell gefordert. Eine Belichtung zeigte damit eine hemmende Wirkung auf die Toxinbildung,
nicht aber auf die Myzelbildung.

3.4.2 Einfluss des Nahrmediums auf das Myzelwachstum in vitro

In Czapek-Dox-Agar bilden aggressive Phoma-Isolate Sirodesmine, welche in V8-Gemiisesaft-
Agar nicht entstehen (eigene Beobachtungen). HANACZIWSKYJ und DRYSDALE (1984)
beobachteten, dass aggressive Phoma-Isolate auf einigen Agar-Ndhrmedien im Vergleich zu
nichtaggressiven Formen ein geringeres Myzelwachstum zeigen. Diese Wachstumsverringerung
ist moglicherweise auf mykotoxisch wirkende Sirodesmingehalte im Agar zuriickzufiihren. In
einem Experiment wurde das konzentrische Wachstum von vier Phoma-Isolatkolonien (PHW
1261 (NA), III b4 (NA), Ila 1 (A1) und MIX 7 (A2)) auf der Oberfliche der beiden Agar-
Ndhrmedien gemessen. Die Ausdehnung des Myzels wurde bei den spdten Messterminen durch

den Durchmesser der Petrischalen (90 mm) begrenzt.
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Tab. 15 Entwicklung der Koloniedurchmesser (in mm) von vier Phoma-Isolaten auf V8-Gemiisesaft-
Agar (V8) und Czapek-Dox-Agar (CD). Die Messungen erfolgten am 11., 14., 17. und 20. Tag
nach der Inokulation (Durchschnittswerte von je fiinf Wiederholungen).

Tag der PHW 1261 111b 4 Ila 1 MIX 7

Messung V8 CD V8 CD A% CD V8 CD

X = se X = se X *+se X = se X = se X = se X = se X = se
11 3504 30+03]168+0,1 55+04|54+04 32+£0,6]|68+1,5]29+0,5
14 50+0,5 40+0,2]190+0,0 70+0,6|73+£0,6 33+£0,9]90+0,0|34+0,8
17 70+0,8 51+0,5]190+0,0 88+0,2]90+0,0 36+0,5190+0,0]|36=+1,0
20 80+0,5 72+0,6 |90+0,0 90+0,0]90+0,0 37+0,690+0,0|38+0,7

Die nichtaggressiven Isolate PHW 1261 und IIIb 4 entwickelten sich auf beiden Medien mit einem
ungehemmten konzentrischen Wachstum. Die aggressiven Isolate Ila 1 (A1) und MIX 7 (A2)
wuchsen in der ersten Woche auf beiden Medien zundchst mit fast gleicher Geschwindigkeit, bis
dann ab dem 8. Tag nach der Inokulation auf dem Czapek-Dox-Agar eine Wachstumshemmung
einsetzte. Um und unterhalb der Myzeldecke der beiden Isolate wurde eine schwarze Verfarbung
im Agar beobachtet, die moglicherweise auf Ausscheidungen von Sirodesminen zuriickzufiihren
ist. In spdteren Versuchsserien konnten aus solchen Czapek-Dox-Agarmedien Sirodesmine isoliert

werden.

3.4.3  Wirkung von Zinksalzen auf Myzelwachstum und Sirodesmingehalte in vitro
Zinksalze wirken auf die biotische Aktivitit von Sirodesmin PL entgiftend (ROUXEL et al. 1990).
Der Wirkungsmechanismus ist jedoch bislang noch unbekannt. Es konnte sein, dass das
zweiwertige Zn2*t eine Reaktion mit dem Toxin an der Disulfidbriicke eingeht und dadurch das
Toxin inaktiviert. Das aggressive Phoma-Isolat Ila 1 (A1) wurde im Dunkeln als Standkultur in
Czapek-Dox-Fliissigkulturen mit steigenden Konzentrationen von Zinkchlorid inkubiert. Die
Trockengewichte des Myzels und die Gehalte des Sirodesmin PL sind in der folgenden Tabelle
auszugsweise dargestellt:

Tab. 16 Einfluss von Zinkchlorid auf die Trockengewichte (TGW) des Myzels und den Gehalt von
Sirodesmin PL je Liter Czapek-Dox-Fliissigkultur (FK) vom aggressiven Phoma-Isolat Ila 1
nach 10 tagiger Inkubationsdauer bei 18 °C (Durchschnittswerte von je fiinf Wiederholungen).

TGW Myzel Sirodesmin PL Sirodesmin PL
g/ 1 FK+ se mg/ 1 FK+ se mg / g TGW Myzel

Kontrolle 4,07 +£0,14 18,64 + 2,04 4,58

0,1 mM ZnCl, 4,30 £ 0,30 12,12+ 3,52 2,82

1,0 mM ZnCl, 5,35+0,14 7,35+ 1,19 1,37
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In der Tabelle 16 wird gezeigt, wie sich mit steigenden Zinkkonzentrationen die Trockengewichte
des Myzels leicht erhohten, wihrend die Gehalte von Sirodesmin PL (und anderer Sirodesmine)
deutlich abnahmen. Noch klarer werden diese Prozesse, wenn man einen Quotienten aus den
Toxingehalten und dem Myzelgewicht bildet: Bei 1,0 mM ZnCl, sank der Toxingehalt auf 30 %
gegeniiber der Kontrolle ab. Bei ZnCl, Gehalten von iiber 2,0 mM war das Wachstum von P.
lingam in den Fliissigkulturen aufgrund der toxischen Dosierung vollstindig inhibiert.

Auch in Agarkulturen mit Czapek-Dox-Néhrmedium wurde die Wirkung von ZnCl, auf das
Myzelwachstum und die Produktion von Sirodesmin PL untersucht. Dazu wurden ausgestanzte
Myzelstiicke auf Agar gesetzt, welche Dosierungen von 0 bis 10,0 mM ZnCl, enthielten. Von den
konzentrisch wachsenden Pilzkolonien wurden die Myzelradien in dreitdgigen Abstdnden
gemessen. In der Abbildung 40 wird der Einfluss von ZnCl, auf die Myzelentwicklung in
Petrischalen mit dem Isolat IIa 1 am 39. Tag nach der Inokulation gezeigt.

K 0,01 0,1

1,0 2,0 10 mM ZnCl,

Abb. 40  Entwicklung der Myzelradien des Phoma-Isolats Ila 1 bei steigenden Konzentrationen von

Zinkchlorid auf Czapek-Dox-Agar am 39. Tag nach der Inokulation.

In den ersten sechs Tagen wuchs in allen Varianten bis 2 mM das Myzel mit fast gleicher
Geschwindigkeit, wihrend das Wachstum bei 10 mM aufgrund einer Zinktoxizitdt zunéchst
gehemmt war (Abb. 41). Bis zum 39. Tag nach der Inokulation differenzierte sich jedoch das
Myzelwachstum in Abhédngigkeit zur ZnCl, Konzentration. Wéhrend in der Kontrolle ab dem 15.
Tag die Entwicklung nahezu stagnierte, verbesserte sich das Myzelwachstum mit steigenden
Zinkkonzentrationen. Sogar bei der hochsten Dosierungsstufe (10 mM ZnCl,), bei der anfangs die
Pilzentwicklung gehemmt war, setzte ein Wachstum ein, welches sich mit zunehmender
Inkubationsdauer  verstirkte.  Die  geringere = Empfindlichkeit = gegeniiber = hohen
Zinksalzkonzentrationen im Agar im Vergleich zu Fliissigkulturen konnte auf einen weniger engen
Kontakt von Pilz und Ndhrmedium zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 41  Myzelradien des Phoma-Isolats Ila 1 auf Czapek-Dox-Agar mit 0, 0,1, 1, 2und 10 mM
Zinkchlorid (Mittelwerte von je sechs Wiederholungen, Daten siche A16).

Die Toxingehalte in den verschiedenen Behandlungsstufen waren auch von der Dauer der
Inkubation abhédngig. So zeigten sich nach kurzer Inkubationszeit (9 Tage im Fliissigmedium, bzw.
15 Tage auf Agar bei 20 °C) die deutlichsten Unterschiede zwischen den Behandlungs-stufen. Mit
zunehmender Dauer schwichten sich diese besonders im Konzentrationsbereich von 0,01 - 1 mM
wieder ab. In der Tabelle 17 wurden die Myzelradien als Merkmal fiir die Pilzentwicklung und die

Gehalte von Sirodesmin PL gemeinsam ausgewertet.

Tab 17 Einfluss steigender ZnCl, Konzentrationen auf die Myzelradien und die Gehalte von
Sirodesmin PL in Czapek-Dox-Agar mit 0,4 % Hefeextrakt durch das aggressive Phoma-Isolat

lal (Messungen am 15. Tag der Inkubation, Durchschnittswerte von je sechs

Wiederholungen).
ZnCl, Myzelradius pg Sirodesmin PL
in mM mm =+ se (gepoolt von je 6 Agarplatten)
K 22,5+ 0,44 86,24
0,1 22,0+ 0,39 89,25
0,2 21,0+0,85 32,04
0.5 22,0+0,47 25,16
1,0 23,8 £0,21 17,20
2,0 26,7 £0,25 15,91

Bei 2,0 mM ZnCl, wurde auf Agar bis zum 15. Tag nach der Inokulation der grofite Myzelradius
gebildet, wihrend umgekehrt dabei die Gehalte von Sirodesmin PL am niedrigsten waren. Im Agar
wurden ab dem 9. Tag in der Kontrolle und bei niedrigen Zinkdosierungen bis 1,0 mM ZnCl, um
und unterhalb der Myzeldecke dunkle Verfarbungen sichtbar. Moglicherweise sind die
Verfarbungen auf Sirodesminausscheidungen zuriickzufiihren und tragen zur Hemmung des
Myzelwachstums bei.
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344 Abbau von Sirodesmin PL in toxinbehandelten Kotyledonen

Um bei spiteren Extraktionen aus infiziertem Gewebe die Gehalte von Sirodesmin PL unter
Beriicksichtigung der Verluste wihrend der Aufarbeitung bestimmen zu kénnen, wurde zunichst
die Wiederfindungsrate von Sirodesmin PL auf toxinbehandelten Kotyledonen ermittelt. Diese
betrug bis zur Analyse in der HPLC etwa 60 %. Ausgehend davon wurde nun das Abbau-verhalten

von Sirodesmin PL bei hellen und unbelichteten Inkubationen untersucht (Abb. 42).

100 —~>‘—\
T 80 s
o
r'l 60 nach dunkler Inkubation
i 40 2428 A 3 O
n
% 20 nach heller Inkubation

o L L L 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 [

08 24 72 120 168 216
Stunden nach der Inokulation

Abb. 42 Abbauverhalten von Sirodesmin PL auf toxinbehandelten Kotyledonen der Sorte Jet Neuf in
Abhingigkeit von der Zeit und der Belichtung

Die applizierten sirodesminhaltigen Tropfen trockneten auf den Kotyledonen innerhalb von acht
Stunden langsam ein. Die nachgewiesene Toxinmenge war jedoch nach dieser Zeit gegeniiber der
unmittelbar nach Applikation erfolgten Analyse gleich. Nach einem Tag wurden in beiden
Versuchsvarianten nur noch 68 % der aufgetragenen Toxinmenge wiedergefunden. Nach drei
Tagen waren die Toxingehalte weiter abgesunken; sie betrugen fiir die belichtete Inkubation 45 %
und fiir die Inkubation in Dunkelheit 58%. Nach neun Tagen lagen die Werte bei 32 % bzw. 47 %.
Die Abbaurate des Sirodesmin PL war relativ langsam und wurde durch die Belichtung nur

geringfiigig verstérkt.
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3.4.5 Einfluss von Licht auf den Gehalt von Sirodesmin PL in infizierten Kotyledonen
In vielen Vorversuchen konnten zunichst nur mit seltenen Erfolgen aus infizierten Kotyledonen
Sirodesmine extrahiert werden. Die Inkubations- und Extraktionsbedingungen wurden daher
hiufig variiert. Bei Experimenten mit schwacher Belichtung fiel auf, dass in der Spétphase der
Inkubation auf den infizierten Kotyledonen keine chlorotischen Authellungen entstanden (Abb.
43). Die Pyknidienentwicklung und die Produktion von Sporenschleim wurden dagegen gefordert.
In diesen Kotyledonen konnten hohere Gehalte von Sirodesmin PL festgestellt werden. Diese
Beobachtungen lieBen in Verbindung mit den in den in vitro Versuchen gewonnen Ergebnissen
(vgl. Tab. 14) die Vermutung entstehen, dass dem Faktor Licht eine wichtige Bedeutung bei der
Unterdriickung der Sirodesminbildung zukommt.

Abb. 43  Unterdriickung (links) der chlorotischen Aufhellung durch eine Inkubation in Dunkelheit ab
dem 11. Tag nach der Inokulation auf der Rapssorte Jet Neuf. Die Pyknidienbildung und die
Absonderung von Sporenschleim wurden in der Dunkelheit gefordert. Als Vergleich dazu ist
rechts die gleiche Interaktion unter Belichtung bei 16 stiindiger Photoperiode abgebildet
(Abbildung vom 14. Tag nach der Inokulation).

In einem ersten Versuch wurden die Kotyledonen der Sorten Quinta und Jet Neuf in jeweils
kompatiblen Interaktionen mit Isolaten der Pathotypgruppen A1, A2 und A5 infiziert. Die Pflanzen
wurden bis zum 11. Tag nach der Inokulation gemeinsam im Gewdéchshaus kultiviert. Danach
wurden sie wihrend der Phase der Lisionsbildung im 16 Std.-Tag bei 100 uE / m2 * sec bzw. in
Dunkelheit inkubiert. Am 16. Tag wurden aus den Kotyledonen Sirodesmine extrahiert und mit
Hilfe der HPLC oder halbquantitativ durch DC analysiert. Dabei wurde nur Sirodesmin PL
gefunden. Die mit der HPLC gewonnenen Daten wurden auf Frisch- (FGW) und
Trockengewichtsbasis (TGW) berechnet und in Tabelle 18 dargestellt.
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Tab. 18 Sirodesmin PL in Kotyledonen der Sorten Quinta und Jet Neuf bei anfilligen Interaktionen
am 16. Tag nach der Inokulation. Die Kotyledonen wurden ab dem 11. Tag nach der
Inokulation in Dunkelheit oder im 16 Std.-Tag bei 100 uE / m? « sec, 20 °C und einer relativen

Luftfeuchte von fast 100 % inkubiert (zwei Wiederholungen je Interaktion).

ug Sirodesmin PL / g Gewebe
Interaktion hell dunkel
FGW TGW FGW TGW
Jet Neuf - All 2.3 11,5 106,8 1810,7
Jet Neuf - Al2 1,3 6,2 95,2 1613,0
Jet Neuf - A21 3,0 15,2 31,3 530,0
Jet Neuf - A22 3,7 17,7 132,1 2240,2
Quinta - A5l 5,5 27,5 133,8 2266,7
Quinta - AS52 12,3 60,8 159,7 2703,3
. eew 0
A1l A12 A21 A22 AS1 AS2 All A12 A21 A22 AS51 AS2 SPL
Q Q N IN Q Q Q Q N IN Q Q Kontrolle
hell dunkel

Effekt von Licht auf den Sirodesmin PL Gehalt in Keim-
blittern bei verschiedenen Interaktionen nach 16 dpi

Abb. 44  DC mit Sirodesmin PL aus Kotyledonen der Sorten Quinta und Jet Neuf bei anfilligen Inter-
aktionen am 16. Tag nach der Inokulation. Die Kotyledonen wurden ab dem 11. Tag nach der
Inokulation ohne Belichtung bzw. im 16 Std.-Tag bei 100 pE / m? * sec, 20 °C und bei einer
relativen Luftfeuchte von fast 100 % inkubiert. Das Toxin wurde mit Silbernitrat angeférbt

und sichtbar gemacht.

Der niedrigste Toxingehalt in der Tabelle 18 betrug bei den belichteten Interaktionen 1,3 pg
Sirodesmin PL / g Frischgewicht. Dieser Wert lag damit im unteren Bereich der Nachweis-grenze,
wéhrend der hochste Wert mit 12,3 pg/g Frischgewicht per DC und HPLC gut feststell-bar war. In
anderen Experimenten bei weiteren Interaktionen (vgl. Tab. 19 und 20) waren nach den belichteten
Inkubationen die Sirodesmin PL Peaks der HPLC haufig zu klein und zu undeutlich, um mit
Sicherheit das Toxin nachweisen zu konnen. Auch per DC war nach einer hellen Inkubation
Sirodesmin PL héufig nicht nachweisbar. Bei den verdunkelten Interaktionen lagen die
Sirodesmingehalte mit 31,3 bis 159,7 ng /g Frischgewicht durchschnittlich 34 mal hoher als unter
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Licht. Noch deutlicher wurden die lichtbedingten Unterschiede, wenn die Sirodesmin PL-Gehalte
auf die Trockengewichte des extrahierten Blattgewebes bezogen wurden. Hier reichte die
Spannweite fiir die Toxingehalte der verdunkelten Behandlungsstufe von 530,0 pg bis 2 703,3
ng/g TGW. Im Durchschnitt lag dabei der Toxingehalt 118 mal hoher als in der hell inkubierten
Behandlungsstufe. In der Abbildung 44 wird deutlich, dass nur Sirodesmin PL als
Epipolythiodioxopiperazin in den Interaktionen nachzuweisen war. Die Zugehdorigkeit zu
verschiedenen Pathotypgruppen spielte in den untersuchten Interaktionen keine entscheidende
Rolle. Aus der Momentaufnahme vom 16. Tag nach der Inokulation wurde jedoch nicht deutlich,
wann die Toxinbildung in der Pflanze einsetzte und ob nicht bereits maximale Konzentrationen

uberschritten worden waren.

3.4.6  Zeitlicher Verlauf der Sirodesminbildung in infizierten Kotyledonen

In den folgenden Versuchen wurde der zeitliche Verlauf der Sirodesminbildung an ausgewaihlten
kompatiblen Interaktionen untersucht. In Vorversuchen waren infizierte Pflanzen, die noch
symptomlos waren, ab dem sechsten Tag nach der Inokulation auf Sirodesmingehalte untersucht
worden. Unabhdngig von Lichtintensitit und -dauer sowie der Inkubationstemperatur waren
wihrend der nahezu symptomlosen biotrophen Entwicklungsphase bis zum Auftreten der ersten
Lésionen keine Epipolythiodioxopiperazine diinnschichtchromatographisch festgestellt worden.
Die infizierten Pflanzen wurden ab dem 11. Tag nach der Inokulation bei Belichtung (8 oder 16
Std.-Tag) oder in Dunkelheit inkubiert. Ab dem 12. Tag wurden téglich bzw. zweimal tiglich je 3
g Frischgewicht Kotyledonen geerntet und bis zur Sirodesminanalyse aufgearbeitet. Als erste
Interaktionspartner zur Produktion von Sirodesmin PL werden die Rapssorte Quinta und das Isolat
ITa 1 dargestellt (Abb. 45 und Abb. 46).

12dpi 14dpi 15dpi 16dpi 12dpi 13dpi 14dpi
hell

15dpi 16dpi SPL
dunkel
Quinta-1Ila 1

Abb. 45  Sirodesmin PL in infizierten Kotyledonen der kompatiblen Interaktion Quinta - ITa 1 . Die
Kotyledonen wurden ab dem 11. Tag nach der Inokulation in Dunkelheit oder im 8 Std.-Tag
(140 pE / m? = sec) bei einer relativen Luftfeuchte von fast 100 % und bei 15 °C inkubiert.
(SPL = Sirodesmin als Vergleichssubstanz)
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Unter dem Einfluss einer Belichtung wurde die Akkumulation von Sirodesminen in den
Kotyledonen unterdriickt. In den ab dem elften Tag nach der Infektion dunkel inkubierten
Kotyledonen waren dagegen mit zunehmender Dauer steigende Gehalte von Sirodesmin PL
festzustellen. Weitere Epipolythiodioxopiperazine waren neben dem Sirodesmin PL nicht sicher
nachzuweisen. Die Gehalte von Sirodesmin PL werden im zeitlichen Verlauf in der Abbildung 46
graphisch dargestellt.
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Abb. 46  Einfluss einer Belichtung auf die Gehalte von Sirodesmin PL in infizierten Kotyledonen der
kompatiblen Interaktion der Sorte Quinta mit dem Phoma-Isolat Ila 1. Die Kotyledonen
wurden ab dem 11. Tag nach der Inokulation dunkel oder im 8 Std.-Tag (140 pE / m?2 * sec)
bei einer relativen Luftfeuchte von fast 100 % bei 15 °C inkubiert.

Eine stetige Zunahme des Toxins wihrend der Inkubation in Dunkelheit ist in der Grafik deutlich
zu erkennen. Wihrend einer Inkubation im 8 Std.-Tag wurde dagegen die Akkumulation von
Sirodesmin PL unterdriickt.

Weitere kompatible Interaktionen, wie Jet Neuf - Ila und Jet Neuf - P 146 wurden untersucht. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 47 und 48 dargestellt.
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Abb. 47  Einfluss einer Belichtung auf die Gehalte von Sirodesmin PL in infizierten Kotyledonen der
kompatiblen Interaktion der Rapssorte Jet Neuf mit dem Phoma-Isolat Ila 1. Die Kotyledonen
wurden ab dem 11. Tag nach der Inokulation dunkel oder im 8 Std.-Tag (140 pE / m? « sec)
bei einer relativen Luftfeuchte von fast 100 % bei 15 °C inkubiert.
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Abb. 48  Einfluss einer Belichtung auf die Gehalte von Sirodesmin PL in infizierten Kotyledonen der
kompatiblen Interaktion von Jet Neuf mit dem Phoma-Isolat P 146. Die Kotyledonen wurden
ab dem 11. Tag nach der Inokulation dunkel oder im 16 Std.-Tag (280 pE / m? « sec) bei einer
relativen Luftfeuchte von fast 100 % bei 20 °C inkubiert. Die Toxinbestimmungen wurden

taglich morgens (m) und abends (a) durchgefiihrt.

Diese drei und weitere kompatible Interaktionen wurden mehrfach bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen, Belichtungsintensitdten und Belichtungszeiten untersucht und zeigten
dhnliche Ergebnisse: Unter Lichteinfluss wurde eine Akkumulation des Sirodesmin PL gehemmt
und das Toxin konnte nur in Spuren bzw. nicht nachgewiesen werden. In der Tabelle 19 wurden
die bei 15 °C und bei 140 pE /m? * sec im 8 Std.-Tag inkubierten Interaktionen (vgl. Abb. 46 und

47) zusammengestellt.

Tab. 19  Einfluss einer Belichtung auf die Gehalte von Sirodesmin PL (pg Toxin pro g FGW) in
infizierten Kotyledonen verschiedener kompatibler Interaktionen. Die Kotyledonen wurden
ab dem 11. Tag nach der Inokulation dunkel oder im 8 Std.- Tag bei 140 pE / m? % sec und
einer relativen Luftfeuchte von fast 100 % bei 15 ° C inkubiert. Die Extraktionen erfolgten

fortlaufend am 12., 13., 14., 15. und 16. Tag nach der Inokulation.

Extraktion am 12. 13. 14. 15. 16. Tag

Inkubation hell dunkel hell dunkel hell dunkel hell dunkel hell dunkel
Jet Neuf - Ila 1 1,03 6,93 1,67 21,63 2,05 21,78 1,43 26,50 1,25 42,95
Jet Neuf-P 146 | 1,38 2,83 2,32 6,70 6,10 16,32 8,70 27,78 13,81 74,23
Quinta - I1a 1 1,18 2,10 0,43 0,70 -— 2,53 1,02 29,00 1,20 32,33

Die genannten Interaktionen wurden mehrfach untersucht und zeigten dhnliche Ergebnisse, wie

sie in der Tabelle 19 dargestellt wurden.
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In der Tabelle 20 wurden die bei 20 °C und bei 280 pE /m?2 # sec im 16 Std.-Tag inkubierten
Interaktionen (vgl. Abb. 48 fiir Jet Neuf - P 146) zusammengestellt. Die Extraktionen erfolgten
zweimal téglich je morgens und abends.

Tab. 20 Einfluss einer Belichtung auf die Gehalte von Sirodesmin PL (pg Toxin pro g FGW) in
infizierten Kotyledonen verschiedener kompatibler Interaktionen. Die Kotyledonen wurden
ab dem 11. Tag nach der Inokulation dunkel (d) oder im 16 Std.-Tag (h) bei 280 pE / m? «
sec und einer relativen Luftfeuchte von fast 100 % bei 20 °C inkubiert. Die Extraktionen

erfolgten zwei Mal tiglich am 12., 13. und 14. Tag nach der Inokulation (dpi).

Extraktion am 12. 12. 13. 13. 14. 14. dpi
morgens abends morgens abends morgens abends
Inkubation h d h d h d h d h d h d

JetNeuf-1Ial |0,83 1,18 0,78 1,27 10,83 1,90 |0 2,12 0,48 11,12 0,83 6,50
Jet Neuf-P 146 |1,37 1,30 |2,03 2,78 [1,62 4,28 |2,27 12,13 |4,78 23,72 |1,92 18,50
Quinta - Ila 1 0,77 1,13 10,53 4,30 |1,55 2,15 2,87 3,00 0,95 6,63 ]0,23 11,42

Das Isolat P 146 zeichnete sich schon unter in vitro Bedingungen durch ein besonderes tippiges
Pyknidienbildungsvermdgen aus und schied hohe Toxingehalte in die Fliissigkulturen ab. Auch in
vivo produzierte es in Jet Neuf meistens die hochsten Toxingehalte. Bei einer geringeren Licht-
intensitit (140 uE / m2 * sec) im 8 Std.-Tag wurden in dieser Interaktion deutlich hohere Sirodes-
mingehalte nachgewiesen als in anderen Interaktionen. Diese Mengen betrugen jedoch nur etwa
19 % im Vergleich zur dunkel inkubierten Behandlung am 16. Tag nach der Inokulation (Tab. 19).

Die inkompatiblen Interaktionen Quinta - MIX 7 (A2) und Quinta - P 146 (A2) wurden wiederholt
auf die Bildung von Sirodesmin PL untersucht. Dabei konnten keine oder nur so geringe
Toxingehalte festgestellt werden, die an der Nachweisgrenze lagen. Auch nach einer verlédngerten
Inkubationsdauer konnten weder bei Licht noch bei Dunkelheit Sirodesmine nachgewiesen werden.
Als Beispiel ist in der folgenden Abbildung die inkompatible Wirt-Parasit-Beziehung Quinta - P
146 (A2) dargestellt.
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Abb. 49  Einfluss einer Belichtung auf die Gehalte von Sirodesmin PL in infizierten Kotyledonen der
inkompatiblen Interaktion von Quinta mit dem Phoma-Isolat P 146. Die Kotyledonen wurden
ab dem 11. Tag nach der Inokulation dunkel oder im 16 Std.-Tag (280 uE / m2 * sec) bei einer
relativen Luftfeuchte von fast 100 % bei 20 °C inkubiert. Die Toxinbestimmungen wurden

taglich morgens (m) und abends (a) durchgefiihrt.
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In der Interaktion Quinta - P 146 entwickelten sich schon wenige Tage nach der Inokulation
nekrotische Lésionen. Diese erreichten bis zum 16. Tag eine Flichenausdehnung, die mit den
Lasionen der kompatiblen Interaktionen am 12. oder 13. Tag vergleichbar war. Die Nekrosen
waren jedoch deutlich dunkler und vom gesunden Gewebe scharf abgegrenzt. Eine
Pyknidienbildung konnte auch am 21. Tag nach der Inokulation nicht beobachtet werden. Das
aggressive Isolat P 146 erwies sich bisher in vitro und in kompatiblen Interaktionen als ein guter
Sirodesminbildner. In einer inkompatiblen Beziehung wurden jedoch keine nachweisbaren Toxine
gebildet.

3.4.7 Sirodesmin PL in infizierten Hypokotylen und Sprossteilen vom Freiland

Die wichtigsten Schadwirkungen werden von P. lingam an den Hypokotylen von empfindlichen
Brassica-Arten verursacht. Die Schidigungen der Kotyledonen und der Laubblitter durch
phomabedingte Nekrosen und dem damit verursachten Verlust an Assimilationsfliche sind eher
als unbedeutend einzustufen. In den folgenden Experimenten sollte daher den Hypokotylen von
Rapssorten Aufmerksamkeit geschenkt werden.

Im Juni 1993 wurden im Freiland stark geschéddigte phomainfizierte Hypokotyle und Rapsstangel
der Rapssorten Cobra und Jet Neuf gesammelt. Cobra wurde 1993 vom Bundessortenamt bei der
Anfilligkeit fiir Phoma mit der Note 7 als relativ empfindlich eingestuft. Die Sorte Jet Neuf, die
1993 beim Bundessortenamt nicht mehr eingetragen war, wurde 1987 in der beschreibenden
Sortenliste mit der Note 2 als relativ resistent beschrieben. Wiahrend der Aufarbeitung des
infizierten Materials wurde streng darauf geachtet, dass bei beiden Rapssorten gleich schwer ge-
schédigte Pflanzenteile fiir die Extraktion verwendet wurden. Dennoch zeigten sich in den Ana-

lyseergebnissen signifikante Unterschiede zwischen den Sorten im Gehalt von Sirodesmin PL.

Tab. 21 Sirodesmin PL (ug / g FGW) aus infizierten Hypokotyl- und Sprossliasionen vom Freiland
(Juni 93). Die Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede nach dem Tukey Test (P = 0,95)
die Durchschnittswerte fiir sieben (Hypokotyl) bzw. drei (Spross) Wiederholungen an.

Ort der Lésion Sorte ug/ g FGW + se

Hypokotyl Cobra 30,28 +2,88 a
Jet Neuf 8,50+0,79 b

Spross Cobra 2,54+0,08 a
Jet Neuf 1,72+ 0,13 b

Die Gehalte von Sirodesmin PL waren in den Léasionen der infizierten Hypokotyle von Cobra mehr
als dreimal so hoch wie in der resistenteren Sorte Jet Neuf. Ein signifikanter Unterschied war,
wenn auch auf niedrigerem Niveau, in den Stingelldsionen der beiden untersuchten Sorten
festzustellen. Hier waren die Gehalte von Sirodesmin PL in der Sorte Cobra um das 1,5 fache
hoher als in Jet Neuf. Mit diesen Ergebnissen konnte erstmals Sirodesmin PL in infiziertem
Pflanzenmaterial vom Freiland festgestellt werden. Ferner zeigte sich eine Korrelation von den

Gehalten an Sirodesmin PL zur unterschiedlichen Anfilligkeit der beiden Sorten.
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3.4.8 Einfluss einer Belichtung auf die Lisionsentwicklung und den Gehalt von
Sirodesmin PL in kiinstlich infizierten Hypokotylen

Die Rapssorten Cobra und Jet Neuf wurden beziiglich der Lésionsentwicklung und der Sirodes-
mingehalte am bzw. im Hypokotyl untersucht. Sie wurden dazu im Dreiblattstadium am Hypo-
kotyl mit dem Isolat Ila 1 kiinstlich infiziert und dort zum Teil abgedunkelt. Wéhrend der
Inkubationszeit wurden regelmaBig Messungen und Bonituren an den entstehenden Lésionen der
Hypokotyle durchgefiihrt. Die Abbildungen 50 bis 52 zeigen die Entwicklung der drei
untersuchten Parameter "vertikale Lésionslédnge", "Lasionsumfang" und "Lésionsflaiche am Hy-

pokotyl" unter dem Einfluss von Beschattungen vom 18. bis zum 39. Tag nach der Inokulation.

mm vertikale Lasionsldngen

Cobra

Tage nach der Inokulation

Abb. 50  Entwicklung der vertikalen Léasionslangen (mm) auf Hypokotylen der Sorten Cobra und Jet
Nef'in der Interaktion mit dem Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden bei Belichtung im 16 Std.-
Tag und bei Beschattung inkubiert. Die Messungen wurden vom 18. bis zum 39. Tag nach der
Inokulation durchgefiihrt (Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen, Daten siche A17).
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Abb. 51  Entwicklung der Léisionsumfénge (%) auf Hypokotylen der Sorten Cobra und Jet Nef in der
Interaktion mit dem Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden bei Belichtung im 16 Std.-Tag und
bei Beschattung inkubiert. Die Bonituren wurden vom 18. bis zum 39. Tag nach der Inoku-
lation durchgefiihrt (Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen, Daten siche A18).
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Abb. 52  Entwicklung der Lasionsflachen (%) auf Hypokotylen der Sorten Cobra und Jet Nef in der
Interaktion mit dem Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden bei Belichtung im 16 Std.-Tag oder
bei Beschattung inkubiert. Die Bonituren wurden vom 18. bis zum 39. Tag nach der

Inokulation durchgefiihrt (Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen, Daten siehe A19).

In den kompatiblen Interaktionen des Phoma-Isolats Ila 1 mit den Sorten Cobra und Jet Neuf
zeigten sich bei der Lasionsentwicklung deutliche Sortenunterschiede. Auch die unterschiedliche
Belichtung der Hypokotyle bewirkte signifikante Differenzen. Diese Differenzen waren bei allen
untersuchten Merkmalen (Abbildungen 50 - 52) deutlich ausgeprégt.

So entwickelten sich an unbeschatteten Hypokotylen der Sorte Jet Neuf nur kleine Nekrosen, deren
Linge, Umfang und Flidche begrenzt blieb. Das Wachstum und die Entwicklung dieser Rapssorte
wurde vom Pilz wihrend der Beobachtungszeit nicht beeintrachtigt. Das beschattete Hypokotyl
von Jet Neuf erwies sich dagegen als empfindlicher. So konnten bei den drei untersuchten
Parametern "vertikale Lédsionslange", "Lésionsumfang" und "Lésionsfliche am Hypokotyl" zu fast
allen Mess- und Boniturterminen signifikant hhere Werte ermittelt werden. Aber auch die
Pyknidienentwicklung an den beschatteten Organen wurde begiinstigt (Tab. 22). Bei einigen
Pflanzen wurden die beschatteten Hypokotyle vollstindig abgeschniirt (Ldsionsumfang = 100 %)

und die Zerstorung der Leitungsbahnen fiihrte zum Absterben dieser Pflanzen.
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Tab. 22  Anteil von Hypokotylen mit Pyknidien (in %) der Rapssorten Jet Neuf und Cobra in der
Interaktion mit dem Phoma-Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden nach der Inokulation bei
Belichtung im 16 Std.-Tag oder bei Beschattung inkubiert (je 16 Wiederholungen).

Tage nach der Kontrollen Jet Neuf Jet Neuf Cobra Cobra
Inokulation | hell und dunkel hell dunkel hell dunkel
18 0 8,33 12,50 8,33 16,60

21 0 0 15,00 10,00 15,00

24 0 12,50 31,25 81,25 87,50

27 0 10,00 50,00 50,00 83,33

30 0 22,22 55,55 66,66 100,00

33 0 33,33 55,55 88,88 100,00

36 0 40,00 75,00 80,00 100,00

39 0 50,00 75,00 100,00 100,00

Die Rapssorte Cobra erwies sich in den Versuchen gegeniiber dem Phoma-Isolat I1a 1 generell als
empfindlicher. So waren bei den unbeschatteten Hypokotylen von Cobra in allen Merkmalen
signifikante Unterschiede (Tukey Test, P = 0,95) gegeniiber der gleich behandelten Sorte Jet Neuf
festzustellen. Eine Abdunklung der Hypokotyle bewirkte eine erhohte Anfélligkeit, welche fiir alle
untersuchten Merkmale festgestellt werden konnte. Ebenso wurde die Pyknidienbildung positiv
beeinflusst (Tab. 22). Vereinzelt begannen schon ab dem 18. Tag nach der Inokulation Pflanzen
mit abgedunkelten Hypokotylen abzusterben. Am 36. und 39. Tag waren die meisten Pflanzen

dieser Behandlungsstufe so stark geschidigt, dass sie nur noch wenige Tage tiberlebt hétten.

Die Messungen und Bonituren der Lasionsentwicklung wurden von Analysen auf den Gehalt von
Sirodesmin PL begleitet. Dazu wurden 18, 21, 24, 27, 33 und 39 Tage nach der Inokulation in je
vierfacher Wiederholung pro Behandlungsstufe 1,5 g Léasionsgewebe der Hypokotyle
aufgearbeitet und die Sirodesmin PL Gehalte in der HPLC gemessen. Nichtinfizierte Hypokotyle

von Cobra und Jet Neuf wurden als Kontrollen gefiihrt (Tab.23).

Tab. 23 Sirodesmin PL (ng / g FGW) nach Inokulation mit dem Isolat Ila 1 in Hypokotylen der Sorten
Cobra und Jet Neuf. Die Hypokotyle wurden nach der Inokulation bei Belichtung im 16 Std.-
Tag oder bei Beschattung inkubiert (Durchschnittswerte von je 4 Wiederholungen).
Tage nach der | Kontrollen Jet Neuf Jet Neuf Cobra Cobra
Inokulation | hell und dunkel hell dunkel hell dunkel
X +se X +se X *+se X +se X +se
18 0 0 0 0 0
21 0 0 0,32+ 0,32 1,58 +1,56 1,22+ 1,19
27 n.d. 0 0,84 + 0,84 0,71 +£0,71 3,97+ 1,09
33 0 0 0,72+ 0,72 1,62 +0,78 5,38+ 1,73
39 0 0,72 + 0,30 5,48 +£2,49 1,42 +£0,18 11,00 +£3,70
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In den Kontrollen der beiden Sorten wurde diinnschichtchromatographisch und nach HPLC
Analysen kein Sirodesmin PL festgestellt. Damit wurde sichergestellt, dass Sirodesmine nur nach
einer Infektion mit P. /ingam im Hypokotylgewebe auftreten. In den infizierten belichteten
Hypokotylen der Sorte Jet Neuf wurden nur am 39. Tag nach der Inokulation niedrige Gehalte von
Sirodesmin PL festgestellt. In den beschatteten Hypokotylen dieser Sorte dagegen wurde bereits
am 21. Tag geringe Mengen von Sirodesmin PL gefunden. Diese blieben jedoch auf einem
niedrigen Niveau und erreichten am 39. Tag mit 5,48 ng/ g FGW Hypokotylgewebe ihr Maximum.
In den unbeschatteten Hypokotylen der Sorte Cobra wurden ab dem 21. Tag nach der Inokulation
niedrige Sirodesmin PL Gehalte gefunden. Die Gehalte stiegen wihrend der gesamten
Inkubationszeit jedoch nicht weiter an. In den beschatteten Hypokotylen von Cobra wurden im
Vergleich zu allen anderen Behandlungen die hochsten Toxingehalte gefunden. Die Toxingehalte
stiegen wihrend der Inkubation an und erreichten am 39. Tag nach der Inokulation mit 11,0 pg
Sirodesmin PL / g FGW Hypokotylgewebe die hochsten Werte.

Wie schon bei den Inokulationsversuchen an den Kotyledonen waren hohere Toxingehalte im
Pflanzengewebe erst zu einem sehr spdten Termin im abgedunkelten Pflanzengewebe festzustellen,
nachdem sich bereits groflere Lasionen entwickelt hatten. Diese Beobachtungen wurden in

weiteren Versuchen bestitigt (Abb. 53 und 54).
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Abb. 53  Lisionsentwicklung und Bildung von Sirodesmin PL durch das aggressive Phoma-Isolat
Ila 1 in den kompatiblen Interaktionen mit den Rapssorten Jet Neuf und Cobra auf beschatteten
Hypokotylen. Gemessen wurden die vertikalen Lésionsldngen (mm) und die Bildung von
Sirodesmin PL (png / g FGW) vom 18. bis zum 39. Tag nach der Inokulation
(Durchschnittswerte fir die Lasionslangen von 16 Wiederholungen, fiir die Sirodesmin PL
Bildung von 4 Wiederholungen, Daten siehe A20).
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Lisionsentwicklung und Bildung von Sirodesmin PL durch das aggressive Phoma-Isolat
IfTa 1 in den kompatiblen Interaktionen mit den Rapssorten Jet Neuf und Cobra auf
unbeschatteten Hypokotylen. Die Hypokotyle waren dem Tageslicht und der
Zusatzbeleuchtung im Gewédchshaus ausgesetzt. Gemessen wurden die vertikalen
Lisionsldngen (mm) und die Bildung von Sirodesmin PL (ug / g FGW) vom 18. bis zum 39.
Tag nach der Inokulation (Durchschnittswerte fiir die Lésionslangen von 16 Wiederholungen,

fiir die Sirodesmin PL Bildung von 4 Wiederholungen, Daten sieche A21).

Auf den verdunkelten Hypokotylen ging die Lisionsentwicklung der Toxinakkumulation zeitlich

weit voraus. Erst gegen Ende der Inkubationszeit stiegen die Gehalte von Sirodesmin PL auf

hohere Werte an. In den unbeschatteten Hypokotylen konnten trotz einer gleichmifigen

Lisionsentwicklung, die allerdings deutlich langsamer als in den beschatteten Pflanzen verlief,

keine kontinuierlichen Anreicherungen von Sirodesmin PL festgestellt werden.
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4 Diskussion

4.1 Siulenchromatographie an Kieselgel zur priparativen Isolation von Sirodesmin PL
Phytotoxische Sirodesmine lassen sich diinnschichtchromatographisch sehr gut voneinander
trennen (BADAWY & HOPPE 1989 b). Leider sind bei diesem Verfahren nur sehr geringe
Toxinmengen zu gewinnen, die auBlerdem auf der DC Platte unter Lichteinfluss degradieren
konnen. Daher musste eine préiparative Chromatographiemethode entwickelt werden, die diese
beiden Nachteile ausschlief3t.

Die Sdulenchromatographie (SC) mit Kieselgelen beruht auf unterschiedlich starken Bindungs-
kréften (Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und VAN DER WAALSche Kriéfte) zwischen den zu
trennenden Molekiilen und einem mehr oder weniger polaren Trigermaterial (Adsorbens). Die
Molekiile sind, nachdem sie im geldsten Zustand in die Tragerschicht eingedrungen sind, zu einem
bestimmten Teil reversibel an das Adsorbens (Adsorptionschromatographie) gebunden
(SCHOPFER 1986). Je nach der Polaritit der Elutionsmittel und dem Grad der Hydrophilitit des
Tragermaterials lisst sich die Adsorption von Sirodesminen am Kieselgel beeinflussen. Beim
Kieselgel S empfiehlt sich zur Chromatographie von Sirodesmin PL als Elutionsmittel 100 %
Trichlormethan, bei den beiden unterschiedlich fein gekdrnten Kieselgelen 60 (15 - 40 pm und 63
- 200 pm KorngrofB3e) sind als Elutionsgemisch 90 % Trichlormethan und 10 % Ethylacetat optimal.
Fiir eine priparative Isolierung von 100 mg Sirodesmin PL in aktiviertem Kieselgel gentigten 250
ml der oben genannten Elutionsmittel.

Bei den gewohnlichen nichtaktivierten Adsorbentien ist die Oberfliche mit Wasser belegt. Das
heif3t, die Adsorptionsstellen werden von sehr polaren und iiber Wasserstoftbriicken gebundenen
Wassermolekiilen eingenommen (GRITTER et al. 1987). Um eine optimale Chromatographie des
Sirodesmin PL zu erreichen, mussten die Kieselgele durch Erhitzen bei ca. 105 °C aktiviert werden.
Die Breite der Bandenbildung konnte dadurch verringert werden, wéhrend dabei die
Aktivitétsstufe des Kieselgels standardisiert wurde.

Auch regenerierte Sdulen wurden wiederverwendet. Jedoch war dabei die Ausbeute an reinem
Sirodesmin PL geringer. Das Kieselgel in diesen Sadulen konnte nicht aktiviert werden und die
nachfolgenden, polareren Verbindungen waren stets durchmischt.

Bei der Schwerkraftchromatographie an feinem Kieselgel 60 (Korngréfe 15 - 40 um) betrug die
Dauer der Isolation von Sirodesmin PL ca. 12 Stunden. Mit dem Einsatz der Flash
Chromatographie ( STILL et al. 1978, PRICE et al. 1987, PETERKA & FENWICK 1988 und
PEDRAS et al. 1990) konnte die Dauer einer Chromatographie auf eine halbe Stunde reduziert
werden. Auf einen Fraktionssammler konnte verzichtet werden und die Fraktionen wurden
manuell aufgefangen. Die Trennungsleistung war beziiglich des Sirodesmin PL sehr gut. Die Flash
Chromatographie ist eine einfache und iiberzeugende Methode zur Isolierung dieses Toxins an
feineren Kieselgelen.

Unbefriedigend blieb jedoch bei allen Versuchen die Isolation der Sirodesmine J und K,
Deacetylsirodesmin PL, J und K. Deacetylsirodesmin PL konnte nur in einem Ausnahmefall (vgl.

Abb. 19) in reiner Form isoliert werden. Diese und andere Sirodesmine ldsten sich in reinem
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Chloroform oder Ethylacetat in den gemischten Fraktionen nicht so gut wie Sirodesmin PL. Nach
FEREZOU et al. (1977) 16st sich Deacetylsirodesmin PL sehr gut in Pyridin. Schon ein Anteil von
1 Promille in Chloroform oder Ethylacetat bewirkten bei diesen Sirodesminen eine Ldslichkeit
von 100 %. Die Verwendung von 1 Promille Pyridin im Elutionsgemisch (90 % Trichlormethan,
ca. 10 % Ethylacetat) an Kieselgel 60 (KorngroBBe 15 - 40 um) verbesserte jedoch nicht die
Trennleistung der SC (Ergebnisse nicht gezeigt).

Nach MOTL & NOVOTNY (1979) sind die Porenstruktur, die Grofe und Form der
Kieselgelpartikel die Basisfaktoren fiir die Eigenschaften eines Chromatographiesystems. Auf den
Partikeln einfacher Kieselgele existieren kleine Oberflichenporen und tiefere Poren in das
Partikelinnere. Die relativ langsame Diffusion in und aus diesen Poren verursacht breite Zonen der
zu adsobierenden Substanz. Dieser unerwiinschte Effekt wird durch die unregelmiBige Form und
GroBe der Partikel verstérkt.

Seit einigen Jahren gibt es neue Adsorbentien fiir die Schwerkraftchromatographie, die diese
Nachteile ausschlieBen. Die Partikel bestehen aus einem nichtporésen Nucleus (ca. 30 pum,
meistens aus Glas) und sind mit einer pordsen Lage des Adsorbenten (Kieselgel oder Aluminium)
bedeckt. Die Chromatographieeigenschaften konnten mit diesen neuen Tragermaterialien deutlich
verbessert werden, jedoch auf Kosten der Kapazitit (MOTL & NOVOTNY 1979).

Bei der HPLC (Hochdruck - Fliissigkeitschromatographie) wird mit sehr kleinen sphirischen
Partikeln (5- 10 um) als Adsorbentien gearbeitet. Diese sehr homogenen Partikel sind pords und
ermoglichen exzellente Chromatographieergebnisse. Allerdings kann nur unter hohem Druck (bis
zu 400 bar) mit einem relativ teuren priaparativen System gearbeitet werden.

Die SC in einer Glassdule an Kieselgel 60 (63 - 200 pm Korngrofe) und Kieselgel S (32 - 63 um
KorngroBe) ist das technisch einfachste und billigste Verfahren mit einer hohen Kapazitit zur
Gewinnung von reinem Sirodesmin PL. Bei noch feineren Kieselgelen empfiehlt sich die
Anwendung in Verbindung mit der Flash Chromatographie. Jedoch werden dabei keine

wesentlichen Verbesserungen der Trennungseigenschaften erreicht.

4.2 Maogliche Wirkung von Sirodesmin PL in Pflanzen

Ein Einfluss der Umgebungsfaktoren auf die Wirkung des wirtsunspezifischen Sirodesmin PL
konnte festgestellt werden. Eine Temperaturerh6hung unterhalb des physiologischen Optimums
beschleunigt die Stoffwechselvorgiinge in der Pflanze. In den Experimenten wurde damit auch
Geschwindigkeit der Symptomentwicklung erhoht. Darliber hinaus wurde auch die
Symptomauspragung verstérkt.

Interessant war der Effekt des Lichtes auf die Symptomauspriagung. Wihrend bei einer dunklen
Inkubation die Chlorotisierung unterdriickt wurde, kam bei einer Photoperiode von 16 Stunden bei
140 uE / m?  sec die Entwicklung der Chlorosen durch das Toxin bei 0,5 und 1,5 pg je
Verletzungsstelle mit einer vollstdndigen Chlorotisierung zum Abschluss. Diese Beobachtungen
lassen einen Zusammenhang der Toxinwirkung mit lichtabhdngigen Enzymen vermuten. Wenn

diese Enzyme unter Lichteinfluss durch ein Toxin in ihrer Aktivitit gechemmt werden, kann es zu
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einer Anreicherung der fiir sie notwendigen Substrate oder Mangel der Produkte kommen, die fiir
den weiteren pflanzlichen Stoffwechsel schddlich wirken.

Ein solches Enzym ist die Superoxiddismutase (SOD), welche toxische Sauerstoffradikale (O,")
zu Wasserstoffsuperoxid metabolisiert (BRIDGES & SALIN 1981). Die drei bekannten Typen der
SOD werden nach ihren Metall-Cofaktoren klassifiziert: die kupfer-/zinkhaltige Form (Cu/Zn
SOD), die manganhaltige (MnSOD) und die eisenhaltige (FeSOD) Form. Die Cu/Zn SOD
unterscheidet sich strukturell von den beiden einander &hnlichen MnSOD und FeSOD. Die Cu/Zn
SOD ist in hoheren Pflanzen mit Ausnahme einiger Seerosenarten (BRIDGES & SALIN 1981)
und eukaryotischer Algen verbreitet (BOWLER et al. 1992). Eine besonders wichtige Funktion
nimmt die SOD bei der Photosynthese ein. Im Photosystem I werden als Beiprodukte O,- Radikale
produziert und miissen von der SOD entgiftet werden (ELSTNER 1979, MARSCHNER 1986).
Toxine und Xenobiotika konnten auf verschiedene Art und Weise auf die Regulation der
Konzentration der Sauerstoffradikale einwirken. Einige Herbizide, wie z.B. Paraquat, Diquat und
andere Dipyridyliumverbindungen verdandern den Elektronentransport im Photosystem I und
verstirken die Synthese von O,~. Dabei wird Paraquat zunidchst vom Photosystem I reduziert
(MULLER 1986, BOWLER et al. 1992 ). Bei der sich anschlieBenden Reoxidation wird jeweils
ein Elektron auf Sauerstoffmolekille (O,) ibertragen. Die Konzentration der toxischen
Sauerstoffradikale kann dann um mehr als das 20 fache steigen (KUNERT & DODGE 1989). In
paraquatsensitiven Pflanzen konnen diese erhohten Konzentrationen durch die SOD nicht mehr
ausreichend metabolisiert werden und die Sauerstoffradikale beginnen Membranlipide und andere
Zellbestandteile anzugreifen (YOUNGMAN & ELSTNER 1988). In der Dunkelheit dagegen wird
die Wirkung dieser Herbizide stark verlangsamt und verringert (FEDTKE 1982). Auch
Luftverunreinigungen wie z.B. Ozon und SO, bewirken eine erhohte O, Konzentration im
Pflanzengewebe und fiihren zu massiven Schiden (ELSTNER 1989)

Eine Hemmung der Cu/Zn SOD durch Luftverunreinigungen, Xenobiotika und Toxine ist moglich.
So konnte auch Sirodesmin PL die Cu/Zn SOD hemmen (ROUXEL et al. 1990). Bei Licht kdme
es zu einer erhohten Konzentration zerstorerischer Sauerstoffradikale, die fir die
Liasionsentwicklung und den Chlorophyllabbau verantwortlich sind.

Sirodesmin PL wurde nach einer ldngeren Inkubation in Dunkelheit nur sehr langsam metabolisiert,
wéhrend die Symptomentwicklung schwach ausgeprégt war. Bei einer sich spiter anschlieBenden
Belichtungsphase zeigte das Toxin eine fast unverdnderte Effektivitit im Vergleich von zu Beginn
an hell inkubierten Behandlungen.

Eine ldsionserweiternde Wirkung durch Sirodesmin PL konnte bei hoher relativer Luftfeuchtigkeit
(nahe 100 %) nur in den inkompatiblen Interaktionen festgestellt werden. Die Wirkung trat sowohl
in inkompatiblen Interaktionen mit Toxinproduzenten (A2-Isolate) als auch mit Isolaten auf, die
keine Sirodesmine bilden (NA-Isolate). Dabei zeigte sich eine Abhéngigkeit der toxininduzierten
und infektionsbedingten Lésionsgroflen von der Toxindosierung. Wéhrend die toxininduzierten
Lésionsradien mit steigenden Konzentrationen von Sirodesmin PL korreliert waren, wurden die
groBten infektionsbedingten Lasionszuwachsraten nach Applikation von 0,5 pg Sirodesmin PL pro

Verletzungsstelle erreicht. Dieser Ldsionszuwachs war nekrotisch und scheint aus einer
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"Hypersensitivititsreaktion" (HR) hervorgegangen zu sein. Die HR ist das Ergebnis einer
Erkennung durch die Wirtspflanze und eine Konsequenz der Inkompatibilitét zwischen Wirt und
Pathogen (ISAAC 1992). Die braunen Nekrosen waren daher nicht vergleichbar mit den
graugriinen, sporulierenden Lésionen, die flir anfillige Interaktionen, z.B. fiir die Interaktion der
Sorte Quinta mit dem Isolat Ila 1 (vgl. Abb. 22) charakteristisch sind.

Eine mogliche Erkldrung fiir die ldsionsfordernde Toxinwirkung wére, dass das abgestorbene
Gewebe der Sirodesminlédsion dem Pilz P. lingam als Nahrstoffquelle diente und die Fahigkeit zur
weiteren Ausbreitung im Pflanzengewebe begiinstigte. Ein Uberleben und eine Weiterentwicklung
der Isolate war nur bei hoher Luftfeuchtigkeit moglich, da das geschédigte Pflanzengewebe leicht
austrocknen konnte und dann dem Pilz keine optimalen Lebensbedingungen mehr geboten wurden.
Uberraschend war die Wirkung von Sirodesmin PL bei der kompatiblen Interaktion
Quinta - Ila 1. Ohne eine Toxinbehandlung fand bis zum ca. 9 Tag nach der Inokulation eine
symptomlose Entwicklung statt, bevor der Pilz um die Verletzungszone eine Lasionsbildung auf
den Kotyledonen verursachte. Eine niedrige Dosierung von 0,15 pg Sirodesmin PL je
Verletzungsstelle bewirkte im Vergleich zur toxinfreien Kontrolle keine Verdnderungen.
Dosierungen von 0,5 pg und 1,5 pg Toxin je Verletzungsstelle dagegen unterdriickten die normale
Entwicklung von Ila 1 in Quinta. Auf vielen Kotyledonen dieser Behandlungen entstanden nur
sehr schmale nekrotischen Zonen am Rand der toxininduzierten Lasion. Durch das Toxin
induzierte Abwehrreaktionen durch Quinta oder fiir Ila 1 negative Toxineffekte waren nicht
auszuschlieBen. Ob durch eine Toxinbehandlung Abwehrreaktionen an Brassica-Arten induziert
werden, wird am Beispiel der Phytoalexinbildung in der Dissertation von S. POUTOT (1995)
untersucht.

Eine direkte Toxinwirkung auf keimende Sporen wurde auf Wasseragar untersucht. Im Vergleich
zu den Isolaten PHW 1261 und MIX 7 wurde die Sporenkeimung von Ila 1 durch hohere
Toxinkonzentration im Agar (100 pg und 300 pg Sirodesmin PL / ml Wasseragar, Daten nicht
gezeigt) gehemmt. Bei einem Versuch auf Kotyledonen der Sorte Quinta wurde Sirodesmin PL
drei Tage nach der Inokulation mit Ila 1 appliziert. Obwohl die Sporen bereits in den Bléttern
gekeimt sein mussten, wirkte das Toxin auf die infektionsbedingte Lasionsentwicklung hemmend.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Aggressivitit der A1- und A2-Isolate in kompatiblen Interaktionen
nicht allein mit der Produktion von Sirodesminen erkldrt werden kann. Die wirtsunspezifischen
Toxine konnen lediglich das Ausmal3 der Symptome mitbeeinflussen, sie allein garantieren jedoch

nicht den normalen Entwicklungszyklus von P. lingam in der Pflanze.
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4.3 Induzierte Seneszenz und Einfluss auf die Resistenz gegeniiber P. lingam

Haufig werden Abtrennungen von Pflanzenorganen in der Pflanzenziichtung und in der
Phytomedizin vorgenommen, um Resistenzmechanismen gegeniiber Schaderregern zu studieren
(HARTLEB et al. 1990, BADAWY et al. 1992). Das abgetrennte Pflanzenmaterial l4sst sich
leichter unter ceteris paribus Bedingungen inkubieren und in groBBeren Mengen auf kleinem Raum
bearbeiten. Vielfach bleiben dabei die Resistenzen gegeniiber definierten Schaderregern bestehen.
So bestanden z.B. gute Korrelation von intakten Pflanzenorganen gegeniiber abgetrennten bei
Phytophthora infestans an Kartoffeln, Ascochyta spp. an Erbsen, Phytophthora megasperma f. sp.
glycina an der Sojabohne, Helminthosporium sigmoideum auf Reis (DHINGRA & SINCLAIR
1985) und Drechslera teres an Gerste (KRAMER 1988). Welche Faktoren fiir eine zunichst
weiterbestehende Resistenz mafBgebend sind, ist in nur wenigen Fillen bekannt. Bei anderen
Interaktionen wurden jedoch nach einer Abtrennung die Abwehrreaktionen abgeschwicht und die
Resistenz durchbrochen. So verschwanden z.B. nach einer Abtrennung von Weizenbléttern zwei
Proteinbande, die an intakten Blittern eine Resistenz gegen bestimmte Rassen von P. graminis
bewirken. Mit einer Kinetinapplikation konnten jedoch Resistenz- und Proteinverlust vermieden
werden (HOFFMANN et al. 1976).

Ob induzierbare Resistenzfaktoren, wie Phytoalexine, PR Proteine oder strukturelle
Verdnderungen negativ durch Organabtrennungen beeinflusst werden, ist nicht genau bekannt. Mit
der Abtrennung wird unter anderem die Zufuhr von Cytokininen unterbrochen und
Alterungsprozesse konnen schneller einsetzen. Die Seneszenz wird durch eine verstirkte Bildung
von Abscisinsiure z.B. in den Chloroplasten (DORFFLING 1982) gefordert. Auch Ethylen kann
ohne die antagonistischen Effekte der Cytokinine besser wirksam werden. Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass nach lidngerer Zeit der Abtrennung durch die Anderungen im
Hormonhaushalt induzierbare Resistenzfaktoren nicht mehr synthetisiert werden. Von den
Abbauprozessen diirften auch préformierte Resistenzfaktoren chemischer und morphologischer
Natur betroffen sein. Dies gilt insbesondere fiir Arten der Gattung Brassica, deren wasserreiches
Blattgewebe sich wihrend der Seneszenz schnell zersetzt.

In B. napus und B. juncea wandelten sich nach einer Organabtrennung inkompatible Reaktionen
in kompatible Interaktionen um. Schon drei Tage nach einer Keimblattabtrennung zeigte sich auf
diesen Blattern eine verstirkte Pilzentwicklung, bevor die Zeichen einer Blattalterung deutlicher
wurden. Resistenzen, die zuvor an intakten Blattern bestanden, brachen mit zunehmender
Seneszenz mehr und mehr zusammen. Eine Inkubation in Kinetin dagegen verzdgerte den Prozess
der Blattalterung und damit auch den der Pilzentwicklung.

Sporen nichtaggressiver Isolate oder aggressiver Isolate konnen in inkompatiblen Interaktionen
intakter Pflanzen {iber einen ldngeren Zeitraum iiberdauern. Trotz moglicher Abwehrreaktionen,
z.B. einer HR Reaktion, bleibt P. /ingam auf den befallenen Pflanzen lebensfdhig und wird durch
fungistatische Eigenschaften der Pflanzen gehemmt. Die weitere Entwicklung dieser Isolate setzt
erst ein, wenn das Pflanzengewebe durch interne Faktoren (Alterung) oder externe Faktoren (z.B.
induzierte Seneszenz durch Abtrennung) geschwidcht wird. Der Pilz durchdringt dann das

geschwichte Gewebe und gelangt zur Pyknidienbildung. So wird verstdndlich, dass auch fiir
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nichtaggressive Phoma-Isolate 6kologische Nischen bzw. Lebensrdume auf B. napus bestehen und
von Winterraps im Freiland nichtaggressive Isolate isoliert werden konnten (MC GEE & PETRIE
1978, DE MARCH et al 1986, KOCH & HOPPE 1988).

Das in vitro beobachtete schnellere Wachstum der NA Isolate auf Czapek-Dox-Agar lédsst die
Deutung zu, dass eine Toxinproduktion auf absterbenden Pflanzen nicht notwendig ist und im
Wettbewerb mit anderen Parasiten von Nachteil sein konnte (KNOCHE & DUVICK 1987).

4.4 Einflussfaktoren auf die Toxinproduktion in vitro und in infiziertem Pflanzengewebe
Wihrend der Inkubation von P. lingam in vitro wurden mehrere Faktoren variiert, um Hinweise
auf eine mogliche Bildung von Sirodesmin PL in der Pflanze zu erhalten. Dabei zeigte sich, dass
eine Belichtung wihrend der Inkubation die Bildung von Sirodesminen (Tab. 14) unterdriickte.
Die Zusammensetzung der Néhrmedien war dabei ebenso von Bedeutung. Wihrend in V8-
Néhrmedien nur sporadisch geringe Sirodesminmengen gebildet wurden, waren stets diinn-
schichtchromatographisch nachweisbare Gehalte in Czapek-Dox und Fries Medien feststellbar.
Die Bildung von Sirodesmin PL wird mit zunehmenden SO,4 Konzentrationen im Ndhrmedium
gefordert (BOUDART 1989). Schwefel ist eine wichtige Komponente im Dioxopiperazinring von
Sirodesminen und konnte daher im Kulturmedium ein begrenzender Faktor sein (TAYLOR 1971).
Zinksalze hemmen die Symptomauspriagung phomainfizierter Pflanzen (POIRET et al. 1985,
ROUXEL et al. 1988, 1990). Eigene Versuche in vitro zeigten, dass die Bildung des Sirodesmin
PL durch Zinksalze kurzzeitig gechemmt wird. Es ist moglich, dass Zn2* einen Komplex mit der
Sulfidbriicke des Dioxopiperazinrings bildet und damit die Eigenschaften des Sirodesmin PL
andert.

Bei der Frage nach der Relevanz von phytotoxischen Verbindungen in Wirt - Parasit Beziehungen
ist es mit von entscheidender Bedeutung, ob diese Toxine wihrend der Pathogenese auch im
infizierten Pflanzengewebe nachweisbar sind (TURNER 1984). Bisher war es nur wenigen
Arbeitsgruppen gelungen, solche Verbindungen aus dem Pflanzengewebe zu isolieren. So wiesen
BUCHWALDT & JENSEN (1991) wirtsspezifische Toxine wie Destruxin B und Homodestruxin
B in der Interaktion von Alternaria brassicae in mehreren Brassica-Arten nach; OHKAWA &
TORIKATA gelang 1967 die Extraktion des AK Toxins von Alternaria kikuchiana in infizierten
japanischen Birnen. Isolationen von wirtsunspezifischen Toxinen aus dem Pflanzengewebe
gelangen NISHIYAMA et al. (1977) und GNANAMANICKAM et al. (1982) mit Coronatin von
verschiedenen Pathovaren des Bakteriums Pseudomonas syringae bei Welschem Weidelgras bzw.
Sojabohnen; MITCHELL & BIELESKI (1977) isolierten Phaseolotoxin von Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola in Bohnen. Ein weiteres wirtsunspezifisches Toxin, das aus infizierten
Aprikosen und Pfirsichen isoliert wurde, ist Fusicoccin vom Pilz Fusicoccum amygdali (TURNER
& GRANITI 1969).

Uber Isolationen von Polythiodioxopiperazinen aus infiziertem Pflanzengewebe lagen auBer den
Hinweisen von BOUDART (1977) und BADAWY (1991) iiber vereinzelte Extraktionen bisher
noch keine detaillierteren Untersuchungen vor.

Die Schwierigkeiten, Sirodesmine aus infiziertem Pflanzengewebe zu gewinnen, wurden auch in
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den eigenen Untersuchungen deutlich: So stellte sich neben der Frage der optimalen
Aufreinigungstechnik das Problem moglicher Degradationen wihrend der Inkubation und der
Aufarbeitung. Auch war es nicht sicher, ob diese Toxine liberhaupt wihrend der Inkubationszeit
im Pflanzengewebe gebildet werden oder ihre Bildung nur in bestimmten Kulturmedien in vitro
moglich ist.

Erstmals konnte aus Ldsionen von infizierten Pflanzenorganen vom Freiland Sirodesmin PL
isoliert werden. Bei Laubblittern im Rosettenstadium gelang der Nachweis von Sirodesmin PL in
den Wintermonaten 1991/1992. Wiéhrend bei einigen Extraktionen diinnschichtchromato-
graphisch geringe Toxingehalte festgestellt werden konnten, war bei anderen Extraktionen kein
Sirodesmin PL nachweisbar (Ergebnisse nicht gezeigt). Welche Einflussfaktoren fiir das nur
sporadisch nachweisbare Sirodesmin PL verantwortlich waren, blieb zunédchst unbekannt. Im Juni
1993 wurden stark infizierte Hypokotyle und Sprossteile der beiden Rapssorten Cobra und Jet
Neuf vom Freiland untersucht. Die Pflanzenteile stammten aus einem dichten Bestand und hatten
daher nur eine geringe Belichtung erhalten. In mehreren Untersuchungen konnte aus den
Hypokotylen Sirodesmin PL isoliert werden. Andere Sirodesmine waren nicht nachweisbar. Es
wurde daraufhin die Hypothese aufgestellt, dass eine Anreicherung von Sirodesmin PL im
infizierten Gewebe nur bei geringem Lichteinfluss moglich ist.

Diese Hypothese konnte unter kontrollierten Laborbedingungen an inokulierten Pflanzenorganen
bei kompatiblen Interaktionen bestitigt werden. In Kotyledonen, welche in Dunkelheit inkubiert
wurden, reicherte sich Sirodesmin PL in Konzentrationen von bis zu 159 ng Sirodesmin PL /g
Frischgewicht Pflanzengewebe an. Auf diesen Pflanzenorganen war auch die Pyknidiengrof3e und
die Absonderung von Sporenschleim besonders ausgepridgt. In den bei Belichtung inkubierten
Kotyledonen dagegen wurden aus den ausgepriagten Lasionen keine oder nur sehr geringe Gehalte
von Sirodesmin PL ermittelt.

Auffillig an den dunkel inkubierten Kotyledonen war, dass das Chlorophyll im Vergleich zur
belichteten Behandlung nicht abgebaut wurde und die griine Farbe erhalten blieb. Eine Mazeration
des Gewebes durch den Pilz war zu erkennen.

Entsprechende Ergebnisse zeigten sich auf toxinbehandelten, nichtinfizierten Kotyledonen: Auf
hell inkubierten Bldttern wurde das Chlorophyll in der Lasionszone schnell abgebaut, wéahrend es
in dunkel inkubierten Lasionen erhalten blieb. Eine nachfolgende Belichtung jedoch forderte auch
auf diesen Bléttern einen schnellen Abbau des Chlorophylls. Analog zur Wirkung des Cercosporins
konnte eine photosensitivierende Wirkung des Sirodesmins auf das Pflanzengewebe beobachtet
werden.

Bei Versuchen an inokulierten Hypokotylen, welche belichtet oder abgedunkelt inkubiert wurden,
konnte wie bei den Kotyledonen ein negativer Einfluss des Lichtes auf den Gehalt von Sirodesmin
PL festgestellt werden. Interessant war die Beobachtung, dass beim Vergleich der anfilligeren
Sorte Cobra mit der weniger empfindlichen Sorte Jet Neuf in Cobra signifikant hdhere
Toxingehalte gemessen werden konnten.

Die Untersuchungen zeigten, dass dem Licht eine zentrale Bedeutung bei der Toxinanreicherung

zukommt. Diese Beobachtungen konnten die vergeblichen Versuche der Arbeitsgruppe um
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PEDRAS (PEDRAS & SEGUIN-SWARTZ 1992, PEDRAS & TAYLOR 1993) erkliren, die
versuchten, Sirodesmine im infiziertem Pflanzengewebe festzustellen.

Einige Toxine, wie z.B. das photosensitivierende Cercosporin (DAUB 1982, DAUB &
HANGARTER 1983) und das Tabtoxin-8-lactam (DURBIN 1991) zeigen besonders unter
Lichteinfluss eine toxische Wirkung auf Pflanzen. Cercosporin wird bei Belichtung auf ein héheres
Energieniveau gehoben und produziert dabei Sauerstoftradikale. BALIS & PAYNE zeigten 1981,
dass Cercosporin in wéssrigen Medien bei Lichteinfluss schnell degradiert wird. Eine solche
Degradation kdnnte z.B. auch bei Sirodesmin PL auf hell inkubierten Bléttern stattgefunden haben.
Um dieses zu untersuchen, wurde Sirodesmin PL auf Kotyledonen aufgetragen und bei Licht bzw.
in Dunkelheit inkubiert. Nach neun Inkubationstagen war in beiden Varianten noch Sirodesmin PL
nachweisbar. Es wurde deutlich, dass unter Lichteinfluss das Toxin nur unwesentlich stirker
degradiert wird. Der Unterschied fiir den Toxinabbau bei der Inkubation unter Licht oder in
Dunkelheit betrug nur etwa 10 %. Es darf also angenommen werden, dass unterschiedliche
Toxingehalte im Pflanzengewebe auf eine unterschiedliche Syntheserate zuriickzufiihren sind.
Unterstilitzung findet diese Annahme durch entsprechende Ergebnisse bei hell bzw. dunkel

inkubierten Fliissigkulturen von Phoma-Isolaten in vitro.

4.5 Bedeutung von Sirodesmin PL in infizierten Pflanzen

Aggressive Phoma-Isolate wachsen bei kompatiblen Interaktionen in der Frithphase symptomlos
im Pflanzengewebe. Sie sind nur nach einer Anfirbung mikroskopisch erkennbar. Sollte
Sirodesmin PL die Abwehrreaktionen der Pflanzen in dieser Phase unterdriicken und fiir das
biotrophe Wachstum ein Schutzmechanismus darstellen, konnte es in geringen Konzentrationen
nachweisbar sein. Diese Konzentrationen miissten jedoch so niedrig sein, dass morphologische
Veranderungen des Pflanzengewebes nicht hervorgerufen werden. Eine Isolation des Toxins in
dieser Phase blieb jedoch in allen untersuchten Interaktionen erfolglos. Etwa 10 Tage nach einer
Infektion beendeten die aggressiven Isolate ihre symptomlose Entwicklungsphase und begannen
auf den Kotyledonen ausgedehnte Lisionen zu entwickeln. Die Lisionsbildung kénnte auf eine
verstarkte Toxinbildung zurlickgefiihrt werden. Es konnten jedoch in der Phase der Léasionsent-
wicklung in hell und dunkel inkubierten Interaktionen (10. - 12. Tag auf Kotyledonen, 15. - 30.
Tag auf Wurzelhilsen, die im Dreiblattstadium infiziert wurden) keine oder nur sehr geringe
Gehalte von Sirodesmin PL ermittelt werden.

Trotz der geringen Gehalte von Sirodesmin PL ist eine Beteiligung an der Lasionsbildung wéhrend
dieser Entwicklungsphase nicht auszuschlieBen. In Fliissigkulturen mit Mesophyllprotoplasten
von B. napus wirkten schon 1 pM Sirodesmin PL zu 100 % toxisch (SJODIN et al. 1988) und
Mikrosporen von B. napus cv. Westar zeigten eine LD 50 bei 0,84 uM Sirodesmin PL (PEDRAS
& SEGUIN-SWARTZ 1992). Diese Konzentrationen bewegen sich in einem Bereich unterhalb
der Nachweisgrenze bei Isolationen aus pflanzlichem Gewebe. Bei einer Beteiligung des Toxins
an der Lésionsbildung konnte es sein, dass dieses nur sehr lokal, d.h. in sehr kleinen Zonen (z.B.

im Bereich der Hyphenspitzen, oder in den Anlagen der Pyknidien) gebildet wird. Bei der
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Aufarbeitung konnte durch toxinfreies Pflanzengewebe eine Verdiinnung erfolgen, so dass die
Konzentrationen von Sirodesmin PL unter die Nachweisgrenze verringern wurden.

Die Toxizitét der Epidithiodioxopiperazine kdnnte auf die reaktive Disulfidbriicke im Molekiil
zuriickgefithrt (SAMMES 1975, BOUDART 1989) werden. Dabei wird eine Wirkung der
Epidithiodioxopiperazine auf zinkhaltige Enzyme in verschiedenen Organismen vermutet
(TOWERS 1978, SMITH et al. 1977, BOUDART 1989). Die Cu/Zn SOD detoxifiziert O,"
Radikale, die als hauptsdchlich als Nebenprodukt vom Photosystem I in den Chloroplasten
gebildet werden (BOWLER et al. 1994). Eine Reaktion der Disulfidbriicke des Sirodesmin PL mit
Zn 2t der Cu/Zn SOD kénnte das Enzym inaktivieren. Unter Lichteinfluss wiirden die O,
Konzentrationen ohne die dismutierende Wirkung der SOD auf ein toxisches Niveau steigen. Auch
Radikalfanger, wie a-Tocopherol koénnen die lichtabhidngige Bleichung nicht mehr verhindern.
Neben einer hemmenden Wirkung auf die Aktivitit der Cu/Zn SOD ist auch ein Einfluss auf die
DNA abhingige RNA-Polymerase (TAYLOR 1971, ROUXEL et al. 1988), die
Alkoholdehydrogenase und auf die Kohlensdureanhydratase wahrscheinlich. Ein Zusatz von
Sirodesminen in einer Nahrlosung hemmte das Wurzellingenwachstum verschiedener Pflanzen,
ohne dass an diesen Pflanzenorganen Nekrotisierungen deutlich wurden (eigene Beobachtungen,
BADAWY & HOPPE 1989, SIODIN & GLIMELIUS 1989). Es ist wahrscheinlich, dass fiir die
Reduktion des Wurzelwachstums ein anderer Wirkungsmechanismus als bei der Nekrotisierung
an Sprossteilen aktiv ist. Eine Hemmung der DNA abhingigen RNA-Polymerase bei der
Transkription wiirde den Stoffwechsel und damit die Wachstumsprozesse der betroffenen
Pflanzenorgane beeintriachtigen.

Die erst spét im Verlauf der Pathogenese einsetzende Anreicherung des Toxins im Lasionsgewebe
lasst eine weitere Interpretation zur Bedeutung von Sirodesmin PL zu. Das Toxin besitzt antivirale,
antibakterielle und antimykotische Eigenschaften (CURTIS et al 1977, BOUDART 1989 und
POIRET et al. 1985) und konnte schiitzend fiir die Sporenlager (Pyknidien und Pseudothecien)
von P. lingam bzw. L. maculans wirken. Die so geschiitzten Pyknidien und Pseudothecien wiren
gegen ihre Parasiten weitgehend abgesichert und die Pyknosporen und Ascosporen konnen dabei

fiir langere Zeit infektios bleiben.

4.6 Ausblick auf weitere Forschungsarbeiten

Der Einfluss des Lichtes auf die Konzentration von Sirodesmin PL in der infizierten Pflanze und
auf dessen Phytotoxizitdt wurde leider erst relativ spdt wihrend der experimentellen Phase dieser
Dissertation festgestellt, so dass die Effekte aus zeitlichen Griinden nicht mehr genauer untersucht
werden konnten. Die Bedeutung einer Belichtung fiir die Toxinwirkung sollte in zukiinftigen
Experimenten erforscht werden. Zur Bestimmung einer moglichen Hemmung der Cu/Zn SOD
Aktivitit durch Sirodesmin PL konnte nach einer Methode von PAOLETTI & MOCALI (1990)
ein relativ einfacher Versuch im Photometer durchgefiihrt werden.

Nuphar luteum und Nymphaea odorata gehdren zu den Pflanzen, die keine Cu/Zn SOD Aktivitét
besitzen (BRIDGES & SALIN 1981). Falls die Cu/Zn SOD das Zielenzym fiir Sirodesmin PL ist,

diirften nach Toxinapplikationen auf Blittern dieser Pflanzen keine Chlorosen und Nekrosen
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entstehen.

Weiter sollte eine mogliche Wirkung von Sirodesmin PL sollte auch bei anderen zinkhaltigen
Enzymen untersucht werden. Untersuchungsmethoden bestehen bereits fiir die DNA abhéngige
RNA-Polymerase (JOHNSON et al 1969), die Alkoholdehydrogenase (BERGMEYER 1962) und
fiir die Kohlensdureanhydratase (LINDSKOG et al. 1971).

Auch andere Prozesse der Photosynthese konnten durch Sirodesmin PL betroffen sein. Fast ein
Drittel der im Pflanzenschutz eingesetzten herbiziden Wirkstoffe beeintrachtigen die
Photosynthese (MULLER 1986). Dazu gehoren zum Beispiel die Phenylharnstoffe, die s-Triazine,
Diazine, Biscarbamate, Amide und die Dipyridyliumsalze. Sie und moglicherweise auch
Sirodesmin PL konnten in folgenden Bereichen der Photosynthese wirken: Hill-Reaktion,
Elektronentransport zwischen dem Photosystem II und Photosystem I, zyklischer Elektronen-

transport, Photophosphorylierung und Elektronenakzeptoren.

Fiir weitere Untersuchungen zur Bedeutung dieses Toxins konnten durch UV Bestrahlung und
andere Methoden Mutanten von P. /ingam hergestellt werden, die kein Sirodesmin PL bilden. Die
vitalsten Mutanten sollten auf Kotyledonen und jungen Wurzelhilsen von Rapspflanzen inokuliert
werden. Die Relevanz des Toxins diirfte bei einer unterdriickten Lasionsentwicklung an diesen

Organen deutlich werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung phytotoxischer Sirodesmine in Interaktionen von Phoma
lingam mit Brassica napus und Brassica juncea zu untersuchen. Ein weiteres Interesse galt dem

Einfluss einer induzierten Seneszenz auf die Resistenzeigenschaften.

Zur Isolierung von Sirodesmin PL wurde ein Sédulenchromatographieverfahren auf Kieselgelbasis
entwickelt. Mit dieser Methode konnten bis zu 100 pg Sirodesmin PL in reiner Form pro

Arbeitsgang chromatographiert werden.

Sirodesmin PL wurde in verschiedenen Dosierungen auf nichtinokulierte Rapskotyledonen
aufgetragen. Die Inkubationen erfolgten bei unterschiedlichen Temperaturen und
Belichtungsterminen. Die Grofle der Lésionen war abhédngig von der Toxindosierung. Die
Lasionsauspragung jedoch wurde durch eine zunehmende Belichtungsdauer und hdhere

Temperaturen gefordert.

Bei inkompatiblen Interaktionen zwischen P. lingam und Brassica-Arten forderte Sirodesmin PL
in verschiedenen Dosierungen das Wachstum der Lésionen. Bei 0,5 pg Sirodesmin PL je
Verletzungsstelle wurde der groBte pilzbedingte Lisionszuwachs erzielt. Diese Lédsionen blieben
jedoch nekrotisch. Auch nach langerer Inkubationsdauer entstanden auf ihnen keine Pyknidien und
sie waren nicht mit den Lésionen einer kompatiblen Interaktion vergleichbar. Bei kompatiblen
Interaktionen zwischen P. lingam und B. napus cv. Quinta wirkten steigende Dosierungen von

Sirodesmin PL auf die Léasionsentwicklung dagegen hemmend.

Kotyledonen von B. napus und B. juncea wurden mit verschiedenen Phoma-Isolaten inokuliert.
Durch die Abtrennung der inokulierten Kotyledonen wurde eine Seneszenz induziert. Dabei wurde
jede Resistenz, die zuvor in inkompatiblen Interaktionen bestanden hatte, aufgehoben. Die
einsetzende Pilzentwicklung auch der nichtaggressiven Isolate bei spédten Abtrennungsterminen
nach der Inokulation zeigte, dass die Hemmung von P. [ingam in inkompatiblen Interaktionen nicht
fungitoxischer, sondern fungistatischer Natur sein muss. Eine Verzogerung der Seneszenz durch
das Phytohormon Kinetin verlangsamte bei inkompatiblen Interaktionen in den abgetrennten

Pflanzenorganen die Pilzentwicklung.

Die Bildung von Sirodesminen durch aggressive Isolate wurde in Kulturmedien von verschiedenen
Umgebungsfaktoren beeinflusst. Eine Sirodesminanreicherung wurde durch Belichtung und

Zinksalze negativ, durch Sulfate im Ndhrmedium dagegen positiv beeinflusst.
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Verschiedene Interaktionen zwischen P. lingam und verschiedenen Rapssorten wurden auf der
Basis inokulierter Kotyledonen untersucht. In kompatiblen Interaktionen konnten wéhrend der
symptomlosen Phase bis zum Auftreten der ersten Lasionen keine Sirodesmine festgestellt werden.
Wurden die Kotyledonen nach dem Beginn der Lésionsentwicklung in Dunkelheit inkubiert,
reicherten sich in ihnen mit fortwdhrender Inkubationsdauer steigende Gehalte von Sirodesmin PL
an. Eine Anreicherung von Sirodesmin PL konnte unter diesen Bedingungen bei allen untersuchten
kompatiblen Interaktionen festgestellt werden. Bei einer fortgesetzten Inkubation unter Licht
dagegen wurden in den Keimbléttern keine oder nur geringe Mengen von Sirodesmin PL ermittelt.

Bei inkompatiblen Interaktionen wurden generell keine Sirodesmine gefunden.

Sprossteile und Hypokotyle phomaintizierter Rapspflanzen vom Freiland wurden auf Toxine
untersucht. Dabei konnte aus den Lasionen Sirodesmin PL isoliert werden. Andere Sirodesmine
konnten nicht nachgewiesen werden. Interessant war die Beobachtung, dass der Toxingehalt in den
Hypokotylen um den Faktor 10 hoher lag als im unteren Stdngelbereich. Die als anfillig
eingestufte Sorte Cobra wies deutlich hohere Gehalte an Sirodesmin PL auf als die weniger
empfindliche Sorte Jet Neuf.

In Gewichshausversuchen wurden die Hypokotyle der beiden Sorten mit P. /ingam inokuliert.
Dabei wurde durch eine Abdunklung der Hypokotyle die Anreicherung von Sirodesmin PL
gefordert. In den belichtet inkubierten Hypokotylen wurden dagegen keine oder nur geringe
Gehalte von Sirodesmin PL festgestellt. Die anfilligere Sorte Cobra wies in den mehrfach
durchgefiihrten Untersuchungen deutlich hohere Sirodesmingehalte als Jet Neuf auf. Im zeitlichen
Verlauf wurden fiir Sirodesmin PL im befallenen Gewebe erst bei einer spiten Phase der

Lisionsentwicklung hohere Konzentrationen ermittelt.
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7 Anhang

A1l Tabelle zur Abbildung 24

Léasionsradien (mm) und Lé&sionsauspragungen (Boniturnoten siehe Tab. 1) auf toxinbehandelten
Kotyledonen (1,5 pg Sirodesmin PL / Verletzung) der Sorte Jet Neuf bei 20 °C und bei unterschiedlicher
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Belichtung (hell: 16 Std.-Tag , Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen).

Tage nach der Lasionsradius Lasionsauspragung
Toxinbehandlung dunkel hell dunkel hell
X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0
1 0,03 + 0,03 0,81 + 0,15 0,06 + 0,06 1,63 £ 0,15
2 0,86 = 0,06 1,16 + 0,08 1,00 £ 0,00 2,44 + 0,16
3 1,13 +£ 0,06 1,25+ 0,06 1,13+ 0,09 3,25+ 0,17
4 1,13 + 0,06 1,31 + 0,06 1,25+0,11 4,00 £+ 0,00

A2 Tabelle zur Abbildung 25

Einfluss der Temperatur auf die Lé&sionsauspragung (Boniturnoten siehe Tab. 1) toxinbehandelter
Keimblétter der Sorte Jet Neuf bei 15 und 20 °C im 16 Std.-Tag (0,15, 0,5 und 1,5 pg Sirodesmin PL je

Verletzungsstelle, Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen).

Tage nach der 0,15 pg 0,5 pg 1,5 pg Sirodesmin PL
Toxinbehandlung 15°C 20°C 15°C 20°C 15°C 20 °C
X * se X * se X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0,94 +0,19 |0 1,63 £ 0,15
2 0 0,50+0,13 |0,63+0,13 1,81+0,14 |1,25+£0,11 2,44 +0,16
3 0,38 +0,13 1,00+0,00 |1,00£0,00 2,94+0,19 |1,75+0,14 3,25%0,17
4 0,44 +0,13 1,06+0,06 |1,38+0,13 3,50+0,13 |2,69+0,12 4,00 £ 0,00

A3 Tabelle zur Abbildung 26
Einfluss der Belichtung auf die Lasionsauspragung (Boniturnoten siehe Tab. 1) toxinbehandelter Keim-
bléatter der Sorte Jet Neuf bei 20 °C im 16 Std.-Tag und einer Inkubation in Dunkelheit (0,15, 0,5 und 1,5

1g Sirodesmin PL pro Verletzungsstelle, Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen).

Tage nach der 0,15 pg 0,5 pg 1,5 pg Sirodesmin PL
Toxinbehandlung dunkel hell dunkel hell dunkel hell
X + se X + se X + se X + se X + se X * se
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0,94 +0,19 |0 1,63 + 0,15
2 0 0,50+0,13 |0,25+0,11 1,81+0,14 |1,00+0,00 2,44 +0,16
3 0 1,00 + 0,00 }0,25+0,11 2,94+0,19 |1,13+0,09 3,25+0,17
4 0,19+0,10 1,06 +0,06 |0,25+0,11 3,50+0,13 |1,25+0,11 4,00 + 0,00




A4 Tabelle zur Abbildung 27

Einfluss von zwei unterschiedlichen Belichtungsterminen (Erkldrung siehe S.10) auf die L&sionsaus-
pragung (Boniturnoten siehe Tab. 1) toxinbehandelter Keimblétter der Sorte Jet Neuf bei 20 °C (0,15, 0,5
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und 1,5 pg Sirodesmin PL pro Verletzungsstelle, Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen).

Tage nach der 0,15 pg 0,5 ng 1,5 pg Sirodesmin PL
Toxinbehandlung h2d2 d2h h2d2 d2h2 h2d2 d2h2
X + se X + se X £ se X £ se X £ se X £ se

0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 1,00+0,13 0,06+0,06 |1,25+0,11 0,13 £0,09

2 0,75+0,17 0 1,63+0,13 0,38+0,13 [2,19+0,14 0,75+0,11

3 1,00+0,18 0,25+0,11 |1,68+0,12 2,38+0,18 [2,19+0,10 2,50+ 0,13

4 1,00+0,18 0,50+0,13 |1,75+0,11 3,31+£0,20 |2,68+£0,12 3,69 +0,12

A5 Tabelle zur Abbildung 28
Ubersicht zum Einfluss unterschiedlicher Belichtungstermine (Erklarung siehe S.10) auf die Lésionsaus-

pragung (Boniturnoten siehe Tab. 1) toxinbehandelter Keimblétter der Sorte Jet Neuf bei 20 °C (1,5 pg

Sirodesmin PL pro Verletzungsstelle, Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen).

Tage nach der 1,5 pg Sirodesmin PL
Toxinbehandlung d4 h1d3 h2d2 d2h2 d1h3 h4
X * se X * se X * se X * se X * se X * se

0 0 0 0 0 0 0

1 0,06 £ 0,06 |1,06 +0,14 |1,25+0,11 |0,13+£0,09 |0,13+0,09 1,63£0,15
2 1,00 £ 0,00 [1,44+0,13 |2,19+0,14 ]0,75+0,11 [2,00+£0,13 2,44 +0,16
3 1,13+0,09 |1,50+0,13 |2,19+0,10 2,50 +0,13 |2,63£0,13 3,25+0,17
4 1,25+0,11 ]1,81+0,10 2,68 +0,12 |3,69+0,12 ]3,88+£0,09 4,00 + 0,00

A6 Tabelle zur Abbildung 30

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der inkompatiblen Interaktion
der Sorte Quinta mit dem nichtaggressiven Isolat PHW 1261. Die Toxinapplikation erfolgte gleichzeitig
mit der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen).

Tage nach der Inokulation infektionsbedingtes Lasionswachstum (mm Lasionsradius)
und der Toxinbehandlung Kontrolle 0,15 ng 0,5 pg 1,5 pg
X t se X * se X t se X  se

6 0 0 0 0
9 0 0 0,65 + 0,07 0,19 + 0,07
12 0 0,02 + 0,02 0,79 + 0,08 0,29 £ 0,12
15 0 0,02 + 0,02 1,10 £ 0,10 0,29 £ 0,12
18 0 0,04 + 0,03 1,19+ 0,16 0,27 £ 0,12
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A7 Tabelle zur Abbildung 31

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lésionsentwicklung in der inkompatiblen Interaktion
der Sorte Jet Neuf mit dem nichtaggressiven Isolat PHW 1261. Die Toxinapplikation erfolgte gleichzeitig
mit der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 24 Wiederholungen).

Tage nach der infektionsbedingtes Lasionswachstum (mm Lasionsradius)
Inokulation und der Kontrolle 0,15 pg 0,5 pg 1,5 pg
Toxinbehandlung X * se X + se X + se X * se
6 0 0 0 0
9 0 0 0,15 + 0,06 0,02 £ 0,03
12 0 0 0,56 £ 0,11 0,29 £ 0,08
15 0 0,02 £ 0,02 0,71+0,13 0,38 £ 0,08
18 0 0,04 + 0,03 0,91 + 0,15 0,67 + 0,14

A8 Tabelle zur Abbildung 32

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der inkompatiblen Interaktion
von B. juncea cv. Aurea mit dem aggressiven Isolat IIa 1. Die Toxinapplikation erfolgte gleichzeitig mit

der Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen).

Tage nach der infektionsbedingtes Lasionswachstum (mm Lésionsradius)
Inokulation und der Kontrolle 0,15 pg 0,5 ug 1,5 pg
Toxinbehandlung X + se X £ se X £ se X £ se
6 0 0 0 0
9 0 0,13+ 0,03 0,13 £ 0,05 0
12 0 0,20 + 0,06 0,31 £ 0,06 0,11 £ 0,05
15 0 0,21 + 0,06 0,36 + 0,05 0,18 £ 0,05
18 0 0,34 + 0,07 0,56 + 0,06 0,41 + 0,05

A9 Tabelle zur Abbildung 33

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der inkompatiblen Interaktion
der Sorte Quinta mit dem aggressiven Isolat MIX 7. Die Toxinapplikation erfolgte gleichzeitig mit der

Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen).

Tage nach der infektionsbedingtes Lasionswachstum (mm Lasionsradius)
Inokulation und der Kontrolle 0,15 ng 0,5 pg 1,5 pg
Toxinbehandlung X * se X + se X + se X * se
6 0 0 0 0
9 0,06 + 0,03 0,19 £ 0,04 0,16 + 0,05 0
12 0,22 + 0,04 0,67 £ 0,06 0,80 + 0,09 0,55+ 0,07
15 0,33 + 0,05 0,84 +£ 0,07 1,27 £ 0,10 0,67 + 0,05
18 0,47 + 0,06 1,05 + 0,06 1,59 £ 0,16 1,33+ 0,10




A10 Tabelle zur Abbildung 34

Effekt einer Behandlung mit Sirodesmin PL auf die Lasionsentwicklung in der kompatiblen Interaktion der
Sorte Quinta mit dem aggressiven Isolat Ila 1. Die Toxinapplikation erfolgte gleichzeitig mit der
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Applikation des Inokulums (Durchschnittswerte von 32 Wiederholungen).

Tage nach der infektionsbedingtes Lasionswachstum (mm Lasionsradius)
Inokulation und der Kontrolle 0,15 pg 0,5 pg 1,5 pg
Toxinbehandlung X * se X + se X + se X * se
6 0 0 0 0
9 0 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,01 0,08 £ 0,04
12 0,69 £ 0,14 0,99 + 0,15 0,11 + 0,04 0,08 + 0,04
15 3,75+ 0,15 4,14 + 0,22 2,03 £ 0,30 0,09 £ 0,05
18 5,11 +0,17 5,13 +0,21 2,94 + 0,29 0,49 + 0,13

A1l Tabelle zur Abbildung 35

Effekt einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung der Lasionsradien und auf die Hyphenldngen des
aggressiven Isolates Ila 1 (A1) in der kompatiblen Interaktion mit Quinta (Durchschnittswerte von 12
Wiederholungen fiir Lasionsradien und von 6 Wiederholungen fiir Hyphenldngen).

Tage nach der Léasionsradien in mm Hyphenldngen in mm
Inokulation intakt abgetrennt intakt abgetrennt
X * se X * se X * se X * se

0 0 0 0 0
3 0 0 0,20 + 0,06 0,38 £ 0,05
6 0 0 0,57 £ 0,11 0,70 £ 0,12
9 1,25+ 0,25 0,25+ 0,16 1,58 £ 0,33 3,11 £ 0,62
12 5,38 £ 0,21 3,00 £+ 0,62 5,25 £ 0,54 5,50 + 0,62

A12 Tabelle zur Abbildung 36

Effekt einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung der Léasionsradien und auf die Hyphenldngen des
nichtaggressiven Isolates PHW 1261 (NA) in der inkompatiblen Interaktion mit Quinta (Durchschnitts-

werte von 12 Wiederholungen fiir Lasionsradien und von 6 Wiederholungen fiir Hyphenlédngen).

Tage nach der mm Lé&sionsradien mm Hyphenldngen
Inokulation intakt abgetrennt intakt abgetrennt
X * se X  se X t se X  se

0 0 0 0 0
3 0 0 0,03 £ 0,01 0,21 £ 0,03
6 0 0,10 £ 0,07 0,05 + 0,01 0,68 £ 0,13
9 0 0,44 + 0,15 0,06 + 0,02 1,35+ 0,17
12 0 0,58 + 0,08 0,12 + 0,05 2,50 + 0,32




A13 Tabelle zur Abbildung 37
Effekt einer Keimblattabtrennung auf die Entwicklung der Lasionsradien und auf die Hyphenldngen des
aggressiven Isolates MIX 7 (A2) in der inkompatiblen Interaktion mit Quinta (Durchschnittswerte von 12

Wiederholungen fiir Lésionsradien und von 6 Wiederholungen fiir Hyphenldngen).
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Tage nach der mm Lé&sionsradien mm Hyphenldngen
Inokulation intakt abgetrennt intakt abgetrennt
X * se X * se X * se X * se

0 0 0 0 0
3 0 0 0,16 + 0,03 0,48 + 0,03
6 0 0,05 + 0,02 0,24 £ 0,04 0,56 + 0,16
9 0,75 + 0,25 0,38 £ 0,21 0,82 £ 0,17 0,85+ 0,11
12 1,04 +£ 0,13 0,92 + 0,15 2,08 £ 0,19 3,67 + 0,25

A14 Tabelle zur Abbildung 38
Effekt einer Abtrennung infizierter Keimblatter auf die Hyphenentwicklung (mm) von drei Phoma-isolaten
der Pathotypgruppen NA (PHW 1261) A1 (ITa 1) und A2 (MIX 7) auf B. juncea cv. Aurea. Die Abtrennung
erfolgte am Tag der Inokulation (Durchschnittswerte von je 6 Wiederholungen).

Tage nach der intakte Keimblétter abgetrennte Keimblatter
Inokulation | PHW 1261 a1 MIX 7 PHW 1261 a1l MIX 7
X * se X t se X t se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0,13+0,03 | 0,11+£0,02 | 0,21 +£0,04
6 0,056+0,02 | 0,05+0,01 | 0,12+0,03 | 1,51+0,31 | 1,18+0,15 | 0,35+0,03
9 0,07+0,02 | 0,03+0,01 | 0,07+0,05 | 3,78+0,30 | 2,44+0,46 | 2,30 +£0,27
12 0,06 +0,02 | 0,02+0,01 | 0,06+0,04 | 400+£0,47 | 400+0,37 | 2,92+0,35

A15 Tabelle zur Abbildung 39
Effekt einer Kinetinbehandlung auf das Hyphenwachstum(mm) der Phoma-Isolate Ila 1 (A1), PHW
1261(NA), MIX 7 (A2) in abgetrennten Kotyledonen der Rapssorte Quinta. Die Keimblétter wurden
unmittelbar nach der Inkubation abgetrennt und in mit 100 pg / ml Kinetin getrdnktem Filterpapier inkubiert.
Eine Behandlung ohne Kinetin diente als Kontrolle. Die Abtrennung erfolgte am Tag der Inokulation
(Durchschnittswerte von je 6 Wiederholungen).

Tage nach der 100 pg / ml Kinetin ohne Kinetin
Inokulation | PHW 1261 IMa1l MIX 7 PHW 1261 IMa1l MIX 7
X * se X * se X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0 0 0
3 0,08+0,01 | 0,01+0,01 | 0,10£0,01 | 0,21+£0,03 | 0,38+0,05 | 0,48 +0,03
6 0,43+0,05 | 0,45+0,07 | 0,45+0,08 | 0,68+0,13 | 0,70+0,12 | 0,56 0,16
9 0,41+0,08 | 2,63+0,24 | 0,82+0,05 | 1,35+0,17 | 3,11+0,62 | 0,85+0,11
12 0,68+0,14 | 3,87+0,32 | 2,15+0,17 | 2,50+0,32 | 550+0,62 | 3,67 +0,25




A16 Tabelle zur Abbildung 41
Myzelradien des Isolates ITa 1 auf Czapek-Dox-Agar mit 0, 0,1, 1, 2 und 10 mM Zinkchlorid (Mittelwerte
von je sechs Wiederholungen).
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Tage nach der mm Myzelradius
Inokulation Kontrolle 0,1 mM 1,0 mM 2,0mM 10,0 mM ZnCl,
X * se X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0 0
6 07,7 £0,48 07,3+0,48 08,0 + 0,39 07,8 £ 0,36 02,2 +0,11
9 08,3 + 0,61 08,5 + 0,37 10,3 + 0,44 10,6 + 0,37 03,4 + 0,37
12 09,3 + 0,65 10,3 + 0,40 11,0 £ 0,47 13,4 +0,72 04,5 + 0,41
15 10,3 £ 0,66 10,7 £ 0,54 11,4 + 0,40 15,7 + 0,65 05,7 £ 0,31
18 10,7 + 0,54 11,5+ 0,56 13,4 + 0,49 16,9 + 1,00 07,9 + 0,38
21 10,9 + 0,53 11,9+ 0,40 14,2 + 0,46 17,9 + 1,09 09,9 +1,17
24 11,4 + 0,49 12,6 + 0,45 14,5 + 0,48 18,8 £ 1,11 11,9+ 0,59
27 12,2 + 0,42 12,9 + 0,60 14,7 £ 0,44 18,9 + 0,65 12,9+ 0,76
30 11,7 £ 0,51 13,4 + 0,65 14,6 + 0,37 19,4 + 0,82 13,7 £ 0,82
33 12,0 £ 0,59 14,4 + 0,66 16,1 +£ 0,58 20,2 + 1,35 14,9 + 0,60
36 12,5 +0,37 15,1 £ 0,51 16,2 £ 0,56 20,7 £ 1,31 16,3+ 1,03
39 12,7 + 0,63 15,5 + 0,56 17,2 +0,69 21,2 +1,24 18,9 + 1,87

A17 Tabelle zur Abbildung 50
Entwicklung der vertikalen Lé&sionslangen (mm) auf Hypokotyle der Sorten Cobra und Jet Neuf in der
Interaktion mit dem Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden bei Belichtung im 16 Std.-Tag und bei Beschattung
inkubiert. Die Messungen wurden vom 18. bis zum 39. Tag nach der Inokulation durchgefiihrt
(Durchschnittswerte von 16 Wiederholungen).

Tage nach der Jet Neuf Cobra
Inokulation hell dunkel hell dunkel
X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0
18 04,1 £ 0,28 05,3 + 0,30 07,5+ 0,52 09,9 + 0,47
21 04,6 + 0,38 07,0 £ 0,72 10,3 + 0,58 15,8 + 1,09
24 04,8 +£ 0,44 09,8 +1,08 16,8 + 1,03 23,2 +1,31
27 04,8 + 0,63 10,5+ 1,20 16,2 + 1,69 25,6 + 2,00
30 06,3 + 0,60 10,9 +1,97 22,1+ 2,19 27,5+ 2,68
33 06,7 £ 0,90 12,6 + 2,77 25,8 £2,27 32,8 + 2,58
36 08,8 + 1,52 12,3 +1,63 26,5 + 2,99 31,6 + 3,68
39 08,9 + 1,24 13,0 + 1,24 26,6 + 2,76 32,8 + 2,69
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A18 Tabelle zur Abbildung 51

Entwicklung der Lasionsumfénge (%) auf Hypokotyle der Sorten Cobra und Jet Neuf in der Interaktion mit
dem Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden bei Belichtung im 16 Std.-Tag und bei Beschattung inkubiert. Die
Bonituren wurden vom 18. bis zum 39. Tag nach der Inokulation durchgefiihrt (Durchschnittswerte von 16
Wiederholungen).

Tage nach der Jet Neuf Cobra
Inokulation hell dunkel hell dunkel
X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0
18 17,8 + 2,63 30,8 + 2,58 45,9 + 4,23 52,3 + 3,00
21 19,7 + 3,17 39,1+ 4,43 56,1 + 4,22 65,1 + 4,23
24 18,1 +£ 3,17 39,8+ 4,63 58,4 + 5,56 72,5+ 4,45
27 20,0 + 3,60 42,9+ 4,89 56,7 + 5,54 69,2 + 4,86
30 25,3 + 3,52 45,6 + 6,44 71,8 £5,42 77,5 + 6,05
33 26,6 + 3,95 57,1 +11,95 74,1 + 4,81 76,9 + 5,46
36 27,0 £ 5,98 57,5+ 10,13 70,0 £ 7,15 83,8 + 7,30
39 26,9 + 4,65 63,8 + 9,44 71,3 6,93 86,3 + 6,25

A19 Tabelle zur Abbildung 52

Entwicklung der Lasionsflachen (%) auf Hypokotyle der Sorten Cobra und Jet Neuf in der Interaktion mit
dem Isolat Ila 1. Die Hypokotyle wurden bei Belichtung im 16 Std.-Tag und bei Beschattung inkubiert. Die
Bonituren wurden vom 18. bis zum 39. Tag nach der Inokulation durchgefiihrt (Durchschnittswerte von 16
Wiederholungen).

Tage nach der Jet Neuf Cobra
Inokulation hell dunkel hell dunkel
X * se X * se X * se X * se
0 0 0 0 0
18 06,7 +£ 0,83 11,1 £ 1,09 14,3+ 1,16 21,1 £ 2,06
21 08,8 + 0,92 16,7 + 2,23 21,4 +1,89 26,4 + 2,37
24 09,9 +1,22 20,3 + 3,34 23,1 +1,82 40,9 + 4,38
27 08,9 +1,33 18,6 + 2,62 28,8 £ 3,70 41,7 + 4,90
30 12,3+1,19 21,3 +£ 6,46 32,5+3,41 43,1 + 6,81
33 14,4 + 1,75 21,5+ 6,55 31,3+ 3,10 43,8 + 6,60
36 15,2 + 2,39 21,8 £ 2,20 35,0 + 3,54 42,5+ 421
39 15,1 + 1,89 24,0 £ 2,16 32,5+1,44 44,0 + 4,84
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A20 Tabelle zur Abbildung 53

Lasionsentwicklung und Bildung von Sirodesmin PL durch das aggressive Isolat IIa 1 in den kompatiblen
Interaktionen mit den Rapssorten Jet Neuf und Cobra auf beschatteten Hypokotylen. Gemessen wurden die
vertikalen Ldsionslangen (mm) und die Bildung von Sirodesmin PL (pg / g FGW) vom 18. bis zum 39 Tag
nach der Inokulation (Durchschnittswerte fiir die Lé&sionslingen von 16 Wiederholungen, fiir die
Sirodesmin PL Bildung von 4 Wiederholungen).

Tage nach der 1g Sirodesmin PL / g Frischgewicht mm vertikale Lasionsldnge
Inokulation Jet Neuf Cobra Jet Neuf Cobra
X t se X t se X t se X * se
0 0 0 0 0

18 0 0 05,3 £ 0,30 09,9 + 0,47

21 0,3+0,32 1,2+ 1,19 07,0 £ 0,72 15,8 + 1,09

24 09,8 + 1,08 23,2+ 1,31

27 0,8+0,84 4,0 + 1,09 10,5+ 1,20 25,6 + 2,00

30 10,9 £ 1,97 27,5+ 2,68

33 0,7 £0,72 54+1,73 12,6 £ 2,77 32,8 £ 2,58

36 12,3+ 1,63 31,6 + 3,68

39 5,5+ 2,49 11,0 £ 3,70 13,0 + 1,24 32,8 + 2,69

A21 Tabelle zur Abbildung 54

Léasionsentwicklung und Bildung von Sirodesmin PL durch das aggressive Isolat IlIa 1 in den kompatiblen
Interaktionen mit den Rapssorten Jet Neuf und Cobra auf unbeschatteten Hypokotylen. Die Hypokotyle
waren dem Tageslicht und der Zusatzbeleuchtung im Gewdchshaus ausgesetzt. Gemessen wurden die
vertikalen Lédsionsldngen (mm) und die Bildung von Sirodesmin PL (pg / g FGW) vom 18. bis zum 39 Tag
nach der Inokulation (Durchschnittswerte fiir die Léasionslingen von 16 Wiederholungen, fiir die
Sirodesmin PL Bildung von 4 Wiederholungen).

Tage nach der ng Sirodesmin PL / g Frischgewicht mm vertikale Lasionsldnge
Inokulation Jet Neuf Cobra Jet Neuf Cobra
X + se X + se X + se X t se
0 0 0 0 0

18 0 0 04,1 £ 0,28 07,5 + 0,52

21 0 1,6 £ 1,56 04,6 + 0,38 10,3 £ 0,58

24 04,8 £ 0,44 16,8 £ 1,03

27 0 0,7+0,71 04,8 £ 0,63 16,2 + 1,69

30 06,3 + 0,60 22,1+2,19

33 0 1,6 £0,78 06,7 + 0,90 25,8 + 2,27

36 08,8 + 1,52 26,5 + 2,99

39 0,7 + 0,30 1,4+0,18 08,9 + 1,24 26,6 + 2,76




- 100 -

Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei Herrn Professor Dr. H.-H. Hoppe fiir die Uberlassung des
Themas und die wissenschaftliche Betreuung bedanken. Seine stdndige Bereitschaft zu frucht-
baren Diskussionen und die Gewdhrung relativ grofer Eigenstdndigkeit haben diese Arbeit
wesentlich geférdert.

Einen weiteren Dank richte ich an alle fritheren Mitarbeiter im Fachgebiet Phytomedizin des FB
11 in Witzenhausen, die mich in einer freundlichen und hilfsbereiten Atmosphére unterstiitzten.

Fiir die finanzielle Unterstiitzung mochte ich mich bei der Deutschen Forschungsgemeinschaft
bedanken, die das Vorhaben aus dem Titel Ho 613/10 forderte.

SchlieRlich, aber sicher nicht zuletzt danke ich meiner Frau fiir die Unterstiitzung und Geduld, mit
der sie zum Gelingen dieser Arbeit beitrug.



